UNIVERSIDAD MICHOACANA DE
SAN NICOLAS DE HIDALGO

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN METALURGIA Y MATERIALES

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS EN METALURGIA'Y CIENCIA DE
LOS MATERIALES

FABRICACION DE ANDAMIOS POROSOS DE BIOVIDRIO CEL2 DOPADO CON
ZnO, SrO Y CuO MEDIANTE TECNOLOGIA DE POLVOS PARA APLICACION
EN INGENIERIA TISULAR

Tesis que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias en Metalurgia y Ciencia de los Materiales Presenta:

M.C. Anel Flores Jacobo

Director de Tesis

Ph.D. Ena Athenea Aguilar Reyes

Morelia, Mich., diciembre de 2025.






DEDICATORIA

A Dios por la oportunidad de vida y por permitirme planes de superacion y un mejor futuro,
por la esperanza y la fe. “Porque cuando me sentia cansada ¢l me dio fuerza, cuando me

sentia débil, é1 me dio fortaleza™.

A mis padres porque ellos fueron mi motor, mi cimiento y son parte importante de mi vida,
y de mi formacidn, porque me ensefiaron que la vida no es facil que si caes debes levantarte
y continuar y por ensefiarme que mirar atrds es para aprender. A mis hermanos por su

paciencia, comprension y sacrificio.

A mi esposo Luis Angel, por no dejarme y estar en las buenas y en las malas, por ser mi
apoyo incondicional, por ser y formar parte de esta nueva etapa. A mi hijo Eratseni por ser

mi nuevo motor de superacion personal y profesional.

A mis compaieros y amigos del laboratorio de “Compuestos” por su apoyo incondicional:
Rocio, Rodrigo, Alex, Karla, Cindy y Joaquin, y por integrarme a su grupo de trabajo, por

animarme a seguir adelante.

“Uno de los mayores regalos de mi vida es mirar a mi alrededor y saber que no estoy sola.

Gracias por estar siempre a mi lado”



AGRADECIMIENTOS

Al Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo, por haberme abierto sus puertas y por la oportunidad de ingreso al
programa de Doctorado y permitirme continuar formédndome profesionalmente en un

ambiente lleno de excelentes docentes e investigadores.

A la Secretaria de Ciencias, Humanidades, Tecnologia e Innovacion (SECIHTI) por la beca

de doctorado otorgada en el periodo de septiembre-agosto 2020-2024.

A la Dra. Ena Athenea Aguilar Reyes, por la oportunidad de superacion profesional, por su
apoyo incondicional en el proyecto de Doctorado y por ser parte de esta hermosa aventura
llena de frustracion, enojo, buenos y malos ratos, pero de aprendizaje. Y por su ejemplo como

profesionista y mama.

Al M.C. Luis Maria Suarez Rodriguez, encargado del Laboratorio de Fisiologia Molecular
de Plantas, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, por la asesoria técnica y

experimental en la realizacion de las pruebas de bioactividad in vitro.

Al Dr. Juan José Valdez Alarcon y a sus estudiantes Erick Hernandez Lopez y Christian Salto
Reyes, por su apoyo incondicional y por la asesoria tedrica y experimental en los estudios

antibacterianos in vitro.

A las y los técnicos encargados de los equipos Beckman Coulter LS100Q, microscopio
electronico de barrido JEOL SEM JSM 6400, espectrofotometro de infrarrojo TENSOR 27

Bruker por la asesoria técnica y experimental en la coleccion de datos.

Al Quim. Rufino Lozano, encargado del Laboratorio de Fluorescencia de Rayos X (LFRX),
del Laboratorio Nacional de Geoquimica y Mineralogia, Instituto de Geologia, Universidad
Nacional Auténoma de México, por la asesoria experimental en la coleccion de los datos de

fluorescencia.

A la Dra. Bertha Olivia Aguilar Reyes del Instituto de Investigacion en Materiales de la
UNAM-Morelia, por la asesoria experimental en la coleccion de datos de los analisis de

difraccion de rayos X.

il



INDICE

INDICE DE FIGURAS .....ccortvtmmrimriieeises e ssssesssessssessssesssssessssessses s st sssssssssessssssssssssnssssnesees Vi
INDICE DE TABLAS .....couitmitrteseeeetsseeesesssssssse st esssse sttt sss st ssssssesssesens xii
g R L B 1Y, 0 2 PSP Xiii
ABSTRACT .ttt ettt b e b e s bt sae e et e et e e s bt e sb e e saeesabe st e ebe e beennees Xiv
CAPITULO 1. INTRODUCCION.......oesvvuummrvimmrrimmremeseesssesessssssssessesesssssessssssssssessssessssssssesne 1
L O 0] 115 A 1R 3
1.1.1 ODbJetiVO GENETAL.......oiiiiiieiiiieeiie ettt tee s e e sbeeesabeeeaseeenaeeens 3
1.1.2 ODbjJetivos PartiCULAIES ........cecvieiieeiieiieeie ettt ettt riee e seeeeae e st e ebeensaeenseens 3

1.2 JUSHIFICACTION ..ttt sttt et e at et e e saeesbeenaea 4
1.3 HIPOLESIS .eveevvieirieiieeiieeiee et esiteete et e sttt eteesaaeebaessaeesseessseesseessseesseessseenseesssesnseenssesnsanns 5
CAPITULO 2. REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE .......o.covvireeeieeeseeeeceeieneen. 6
2.1 E1 tejido 0S€0 MUMANO.......cc.eiiiiiiiiieiieciie ettt ettt e eebe e e esseennes 6
2.1.1 Composicion del teJid0 OSEO0.......eeruiiriieriieeiieiie ettt eriee e stee e sseeebeeseeeesseenenas 6
2.1.2 Clasificacion del NUESO ........c.eerueriiiiiiiiiiecieieceeee e 6
2.1.3 Células presentes en €l te]id0 0SE0........ccueeruiirieriieiieeiieie et 8
2.1.4 Propiedades mecanicas del tejid0o OS€0 .......c.eevueeriiiiiieiiieiieiieee et 9
2.2 PatolOgia OS@A ...c..eeuveiiiiiiiieiieeieee ettt s 11
2.3 Técnicas de regeneraciOn OSEA..........cocuerueeueeueerieeiierienieeieeitenteetesiee st eressesbeeeesaeenee 13
2.3.1 Injertos naturales versus injertos sintéticos y la ingenieria de tejidos.................. 14

2.4 Ingenieria de teJId0S . ..couiriiiiriiiiiie ittt e 15
2.5 ANAAMIOS POTOSOS ...ceutiriiiiiiiiieiteteete sttt ettt ettt sttt eete et e st e bt satesaeebeeatesbeentesanenee 16
2.5.1 Requisitos de los andamios para ingenieria de tejido 0S€0.........ccevveerrveeeneennee. 17

2.6 Métodos de fabIICACION. ....c.eeiiieiiieiiieiie ettt ettt 21
2.7 Materiales disponibles para la fabricacion de andamios tridimensionales................. 29
2.7.1 Metales y SUS @Al€ACIONES .......eeeeeiieeiieeeiieeeiieeeieeeeiteeeteeesreeeaeeeeeeeenneeeeseeeenns 29
2.7.2 POIIMETOS ...ttt ettt ettt ettt e 33
2.7.3 COTAMICOS .....eeuveiieiteie ettt ettt ettt et b et e bttt et saeesaeebe e bt e sbeenteeaee e 37

2.8 VIAT10S DIOACLIVOS ..euiiiiiiiiieiitieiie ettt ettt ettt ettt et st sbe e et e et e saae e e e 38
2.8.1 Biovidrios de SICALO.....cc.uiiuiiiiiiiieieee e 42

2.9 Elementos dOPANLES .......ccccviieriieeiiieeiiieeiteeesiteeeieeeeieeeeseeesseeessbeeessseeessseessseessseenns 47
2.10 ESTUAIOS 171 VEIEFO ..ottt 54

il



2.10.1 Estudios de bioactividad y modificacion de biovidrios con dopantes ............... 54

2.10.2 Cultivo CEIUIAT ....c..eeiiiiiiiieeeeee e 61
2.10.2.1 ENSAYO WST-1 .ottt s s s e 62
2.10.3 Ensayos antibacterianos ..........cc.eeecuereeiueeeeiuieenirieesieeesreeesereeessneesssseessssesensseesnnns 64
2.10.3.1 PatOZENOS COMUINES ......eerurerurieieeniieniieniteeteeteesreesseesseesaeeeseesseesseesseesmsesmsesaseenseessens 65
2.10.3.2 Impacto €N IMPIANLES ....ccercverrirreeienieeieriene et s 66
2.10.3.3 Metales como alternativa antibacteriana ...........cceveereerieeerieereeneesiiesie e esreeseeennees 67
2.11 Otros biomateriales funcionalizados .............coeouieiiiiiieniiiiie e 74
2.12 Respuesta y comportamiento de un biomaterial ............ccoeeveerieeiieniieenienieeieeee 78
2.13 EStado @CtUAL.....couiiiiiieiieieceee ettt 80
CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL .....occoiviueeieeeeeee et eeen 81
3.1 Fabricacion del vidrio bioactivo CEL2.......c.ccociiiiiiiiiiiinieieeeeeee e 81
3.2 Caracterizacion microestructural de los polvos de biovidrio...........cceeveeviveneeenennen. 82
3.2.1 Analisis de tamano y distribucion de particula ...........cceevvveriieciieniiieiienieeieee. 83
3.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).....c.coovieviieriieiiiiiieieieeeeee e, 83
3.2.3 Analisis por fluorescencia de rayos X (FRX) ....ccoovieiiiiiiiniiiieeeeeeeee, 83
3.2.4 Analisis por microscopia electronica de barrido (MEB).........ccccoeeviiiiiiiicieennnnen. 84
3.2.5 Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)........cccoovvvevciieniieiiiniiiiieieeeee, 84
3.2.6 Anadlisis por difraccion de rayos X (DRX) ...cccovvveiieeeiiiieiieeeiieeee e 84
3.3 Fabricacion de andamios de biovidrio CEL2 sin dopar y dopados ...........ccceceeeuneeneee. 84
3.4 Estudios de bioactividad de los andamios sin dopar y dopados ..........cccceeerveeenrenee. 86
3.4.1 Célculo del volumen de SBF NeCesario ...........cooeerieenienieeniiniienienieeneeeeeen 86
3.4.2 Preparacion del fluido corporal simulado (SBF) .......cccoviiviiiininiiniiicicene, 86
3.4.3 Proceso de INMETSION .......eevuuieitieiieiiieeieeiie et e site et sieesae et e et e e seeesnbeesseeenseeneeas 87
3.5 Caracterizacion microestructural ¥ MECANICA .......eeevvveeeriieeeiieeeiieeeieeeeiee e 88
3.5.1 Célculo del porcentaje de porosidad ...........coceeeeveriiiniininiiiniinenereeeeceee 88
3.5.2 Medicion de area superficial y tamafio de pOTo .......ceecvveeeiieerciieeiiieeeiee e 88
3.5.3 Medicion del tamamno POTO ......ceeeeeuvieeriieeeiiieeiie et eeiteeeree e e e e s e e eeaees 89
3.5.4 Microscopia electronica de barrido (MEB).......cccooviiiiiiiiiiniiiiceeeeeeeee, 89
3.5.5 Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)........cccoovieiiiiniiiiiiiiiieeee, 90
3.5.6 Anadlisis por difraccion de rayos X (DRX) ...cccoviveiiieeiiiiieieccieecee e 90
3.5.7 Evaluacion mecanica de 10S andamios .........c.c.eevueerieeniieniienieniienieeieeee e 90

v



3.6 EStudios DIOIOZICOS .....ueeiuiiiiiiieeeiie ettt ettt e ee st e e s e e eire e e eabeeenseeeeseeenens 90

3.6.1 Unidades formadoras de colonias (UFC).........ccccoovieeiiiiiciiinieeee e, 91
3.6.2 Indice de formacion de biopeliculas ..............ocooeeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 93

3.7 ANALISIS EStAATSTICO . c.uveuieiieieriieieeie ettt ettt st 95
CAPITULO 4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ........cvvumirmmreremmeeneeissrseesseseseees 96
4.1 Analisis de los polvos de biovidrio, sin dopar y dopados..........ccceeveeeiierieenieenvennnens 96
4.1.1 Tamafo y distribucion de tamafio de particula..........ccoeceevieeciieniieciienieeieee, 96
4.1.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)......ccccuveeviiieiiiieiieee e, 100
4.1.3 Fluorescencia de ray0s X (FRX) ....ccciiiiiiiiiiieeiieeeeee e 105
4.1.4 Microscopia electronica de barrido (MEB)........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiieciecieeeee 106
4.1.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) .........ccccccueunene. 108
4.1.6 Difraccion de rayos X (DRX) ...eeeiiiiiiiiiiiieeceeee e 112

4.2 Analisis de los andamios SINtEriZad0S..........eevveeriieriieeiieniieieee e 114
4.2.1 Microscopia electronica de barrido (MEB).........c..cooviieiiiiiiiiiieee e, 114
4.2.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) ............cc.cc.ee. 116
4.2.3 Difraccion de rayos X (DRX) ...cieoiiiiiiiiiieiieieeieeeeee ettt 120
4.2.4 Resultados de porosidad y resistencia a la compresion ............ccceeeveevveenveennnn. 124

4.3. Resultados de 10S eStUdIOS 171 VITFO ......cc.eeevieiiiieiieieeiee et 130
4.3.1 Ensayos de bioactividad ...........ooceiiriiiieiiieeiiieceieeeeee e 130
4.3.1.1 Estudios de pH y pérdida de PeS0 .......ceeeeruiiriiriiiiieieeiierte e 130
4.3.1.2 Andlisis por microscopia electronica de barrido (MEB) .......cocooveiiiiiiiiienicnnenne 135

4.3.1.3 Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)......ccccvevienieniiniieniieineeneenee e 141
4.3.1.4 Analisis por difraccion de rayos X (DRX) ...cocvveiviiinieniiniinienieeieeeesee e 145

4.3.2 Estudios antibacterianos..........ceueerueeriieriienieeniiesieeieesiteeieeseeeeteesieeebee e eneeens 149
4.3.2.1 Unidades formadoras de colonias (UFC) ........ccocceriieiiiniiiniiniinieeeeeesee e 149
4.3.2.2. indice de formacion de DIOPEliCUIa .........co.cvevvveeveereereeeeeeeeeeeeeeee e, 155
CAPITULO 5. CONCLUSIONES........ccvuumruimmrieimresisesssnesessssssssessssesssssesesssessssessssssssssesenes 163
TRABAJO A FUTURO ...ttt ettt et sttt e ste e st esta e sate e sabaessaseesabaesabaeesasaesnseeen 166
REFERENCIAS ...ttt sttt st et st e e b e e s ar e e s b e e smteesaneesneeesaneesaneean 167



Figura 2.1

Figura 2.2
Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5
Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10

Figura 2.11

Figura 2.12

INDICE DE FIGURAS

Estructura jerarquica del hueso: fibrillas de colageno, laminillas, osteonas
y trabéculas, hueso cortical y trabecular [13].

Representacion esquematica de la estructura 6sea [16].

Comparacion de curvas tipicas de esfuerzo de compresién-deformacion del
hueso trabecular y cortical [17, 19].

Esquema representativo de las opciones disponibles para la regeneracion
del tejido 6seo [29].

Conceptos basicos de la ingenieria del tejido 6seo [31].

a) [lustracion esquematica y morfologias digitales de tres tipos de estructura
de andamios, b) filtracion y migracion de HUVEC in vitro, tincion DAPI y
analisis cuantitativo del nimero de células migradas y la distancia de
migracion, c) tiempo de transferencia de fluido de un lado del andamio al
otro lado y d) proliferacion de HUVEC [35].

a) Imagenes por MEB de los andamios de celulosa a diferentes
magnificaciones, b) ensayo CCKS8 de los andamios impresos en 3D de
celulosa pura y compuestos y ¢) resultados de los estudios de resistencia a
la compresion y traccion [36].

Micrografias de MEB e histogramas de distribucion de tamafio de poro
correspondientes (a, b) andamio de alginato, (¢, d) andamio Alg-0.3BG, (e,
f) andamio Alg-1BG y (g, h) andamio Alg-1.5BG [37].

Imagenes de MEB de los andamios (a, d) B-TCP, (b, ¢) B-TCP después de
la impregnacion al vacio con solucion sol gel de biovidrio 45S5, (c, f) B-
TCP/45S5 después del tratamiento térmico a 1200 °C [41].

Imagenes de los andamios HA: por microscopio optico (I-111), y por MEB,
microporos secundarios (IV-VI) y seccion transversal del andamio (VII-
IX) y b) porosidad (I), resistencia a la compresion (II) y estadisticas del
tamafio de los microporos (III) [42].

Imégenes MEB de (a) arquitectura de poro-puntal 3D, (b) puntal sinterizado
y (c) detalles de la superficie del puntal [43].

Iméagenes MEB de andamios de biovidiro 45S5 con diferentes cantidades
de agente espumante: con 0.1 % (A1, A2, A3), 0.2% (B1, B2, B3) y 0.3%
(C1, C2, C3) sinterizados a 850 °C durante 2 h [44].

vi

10

15

16
19

20

21

23

25

25

26



Figura 2.13

Figura 2.14

Figura 2.15

Figura 2.16

Figura 2.17

Figura 2.18

Figura 2.19

Figura 2.20

Figura 2.21

Figura 2.22

Figura 2.23

Figura 2.24

a) Imagenes por MEB a diferentes aumentos, b) curvas de esfuerzo-
deformacion y c) tabla de las propiedades de los andamios obtenidos [47].
Iméagenes MEB de los andamios de biovidrio a base de -TCP/fosfato con
diversas cantidades de agente espumante [48].

a) Macrografias de las muestras porosas de Ti6Al4V impresas en 3D, b)
analisis EDS y c) imdgenes MEB de las muestras con diferentes tamafios
de poro 500 (I), 700 (IT) y 900 (III) [50].

a) Imagenes MEB de las estructuras de NiTi producidas por CAD, b)
comparacion entre los detalles del modelo CAD y las medidas de las
estructuras SLM y c) curvas de esfuerzo deformaciéon con valores de
porosidad y modulo de Young [51].

Imagenes MEB que muestran los detalles de CoCr circulares (izquierda) y
trabeculares (derecha) y b) resultados de las propiedades mecanicas de
traccion (izquierda) y compresion (derecha). YS = limite elastico, E =
moédulo de Young y UTS = resistencia maxima a la traccion [52].

(a, b) Ensayo del kit de recuento celular-8 (CCK-8) después de su cultivo
durante 1, 3 y 5 dias. (c—¢) Reconstrucciones confocales con escaneo laser
de células vivas/muertas (1 dia). (f~h) Imagenes por MEB de la morfologia
de rMSC extendida en andamios (1 dia) [60].

Representacion esquematica de las unidades estructurales que forman una
red de vidrio de 6xido (R representa un cation modificador de red genérico;
O corresponde a atomos de BO) [64].

a) Imagenes de MEB de los andamios de silicato, borosilicato y borato, y
b) curvas de esfuerzo-deformacion de los ensayos mecanicos [70].

a) Imagenes MEB de andamios compuestos con contenidos del 5 a 20 % de
BG, b) resistencia a la compresion de los andamios, c) moédulo elastico de
los andamios, d) pérdida de peso, y e) valores de pH después de la inmersion
en SBF [71].

Imagenes de MEB del vidrio de borato después de su inmersion en
diferentes medios [72].

a) Imagen de MEB del andamio de biovidrio 45S5 sinterizado a 1180°C, y
b) curva de resistencia a la compresion contra porosidad [75].

a) Imagenes MEB de los andamios después de la sinterizacion (I-11I),

después del recubrimiento (IV), capa fibrosa de colageno (V-VI) y

vii

28

29

30

31

32

36

39

40

42

42

44

45



Figura 2.25

Figura 2.26

Figura 2.27

Figura 2.28

Figura 2.29

Figura 2.30

Figura 2.31

Figura 2.32

Figura 2.33

superficie rugosa del biovidrio de la capa fibrosa de colageno (VII-IX), y
b) curvas de esfuerzo-deformacion para andamios a bases de BG 45S5 con
y sin recubrimiento de coldgeno [76].

a) Imagen MEB de los andamios a diferentes magnificaciones, b) resultados
de las pruebas mecanicas, c) actividad metabolica bajo el ensayo de
reducciéon AlamarBlue®, y d) imégenes de células vivas/muertas de
hDPSC. Barras de error £ DE y *p <0.05, **p <0.0] y ***p <0.001 y la
falta de significancia (ns) es p> 0.05 segln la prueba t de Student [77].

a) Iméagenes de MEB de los andamios con 58% en peso de CEL2 (I-III),
con 60% en peso de CEL 2 (IV-V), ambos tratados a 900 °C, y andamios
con 58% en peso de CEL2 tratados a 1000 °C (VI) y b) analisis de nano-
CT de andamios vitroceramicos CEL2 con diferentes contenidos de solidos
y sinterizados mediante diferentes tratamientos térmicos [5].

Elementos incluidos hasta la fecha en los vidrios bioactivos mesoporosos y
su actividad biologica. Las lineas continuas indican propiedades bien
establecidas, mientras que las lineas discontinuas corresponden a efectos
bioldgicos propuestos [84].

a) Viabilidad celular con fluorescencia, b) influencia de los productos de
disolucion ionica (IDP) en la produccion de ALP, OPN, OCN y COL1Al
(I-IV), y ¢) imagen de fluorescencia de células vivas/muertas [85].

a) Analisis de densidad optica de las células después de 24 horas, b)
imagenes de MEB de adhesion y proliferacion celular de MG-63, y ¢)
evaluacion angiogénica con células HUVEC a las 24 horas [86].

a) Respuesta mecanica de las muestras, b) ensayos de bioactividad de las
muestras, c-d) estudios de viabilidad celular mBMSC y HUVEC con datos
estadisticos representados como medias + DE (*p < 0.05) [87].
Representacion del mecanismo de integracion del biovidrio sobre la
superficie del tejido [91].

a) Formacion de hidroxiapatita en la superficie de los andamios: BG (al—
a5), 5Sr-BG (b1-b5), 10Sr-BG (c1-c5), 5Zn-BG (d1-d5) y 10Zn-BG (el—
d5); analisis EDS (a6-¢6); b) Resultados de pérdida de peso de los andamios
tras inmersion en SBF [92].

a, b) Imagenes MEB de cristales de hidroxiapatita. ¢) Analisis EDS de
hidroxiapatita formada [93].

viii

46

47

49

51

52

53

55

56

58



Figura 2.34

Figura 2.35

Figura 2.36

Figura 2.37

Figura 2.38

Figura 2.39

Figura 2.40

Figura 2.41

Figura 2.42

Figura 2.43

Figura 2.44

Figura 2.45

Figura 2.46

a) Imagen MEB de la superficie de los andamios tras inmersion en SBF por
5 dias, b) curvas de pH y pérdida de peso, y c.1-c.4) concentraciones de
iones de Si**, Ca?*, B*" y Sr** [94].

Iméagenes MEB tras inmersion en SBF: (a, b) sin dopar, (c, d) IStBG, (e, f)
2SrBG y (g, h) 5SrBG [95].

(a) Imagen MEB de las muestras tras inmersion en SBF, (b.1) valores de
pH, (b.2-b.4) perfiles de liberacion de Co**, Cu*" y Sr**[96].

Perfiles de liberacion de Ca, P, Si, Cu y Mg y valores de pH durante la
inmersion en SBF [97].

a) Tincidon vivo/muerto a las 3, 5 y 7 semanas, b) ensayo de viabilidad
celular indirecta WST-1, expresados como media aritmética + error
estandar; *diferencia estadisticamente significativa entre d7-ZnHyb y todos
los demas grupos (p< 0.001 con correccion para pruebas multiples) [100].
Viabilidad celular de HaCaT después de 24 h de exposicion a diferentes
concentraciones de CuO (p < 0.05) [101].

a) Halos de inhibicion en discos dopados y no dopados con cepas: (a.1, a.3)
E. coli, (a.2,a.4) S. aureus, (a.5, a.7) B. cereus y (a.6, a.8) C. albicans. b, ¢)
Tamafos de zona de inhibiciéon en milimetros [106].

a) Halos de inhibicion tras 24-48 h de incubacion. b) Zonas de inhibicion
en mm (media = DE; p<.0.05 y p<0.01). ¢, d) Dindmica de D.O. durante 7
h[107].

a) CMI en diferentes concentraciones de biovidrio. b) Halos de inhibicion
tras 24 h de incubacion. ¢) Zonas de inhibicion graficas. d) Potencial de
erradicacion de biopeliculas para A. aceti, P. aeruginosa y S. aureus
(F***p <0.0001, ***p< 0.001, **p<0.01 y *p < 0.05) [108].

a) Actividad antimicrobiana de biovidrios dopados y sin dopar. b)
Evaluacioén de la actividad antibacteriana de los andamios [109].

a, b) Inhibicién de E. coli, ¢, d) inhibicion de S. aureus mediante andamios
dopados y sin dopar [110].

a) Viabilidad bacteriana: izquierda E. coli, derecha S. aureus. b) Formacion
de colonias: (b.1-b.3) E. coli, b.4-b.6) S. aureus [111].

a) Analisis osteogénico mediante tincion de células con F-actina
citoesquelética. b) Representacion del nimero promedio de células madre

mesenquimales (MSC) adheridas por microgel, la fraccion de superficie del

X

59

59

60

61

63

64

68

69

71

72

73

74

75



Figura 2.47

Figura 2.48

Figura 2.49

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7
Figura 4.8

microgel cubierta por MSC adheridas y el area promedio ocupada por MSC
adheridas a lo largo del tiempo (n = 5). c¢) Evaluacion de la inyectabilidad
de los microgeles. d) Mediciones de la fuerza de inyeccion de microgeles
acelulares utilizando agujas hipodérmicas de diferentes calibres. €) Analisis
de viabilidad celular de MSC tras la inyeccion [112].

a) Evaluacion de la viabilidad y proliferacion de las células osteoblésticas
MC3T3-E1. b) Perfil de liberacion de farmaco en funcién del tiempo. c)
Ensayos osteogénicos, incluyendo actividad de ALP y formacion de
nodulos mineralizados evaluados mediante tincion con ARS [113].
Imégenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (MEB) de
particulas de vidrios bioactivos (BG) después de 14 dias de inmersion en
fluido corporal simulado (SBF). Las imagenes muestran particulas
aglomeradas (a, c, e, g) e individuales (b, d, f, h) de las diferentes muestras
sintetizadas, destacando la formacion de estructuras caracteristicas tras el
tratamiento [114].

Esquema representativo del comportamiento de un biomaterial tras su
implantacion [116].

Ciclo térmico para la fabricacion del biovidrio.

Esquema representativo para la fabricacion de andamios porosos.
Representacion esquematica del diametro de Feret.

Curva de distribucion de tamafio de particula del biovidrio CEL2 y
biovidrios dopados.

Curvas termoanaliticas obtenidas por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) para los polvos de biovidrio.

Imagenes MEB de los polvos de biovidrio: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, c)
CEL2-SrO y d) CEL2-CuO.

Espectros FT-IR de los polvos de biovidrio después del proceso de fusion y
temple.

Difractogramas de los polvos de biovidrio después del proceso de fusion y
temple.

Imagenes MEB de la microestructura de los andamios: a) CEL2, b) CEL2-
Zn0, ¢) CEL2-SrO y d) CEL2-CuO, sinterizados a 900 °C.

Espectros FT-IR de los andamios sinterizados.

Difractogramas por DRX de los andamios sinterizados a 900 °C.

76

77

79

82

&5

&9

97

101

107

111

113

115

117
121



Figura 4.9

Figura 4.10

Figura 4.11

Figura 4.12

Figura 4.13

Figura 4.14

Figura 4.15

Figura 4.16

Figura 4.17

Figura 4.18

Figura 4.19
Figura 4.20

Figura 4.21

Resultados de las pruebas de resistencia a la compresion de los andamios
con diferentes composiciones: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, c¢) CEL2-SrO y d)
CEL2-CuO.

Relacion entre el porcentaje de porosidad y la resistencia a la comprension
de los andamios sin dopar y dopados con ZnO, SrO y CuO.

a) Variacion de pH en la solucion SBF. b) Pérdida de peso de los andamios
en funcién del tiempo de inmersion.

a) Andamios CEL2 sin dopar después del tratamiento en SBF. b) Andamios
CEL2-ZnO tras el tratamiento en SBF .c) Andamios CEL2-SrO tras el
tratamiento en SBF d) Andamios CEL2-CuO tras el tratamiento en SBF.
Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2
después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.

Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2
dopados con ZnO después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.
Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2
dopados con SrO después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.
Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2
dopados con CuO después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.
Espectros FT-IR de los andamios tras distintos tiempos de inmersion en
SBF: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, ¢) CEL2-SrO y d) CEL2-CuO
Difractogramas por DRX de los andamios tras inmersion en SBF por
diferentes tiempos: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, ¢) CEL2-SrO y d) CEL2-CuO.
Imagen representativa de las UFC tras 24 h de tratamiento.

Comparacion estadistica entre cepas y composiciones para la densidad
celular inicial

Comparacion de medias del indice de formacion de biopeliculas para cada

cepa y compuesto.

X1

125

128

132

134

136

137

139

140

142

146

150
151

156



Tabla 2.1
Tabla 2.2
Tabla 2.3
Tabla 2.4
Tabla 2.5
Tabla 2.6
Tabla 2.7

Tabla 2.8

Tabla 2.9

Tabla 2.10

Tabla 2.11
Tabla 3.1

Tabla 3.2

Tabla 3.3

Tabla 4.1

Tabla 4.2

Tabla 4.3

Tabla 4.4

Tabla 4.5

INDICE DE TABLAS

Composicion de tejido 6seo [13]

Propiedades mecanicas del hueso trabecular y cortical [17, 19]
Estrategias de regeneracion 6sea [28]

Requisitos de los andamios para ingenieria de tejido 6seo [33, 34]
Meétodos de fabricacion de andamios

Polimeros disponibles para la fabricacion de andamios multifuncionales
Ceramicos disponibles para la fabricacion de andamios tridimensionales
[63]

Vidrios bioactivos para aplicacion médica

Diferentes tipos de vidrios bioactivos basados en silicato [74]

Funciones de Zn, Sr y Cu como iones dopantes y su mecanismo de accion
[85-87]

Principales antibioticos para tratar diferentes tipos de infecciones [84]
Composicién de las mezclas de biovidrio CEL2 no dopado y dopado (%
mol)

Reactivos y cantidades para la preparacion de 1000 mL de SBF

Valores de densidad de cada una de las composiciones de biovidrio
Comparacion del efecto del tamafio de particula en las propiedades
microestructurales y funcionales de los andamios de biovidrio [131-133]
Temperaturas caracteristicas (Ty, T, y Ty, en °C) del biovidrio CEL2 sin
dopar y dopados

Comparacion de los resultados obtenidos por analisis de FRX con respecto
a la composicion nominal del biovidrio CEL2 y sus variantes dopadas
Comparacion de tamafio de poro, porcentaje de porosidad y resistencia a
la compresion en andamios de biovidrio

Fases cristalinas y su efecto en las propiedades mecanicas

Xii

11
13

22

34

37

39

43

49

67
82

87

88

99

100

106

129

130



RESUMEN

La ingenieria tisular ha impulsado el uso de andamios tridimensionales bioactivos para la
regeneracion Osea. Para optimizar su desempefio estructural y funcional, se incorporan
dopantes de oOxidos metalicos que mejoran la porosidad, bioactividad y respuesta
antibacteriana sin comprometer la integridad mecanica, permitiendo el disefio de andamios

multifuncionales con alto potencial terapéutico.

En este trabajo se sintetiz6 el biovidrio CEL2 con composicion 45S102-3P20s5-(26—x)CaO-
15Na;0-7Mg0O-4K>0-xMO (% mol), sin dopar (x=0) y dopado con ZnO, SrO y CuO (x=2)
mediante fusion y temple. Los andamios se fabricaron por tecnologia de polvos, con una
formulacion de 55% de biovidrio, 42% de resina fendlica y 3% de agente espumante, y se
sinterizaron a 900 °C. El analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) mostré que
los dopantes modifican el comportamiento térmico del biovidrio, reduciendo las
temperaturas de transicion vitrea (Ty) y cristalizacion (T;). Las caracterizaciones FRX, MEB,
FTIR y DRX confirmaron la estabilidad composicional, la formacion de fases cristalinas
secundarias y una red porosa interconectada. La porosidad alcanz6 74 % en el andamio sin
dopar, aument6 hasta 77-79% % con ZnO y SrO, y disminuy6 a 66 % con CuO. En cuanto a
las propiedades mecanicas, el CuO mejoro significativamente la resistencia a la compresion
(2.00 = 0.02 MPa), superando a las composiciones base y dopadas con ZnO y SrO. La
evaluacion bioactiva in vitro en fluido corporal simulado (SBF) evidenci6 la formacion de
una capa de hidroxiapatita en todas las formulaciones, aunque ZnO y SrO retardaron su
nucleacion frente a CuO. Los ensayos antibacterianos frente a Staphylococcus aureus (USA
300 y ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922) mostraron actividad significativa

unicamente en los andamios dopados con CuO.

En conjunto, los resultados demuestran que la incorporacion controlada de 6xidos metalicos
modula de forma selectiva las propiedades estructurales, bioactivas y antibacterianas de los
andamios de biovidrio CEL2, destacando el CuO como un dopante promisorio para

aplicaciones en ingenieria tisular 6sea con requerimientos antibacterianos.

Palabras clave: biovidrio CEL2, andamios, bioactividad, porosidad, antibacteriano.
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ABSTRACT

Tissue engineering has driven the development of three-dimensional bioactive scaffolds for
bone regeneration. To optimize their structural and functional performance, metal oxides
dopants have been incorporated to enhance porosity, bioactivity, and antibacterial response
without compromising mechanical integrity, enabling the design of multifunctional scaffolds

with high therapeutic potential.

In this work, the CEL2 bioglass with the composition 45Si0,-3P,05-(26-x)Ca0O-15Na,0O-
TMg0O-4K,0-xMO (mol %) was synthesized undoped (x = 0) and doped with ZnO, SrO,
and CuO (x = 2) using the melt-quenching technique. Scaffolds were fabricated through
powder technology, with a formulation of 55% bioglass, 42% phenolic resin, and 3% foaming
agent, and subsequently sintered at 900 °C. Differential scanning calorimetry (DSC) analysis
revealed that dopants altered the thermal behavior of the bioglass, decreasing the glass
transition (T,) and crystallization temperatures (T;). XRF, SEM, FTIR, and XRD
characterizations confirmed the compositional stability, formation of secondary crystalline
phases, and an interconnected porous network. Porosity reached 74% in the undoped
scaffolds, increased to 77-79% with ZnO and SrO additions, and decreased to 66% with CuO.
Regarding mechanical properties, CuO doping significantly improved compressive strength
(2.00 £+ 0.02 MPa), outperforming the base composition and those doped with ZnO and SrO.
The in vitro bioactivity assessment in simulated body fluid (SBF) demonstrated
hydroxyapatite layer in all formulations, although ZnO and SrO delayed nucleation compared
to CuO. Antibacterial tests against Staphylococcus aureus (USA 300 and ATCC 25923) and
Escherichia coli (ATCC 25922) revealed significant activity only in CuO-doped scaffolds.

Overall, the results demonstrate that the controlled incorporation of metallic oxides
selectively modulates the structural, mechanical, bioactive, and anbacterial properties of
CEL2 bioglass scaffolds, highlighting CuO as a promising dopant for bone tissue engineering

applications requiring antibacterial functionality.

Keywords: CEL2 bioglass, scaffolds, bioactivity, porosity, antibacterial.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos se ha consolidado como una alternativa prometedora para la
regeneracion de tejidos dafiados, particularmente del tejido 6seo, donde las fracturas
complejas, las enfermedades degenerativas y los defectos traumaticos representan un desafio
clinico significativo. Esta disciplina se basa en el disefio de andamios tridimensionales que
actlan como estructuras temporales capaces de facilitar la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular, promoviendo la formacion de nueva matriz extracelular y por ende la
regenracion del tejido [1-3]. Para lograr un desempeiio adecuado en entornos fisioldgicos,
estos andamios deben reunir propiedades de biocompatibilidad, bioactividad, porosidad

interconectada, resistencia mecéanica y biodegradabilidad controlada.

Entre los materiales propuestos, los biovidrios destacan por su capacidad intrinseca para
inducir la formacion de tejido 6seo mediante la formacion de una capa de hidroxiapatita,
similar al mineral dseo, al interactuar con fluidos fisioldgicos [4]. Dentro de esta familia, el
biovidrio CEL2 representa una evolucion del sistema clasico 45S5, con una composicion
modificada (45S510,-3P20-26Ca0-7Mg0-4K,0-15Na;0, % mol) disenada para estabilizar
el pH del medio y controlar la liberacion i6nica durante la disolucion en fluidos fisiologicos
[5]. Sin embargo, a pesar de su reconocida bioactividad y compatibilidad quimica, el
biovidrio CEL2 presenta limitaciones asociadas a su fragilidad, baja resistencia mecéanica y
ausencia de propiedades antibacterianas, lo que restringe su uso directo en ambientes clinicos
que requieren resistencia estructural y respuesta antimicrobiana efectiva. Ademads, su
procesamiento térmico mediante sinterizacion puede inducir cambios estructurales
indeseables, como la cristalizacion no controlada o la pérdida de porosidad, afectando su
integridad funcional [6]. En consecuencia, se requiere modificar y optimizar sus propiedades
estructurales, fisicoquimicas, mecéanicas y bioldgicas para ampliar su aplicabilidad en la

regeneracion osea.

Una estrategia tecnoldgica viable para mejorar el desempenio del biovidrio consiste en la
incorporacion de 6xidos metalicos como agentes dopantes, los cuales pueden modular
simultdneamente las propiedades estructurales y biologicas del material. En este contexto,
los dopantes ZnO, SrO y CuO han demostrado efectos complementarios sobre los

mecanismos de regeneracion y proteccion del tejido oOseo: el ZnO promueve la



mineralizacion Osea, acelera la cicatrizacion y ofrece accion antibacteriana [7]; el SrO
estimula la proliferacion y diferenciacion osteoblastica, favoreciendo la regeneracion dsea
[8]; mientras que el CuO actiia como agente antibacteriano, inhibiendo el crecimiento de

bacterias [9, 10].

No obstante, atin no se comprende completamente como la incorporacion de estos dopantes
afecta de manera conjunta las propiedades estructurales, mecéanicas bioactivas y
antibacterianas del biovidrio CEL2, lo que limita su aprovechamiento en aplicaciones
clinicas especificas. En este sentido, el presente trabajo plantea como pregunta de
investigacion: ;De qué manera la incorporacion de ZnO, SrO y CuO modula las propiedades
térmicas, estructurales y biologicas del biovidrio CEL2 en andamios porosos para

regeneracion osea?

De acuerdo con ello, se propone la hipotesis de que la adicion controlada de 6xidos metélicos
(ZnO, SrO y CuO) en proporcion de 2 % mol mejora la funcionalidad del biovidrio CEL2,
optimizando su desempefio mecanico y bioactivo, y otorgandole propiedades antibacterianas

sin comprometer su integridad estructural.

El propésito de este trabajo es fabricar y caracterizar andamios porosos de biovidrio CEL2
dopados con 2 % mol de ZnO, SrO y CuO, a fin de evaluar su potencial como biomateriales
avanzados para la ingenieria tisular 6sea. En la primera etapa, se sintetizo el biovidrio CEL2
mediante la técnica de fusion y temple, obteniendo composiciones sin dopar y dopadas. En
la segunda etapa, se elaboraron los andamios por tecnologia de polvos, evaluando su

comportamiento térmico, morfoldgico, mecéanico, bioactivo y antibacteriano.

El documento se estructura de la siguiente manera: en el Capitulo II se presentan la revision
y la discusion del estado del arte, abordando los fundamentos del biovidrio, el tejido dseo,
las técnicas de fabricacion, las propiedades mecanicas y la actividad antibacteriana. El
Capitulo III describe la metodologia experimental aplicada a la sintesis, el procesamiento y
la caracterizacion de los materiales. El Capitulo IV expone los resultados y su andlisis
comparativo, estableciendo la relacién entre microestructura, resistencia mecanica y
comportamiento biologico. Finalmente, el Capitulo V presenta las conclusiones generales y

las perspectivas de trabajo futuro.



1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Desarrollar andamios porosos de biovidrio CEL2 dopado con ZnO, SrO y CuO, obtenidos
mediante tecnologia de polvos, para optimizar sus propiedades mecanicas y biologicas,

favoreciendo la integracion 6sea y la prevencion de infecciones.

1.1.2  Objetivos particulares

e Sintetizar el biovidrio de CEL2 dopado con 2 % mol de ZnO, SrO y CuO mediante la
técnica convencional de fusion y temple, asegurando la homogeneidad composicional y

la estabilidad vitrea del material.

e Fabricar andamios porosos de biovidrio CEL2 dopados con ZnO, SrO y CuO mediante
tecnologia de polvos, controlando su porosidad interconectada (50-90%) y la resistencia

a la compresion (2-12 MPa), comparables al tejido Oseo trabecular.

e Evaluar la morfologia, la composicion quimica y la estructura cristalina de los polvos de
biovidrio y de los andamios mediante técnicas de caracterizacion como microscopia
electronica de barrido (MEB), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR) y difraccion de rayos X (DRX).

e Analizar la influencia de los dopantes de oxidos metalicos en la microestructura,

morfologia y propiedades mecanicas de los andamios obtenidos.

e Evaluar la bioactividad y biodegradabilidad in vitro de los andamios mediante su

inmersion en fluido corporal simulado durante diferentes periodos de tiempo.

e Examinar el efecto de los iones metalicos Zn**, Sr** y Cu®' sobre la actividad
antibacteriana y la formacion de biopeliculas frente a cepas patogenas S. aureus USA-

300, S. aureus ATCC-25923 y E. coli ATCC-25922.



1.2 Justificacion

El tejido 6seo cumple funciones estructurales esenciales, pero su regeneracion es limitada
frente a defectos que superan el tamafio critico o enfermedades degenerativas, lo que
representa un problema médico y social agravado por el envejecimiento y los accidentes de
alto impacto. Los injertos 0seos, aunque eficaces, presentan limitaciones de disponibilidad y
riesgo de rechazo o infeccion, impulsando la blisqueda de alternativas mas seguras y

funcionales.

Desde el enfoque cientifico, la ingenieria de tejidos permite diseflar andamios
tridimensionales que sustituyen temporalmente el tejido dafado y estimulan su regeneracion.
Entre los materiales mas prometedores, los biovidrios —en particular el CEL2— destacan por
su bioactividad y estabilidad, aunque su fragilidad, baja resistencia mecénica y falta de

propiedades antibacterianas limitan su aplicacion clinica.

En este contexto, la investigacion busca superar dichas limitaciones mediante la
incorporacion de o6xidos metalicos (ZnO, SrO y CuO) como dopantes del biovidrio CEL2.
Estos iones pueden modificar la microestructura, mejorar la resistencia mecanica, potenciar
la bioactividad e inducir efectos antibacterianos sin recurrir a antibidticos, constituyendo una
estrategia tecnoldgica avanzada frente a la resistencia bacteriana. Sin embargo, el
conocimiento sobre cOmo estos dopantes alteran simultdneamente las propiedades

fisicoquimicas, mecanicas y biologicas del biovidrio CEL2 sigue siendo limitado.

Por tanto, este estudio se justifica cientificamente al buscar comprender de manera integral
la influencia de los dopantes de 6xidos metélicos en el comportamiento estructural, mecanico
y bioldgico de los andamios de biovidrio, y socialmente al contribuir al desarrollo de
biomateriales mas seguros, eficaces y con potencial clinico, capaces de mejorar la calidad de
vida de pacientes con defectos 0seos y reducir los costos asociados a infecciones y fallos de

implantes.



1.3 Hipotesis

La fabricacion de andamios de biovidrio CEL2 mediante tecnologia de polvos permitira
obtener una estructura porosa interconectada cuyas propiedades fisicoquimicas y mecéanicas
puedan ser moduladas mediante el dopaje con 6xidos metalicos de Zn, Sry Cu. Se plantea
que la incorporacion controlada de estos dopantes modificara la microestructura del
biovidrio, mejorando su resistencia mecanica, su bioactividad y su respuesta antibacteriana,
sin comprometer la integridad estructural del material ni su biocompatibilidad, lo que podria

favorecer su desempeio en aplicaciones de regeneracion dsea.

1.4 Metas Cientificas

e Desarrollar los principios tedrico-practicos necesarios para implementar una metodologia
de procesamiento para la sintesis de espumas bioactivas mediante tecnologia de polvos,
que cumplan con los requerimientos de propiedades mecanicas, osteoconduccion y
osteoinduccion.

e Optimizar el proceso de fabricacion —incluyendo agente espumante, temperatura y
tiempo de sinterizacion— para obtener andamios a base de biovidrio CEL2 sin dopar y
dopados con ZnO, SrO y CuO, con porosidad interconectada en el rango de 60-90% y
tamano de poro entre 100-500 pm.

e Evaluar las propiedades mecanicas, especificamente la resistencia a la compresion de los
andamios resultantes, obteniendo valores dentro del rango del hueso trabecular (2-12
MPa).

e Evaluar la bioactividad in vitro en SBF para la formacion de la capa bioactiva de
hidroxiapatita en los andamios después de 14 dias de tratamiento.

e Evaluar la actividad antibacteriana, buscando una reduccion >3 mm del halo inhibidor y
hasta un 0 % de unidades formadoras de colonias (UFC) y del indice de formacion de

biopeliculas (IFB) en los andamios dopados con ZnO, SrO y CuO.



CAPITULO 2. REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se abordaran los fundamentos cientificos y tecnolégicos relacionados con la
fabricacién de andamios, incluyendo los materiales utilizados, técnicas de fabricacion, las
propiedades quimicas, fisicas y los principios bioldgicos que guian la regeneracion dsea.
Asimismo, se revisan antecedentes relevantes que sustentan la viabilidad y el potencial de

estos materiales para su aplicacion en el campo de la medicina regenerativa.

2.1 El tejido 6seo humano

El tejido 6seo es un organo vascularizado e inervado, compuesto por tejido y médula dsea
ademads de un tejido conectivo circundante llamado periostio. Ademas, el hueso cumple una
serie de funciones, como soporte de los musculos, proteccion de los organos internos,

produccion de sangre, homeostasis del calcio y como amortiguacion acido/base [11].

2.1.1 Composicion del tejido 0seo

El hueso estd compuesto de células y una matriz extracelular (MEC) bifésica. La MEC esta
compuesta de fases orgéanicas e inorgéanicas. El 30% corresponde a la fase orgéanica que
comprende principalmente fibras de colageno tipo I (COL-I) (98%) y proporcionan
elasticidad. Mientras que la fase inorgdnica representa el 70% y estd compuesta
principalmente de fosfatos de calcio en forma de hidroxiapatita (HA) proporcionando

resistencia y rigidez [12]. La Tabla 2.1 muestra la composicion del hueso.

2.1.2 Clasificacion del hueso

La organizacion del hueso se caracteriza por ser una estructura altamente jerarquica. Los
huesos humanos y de otros mamiferos generalmente se clasifican en cortical y trabecular. El
hueso cortical (compacto o denso) constituye aproximadamente el 80% de la masa total del

esqueleto. Dentro del hueso cortical se encuentran espacios vacios denominados canales de



Havers o ducto ostednico, canales de Volkmann y espacios de reabsorcion. El hueso denso
estd formado por osteonas, unidades cilindricas formadas por laminillas, a través del cual
pasan los suministros vasculares y nerviosos. Los canales de Volkmann son canales
transversales que conectan los canales de Havers entre si. Las cavidades de reabsorcion son
los espacios temporales creados por las células que eliminan el hueso (osteoclastos) en la
etapa inicial de la remodelacién 6sea. En la matriz 6sea también se encuentran espacios
llamados lagunas donde el volumen total de lagunas y canaliculos es relativamente pequefio
y contribuye aproximadamente el 10% de la porosidad total. Mientras que el hueso
trabecular, representa el 20% de la masa dsea y se encuentra en la metafisis, la epifisis y la
cavidad medular de los huesos largos y huesos planos, ademads, consiste en una estructura
tridimensional de placas y varillas interconectadas conocidas como trabéculas, con espesor
de 200 um. Uno de los principales pardmetros microestructurales del hueso cortical y
trabecular es el porcentaje de la porosidad, que es encuentra alrededor del 5-10% para el
cortical y 70-95% para el trabecular, asi como de una estructura porosa interconectada

(Figura 2.1) [13, 14].

Tabla 2.1 Composicion del tejido 6seo (% en peso) [15]

Fase inorganica Fase organica
HA = 60 Colageno = 20
HO0=9 Proteinas no colagenosas = 3
Carbonato = 4 Trazas: polisacéridos, lipidos y citocinas
Citrato = 0.9 Células 0seas primarias: osteoblastos, osteocitos
Na*= 0.7 y osteoblastos.
Mg?'= 0.5
ClI~

Otros: K*, F~, Zn*', Fe**, Cu*', Sr**, y Pb*



Figura 2.1 Estructura jerarquica del hueso: fibrillas de coldgeno, laminillas, osteonas y trabéculas,

hueso cortical y trabecular [13].

2.1.3 Células presentes en el tejido dseo

El hueso es un 6rgano muy complejo, que comprende una red espacial de fibras, diferentes
tipos de células, nervios y vasos sanguineos dentro de una matriz de fosfato de calcio
inorganico sostenida por colageno y otras proteinas de soporte. Las células madre
hematopoyéticas (CMH) dan lugar a linajes de globulos rojos y blancos, asi como a plaquetas
y osteoclastos, que son células multinucleadas derivadas del linaje monocito-macréfago de
origen hematopoyético [16]. El microambiente 6seo incluye una serie de células madre de
origen mesenquimatoso, que permiten que el hueso crezca y mantenga una gran capacidad
para sanar y regenerarse. El periostio y el endostio son la fuente de células osteoprogenitoras
mesenquimales (CMM), a partir de las cuales se forman los osteoblastos que son
responsables de la formacion de hueso nuevo y producen osteoide no mineralizado y
fosfatasa alcalina, una proteina de superficie que promueve la mineralizacion. La
caracteristica histologica particular es su intensa basofilia citoplasmatica. Después de estar
rodeado de osteoide, los osteoblastos cambian su actividad metabdlica, residen en las lagunas
y se convierten en osteocitos, éstos se interconectan a través de diminutos canaliculos y
protuberancias citoplasmadticas que permiten la transferencia de moléculas, nutrientes y

hormonas. Otras células presentes en el tejido 6seo incluyen los osteoclastos, que son células
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multinucleadas formadas por la fusion y diferenciacion de varios monocitos y que son

responsables de la resorcion 6sea (Figura 2.2) [17].

Figura 2.2 Representacion esquematica de la estructura dsea [16].

2.1.4 Propiedades mecanicas del tejido dseo

Las propiedades mecénicas del tejido 6seo son de vital importancia debido a las multiples
funciones que éste realiza; ademas, las propiedades estan definidas por la direccion de las
cargas aplicadas, ubicacion anatomica, el tipo de hueso y la edad. La microestructura, en
particular la porosidad y la densidad del hueso, juega un rol importante en las propiedades
mecanicas. El hueso cortical soporta las cargas de flexion y torsidn, mientras que el hueso
esponjoso absorbe los efectos de cargas repetitivas. Los factores que afectan las propiedades
mecanicas del hueso pueden ser intrinsecos, como la porosidad y la mineralizacion (que
juntas determinan la densidad aparente), la arquitectura, la organizacion de las fibras de
coldgeno (el hueso laminar con su disposicion paralela de fibras de coldgeno es mas fuerte
que el hueso desorganizado), o pueden ser extrinsecos, como el dafio por fatiga (que es

perjudicial para las propiedades mecénicas) y la tasa de deformacion. En general, los factores



que pueden afectar el entorno mecanico y, por tanto, inducir cambios en la estructura y
geometria del hueso incluyen la curacion de fracturas, el envejecimiento, el ejercicio y la
cirugia [18, 19]. La Figura 2.3 muestra una comparaciéon de curvas tipicas de esfuerzo-
deformacion del hueso trabecular y cortical. Las diferencias morfolégicas entre hueso
cortical y trabecular producen importantes implicaciones biomecénicas. El hueso cortical
posee un médulo elastico mayor, donde se aprecia una mayor pendiente en la region eldstica
de la curva esfuerzo de compresion-deformacion. Esto indica que es capaz de soportar un
alto grado de carga por unidad de superficie con un bajo indice de deformacion, lo que le
confiere una gran rigidez. Sin embargo, el hueso trabecular presenta un modulo elastico
(Young) menor, que describe un comportamiento similar a la de un material dtctil mostrado
en la curva esfuerzo de compresion-deformacion, donde se aprecia un menor esfuerzo de
fluencia y de fractura, pero con un mayor indice de deformacion a diferencia de las
propiedades mecanicas del hueso cortical, lo cual sefiala que presenta mayor flexibilidad. La
Tabla 2.2 muestra los valores de las propiedades mecénicas del hueso cortical y trabecular

[20].

Figura 2.3 Comparacion de curvas tipicas de esfuerzo de compresion-deformacion del hueso

trabecular y cortical [17, 19].
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Tabla 2.2 Propiedades mecanicas del hueso trabecular y cortical [17, 19]

Tipo de hueso
Propiedades mecanicas
Trabecular  Cortical

Resistencia a la compresion [MPa] 0.1-16 130-200
Resistencia a la flexion [MPa] 10-20 135-193
Resistencia a la traccion [MPa] 1-5 50-151
Modulo elastico [GPa] 0.1-5 10-20
Tenacidad a la fractura [MPa m'?] 0.1-0.8 2-12
Porosidad [%] 50-90 5-10

2.2 Patologia 6sea

Los trastornos 6seos constituyen las causas mas comunes de dolor intenso a largo plazo y
discapacidad fisica. Pueden ser el resultado de varias afecciones, incluidos tumores,
trastornos genéticos, traumatismos, trastornos relacionados con la edad y enfermedades
autoinmunes, entre otras. En particular, las alteraciones en el acoplamiento entre la resorcion
y la formacion 6sea durante el ciclo de remodelacion 6sea conducen a la pérdida de masa y

compromete la integridad del esqueleto [12, 21].

La osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por una disminucion de la densidad
Osea que da lugar a la disminucion en la resistencia mecanica del hueso ocasionando la
fractura. También es el desequilibrio entre la actividad de los osteoblastos, formadores de
hueso, y los osteoclastos, que reabsorben el hueso, y se acompafia de un aumento de la
adipogénesis en la médula dsea [1]. Se pueden distinguir tres tipos diferentes de osteoporosis:
La osteoporosis primaria incluye variedades seniles y posmenopausicas, ambas relacionadas
con la pérdida gradual natural de masa 6sea. En la posmenopausia, los estrogenos son
responsables de inhibir la resorcion dsea. La osteoporosis secundaria ocurre en pacientes con
enfermedades cronicas que provocan pérdida de masa 6sea, como deficiencias nutricionales,
anorexia, alcoholismo y enfermedad hepatica crénica. La osteoporosis idiopatica ocurre en

adultos jovenes o nifios sin anomalias endocrinas o factores de riesgo [22].
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La diabetes tipo 1 (DT1) y 2(DT2) también causa fragilidad en los huesos lo que conduce a
un riesgo significativamente mayor de sufrir una fractura después de un traumatismo minimo.
Ademés, la cicatrizacion deficiente de las fracturas y la hospitalizacion prolongada después
de una fractura conducen a la pérdida de la capacidad funcional y la independencia, asi como

a un aumento de la mortalidad posterior a la fractura [16].

La enfermedad de Paget es una enfermedad metabolica dsea de etiologia controvertida. Se
ha demostrado que los factores genéticos afectan el desarrollo de Paget, especificamente las
mutaciones que afectan el RANK, OPG y el sequestosoma 1. Los pacientes de Paget
muestran una mayor actividad metabdlica 6sea y un desequilibrio entre la formacién y la
resorcion Osea. La fosfatasa alcalina sérica constituye un marcador de formacion 6sea que
permite el diagnostico y seguimiento de los pacientes. El dolor 6seo, la osteoartrosis, las
deformidades, las fracturas y la hipercalcemia son complicaciones de la enfermedad de Paget

[23].

La metastasis oOsea constituye una consecuencia frecuente de muchos canceres y
normalmente indica un prondstico a corto plazo en pacientes con cancer. De hecho, los
pacientes con metdstasis Osea tienen una mayor tasa de mortalidad y sufren dolor y
complicaciones clinicas como fracturas, compresion de la médula espinal e hipercalcemia,
que reducen gravemente la calidad de vida. Se clasifican en osteoliticas, osteoblasticas o
mixtas, segin la interferencia con el ciclo de remodelacion 6sea. La metastasis osteolitica
estd presente en la gran mayoria de los canceres de hueso, destruyendo el hueso normal
mediada principalmente por osteoclastos, el péptido relacionado con la hormona paratiroidea
(PTHrP) y RANKL. La metastasis osteoblastica se caracteriza por el deposito de hueso nuevo

y ocurre en el cancer de prostata y el linfoma de Hodgkin [24, 25].

El estilo de vida y 1a actividad fisica son factores clave en la salud del tejido 6seo, ya que un
estilo de vida inadecuado puede contribuir al debilitamiento de la estructura 6sea y aumentar
el riesgo de lesiones. Las lesiones se encuentran entre las mas comunes en el cuerpo humano
y afectan la calidad de vida de millones de personas en todo el mundo. Sin embargo, mantener
un estilo de vida saludable es un factor externo determinante en el desarrollo de la masa 6sea,
tanto durante el crecimiento como en la edad adulta, ayudando a la formacién de un esqueleto

adulto fuerte [26, 27].
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2.3 Técnicas de regeneracion dsea

Las enfermedades Oseas representan la mitad de las enfermedades cronicas en personas
mayores de 50 afios, que siguen siendo un desafio clinico importante. Aunque los huesos
tienen cierta capacidad de auto regeneracion, en algunos casos ésto no puede ser posible
cuando los defectos superan el tamafio critico, es decir, aquellas pérdidas de tejido 6seo que
el organismo no es capaz de curar por si mismo. Los defectos o lesiones 6seas mayores al
tamafio critico, causados por la vejez, accidentes de trafico, fracturas pseudoartrosis,
reseccion de tumores dseos, etc., son problemas graves en ortopedia y traen grandes dafios a
la salud y la calidad de vida [15]. Por tal motivo y con la finalidad de ayudar a la reparacion
del tejido dafiado existen técnicas que pueden facilitar el proceso de curacion. La Tabla 2.3

presenta las diferentes estrategias de regeneracion osea.

Tabla 2.3 Estrategias de regeneracion dsea [28]

Técnicas de reparacion de tejido daiado

Autoinjerto: tejido tomado del mismo individuo, capaz de proporcionar
una matriz con células osteogénicas y factores osteoinductivos, sin
rechazo inmunoldgico. Ademas, conservan las mismas propiedades de
regeneracion y remodelacion del hueso vivo del huésped. Sin embargo,
su uso es limitado debido al dolor crénico, infecciones, cicatrices y
debilitamiento del hueso donante ocasionando fracturas. Ademas, existe
una alta morbilidad asociada con este procedimiento, ya que se necesita
mas de una cirugia.

Aloinjertos: tejido tomado de otro individuo de la misma especie, con
capacidad osteoinductiva y osteoconductora. El riesgo de transmision
de enfermedades es significante. Limitaciones como riesgo de rechazo
inmunoldgico e infeccidn, aunque requieren menos procedimientos que
los autoinjertos, lo que minimiza el tiempo quirtrgico, estos injertos se

integran mas lentamente y en un grado menor que los autoinjertos.
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Xenoinjertos: tejido tomado de otro tipo de especie, son facilmente
disponibles, menos costosos aproximadamente una décima parte del
precio de los aloinjertos disponibles comercialmente. Debido a los
extensos procesos de esterilizacion, su vida util suele ser larga. Sin
embargo, presentan varios desafios, como el riesgo de transmision de
enfermedades y un mayor riesgo de respuesta inmune del tejido huésped
en comparacion con los aloinjertos. Ademds, requieren un
procesamiento estéril intensivo, lo que puede disminuir sus propiedades

osteoinductivas.

Debido a las multiples desventajas que ofrecen los injertos 6seos naturales como la escasez
de tejido circundante, la morbilidad del sitio donante y la incompatibilidad, estos tratamientos
son limitados por lo que se requieren nuevas estrategias para ayudar a la reparacion de tejido

dafiado. De aqui surgen los injertos 0seos sintéticos y la ingenieria de tejidos.

2.3.1 Injertos naturales versus injertos sintéticos y la ingenieria de tejidos

En el ambito clinico, la regeneracion 6sea es la curacion de fracturas. Existen dos tipos de
consolidacion de fracturas: la consolidacion primaria (o directa) requiere una fijacion estable
y una reduccion anatomica correcta de los extremos de la fractura. La consolidacion
secundaria (o indirecta) consiste en la curacion o6sea tanto endocondral como
intramembranosa; no requiere reduccion anatomica ni condiciones estables. Sin embargo, la
renovacion 0sea a veces se ve afectada, por fracturas de union tardia y no uniéon que ocurre
cuando hay una fijacion inestable. En algunos casos la demanda regenerativa esta mas alla
del potencial normal de autocuracion, como defectos dseos de tamafio critico derivados de
cirugias ortopédicas o buco-maxilofaciales después de traumatismos, infecciones y
resecciones tumorales. Existen dos opciones de andamiaje disponibles para tratar defectos
Oseos: injertos Oseos naturales o sintéticos. Los injertos naturales se pueden clasificar por su
origen en autoinjertos, aloinjertos o xenoinjertos descritos previamente. Los injertos 0seos

sintéticos se clasifican como biomateriales, sustancias disefiadas para interactuar con
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sistemas vivos y destinadas al reemplazo de tejidos, que pueden clasificarse segun su

composicioén en metales, ceramicos, polimeros y compuestos (Figura 2.4)[29].

Figura 2.4 Esquema representativo de las opciones disponibles para la regeneracion del tejido 6seo

[29].

2.4 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es una opcion para regenerar y reparar tejido dafiado o enfermo ya
que tiene como objetivo desarrollar nuevos tejidos biofuncionales. Esto implica la
combinacion de un soporte sintético, factores de crecimiento y células, para el desarrollo de
sustitutos bioldgicos con propiedades bioldgicas, fisicoquimicas y mecanicas funcionalmente
iguales a un tejido. Para la fabricacion de las plantillas biofuncionales se pueden aplicar
materiales como polimeros, ceramicos, metales o combinaciones de éstos en diversas formas,
como membranas y andamios tridimensionales (3D) [30]. Por lo que las estrategias de

ingenieria de tejido 6seo son prometedoras para reemplazar el tejido 6seo dafiado o enfermo,
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en comparacion con las estrategias de injerto dseo naturales. La Figura 2.5 muestra una

representacion grafica de la fabricacion de andamios para su uso como injerto dseo.

Figura 2.5 Conceptos basicos de la ingenieria del tejido 6seo [31].

2.5 Andamios porosos

Son biomateriales tridimensionales (3D) porosos, fibrosos o permeables destinados a
permitir el transporte de liquidos y gases corporales, promueven la interaccion celular, la
viabilidad y la deposicion de matriz extracelular (MEC) con minima inflamacion y toxicidad
mientras se biodegradan a una cierta velocidad controlada y pueden utilizarse como plantilla
para la reconstruccion de defectos en nervios, musculos, huesos, etc. [32]. Estos andamios
pueden fabricarse con una microestructura y propiedades fisicoquimicas y mecanicas

similares a las del tejido 6seo para ser utilizados en la regeneracion dsea.
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2.5.1 Requisitos de los andamios para ingenieria de tejido dseo

Debido a la demanda en el uso de materiales para la reparacion de tejido dafiado, los
andamios deben ser fabricados con materiales que promuevan la regeneracion sin provocar
respuestas inmunes al tejido huésped. Para poder utilizar este tipo de materiales es importante
considerar propiedades que lo hagan adecuado para fines de ingenieria de tejidos. El disefio

de un andamio incluye requisitos mecanicos, fisicoquimicos y bioldgicos (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Requisitos de los andamios para ingenieria de tejido 6seo [33, 34]

Requisitos Descripcion

Biologicos Se incluye la no toxicidad y la biocompatibilidad permitiendo que los
andamios promuevan simultaneamente la formacién de nuevos tejidos
mientras sufren degradacion, sin interferir con otras funciones de las
células.

Superficiales Importante en la adhesion y proliferacion de las cé€lulas. La
hidrofobicidad y hidrofilicidad influyen en gran medida en las
respuestas celulares ya que las células tienden a crecer mas en las
superficies hidrofilas.

Porosidad y tamafio de  90% de porosidad, el tamafio de poro influye en la respuesta de las

poro células, incluida la migracion celular, la infiltracion, el suministro de
nutrientes y oxigeno y el intercambio de productos de desecho, los poros
de 200-400 pm para la formacion de tejido 6seo, de 50-200 pm
adecuados para el crecimiento de células del misculo liso, de 10-44 y
44-75 um permiten el alojamiento solo de tejido fibroso, superiores a
100 pm permiten el crecimiento y la vascularizacion del tejido, los
microporos (<2 nm) y mesoporos (2 a 50 nm) promueven la adhesion
celular y la reabsorcion a tasas controlables.

Biodegradabilidad La tasa de degradacion debe ajustarse adecuadamente a la tasa de
crecimiento del tejido, de tal manera que cuando la lesion esté

totalmente regenerada, el andamio esté totalmente degradado.
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Osteoconductividad Refleja la capacidad del biomaterial para estimular la adhesion celular,
la proliferacion y la formacion de la matriz extracelular 6sea (ECM) por
los osteoblastos, lo que favorece el crecimiento 6seo.

Mecéanicos Deben tener suficiente resistencia mecanica para soportar las presiones
hidrostaticas y mantener los espacios necesarios para el crecimiento
celular y la produccion de matriz, debido a que el hueso siempre esta
bajo tension continua, lo ideal es que las propiedades mecénicas

coincidan con las del hueso vivo.

Wang y col. [35] fabricaron y estudiaron andamios sin canales, de un solo canal y multiples
canales de B-fosfato tricalcico (B-TCP) (Figura 2.6a) con la finalidad de descubrir la
funcionalidad de la estructura para la difusion de nutrientes y el proceso de angiogénesis, las
células utilizadas fueron las células endoteliales vasculares umbilicales humanas HUVEC.
Entre los estudios realizados fue el transporte de fluidos con un colorante comestible que
pasa de un lado a otro en funcién del tiempo, infiltracion y migracion, y proliferacion celular.
En el estudio de transporte de fluidos, se observo que los andamios sin canales tardaron mas
en permitir el paso del fluido (8 min), en comparacion con los andamios con un canal, que lo
hicieron en menos de 4 min. Sin embargo, los andamios con multiples canales transportaron
fluidos en poco mas de 5 min, siendo aun mas efectivos para este propdsito. En cuanto a los
estudios de infiltracion y migracion celular mediante la tincion con DAPI, los resultados
mostraron que los tres tipos de andamios permiten la infiltracion y migracién celular, aunque
los andamios con multiples canales demostraron ser los mas eficientes. En el caso de la
proliferacion celular utilizando células endoteliales HUVEC, los andamios con multiples
canales facilitaron significativamente la proliferacion en comparacion con aquellos sin
canales y con un solo canal (Figura 2.6b-d). Por lo que se concluye que una estructura porosa
interconectada y abierta proporcionar espacio para la proliferacion de las células y los vasos

sanguineos recién formados ademas de permitir una buena difusion de nutrientes.
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Figura 2.6 a) Ilustracion esquematica y morfologias digitales de tres tipos de estructura de
andamios, b) filtracion y migracion de HUVEC in vitro, tincion DAPI y analisis cuantitativo del
numero de células migradas y la distancia de migracion, c) tiempo de transferencia de fluido de un

lado del andamio al otro lado y d) proliferacion de HUVEC [35].

Li y col. [36] fabricaron andamios de celulosa con biovidrio 45S5 utilizando diferentes
proporciones (celulosa/biovidrio BG=5:1, 2:1y 1:1 en peso) para ser utilizados en ingenieria
de tejido dseo. A partir del andlisis por MEB, los autores observaron una estructura porosa e
interconectada con espacios entre fibras de~200 um para todos los andamios, en el caso de
los andamios sin BG se observaron tamafios de poro mas pequefos, a diferencia de los
andamios con BG. Una vez obtenido los andamios realizaron estudios bioactivos en SBF por
3 dias, donde observaron que la formacion de hidroxiapatita para todas las composiciones,
pero con una relacion de Ca/P favorable en los andamios 2CELL/1BG con un valor de 1.34
cercano al valor 1.67 original de la hidroxiapatita (Figura 2.7a). Mientras que los estudios
con c¢lulas mostraron que los andamios 2CELL-1BG estimularon una viabilidad celular
mucho mayor a diferencia de los otros, los autores concluyen que la viabilidad celular es
debido a la buena relacion Ca/P de la capa de hidroxiapatita formada por la inmersion en SBF

en la superficie los andamios con las 4 formulaciones (Figura 2.7b). Por otro lado, el analisis
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de las propiedades mecanicas mostré que una mayor cantidad de BG en los andamios de
celulosa mejora la resistencia a la compresion debido a que su adicién provee una mejor
estabilidad a la estructura, Sin embargo, en los ensayos de compresion una mayor cantidad

de BG afecta esta propiedad (Figura 2.7c¢).

Figura 2.7 a) Imagenes por MEB de los andamios de celulosa a diferentes magnificaciones, b)
ensayo CCK8 de los andamios impresos en 3D de celulosa pura y compuestos y c) resultados de los

estudios de resistencia a la compresion y traccion [36].

Zamani y col. [37] fabricaron andamios compuestos de alginato con biovidrio (BG) que
contenia particulas de ZnO y MgO (60 SiO2-26Ca0-4P,0s5-5Zn0O-5MgO, % mol) mediante
el método de liofilizacion. De los resultados obtenidos por MEB (Figura 2.8), se observa una
amplia distribucion de tamafio de poro de tipo bimodal para los andamios de alginato y los
compuestos, con tamafios promedio de 75 y 275 um. La amplia distribucion de tamafios de
poro mejord la funcion de las células y la regeneracion dsea, mientras que los poros ultrafinos

de escala nanométrica permitieron la union celular y la adhesion de proteinas. Por lo que se
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concluye que el tamafio de los poros se vid afectado por el aumento de la proporcion de
biovidrio en relacion con el alginato. Dicha disminucion es por la presencia de Zn y Mg, que

tienen una mayor energia de enlace con respecto al Ca presente en el biovidrio.

Figura 2.8 Micrografias de MEB e histogramas de distribucion de tamafio de poro
correspondientes: a, b) andamio de alginato, ¢, d) andamio Alg-0.3BG, e, f) andamio Alg-1BG y g,
h) andamio Alg-1.5BG [37].

2.6 Métodos de fabricacion

La fabricacion de andamios con propiedades fisicoquimicas, mecdnicas y biologicas
adecuadas representa uno de los principales desafios en la ingenieria de tejidos. Por ello, es
fundamental explorar alternativas para producir andamios con estructuras jerarquicas y
propiedades que emulen las del tejido dafado. Aunque existen materiales que cumplen con
estas caracteristicas y muestran un gran potencial en ensayos in vitro, muchos de ellos no
logran el mismo éxito in vivo debido a un desequilibrio entre la resistencia mecénica y la
porosidad de la estructura, factores que estan influenciados por el proceso de fabricacion. La
Tabla 2.5 muestra algunos métodos de fabricacion de andamios para su aplicacion en la

ingenieria de tejidos.
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Método
Sol-gel

Impresiéon 3D

Réplica de
espuma

polimérica

Colada en gel

Tabla 2.5 Métodos de fabricacion de andamios

Descripcion
Capacidad de producir andamios con estructuras de porosas y
composiciones que requieren bajas temperaturas de densificacion.
Algunos de los inconvenientes son los altos costos de los precursores,
dificultad de producir piezas densas y tiempos prolongados.
Es una tecnologia prometedora para una variedad de aplicaciones, las
caracteristicas como: porosidad, tamafos e interconectividad de los
poros son predisefiadas en un software para obtener valores segun sea
su aplicacion. Entre sus desventajas es el uso de un software para su
disefio y altos costos de produccion.
Implica la impregnacion de la esponja polimérica con una suspension
de polvos ceramicos y un tratamiento térmico posterior, obteniendo
estructuras con tamafios de poros controlados y alta interconexion.
Entre su desventaja es que se debe mantener la viscosidad de la
suspension para evitar el colapso de la estructura durante el
tratamiento térmico.
Una técnica eficiente para la fabricacién de andamios porosos
mediante la incorporacion de aire, bajo agitacion mecanica intensiva,
con la ayuda de un surfactante. Este método permite obtener espumas
con porosidad superior al 90% y con una amplia distribucion de
poros, no requiere control atmosférico, y es de bajo costo. Una

desventaja es que no se puede controlar la porosidad.

Ref.
[38]

[40]

[5]

Spirandeli y col. [41] fabricaron andamios porosos de B-TCP con incorporacion de biovidrio

4585 para mejorar la bioactividad. La fabricacion de andamios de B-TCP se realizo por el

método de colada en gel, seguida por la inmersion en la solucion sol-gel de biovidrio 45S5 y

posterior sinterizacion a 1200 °C por 2 h. Los resultados por MEB (Figura 2.9a-f) mostraron,

en el caso de los andamios B-TCP (Figura 2.9a) una estructura bimodal de macroporos en el

rango de 100-500 um y microporos (<I um) con una buena interconexion y distribucion

uniforme. Mientras que los andamios impregnados con biovidrio 45S5 (Figura 2.9b y e)

mostraron la deposicion de productos que surgen de la solucion sol gel sobre la superficie de
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los poros, formando placas de xerogel 45S5. Sin embargo, para los andamios B-TCP/45S5
después del tratamiento térmico a 1200 °C (Figura 2.9¢ y f) ya no se observaron las placas.
Los andamios tanto de B-TCP y B-TCP/45S5 presentaron valores de 72.4+ 09y 72.9 + 1.3
% porosidad y 2.98 (2.40-3.71) y 3.29 (2.68-4.05) MPa de resistencia a la compresion,
respectivamente, valores similares al hueso trabecular. Ademas, observaron que los andamios
de B-TCP disminuyeron en resistencia debido a la sinterizacion a 1200°C que condujo a una
transformacion parcial de B-TCP a o—TCP, ya que dicha fase presenta microfisuras en la
matriz de B-TCP debido a la expansion volumétrica de la celda unitaria y diferencias de

densidad entre las fases - y o—TCP.

Figura 2.9 Imagenes de MEB de los andamios: a, d) B-TCP, b, e) B-TCP después de la

impregnacion al vacio con solucidn sol gel de biovidrio 45S5, c, f) B-TCP/45S5 después del

tratamiento térmico a 1200 °C [41].
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Gui y col. [42] fabricaron andamios de hidroxiapatita (HA) mediante impresion 3D para la
regeneracion de hueso craneal. Los andamios se sometieron inicialmente a un sinterizado a
600°C por 10 horas para eliminar los polimeros organicos. Luego, los andamios fueron
sinterizados a diferentes temperaturas 1050, 1150 y 1250 °C durante 2 horas, para aumentar
la resistencia mecanica. A través de analisis MEB (Figura 2.10a), los autores observaron que
los andamios tratados a 1150 °C presentaban una estructura porosa de aproximadamente
65%, con poros de~400 pm y microporos de~ I-5 um. De la misma manera, también
analizaron la influencia de la porosidad y el tamafio de poro en las propiedades mecanicas
(Figura 2.10b). Los andamios sinterizados a 1050 °C presentaron una mayor porosidad (72
%) y una distribuciéon amplia de tamafio de poro, mientras que los sinterizados a 1250 °C
mostraron una porosidad reducida de 62 % y una disminucién significativa en el tamafio de
los poros. Concluyeron que tanto la porosidad como el tamafio de los poros influyen en las
propiedades mecdnicas de los andamios: una mayor porosidad reduce la resistencia
mecanica, mientras que una menor porosidad mejora la resistencia, pero puede afectar

negativamente la osteoconduccion.

Baino y col. [43] fabricaron andamios en base a de diopsido, fluorapatita y wollastonita
mediante la técnica de réplica de espuma polimérica. Los andamos resultantes fueron
sinterizados a 800 °C durante 3 h. A partir del analisis por MEB, Figura 2.11, se observé una
microestructura porosa interconectada y con tamafios de poros superiores las cuales es 100
um, una estructura adecuada para facilitar la migracion de células, con un valor de porosidad
de 68 = 10 %. Otro de sus estudios fue la evaluacion mecénica con una resistencia a la
compresion obteniendo valores de 29.7 + 14.9 MPa y moédulo elastico de 1.4 GPa. Los
autores concluyen que el método de fabricacion permitié la obtencion de andamio con una
arquitectura de poro-puntal 3D y una porosidad total que coincidia con la del hueso
esponjoso, mientras que la resistencia a la compresion y el modulo eléastico fueron superiores
a los del tejido 6seo trabecular, lo que sugiere su idoneidad para la aplicacion en sitios de

carga.
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Figura 2.10 Imagenes de los andamios HA: por microscopio optico (I-III), y por MEB, microporos
secundarios (IV-VI) y secciodn transversal del andamio (VII-IX) y b) porosidad (I), resistencia a la

compresion (II) y estadisticas del tamafio de los microporos (III) [42].

Figura 2.11 Imagenes MEB de a) arquitectura de poro-puntal 3D, b) puntal sinterizado y c)

detalles de la superficie del puntal [43].

De Siqueira y col. [44] fabricaron andamios de biovidrio 45S5 altamente porosos mediante
colada en gel con diferentes cantidades de agente espumante (0.1, 0.2 y 0.3%), sinterizados
a 850 °C durante 2 h. Los andamios resultantes fueron analizados por MEB (Figura 2.12),
donde se observo una amplia distribucion de poros interconectados con un tamafo en el rango
de 100-500 pm. Ademas de observar como el aumento del espumante aumenta la porosidad
de los andamios, con 0.1, 0.2 y 0.3 % de espumante se obtienen valores de porosidad

70.7+0.8 %, 83.2+£1.6 % y 86.3 £2.9 %, respectivamente. Los estudios de resistencia a la
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compresion mostraron valores bajos. Con 0.1 % de espumante no se registraron resultados,
mientras que con 0.2 % se obtuvo un valor de 1.22+0.7 y con 0.3%, un valor de 0.78 = 0.4
MPa. Por lo tanto, se concluyd que la técnica de fabricacién es una opcion viable para la
produccién de andamios, ya que permite obtener valores de porosidad y resistencia a la

compresion similares a los del hueso trabecular (50-90 % porosidad y 0.8-12 MPa).

Figura 2.12 Imagenes MEB de andamios de biovidrio 45S5 con diferentes cantidades de agente
espumante: con 0.1 % (A1, A2, A3), 0.2% (B1, B2, B3) y 0.3% (C1, C2, C3) sinterizados a 850 °C
durante 2 h [44].
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La técnica de tecnologia de polvos es otro método ampliamente utilizado para la fabricacién
de andamios ceramicos y metalicos, especialmente en la industria, debido a que permite
personalizar las composiciones de los materiales, asi como sus propiedades mecanicas y
geométricas, facilitando la produccion masiva de implantes con caracteristicas especificas
[45]. Esta técnica consiste en mezclar particulas de polvos metalicos o ceramicos, los cuales
se compactan y luego se sinterizan, con o sin el uso de ligantes. La sinterizaciéon puede
combinarse con técnicas que emplean soportes espaciales temporales para generar poros,
logrando altos niveles de porosidad y un control preciso sobre la estructura porosa de los

andamios [46].

Aguilar-Reyes y col. [47] fabricaron andamios de biovidrio 45S5 mediante la técnica de
tecnologia de polvos combinada con el espumado de polimeros. Los andamios obtenidos
fueron sometidos a un tratamiento térmico en tres etapas: primero el espumado, seguido de
la pirdlisis de la resina y finalmente la sinterizacion a 975 °C durante 1 h. El analisis por MEB
reveld6 que los andamios presentaban una estructura porosa con porosidad abierta e
interconectada (Figura 2.13a). Ademas, se evalud la resistencia a la compresion, obteniendo
curvas tipicas de esfuerzo-deformacion que mostraban el esfuerzo maximo y el
comportamiento gradual del colapso de los poros (Figura 2.13b). Los resultados de
porosidad, tamafio de poro y resistencia a la compresion se encuentran dentro del rango del

hueso trabecular (Figura 2.13c).
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Figura 2.13 a) Iméagenes por MEB a diferentes aumentos, b) curvas de esfuerzo-deformacion y ¢)

tabla de las propiedades de los andamios obtenidos [47].

Ruiz-Aguilar y col. [48] fabricaron andamios porosos de B-TCP/biovidrio a base de fosfato,
que contenian diferentes cantidades de zirconia (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 % mol) en una
proporcion de 80:20 (% en peso). El método de fabricacion por tecnologia de polvos permitio
obtener una estructura con una porosidad del 50-53%, tamafios de poro en el rango de 1.41 a
303 um y valores de resistencia a la compresion entre 0.6 y 1 MPa, con un médulo de Young
de 357 a 574 MPa (Figura 2.14). Los autores concluyeron que tanto el método de fabricacion
como la temperatura de sinterizaciéon fueron adecuados para generar un andamio con

propiedades similares a las del hueso trabecular.

28



100um IIM 1/21/2014 " 100pm IIMM 2/26/2014

WD 20.0mm 10:22:45 > s L L WD 17.0mm 10:54:35

Figura 2.14 .Imagenes MEB de los andamios de biovidrio a base de B-TCP/fosfato con diversas

cantidades de agente espumante [48].

2.7 Materiales disponibles para la fabricacion de andamios tridimensionales
2.7.1 Metales y sus aleaciones

Los primeros metales utilizados en aplicaciones biomédicas incluyeron Fe, Mg, Zn y sus
aleaciones. En la actualidad, el titanio y sus aleaciones son los biomateriales metalicos mas
utilizados para implantes dentales y ortopédicos, debido a su alta biocompatibilidad. Las
aleaciones metalicas en general se emplean ampliamente como reemplazos en articulaciones
e implantes para la fijacion de fracturas, debido a su buena biocompatibilidad, resistencia a

la corrosion y resistencia mecanica. Ejemplos de estos metales incluyen el acero inoxidable,
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el titanio y sus aleaciones compuestas de elementos no toxicos y hipoalergénicos, asi como

las aleaciones de Co-Cr [29, 49].

Ran y col. [50] fabricaron andamios tridimensionales de la aleacion Ti6Al4V con diferentes
tamafios de poro (500, 700 y 900 um) mediante la técnica de fusion selectiva por laser (SLM),
orientados a potenciales aplicaciones ortopédicas. En la Figura 2.15a se muestran los
andamios obtenidos por SLM; ademas, mediante analisis EDS (Figura 2.15b), se evalu¢ la
composicion elemental de Ti, Al y V, encontrando porcentajes en peso cercanos a los de la
aleacion estandar Ti6Al4V. A través de un andlisis MEB (Figura 2.15¢) se observo la
microestructura de los andamios, caracterizada por poros de disefios de 500, 700 y 900 um.
Los tamafios de poro reales medidos fueron de 401 £+ 26, 607 + 24 y 801 £+ 33 um, con valores
de resistencia a la compresion de 493.17 £ 16.5,334.7 £ 16.3 y 252.1 = 17.4 MPa y médulos
de Young de 7.56 = 0.25, 5.97 £ 0.19 y 5.04 = 0.15 GPa, respectivamente.

Figura 2.15 a) Macrografias de las muestras porosas de Ti6Al4V impresas en 3D, b) analisis EDS y
c¢) imagenes MEB de las muestras con diferentes tamafios de poro 500 (I), 700 (II) y 900 (III) [50].
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Bartolomeu y col. [51] fabricaron andamios de NiTi mediante la técnica de fusion selectiva
por laser (SLM), explorando distintos disefios con variaciones en el porcentaje de porosidad
y tamafios de poro. Mediante analisis MEB, observaron que los andamios basados en disefio
CAD presentaban una estructura porosa con una red interconectada (Figura 2.16a). Ademas,
compararon los datos de disefio de los andamios con los valores reales obtenidos,
encontrando una variacion significativa en el tamafio de la celda, el tamafio de poro y el
porcentaje de porosidad (Figura 2.16b). Los resultados de resistencia a la compresion
mostraron curvas de esfuerzo-deformacion que indicaron que, a menor porcentaje de
porosidad, correspondia una mayor resistencia y un médulo de mdodulo de Young mas

elevado (Figura 2.16¢).

Figura 2.16 a) Imagenes MEB de las estructuras de NiTi producidas por CAD, b) comparacion
entre los detalles del modelo CAD y las medidas de las estructuras SLM y c) curvas de esfuerzo

deformacion con valores de porosidad y modulo de Young [51].
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Caravaggi y col. [52] fabricaron andamios porosos de la aleacion Co-Cr mediante fusion
selectiva por laser (SLM) con diferente geometria de red, circular, de varillas cruzadas y una
de red similar a la del hueso trabecular es decir de red porosa e interconectada. Un analisis
mediante MEB (Figura 2.17a) reveld que las muestras de Co-Cr de geometria circular
presentaban irregularidades entre ~15 y 100 um, causadas por granos de Co-Cr parcialmente
fundidos. Estas irregularidades estan distribuidas aleatoriamente en la superficie externa de
los andamios y presentan formas esféricas. Los ensayos de traccion y compresion se
realizaron en andamios con geometria circular y de varillas cruzadas. Donde las muestras
con geometria de varilla cruzada mostraron una mayor rigidez en tension y una resistencia
superior en comparacion con las muestras circulares, tanto bajo cargas de traccion como de
compresion. Las propiedades de traccion de las muestras circulares fueron entre un 10% y
15% superiores a las de las muestras de densidad completa del mismo material, con valores
de limite elastico = 720 + 10 MPa, resistencia maxima = 1030 £ 18 MPa y moédulo de

elasticidad de 190 + 18 GPa (Figura 2.17b).

Figura 2.17 a) Imagenes MEB que muestran los detalles de CoCr circulares (izquierda) y
trabeculares (derecha) y b) resultados de las propiedades mecanicas de traccion (izquierda) y
compresion (derecha). YS = limite elastico, E = moédulo de Young y UTS = resistencia méxima a la

traccion [52].
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Cegan y col. [53] fabricaron piezas de acero inoxidable 316L mediante tres métodos: (i)
fusioén selectiva por laser (SLM), (ii) SLM seguida de prensado isostatico en caliente (HIP)
y (iii) SLM seguida de tratamiento térmico (HT). Las muestras obtenidas unicamente por
SLM presentaban una porosidad abierta e interconectada, mientras que el tratamiento HIP
redujo significativamente la porosidad. Las muestras fabricadas por SLM, con una porosidad
inferior al 1.3%, mostraron un limite elastico de 570 MPa, una resistencia a la traccion de
650 MPa y una baja ductilidad, entre 30 y 34%. En contraste, las muestras tratadas con HIP
mostraron limites elasticos mas bajos pero una mayor ductilidad, entre 47.8 a 48.5%,

independientemente de las condiciones de SLM utilizadas.

Estos materiales metalicos presentan excelentes propiedades fisicas y mecanicas, con valores
de resistencia incluso superiores a los del tejido 6seo humano. Sin embargo, diversos factores
pueden contribuir al fracaso de los implantes metélicos, como la liberacion de iones desde la
superficie metalica, su alta rigidez, la reactividad con enzimas, la alta tasa de corrosion,
toxicidad, aflojamiento, inestabilidad e infecciones asociadas [54]. Por estas desventajas, es

esencial considerar el uso de otros tipos de biomateriales, en aplicaciones biomédicas.

2.7.2 Polimeros

Los polimeros se utilizan ampliamente en el tratamiento de tejido traumatizado debido a sus
propiedades como biocompatibilidad, propiedades fisicas y mecanicas similares a las de los
tejidos conectivo y bajo costo. Existen dos tipos de polimeros biodegradables, naturales y
sintéticos. Su tasa de degradacion depende del peso molecular, la disposicion estructural de
las macromoléculas (estructura amorfa/cristalina), las caracteristicas isoméricas, la
formulacion, la arquitectura y la cantidad del material [32, 49]. La Tabla 2.6 muestra algunos
polimeros disponibles de origen natural o sintético para su uso en la fabricacion de andamios

multifuncionales.
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Tabla 2.6 Polimeros disponibles para la fabricacion de andamios multifuncionales

Tipo Biomaterial Ventajas Desventajas Ref.
Natural Quitosano/quitina Excelente Rapida velocidad de [55]
biocompatibilidad y degradacion y facil de
potencial osteogénico deformar
Alginato Es biocompatible, No degradable en [56]
biodegradable, mamiferos, la
hidrofilico y de bajo esterilizacion provoca
costo degradacion.
Colageno Biocompatible, Répida tasa de [57]
biodegradable, tiene una = degradacion y bajas
fuerte plasticidad y baja  propiedades mecéanicas.
inmunogenicidad.
Sintéticos ~ Acido polilactico Biodegradable, Tasa de degradacion [58]
(PLA) biocompatible y alta lenta, osteoconductividad
resistencia mecanica. deficiente.
Policaprolactona Biocompatible, Poca bioactividad, tasa [59]
(PCL) biodegradable de degradacion lenta y

ciclo de degradacion

largo.

Zhang y col. [60] fabricaron andamios de acido L-polilactico (PLLA)/hidroxiapatita (HA) y
evaluaron su bioactividad y caracteristicas mecanicas, empleando el método de deposicion
fundida (FDM) para aplicaciones de reparacion Osea. Mediante caracterizacion por
microscopia electronica de barrido (MEB) observaron que los andamios con diferentes
contenidos de HA (30 y 50%) presentaban estructuras similares, donde los filamentos de la
misma capa eran paralelos entre si y los de capas adyacentes se cruzaban en un angulo de
90°. Los estudios de hidrofobicidad mostraron que los andamios de PLLA poseian una
superficie hidrofoba con un angulo de contacto de 95.9°. No obstante, la hidrofilicidad
aumento con el incremento en el contenido de hidroxiapatita, alcanzando angulos de contacto
de 87.2° para una concentracion de 30% nHA y de 77.4° para una concentracion de 50%

nHA. En cuanto a la resistencia a la compresion, los andamios de PLLA sin refuerzo
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alcanzaron un valor de 45 MPa, que disminuy6 a 30 MPa y 15 MPa en los andamios con 30
y 50 % de nHA, respectivamente. Los ensayos in vitro, evaluados mediante el kit de conteo
celular CCK-8, indicaron que todos los andamios eran citocompatibles (Figura 2.18a). Los
resultados de la viabilidad celular mostraron que, independientemente de la composicion,
todos los andamios promovieron la proliferacion celular (Figura 2.18b). Observaciones por
microscopia cofocal revelaron que, para el primer dia de cultivo, las células se adherian
adecuadamente a los andamios porosos, y la morfologia de las células en el andamio con
50% nHA se presentdé de mejor forma. Sin embargo, se observd una pequefia cantidad de
c¢lulas muertas en los andamios con 30% de nHA (Figura 2.18c-e). El andlisis de MEB
mostro la adhesion y propagacion de células en los diferentes andamios. En la superficie lisa
del PLLA, las células se extendieron sin formacién notable de pseudopodos (Figura 2.18f).
En contraste con HA, las células se adhirieron preferentemente a la superficie rugosa,
observandose pseuddpodos prominentes en la superficie de los andamios con 50% de nHA
(Figura 2.18h), extendiéndose sobre las particulas de expuestas de HA. Estos resultados

sugieren que un mayor contenido de HA mejora la afinidad celular en los andamios.

Zhu y col. [61] fabricaron un andamio biomimético para el disco intervertebral (DIV)
mediante una combinacidn de técnicas impresion 3D y electrohilado. La fabricacion se llevo
a cabo en tres etapas: en la primera, se imprimid en 3D un marco de PLA (4cido polilactico);
en la segunda, se simuld la estructura del anillo fibroso (AF) mediante haces de fibras
orientadas de PLLA (poli-L-lactida); y en la tercera, se emuld la estructura del nacleo pulposo
(NP) utilizando un hidrogel de GG/PEGDA encapsulante de células vivas. A simple vista,
observaron un andamio DIV uniforme, mientras que a través de MEB evidenciaron fibras de
PLLA con una estructura porosa del 50-60% y nanofibras de 1.74 + 0.35 pum, ademas de
poros de 267 + 32 nm. Esta estructura porosa se considera adecuada y esencial para permitir
la migracion y difusion celular en el andamio, el transporte de nutrientes y metabolitos, asi
como la comunicacidon celular. Sin embargo, uno de los inconvenientes observados en
estudios histologicos fue el colapso del andamio, lo cual resultd en una baja produccion de
colageno y proteoglicanos, moléculas esenciales para la retencion de agua, ademas de

desencadenar una leve respuesta
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Figura 2.18 a, b) Ensayo del kit de recuento celular-8 (CCK-8) después de su cultivo durante 1,3 y
5 dias. c-¢) Reconstrucciones confocales con escaneo laser de células vivas/muertas (1 dia). f-h)

Imégenes por MEB de la morfologia de rMSC extendida en andamios (1 dia) [60].

Por su parte, Rotbaum y col. [62] analizaron la respuesta mecanica de andamios de
policaprolactona (PCL) fabricados mediante impresion 3D bajo condiciones cuasi estaticas
y dindmicas. Los andamios mostraron poros de 150 a 650 um y estructuras de poros
cuadrangulares, hexagonales, triangulares y complejas con una porosidad constante de
aproximadamente 70%. Los resultados demostraron que las propiedades mecanicas de estos
andamios eran independientes de la velocidad de deformacion y dependian principalmente
del tamafio de los poros mas que de su geometria, lo que limita su viabilidad debido a su

comportamiento mecéanico inadecuado.

El uso de polimeros, no obstante, presenta otros inconvenientes, tales como el aflojamiento
aséptico debido al dafio 6seo mediado por mondmeros, propiedades inertes y desajustes

mecanicos durante el uso prolongado. Por estas razones, es fundamental explorar materiales
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alternativos para la fabricacion de andamios tridimensionales que puedan replicar el entorno
natural y ofrezcan propiedades multifuncionales, mejorando la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular [32]. Ante estas limitaciones, la busqueda de nuevos materiales es

imprescindible, como los bioceramicos.

2.7.3 Ceramicos

Estos materiales son mecanicamente resistentes y suelen incluir sales inorgéanicas de calcio o
fosfato, las cuales poseen propiedades osteoconductoras (promueven el crecimiento de nuevo
tejido 6seo) y osteoinductivas (estimulan la diferenciacion de células osteoblasticas). Los
materiales ceramicos pueden clasificarse en inertes (no absorbibles), semiinertes (bioactivos)
y no inertes (reabsorbibles). Aunque en general son de naturaleza fragil, presentan buena

resistencia a la compresion y a la corrosion [32]. En la Tabla 2.7 se enumeran algunos

ceramicos disponibles para la fabricacion de andamios tridimensionales.

Tabla 2.7 Ceramicos disponibles para la fabricacion de andamios tridimensionales [63]

Bioceramicos Caracteristicas Ventajas Desventajas
Alumina Ceramico inerte con Estable, biocompatible = Presentan baja
buena estabilidad y excelente resistencia elasticidad y son
quimica, alta rigidez al desgaste, no fragiles ocasionando
mecanica, a las altas citotoxico. problemas de carga y
temperaturas y a la control de la tasa de
corrosion. degradacion.
Vitroceramicos  Combinacion de un Biocompatible, con El proceso de

vidrio con un ceramico.

Cuenta con una o0 mas
fases cristalinas y se
pueden moldear

facilmente.

resistencia y estabilidad
quimica, resistente a la

corrosion.
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Hidroxiapatita

Fosfatos de

calcio

Vidrios

bioactivos

Principal componente
inorgénico de huesos y
dientes humanos o
animales.

Composicion similar a
los minerales 6seos, los
sustitutos 6seos
sintéticos mas
utilizados.

Bioactivos, pueden

unirse al tejido

Buena
biocompatibilidad,
bioactividad y
conductividad 6sea.
Excelente
biocompatibilidad,
bioactividad,
conductividad 6sea y
absorbible.

Mejora la diferenciacion

y osteogénesis

Tasa de degradacion
lenta, induccion osea
deficiente y tiene una
alta fragilidad.

Baja resistencia a la
compresion, sin
tenacidad y degradacion

lenta.

Baja resistencia y

fragilidad

bioldgico. De

composicion ajustable.

2.8 Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos han atraido considerablemente la atencion en el ambito de la ingenieria
de tejidos y la medicina regenerativa debido a sus destacadas propiedades, como una alta
biocompatibilidad y bioactividad. Estas caracteristicas los convierten en materiales
prometedores por su capacidad para formar hidroxiapatita (HA) al entrar en contacto con
fluidos fisiologicos, lo que crea una fuerte union con tejidos duros y blandos. Ademas, los
vidrios bioactivos pueden liberar iones con actividad biologica que promueven la
diferenciacion osteogénica de células madre e inducen el crecimiento vascular, facilitando el

desarrollo de nuevos tejidos [64].

Desde el punto de vista composicional, los vidrios bioactivos se clasifican en tres grupos de
acuerdo con el tipo de elemento formador de red. Las unidades estructurales se conectan a
través de los vértices creando puentes de oxigeno (BO) (Figura 2.19). Ejemplos comunes de
estos formadores de red son SiO2, BoO3 y P,Os [65]. La Tabla 2.8 muestra los tres grupos de

vidrios bioactivos, clasificados en funcion del 6xido principal.

38



Figura 2.19 Representacion esquematica de las unidades estructurales que forman una red de vidrio

de oxido (R representa un cation modificador de red genérico; @ corresponde a atomos de BO) [64].

Tipo de vidrios
bioactivos

Base SiO;

Base B,0;

Base P,0s

Tabla 2.8 Vidrios bioactivos para aplicacion médica

Caracteristicas

Buena bioactividad y facil union con el tejido huésped.
Algunos inconvenientes son: propiedades mecanicas pobres
(causadas por su naturaleza amorfa) y su tendencia a cristalizar
durante la sinterizacion por lo que la presencia de las fases
cristalinas retarda el proceso de formacion de la capa de
hidroxiapatita.

Se caracterizan por su mayor bioactividad en comparacion con
los vidrios a base de silice, lo que lleva a una menor
durabilidad quimica, una transiciéon rapida y completa del
bovidrio (BG) a hidroxiapatita (HA) y, como tal, posee
caracteristicas de degradacion y bioactividad facilmente
controladas.

Son materiales reabsorbibles y bioactivos y su velocidad de
disolucioén se puede ajustar de acuerdo con su composicion de

oxidos.
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Schuhladen y col. [70] fabricaron andamios basados en silicato (13-93), borosilicato (13-93-
BS) y borato (13-93-B) mediante el método de réplica. Los andamios resultantes presentaron
una estructura porosa, con una porosidad del 78% para los de silicato, 57% para los de
borosilicato y 95% para los de borato, y tamafios de poro entre 200 y 400 pm. El analisis
microestructural por MEB de los tres tipos de andamos reveld una estructura de red
interconectada en todos los casos (Figura 2.20a). La alta porosidad observada en los
andamios de borato se atribuye a que el boro afecta la viscosidad del biovidrio, impidiendo
la fusion completa de las particulas. En relacion con la evaluacion mecénica, se observo que
el alto porcentaje de porosidad reduce significativamente la resistencia a la compresion de
los andamios, con valores de 4 + 2 MPa para los andamios de silicato, 0.6 = 0.3 MPa para
los de borosilicato y 0.2 + 0.1 MPa para los de borato (Figura 2.20b). Finalmente, los estudios
de bioactividad en SBF mostraron una mayor reactividad en los andamios de borato y

borosilicato en comparacion con los de silicato.

Figura 2.20 a) Imagenes de MEB de los andamios de silicato, borosilicato y borato, y b) curvas de

esfuerzo-deformacion de los ensayos mecénicos [70].

Por otro lado, Ma y col. [71] fabricaron andamios de B-TCP reforzados con distintas

concentraciones de biovidrio (BG) Na,O—CaO-MgO-P>0s (5-20% en peso) por el método
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de impresion 3D. El refuerzo con biovidrio tuvo como objetivo reducir la temperatura de
sinterizacion, mejorar la actividad bioldgica y aumentar la degradabilidad del B-TCP. Los
andamios fueron sinterizados a diferentes temperaturas y analizados por MEB, donde se
observod una estructura porosa en todos los casos, con una porosidad cercana al 60% y tamafo
de poro de 400 um. Ademas, se observo que los andamios con 5% de BG presentaban granos
mas pequeflos en comparacion con los andamios con 20% de BG (Figura 2.21a). Las pruebas
de resistencia mecénica revelaron que los andamios con un 20 % de BG tenian una resistencia
a la compresion de 8.34 MPa y un médulo elastico de 208.5 MPa, superando a los andamios
con menores cantidades de biovidrio (Figura 2.21b-c). En los estudios de bioactividad, los
andamios con 20% de BG mostraron una mayor pérdida de peso, lo que indica que la adicion
de biovidrio mejora la degradacion de los andamios. Respecto al comportamiento del pH, no
observaron cambios significativos aparte de un ligero aumento inicial, atribuible a la

presencia de la fase Ca;P,0O7 (Figura 2.21d-e).

Lepry y col. [72] investigaron la bioactividad del vidrio de borato en seis medios diferentes:
fluido corporal simulado (SBF), tris(hidroximetil)aminometano tamponada (TRIS), solucion
salina tamponada con fosfato (PBS), medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM),
solucion salina (SAL) y agua desionizada. A través de analisis por MEB, observaron la
formacion de la hidroxiapatita (HA) en los vidrios de borato. En los medios SBF, TRIS y
PBS, la cinética de formacion de HA fue similar, destacando que, aunque TRIS carece de
iones de Ca y P, aun favoreci6 la formacion de HA, al igual que SBF, aunque en este Gltimo
ocurri6 casi de inmediato, a las 2 horas. Por otro lado, el DMEM retraso el proceso de
formacion de HA debido su alto contenido de calcio y carbonato, lo cual redujo la liberacion
de calcio del vidrio en comparacion con los otros medios. Finalmente, tanto la solucién salina
como el agua desionizada también indujeron la formacion de la capa bioactiva, aunque de

manera mas lenta (Figura 2.22).
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Figura 2.21 a) Imagenes MEB de andamios compuestos con contenidos del 5 a 20 % de BG, b)
resistencia a la compresion de los andamios, ¢) modulo elastico de los andamios, d) pérdida de

peso, y e) valores de pH después de la inmersién en SBF [71].

Figura 2.22 Imagenes de MEB del vidrio de borato después de su inmersion en diferentes medios

[72].

2.8.1 Biovidrios de silicato

Estos biomateriales sintéticos fueron descubiertos por primera vez en 1969 por Larry Hench
en la Universidad de Florida. El primer biomaterial desarrollado fue el Bioglass® 45S5,

compuesto por un sistema de oxidos cuaternario SiO2-CaO-Na,O-P,0s, con la siguiente
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composicidon en porcentaje en peso: 45 % Si02, 24.5 % Na,0O, 24.5 % CaO y 6 % P,0s. Este
material demostr6 una alta capacidad para establecer una union sélida con el tejido dseo, lo
que lo hace muy prometedor en aplicaciones de reparacion o reemplazo de tejidos [73]. Al
combinar diferentes proporciones de estos cuatro 6xidos con otros tipos de 6xidos, se han
desarrollado varias composiciones de biovidrios que ofrecen acciones terapéuticas

especificas. La Tabla 2.9 presenta algunos biovidrios a base de silicio con aplicaciones

médicas.
Tabla 2.9 Tipos de vidrios bioactivos basados en silicato [74]
Vidrios bioactivos
Composicion
4585 S53P4
[% peso] 13-93 13-93B2 13-93B3
Bioglass® BonAlive®
Si0, 45 53 53 18 -
Na,O 245 23 6 6 6
CaO 245 20 20 22 20
P»0:s 6 4 4 2 4
MgO - - 5 8 5
K.O - - 12 8 12
B»0; - - - 36 53

Baino y col. [75] fabricaron andamios de biovidrio 45S5 mediante el método de réplica, con
aplicaciones potenciales en ingenieria de tejidos. Estos andamios se sinterizaron a 1180 °C
por 3 horas, eliminando el polimero de sacrificio y fusionando las particulas de vidrio. El
analisis microestructural mostrd una estructura porosa del 0.68 + 0.032 %, con tamaios de

poro mayores a 100 um, y una en el rango de propiedades del hueso trabecular (Figura 2.23

ayb).
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Figura 2.23 a) Imagen de MEB del andamio de biovidrio 45S5 sinterizado a 1180°C, y b) curva de

resistencia a la compresion contra porosidad [75].

Hum y col. [76] fabricaron andamios de biovidrio 45S5 con una estructura porosa a través
del método de réplica, y los recubrieron con coldgeno para mejorar su rendimiento mecanico,
ya que el biovidrio es fragil a pesar de presentar buena bioactividad. Los andamios fueron
sinterizados a 1050 °C por 2 horas y luego recubiertos con una solucion de colageno al 0.5
%. El analisis MEB revel6 una microestructura con poros cuyo tamafo oscila entre 250 y

500 um y puntales de 50 a 100 pm (Figura 2.24a).

Las pruebas de resistencia a la compresion mostraron que los andamios recubiertos con
colageno presentaron un aumento significativo en la resistencia, debido a que el colageno
rellenaba las microfisuras, incrementando la resistencia mecanica. La Figura 2.24b muestra
las curvas tipicas de esfuerzo-deformacion de materiales porosos divididos en tres regiones

bien definidas.

Por su parte, Park y col. [77] desarrollaron andamios hibridos de colageno denso (DC) y
vidrio bioactivo S53P4 Bonalive® mediante compresion plastica, un método para fabricar
hidrogeles de coldgeno denso que mantienen la estructura fibrilar del coldgeno y la
microestructura mesoporosa necesaria para la funcionalidad biologica. Los analisis MEB
confirmaron la incorporacion de particulas de vidrio bioactivo en la matriz de colageno
fibrilar (Figura 2.25a). Las pruebas de compresion revelaron que los andamios DC-S53P4

incrementaron su rigidez ocho veces tras 7 dias en SBF, en comparacion con los andamios
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de colageno. Ademas, el médulo de compresion aumentd significativamente en los andamios
hibridos, mientras que en los de coldgeno puro se mantuvo constante. Los ensayos de cultivo
celular mostraron que la actividad metabolica alcanz6 su pico a los 7 dias en las muestras de
colageno DC y fue estable desde el dia 14 en ambos materiales (Figura 2.25¢). Los analisis
de células vivas/muertas mostraron claramente que existia muerte celular en el dia 7 en los
andamios DC-S53P4, tanto en medio de control (MC) como en el medio osteogénico (OGM).
Finalmente, se evalud el nimero de células presentes en los andamios, sin observar
diferencias significativas entre los andamios de colageno DC y los andamios hibridos DC-

S53P4 (Figura 2.25d).

Figura 2.24 a) Imagenes MEB de los andamios después de la sinterizacion (I-11I), después del
recubrimiento (IV), capa fibrosa de colageno (V-VI) y superficie rugosa del biovidrio de la capa
fibrosa de colageno (VII-IX), y b) curvas de esfuerzo-deformacion para andamios a bases de BG

4585 con y sin recubrimiento de colageno [76].
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Figura 2.25 a) Imagen MEB de los andamios a diferentes magnificaciones, b) resultados de las
pruebas mecanicas, c) actividad metabolica bajo el ensayo de reduccion AlamarBlue®, y d)
imagenes de células vivas/muertas de hDPSC. Barras de error + DE y *p <0.05, **p <0.01 y ***p
<0.001 y la falta de significancia (ns) es p> 0.05 segun la prueba t de Student [77].

En cuanto al biovidrio CEL2 (45% SiO2, 3% P20s, 26% CaO, 7% MgO, 4% K0, 15%
Naz0), desarrollado en el Politécnico di Torino, destaca su baja alcalinidad (menos del 20%
mol) y mayor contenido de P>Os (3% mol) para controlar variaciones de pH por lixiviacién
de iones en fluidos fisiologicos. El vitroceramico CEL2 ha demostrado alta
biocompatibilidad y bioactividad, y su cristalizacion parcial mejora las propiedades
mecanicas sin comprometer su bioactividad. El contenido de MgO y K>O, ademas de ajustar

la velocidad de la interaccion quimica con los tejidos blandos, promueve el metabolismo

celular [78, 79].

Elsayed y col. [5] fabricaron andamios de biovidrio CEL2 (58% y 60% en peso) mediante
colada en gel inorganica. Este método emplea espumacion directa en vidrio sintético con
agentes tensioactivos y solucion alcalina, logrando estructuras de 60 a 80% de porosidad y

con poros interconectados, confirmados mediante analisis de tomografia (Figura 2.26a yb).
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Estos andamios exhibieron resistencia a la compresion entre 2.5 y 5 MPa, lo cual sefala que

se encuentra dentro del rango del hueso trabecular humano.

Figura 2.26 a) Imagenes de MEB de los andamios con 58% en peso de CEL2 (I-11I), con 60% en
peso de CEL 2 (IV-V), ambos tratados a 900 °C, y andamios con 58% en peso de CEL?2 tratados a
1000 °C (VI) y b) analisis de nano-CT de andamios vitroceramicos CEL2 con diferentes contenidos

de sodlidos y sinterizados mediante diferentes tratamientos térmicos [5].

La excelente biocompatibilidad y degradabilidad de los vidrios bioactivos los hace adecuados
para inducir osteoconduccion en el tejido circundante. No obstante, para cumplir con las
demandas actuales de multifuncionalidad en ingenieria de tejido Oseo, es necesario

incorporar elementos dopantes en la composicion de estos biovidrios.

2.9 Elementos dopantes

El dopaje se define como la incorporacion de una baja concentracion de un elemento

especifico en el material base, variando desde pocas partes por millon (ppm) hasta un
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pequeiio porcentaje. Un contenido moderado de dopantes puede desempefiar un papel crucial
en la promocion de la nucleaciéon de diferentes fases cristalinas. Significa que las
caracteristicas del material original pueden cambiar permitiendo obtener un material con
propiedades mejoradas. La incorporacion a los biovidrios mejoran las propiedades
angiogénicas, osteogénicas, y la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria, dependiendo de
los iones metélicos adicionados, haciéndolo ideal para diversas aplicaciones biomédicas [80,

811.

Ademas de iones Na® y Ca?" presentes en la composicion de vidrios bioactivos, se pueden
incluir otros cationes, como: Sr**, Mg?*, Zn*, Ag’, K' Cu*’, Mn*" y Co*"**. Estos
oligoelementos son esenciales en multiples funciones metabolicas y son fundamentales para

el crecimiento y desarrollo dseo [82].

Asi mismo, las tierras raras como cerio (Ce*"), terbio (Tb*"), erbio (Er*"), europio (Eu’*"),
lantano (La*"), y disprosio (Dy**) se han investigado recientemente como dopantes en
bioceramicos y vidrios bioactivos, creando una nueva categoria prometedora de
nanomateriales Opticos luminiscentes. Estos materiales pueden ofrecer una alternativa
innovadora a los fluor6foros organicos y los puntos cuanticos, con aplicaciones en bioimagen

para el diagnoéstico de cancer, guia intraoperatoria, y evaluacion postoperatoria [83].

La Figura 2.27 muestra una lista completa de elementos que pueden integrarse en la
composicion quimica de los vidrios bioactivos y destaca la actividad bioldgica buscada en

cada caso.

2 Sr*" y Cu?" en forma de 6xidos como agentes

En el presente trabajo se incorporaron Zn
dopantes en el biovidrio CEL2 a base de silicato, con el objetivo de mejorar sus propiedades
biologicas y obtener un material multifuncional innovador para aplicaciones en medicina
regenerativa. La Tabla 2.10 presenta la actividad y respuesta bioldgica in vivo de los iones

dopantes utilizados en este proyecto de investigacion.
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Figura 2.27 Elementos incluidos hasta fecha en los vidrios bioactivos mesoporosos y su actividad

bioldgica. Las lineas continuas indican propiedades bien establecidas, mientras que las lineas

discontinuas corresponden a efectos bioldgicos propuestos [84].

Tabla 2.10 Funciones de Zn, Sr y Cu como iones dopantes y su mecanismo de accion [85-87]

Ion

Zn2+

Sr?

Actividad biologica

Osteogénesis

Osteogénesis

Respuesta biologica
Participa en la regulacion estructural, catalitica o de la
expresion de fosfatasa alcalina.
Importante en la osteogénesis y la mineralizacion.
Puede suprimir el proceso de reabsorcion osteoclastica.
Mejora la regeneracion nerviosa.
Propiedad antiinflamatoria.
Mejora los procesos de cicatrizacion de heridas.
Aumenta la actividad del trifosfato de adenosina (ATP).
Estimula la formacion 6sea in vitro.
Promueve la actividad de las células osteoblasticas
formadoras de hueso, al tiempo que inhibe los osteoclastos
que reabsorben el hueso.

Activa CaSR y las vias de sefalizacion posteriores.
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e Aumenta la produccion osteoprotegerina (OPG) y
disminuye la expresion del ligando de receptor activador
para el factor nuclear k« B (RANKL). Esto promueve la
proliferacion, diferenciacion y viabilidad de los
osteoblastos e induce la apoptosis de los osteoclastos que
resulta en la disminucion de la resorcion osea.

Cu? Angiogénesis

Estimula la angiogénesis.
Osteogénesis e Demuestra propiedad antimicrobiana.
e Aumenta la diferenciacion de las células madre
mesenquimales (MSC).
e Promueve la angiogénesis mediante la regulacion positiva
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
mediante la estimulacion de la proliferacion de células

endoteliales.

Westhauser y col. [85] estudiaron la diferenciacion osteogénica y la formacion de la matriz
de células estromales mesenquimales (MSC) en vidrios bioactivos mesoporosos dopados con
5% mol de Zn y Cu. Evaluaron la viabilidad celular y la actividad de fosfatasa alcalina (ALP)
mediante un ensayo combinado de fluorescencia (FDA) con 4-metilumbeliferil fosfato (4-
MUP) como sustrato de ALP. Los resultados de viabilidad celular con fluorescencia (FDA)
indicaron que las muestras con 5% mol de Cu promovieron mejor la viabilidad celular en
comparacion con las dopadas con Zn (Figura 2.28a). Por otro lado, los ensayos de viabilidad
celular con tincion vivo/muerto mostraron una morfologia celular similar en las muestras sin
dopar y en aquellas dopadas con 5% mol de Zn y Cu. Este comportamiento se atribuy6 a que
las células alcanzaron confluencia, lo que limit6 el crecimiento debido al alto nimero celular
en todos los grupos tras 14 y 21 dias (Figura 2.28c). Asi mismo, se evaluaron los productos
de disolucion i6nica y su efecto en la produccion de fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina
(OPN), osteocalcina (OCN) y colageno tipo I (COL1A1). En cuanto a la produccion de ALP,
las muestras sin dopar y las dopadas con Zn mostraron un efecto notable, siendo
especialmente significativa la influencia del Zn en la actividad de ALP. En relacion con la

expresion OPN, OCN y COL1A1, las muestras dopadas con Zn y Cu presentaron mayores
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niveles de expresion, con un incremento particularmente destacado en el dia 21 (Figura

2.28b.1-b.4).

Figura 2.28 a) Viabilidad celular con fluorescencia, b) influencia de los productos de disolucion
ionica (IDP) en la produccién de ALP, OPN, OCN y COL1A1 (I-IV), y ¢) imagen de fluorescencia

de células vivas/muertas [85].

Kermani y col. [86] investigaron el efecto de la incorporacion de los iones de Sr** y Co?* en
la angiogénesis en muestras de biovidrio CEL2. Los estudios incluyeron ensayos de
mineralizacion in vitro y pruebas de viabilidad celular. Los resultados de viabilidad
mostraron que la adicion de estos dopantes no tuvo efectos adversos sobre el crecimiento y
la proliferacion celular, debido a que el biovidrio CEL2 contiene oligoelementos
naturalmente presentes en el cuerpo humano (Figura 2.29a). Ademads, el analisis de
microscopia electronica de barrido (MEB) evidenci6 una buena adhesion y proliferacion de
células MG-63 en la superficie del material, lo cual confirma su citocompatibilidad (Figura
2.29b). Por ultimo, los ensayos de osteogénesis indicaron una mayor migracion de células
HUVEC en las muestras dopadas con Sr (Figura 2.29c). Los autores concluyeron que los
iones de Sr** y Co*", expandieron la red vitrea debido a las diferencias en los radios idnicos

respecto al Ca. Ademas, el dopaje con iones mas alto (Sr**) podria cambiar la concentracion
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de vacancias de oxigeno y facilitar la liberacion de iones, mejorando asi la bioactividad del

material.

Figura 2.29 a) Analisis de densidad optica de las células después de 24 horas, b) imagenes de MEB
de adhesion y proliferacion celular de MG-63, y c) evaluacion angiogénica con células HUVEC a

las 24 horas [86].

Zhang y col. [87] evaluaron el efecto de iones de Cu en cementos de fosfato tricalcico (TCP)
y fosfato célcico (CPC). Los estudios incluyeron ensayos de resistencia mecanica, pruebas
de bioactividad en solucién tampon Tris-HCI, asi como evaluaciones osteogénicas y
angiogénicas in vitro. Los resultados mecanicos mostraron que las muestras de fosfato
calcico presentaron un valor de resistencia de 21.55 + 1.1 MPa, que aument6 a 29.19 + 3.3
MPa al combinar TCP con CPC. Ademads, una mayor concentracion de Cu mejord la
resistencia a la compresion, alcanzando un valor de 28.38 + 2.9 MPa en comparacion con
muestras con menor concentracion de Cu (Figura 2.30a). Los ensayos de liberacion de iones

Cu en solucion Tris a 1, 3 y 7 dias indicaron que la liberacion Cu?" aumentaba con el tiempo
9 9
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mostrando un mecanismo de disolucion-precipitacion y facilitando la formacion de
hidroxiapatita (Figura 2.30b). Las propiedades osteogénicas y angiogénicas de TCP/CPC-Cu
se evaluaron mediante cocultivo con células estromales de médula dsea de raton (mBMSC)
y células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC). Los resultados indicaron que
las muestras TCP-CPC con distintas concentraciones de Cu permitieron la proliferacion
celular de mBMSC y HUVEC, siendo 6ptima la viabilidad a todas las concentraciones de Cu
(Figura 2.30c y d).
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Figura 2.30 a) Respuesta mecanica de las muestras, b) ensayos de bioactividad de las muestras, c-
d) estudios de viabilidad celular mBMSC y HUVEC con datos estadisticos representados como
medias £ DE (*p < 0.05) [87].

Para evaluar las reacciones de un organismo ante las sustancias que componen un material,

es esencial realizar ensayos in vitro bajo condiciones controladas, los cuales permiten
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analizar con seguridad una amplia variedad de materiales. Los estudios que se describen a
continuacion son fundamentales para confirmar que el material diseiado cumple con las
caracteristicas fisicas, mecanicas y bioldgicas, asegurando su potencial como una alternativa

viable en medicina regenerativa.

2.10 Estudios in vitro
2.10.1 Estudios de bioactividad y modificacion de biovidrios con dopantes

De acuerdo con Kokubo y col. un material bioactivo se define como aquel sobre el cual se
forma hidroxiapatita (HA) similar al hueso cuando se sumerge en una solucién acuosa
analoga al plasma sanguineo humano y este proceso esta influenciado por parametros del
material como sus propiedades fisicas, quimicas y la estructura jerarquica de la superficie
[88]. El mecanismo de degradacion y formacion de la hidroxiapatita carbonatada (HCA) en
soluciones acuosas como el fluido corporal simulado (SBF) a 37°C también esta relacionado con
la pérdida de peso del andamio de biovidrio en funcion del tiempo [89, 90]. A continuacidn, se
describen las etapas del mecanismo de formacion de la hidroxiapatita y en la Figura 2.31 se

muestra una representacion esquematica del mismo.
Etapas del mecanismo de formacion de HCA:
1. Intercambio ionico:

Los iones Ca’" y Na' del material intercambian con los iones H3O" de la solucion,

formando enlaces de silanol (Si—OH) en la superficie del material:
Si-O-Na"+ H"+ OH™ — Si-OH + Na" (ac) + OH™

Esto incrementa el pH de la solucién y genera una capa rica en silice en la superficie del

vidrio. Ademas, los iones (PO4)*>, si estan presentes, son liberados al medio.
2. Ruptura de enlaces en la red de silice:

Un pH elevado provoca la ruptura de los enlaces Si—O— Si debido a la accion de los

grupos OH", liberando silice soluble como Si(OH)4 y exponiendo grupos silanol:
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Si—O-Si + H,O — Si—OH + OH-Si
3. Repolimerizacion:

Los grupos silanol (Si-OH) se condensan, formando una capa amorfa rica en silice y

pobre en iones Na*y Ca %",
4. Formacion de una capa de fosfato de calcio amorfo (ACP):

Los iones Ca**y grupos (PO4)*” migran desde el material y la solucion hacia la superficie,

depositandose sobre la capa rica en silice.
5. Cristalizacion de HCA:

Los grupos hidroxilo y carbonato provenientes de la soluciéon se incorporan a la

superficie, donde la capa amorfa se cristaliza formando hidroxiapatita carbonatada.

Figura 2.31 Representacion del mecanismo de integracion del biovidrio sobre la superficie del

tejido [91].
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Zhao y col. [92] fabricaron andamios de vidrio bioactivo dopados con ZnO y SrO (0, 5y 10
% mol) mediante el método de réplica. Evaluaron la bioactividad in vitro y la pérdida de peso
tras inmersion en SBF durante 1, 3, 7, 14 y 28 dias. Los analisis por microscopia electronica
de barrido (MEB) mostraron la formacién de hidroxiapatita en todas las muestras.
Inicialmente, los andamios tenian una superficie lisa, pero tras el primer dia de inmersion se
observaron pequefios cristales que crecieron con el tiempo (Figura 2.32a). En los andamios
dopados con ZnO y SrO la formacién de hidroxiapatita fue menor. En cuanto a la pérdida de
peso, los andamios sin dopar mostraron mayores valores en comparacion con los dopados:
BG (sin dopar), 24.20 + 2.1%; 5Sr-BG, 17.57 = 3.2%; 10Sr-BG, 12.55 + 2.5%; 5Zn-BG,
14.63 + 1.8%; 10Zn-BG, 8.18 + 1.6% (Figura 2.32b).

Figura 2.32 a) Formacion de hidroxiapatita en la superficie de los andamios: BG (al—a5), 5Sr-BG
(b1-b5), 10Sr-BG (c1-¢5), 5Zn-BG (d1-d5S) y 10Zn-BG (e1-d5); analisis EDS (a6-¢6); b)

Resultados de pérdida de peso de los andamios tras inmersion en SBF [92].
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La menor formacion de hidroxiapatita en los andamios dopados se relaciona con una
degradacion reducida, ya que los dopantes (Zn y Sr) disminuyen los enlaces no puente (NBO,
Non-bridging oxygens) en la red de silice. El proceso de degradacion involucrd el
intercambio rapido de iones Na" y H3O" con la solucidn, pero este proceso se ralentizé debido
al dopaje, reduciendo la liberacién de iones de metales alcalinotérreos (Ca®", Mg*") y

alcalinos (Na*, K*).

Sergi y col. [93] fabricaron vidrios bioactivos con la composicion SiO—P>0s5—Na,O—K>O—
Ca0O-MgO-SrO, dopados con diferentes concentraciones de ZnO (2, 3.8 y 5 %mol) para
estudiar el rendimiento bioldgico del material. Evaluaron la bioactividad mediante inmersion
en fluido corporal simulado (SBF) durante 1, 3, 7 y 14 dias. A través de microscopia
electrénica de barrido (MEB), observaron que no hubo formacion de hidroxiapatita tras 3 y
7 dias de inmersion; sin embargo, después de 14 dias, se detectdé una morfologia de
hidroxiapatita tipo coliflor, aunque en cantidades limitadas (Figura 2.33a y b). El analisis
EDS confirm6 la presencia de reflexiones de calcio (Ca) y foésforo (P), indicadores de

hidroxiapatita (Figura 2.33c).

La baja formacion de la capa bioactiva se atribuye al lento intercambio de iones entre la
muestra y el SBF debido al dopaje con ZnO (3.8 % mol). Este fendémeno esta relacionado
con el papel del zinc como modificador de red: al reemplazar al CaO, el Zn puede formar
tetraedros Zn4 que requieren iones de calcio para equilibrar la carga. Esto provoca la
eliminacion de cationes de la red de silice y reduce los enlaces no puente (NBO). Aunque el
ZnO disminuye la degradacion, los autores concluyen que el material conserva su

bioactividad, aunque ésta no sea suficiente para predecir su capacidad de union 6sea in vivo.

Yin y col. [94] fabricaron andamios de biovidrio 19-93B2 dopados con 0-9 % mol de Sr
mediante la técnica de réplica. Los andamios fueron inmersos en SBF durante 1, 3, 5, 8, 15
y 20 dias para estudiar su bioactividad. Después de 5 dias, las imagenes MEB revelaron
nanocristales atribuibles a la formacion de hidroxiapatita en andamios dopados con 6 %mol
de Sr (Figura 2.34a). El pH incremento a 8.1 tras 20 dias, mientras que la pérdida de peso fue

mas significativa en los primeros 5 dias (Figura 2.34b).
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El analisis ICP mostré un intercambio de iones de Si*", Ca**, B*" y Sr**. Los andamios
dopados con mayores concentraciones de Sr liberaron mas Si*" y Ca*" desde los primeros
dias (Figura 2.34c.1-c.2) mientras que la concentracién de B*" disminuy6 gradualmente
(Figura 2.34c.3). La alta concentracion de Si** y Ca®* se atribuy6 a una mayor disolucién de
la silice en SBF, favoreciendo la formacion de la hidroxiapatita bioactiva. El Sr inhibio la
liberacion de boro al ocupar un mayor espacio en la red vitrea, debilitando los enlaces Si-O

(Figura 2.34c.4).

Amudha y col. [95] analizaron el efecto de SrO en biovidrio 45S5. Las muestras inmersas en
SBF durante tres semanas, mostraron formacion de hidroxiapatita desde el dia 7. En muestras
sin dopar, los cristales de hidroxiapatita tenian forma de aguja y estaban homogéneamente
distribuidos. En las dopadas con Sr, la hidroxiapatita fue mas abundante y cubrid
completamente la superficie al aumenta la concentracion de Sry el tiempo de inmersion. Este
fenémeno se debe a que el Sr incrementa los sitios de nucleaciéon y mineralizacion,

favoreciendo la formacion de hidroxiapatita (Figura 2.35).

Figura 2.33 a, b) Imagenes MEB de cristales de hidroxiapatita. c) Andlisis EDS de hidroxiapatita
formada [93].
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Figura 2.34 a) Imagen MEB de la superficie de los andamios tras inmersion en SBF por 5 dias, b)

curvas de pH y pérdida de peso, y ¢.1-c.4) concentraciones de iones de Si**, Ca?*, B* y Sr? [94].

Figura 2.35 Imagenes MEB tras inmersion en SBF: (a, b) sin dopar, (c, d) 1SrBG, (e, f) 2SrtBG y
(g, h) 5SrBG [95].
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Alasvand y col. [96] sintetizaron biovidrios que contenia estroncio dopados con Cu y Co.
Tras 14 dias en SBF, se observo formacion de hidroxiapatita en forma de esferas que
cubrieron completamente la superficie (Figura 2.36a). El pH de la soluciéon aument6
significativamente entre los dias 3 y 28 debido al intercambio de los iones de Ca** y H;O"
(Figura 2.36b.1). El anélisis ICP mostro la liberacion de iones terapéuticos de Cu®*, Co*" y
Sr?*, siendo mas significativa en biovidrios con Sr. La mayor liberacion de iones se asocia

con el mayor radio atémico de Sr**, que afecta la cinética de liberacion.

Figura 2.36 (a) Imagen MEB de las muestras tras inmersion en SBF, (b.1) valores de pH, (b.2-b.4)
perfiles de liberacion de Co**, Cu*" y Sr** [96].

Anand y col. [97] evaluaron la bioactividad de biovidrios 80S102-15Ca0O-5P>Os dopados con
CuO y MgO tras inmersion en SBF durante 4 horas, 8 horas, 1 dia, 7 dias y 14 dias.
Detectaron lixiviacion de iones, disolucion y precipitacion, lo que resultd en una capa de
hidroxiapatita en la superficie. Las muestras dopadas con Cu mostraron mayor liberacion de
iones Si** y Ca®" inicialmente, mientras que las muestras sin dopar liberaron menores
cantidades debido a una menor area superficial. La disminucién de P tras el primer dia se

atribuy¢ a la precipitacion de fases de apatita en una solucion sobresaturada.
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El pH incrementd debido al intercambio de iones H3O", siendo mas pronunciado en las
muestras dopadas con Cuy Mg, ya que estos dopantes desestabilizan la estructura del vidrio,

reduciendo su estabilidad quimica en medios acuosos (Figura 2.37).

Figura 2.37 Perfiles de liberacion de Ca, P, Si, Cu'y Mg y valores de pH durante la inmersion en
SBF [97].

2.10.2 Cultivo celular

Los cultivos celulares in vitro son herramientas esenciales para investigar el crecimiento y
diferenciacion celular, ademas de ser una fuente inagotable de material experimental.
Permiten estudiar la produccion y efectos de hormonas, factores de crecimiento, interleucinas
y productos celulares. Actualmente, el cultivo celular se emplea ampliamente en pruebas de
biocompatibilidad, evaluando tanto la toxicidad como la liberacion de lixiviados que podrian

generar efectos adversos in vitro e in vivo [98].

Existen multiples lineas celulares adecuadas para evaluar la biocompatibilidad de materiales,

siempre y cuando se conserven sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas.
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2.10.2.1 Ensayo WST-1

El ensayo WST-1 es una técnica ampliamente utilizada para la evaluacion de la proliferacion
celular y la citotoxicidad, ofreciendo una cuantificacion rapida y sensible de la viabilidad
celular. Su principio se basa en la reduccion de sales de tetrazolio a formazan, un complejo
coloreado cuya concentracion es proporcional al numero de células viables y se mide
espectrofotométricamente. La reduccion del reactivo 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-1) ocurre tanto dentro como fuera de las mitocondrias. Esta
actividad enzimatica, exclusiva de células vivas, depende de su metabolismo, y su alteracion
por sustancias toxicas puede ser detectada mediante este método. Los ensayos basados en
tetrazolio han demostrado ser herramientas valiosas para medir la actividad metabolica

celular [99].

El kit de WST-1 permite analizar la proliferacion celular en respuesta a factores como
compuestos farmacéuticos, agentes citotoxicos (p. €j., farmacos anticancerigenos), citocinas,
mitogenos y factores de crecimiento. Este ensayo es sencillo, no requiere pasos adicionales
como solubilizacion o lavado, y es mas rapido y sensible que otros métodos basados en MTS,

MTT o XTT.

Elahpour y col. [100] fabricaron andamios hibridos compuestos por un 30 % en peso de
biovidrio dopado con ZnO y un 70 % de policaprolactona (PCL) mediante impresion 3D.
Para evaluar su biocompatibilidad, se estudio el comportamiento in vitro a través de ensayos
directos e indirectos de viabilidad celular, utilizando células mesenquimales humanas
derivadas de médula 6sea (hMSC). Las células fueron cultivadas en medio esencial minimo
a, suplementado con suero bovino fetal al 10 %, penicilina (60 [U/ml), estreptomicina (60
png/ml) y anfotericina B (2.5 pg/ml), a 37 °C y 5 % de CO». Posteriormente, se realizaron los
ensayos de viabilidad y proliferacion celular utilizando el método WST-1, y se analiz6 la
viabilidad celular mediante tincion vivo/muerto. En los analisis vivo/muerto, se observaron
células viables en todos los tiempos para ambas composiciones. sin embargo, en los andamios
ZnHyb80, se observo una mayor cantidad de células muertas (marcadas en rojo) después de

5 dias (Figura 2.38a).
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Los resultados de viabilidad celular indirecta no mostraron diferencias significativas entre
los andamios no dopados (Hyb80) y los grupos control en los dias 1, 5y 7, lo que sugiere
una excelente citocompatibilidad. Por otro lado, los andamios dopados con ZnO (Zn-Hyb80)
no presentaron disminucion en la cantidad de células metabdlicamente activas después de 1

dia, indicando que no hubo efecto citotoxico (Figura 2.38b).

Figura 2.38 a) Tincidn vivo/muerto a las 3, 5 y 7 semanas, b) ensayo de viabilidad celular indirecta
WST-1, expresados como media aritmética + error estandar; *diferencia estadisticamente
significativa entre d7-ZnHyb y todos los demas grupos (p< 0.001 con correccion para pruebas

multiples) [100].

Magyari y col. [101] fabricaron biovidrios de composicion 60Si02-32Ca0O-8P,0s-dopados
con CuO en concentraciones de 0, 0.1, 0.2 y 0.5 % mol, con el objetivo de evaluar el impacto
del contenido de cobre en su biocompatibilidad. Estos fueron sometidos a estudios in vitro
para analizar la viabilidad celular mediante el ensayo WST-1, utilizando células de

queratinocitos humanos (HaCaT, Cell Line Service, Alemania). Los resultados mostraron que
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los biovidrios dopados con 0.1 y 0.2 % mol de CuO promovieron una mayor viabilidad
celular, indicando que estas concentraciones no son toxicas para las células. En contraste, los
biovidrios dopados con 0.5 % mol de CuO presentaron una disminucion significativa en la

viabilidad celular, lo que sugiere un efecto citotoxico en dicha concentracion (Figura 2.39).

Se concluyd que un mayor contenido de CuO en la composicion del biovidrio incrementa la
cinética de liberacion de iones Cu?*, lo que resulta en un aumento de la citotoxicidad y, por

ende, una reduccion en la viabilidad celular.

Figura 2.39 Viabilidad celular de HaCaT después de 24 h de exposicion a diferentes
concentraciones de CuO (p < 0.05) [101].

2.10.3 Ensayos antibacterianos

Los cultivos bacterianos son herramientas fundamentales en la investigacion médica y
cientifica, ya que permiten tanto la identificacion y estudio de agentes infecciosos como la
evaluacion de la efectividad de tratamientos, incluidos los antibioticos. Su analisis requiere

instalaciones de laboratorio adecuadas con nivel de bioseguridad 2, personal capacitado,
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cepas de referencia para control de calidad y protocolos estdndar. Las bacterias son
organismos unicelulares que existen en diversas formas y ubicaciones, incluyendo el cuerpo
humano. Mientras algunas bacterias son inofensivas o incluso beneficiosas, otras son
patogenas y pueden replicarse rapidamente en el organismo, provocando enfermedades

[102].

Las bacterias han desarrollado una pared celular que las protege del entorno y les permite la
importacion y exportacion de nutrientes seleccionados y productos de desecho celular. La
pared celular bacteriana es una estructura en forma de malla de multiples capas, compuesta
de proteinas, lipidos y carbohidratos. En relacion con las diferencias en la estructura de la
pared celular, las bacterias se clasifican en funcion de su tincidon Gram-positiva o Gram-
negativa. La Gram-positiva cosiste en una capa gruesa de peptidoglicano (PNG) que mide
20-80 nm contienen acidos teicoicos y que estan unidos covalentemente al PGN, mientras
que la pared celular Gram-negativa es mas compleja, pero contiene una capa PNG mas

delgada de 7-8 nm que se coloca entre la membrana celular y la membrana externa [103].

2.10.3.1 Patégenos comunes
Staphylococcus aureus (S. aureus):

Bacteria caracterizada por una morfologia de cocos en racimos, gram-positiva, este patdgeno
es responsable de diversas infecciones, como lesiones cutdneas, mastitis, infecciones
digestivas, osteomielitis, insuficiencia cardiaca y septicemia. Entre los factores que aumentan

su virulencia se encuentran:

e Proteinas antifagociticas: Reducen la eliminacion por el sistema inmune.

e Lipasa: Facilita la penetracion a través de la piel.

e (Coagulasa: Favorece la formacion de abscesos.

¢ Enterotoxinas: Inducen vomitos y diarrea.

e Exotoxinas: Destruyen leucocitos, causan necrosis y pueden producir fiebre,

escalofrios, shock y erupciones cutdneas.
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S. aureus se transmite por contacto directo entre personas, aerosoles o superficies
contaminadas. Es un organismo robusto, resistente a agentes de limpieza y antimicrobianos,

capaz de sobrevivir durante semanas en el ambiente [104].
Escherichia coli (E. coli):

Morfolégicamente caracterizada como bacilos gram-negativos, es residente habitual del
tracto intestinal humano, puede causar desde malestar estomacal leve hasta infecciones

urinarias, sepsis y meningitis. Algunas cepas patogenas incluyen:

e F. coli enteropatégena (EPEC): Provoca diarrea en lactantes.

e FE. coli enterotoxigénica (ETEC): Causa diarrea infantil y del viajero.

E. coli enterohemorrdagica (EHEC): Asociada a colitis hemorragica y sindrome

urémico hemolitico.

E. coli enteroinvasiva (EIEC): Produce una enfermedad similar a la shigelosis.

E. coli enteroagregativa (EAEC): Relacionada con diarrea aguda y cronica [104].

Muchas cepas de E. coli producen biopeliculas que les permiten adherirse a dispositivos
médicos, como catéteres e implantes quirurgicos, aumentado el riesgo de infecciones durante

procedimientos hospitalarios.

2.10.3.2 Impacto en implantes

La insercion de implantes es una practica comun en la medicina moderna para reemplazar
tejidos o partes del cuerpo. Sin embargo, estos procedimientos conllevan un riesgo
significativo de infecciones bacterianas, que pueden provocar el fracaso del implante y un
gran sufrimiento para el paciente. Los antibidticos son una opcion estandar para tratar estas

infecciones (Tabla 2.11).

Sin embargo, el creciente problema de la resistencia antimicrobiana ha cuestionado su uso,

generando un debate sobre alternativas mas eficaces.
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Tabla 2.11 Antibioticos para tratar diferentes tipos de infecciones [84]

Antibidtico Efecto biolégico principal

Amoxicilina Betalactamico semisintético

Ciprofloxacino Fluoroquinolona de segunda generacion

Gentamicina Aminoglucésido

Levofloxacino Inhibidor sintético inhibidor de la replicacion del
ADN (fluoroquinolona)

Moxifloxacino Fluoroquinolona

Rifampicina Antibidtico semisintético

Teicoplanina Tratamiento de bacterias grampositivas

Tetraciclina Amplio espectro

Triclosan Antibacteriano y antifiingico

Vancomicina Glicopéptidos eficaz contra grampositivos

2.10.3.3 Metales como alternativa antibacteriana

Ante el aumento de resistencia bacteriana, los metales han emergido como una opcion
prometedora debido a sus propiedades antimicrobianas. Ademds, varios metales son
esenciales para funciones celulares y metabdlicas, incluyendo cobre (Cu), zinc (Zn),

estroncio (Sr), plata (Ag) y oro (Au). Los modos de accion reportados incluyen:

e Interrupcion de la membrana celular.
e Alteracion de complejos proteicos esenciales.

e Degradacion de componentes clave como ADN y proteinas

El uso de metales podria representar una solucién innovadora para prevenir infecciones

postoperatorias y mitigar la resistencia bacteriana [103, 105].

Ranga y col. [106] desarrollaron andamios de vidrio bioactivo dopado con iones metalicos
como Zn**, Mg*" y Sr** para aplicaciones en ingenieria de tejido. Para prevenir infecciones
bacterianas durante cirugias, evaluaron in vitro las propiedades antimicrobianas de las
muestras utilizando cuatro cepas patdgenas: Bacillus cereus, Escherichia coli, Candida

albicans y Staphylococcus aureus, agentes comunes de infecciones quirargicas. Emplearon
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el método de difusion en disco de agar, colocando discos de las muestras en cajas Petri con
cultivos bacterianos en medios adecuados, incubandolos a 37 °C durante 24 horas. Las
muestras dopadas mostraron halos de inhibicién evidentes, mientras que las no dopadas no
generaron dicho efecto. Entre cepas estudiadas, S. aureus presentd halos de inhibicion

ligeramente mayores en comparacion con B. cereus (Figura 2.40a-c).

Figura 2.40 a) Halos de inhibicion en discos dopados y no dopados con cepas: (a.1, a.3) E. coli,
(a.2,a.4) S. aureus, (a.5, a.7) B. cereus y (a.6, a.8) C. albicans. b, c) Tamaios de zona de inhibicion

en milimetros [106].

Babu y col. [107] fabricaron vidrios bioactivos dopados con diferentes concentraciones de
Zn0O (0-10 % mol) para evaluar su actividad antibacteriana mediante el método de difusion
en disco frente a S. aureus (Gram-positivo) y E. coli (Gram-negativo), con incubaciones de
24 y 48 horas. Las muestras dopadas formaron halos inhibidores, siendo mas significativos
para E. coli. La densidad optica (D.O.) a 600 nm también fue analizada en intervalos de 0 -7

horas, mostrando que la cepa E. coli presentd un crecimiento inicial, pero ambas cepas
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evidenciaron una disminucion en la D.O. con concentraciones de ZnO de 8 % mol,
destacando un efecto antibacteriano potenciado Este efecto se atribuye al estrés oxidativo

inducido por el ZnO, que dana la pared celular bacteriana y otras estructuras criticas (Figura
2.41a-d).
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Figura 2.41 a) Halos de inhibicion tras 24-48 h de incubacion. B) Zonas de inhibicion en mm

(media £ DE; p<.0.05 y p<0.01). ¢, d) Dindmica de D.O. durante 7 h [107].

Paramita y col. [108] investigaron el Zn como agente antibacteriano en biovidrios 55Si0»-
40Ca0-5P20s en % mol destinados a la regeneracion de tejido 6seo. Analizaron la actividad
antibacteriana frente a cepas asociadas con osteosepsis (E. coli, S. aureus, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y Enterococcus faecalis). Se

empleron biovidrios no dopados (nBGC) y dopados (Zn-nBGC) para evaluar la zona de
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inhibicién y la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los resultados mostraron un
aumento en la inhibicidn bacteriana proporcional a la concentracion de Zn, confirmada por
mediciones de D.O. y halos de inhibicion. Adicionalmente, las muestras dopadas presentaron

una actividad anti-biopelicula mejorada (Figura 2.42a-d).

Manoochehri y col. [109] analizaron los efectos de la incorporacion de Sr como ion dopante
en la composicion de biovidrios para la fabricacion de andamios, con potencial aplicacion en
medicina regenerativa. En sus estudios, evaluaron la actividad antibacteriana frente a cepas
S. aureus (ATCC 25923) y E. coli (ATCC 25922). Inicialmente, determinaron las
concentraciones minimas inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) de los polvos dopados y no
dopados mediante cultivos en agar Mueller Hinton (MH), incubados a 37 °C con
concentraciones de biovidrio entre 100 y 1000 ug/ml. Posteriormente, evaluaron el efecto
antibacteriano de los andamios mediante ensayos de difusion en agar MH, inoculando las

cepas y evaluando la inhibicion del crecimiento bacteriano (Figura 2.43a).

Los resultados de los andamios de biovidrio dopados con Sr presentaron un efecto
antibacteriano significativo contra S. aureus, mientras que los andamios no dopados
exhibieron una menor actividad. Los autores atribuyen esta eficacia a la liberacion de iones
Si, Ca, Py Sr, generando un aumento en la presion osmotica desfavorable para el crecimiento
bacteriano. Ademas, la sustitucion de Ca por Sr incremento significativamente la solubilidad
del biovidrio y la tasa de liberacion de iones, potenciando su actividad antimicrobiana (Figura

2.43b).
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Figura 2.42 a) CMI en diferentes concentraciones de biovidrio. b) Halos de inhibicion tras 24 h de
incubacion. ¢) Zonas de inhibicion graficas. d) Potencial de erradicacion de biopeliculas para 4.

aceti, P aeruginosa y S. aureus (****p <0.0001, ***p< 0.001, **p<0.01 y *p < 0.05) [108].
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Figura 2.43 a) Actividad antimicrobiana de biovidrios dopados y sin dopar. b) Evaluacion de la

actividad antibacteriana de los andamios [109].

Baheiraei y col. [110] desarrollaron andamios de vidrio bioactivo basados en el sistema CaO—
S10,-Na;0-P,0s dopado con un 5 % en peso de Sr mediante liofilizacion. Evaluaron la
actividad antibacteriana contra las cepas S. aureus (ATCC 28923) y E. coli (ATCC 28922).
Los ensayos consistieron en anadir 2 mL de medio de cultivo a los andamios (175 mg/mL) e
incubarlos bajo condiciones aerobicas. Posteriormente, se inocularon con microorganismos
a una concentracion final de 10° UFC/mL y se incubaron a 37 °C. Finalmente, las muestras

fueron diluidas y cultivadas en cajas Preti con agar Mueller Hinton.

Los resultados indicaron que E. coli no form¢ colonias, ya que fue inhibida completamente
por los andamios dopados y no dopados (Figura 2.44a y b). En cambio, en el caso de S.
aureus, los andamios no dopados no mostraron efecto antibacteriano, mientras que los
dopados con Sr provocaron una ligera inhibicion (Figura 2.44c y d). Este efecto se debe a la
liberacion de iones Ca, P y Sr, que aumentan la presion osmotica y alteran actividades
bacterianas esenciales, como la glucolisis y la translocacion de protones transmembrana. La

disolucion de los iones de Sr generd un entorno adverso para el crecimiento bacteriano.
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Figura 2.44 a, b) Inhibicion de E. coli, ¢, d) inhibicion de S. aureus mediante andamios dopados y

sin dopar [110].

Akhtach y col. [111] fabricaron biovidrios con composiciéon 70SiO2-(20—x)CaO-10P,0s-
xCuO (donde x =0, 0.5, 1, 1.5), evaluando el impacto de la liberacién de iones de Cu en
cepas patdgenas como E. coli y S. aureus. Tras incubar las cepas en agar Mueller Hinton (37
°C, 24 h) ajustaron el inéculo a 10° UFC/mL. Las muestras fueron incubadas nuevamente en
contacto con las bacterias, luego diluidas y cultivadas en agar para evaluar la viabilidad y

formacion de colonias.

Los resultados mostraron que los biovidrios sin dopar promovieron la proliferacion
bacteriana, mientras que los dopados con Cu disminuyeron significativamente la viabilidad
bacteriana, especialmente a concentraciones mas altas de Cu. En particular, las muestras
dopadas con 1.5% de Cu eliminaron por completo las colonias de S. aureus y redujeron
significativamente las de E. coli (Figura 2.45a y b). Este efecto se atribuye a la liberacion de
los iones de Cu®*, que incrementaron el pH (pH = 9) y generaron especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas especies dafian el ADN y desnaturalizan las proteinas bacterianas,

provocando la muerte celular.
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Figura 2.45 a) Viabilidad bacteriana: izquierda E. coli, derecha S. aureus. b) Formacion de

colonias: (b.1-b.3) E. coli, b.4-b.6) S. aureus [111].

2.11 Otros biomateriales funcionalizados

Patrick y col. [112] desarrollaron microgeles nanoporosos inyectables disefiados para la
vascularizacion y regeneracion 0sea en defectos de tamafio critico, utilizando una técnica de
emulsion simple agua en aceite (W/O). A partir de estudios in vitro evaluaron la proliferacion
y viabilidad celular en microgeles con células madre mesenquimales (MSC). Tras la siembra
de MSC, se observo adherencia celular a la superficie en una hora. A las 12 horas, las células
comenzaron a extenderse, cubriendo completamente la superficie del microgel en 24 h
(Figura 2.46a). Un andlisis estadistico (ANOVA de una via) no evidenci6 diferencias
significativas en el nimero de células adheridas ni en la fraccion de superficie cubierta por
células a lo largo del tiempo (Figura 2.46b). Sin embargo, el area de propagacion celular
mostrd un aumento significativo a las 12 y 24 horas en microgeles con hidroxiapatita (HA),
sin que la adicion de quitosano o HA alterara la adhesion celular respecto a los microgeles

de gelatina de control.

Para validar su aplicacion minimamente invasiva, los microgeles fueron inyectados a través
de agujas hipodérmicas (calibre 16-25). Las mediciones de fuerza de inyeccion mostraron
resultados comparables con soluciones de PBS, sin afectar significativamente la viabilidad
celular tras la inyeccion (Figura 2.46¢-¢). Esto confirma que los microgeles son inyectables

y adecuados para rellenar defectos 6seos complejos.
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Figura 2.46 a) Analisis osteogénico mediante tincion de c€lulas con F-actina citoesquelética. b)
Representacion del nimero promedio de células madre mesenquimales (MSC) adheridas por
microgel, la fraccion de superficie del microgel cubierta por MSC adheridas y el area promedio
ocupada por MSC adheridas a lo largo del tiempo (n = 5). ¢) Evaluacion de la inyectabilidad de los
microgeles. d) Mediciones de la fuerza de inyeccion de microgeles acelulares utilizando agujas
hipodérmicas de diferentes calibres. ) Analisis de viabilidad celular de MSC tras la inyeccion

[112].

Hong y col. [113] fabricaron microesferas de vidrio bioactivo (555102-40Ca0O-5P20s5 %mol)
dopadas con Sr (0, 5 y 10 % mol) para investigar su respuesta bioldgica y mecanismo de
liberacion de farmacos. Los estudios de viabilidad y la proliferacion de las células MC3T3-
E1, no mostraron efecto citotoxico (Figura 2.47a). Utilizando sulfato de gentamicina como
modelo, observaron que la estructura porosa de las microesferas facilitd una liberacion mas
rapida del farmaco, alcanzando hasta 96.2% frente al 40% de los polvos iniciales (Figura
2.47b). La incorporacion de Sr retraso la liberacion del farmaco, favoreciendo un control
sostenido. En ensayos osteogénicos, las microesferas dopadas con Sr aumentaron la actividad
de fosfatasa alcalina (ALP) y la formacion de nddulos mineralizados destacando su potencial

para aplicaciones regenerativas (Figura 2.47c).
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Figura 2.47 a) Evaluacion de la viabilidad y proliferacion de las células osteoblasticas MC3T3-El.
b) Perfil de liberacion de farmaco en funcion del tiempo. ¢) Ensayos osteogénicos, incluyendo
actividad de ALP y formacion de nodulos mineralizados evaluados mediante tinciéon con rojo de

alizarina (ARS) [113].

Vecchino y col. [114] evaluaron microesferas de vidrio bioactivo dopadas con Cu (1, 2.5. 5
% at.) mediante estudios en SBF. La formacion de hidroxiapatita (HA) en la superficie se
observé a partir de 14 dias, correlacionada con la liberacion de iones Ca**, Cu?’, Si0f™ y
PO3~. Estos resultados confirman la capacidad de las microesferas para inducir bioactividad

y favorecer la nucleacion de HA en un medio simulado (Figura. 2.48).
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Figura 2.48 Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (MEB) de particulas
de vidrio bioactivo (BG) después de 14 dias de inmersion en fluido corporal simulado (SBF). Las
imagenes muestran particulas aglomeradas (a, c, e, g) e individuales (b, d, f, h) de las diferentes
muestras sintetizadas, destacando la formacion de estructuras caracteristicas tras el tratamiento

[114].

El desarrollo de biomateriales funcionales para aplicaciones en medicina regenerativa ha sido
ampliamente estudiado como se evidencio en los materiales mencionados anteriormente. Es
fundamental considerar que, tras la implantacion de un biomaterial, se genera una interaccioén
dindmica entre el sistema inmunoldgico del huésped y el biomaterial implantado. Este
proceso da lugar a una respuesta tisular especifica que involucra complejos mecanismos
biologicos. Comprender estas interacciones y el comportamiento del biomaterial implantado
es crucial para optimizar su desempefio y garantizar su biocompatibilidad y eficacia en

aplicaciones médicas [115].
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2.12 Respuesta y comportamiento de un biomaterial

Zhang y col. [116] describen de manera detallada las respuestas bioldgicas que ocurren tras

la implantacion de un biomaterial. Al ser implantados, los biomateriales entran en contacto

con la sangre y los fluidos corporales, desencadenando una serie de eventos bioldgicos. La

cantidad y el tipo de proteinas que se adsorben en la superficie del implante dependen de las

caracteristicas fisico-quimicas del material. Estas proteinas influyen significativamente en el

reconocimiento y activacion de células inmunes, desencadenando respuestas inmunologicas

complejas que incluyen la reaccion a cuerpo extrafio (FBR).

1.

2.

Inflamacion aguda

Este proceso comienza una hora después de la implantacion. Los mastocitos y leucocitos
polimorfonucleares (PMN, principalmente neutrdfilos) se convierten en las células
predominantes durante las primeras 48 horas. Estas células liberan enzimas proteoliticas
y especies reactivas de oxigeno (ROS) para combatir posibles patogenos infiltrados.
Adicionalmente, secretan citocinas como interleucina-8 (IL-8) para atraer monocitos y
macrofagos al sitio de la herida. Los macréfagos, a su vez, liberan mediadores
proinflamatorios como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a y diversas quimiocinas, que amplifican
el reclutamiento de leucocitos. Paralelamente, los mastocitos liberan histamina, lo que

potencia la respuesta inmune y facilita la migracion de macrofagos al implante.
Inflamacion cronica

Esta fase comienza entre los dias 4 y 7 tras la implantacion y se caracteriza por la
presencia de monocitos y linfocitos alrededor del material del biomaterial. Los monocitos
se diferencian en macrofagos, los cuales desempefian un papel crucial en la regulacion
inmunologica y la reparacion tisular. Aunque los macrofagos intentan fagocitar el
biomaterial, el tamafio del implante generalmente impide su digestion completa. Esto
conduce a la formacion de células gigantes de cuerpo extrano multinucleadas (FBGC)

mediante la accidn de citocinas como IL-4 e IL-13, secretadas por mastocitos y linfocitos.
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En respuesta a estas interacciones celulares, se liberan factores de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-p), los cuales estimulan la migracion de fibroblastos al
sito del implante. Los fibroblastos depositan colageno en exceso, contribuyendo a la
formacion de una capsula fibrética que encapsula el material. Esta cépsula, formada
predominantemente por fibroblastos y miofibroblastos activados por TGF- B, alcanza su
maxima densidad alrededor de los 28 dias. Ademas, los linfocitos T y las células B también
desempefian roles importantes al influir en la respuesta inflamatoria y en la generacion de
anticuerpos. En las etapas finales de este proceso, la secrecion de VEGF por células mieloides
estimula la vascularizacion dentro de la capsula fibrotica, proporcionando un entorno

funcional alrededor del implante (Figura 2.49).

Figura 2.49 Esquema representativo del comportamiento de un biomaterial tras su implantacion

[116].

79



2.13 Estado actual

En la actualidad, los andamios porosos fabricados a partir de vidrios bioactivos siguen siendo
un foco central de investigacion en medicina regenerativa. Estos materiales destacan por su
capacidad para formar enlaces fuertes con el tejido 6seo huésped mediante la generacion de
una capa de hidroxiapatita (HA) en fluidos biologicos. Ademas, presentan propiedades clave
como osteointegracion, osteoinduccion y osteoconduccion, fundamentales para aplicaciones

clinicas [117].

El potencial de los vidrios bioactivos no se limita a los andamios porosos; también se extiende
a diversas aplicaciones innovadoras. Por ejemplo, se han desarrollado hidrogeles o hidrogeles
inyectables con capacidades terapéuticas en el tratamiento de cancer, trastornos
neurodegenerativos, cicatrizacion de heridas, regeneracion de tejidos y sistemas de
administraciéon de farmacos. Estos materiales ofrecen ventajas como la encapsulacion y
proteccion de agentes activos en condiciones adversas, como la degradacion enzimatica y las

respuestas inmunes [118, 119].

Ademas, la funcionalizacién de biovidrios mediante la incorporacion de iones trivalentes
(Eu**, Gd** Yb*", Nb*") ha ampliado sus aplicaciones hacia el diagnéstico temprano de
tumores malignos y tratamientos oncologicos, gracias a sus excepcionales propiedades
oOpticas, magnéticas y luminiscentes. Por otro lado, oligoelementos como Ag, Co, Cu, Ga,
Mg, Se, Sr y Zn han demostrado ser utiles en procesos cicatrizacion de heridas y como
agentes antibacterianos. Estos elementos no solo inhiben la formacion de biopeliculas
resistentes, sino que también actiian como hemostaticos y promueven la regeneracion tisular

[120, 121].
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se detalla la metodologia empleada para la sintesis del biovidrio CEL2 y la
preparacion de los andamios correspondientes, tanto sin dopar como dopado con 6xidos
metalicos (ZnO, SrO y CuO). Se describe el desarrollo, los materiales, equipos utilizados, y

las técnicas de caracterizacion aplicadas.

3.1 Fabricacion del vidrio bioactivo CEL2

El biovidrio CEL2 no dopado y dopado se fabrico por el método convencional de fusion y
temple. La sintesis parti6 de una mezcla estequiométrica de polvos reactivos de SiO2, P20Os,
Ca0, NaCO,, MgO, K,0, y ZnO, SrO o CuO, cuya composicion final se detalla en la Tabla
3.1. Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) con una
pureza del 99%.

El proceso comenzo6 con la mezcla homogénea de los polvos de 6xidos en un molino de
rodillos durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla obtenida se colocd en un crisol de
silice fundida y se sometio al siguiente ciclo térmico (Figura 3.1) en un horno de camara
CARBOLITE HTF 1700°C. Durante el proceso, inicialmente se realizd una etapa de
desgasificacion, en la cual el material se calentd hasta 950 °C y se mantuvo a dicha
temperatura durante 90 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo la etapa de fusion, elevando
la temperatura hasta 1350 °C, con una permanencia adicional de 90 minutos para asegurar la
completa homogeneizacion del biovidrio. Al finalizar el ciclo térmico, la masa fundida se
vertid en agua fria para formar una frita, posteriormente se secod en una mufla THERMO
SCIENTIFIC durante 3 horas a 120 °C. Finalmente, la frita seca se pulverizo6 utilizando un
molino de discos vibratorio RS 200 RETSCH, y el material resultante se tamizo a través de
una malla 230 (63 pm), obteniendo un polvo fino adecuado para las etapas posteriores de

fabricacion.
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Figura 3.1 Ciclo térmico para la fabricacion del biovidrio.

Tabla 3.1 Composicion de las mezclas de biovidrio CEL2 no dopado y dopado (% mol)

Nomenclatura SiO; P,Os Ca0O Na,O MgO KO ZnO SrO CuO

CEL2 45 3 26 15 7 4

CEL2-Zn 45 3 24 15 7 4 2

CEL2-Sr 45 3 24 15 7 4 2
CEL2-Cu 45 3 24 15 7 4 2

3.2 Caracterizacion microestructural de los polvos de biovidrio

En esta seccion se describen las técnicas empleadas para caracterizar la microestructura de

los polvos de biovidrio obtenidos mediante fusion-temple y pulverizacion.
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3.2.1 Analisis de tamaiio y distribucion de particula

Tras la obtencion del biovidrio en polvo con un tamafio menor a 63 um, se realiz6 un analisis
de tamafo y distribucion de particula en una muestra representativa de 5-10 g. Este analisis
se llevd a cabo utilizando el analizador de particulas LS100Q BECKMAN COULTER,

asegurando una caracterizacion precisa del rango de tamafios presentes en el material.

3.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para determinar las temperaturas de transicion vitrea, cristalizacion y fusion de las distintas
composiciones de vidrio bioactivo, se llevo a cabo un anélisis por calorimetria diferencial de
barrido utilizando un moédulo de andlisis térmico simultaneo TG/DSC (SDT Q600 TA
INSTRUMENTS). Este equipo tiene un rango de operacion desde temperatura ambiente
hasta 1600 °C. En los experimentos se pesaron 5 mg de polvo de cada composicion, los cuales
se colocaron en crisoles de alimina. El programa de calentamiento abarc6 desde temperatura
ambiente hasta 1200 °C, con una tasa de calentamiento constante de 10 °C/min, bajo una

atmosfera dindmica de argon a un flujo de 100 mL/min.

3.2.3 Analisis por fluorescencia de rayos X (FRX)

Se realizaron andlisis de flourescencia de rayos X para confirmar la composicion de las
distintas formulaciones de biovidrio obtenidas por fusion y temple. Para ello, se utilizo un
espectrometro secuencial RIGAKU PRIMUS II de WD-FRX, equipado con un tubo de Rh
con una potencia maxima de 4000 W y un limite de deteccion de hasta 1 pg/g. La preparacion
de las muestras incluyo el secado del material a 110°C durante 2 horas. Posteriormente, se
elaboraron pastillas compactas a partir de 2.5 g de polvo mezclado con un 15 % en peso de

cera-C como aglutinante.
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3.2.4 Analisis por microscopia electronica de barrido (MEB)

Tras obtener el polvo de biovidrio mediante fusion y temple, se realizd un analisis por
microscopia electronica de barrido a diferentes magnificaciones para examinar la morfologia
y distribucion de las particulas. El equipo empleado fue un microscopio JEOL SEM JSM
6400. Dado que el andlisis requeria muestras metalizadas, una pequefia cantidad de polvo se
depositd en el portamuestras de cobre y se recubrid por pulverizacion catddica con un equipo
EDWARDS SI50A SPUTTER COATER. El proceso de metalizacion se llevo a cabo durante

20 minutos.

3.2.5 Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)

Para identificar los grupos funcionales caracteristicos presentes en las diferentes
composiciones de biovidrio, se utilizd la técnica de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). Las muestras requeridas consistieron en 0.003 g de polvo
mezclado con 0.3 g de KBr. El andlisis se realizd en un espectrofotometro TENSOR 27

BRUKER en un rango de barrido de 4000 a 400 cm!.

3.2.6 Analisis por difraccion de rayos X (DRX)

El anélisis de difraccion de rayos X se empleod para confirmar la fase amorfa del biovidrio en
polvo después de la fusion y temple. Este andlisis se llevo a cabo utilizando un difractémetro
de rayos X D2 PHASER BRUKER del Instituto de Investigacion en Materiales de la UNAM,
Campus Morelia. Las condiciones de trabajo incluyeron un barrido en el rango 26 de 10 a

90°, con una velocidad de 0.05° por paso y un tiempo de 2 segundos por paso.

3.3 Fabricacion de andamios de biovidrio CEL2 sin dopar y dopados

La fabricacion de andamios porosos a partir del biovidrio resultante de la fusion y temple se

realizo utilizando la tecnologia de polvos. La mezcla inicial consistio en 55% de biovidrio,
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42 % de resina fenolicay 3 % de agente espumante. Cada composicion fue pesada y mezclada
durante 1 hora, y luego vertida en moldes de acero para su tratamiento térmico (Figura 3.2).
El proceso consta de tres etapas principales. En la etapa de espumado, la resina fenoélica se
funde y forma una suspension cargada con particulas de biovidrio, mientras que el agente
espumante se descompone liberando gas, lo que genera la expansion de la estructura y
confiere al andamio un caracteristico color café. Posteriormente, en la fase de pirdlisis y
sinterizacion, la muestra se enfria a temperatura ambiente, se rectifica superficialmente y se
somete a un calentamiento de 10 °C/min hasta alcanzar 500 °C durante 2 horas, eliminandose
asi la resina fenolica y obteniendo el andamio en verde. Finalmente, la temperatura se
incrementa nuevamente a 10 °C/min hasta 900 °C, manteniéndose por 90 minutos para

permitir la sinterizacion, etapa que otorga la resistencia mecénica final a la estructura

Figura 3.2 Esquema representativo para la fabricacion de andamios porosos.
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3.4 Estudios de bioactividad de los andamios sin dopar y dopados

Los estudios de bioactividad se llevaron a cabo en andamios CEL?2 sin dopar y dopados con
ZnO, SrO, o CuO. Los andamios sinterizados se cortaron en discos de dimensiones
especificas (diametro: 10 + 0.25 mm, espesor: 3 £ 0.263 mm, peso promedio; 0.3264 +
0.0082 g).

Los andamios fueron esterilizados con luz ultravioleta con 3 pulsos de 5 minutos por lado,
mientras que el material de trabajo requerido se esterilizo a presion durante 15 minutos. Los
experimentos se realizaron por triplicado en las cuatro formulaciones de biovidrio, evaluando

seis tiempos de inmersion en SBF (1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias).

3.4.1 Calculo del volumen de SBF necesario

El volumen de SBF para cada ensayo se determino usando la formula [122]:

Vs =— (3.1)

donde V es el volumen de SBF (mL)y S, es el drea superficial aparente de la muestra (mm?).
Esta formula se utiliza para materiales densos. Para materiales porosos, el volumen de SBF
debe ser mayor que el V; calculado. El area superficial aparente se determind mediante

analisis BET, estableciendo un V; final de 30 mL por pastilla.

3.4.2 Preparacion del fluido corporal simulado (SBF)
El SBF se prepar6 siguiendo el protocolo de Kokubo y Takamada [122]:
1. Limpieza: El material de laboratorio se lavo con agua destilada y detergente neutro.

2. Preparacion de la solucion: Se vertieron 700 mL de agua destilada en un vaso de
precipitados de polipropileno de 1000 mL, que fue colocada sobre una plancha de
calentamiento con agitacion magnética a una temperatura constante de 36°C. Se

afiadieron los reactivos siguiendo el orden de la Tabla 3.2, asegurando la disolucion
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completa de cada compuesto antes de anadir el siguiente. El pH de la solucién se ajusto

a un valor de 7.4 utilizando Tris y HCl 1 M.

3. Enfriamiento y conservacion: La solucion se transfiri6 a un matraz aforado de
polipropileno de 1000 mL, se dejo enfriar hasta temperatura ambiente, y se ajusto el
volumen con agua destilada hasta el afore. El SBF preparado se conservo a 5-10 °C en una

botella de polipropileno hermética, por un tiempo maximo de 30 dias.

Tabla 3.2 Reactivos y cantidades para la preparacion de 1000 mL de SBF

e . Cantidad . Plasma sanguineo SBF [mM]
[g] humano [mM]

1 NaCl 8.035 Na® 142 142
2 NaHCO; 0.355 K" 5 5

3 KCl 0.225 Mg?* 1.5 1.5
4 K.HPO4-3H,0 0.231 Ca** 2.5 2.5
5 MgCl,-6H,O 0.311 Cr 103 147.8
6 1.0 M-HCI 39 mL HCO3 27 4.2
7 CaCl 0.292 HPO;™ 1 1

8 NaxSO4 0.072 S03%- 0.5 0.5
9 Tris 6.118 pH a 36.5°C 7.2-7.4 7.4

* mM = mmol/dm?

3.4.3 Proceso de inmersion

Los andamios se colocaron en tubos conicos estériles de 50 mL con 30 mL de SBF, utilizando
una unidad de filtraciéon con membrana de 45 pm. Las muestras se incubaron a 37 °C durante
los tiempos especificados (1, 3, 7 14, 21 y 28 dias), cambiando el SBF cada tercer dia.
Posteriormente, se retiraron, lavaron con agua destilada y se secaron a 100 °C durante 2 horas.

Finalmente, se almacenaron para su caracterizacion.
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3.5 Caracterizacion microestructural y mecanica
3.5.1 Calculo del porcentaje de porosidad
El porcentaje de porosidad se calculdo mediante la ecuacion:

pap arente

% Porosidad = (1 ) x 100 (3.2)

Pbiovidrio

donde la densidad aparente de cada andamio, pgparente, S€ calculo a partir de la masa y las

dimensiones del andamio sinterizado, Y ppiovidario €5 1a densidad real del biovidrio, medida

con el picnémetro de helio MICROMERITICS ACCUPYC 1330 (Ver Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Valores de densidad real de cada una de las composiciones de biovidrio

Biovidrio Densidad [g/cm’]
CEL2 2.69
CEL2-ZnO 2.72
CEL2-SrO 2.74
CEL2-CuO 2.75

3.5.2 Medicion de area superficial y tamaiio de poro

Para los analisis de area superficial, se utilizo el método B.E.T. (Brunauer, Emmett y Teller),
el cual permite determinar la superficie especifica de un so6lido a través de la adsorcion de un
gas inerte, tipicamente nitrogeno (N2), a bajas temperaturas. Para calcular la distribucion de
tamafios de poro en el rango de los mesoporos (2-50 nm) con geometria cilindrica, se empled
el método Barrett Joyney-Halenda (BJH). Los analisis se llevaron a cabo utilizando un
AUTOSORB-1 QUANTACHROME, disponible en el Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia de la UNAM, México.
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3.5.3 Medicion del tamaiio poro

El tamaiio de poro de los andamios con diferentes composiciones se determind mediante el
diametro de Feret, utilizando el software ImageJ. El diametro de Feret (Figura 3.3) se define
como la distancia entre dos tangentes paralelas a un objeto en un angulo arbitrario. El rango

de trabajo del software para este analisis fue de 0 al80°.
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Figura 3.3 Representacion esquematica del diametro de Feret.

3.5.4 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La microestructura de los andamios sinterizados a diferentes temperaturas fue estudiada
mediante microscopia electronica de barrido a diferentes magnificaciones, con el objetivo de
analizar la distribucion y la interconectividad de los poros. Esta técnica también permitio
examinar la formacién de la capa de hidroxiapatita en los andamios con distintas
composiciones a lo largo de diferentes tiempos de inmersién en SBF (1, 3, 7, 14, 21 y 28
dias). Adicionalmente, se realizaron andlisis quimicos por espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) para determinar la relacion Ca/P. El equipo empleado fue un microscopio

JEOL SEM JSM 6400.

89



3.5.5 Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se utilizo la espectroscopia infrarroja para identificar la formacion de grupos funcionales
caracteristicos de los andamios sinterizados, tanto antes como después de ser inmersos en
SBF. Las muestras se prepararon en forma de pastillas, utilizando 0.003 g de muestra
mezclados con 0.3 g de KBr. Los espectros se registraron en un rango de 4000 a 400 cm’!

empleando un espectrofotometro TENSOR 27 BRUKER.

3.5.6 Analisis por difraccion de rayos X (DRX)

El andlisis de difraccion de rayos X permitid identificar las fases cristalinas presentes en los
andamios después de la sinterizacion a distintas temperaturas, asi como la fase cristalina de
hidroxiapatita tras diferentes tiempos de inmersion en SBF (1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias). Se
utiliz6 un difractémetro D2 PHASER BRUKER, perteneciente al Instituto de Investigacion
en Materiales de la UNAM, campus Morelia. Las condiciones de trabajo incluyeron un rango

de barrido 20 de 10-70°, con una velocidad de paso de 0.05° y un tiempo de 2 s por paso.

3.5.7 Evaluacion mecanica de los andamios

La resistencia mecanica a la compresion de los andamios sinterizados a 900°C fue evaluada
utilizando una maquina de ensayos UniVert® de la marca Cell Scale®. Las probetas
cilindricas, preparadas conforme a la norma ASTM D695, tenian dimensiones de diametro: 16 +
1 mm y altura: 25 % 1. Se aplico una carga de 5 kN y una velocidad de 2.5 mm/min. Durante la
prueba, cada andamio se coloco entre dos placas metélicas para la aplicacion axial de carga sin

confinamiento.

3.6 Estudios bioldgicos

Se realizaron estudios bioldgicos utilizando tres cepas bacterianas. Una de ellas corresponde
a S. aureus USA 300, una cepa de relevancia epidemiologica y causante de infecciones en la

piel y los tejidos blandos. Las otras dos cepas pertenecen a la coleccion estandar American
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Type Culture Collection (ATCC): S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922,
recomendadas en el suplemento MI100: Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing del Clinical and Laboratory Standards Institute, reconocidas como
cepas estandar y de referencia usadas para le evaluacion de nuevos compuestos

antibacterianos al carecer de factores de resistencia a antibioricos.

3.6.1 Unidades formadoras de colonias (UFC)

El nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se define como la cantidad minima
de células viables y separables que, al encontrarse en la superficie o dentro de un medio de
agar semiso6lido, forman colonias visibles constituidas por millones de células descendientes.
En este estudio, el recuento de UFC en la superficie de los andamios se determin6 mediante

una modificacion del método de Recuento en Placa [104, 123].

Para los ensayos, se emplearon andamios dopados con ZnO, SrO, y CuO, utilizando como
referencia los andamios CEL2 sin dopar. Cada andlisis se realizd por triplicado. Las
especificaciones de los andamios fueron las siguientes: discos con un diametro de 10 + 0.25
mm de didmetro, un espesor de 3 + 0.263 mm y un peso promedio de 0.3264 g. El

procedimiento seguido se detalla a continuacion:
1. Recuperacion de cepas:

Las cepas bacterianas fueron descongeladas tras estar crio-preservadas a —80 °C y
recuperadas en caldo nutritivo TSB (caldo soya tripticaseina). Posteriormente, se

sembraron en placas que contenian agar TSB.
2. Preparacion del inoculo:

Una colonia aislada de cada cepa se cultivo en 5 ml de agar Mueller Hinton (CMH:
extracto de carne bovina 2 g, hidrolizado acido de caseina 17.5 g, almidon 1.5 g, agar 17
g). Las muestras se incubaron durante 24 h a 37 °C. Para determinar la densidad optica
(D.O.) de los indculos, se tomaron 100 pL de cada muestra, y se midio su absorbancia a

una longitud de onda de 595 nm con un espectrofotometro HALO DB-20 UV-VIS
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DOUBLE BEAM. Se obtuvieron valores de absorbancia de 0.025 para la cepa S. aureus
ATCC 25923, 0.021 para S. aureus USA 300y 0.038 de E. coli ATCC 25922, que fueron
ajustados para obtener una D.O. de 0.1. En base a lo obtenido se realiz6 el calculo de la

cantidad de indculo requerido para 5 mL de medio de cultivo.

. Evaluacion de actividad antibacteriana:

En tubos Falcon estériles de 50 mL, se colocaron individualmente los andamios junto con

5 mL de CMH y 100 puL de in6culo ajustado y fueron incubados durante 24 h a 37 °C.
. Lavado y diluciones seriadas:

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los discos se extrajeron y se trasladaron a
nuevos tubos Falcon donde se lavaron con 1 mL de buffer a base de Tris con 0.9% de
NaCl. Posteriormente, 100 uL de esta solucion fueron diluidos en 900 puL de Tris,
realizando diluciones seriadas (factor 1:10) hasta obtener concentraciones de 1 X 107
para S. Aureus ATCC 25923, 1 X 107> de S. Aureus USA 300 y 1 x 10™7 de E. Coli
ATCC 25922.

. Siembra y recuento:

De cada dilucién final, 100 pL fueron sembrados en placas de 10 cm de didmetro que
contenian 20 mL de agar Mueller Hinton y se incubraron durante 24 h a 37 °C. Una vez
transcurrido el tiempo, se realizo el conteo de colonias desarrolladas en la placa. Con base

en el conteo, se calculd la densidad celular original (OCD) con la ecuacion:

OCD—CFU (3.3)
DV '

Donde:

OCD = Densidad Celular Original.
CFU = Unidades Formadoras de Colonias por placa.
D = Factor de dilucion.

V' = Volumen de siembra (mL).
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3.6.2 indice de formacion de biopeliculas

La evaluacion de la biomasa de las biopeliculas bacterianas se realizo utilizando la tincién

con cristal violeta, siguiendo el protocolo descrito por Garcia y col. [124]. A continuacion,

se detallan las etapas del procedimiento:

1.

2.

3.

4.

Recuperacion de cepas bacterianas:

Las cepas, previamente crio-preservadas a —80 °C, fueron descongeladas y cultivadas en

caldo nutritivo TSB. Posteriormente, se sembraron en placas con agar TSB.
Preparacion del inoculo:

Una colonia de cada cepa fue seleccionada y cultivada en 5 mL de medio de agar Miieller
Hinton (CMH). Las muestras se incubaron durante 24 h a 37 °C. Para ajustar la densidad
optica (D.O.) del in6culo, se tomaron 100 uL y se mezclaron con 5 mL de CMH en un
tubo nuevo. La D.O. se midid a 595 nm con un espectrofotometro HALO DB-20 UV-VIS
DOUBLE BEAM, y los valores obtenidos se utilizaron para calcular el volumen
necesario de indculo que permitiera alcanzar una D.O. de 0.1 en los tubos de ensayo con

5 mL de medio CMH.
Evaluacion del indice de formacion de biopeliculas:

Los andamios se colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se les afiadieron 5 mL de CMH
con el inoculo correspondiente. Como control negativo, se utilizaron andamios incubados

con 5 mL de CMH sin inoculo bacteriano. Los tubos fueron incubados durante 24 h a 37

°C.
Fijacion de las bacterias:

Los andamios se retiraron y colocaron en tubos Falcon estériles, dejandolos secar a 37
°C durante 1 h. Posteriormente, se agregd 2.5 mL de metanol absoluto a cada tubo,
incubandose a 37 °C durante 15 min para fijar las bacterias a la superficie de los

andamios. El exceso de metanol fue desechado.
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5. Tincion con cristal violeta:

Se afiadi6 1 mL de solucién de cristal violeta al 0.5% y se dejo actuar durante 15 min a
temperatura ambiente. Tras desechar el exceso del colorante, los andamios se lavaron seis
veces con 5 mL de PBS 2X para eliminar residuos. Los andamios se dejaron secar a 37

°C durante 10 min.
6. Resuspension de la biomasa:

La biomasa adherida fue resuspendida con 5 mL de etanol absoluto y se dejé reposar
durante 30 min a temperatura ambiente. Las suspensiones resultantes se transfirieron a
placas de poliestireno de 96 pocillos para medir la absorbancia a 595 nm en un detector

de placas VARIOSKAN™ LUX.
7. Cdlculo del indice de formacion de biopeliculas:

Los resultados de D.O. obtenidos permitieron realizar los calculos del indice de

formacion de biopeliculas a partir de la formula:

AB — CW
IFB = — (3.4)

Donde:

IFB = Indice de formacion de biopeliculas.
AB = D.0O. a 595 nm de las muestras con crecimiento tefiidas.
CW = D.O. a 595 nm del control negativo.

G = D.0. a 595 nm del crecimiento en el medio de cultivo circulante.
Segun el valor obtenido, la formacion de biopeliculas se clasificd en cuatro categorias [125]:

e Fuerte (IFB > 1.10)

e Moderada (0.70 < IFB < 1.09)
e Débil (0.35 < IFB < 0.69)

e Sin formacion (IFB < 0.35)
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3.7 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
para evaluar las diferencias entre grupos. Los resultados cuantitativos se expresaron como la
media + desviacion estdndar. Las diferencias estadisticas significativas (*p < 0.05) se
determinaron utilizando la prueba de Tukey. El andlisis se llevo a cabo con el software

estadistico JMP 11.0.0.
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CAPITULO 4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se presenta el analisis y discusion de los resultados obtenidos a partir de la
caracterizacion de los polvos de biovidrio y de los andamios fabricados a base de biovidrio
CEL2 sin dopar y dopados con ZnO, SrO y CuO. Para los polvos de biovidrio, las técnicas
empleadas incluyeron el andlisis de tamafio y distribucion de tamafio de las particulas,
calorimetria diferencial de barrido (DSC), fluorescencia de rayos X (FRX), microscopia
electronica de barrido (MEB), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
y difraccion de rayos X (DRX). En el caso de los andamios, se utilizaron técnicas como MEB,
FTIR y DRX. Ademas, se evaluaron propiedades microestructurales (porcentaje de porosidad
y tamafio de poro), mecénicas, bioactivas y biologicas, factores clave para su funcionalidad

en aplicaciones biomédicas.

4.1 Analisis de los polvos de biovidrio, sin dopar y dopados
4.1.1 Tamaiio y distribucion de tamaiio de particula

En la Figura 4.1 se presentan las curvas de distribucion de tamafio de particula de los polvos
de biovidrio sin dopar y dopados. Los resultados muestran una distribucion multimodal para
todas las formulaciones, con tamafios de particula inferiores a 63 um. En todas las graficas

se identifican tres regiones, cada una con un rango de tamafio de particula especifico:

e Tamafio fino (0-1.78 £ 0.20 um): puede aumentar el area superficial y favorecer la
sinterizacion al promover la formacion de cuellos mas estables.

e Tamafio medio (19.62 + 2.24 um): contribuye directamente a la densificacion
estructural durante la sinterizacion, facilitando la formacion de trabéculas gruesas y
estables, necesarias para mejorar la resistencia mecanica.

e Tamaifio grueso (49.07 = 9.60 um): adecuado para generar una estructura porosa ideal
para ingenieria de tejidos, ya que facilita la migracion celular, la vascularizacion y el

crecimiento de nuevo tejido.
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Figura 4.1 Curva de distribucion de tamafio de particula del biovidrio CEL2 y biovidrios dopados.

Los rangos de tamafio de particula obtenidos en este trabajo son consistentes con lo reportado
por Rahaman y col. [126], quienes mencionan que particulas en el rango de 1-45 pum, o
incluso en el rango nanométrico, mejoran los puntos de contacto entre particulas durante la
sinterizacion, produciendo estructuras altamente porosas y con una respuesta bioactiva mas
rapida debido al aumento del area superficial. Por otro lado, particulas entre 45-75 pum
proporcionan un area suficiente para favorecer la formacion de cuellos estables y obtener
microestructuras con poros abiertos e interconectados, a la vez que mantienen una resistencia

mecanica adecuada.

Chen y col. [127] fabricaron andamios a partir de polvos de biovidrio con diferentes tamafios
de particula. Como resultado, observaron que los andamios preparados con particulas
nanométricas (20-50 nm) presentaron menor densidad, alta porosidad, superficie uniforme y
trabéculas delgadas con numerosas microfisuras, lo que redujo su resistencia mecanica

debido a una densificacion incompleta. En contraste, particulas de mayor tamafio (5-10, 10-
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20 y >30 um) generaron andamios con mejor resistencia mecanica, derivado de una

microestructura mas densa y trabéculas mas gruesas tras la sinterizacion.

El comportamiento multimodal observado en las curvas de distribucion de tamafo de
particula se atribuye al método de procesamiento empleado para obtener los polvos, ya que
el biovidrio fundido se vierte en agua fria induciendo un enfriamiento subito que genera
gradientes térmicos elevados en el material, lo que provoca fracturas aleatorias debido a su
naturaleza fragil. Estas fracturas no controladas producen fragmentos con tamafos y
morfologia diversas. A esto se suma la molienda mecanica en diferentes lotes y tamizados
utilizando una malla con una abertura de 63 pm, como resultado, se tiene una amplia

distribucion y variabilidad de tamafios de particula.

Adicionalmente, no se observaron variaciones significativas en el tamafio ni en la
distribucion de tamafio de particula al incorporar ZnO, SrO o CuO como dopantes. Esto se
atribuye a que su incorporacion ocurre a escala atdmica, ya que modifican solamente la
estructura local de la red vitrea. La concentracion de estos elementos en la red de biovidrio

es baja para afectar su distribucion granulométrica.

Otros autores han reportado que el tamafio y distribucion de tamafio de particula depende de
la cantidad de agente dopante adicionado. Barua y col. [128] informaron que la adicion de
ZnO afecta el tamafio de particula, en funcion de su concentracion. Con 2.5-5 % en peso, el
tamafio disminuy¢ de 28.05 al8.56 nm, debido a la modificacion de la energia superficial de
las particulas facilitando su aglomeracion y promoviendo una estructura densa y compacta
que puede mejorar las propiedades mecdnicas del andamio. Sin embargo, mayores
concentraciones (7.5-10 % en peso) increment6 el tamafio de particula de 22.92 a 23.89 nm,
ocasionando una aglomeracién excesiva que puede comprometer las propiedades mecéanicas
y bioactivas. Fandzloch y col. [129] reportaron que la adicion del 17 % en peso de ZnO al
biovidrio 83S10,-17Ca0 aument6 el tamafio de particulas de 86 =21 a 105 = 18 nm, debido
a la reduccion de viscosidad del sistema y la consecuente aglomeracion. Ademas, observaron

que esa alta concentracion reduce la bioactividad del biovidrio.

El-Sayed y col. [130] encontraron un efecto similar al incorporar CuO (3, 5y 7 % mol),

observando aglomeracion de las particulas con el incremento en su concentracion debido a
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su papel como modificador de red, que promueve una menor viscosidad del sistema, lo que
facilita la movilidad y fusion parcial de particulas asi como la disminuciéon de repulsion

superficial.

En conjunto, los resultados de este estudio y los reportes de la literatura demuestran que el
tamafio y la distribucion de tamafio de particula no solo son propiedades fisicas, sino
parametros de disefo clave en la fabricacion de andamios. Controlarlos es esencial, ya que
influyen directamente en las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y bioldgicas del

material, condicionando su desempeiio en aplicaciones de ingenieria de tejidos como se

resume en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Comparacion del efecto del tamano de particula en las propiedades microestructurales y

funcionales de los andamios de biovidrio [131-133]

Tamaiio de Bioactividad Sinterizacion Porosidad Resistencia
particula mecanicas
<100 nm Excelente: mayor Eficiente a baja Alta: posible Baja: porosidad
(nanométricas) area superficial temperatura con  presencia de excesiva
riego de colapso  micro/nanoporos
100 nm—1 pm Alta: buena Eficiente: buena  Controlada Moderada:
disolucion y densificacion sin porosidad
formacion de HA  colapso intermedia,
menor densidad
1-10 um Moderada: Requiere mas Menor: reducciéon = Mejor
menor area temperatura del volumen de empaquetamiento
superficial poro y resistencia
>10 pum Baja: Formacion ~ Requiere alta Baja: particulas Muy alta

de HA lenta

temperatura y

mayor tiempo
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4.1.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis térmico se realizd para evaluar el efecto de la adicion de ZnO, SrO o CuO como
elementos dopantes en la estructura de la red del biovidrio CEL2. Los resultados obtenidos
se presentan como curvas termoanaliticas (Figura 4.2), donde observa para todos los casos

cambios de pendiente asociados a la transicion vitrea (Ty), asi como picos exotermicos y

endotérmicos correspondientes a las temperaturas de cristalizacion (T,) y fusion (Ty,),
respectivamente, para las diferentes composiciones de biovidrio. La T, indica el cambio del
material de un estado rigido y amorfo a un estado mas flexible y se representa como un
cambio en la pendiente. Mientras que la T, es otro evento e indica especialmente si el material
tiene tendencia a la formacion de fases cristalinas bajo condiciones de temperatura, y ocurre
cuando las moléculas o 4tomos empiezan a organizarse a una estructura ordenada, pasando
de un estado amorfo a uno cristalino. Este procedimiento requiere que el material libere calor
lo que genera un pico exotérmico. Finalmente, la T, es el proceso donde el material pasa de
un estado so6lido a uno liquido cuando se alcanza temperatura suficientemente alta, la T,,, se
presenta como un pico endotérmico e indica el momento en que el material absorbe calor
para superar las fuerzas de enlace que mantiene unida su estructura solida. En la Tabla 4.3 se

resumen los valores de estas temperaturas caracteristicas.

Tabla 4.2. Temperaturas caracteristicas (T, T;. y Ty, en °C) del biovidrio CEL2 sin dopar y

dopados
Nomenclatura T, T T, T T2
CEL2 650 798 - 1023 1091
CEL2-Zn 590 736 - 1069 -
CEL2-Sr 578 746 - 1091 -
CEL2-Cu 569 694 730 1071 -
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Figura 4.2. Curvas termoanaliticas obtenidas por calorimetria diferencial de barrido (DSC) para los

polvos de biovidrio.

Termograma del biovidrio CEL2 sin dopar

En la Figura 4.2 se observa un salto claro entre 560-650 °C, correspondiente a la temperatura
de transicion vitrea (T,) del biovidrio CEL2. Este cambio térmico marca el limite entre un
comportamiento rigido y otro con movilidad viscosa. En la region de 750-800 °C se observa
un pico exotérmico que indica la cristalizacion de fases como combeita y silicorhenanita, lo
cual puede confirmarse mediante DRX. Finalmente, entre 1000 y 1100 °C se presentan dos
picos endotérmicos atribuibles a la fusion de las fases cristalinas formadas. Esto demuestra
que el biovidrio base devitrifica en al menos dos fases con puntos de fusion distintos, debido
a su estructura amorfa y a su composicion multicomponente (SiO», P2Os, CaO, NaCO2, MgO
y K20). La presencia de multiples eventos de cristalizacion ha sido reportada también por

Baino y col. [134], quienes sefialaron que la formacion secuencial de fases como combeita
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(NasCas(Si16018)) y silicorhenanita (NaxCas(PO4),Si04) responde a diferencias en

composicion, energia de activacion y estabilidad térmica.
Efecto del dopaje con ZnO

La adicion de 2 % mol de ZnO redujo ligeramente la Ty respecto al biovidrio base. Esto se
atribuye a que el ZnO act@ia como modificador de red, ocupando posiciones intersticiales o
sustituyendo cationes como el Ca*". Ademds, los iones Zn?" rompen los enlaces Si—O—Si al
formar unidades tetraédricas [ZnO4]*, [ZnOs]* y oxigenos no formadores de puente (NBO,
Non-bridging oxygens), reduciendo la conectividad de la red y, con ello, la viscosidad [135].
A su vez, facilita el movimiento de las cadenas vitreas, desplazando las temperaturas de los
eventos endotérmicos y exotérmicos hacia valores mas bajos. La variacién de T, puede
explicarse por la naturaleza de los enlaces quimicos formados en la estructura del biovidrio
dopado. Los enlaces mas covalentes (direccionales) Zn—O reemplazaron parcialmente los
enlaces mas i6nicos (no direccionales) Ca—O y Mg-0, lo que rigidiz6 la red vitrea y genero
una mayor tension en el material. Como resultado, se requiri6 menos energia para relajar
estas tensiones, disminuyendo el valor de T, [136]. Asimismo, ¢l incremento de NBO
favorece la movilidad ionica y promueve la cristalizacion a menor temperatura, reduciendo
la T,.. En contraste, la T;,, aumento respecto al biovidrio base, debido a la posible formacion
de fases ricas en zinc mas estables térmicamente. Aunque algunos autores han reportado
incrementos de T, y T, para contenidos altos de ZnO [137], la tendencia depende fuertemente
de la concentracion. Rocton y col. [138] y Sergi y col. [93] coinciden con lo observado: la
adicion de 2 % mol de ZnO reduce Ty, T, y T, al debilitar la red por ruptura de enlaces

Si—O-Si.
Efecto del dopaje con SrO

La incorporacion de 2 % mol de SrO disminuy6 Ty y provocéd un ligero aumento en T,
ademas de un pequefio pico endotérmico correspondiente a Ty, similar al del biovidrio base.
La disminucion de Ty se relaciona con la ruptura de enlaces Si—O—Si por parte del SrO, que
acttia como modificador de red al igual que el ZnO, disminuyendo la conectividad y rigidez
de la red, como resultado el biovidrio se vuelve mas susceptible a cambios estructurales a

menor temperatura. El Sr**, al poseer un radio iénico mayor (118 pm contra 100 pm del Ca*"),
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produce una expansion de la red vitrea y una menor densidad estructural, debilitando los
enlaces y facilitando la relajacion térmica [139-141]. El leve incremento en T, se atribuye a
que el Sr dificulta la nucleacion de fases ricas en calcio y estabiliza temporalmente la fase
amorfa, requiriendo mayor energia térmica para iniciar la cristalizacion. La T;, aumento
ligeramente, posiblemente debido a la estabilizacién de fases como la silicorhenanita y

combeita, donde el Sr sustituye al Ca generando estructuras térmicamente mas estables.

La adicion de oxidos metélicos como ZnO y SrO permite variaciones en T, y T; las cuales
estan relacionadas con la movilidad de los tetraedros [SiO4]* y [PO4]*" que forman la red del
biovidrio y, por lo tanto, con la viscosidad de estos materiales [142]. Este tipo de
comportamiento fue reportado por Patel y col. [143], quienes reportaron que la sustitucion
de Ca por Sr genera cambios estructurales en la matriz del biovidrio dando como resultado
una variacion en las temperaturas caracteristicas, debido a que esta sustitucion ocasiona la
expansion y disrupcion de la red vitrea de silicato, producto de la diferencia de radio atémico,
asi como la generacion de enlaces Sr—O mads débiles que los enlaces Ca—O. Rocton y col.
[138], también reportaron que la adicion de SrO induce variaciones en las temperaturas de
Ty, T; y Ty, al generar una mayor disrupcion en la red vitrea, debido a que el cation Sr es

ligeramente mas grande y posee una menor fuerza de enlace Sr—O.
Efecto del dopaje con CuO

La adicion de 2 % mol de CuO también redujo Ty, debido a que los iones Cu?" actian como
modificadores de red rompiendo los enlaces principales de Si—O—Si y generan una elevada
cantidad de NBO, disminuyendo la conectividad de la red. Esto induce distorsion estructural
que aumenta el desorden, lo que permite que los 4&tomos vibren y se muevan con menor
energia, dejando una red menos rigida y con una mayor facilidad de deformarse

térmicamente.

La disminucion de T, se explica por la mayor movilidad atomica inducida por el Cu*?, que
facilita la nucleacion y crecimiento de fases cristalinas a menor temperatura. En contraste, se
observa un pico endotérmico en 1071 °C, mayor que en las otras formulaciones, lo cual indica

la formacion de fases cristalinas altamente estables.
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El contenido de CuO tiene un impacto significativo en las caracteristicas térmicas. Una
cantidad excesiva de cobre o una proporcion inadecuada en relacion con otros componentes
puede favorecer la cristalizacién de la masa fundida. En los vidrios de silicato-fosfato, el
contenido creciente de fosforo aumenta la solubilidad del cobre, lo que a su vez modifica la
estructura vitrea y afecta las temperaturas de transicion [144, 145]. Un comportamiento
similar fue reportado por Wers y col. [146], investigaron el efecto del dopaje de Cu en
diferentes cantidades (0, 0,1, 1, 5y 10 % en peso) sobre el comportamiento térmico de vidrios
bioactivos 46S6 obtenidos por fusion y temple. Observaron que la incorporacion de Cu en la
red de vitrea provocd cambios significativos en la respuesta térmica del material. La
introduccion del dopante a expensas de CaO aument6 notablemente el grado de relajacion de
los esfuerzos internos. Como resultado, tanto la temperatura de transicion vitrea (Ty) como
la temperatura de cristalizacion (T,) disminuyeron con el aumento del contenido de Cu. Sin
embargo, el efecto mas significativo se observo en la temperatura de fusion, donde el
incremento del contenido de Cu condujo a una disminucion lineal en el punto de fusion del

material.
Consideraciones finales

La incorporaciéon de ZnO, SrO y CuO modifica las temperaturas de transicion vitrea,
cristalizacion y de fusion del biovidrio base al actuar como modificadores de red que reducen
la conectividad del vidrio. Esto disminuye la viscosidad y permite que los andamios puedan
sinterizarse a temperaturas mas bajas, preservando la porosidad y favoreciendo la liberacion
de iones terapéuticos. Sin embargo, la reduccion excesiva de estas temperaturas puede
generar limitaciones asociadas a menor estabilidad térmica, mayor riesgo de cristalizacion
no deseada y disminucion de la resistencia mecénica, por lo que es importante un control

preciso de los pardmetros de sinterizacion.

Por otro lado, los datos obtenidos mediante calorimetria diferencial de barrido proporcionan
informacion clave sobre las propiedades térmicas de los biovidrios, permitiendo ajustar los
parametros de procesamiento. El conocimiento de las temperaturas de fusion (T,) y
cristalizacion (T,) es crucial para evitar la fusion de los andamios durante su fabricacion, asi

como controlar la formacion de fases cristalinas. Ademas, son eventos esenciales para
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comprender la estabilidad térmica, la biocompatibilidad y las propiedades mecanicas de los

biovidrios, lo que resulta fundamental para su uso en aplicaciones biomédicas.

4.1.3 Fluorescencia de rayos X (FRX)

La Tabla 4.3 presenta los resultados obtenidos mediante fluorescencia de rayos X para el
biovidrio CEL2 y sus variantes dopadas después del proceso de fusion y temple. Este analisis
permitid confirmar la presencia de los 6xidos principales de la composicion estequiométrica
del biovidrio CEL2, tales como Si02, CaO, P>0s, K>0O, Na;O y MgO, asi como los 6xidos
dopantes ZnO, SrO y CuO.

Los o¢xidos detectados presentan ligeras variaciones respecto a las composiciones
estequiométricas, lo cual es esperado debido a las posibles pérdidas durante el procesamiento
térmico y a la naturaleza inherente del método de fabricacion. Estas diferencias no implican
una preparacion incorrecta, sino que corresponden a efectos derivados de factores fisicos,

quimicos y analiticos que afectan tanto al material como al proceso de anélisis.

La presencia de impurezas durante la fabricacion de biovidrios es comun y se debe a las
materias primas, los utensilios y los pardmetros empleados (crisoles, atmodsfera del horno,
entre otros), los cuales pueden aportar trazas de otros 6xidos como Al,O3, TiO2, y Fe2O3 que
no forman parte de la formulacion tedrica. Aunque su concentracion es minima, no se espera
que afecten significativamente el desempefio ni la biocompatibilidad del biovidrio, ya que
estan presentes en niveles que no comprometen la funcionalidad del material. Se ha reportado
que contenidos elevados de este tipo de o6xidos pueden sustituir los enlaces principales
Si—O—Si por enlaces mas fuertes como Al—-O-Si y Ti—O—-Si, incrementando la viscosidad,
la estabilidad quimica y la resistencia mecdanica, aunque potencialmente podrian

comprometer la formacion de la capa de hidroxiapatita en fluidos fisiologicos [147].

Las pequeiias diferencias observadas en la composicion no alteran las propiedades esenciales
del biovidrio para su aplicacion en la fabricacion de andamios. La biocompatibilidad, una
propiedad fundamental del biovidrio, no se ve afectada debido a su estabilidad quimica y a

la capacidad que presentan para tolerar impurezas en trazas.
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En resumen, los resultados obtenidos mediante FRX validan la composicion de los biovidrios
CEL2 y sus variantes dopadas, demostrando la incorporaciéon adecuada de los 6xidos
dopantes (ZnO, SrO y CuO), mientras que las impurezas detectadas son despreciables desde

el punto de vista funcional.

Tabla 4.3. Comparacion de los resultados obtenidos por analisis de FRX con respecto a la

composicion estequiométrica del biovidrio CEL2 y sus variantes dopadas

4.1.4 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La Figura 4.3 presenta las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido
a un aumento de 500x para los polvos de biovidrio con diferentes composiciones, después
del proceso de fusion y temple. Se observo que, independientemente de la composicion
quimica, las particulas exhiben una amplia distribucion en tamafo y forma, con morfologias

claramente irregulares.

La amplia distribucion de tamafios de particula observada por MEB puede favorecer que las

particulas mas pequefias llenen los espacios entre las particulas de mayor tamafio, mejorando
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asi el contacto entre particulas durante la sinterizacion y promoviendo una mayor
interconectividad porosa, lo cual es beneficioso para la vascularizacion y el transporte de
nutrientes en aplicaciones de regeneracion de tejido 6seo. Asimismo, la morfologia irregular
obtenida presenta ventajas importantes para la fabricacion de andamios mediante tecnologia
de polvos, ya que las particulas con superficies rugosas ofrecen mayor area superficial,

facilitando la sinterizacién a menor temperatura y favoreciendo la adhesion celular.

En contraste, si se obtuvieran particulas esféricas, se lograria una compactacion mas eficiente
y una formaciéon de poros mas uniformes; sin embargo, esta morfologia suele generar
superficies suaves o lisas que dificultan la adhesion celular. Por otro lado, particulas alargadas
complicarian la compactacion y podrian generar andamios con anisotropia, es decir

,propiedades que varian dependiendo de la direccion.

Figura 4.3 Imagenes MEB de los polvos de biovidrio: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, c¢) CEL2-SrO y d)
CEL2-CuO.
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Los 6xidos metélicos afiadidos (ZnO, SrO y CuO) no modificaron significativamente la
morfologia, el tamafo ni la distribucion de tamafios de las particulas, en concordancia con
los resultados mostrados previamente en la Figura 4.1. No obstante, algunos estudios
reportan que la adicidon de estos dopantes puede influir en la estructura del biovidrio. El1 ZnO
y CuO tienden a reducir la rigidez de la red vitrea, generando particulas mas finas y uniformes
con cierta tendencia a formas esféricas; mientras que el SrO, debido a su mayor radio idnico,
puede inducir una red mas abierta pero ligeramente mas resistente a la fractura, resultando

en particulas mas irregulares y de mayor tamafio promedio [101, 140, 148].

La amplia distribucion de tamafios de particula y la morfologia irregular obtenida en este
trabajo resultan adecuadas para facilitar el proceso de compactacion propio de la tecnologia
de polvos, permitiendo la fabricacion de andamios con porosidad jerarquica y buena
bioactividad. Sin embargo, es fundamental controlar cuidadosamente estas caracteristicas
para evitar una heterogeneidad estructural excesiva y mantener el equilibrio entre

bioactividad y resistencia mecénica.

4.1.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 4.4 se comparan los espectros obtenidos mediante FTIR para los diferentes
biovidrios después del proceso de fusion y temple. Se identificaron diversas bandas asociadas
a grupos funcionales caracteristicos de la red vitrea, con ligeras variaciones en intensidad,

nimero de onda y ancho de la banda.
Variacion de la Intensidad

La intensidad depende de la cantidad efectiva de grupos funcionales y del cambio de
momento dipolar. En el biovidrio CEL2 sin dopar se observan bandas de mayor intensidad,
lo que indica una mayor presencia de grupos funcionales de OH", CO%™ y de los enlaces
principales Si—O—Si. En contraste, los biovidrios dopados presentan menor intensidad en
estas bandas, lo cual sugiere una disminucion relativa de dichos grupos funcionales debido a

las modificaciones estructurales inducidas por los dopantes.
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Variacion en el namero de onda

El nimero de onda aumenta cuando el enlace es mas rigido y disminuye cuando la red se
despolimeriza. En el CEL2 sin dopar se observan mas enlaces Si—O—Si, por lo que las bandas
se ubican en numeros de onda mayores. En los biovidrio dopados, los modificadores de red
(ZnO, SrO y CuO) rompen los enlaces principales, reduciendo la polimerizacion de la red y
generando un mayor nimero de NBO, lo que provoca desplazamientos hacia nimeros de

onda menores.
Ancho de la banda

El ancho de banda esta relacionado con la distribucion de los tipos de enlaces presentes. En
general, los espectros obtenidos muestran anchos de banda similares entre si, con mayor
similitud entre los biovidrio dopados, lo que indica una distribucion comparable de los

enlaces en su estructura vitrea.
Asignacion de bandas y grupos funcionales
Grupos O—H:

Esta banda se atribuye a la presencia de agua retenida en la matriz vitrea, consecuencia del
temple en agua y de la humedad absorbida por los 6xidos precursores, en especial P2Os
debido a su alta higroscopicidad [149]. Estos grupos pueden incrementar la polaridad y la

reactividad del biovidrio en medios fisiologicos.
1458.12 cm™ — grupos carbonato:

Corresponde a las vibraciones de los enlaces C—O asociadas a los grupos carbonato (CO37).
Su presencia se relaciona con el uso de carbonatos (como el Na;CO3) como fuente de 6xidos.
La descomposicion térmica durante la fusion libera CO», pero no siempre es completa y

puede quedar atrapado en la red.
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1033.80y 921.93 cm™ — Enlaces Si—-O-Si y Si—O (puente y no puente):

Se asocian al estiramiento asimétrico de los grupos silicato que conforman el esqueleto
principal del biovidrio. Estas bandas son inherentes a biovidrios basados en silicato y estan

estrechamente relacionadas con sus propiedades mecénicas, térmicas y bioactivas [5].
736.77 y 493.75 cm™ — Flexiones Si—O (NBO) y Si—O:

Indicativas de la presencia de oxigenos no formadores de puentes generados por los
modificadores de red como Mg?*, K* y Ca*". Aunque estos iones rompen enlaces Si—O-Si,
siempre queda una fraccidon importante de enlaces Si—O-Si intactos, que contribuyen a la

estabilidad térmica y resistencia mecénica [150, 151].
Efecto de los dopantes ZnO, SrO y CuO

La adicion de estos Oxidos metélicos actia como modificador de red sustituyendo
parcialmente cationes Ca”*. Al coordinarse con oxigeno ya presente, no generan nuevos
enlaces covalentes detectables por FTIR en las concentraciones utilizadas. Sin embargo,
pueden provocar ligeros desplazamientos en las bandas, variaciones en la intensidad, y
cambios en el ancho de la banda, lo que refleja alteraciones en el grado de polimerizacion de
la red vitrea. A bajas concentraciones, su distribucion es homogénea y no genera nuevas
bandas. A concentraciones mayores, pueden aumentar los NBO y ocasionar reorganizacion

estructural [4, 81].
ZnQ:

A bajas concentraciones no genera vibraciones detectables de enlaces Zn—O o P-O—Zn. Sin
embargo, cuando supera el 10 % mol, puede inducir la despolimerizacion de las cadenas de

fosfato, lo que modifica la estructura vitrea [137, 149].
SrO:

La presencia de los iones de estroncio disminuye la intensidad de las vibraciones de Si—O'y
de C—O. Este efecto probablemente esté relacionado con la expansion de la red vitrea causada

por el radio i6nico més grande de los iones Sr** (118 pm) respecto al Ca** (100 pm) [94].
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CuO:

La presencia de iones de cobre contribuye a la despolimerizacion de la red rompiendo enlaces
Si—-O-Si y generando mas NBO, debido a la electronegatividad del cobre, cercana a la del

silicio, lo que genera bandas adicionales asociadas a los enlaces Si—O [144].

Los enlaces Zn—O, Sr—O y Cu—O, suelen ubicarse entre 400-600 cm’!, pero en esta region
predominan vibraciones intensas de Si—O—Si o P—O, por lo que las sefiales quedan solapadas.

Ademas, sus bajas concentraciones dificultan la deteccion directa.

Transmitancia [u.a]
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—— PCEL2-ZnO o
—— PCEL2-SrO SOt -0
—— PCEL2-CuO

2000 1 5I00 1 OIOO
Ntmero de onda [em™]

T
500

Figura 4.4 Espectros FT-IR de los polvos de biovidrio después del proceso de fusion y temple.

Bejarano y col. [152] informaron que la adicién de ZnO y CuO en diferentes concentraciones
(1, 5y 10 % mol) no genera nuevas bandas, pero si la formacion de estiramiento asimétricos
Si—O—Si a 1040, 855 y 450 cm™!, enlaces similares a los reportados en esta investigacion y

con una ligera variacion en el nimero de onda. Por otro lado, Babu y col. [107] observaron
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que la adicion de 8 % mol de ZnO a un biovidrio con alto contenido de fosforo, promueve la
formacion de enlaces Zn—O detectables a 520 cm™ pero se encuentra solapada por las bandas
P—O—P principales del biovidrio sin afectar su bioactividad. En otra investigacion por Babu
y col. [149] se reportd que una adicion superior al 10 % mol de ZnO, genera nuevos enlaces
detectables en FTIR alrededor de 485 cm™' que se atribuye a la presencia de vibraciones Zn—O
de unidades tetraédricas ZnO4. Ademas, el incremento de ZnO disminuy6 de forma gradual
las intensidades de las bandas de los enlaces principales P-O—P ubicadas en 1294, 1169, 666,
386 y 318 cm’™!, lo que se debiod principalmente a la interrupcion de la red vitrea de fosfato
por ZnO y que condujo a la despolimerizacion de la estructura y la formacion de NBO que
favorecen la bioactividad sacrificando su estabilidad estructural. Finalmente, Oueslati y col.
[137] reportaron que una cantidad superior al 30 % mol de ZnO causa cambios estructurales

que pueden atribuirse a la interrupcion de los enlaces principales y a la despolimerizacion.

El uso de dopantes ofrece ventajas funcionales; sin embargo, concentraciones altas rompen
excesivamente los enlaces principales de los biovidrios Si—-O-Si y P-O—P, aumentando los
NBO y reduciendo la conectividad de la red. Esto incrementa la solubilidad, reduce las
temperaturas de transicion vitrea y cristalizacion, y afecta la estabilidad mecanica del
biovidrio. Por ello, se recomienda no exceder el 10 % mol para mantener la homogeneidad
estructural y un desempeno Optimo durante la fabricacion de andamios para la ingenieria de

tejidos.

4.1.4 Difraccion de rayos X (DRX)

El andlisis por difraccion de rayos X corrobord la naturaleza amorfa de los biovidrios para
todas las composiciones. Los patrones obtenidos, mostrados en la Figura 4.5, exhiben un halo
caracteristico en el rango 26 de 25-35°, tipico de materiales amorfos con ordenamiento a
corto alcance. El estado amorfo de los polvos de biovidrio es debido al proceso de obtencién
utilizado, la fusién a alta temperatura (1350 °C) seguida de un enfriamiento rapido (temple)
en agua fria. Este enfriamiento brusco impide que los 4tomos dispongan del tiempo necesario

para ordenarse y formar fases cristalinas, dando lugar a una estructura amorfa. Ademas, los
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oxidos Na,O y CaO acttian como modificadores de red, reduciendo la conectividad entre los

tetraedros de silicio y disminuyendo asi la tendencia a la cristalizacion.

La adicion de los dopantes ZnO, SrO y CuO no generd reflexiones asociadas a fases
cristalinas, lo que indica que las cantidades utilizadas no son suficientes para inducir la
cristalizacion en la estructura vitrea. La ausencia de fases cristalinas es favorable para las
aplicaciones biomédicas del biovidrio, ya que esta caracteristica mejora su bioactividad al
interactuar con fluidos fisioldgicos. Los resultados experimentales confirman que la
estructura amorfa y homogénea del material se mantiene a pesar de la incorporacion de los

oxidos metalicos.
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Figura 4.5 Difractogramas de los polvos de biovidrio después del proceso de fusion y temple.

Este comportamiento también ha sido reportado por Nes¢adkovay col. [7], quienes observaron

que la adicion de 8 % mol de ZnO conservo la estructura amorfa del biovidrio dentro del
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rango 20 de 20-34°, sin promover la formacion de fases cristalinas asociadas al ZnO.
Mosaddad y col. [153] adicionaron SrO y, mediante analisis de DRX, no detectaron fases
cristalinas atribuibles a la presencia de este 6xido. De igual manera, Saeidi y col. [154]
reportaron que la adiciéon de CuO no modificé la estructura amorfa del biovidrio 45S5 ni
promovié la formacion de fases cristalinas vinculadas al CuO. No obstante, se ha reportado
que concentraciones elevadas de 6xidos metalicos pueden favorecer la aparicion de fases

cristalinas no deseadas, lo que podria comprometer la efectividad del biovidrio.

En general, la incorporacion de ZnO, SrO y CuO no promovi6 la formacioén de cristalinas
debido a un enfriamiento rdpido empleado en la preparacion del material y a que los dopantes
actian como modificadores de red al sustituir cationes presentes sin alcanzar una

concentracion umbral que induzca la cristalizacion.

4.2 Analisis de los andamios sinterizados
4.2.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La microestructura desempefia un papel fundamental en la ingenieria de tejidos, ya que
influye directamente en la adhesion celular y en el transporte de nutrientes, aspectos
esenciales en la regeneracion del tejido dafiado. El proceso de sinterizacion es clave para
obtener andamios con la resistencia mecanica necesaria y una estructura porosa adecuada.
Dicho proceso consiste en calentar el material a una temperatura inferior a su punto de fusion,
pero suficiente para eliminar la resina fenolica y promover el contacto entre particulas.
Durante la sinterizacion, las particulas comienzan a fusionarse gradualmente, formando
“cuellos” que crecen hasta generar una red de poros interconectados. Es importante
considerar que la estructura porosa depende tanto del tamafio y la distribucion de tamafio de

las particulas como de los parametros de sinterizacion (temperatura y tiempo).

La Figura 4.6 muestra las imagenes MEB a 50x de los andamios sinterizados con diferentes
composiciones. El anélisis reveld que tanto los andamios basados en biovidrio CEL2 como
aquellos dopados con ZnO, SrO y CuO presentan una estructura porosa interconectada,

aunque con diferencias notables en la morfologia de los poros dependiendo de la
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composicion. Asimismo, se observaron poros en las paredes y en los cuellos formados

durante la sinterizacion.

Figura 4.6 Imagenes MEB de la microestructura de los andamios: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, c)
CEL2-SrO y d) CEL2-CuO, sinterizados a 900 °C.

La microestructura del andamio CEL2 sin dopar (Figura 4.6a) muestra una porosidad
interconectada con amplia variabilidad en el tamafio de poro, paredes delgadas y superficie
rugosa que favorece la permeabilidad y la adhesion celular. En el caso del andamio dopado
con ZnO (Figura 4.6b), también se observa una estructura porosa e interconectada, aunque
mas compacta, con paredes y cuellos densos; la adiciéon de ZnO promovio la formacion de
vacios durante la sinterizacion, dando lugar a una microestructura mas heterogénea. Por su
parte, el andamio dopado con SrO (Figura 4.6c) presenta poros mas grandes, mejor

distribuidos e interconectados, con paredes relativamente mas gruesas, lo que indica que el
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SrO actia como un estabilizador de la estructura durante el tratamiento térmico al mantener
la porosidad y evitar el colapso estructural. Finalmente, el andamio dopado con CuO (Figura
4.6d) exhibe una microestructura mas compacta, con menor cantidad de poros y de menor
tamafo, debido al efecto densificante del CuO que reduce la porosidad y genera paredes mas

cerradas e irregulares.

El ZnO y SrO favorecen la formacién y estabilidad de la porosidad, ya que ambos 6xidos
contribuyen a mantener la fase vitrea estable durante la sinterizacion y act@ian como
modificadores de red al generar sitios no enlazados que facilitan la liberacion de gases. En
particular, el ZnO rompe los enlaces principales de la red, lo que facilita la generacion de
espacios vacios. Por su parte, el SrO estabiliza la matriz y evita el colapso de las paredes
durante la consolidacién, manteniendo asi la porosidad abierta. En contraste, el CuO reduce
la porosidad debido a su tendencia a comportarse como un 6xido densificante, favoreciendo
procesos de cierre de poros y, en algunos casos, cristalizacion parcial, lo que da como

resultado una estructura mas compacta.

En general, la amplia distribucién de tamafios de poro es fundamental, ya que facilita el
intercambio cationico durante el proceso bioactivo del andamio al estar en contacto con el
fluido corporal simulado. La estructura porosa en andamios tridimensionales es importante
para permitir el paso de proteinas, células y nutrientes, promoviendo la regeneracion tisular.
Ademas, la textura rugosa presente en estos andamios contribuye a mejorar la adhesion de
las células progenitoras, mejorando su desempefio como soporte para la regeneracion de
tejido. La adecuada porosidad y rugosidad de estos andamios resalta su potencial para

aplicaciones en ingenieria de tejidos.

4.2.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica fue fundamental para obtener informacidn sobre los cambios estructurales y la
posible formacion de nuevos grupos funcionales en la estructura final del andamio. Ademas,
permitié evaluar si el método de tecnologia de polvos genera modificaciones en la estructura
y composicion final del material. En la Figura 4.7 se presenta la comparacion de los espectros

obtenidos, donde se observa la presencia de grupos funcionales similares a los detectados en
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los polvos, pero con ligeras variaciones en numero de onda e intensidad. El desplazamiento,
los cambios en intensidad y el ancho de las bandas se deben a que el tratamiento térmico
altera las fuerzas de los enlaces, la densidad estructural, la cantidad de defectos y el grado de
orden. Por tanto, un enlace mas fuerte y ordenado genera una banda a mayor nimero de onda,
mientras que un enlace mas débil o desordenado presenta una banda mas estrecha y a un

menor nimero de onda, tal como se observé en los polvos de biovidrio.

Transmitancia [u.a]

—— ACEL2-ZnO st
—— ACEL2-8r0
—— ACEL2-CuO
T ! T ! T T
2000 1500 1000 500

Ntimero de onda [em™]

Figura 4.7 Espectros FT-IR de los andamios sinterizados.

Los espectros resultantes de los andamios después del proceso de sinterizacion no presentan
variaciones significativas en intensidades, niimero de onda ni ancho de las bandas, debido a
que las fases cristalinas son practicamente las mismas para todas las formulaciones y estan
constituidas principalmente por unidades tetraédricas de SiO4, enlazadas mediante puentes
Si—O-Si, donde los cationes de los 6xidos dopantes tienden a ocupar sitios intersticiales o

sustituir parcialmente los cationes de la composicion base del vitrocerdmico. Durante el
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proceso de sinterizacion se elimina gran parte de los grupos O—H y C-O, representados con
bandas de menor intensidad. Sin embargo, no se observan nuevas bandas correspondientes a
enlaces con los cationes de los 6xidos metalicos dopantes; por ello, las bandas que se

observan corresponden a vibraciones tipicas de Si—O—Si, Si—O (NBO), P-O, O—H y C-O.
Asignacion de bandas y grupos funcionales
Grupos O—H:

A pesar del proceso de sinterizacion a 900 °C, alin se encuentran presentes bandas asociadas
a grupos O—H a 1630.84 cm™! en todas las formulaciones. Su presencia se relaciona con un
modo de deformacion del agua molecular absorbida en la muestra, que ahora forma parte de

la estructura, lo que evidencia su integracion en la red cristalina [155].
Grupos C-0O:

La banda de carbonato detectada a 1386.73 cm™! puede ser CO, atmosférico absorbido y/o

CO; disuelto.
Enlaces Si—O-Si:

Detectados a 1033.81 cm™!, corresponden a estiramientos asimétricos de los enlaces Si—O—Si
de los grupos silicato principales o de los oxigenos formadores de puente dentro del
estiramiento tetraédrico. Su intensidad es menor debido a la cristalizacion durante el
tratamiento térmico de sinterizacion, que favorecido la formacion de la fase principal
denominada combeita corroborado también mediante la técnica de DRX. Ademads, se puede
apreciar un pequefio hombro a 1085.24 cm™, atribuido a la separacion de fases vitreas, es

decir, la aparicion de una fase rica en silicato y otra rica en fosfato [156-158].
Grupos Si—O (NBO):

Aparecen a 920.06 cm! y se atribuyen al estiramiento asimétrico de enlaces Si—O con
oxigenos no formadores de puente (NBO). Su formacion en los andamios tratados
térmicamente resulta de la presencia de cationes (Na®, Ca®" y Mg?"), que inducen la
formacion de los enlaces Si—O (NBO). En la red vitrea, algunos oxigenos no estan conectados

a un atomo de silicio, ya que la presencia de cationes modificadores favorece la formacién
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de grupos SiO. Con base en esto, los grupos SiO pueden agruparse como “puente” y “no
puente” con otros tetraedros SiO4. Otros autores han reportado que la presencia de los enlaces
Si—O (NBO) esta relacionada con grupos silanol (Si—OH) los cuales debilitan la red vitrea

[158, 159].

El tratamiento térmico permitié la formacion de fases cristalinas con nuevos grupos

funcionales:
Grupos P-O:

Detectados a 692.42, 622.98 y 532.33 cm™!, estas bandas se atribuyen a la vibracion de flexion
P—O, relacionadas con el ion fosfato de la fase cristalina silicorhenanita (Na;Cas(PO4)2S104).
También puede asociarse al modo de deformacion de los enlaces P—O en fosfato cristalinos
[156]. Su presencia evidencia claramente la formacion de fases cristalinas inducidas por la

sinterizacion.
Enlaces Si—O-Si:

Las bandas a 451.32 cm™! se atribuyen al modo de flexion simétrico de estos enlaces, tipicos
en biovidrios y ceramicos [82, 160]. También pueden designarse como vibraciones de flexion
asociadas a los modos normales de vibracion del enlace Si—O en los tetraedros SiO,, lo que

indica la presencia de silicato con estructura amorfa [158].

La persistencia de grupos O—H y NBO puede favorecer la bioactividad, ya que son sitios mas
reactivos y pueden facilitar la nucleacion de hidroxiapatita. Por otro lado, los carbonatos
pueden afectar la reactividad inicial, pero suelen disolverse facilmente en medio fisiologicos.

Finalmente, los enlaces Si—O—Si garantizan la estabilidad estructural del andamio.

La sinterizacion no promovid la formacién de nuevos grupos funcionales ni bandas
caracteristicas atribuibles a fases cristalinas derivadas de los agentes dopantes,
probablemente debido a su baja concentracion. Sin embargo, se ha reportado que la adicion
de CuO en concentraciones superiores al 2 % mol puede generar cambios microestructurales
y, con ello, bandas asociadas a CuO. Srivastava y col. [135] reportaron que la adicién de 1%
mol de ZnO no promovi6 la formacion de enlaces atribuibles a la presencia de ZnO, pero si

la aparicion de bandas Si—O—Si, P—O y enlaces Si—O (NBO), en numeros de onda similares
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a las reportados en esta investigacion. Foroutan y col. [161] también reportaron que la adicion
de 1, 3 y 5 % mol SrO no evidencio la formacion de nuevos grupos funcionales. Chitra y col.
[162] reportaron que la adicion de 0.5, 1.5 y 2.5 % mol de CuO no mostr6 la formacién de
enlaces correspondientes a su adicion, aunque si la presencia de los enlaces caracteristicos
Si—O—-Si y Si—O (NBO). No obstante, el aumento en la concentraciéon de CuO redujo la
intensidad de las bandas Si—O—Si.

Por lo tanto, se puede concluir que las bajas concentraciones no promueven la formacion de
nuevos enlaces, lo que no implica que no influya en la bioactividad o propiedades mecanicas

del material.

4.2.3 Difraccion de rayos X (DRX)

En la fabricacion de andamios por tecnologia de polvos, el proceso de sinterizacion
constituye un paso crucial, ya que la temperatura del tratamiento térmico sobrepasa la
temperatura de cristalizacion de las formulaciones de biovidrio y se desarrollan fases
cristalinas que contribuirdn al comportamiento y las propiedades mecanicas finales del
andamio, ademdas de que la cristalizacion puede reducir la reactividad del material. El
mecanismo de formacion de fases cristalinas depende de la composicion del material, que
favorece la nucleacion y el crecimiento cristalino una vez que se alcanza la temperatura de
cristalizacion, lo que incrementa la movilidad i6nica y permite que los atomos se ordenen en

estructuras periodicas.

En la Figura 4.8 se presenta la comparacion de los difractogramas obtenidos mediante DRX
para los andamios sinterizados a 900 °C. El tratamiento térmico permitio la transicion de una
fase amorfa (ver Figura 4.5) a tres fases cristalinas asociados a la devitrificacion del sistema
durante la sinterizacion, resultado de la nucleacion y crecimiento inducido por el incremento

de la temperatura.
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Figura 4.8 Difractogramas por DRX de los andamios sinterizados a 900 °C.

Se identificd la formacion de combeita (NasCas(SisO18)) como fase principal, la cual
cristaliza entre 690-790 °C, segun lo corroborado mediante andlisis DSC (ver Figura. 4.2).
Su formacion se atribuye a la presencia de Si*" y P>* en la estructura vitrea, ya que ambos
iones poseen altos numeros de oxidacion y tienden a concentrarse por separado, generando
una fase rica en fosforo y otra rica en silicio; esta tltima corresponde a la combeita. Ademas,
la presencia de Na:O y CaO en la composicion del biovidrio favorece la nucleacion y
crecimiento de cristales de combeita cuando se alcanzan temperaturas criticas durante el
sinterizado [163]. La fase secundaria corresponde a akermanita (CaMg(Si207)), favorecida
por la presencia de magnesio (Mg). El Mg?" se coordina con oxigenos en los tetraedros SiO4,
sustituyendo parcialmente al Ca*" en la red. La combinaciéon de Ca—Mg—Si se reorganiza en
capas de tetraedros y octaedros conectados, que al enfriar cristalizan como arkemanita
estable. Finalmente, a 800 °C se formo6 una fase rica en fosfato, conocida como
silicorhenanita (NaxCa4(PO4)2S104), atribuida a la presencia de P,Os, que actia como sitio

de nucleacion para la precipitacion de esta fase [78, 82, 163, 164].
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El andamio CEL2 sin dopar presenta un difractograma con reflexiones bien definidas y de
alta intensidad, caracteristicas de una estructura cristalina estable obtenida después del
tratamiento térmico a 900°C, y se utiliza como referencia para comparar con los otros
patrones de difraccion. En el andamio CEL2-ZnO se observan picos igualmente intensos y
definidos, con un ligero incremento en su intensidad respecto al material sin dopar; aunque
no se forman nuevas fases cristalinas ni se detectan picos atribuibles al ZnO, su incorporacion
favorece la reorganizacion atémica y el crecimiento cristalino. Por otro lado, el andamio
CEL2-SrO muestra picos menos intensos y ligeramente ensanchados, lo que evidencia una
menor cristalinidad debida a la posible distorsion de la red ocasionada por el Sr**, cuyo radio
idnico es mayor que el del Ca?", lo que inhibe parcialmente la formacion de la fase principal
y promueve fases secundarias. Finalmente, el andamio CEL2-CuO exhibe picos mas
definidos y de mayor intensidad, reflejando una cristalinidad elevada, ya que la adicion de
CuO modifica de manera notable el proceso de cristalizacion y facilita la incorporacion

eficiente de Cu?* estructura, contribuyendo al desarrollo de fases bien definidas.

En todos los difractogramas se observé la combeita como fase predominante, ya que los
precursores de partida contienen Na, Ca y Si que actiian como nucleantes para su formacion.

Por otro lado, la presencia de Mg y P también favorece la formacion de fases secundarias.

Se ha reportado que la fase combeita proporciona un buen soporte mecanico, promueve la
bioactividad, facilita la adhesion celular y exhibe actividad antibacteriana al inhibir la
formacion de biopeliculas. Debido a estas ventajas, su presencia es altamente favorable para
aplicaciones de ingenieria de tejidos [165]. Fiume y col. [166] fabricaron andamios
sinterizados en un rango de 600-850 °C a partir del biovidrio 47.5B, similar en composicion
al CEL2, e identificaron mediante DRX dos fases cristalinas a medida que aumentaban con
la temperatura: combeita como fase principal y akemanita como fase secundaria. Reportaron
que la presencia de combeita mejora la resistencia mecanica, alcanzando valores comparables

a las del hueso trabecular humano.

Chen y col. [163] demostraron que la combeita es una fase mecanicamente resistente que
incrementa la rigidez del vitroceramico 45S5. Dependiendo del grado de cristalinidad o
combeita formada, la bioactividad y la rigidez del Bioglass® pueden ajustarse segun las

necesidades en la fabricacion de andamios para aplicaciones 6seas. Sin embargo, obtener
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vitroceramicos con unicamente combeita presenta es dificil debido a la aparicion de fases

secundarias durante el tratamiento térmico, lo que podria reducir su efectividad.

Por otro lado, la cristalinidad es un parametro critico en la fabricacion de andamios, ya que
reduce la reactividad, pero no la bioactividad. El intercambio i6nico en la interfaz material-
medio fisiologico se asocia principalmente con la fase vitrea; las fases cristalinas se disuelven
mas lentamente que el vidrio, liberando iones como Ca?", Si*", Mg* o PO+~ de manera
sostenida. Se ha reportado que una cristalinidad del 40% no afecta la bioactividad; no
obstante, incluso una cristalinidad del 100 % no se suprime por completo la formacion de
una capa de apatita [167]. La cristalizacion parcial, sin embargo, puede generar
inestabilidades in vivo, ya que las regiones amorfas remanentes se degradan mas
rapidamente, comprometiendo la estabilidad del implante a largo plazo por degradacion
preferencial en los limites de grano. Estos limites desempefian un papel esencial, ya que
contienen defectos y trazas de otros elementos que actian como centros de nucleacion,

reduciendo la energia de activacion del proceso de cristalizacion [141, 168].

Thavornyutikarn y col. [169] estudiaron el efecto de la cristalizacion en diferentes medios
fisiologicos: fluido corporal simulado (SBF), medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
y una solucion DMEM sin componentes organicos (DML). El analisis por DRX mostr6
combeita como fase principal a 950 °C. Después de los tratamientos in vitro observaron
mediante DRX una disminucion progresiva de la combeita cristalina, indicando una
reduccion de la cristalinidad, especialmente en SBF. La disminucion de combeita se atribuyd
a la amorfizacion de la estructura debido al intercambio de iones de la superficie con las
soluciones circundantes, confirmando que la combeita facilita la liberacion de Ca** y Na' y

promueve la nucleacion y crecimiento de hidroxiapatita.

En esta investigacion, la incorporaciéon de 6xidos metdlicos, ZnO, SrO y CuO, en la
composicion del biovidrio CEL2 no generd nuevas reflexiones en los difractogramas, debido
a sus bajas concentraciones, insuficientes para inducir la nucleacion de fases cristalinas
secundarias. A estas concentraciones, los iones Zn®*, Sr** y Cu?" se dispersan
homogéneamente en la red cristalina sin segregarse ni aglomerarse. Su incorporacion implica

sustitucion parcial de Ca®" o Na”, generando oxigenos no formadores de puente (NBO).
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Bejarano y col. [152] estudiaron la adicion de 1, 5y 10 % mol de CuO, observando que 5 %
mol de Cu favorecio la formacion de una fase similar a la apatita junto con cristales de
CaySi04, mientras que 10 % mol promovio la formacion de cristobalita, coesita y silicatos de
calcio del tipo Na;CazSicO16, NayCaSiO4, CaSiO3; y CaxSiOs, resultando en un material

vitroceramico.

Bellucci y col. [141] confirmaron que la adicion de 10 % mol de SrO y MgO a un biovidrio
con composicion similar a la del CEL2 no afecta su bioactividad. Mediante analisis por DRX,
identificaron que estos 6xidos favorecen la formacion de fases de silicato de calcio (CaSiOs)
y de otras fases secundarias; sin embargo, dichas fases fueron dificiles de identificar debido
a la superposicion de sus reflexiones con las de la fase primaria. Aun asi, la cristalizacion
inducida por estos 0xidos no modificod el proceso de disolucion ni la liberacion de iones

necesarios para la formacion de hidroxiapatita en la superficie del material vitroceramico.

En conclusion, la presencia de fases cristalinas obtenidas por sinterizacion es relevante, ya
que proporciona estabilidad mecanica y mejora la resistencia frente a un posible colapso
estructural, manteniendo una porosidad adecuada. Las fases cristalinas no afectan la
bioactividad del material permitiendo la formacion de hidroxiapatita de manera sostenida,

evitando una degradacion acelerada y favoreciendo la estabilidad estructural a largo plazo.

4.2.4 Resultados de porosidad y resistencia a la compresion

La estructura porosa de los andamios desempefia un papel crucial en su resistencia a la
compresion; por ello, es fundamental analizar la relacion entre porosidad y comportamiento
mecanico en los andamios fabricados con biovidrio CEL2, tanto sin dopar como dopados con
Zn0O, SrO o CuO. Las curvas esfuerzo-deformacion presentadas en la Figura 4.9 muestran
tres etapas caracteristicas: una region elastica-lineal inicial; posteriormente, una zona de
colapso gradual de la estructura porosa; y finalmente, una region de densificacion, en la cual
los poros colapsan completamente y el material comienza a comportarse como un sélido
denso, elevando bruscamente el esfuerzo hasta alcanzar valores maximos que dependen de

la composicion.
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Figura 4.9 Resultados de las pruebas de resistencia a la compresion de los andamios con diferentes

composiciones: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, c) CEL2-SrO y d) CEL2-CuO.

En el andamio CEL2 sin dopar, la Figura 4.9a muestra un esfuerzo maximo de ~1.25 MPa
con una deformacion baja (<0.05%). Después de alcanzar el valor maximo, la caida abrupta
del esfuerzo marca la falla del andamio, indicando baja ductilidad. La curva dentada posterior

refleja el colapso progresivo de la estructura porosa.

En el andamio CEL-ZnO (Figura 4.9b), el esfuerzo maximo es de 0.84 + 0.17 MPa con una
deformacion de =0.05 %. La caida del esfuerzo es menos drastica y se observan fluctuaciones
irregulares que indican deformacion prematura antes de la falla total. Estas fluctuaciones
pueden estar asociadas al efecto del ZnO en la tenacidad del material. La forma de la curva
esfuerzo-deformacion sugiere que el material es capaz de absorber mas energia antes de
fallar, lo que se traduce en una falla menos abrupta. Aunque la resistencia maxima es menor

que en el material sin dopar, el incremento en la deformacion sugiere un comportamiento
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menos fragil y potencialmente mas favorable para aplicaciones donde una falla subita es

indeseable.

En el andamio CEL2-SrO, el esfuerzo maximo (0.82 + 0.27 MPa) es similar al del andamio
dopado con ZnO. El comportamiento de falla es ductil-fragil, con picos suavizados y sin una
caida inicial tan marcada. De acuerdo con los resultados de DRX, la menor cristalinidad
asociada a la incorporacion de SrO reduce la probabilidad de fractura catastrofica,

permitiendo una mayor deformacion plastica antes del colapso total.

En el andamio CEL2-CuO, el diagrama esfuerzo-deformacion muestra un maximo de 2 +
0.02 MPa, seguido de una caida abrupta, indicativa de un comportamiento completamente
fragil. La mayor resistencia a la compresion se relaciona con la mayor cristalinidad observada
por DRX, donde se identifican reflexiones correspondientes a combeita, arkemanita y
silirhenanita. No obstante, esta combinacion de fases resulta en una estructura rigida y fragil,

lo cual explica la rapida caida del esfuerzo méaximo.

En general, las curvas reflejan que la resistencia mecanica disminuye conforme aumenta la
porosidad, debido a que los poros absorben el esfuerzo aplicado hasta colapsar gradualmente,
provocando la fractura del andamio. En materiales celulares, la carga no se distribuye de
manera uniforme, por lo que diversas regiones se fracturan en distintos momentos. A medida
que aumenta el esfuerzo, algunas paredes o trabéculas colapsan localmente, lo que genera
fluctuaciones. Cada fractura provoca una caida temporal del esfuerzo en la curva, luego el
esfuerzo se redistribuye hacia las regiones intactas del andamio, permitiendo que la carga
aumente nuevamente. Esta redistribucion genera una sucesion de picos y valles en la curva
esfuerzo-deformacion. Otro aspecto importante en la fractura de los andamos porosos es la
geometria y el tamafio del poro; al existir una amplia variacion en tamanos y formas, la
resistencia varia, lo que contribuye al colapso no uniforme y a las fracturas progresivas

observadas.

Los valores de porosidad obtenidos (Figura 4.6) fueron de 74 %, 76.6 % y 79 % para los
andamios CEL2, CEL2-ZnO y CEL2-SrO, respectivamente, mientras que el andamio dopado

con CuO presentd una porosidad menor (66 %). Estas variaciones se relacionan con el efecto
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de los dopantes en la viscosidad del vidrio fundido durante la sintesis. En particular, el CuO
puede formar una fase liquida durante la sinterizacion, favoreciendo la union entre particulas
y acelerando la densificacion, lo cual explica la reduccion de la porosidad y el aumento del

50% en la resistencia a la compresion respecto al andamio sin dopar [154].

Estudios previos coinciden en que la porosidad incluye tanto en la respuesta mecanica como
en la bioldgica. Torres y col. [170] reportaron andamios con valores de porosidad en el rango
de 70-90 %, donde valores mayores representan mayor area superficial, lo que es mas
favorable para la adhesion celular, y por lo tanto para la proliferacion celular. Wang y col.
[171] observaron que porosidades >80 % mejoran el transporte de nutrientes ya que existe
una mayor permeabilidad, pero disminuye la resistencia mecénica. Zocca y col. [172]
obtuvieron andamios vitroceramicos con porosidades superiores al 60 % y resistencia a la
compresion de ~15 MPa, demostrando que porosidades moderadas mantienen un
compromiso adecuado entre permeabilidad y resistencia. Morelli y col. [173] fabricaron
andamios con porosidades entre 81-83 % y tamafos de poro entre 460-560 um, dentro del

rango optimo para formacion y vascularizacion Osea.

En general, la porosidad en los andamios es determinante para el rendimiento biologico y
mecanico. Una baja porosidad proporciona resistencia, pero limita la regeneracion tisular;
mientras que una alta porosidad mejora la funcionalidad biologica, aunque requiere de
estrategias para compensar su fragilidad. En este trabajo, la porosidad y el tamafio de poro se
encuentran dentro del rango reportado para hueso trabecular (50-90 %), lo que confirma la
viabilidad de los andamios para aplicaciones en ingenieria de tejido 6seo. La Figura 4.10 y
la Tabla 4.4 muestran que solo los andamios dopados con CuO alcanzaron valores de
resistencia comparables con el hueso trabecular (0.8-12 MPa), aunque todos se encuentran

dentro del estandar clinico.

La adicion de dopantes también influye en las propiedades mecanicas. El Zn?" con menor
radio i6nico que el Ca** (74 pm contra 100 pm), distorsiona la red y reduce la cristalinidad;
en concentraciones elevadas (>10 % p/p) disminuye la resistencia debido a la formacion de
aglomerados [80, 128]. Feng y col. [174] observaron que la adiciéon de ZnO en la red del
biovidrio disminuy6 el tamafio de particula de 1.54 a 0.29 um con contenidos de 0.5-2.5 %

en peso, dicha disminucion se atribuye a que el ZnO que actiia como un 6xido refractario,
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que puede tener un efecto inhibidor en el crecimiento de particula, lo que condujo a la
obtencién de andamios con estructura densas y compactas mejorando sus propiedades
mecénicas a diferencia de los andamios sin dopar. El SrO, por su parte, expande la red al
sustituir Ca?" por Sr**, cuyo mayor tamafio afecta la estabilidad (118 pm contra 100 pm),
generando zonas débiles y disminuyendo la estabilidad mecanica [81]. En contraste, el CuO
mejora notablemente la resistencia al permitir la formacion de estructuras densas y

compactas, gracias a su menor radio i6nico (77 pm) y a su efecto en la sinterizacion [175].
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Figura 4.10 Relacion entre el porcentaje de porosidad y la resistencia a la comprension de los

andamios sin dopar y dopados con ZnO, SrO y CuO.

Los valores obtenidos de resistencia mecanica, porosidad y tamafio de poro son adecuados,
ya que estos parametros afectan directamente la funcionalidad del andamio en términos de
soporte estructural, infiltracion celular, nutriciéon y vascularizacion. Zamani y col. [37]
reportaron que la adiciéon de ZnO y MgO gener6 una amplia distribucion de poros en los
andamios, con tamafios alrededor de 75 y 275 um; esta distribucion mejoro la funcion celular

y la regeneracion o0sea, mientras que los poros ultrafinos favorecieron la adhesion celular y
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la adsorcion de proteinas. Por otro lado, Yin y col. [94] observaron que la incorporacion de
SrO en concentraciones de 3, 6 y 9% mol resultd en valores de porosidad de 83 £+ 1.5 %, 82
+3 %y 80 + 2.7 %, respectivamente, con valores de resistencia mecanica de 10.8 £ 0.1, 11.2
+ 0.5 y 12.3 £ 0.2 MPa, valores similares entre si. De estos resultados se concluye que
mayores contenidos de SrO reducen la porosidad y aumentan la resistencia mecanica al
promover la densificacion y el refinamiento de grano durante la sinterizacion. Asimismo,
Erol y col. [177] estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de CuO, encontrando que
una adicion de 0.5 % de CuO resulto en valores de resistencia de 0.6-1 MPa, mientras que
concentraciones de 5 % y 10 % alcanzaron valores de 1.0 + 0.3 MPa y 1.5 MPa,
respectivamente, con 85% de porosidad. Estos valores son comparables a los obtenidos en
esta investigacion y se encuentran dentro del rango caracteristico del hueso trabecular.
Finalmente, la resistencia mecanica de los andamios también estd influenciada por las fases
cristalinas formadas tras la sinterizacion a 900 °C, las cuales actuan como refuerzos
estructurales dentro de la matriz porosa, redistribuyen la carga, promueven una densificacion
parcial, reducen la fragilidad y mejoran la tenacidad a la fractura. La Tabla 4.5 muestra las

fases identificadas y su contribucion a las propiedades mecénicas.

Tabla 4.4 Comparacion de tamaiio de poro, porcentaje de porosidad y resistencia a la compresion

en andamios de biovidrio

Tamafio de Porosidad Resistencia a la
Muestra Ref.

poro [pm] [%] comprension [MPa]
CEL2 42-313 74 1.25+0.09 -
CEL2-ZnO 30-270 76.6 0.84 +£0.17 -
CEL2-SrO 20-445 79.29 0.82+0.27 -
CEL2-CuO 10-490 66.16 2.00+0.02 -
Hueso

10-500 50-90 0.8-12 [170, 176]

trabecular
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Tabla 4.5 Fases cristalinas y su efecto en las propiedades mecanicas [163]

Fase cristalina Efecto en las propiedades mecanicas

Combeita Aumenta la dureza y la resistencia a la compresion, mejora la
NasCas(SisO135) estabilidad mecénica

Arkemanita Mejora la resistencia mecanica y el control de la degradacion
Ca:MgSi-0y

Silicorhenanita Actia como barrera contra la propagacion de grietas,
NaxCas(P04)2S104 mejorando la tenacidad

En conclusion, la porosidad, la microestructura y la presencia de dopantes determinan las
propiedades mecanicas y funcionales de los andamios. Entre los dopantes estudiados, el CuO
fue el mas eficaz para incrementar la resistencia a la compresion sin comprometer la
bioactividad, debido a su efecto sinterizante y a la formacion de estructuras mas densas y
continuas, con menos defectos y microgrietas. En contraste, ZnO y SrO muestran un efecto
menos favorable sobre la resistencia mecénica, ya sea por su limitada capacidad de

sinterizacion (ZnO) o por la generacion de fases fragiles y discontinuidas (SrO).

4.3. Resultados de los estudios in vitro
4.3.1 Ensayos de bioactividad
4.3.1.1 Estudios de pH y pérdida de peso

La Figura 4.11a muestra las curvas de variacion del pH de los andamios tras su inmersion en
SBF durante distintos tiempos. Al entrar en contacto con la solucidon, los andamios
experimentan reacciones quimicas fundamentales para evaluar su bioactividad, es decir, su
capacidad para formar una capa bioactiva de hidroxiapatita. Estos procesos se reflejan en la
variacion de pH del medio, la cual presenta dos fases: un aumento inicial del pH seguido de

una disminucién progresiva. Todas las composiciones parten de un pH inicial de 7.4.
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Fase 1: aumento de pH (0-14 dias)

Esta etapa se relaciona con la disolucion superficial del andamio. En ella, los iones de (Na")

y calcio (Ca*") se intercambian con iones de hidrogeno (H") de la solucion, liberando iones
hidroxilo (OH"), lo que vuelve la solucion mas alcalina. Este incremento confirma la

bioactividad del material, pues favorece la posterior formacion de hidroxiapatita.

Andamio CEL2 sin dopar: Presenta el aumento de pH mas pronunciado, alcanzando un
maximo de 8 alrededor del dia 14, lo que sugiere una elevada velocidad de disolucion tipica

de los biovidrios.

Andamio CEL2-ZnO: Alcanza un pH méximo de 7.8 en el dia 7. La presencia de ZnO parece
ralentizar la disolucion, probablemente por la integracion de los iones de zinc en la red vitrea,

haciéndola mas estable.

Andamio CEL2-SrO: Muestra un aumento gradual del pH hasta un maximo de 7.9 en el dia
14, similar al andamio sin dopar, aunque con menor intensidad. Esto concuerda con su menor

cristalinidad, la cual afecta la cinética de disolucion.

Andamio CEL2-CuQ: Exhibe un aumento répido del pH, alcanzando 7.9 en el dia 7. Su
mayor cristalinidad, especialmente por la presencia de silicorhenanita rica en fosforo, podria

favorecer una disolucion inicial acelerada.
Fase 2: Diminucion del pH

Después del incremento inicial, el pH comienza a descender debido a la precipitacion de
fosfatos de calcio (CaP), consumiendo iones OH-, CO%~, PO3~ y Ca2*, esenciales para la
formacion de carbonato de hidroxiapatita (HCA). La disminucion del pH confirma que
contina la mineralizacion superficial. A los 28 dias, todas las composiciones alcanzan
valores cercanos o inferiores a 7.2, sefial de estabilizacion y disminucion de la disolucion.
Las diferencias observadas entre andamios reflejan variaciones en su cinética de disolucién

y velocidad de precipitacion de HCA.

El pH desempefia un papel fundamental en la deposicion de la Ca/P, ya que valores elevados

favorecen la precipitacion de fosfatos de calcio. Durante la formacion 6sea, el pH también
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influye en la reticulacion del coldgeno y en la precipitacion subsecuente de hidroxiapatita

[178].

La Figura 4.11b muestra la pérdida de peso de los andamios en SBF, la cual aumenta con el
tiempo debido a la disolucion y degradacion superficial. Este pardmetro un indicador directo
de bioactividad, ya que una degradacion controlada permite la reabsorcion del andamio y su

sustitucion por tejido oseo.
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Figura 4.11 a) Variacion de pH en la solucion SBF. b) Pérdida de peso de los andamios en funcién

del tiempo de inmersion.

Andamio CEL?2 sin dopar: Presenta una pérdida de peso inicial rapida, alcanzando 18 % al

dia 28. Este comportamiento concuerda con su elevada reactividad inicial.

Andamio CEL2-ZnO: Muestra la mayor pérdida de peso (>22 %). Aunque el ZnO estabiliza

el pH inicialmente, parece promover una degradacion sostenida a largo plazo.

Andamio CEL2-SrO: Exhibe la menor pérdida de peso, alcanzando aproximadamente 18%.
Su baja cristalinidad y estructura mas estable favorecen una degradacion lenta, deseable para

aplicaciones que requieren reabsorcion prolongada.
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Andamio CEL2-CuQO: Similar al andamio con ZnO, supera el 22 % de degradacion. La
presencia de fases cristalinas mas estables y modificacién de la red vitrea por Cu?" parecen

favorecer un proceso de disolucién mas completo.

El comportamiento de degradacion se relaciona estrechamente con la temperatura de
cristalizacion de los andamios. Los andamios sin dopar, con una temperatura de cristalizacién
elevada (798 °C), desarrollan una estructura mas compacta y estable, lo que reduce su
degradacion. Los dopados con SrO (746 °C) también muestran estabilidad gracias al
fortalecimiento de los enlaces Si—O. En cambio, los dopados con ZnO (736 °C) y CuO (694
°C) presentan temperaturas mas bajas de cristalizacion lo que se reduce en redes vitreas
menos estables y mayor degradabilidad. En particular, el Cu**, debido a su menor radio iénico
en comparacion con el Ca**, debilita la red cristalina, reduciendo la estabilidad al romper los
enlaces Si—O—Si, lo que lo hace mas propenso a la disolucion, y, en consecuencia, promueve

una mayor degradacion del andamio.

Los resultados evidencian el efecto de los dopantes: los andamios con SrO presentaron menor
variacion de pH y menor pérdida de peso, lo que sugiere una degradacion mas controlada
dentro del rango fisiologico 6ptimo (7.4 = 0.4), condicidon favorable para cultivos celulares.
Por su parte, los andamios dopados con ZnO y CuO exhibieron mayor pérdida de peso,
indicando una mayor degradacion. Estos resultados resaltan la importancia de la
cristalizacion y la estructura porosa en la. bioactividad, ya que una alto cristalinidad puede
retardar la formacion de HCA, mientras que la porosidad facilita el intercambio i6nico,
gracias a la interconexion de poros presentes y la alta area superficial. En este contexto, la
combinacion de cristalinidad y porosidad ha demostrado ser efectiva para propiciar la
formacion de la hidroxiapatita caracteristica de los materiales bioactivos, como se observa
en los resultados de pérdida de peso y cambios de pH. En consecuencia, los andamios
estudiados han mostrado una excelente bioactividad y degradabilidad, caracteristicas que los
hacen idéneos para su uso como implantes, debido a su capacidad para formar una capa de
hidroxiapatita carbonatada (HCA) similar a la fase mineral de los huesos. Como se mencion6
previamente, la cristalizacion es un factor importante en la bioactividad. En comparacion con
estudios previos, como los de Sergi y col. [93], donde la formacion de HCA se observo hasta

después de 14 dias en vitroceramicos altamente cristalinos dopados con ZnO, en esta
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investigacion se identificaron cristales de HCA desde los dias 3 y 7, lo que confirma que la

cristalizacion no inhibe la bioactividad, sino que Uinicamente la ralentiza.

La Figura 4.12 muestra los andamios después de la inmersion en SBF. Los andamios sin
dopar y los dopados con ZnO y SrO (Figura 4.12a-c) conservaron su color original, mientras
que los dopados con CuO (Figura 4.12d) presentaron un cambio de tonalidad atribuible a la
liberacion de iones de Cu?*. Esta liberacion puede influir positivamente en los ensayos
bacteriologicos, mediante la inhibicion del crecimiento bacteriano, asi como en estudios

celulares, al favorecer procesos como angiogénesis, osteogénesis, y proliferacion celular.

Figura 4.12 a) Andamios CEL?2 sin dopar después del tratamiento en SBF, b) andamios CEL2-ZnO,
¢) andamios CEL2-SrO y d) andamios CEL2-CuO, después del tratamiento en SBF.
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4.3.1.2 Analisis por microscopia electronica de barrido (MEB)

La formacion de la capa bioactiva de hidroxiapatita carbonatada (HCA) se confirmo
mediante microscopia electronica de barrido (MEB) utilizando una magnificacion de 250x.
En la Figura 4.13 se observa claramente la evolucion de dicha capa después de los ensayos
de bioactividad in vitro, resultado del intercambio i6nico entre los andamios de biovidrio
(CEL2, CEL2-ZnO, CEL2-SrO y CEL2-CuO) y el fluido corporal simulado (SBF) por a
diferentes tiempos de inmersion (1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias), identificados como D1, D3, D7,
D14, D21 y D28, respectivamente.

Andamios CEL?2 sin dopar

Las micrografias obtenidas muestran la progresion de la bioactividad en la superficie del
andamio durante su inmersion en SBF. El cambio mas significativo corresponde a la

formacion y crecimiento de la capa de hidroxiapatita.

Dias 1 y 3: Se observaron pequefios precipitados en forma de agujas alargadas orientadas
aleatoriamente y distribuidas parcialmente sobre la superficie. Este comportamiento indica
el inicio de la formacion de la capa bioactiva, producto de la liberacion de iones Ca*" y PO3~
hacia la solucion SBF. Durante esta etapa, los cambios en pH y pérdida de masa fueron

minimos.

Dia 7: El pH alcanzd un valor de 7.9. Para este tiempo, el proceso de nucleacion de
hidroxiapatita se estabilizd, cubriendo la superficie con una morfologia globular. El
intercambio i6nico continud, confirmando que el andamio alin se encontraba en etapa activa

de disolucion.

Dia 14: La superficie presentd una capa mas gruesa y practicamente continua, observandose
estructuras en forma de racimos caracteristicas de los cristales de hidroxiapatita. El pH
alcanz6 su valor maximo (pH 8) y posteriormente comenz6 a disminuir, indicando la

formacion de una capa densa que limita la posterior disolucion idnica.

Dia 21: La capa de hidroxiapatita se mostro6 mas homogénea y compacta, cubriendo
progresivamente los poros originales. El descenso del pH confirm6 la continuaciéon del

proceso de mineralizacion.
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Dia 28: La superficie estuvo completamente cubierta por una capa densa con morfologia tipo
coliflor. La disolucion del material disminuy6, acompanada de un descenso del pH hasta 7.2.
Esta capa actué como barrera, reduciendo la lixiviacion de los iones del biovidrio [169].

Como resultado, la pérdida de peso superd el 15%.

Figura 4.13 Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2 después de la

inmersion en SBF por diferentes tiempos.

Andamios CEL2 dopados con ZnO

En los andamios dopados con ZnO (Figura 4.14), la formacion de la capa bioactiva ocurrid

de manera mas lenta.

Dia 1: Se observo una superficie lisa con escasa formacion de hidroxiapatita, a pesar del

incremento de pH, sin evidencia visible de nucleacion.

Dias 3 y 7: Comenzaron a formarse pequefios nicleos sobre la superficie correspondientes a

hidroxiapatita, acompaniados de un rapido aumento de pH y pérdida de peso.
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Dia 14: La superficie mostrd una capa mas densa con morfologia de tipo coliflor. El1 pH

alcanz6 7.8 y posteriormente disminuyd, indicando un crecimiento activo.

Dias 21 y 28: La capa se volvié mas homogénea y compacta, indicando una mineralizacion

completa, con pérdida de peso superior al 20% y pH final de 7.2.

Figura 4.14 Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2 dopados con

ZnO después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.

En este caso, la presencia de zinc ralentiz6 la disolucion del andamio, reflejandose en una
curva de pH menos pronunciada respecto al material sin dopar. Esto se debe a que el Zn**
actia como formador parcial de red, sustituyendo o compitiendo con el Ca*" en sitios
estructurales, aumentando la conectividad de la red y reduciendo la movilidad idnica.
Asimismo, los iones Zn?" interactiian con los iones PO3~ formando fosfatos de calcio y zinc

incapaces de cristalizar como hidroxiapatita [7].
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En consecuencia, el ZnO retarda la formacion de HCA, puede mejorar la resistencia
mecanica, aportar actividad antibacteriana dependiendo de su concentracion y favorecer la

proliferacion osteoblastica.
Andamios CEL2 dopados con SrO

En los andamios dopados con SrO (Figura 4.15), la formacion de la capa bioactiva presento

una cinética mas lenta en comparacion con el biovidrio sin dopar.

Dia 1: La superficie mostré una morfologia lisa con pequenos cristales atribuibles al inicio

de la formacion de la capa bioactiva.

Dia 3: Se observo una superficie rugosa asociada a la nucleacion de hidroxiapatita. El
incremento del pH fue menos pronunciado, lo que sugiere una disolucion mas lenta del

andamio.

Dia 7: La superficie se encontré mayormente recubierta por la nueva fase, con morfologia
en forma de agujas o cristales alargados. El pH alcanzo6 un valor de 7.6 y la pérdida de peso

super? el 10%.

Dia 14: La capa bioactiva se volvid mas densa y homogénea, cubriendo de forma mas
completa la superficie. El pH alcanzo su valor maximo (7.9), favoreciendo el crecimiento de

la fase.

Dias 21y 28: La capa de hidroxiapatita adquirié una morfologia tipo coliflor, completamente

continua y compacta, indicando que el proceso de mineralizacion avanzo significativamente.

La adicion de SrO retras6 la formacion de hidroxiapatita debido a la reduccion del
intercambio i6nico Na*/H* con el medio circundante. Al igual que el Zn?", el Sr** sustituyo
parcialmente al Ca®" dentro de la red del biovidrio, generando una expansion local y
aumentando la estabilidad estructural debido a la diferencia en radios i6nicos. Como
consecuencia, la velocidad de disoluciéon disminuyd, especialmente la liberacion de Ca?",
esencial para la nucleacion de la hidroxiapatita, Aunque el Sr*" puede incorporarse en la
estructura de la hidroxiapatita, su incorporacion es mas lenta. Ademas, no precipita de manera

equivalente al Ca** en forma de fosfatos estable, lo que reduce la tasa de nucleacién inicial.
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La menor variaciéon de pH también contribuye a inhibir la formacién de fosfatos de calcio
[179-181]. Este comportamiento ha sido previamente reportado por Zhao y col. [92], quienes
observaron que la incorporacion de SrO y ZnO (0, 5 y 10 % mol) mejord la estabilidad

quimica del material pero disminuyo la velocidad de degradacion liberacion idnica.

Figura 4.15 Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2 dopados con SrO

después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.

A pesar del retraso en la formacion de la capa bioactiva, la presencia de SrO puede resultar
benéfica en aplicaciones a largo plazo, debido a su capacidad para favorecer la proliferacion
y diferenciacion osteoblastica, estimular la expresion de marcadores osteogénicos e inhibir

la resorcion Osea.
Andamios CEL2 dopados con CuO

Los andamios dopados con CuO (Figura 4.16) exhibieron un comportamiento opuesto,

mostrando una formacion acelerada de la capa bioactiva.
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Dias 1 y 3: Se observé una mayor precipitacion superficial con aglomerados que crecieron

rapidamente, indicando una nucleacion temprana.

Dia 7: La superficie estuvo completamente cubierta por una capa densa con morfologia tipo

coliflor, alcanzando un pH de 7.9.

Dia 28: La capa se volvié mas compacta, reflejando la capacidad del CuO para incrementar
la disolucidn inicial del material y elevar el pH desde los primeros dias de inmersion. Esto

favorecio la formacion de grupos silanol (Si—OH) y una capa rica en fosfatos de calcio [175].

Figura 4.16 Micrografias obtenidas por MEB de los andamios de biovidrio CEL2 dopados con

CuO después de la inmersion en SBF por diferentes tiempos.

En este caso, el Cu*" actué como modificador de red, debilitando los enlaces Si—O—Si y
promoviendo una mayor disolucion de la matriz vitroceramica. Como consecuencia, aumento
la liberacién de iones de Ca*" y PO3™ hacia el medio. Su presencia favoreci6 la formacion de

defectos estructurales (vacancias, enlaces no puente), aumentando la rugosidad superficial,
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generando sitios preferenciales para la precipitacion de fosfatos de calcio. Ademas, el

incremento del pH debido al intercambio idnico Na'/H" y Ca'/H" favoreci6 la nucleacion.

No obstante concentraciones superiores a 2-3 % mol pueden inhibir la formacion de

hidroxiapatita y generar citotoxicidad por sobreliberacion idnica.

En conclusion, el biovidrio CEL2 demostro6 capacidad intrinseca para formar hidroxiapatita.
La adicion de dopantes modificé la cinética del proceso, pero no impidi6 la formacién final
de la capa bioactiva. Estos resultados confirman la bioactividad del material y evidencian los

cambios superficiales inducidos por la interaccion con fluidos fisiologicos.

La capa de hidroxiapatita carbonatada favorece la integracion con tejidos circundantes,
promoviendo la diferenciacion osteoblastica y la unidn entre el biomaterial y el tejido dseo.
Para optimizar el desempefio de los andamios en estudios in vitro, se recomienda realizar
tratamientos previos que minimicen posibles citotoxicos asociados al pH y renovar
periddicamente la solucion SBF para mantener niveles idnicos adecuados, favoreciendo asi

el crecimiento de la hidroxiapatita [181, 182].

4.3.1.3 Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)

El analisis FTIR permiti6 confirmar la formacion de la capa bioactiva mediante la aparicion
de nuevas bandas y la evolucion de grupos funcionales caracteristicos después de la
inmersion en SBF a diferentes tiempos. La Figura 4.17 muestra los espectros obtenidos para

! se identificaron grupos O—H asociados a agua

los andamios evaluados. En 1641.27 cm’
molecular adsorbida, mientras que la banda en 1385.71 cm™! corresponde a vibraciones C—O
relacionadas con carbonatos formados por la incorporacion de iones desde la solucion y el
incremento del pH, lo que evidencia la nucleacion y crecimiento progresivo de cristales de
hidroxiapatita carbonatada (HCA). Las bandas asignadas a enlaces Si—O y Si—O-Si, propias
de la red vitroceramica, disminuyen a medida que avanza la disolucién del material,
permitiendo la liberacion de iones y el desarrollo de la nueva capa superficial. Finalmente,

las bandas P—O constituyen la evidencia mas relevante de la formacion de hidroxiapatita,

correspondientes a los grupos fosfato (PO3~) consumidos desde la solucién SBF. Estos
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grupos funcionales se observaron en todas las formulaciones, confirmando la bioactividad de

los andamios.
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Figura 4.17 Espectros FT-IR de los andamios tras distintos tiempos de inmersion en SBF: a) CEL2,
b) CEL2-ZnO, c) CEL2-SrO y d) CEL2-CuO.

Andamio CEL2 sin dopar

La Figura 4.17a muestran un aumento progresivo en la intensidad de las bandas P-O y C-O
desde el dia 1y hasta el dia 28, indicando la formacion continua de fosfato de calcio. La banda
Si—O sugiere la formacion inicial de un gel rico en Si0; que posteriormente evoluciona hacia
una pelicula amorfa Ca—P [183], mientras que las vibraciones P—O, aunque de baja

intensidad, confirman la presencia temprana de fosfatos de calcio [184]. La rapida aparicién
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de esta fase es consistente con el incremento mas pronunciado del pH registrado para este

andamio, lo que refleja una alta reactividad superficial.
Andamio CEL2 dopado con ZnO

En la Figura 4.17b se observa una evolucion similar a la del andamio sin dopar, aunque con
mayor intensidad de las bandas P—O a partir del dia 14, lo que sugiere una formacién mas
abundante de apatita, atribuida a la afinidad de los grupos PO}~ por coordinarse con los iones
Zn*" en lugar de Ca®" [129, 185, 186]. La banda en 463.37 cm™! corresponde al estiramiento
simétricos Si—O-Si, indicando la presencia remanente de fases cristalinas a base de silicatos
[187, 188]. La mayor intensificacion de las bandas P—O entre los dias 21 y 28 sugiere que el
zinc promovid una nucleacion mas eficiente y una capa de HA mas densa, lo cual coincide

con la elevada pérdida de peso registrada, reflejando una tasa de degradacion sostenida.

Nescakovaa y col. [7] reportaron que la adicion de ZnO retrasa la formacion de
hidroxiapatita, incluso después de 14 dias de tratamiento. De manera complementaria,
Kanzaki y col. [189] sefialaron que el zinc ralentiza la nucleacion e inhibe la cristalizacion,
debido a que los iones Zn?" presentes en los sitios de crecimiento activos de hidroxiapatita
disminuyen su desarrollo durante las etapas iniciales de mineralizacion en SBF. Finalmente,
Dietrich y col. [190] observaron que la incorporacion de ZnO favorece la aparicion de
estiramientos simétricos de Si—O—Si en 470 y 795 cm™!, asociados con la cantidad de silice
presente en la capa formada. Asimismo, reportaron que la intensidad de la banda a 795 cm’!

disminuye con el aumento en el contenido de ZnO.
Andamio CEL?2 dopado con SrO

La Figura 4.17c revela bandas en 1060.09 cm™ y 447.87-724.31 cm™ asociadas a enlaces
P—O, los cuales se atribuyen a la presencia de hidroxiapatita. Se detectdé ademas una banda
adicional entre 740-835 cm! atribuida a enlaces Si—-O-Si, lo que indica la formacion de gel
superficial de silice después del intercambio i6nico Na”H", observable desde los primeros
dias y mas marcado con el tiempo [86, 191]. Este comportamiento concuerda con la menor
variacion de pH y la reduccion gradual de pérdida de peso, sugiriendo que el SrO ralentizé

la disolucion del andamio, favoreciendo una formacién de HA mas lenta y controlada.
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La adicion de SrO aument6 las temperaturas de transicion vitrea y de cristalizaciéon con
respecto al biovidrio base, lo que ocasiona una ralentizacion en la formacion de
hidroxiapatita, como se observo en esta investigacion. Un efecto similar fue observado por
Hu y col. [192], quienes reportaron que la sustitucion parcial de Ca** por Sr** disminuy® la
liberacion de iones de Na™ en SBF, reduciendo asi su capacidad de formacion de apatita. En
contraste, Taherkhani y col. [193] informaron que la incorporacién de una cantidad
relativamente alta de estroncio incrementd la formacién de HA tanto en vidrios bioactivos
obtenidos por fusion y temple como por sol-gel, debido a la disminucion de la conectividad

de la red de silice.
Andamio dopado con CuO

La Figura 4.17d muestra una aparicion temprana e intensa de bandas P—O en 1053.35 y
501.81-726.33 cm’!, indicando una mayor disolucion del material y una répida cristalizacion
de hidroxiapatita [152]. Se observaron también enlaces Si—O en 455.96 cm™ con baja
intensidad y estrechamiento de la banda, asociados a la formacion de fases a base de fosfatos.
A los 28 dias, la alta intensidad de las bandas P—O confirma una capa de HA densa, coherente
con la rapida pérdida de peso y la elevada resistencia mecédnica. La presencia de fases
cristalinas mas definidas habria favorecido la formacion acelerada de la capa de fosfatos de
calcio, resultando en una bioactividad superficial elevada y adecuada en ingenieria de tejidos.
Este comportamiento coincide con lo reportado por Hoppe y col. [194], quienes observaron
una intensificacion temprana de las bandas asociadas con los enlaces P—O y la reduccion de
bandas Si—O—Si por absorcion en la misma region espectral. De manera similar, A1 y col.
[195] concluyeron que la incorporacion de CuO no afecta negativamente la bioactividad,
aunque provoca un desplazamiento de las bandas presentes hacia menores niimeros de onda

sin modificar la naturaleza de la hidroxiapatita formada.

La rapida formacion de la capa bioactiva de hidroxiapatita se atribuye a la presencia de CuO,
el cual modifica la estructura de la red cristalina y ocasionado una disminucion en la
temperatura de cristalizacion, como se observo en los andlisis DSC. Debido a esta reduccion
en la temperatura de cristalizacion, el andamio presenta una mayor disolucion. Ademas, el
aumento en el nuimero de enlaces NBO implica una mayor debilidad de la red, lo que reduce

la energia de disolucion y favorece una mayor liberacion de iones, generando asi un
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incremento en el pH (Figura 4.11a). Esto permite la rapida formacion de grupos silanol, que

a su vez promueven la precipitacion continua de hidroxiapatita [175].

En conjunto, los espectros FTIR confirmaron que todos los andamios presentan bioactividad
y son capaces de formar una capa de hidroxiapatita en SBF, aunque la cinética de formacion
depende del tipo de dopante. Mientras que ZnO y SrO inducen un proceso gradual y
sostenido, CuO promueve una formacién mas rapida e intensa, lo que podria implicar
ventajas en la nucleacion, pero también riesgos potenciales como la obstruccion prematura
de la porosidad antes de la infiltracion celular. Estos resultados respaldan que la
incorporacion de iones metalicos actlia como agente nucleante y acelera la formacion de la
capa de HCA, etapa clave para la futura biointegracion in vivo y para comprender los
mecanismos iniciales de reaccion, incluyendo lixiviacidon idnica, disolucion del vidrio y

precipitacion de fases cristalinas.

4.3.1.4 Analisis por difraccion de rayos X (DRX)

El analisis por DRX es una técnica fundamental para confirmar la formacion de la capa de
hidroxiapatita. En la Figura 4.18 se presentan los difractogramas obtenidos después de los

estudios bioactivos in vitro en SBF.

Dia 1: En todas las composiciones se observan las fases cristalinas principales previamente
identificadas combeita NasCas(SicO18), akermanita Ca,Mg(Si207) y silicorhenanita
NayCas(P0O4)2Si04, las cuales permanecen presentes. En el caso del andamio sin dopar, el
difractograma muestra ligeros cambios en intensidad y ensanchamiento de picos, lo que
indica una disminucion inicial de cristalinidad asociada al proceso disolucion y al inicio de
la formacion de la capa de hidroxiapatita, comportamiento menos evidente en los andamios

dopados.

Dia 3: En el andamio dopado con SrO se observa una reduccion en la intensidad de los picos
y un mayor ensanchamiento, atribuible al avance del proceso de disolucion. En contraste, los
andamios sin dopar y dopados con ZnO y CuO comienzan a presentar picos mas definidos y
de mayor intensidad, aunque con un ensanchamiento significativo, lo que sugiere la

nucleacion temprana de la hidroxiapatita con cristales de tamafio pequeio.
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Dia 7: Todas las composiciones muestran una disminucion en intensidad de las fases
principales y modificaciones en la forma de los picos. En el andamio sin dopar aparece un
cambio mas significativo en el difractograma, un halo caracteristico de un material amorfo
entre 30-36°, asociado a la formacion de una pelicula de fosfato de calcio amorfo (ACP)

precursora de la hidroxiapatita, a diferencia de los andamios dopados.

a) b)
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Figura 4.18 Difractogramas por DRX de los andamios tras inmersion en SBF por diferentes

tiempos: a) CEL2, b) CEL2-ZnO, c¢) CEL2-SrO y d) CEL2-CuO.

Dia 14: En los andamios sin dopar y dopados con CuO se intensifica la curvatura en el
difractograma en el rango 30-36°, lo cual es indicativo de un estado avanzado de
amorfizacion, asociado a la formacion de hidroxiapatita pobremente cristalina. En los

andamios dopados con ZnO y SrO los picos contintian disminuyendo en intensidad y
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adoptando la misma tendencia de amorfizacion, reflejando la evolucion de la pelicula amorfa

previa a la cristalizacion.

Dia 21 y 28: Con el aumento del tiempo de inmersion, la capa amorfa se hidrata y comienza
a reordenarse lentamente hacia la fase cristalina de hidroxiapatita, lo cual confirma el

progreso de la bioactividad.
Andamio CEL2 dopado con ZnO

La adicidon de ZnO no inhibi¢ la formacién de hidroxiapatita; por el contrario, favorecid su
nucleacion y crecimiento como se observa por el aumento de la intensidad de las reflexiones
en los dias 21 y 28 respecto al andamio sin dopar. No obstante, su presencia retard6 la cinética
de formacion debido a la disminucion del intercambio i6nico Na*/H", fendmeno previamente
reportado por Sergi y col. [93]. Ademas, al sustituir parcialmente al CaO, el ZnO actiia como
modificador de red formando especies tetraédricas [ZnO4]* que incrementan la conectividad

estructural, reduciendo la solubilidad y reactividad [196].
Andamio CEL?2 dopado con SrO

La presencia de SrO promovid la formacion de hidroxiapatita, en concordancia con los
resultados de pH y pérdida de peso, pero con una cinética mas lenta debido al intercambio
catiénico reducido. La sustitucion parcial de Ca®>" por Sr** genera distorsiones en la red
cristalina por su mayor radio i6nico, afectando la estabilidad y el crecimiento de la fase
mineral. Hesaraki y col. [180] reportaron un comportamiento similar, indicando una
precipitacion retardada de fosfato de calcio en vitroceramicos con mayores concentraciones
de SrO (10 % mol). La ralentizacidon observada se asocia también con una menor liberacion
de iones Ca*" y una reduccién del pH local. A pesar de ello, la formacion de hidroxiapatita

se completd en los tiempos finales de tratamiento.
Andamio CEL2 dopado con CuO

En este caso, los picos de hidroxiapatita aparecen tempranamente y su intensidad aumenta
de forma pronunciada hacia el dia 28, volviéndose mas agudos, lo que indica una rapida
nucleacion y crecimiento cristalino. Este comportamiento coincide con la elevada pérdida de

peso y alta bioactividad inicial. No se observan desplazamientos en los picos debido a que el
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Cu?" posee menor radio idnico y es menos propenso a sustituir al Ca*" en la red. La
incorporacion de CuO incrementa los enlaces de oxigeno no puente (NBO), favoreciendo la
disolucion de la matriz y generando sitios de nucleacion [175]. Resultados similares fueron
reportados por Hamami y col. [197], quienes observaron formacion de hidroxiapatita incluso

después de 24 h de inmersion con bajas concentraciones de CuO (0.25 y 0.5 % mol).

La adicion de dopantes mostro efectos significativos en la cinética de formacion de la capa
bioactiva. En particular, la adicién de ZnO y SrO retras6 dicho proceso, como se observa en
la Figura 4.18b y c. Este comportamiento se atribuye a que ambos dopantes generan
alteraciones en la red cristalina, originando posibles defectos y modificaciones estructurales
que repercuten en la temperatura de cristalizacion, como se evidencia en los analisis de DSC.
Estas alteraciones forman una red cristalina mas estable y compacta, lo que disminuye la
velocidad de disolucién y la liberacién idnica (principalmente de Ca** y PO3™), ademas de
modificar la composicion y estabilidad del gel de silice superficial. Asimismo, la sustitucion
parcial de Ca®" por Sr*" o Zn?' en la fase mineral final (formando Sr—HA o Zn—HA) es un
proceso cinéticamente menos favorable que la formacion de HA pura, lo que se refleja en un
mayor tiempo de induccion para el desarrollo de la capa bioactiva. No obstante, pese a este
retraso, la formacion de dicha capa se llevo a cabo. A partir del dia 14, las reflexiones
asociadas a la hidroxiapatita comienzan a ser detectables y, hacia los tiempos finales de

tratamiento, las fases cristalinas muestran modificaciones significativas.

En conjunto, el andlisis por DRX confirma que todos los andamios desarrollaron una capa
bioactiva de hidroxiapatita, con variaciones en la cinética dependientes de la composicion.
La disminucién progresiva de la intensidad de las reflexiones principales (25-34°) y la
aparicion de reflexiones secundarias de baja intensidad (45-55°) evidencian la
reestructuracion de las fases cristalinas durante la inmersion. Estos cambios sugieren una
degradacion controlada en fluidos fisiologicos, lo cual es deseable para un andamio temporal

destinado a la reparacion 6sea [198].

La formacién de la capa bioactiva de hidroxiapatita es un proceso fundamental en la
ingenieria de tejidos, particularmente en la regeneracion 0sea. Su presencia es esencial para
mejorar la biocompatibilidad, favorecer la osteointegracion y promover la actividad

osteogénica. Ademads, contribuye a incrementar la durabilidad del implante y a reducir el
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riesgo de rechazo. En esta investigacion, los andamios vitroceramicos dopados con ZnO, SrO
y CuO, fabricados mediante la tecnologia de polvos, demostraron la formacion de dicha capa
bioactiva. Guo y col. [185] reportaron en ensayos in vitro la biodegradabilidad de los
andamios y su capacidad para formar hidroxiapatita; sin embargo, la liberacién de iones de
Zn** retardd este proceso, debido a la disminucién de la solubilidad. Kermani y col. [86]
también confirmaron la formacion de hidroxiapatita en muestras dopadas con 6 % mol de
SrO, evidenciando una respuesta mas rapida, ya que la precipitacion ocurrio desde las
primeras horas. Asimismo, sefialaron que una mayor concentraciéon de SrO mejora la
actividad bioactiva, a diferencia de los andamios dopados con menor concentracién, como
los fabricados en este estudio, donde la adicién de SrO retrasé la formacion de hidroxiapatita.
Por otro lado, Wang y col. [199] informaron que la adicion de 0, 1 y 3 % peso de CuO
promovi6 la formacion de la capa bioactiva, con una relacion Ca/P de 1.7 £ 0.1, cercana al
valor estequiométrico de la hidroxiapatita (1.67). No obstante, indicaron que el incremento
en la concentracion de CuO disminuy6 la formacion de hidroxiapatita, concluyendo que este

agente dopante puede inhibir el proceso al incrementar la estabilidad de la estructura vitrea.

Finalmente, el conjunto de resultados obtenidos mediante MEB, FTIR y DRX confirma la
formacion de una capa de CaP sobre la superficie del biovidrio en contacto con SBF. El
comportamiento de disolucidon, asi como la morfologia y composicion quimica de los
recubrimientos, dependen tanto de la composicion del andamio como del tiempo de

inmersion.

4.3.2 Estudios antibacterianos
4.3.2.1 Unidades formadoras de colonias (UFC)

Este andlisis es fundamental para evaluar tratamientos relacionados con infecciones en
cirugias ortopédicas, las cuales pueden derivarse de la colonizacidn bacteriana y la formaciéon
de biopeliculas sobre implantes. Estas biopeliculas dificultan la accion de los medicamentos
y del sistema inmunologico, generando barreras para la regeneracion dsea. Se utilizaron tres

bacterias con el objetivo de estudiar la influencia de la incorporacién de 6xidos metélicos
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(Zn**, Sr** y Cu*') en andamios a base del biovidrio CEL2, evaluando su actividad

antibacteriana.

El método de conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de agar Mueller
Hinton permitio6 estimar el crecimiento bacteriano sobre los andamios CEL2 (control), CEL2-
Zn0O, CEL2-SrO y CEL2-CuO. Los resultados, mostrados en las Figuras 4.19 y 4.20,
revelaron que todos los andamios presentaron algun nivel de crecimiento bacteriano en su
superficie. En particular, S. aureus USA 300 mostré menor crecimiento en comparacion con

S. aureus ATCC y E. coli ATCC.

Figura 4.19 Imagen representativa de las UFC tras 24 h de tratamiento.
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Figura 4.20 Comparacion estadistica entre cepas y composiciones para la densidad celular inicial.

2t Sr** y Cu?" pueden incrementar la produccién intracelular

En este contexto, los iones Zn
de ROS, especialmente al interactuar con peréxido de hidrogeno (H202), un radical altamente

toxico [103].

Se ha reportado que dichos 6xidos metélicos poseen el potencial de reducir o inhibir el
desarrollo microbiano al interferir en procesos celulares clave [200, 201], mediante los

siguientes mecanismos:

1. Interferencia con la membrana celular: Los iones metalicos con carga positiva se atraen
hacia la carga negativa de la membrana bacteriana, adhiriéndose a su superficie. Esto
puede dafiar la membrana, alterar su permeabilidad y provocar la fuga de componentes
esenciales, conduciendo a la muerte celular.

2. Generacion de estrés oxidativo: Algunos iones metalicos catalizan la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), como radicales libres, que dafian gravemente el
ADN, proteinas y lipidos, afectando la funcionalidad celular.

3. Inhibicion de enzimas: Los iones pueden unirse a sitios activos de enzimas esenciales

para el metabolismo bacteriano (respiracion, produccion de ATP), bloqueando su funcion.
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4. Dario al ADN: Los iones metalicos pueden unirse directamente a las bases nitrogenadas,
generando mutaciones y alteraciones estructurales que impiden la replicacion y division

celular.
Andamios de CEL2 sin dopar

En los andamios de control, el elevado crecimiento bacteriano se atribuye a la ausencia de
iones capaces de inducir oxidacion o generar ROS. Aunque el andamio produce un aumento
de pH en el medio por la liberacion de iones alcalinos como (Na™y Ca*"), este cambio no es
suficiente para desestabilizar la membrana bacteriana, especialmente en cepas resistentes

como S. aureus y E. coli, por dos razones principales [202, 203]:
1. Mecanismo de resistencia bacteriana:

e Regulacion del pH mediante bombas de iones que mantienen el pH intracelular
estable.

e Expresion de proteinas de choque térmico que permiten sobrevivir en condiciones de
estrés.

e Modificacion de la membrana para reducir la permeabilidad.
2. Limite de alcalinidad.:

e Elincremento de pH observado no es lo suficientemente drastico, rapido ni sostenido

para generar dafio irreversible.

Ademas, el andamio sin dopar no modifica significativamente su carga superficial ni su

energia libre, favoreciendo la adsorcion de proteinas y la colonizacion bacteriana.
Andamios CEL2 dopado con ZnO

La liberacion de Zn>* promovié la viabilidad bacteriana en lugar de inhibirla, debido
principalmente a la baja concentracion liberada y a la naturaleza esencial del zinc como
micronutriente. El ZnO presenta baja solubilidad en medios acuosos y, tras la sinterizacion a
900 °C, los iones quedan firmemente incorporados en la red vitrea, limitando su difusién. En
consecuencia, no se alcanz6 la concentracion minima inhibitoria para a cepas resistentes

como E. coliy S. aureus. Sin embargo, concentraciones elevadas pueden generar toxicidad
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celular por alteracion de proteinas esenciales [103, 204]. Es importante sefialar que el zinc es
un oligoelemento esencial para el crecimiento y metabolismo de la mayoria de los
organismos, incluidas las bacterias. Participa como cofactor en multiples enzimas
relacionadas con la replicacion del ADN, la transcripcion del ARN y el metabolismo
energético. Cuando la concentracion de iones Zn** liberados por el andamio durante los
ensayos se encuentra por debajo del umbral de toxicidad, las bacterias pueden incorporarlos
y utilizarlos para favorecer su crecimiento y proliferacion, lo que se refleja en una mayor
viabilidad en comparacién con el andamio control. En este sentido, la limitacion de inhibicion
observada no se atribuye a un defecto en el andamio fabricado, sino a una combinacion de
baja concentracion idnica, mecanismos de resistencia bacteriana y la funcion del zinc como

micronutriente, lo que resulté un efecto no toxico [205, 206].
Andamio CEL?2 dopado con SrO

Los andamios dopados con SrO facilitaron la formacion de colonias en todas las cepas, siendo
E. coli ATCC la que presenté un mayor nimero de UFC. La interaccion electroestatica entre
los iones Sr**, cargados positivamente, y las superficies bacterianas, cargadas negativamente,
contribuy6 al desarrollo de colonias. Al igual que en el caso del Zn?', la actividad
antibacteriana del Sr** depende de su concentracion y del tiempo de interaccion; sin embargo,
en este estudio la liberacion de iones no fue suficiente para generar dafio celular significativo

[92].

Por otra parte, la liberacién de iones Sr** no es tan efectiva en la produccioén de especies
reactivas de oxigeno (ROS), ya que presenta una baja solubilidad, incluso menor que la del
ZnO. Esto limita su disponibilidad para interactuar con las bacterias y disminuir su viabilidad.
Ademas, el ion Sr** es quimicamente similar al Ca®" y, en concentraciones bajas, puede ser
utilizado por las bacterias como un elemento traza, por lo que no interfiere de manera agresiva
en los procesos metabolicos. Este fendomeno puede incluso favorecer el crecimiento
bacteriano, como se observa en este trabajo, reflejando una viabilidad igual o superior al
andamio control. En el andamio sinterizado, el SrO forma parte de la estructura cristalina,
sustituyendo parcialmente al CaO, esto significa que su liberacion es lenta 0 minima y no
queda expuesto en superficie como particulas activas. Algunos estudios sugieren que el Sr**

puede tener efectos neutros o ligeramente beneficiosos para ciertos microorganismos [206].
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Ademas, las cepas utilizadas son altamente resistentes y han desarrollado mecanismos de
. . e . . . O+

tolerancia a iones metalicos, lo que les permite enfrentar la presencia de iones como el Sr

sin sufrir efectos dafiinos. En ausencia de agentes bactericidas, el andamio dopado con SrO

actiia como una superficie inerte que no impide la proliferacion bacteriana.
Andamios CEL2 dopados con CuO

Estos andamios demostraron una notable actividad antibacteriana debido a la liberacion de
los iones de cobre, altamente efectivos incluso frente a cepas resistentes como las utilizadas

en este estudio.
Mecanismos de accion del cobre [103, 111, 207]:

1. Daiio a la membrana: Los iones Cu®" se adhieren a la membrana bacteriana, alterando su
integridad y permeabilidad, lo que provoca fuga de nutrientes y componentes
intracelulares, llevando finalmente a la muerte celular. Este mecanismo es eficaz tanto en
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas.

2. Generacion de estrés oxidativo: Como metal de transicion, el cobre participa en
reacciones redox que inducen la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como
los radicales hidroxilos (*OH), altamente toxicos para membranas, proteinas y acidos
nucleicos, desencadenando la apoptosis bacteriana.

3. Inactivacion de enzimas y proteinas: Los iones Cu?’ presentan alta afinidad por los
grupos sulfhidrilo (-SH) presentes en proteinas y enzimas bacterianas, alterando su
estructura tridimensional e inactivando procesos metabolicos esenciales, como la
respiracion celular.

4. Dario al ADN: El cobre puede unirse directamente al ADN, provocando
entrecruzamientos y rupturas de cadena que impiden la replicacion y transcripcion, lo que

detiene la division celular y conduce a la muerte bacteriana.

Es relevante destacar que las tres cepas estudiadas son patdgenos multirresistentes a diversos
antibidticos y estan consideradas como los principales agentes asociados a infecciones
humanas. En este contexto, los andamios CEL2-CuO presentan un notable efecto
antibacteriano, posiciondndolos como una opcidén prometedora para prevenir infecciones

bacterianas tras la implantacion. Esto resulta crucial para evitar infecciones postoperatorias

154



y reducir el riesgo de fallo en la osteointegracion del implante, ya que las infecciones
bacterianas generan graves consecuencias clinicas y econémicas, incluyendo un aumento en

la morbilidad y mortalidad.

La efectividad antibacteriana del CuO obtenida en el presente estudio concuerda con lo
reportado por Mojtabavi y col. [208], quienes evaluaron la actividad antibacteriana del CuO
(0, 3 y 6 % mol) mediante el método de difusion en E. coli y Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis). Los andamios dopados con CuO mostraron zonas de inhibicion de 3 y 9 mm
para E. coli en muestras de bioglass con contenidos de 3 y 6 % mol, respectivamente, y de
2.5 y 16 mm para S. epidermidis, mientras que el material control no presentd halo de
inhibicion. Los autores concluyeron que la efectividad antibacteriana aumenta con la

concentracion del CuO.

En contraste, los andamios dopados con ZnO y SrO favorecieron la proliferacion bacteriana,
aunque esto no implica que sean inadecuados para su aplicacion. Su efecto limitado sobre la
viabilidad bacteriana puede atribuirse a la baja concentracion de 6xidos presentes. Para
contrarrestar este comportamiento y prevenir el crecimiento bacteriano, seria necesario
complementar su uso con antibidticos externos en dosis mas elevadas. No obstante, la adicion
de ZnO y SrO representa una ventaja, dado que ambos Oxidos desempeiian funciones
esenciales en el organismo. Entre sus beneficios se encuentran la promocion de la
osteogénesis, la mejora de la osteointegracion, la estimulacion de la proliferacion de células
Oseas y la participacion en la replicacion del ADN, la sintesis de proteinas y la actividad
enzimatica. Por lo tanto, su incorporacion en los andamios contribuye a mejorar las

propiedades funcionales del implante en aplicaciones biomédicas.

4.3.2.2. indice de formacion de biopelicula

La formacion de biopeliculas es un proceso caracterizado por la acumulacion de
microorganismos que crecen en agregados rodeados por una matriz extracelular
autogenerada. Esta matriz, compuesta principalmente por proteinas, 4cido
desoxirribonucleico extracelular (DNA-e) y polisacéridos extracelulares (EPS), permite a las

bacterias adherirse a superficies y protegerse de antibiodticos, del sistema inmunologico del
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huésped y de condiciones externas adversas, como variaciones extremas de pH y
temperatura. Dentro de una biopelicula, las bacterias interactian mediante un proceso
denominado deteccion de quérum (quorum sensing), que les permite coordinar mecanismos
de resistencia, incrementando su tolerancia a los antibidticos en comparacion con las células
planctonicas (libres en solucion). La matriz protectora actia como una barrera que dificulta

la penetracion de los antibidticos, limitando su eficacia [209, 210].

En la Figura 4.21 se presenta el indice de formacion de biopeliculas tras el tratamiento con
las tres cepas bacterianas estudiadas. Este indice se clasifica como: fuerte (>1.10), moderado
(0.70-1.10), débil (0.35-0.70) y sin formacion (<0.35). Los resultados indican que todos los
andamios dopados con ZnO, SrO y CuO permitieron la formaciéon de biopeliculas, aunque

en menor medida que los andamios control.

Figura 4.21. Comparacion de medias del indice de formacion de biopeliculas para cada

cepa y compuesto.
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E. coli ATCC-25922

Se observd que los andamios dopados con CuO y ZnO no presentaron formacion de
biopeliculas, mientras que el control y los dopados con SrO se clasificaron como fuertes. En
este caso, la liberacion los iones de Cu*" y Zn?" actué como una barrera antimicrobiana: al
eliminar las bacterias en contacto con la superficie del andamio, se impidio la fase inicial de

adhesion. Esto explica la ausencia de biopelicula pese a la conocida resistencia de la cepa.

En relacion con los resultados de UFC, especialmente en los andamios dopados con ZnO, se
observao que su liberacion promovi6 la viabilidad bacteriana, pero inhibi6 la formacion de
biopelicula. Aunque no produjo muerte celular, pudo inducir un estado de estrés superficial
que activé mecanismos de defensa como la expulsion de iones y modificaciones en la
membrana celular. Esto afectd la adhesion, primer paso en la formacion de biopelicula. Por
lo tanto, aunque las bacterias sobrevivieron y proliferaron, las condiciones en la superficie
del andamio fueron desfavorables para generar la matriz protectora. En contraste, los

andamios dopados con SrO y el control mostraron una elevada formacion de biopelicula.
S. aureus ATCC-25923

En este caso, todos los andamios dopados desarrollaron biopeliculas clasificadas como

débiles, destacando que los dopados con CuO presentaron la menor formacion.

Los andamios dopados con ZnO exhibieron biopeliculas débiles debido al equilibrio entre la
toxicidad del zinc y su funcién como nutriente. La liberacion de los iones de Zn** indujo
estrés oxidativo, danando parcialmente la membrana celular sin causar muerte bacteriana.
Ante un entorno adverso, la cepa pudo activar mecanismos de respuesta al estrés que
interfieren con la expresion de genes y proteinas necesarias para la adhesion y formacion de
biopeliculas. Asi, aunque las bacterias proliferaron, el estrés impidi6 el desarrollo de una

biopelicula robusta.

En los andamios dopados con SrO también se observo una biopelicula débil. EI Sr** no acttia

como agente antibacteriano debido a su similitud con el Ca** y puede ser utilizado como
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nutriente sin causar toxicidad. No obstante, el pH superficial resultante de la disolucion del

andamio cred un entorno estresante, suficiente para para evitar una biopelicula fuerte.

Los andamios dopados con CuO mostraron igualmente una formacién débil de biopelicula,
atribuida a la toxicidad del cobre. La liberacion de Cu** no fue lo suficientemente elevada
para eliminar completamente la poblacion bacteriana, pero si para inducir estrés severo que

afect6 tanto la adhesion como la organizacion de la matriz extracelular.
S. aureus USA 300

La formacion de biopeliculas se clasifico como fuerte en todos los andamios; sin embargo,
los dopados con SrO presentaron valores menores en comparacion con ZnO y CuO. En
general, la presencia de dopantes redujo la formacion de biopeliculas en comparacion con los

andamios control.

El andamio sin dopar mostré una formacion fuerte de biopelicula debido a la ausencia de
propiedades antimicrobianas, permitiendo la adhesion, proliferacion y desarrollo de la matriz
extracelular sin restricciones. La falta de agente antibacteriano permite que la bacteria siga

su ciclo de vida natura, lo que resulta en la formacion de una biopelicula fuerte y madura.

Los andamios dopados con ZnO también formaron una biopelicula fuerte a pesar de las
propiedades antibacterianas del zinc. Esto se debe al tipo de cepa, conocida por su capacidad
para tolerar el estrés por metales. En su sistema de transporte, posee bombas de expulsion
(proteinas transportadoras en la membrana) que eliminan activamente los iones Zn*" fuera
de la célula, manteniendo la concentracion intracelular por debajo de niveles toxicos.
Ademas, se aprovecho el zinc como un efecto nutrimental, ya que las bacterias lo requieren

como cofactor enzimatico esencial para su crecimiento.

El andamio de dopado con SrO también mostr6 una fuerte formacion de biopelicula, aunque
menor en comparacion con los dopados con ZnO y CuOQ. Se sabe que el Sr?* no actiia como
agente antibacteriano y, por lo tanto, no ejerci6 un efecto inhibitorio directo sobre la bacteria.
La diferencia en la magnitud de la biopelicula radica en la interaccion especifica de cada ion

con la cepa y su mecanismo de respuesta. En este caso, los iones de estroncio permitieron la
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adhesion y proliferacion. La menor formacion de biopelicula respecto a los andamios

dopados con ZnO y CuO se explica porque el zinc fue utilizado como nutriente.

Finalmente, en los andamios dopados con CuO también se observo una fuerte formacion de
biopelicula, a pesar del potencial bactericida de los iones de Cu’. En este caso, S. aureus
USA 300 podria poseer un sistema de respuesta al estrés altamente eficiente que, ante la
exposicion al cobre, activa genes que no solo la protegen, sino que también promueven la
adhesion y la formacion de biopelicula como mecanismo de defensa. Ademas, la bacteria
produjo proteinas o metabolitos capaces de unirse a los iones de cobre. Este resultado destaca
la notable capacidad de adaptacion de S. aureus USA 300, para convertir un agente
potencialmente toxico en un catalizador para su propia supervivencia y la generacion de

biopelicula.
Relacion con la capacidad intrinseca de formacion de biopeliculas en S. aureus USA 300

El caso de S. aureus USA-300 es particularmente interesante debido a su capacidad intrinseca
para formar biopeliculas, lo que representa un mecanismo de supervivencia en entornos
hostiles [211]. Este factor explicaria el bajo conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC) observado en esta cepa, incluso cuando la formacién de biopeliculas disminuy6 con
los dopantes. No obstante, dicha reduccion no fue suficiente para clasificarla como moderada
o baja, lo cual refuerza la idea de que dicha capacidad intrinseca es un atributo clave en la

resistencia de esta cepa.
Efecto de los dopantes

Los resultados sugieren que los dopantes ZnO, SrO y CuO disminuyen la formacion de
biopeliculas en comparacion con el control, indicando un efecto antibacteriano directo. Este
efecto estd mediado por mecanismos como la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), dafio al ADN bacteriano y desnaturalizaciéon de proteinas, los cuales afectan la
integridad de la membrana celular y contribuyen a disminuir la formacion de biopeliculas

[212].

En los resultados previos se observo que el ZnO en bajas concentraciones presenta menor

actividad antibacteriana; sin embargo, su efectividad aumenta a medida que su concentracion
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aumenta. Esto fue reportado por Che y col. [213], quienes estudiaron la efectividad del ZnO
en diferentes concentraciones (1, 5 y 10 % mol) frente a la cepa S. aureus ATCC 33592, una
cepa resistente a la meticilina. Se observo que la mayor liberacion de iones Zn?" ocurrié con
10 % mol, generando mas ROS e induciendo estrés oxidativo y toxicidad celular. Ainaa y
col. [214] incorporaron ZnO entre 5-20 % (p/p) en biovidrio 45S5 BG y concluyeron que el
elevado contenido de Zn dificultaba su solubilidad al liberar iones Zn**, interrumpiendo
procesos metabodlicos. Zhao y col. [92] prepararon andamios de biovidrio con 0, 5y 10 %
mol de ZnO o SrO, mostrando que la proliferacion de E. coli fue inhibida significativamente
en 10Zn-BG y 10Sr-BG respecto al grupo control (p< 0.05; ***p< 0.001) demostrando un

efecto dependiente de la dosis.

Por otro lado, en esta investigacion se observé una mayor eficiencia antibacteriana y de
inhibicion de biopelicula en los andamios dopados con CuO. Olivera y col. [215] reportaron
resultados similares utilizando andamios de fosfato tricalcico (B-TCP) recubiertos con
nanoparticulas de ZnO y CuO frente a la cepa S. aureus ATCC 6538, siendo el CuO mas
efectivo. Hosseini y col. [216] evaluaron vidrios bioactivos dopados con 2 y 5 % mol de
CuO, observando que retardaron el crecimiento bacteriano con un efecto comparable al de la
vancomicina frente a S. aureus. Liy col. [217] demostraron que concentraciones de 37 y 111
uM de Cu** inhibieron el crecimiento de S. aureus en aproximadamente 90 y el 100 %,
respectivamente. Con base en estos estudios y los resultados presentes, se concluye que los
andamios dopados con CuO son prometedores debido a sus excelentes propiedades,
incluyendo resistencia a la compresion, bioactividad, actividad antibacteriana, reduccion en
la formacion de biopeliculas y capacidad de mineralizacion. La incorporacion de CuO ofrece
nuevas oportunidades para el disefio de biomateriales multifuncionales destinados al
tratamiento de defectos Oseos y prevencion de infecciones, contribuyendo a evitar fallos de

implantes y mejorar la calidad de vida de los pacientes.
Importancia del uso de iones metalicos

Con base en lo reportado en esta investigacion, el uso de iones metélicos ha ganado interés a
nivel mundial debido a su papel en los sistemas bioldgicos, donde facilitan funciones como
la actividad enzimatica, el transporte de oxigeno y la quimica redox. Ademas, se emplean

como productos farmacéuticos y agentes de diagndstico en medicina regenerativa e
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ingenieria de tejidos, atribuibles a la perspectiva de aprovechar sus propiedades con fines

terapéuticos.

Los iones metalicos participan en interacciones intercelulares e intracelulares, mantienen la
presion osmotica y las cargas eléctricas en el organismo, intervienen en reacciones de
transferencia de electrones, contribuyen al emparejamiento, apilamiento y estabilidad de
bases de nucleotidos, actian como cofactores enzimaticos y desencadenan reacciones
asociadas a vias de sefializacion celular, ademas de regular la transcripcion del ADN. Su
funcién es tan esencial para células nerviosas y musculares, el cerebro, el corazon, el
suministro de oxigeno y otros procesos fisioldgicos, que resulta imposible imaginar la vida

sin ellos [218-220].

En los seres humanos, los iones metéalicos son necesarios para numerosas funciones criticas.
La deficiencia de de ciertos elementos puede provocar enfermedades como anemia perniciosa
(hierro), retraso en el crecimiento (zinc), cardiopatias en recién nacidos (cobre), ademas de
trastornos metabolicos como cancer, alteraciones del sistema nervioso central, enfermedades

infecciosas, carcinogénesis e incluso la muerte.
Impacto del proceso de fabricacion

El proceso de fabricacion de los andamios, que induce la cristalizacion del biovidrio junto
con los dopantes, también desempeiia un papel crucial en la disponibilidad y actividad de los
compuestos utilizados. Esto puede explicar el mayor crecimiento bacteriano observado en
los andamios dopados con ZnO y SrO en comparacioén con los dopados con CuO, para los
cuales se requieren concentraciones significativamente menores para alcanzar efectos

antibacterianos 6ptimos [106, 208].

Riesgos y limitaciones de los andamios dopados

2 Sr** y Cu** en la matriz de los andamios de

La incorporacién de iones metalicos como Zn
biovidrio CEL2 ha demostrado beneficios importantes, como una mayor bioactividad,
resistencia mecanica y propiedades antibacterianas, especialmente en el caso del CuO, como

se evidencid en esta investigacion. No obstante, esta estrategia para desarrollar andamios
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multifuncionales conlleva riesgos y limitaciones que deben considerarse cuidadosamente

para garantizar su seguridad y eficiencia clinica.

La citotoxicidad asociada a la liberacion incontrolada de iones metélicos puede tener efectos
perjudiciales, superando los umbrales fisiologicos tolerables para las células humanas,
especialmente osteoblastos y células madre mesenquimales, y desencadenando respuestas
inmunes e inflamatorias [221]. Algunos dopantes metalicos pueden interferir con la
nucleacion y el crecimiento de la hidroxiapatita, como se observo en este estudio con los
andamios dopados con ZnO y SrO, donde su adicion retrasé el proceso de formacion. En
ciertos casos, los dopantes pueden inducir la formacion de fases cristalinas no deseadas
durante la sinterizacion, reduciendo la bioactividad o alterando la degradacién, como

antibioticos o factores de crecimiento, afectando su eficacia.

Saleem y col. [222] reportaron que dosis elevadas de SrO disminuyen la resorcion y la
densidad 6seas, lo que provoca osteomalacia, una enfermedad caracterizada por la
acumulacion de matriz no mineralizada en el esqueleto. Por otro lado, Monirul y col. [223].
informaron que los iones metélicos en cantidades traza y ultratrazas desempefian un papel
vital en el mantenimiento de procesos moleculares esenciales. Sin embargo, también pueden
causar citotoxicidad al interferir con procesos metabolicos, desactivar enzimas, debilitar
defensas antioxidantes, inducir estrés oxidativo, destruir proteinas y lipidos y afectar el
funcionamiento de o6rganos como rifiones, cerebro, higado y sistema hematoldgico.
Asimismo, pueden contribuir al desarrollo de enfermedades neuroldgicas, como Parkinson,
Alzheimer, esclerosis multiple y distrofias, e incluso provocar dafios en el ADN que pueden

conducir al cancer.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

La presente investigacion establece una correlacion integral entre la composicion, el
procesamiento, la microestructura y las propiedades funcionales del biovidrio CEL2 dopado,
constituyendo su principal contribucion al conocimiento cientifico sobre la modificacion de
biovidrios mediante Oxidos metalicos. Se evidencia que pequefias variaciones
composicionales generan cambios significativos en el comportamiento mecanico, bioactivo
y antibacteriano del material, aportando criterios para el disefio racional de biomateriales
multifuncionales. Los resultados obtenidos validan parcialmente la hipotesis planteada,
demostrando que la tecnologia de polvos permite la fabricacion de andamios porosos de
biovidrio CEL2 con microestructura interconectada y propiedades dentro del rango del hueso
trabecular, mientras que la incorporacion de CuO, ZnO y SrO modula su desempefio de forma

diferenciada, otorgando funcionalidades complementarias sin comprometer su bioactividad.
Los principales hallazgos cientificos son los siguientes:

e Se logro fabricar andamios porosos de biovidrio CEL2 sin dopar y dopados con 2 % mol
de ZnO, SrO y CuO mediante el método de fusion y temple, seguido de procesamiento
por tecnologia de polvos. Las condiciones establecidas (55% biovidrio, 42% resina
fenolica, 3% agente espumante y sinterizacion a 900 °C durante 60 min) permitieron
obtener estructuras con 66-74 % de porosidad, densidad de 2.69-2.75 g/cm® y resistencia
a la compresion de 0.82 +.27-2.00 + 0.02 MPa, dentro del rango del hueso trabecular.

e FEl andlisis de distribucion de tamafio de particula evidenci6é una morfologia multimodal
con funciones complementarias en densificacion y formacion de poros interconectados.
La adicion de dopantes de 6xidos metalicos modifico las temperaturas de transicion vitrea
(Ty), cristalizacion (T¢) y fusion (T,), actuando como modificadores de red, rompiendo
los enlaces principales Si—O—Si, lo que reduce la viscosidad y facilita la sinterizacion a
menor temperatura, preservando la porosidad. Sin embargo, esta reduccion puede
comprometer la estabilidad térmica, favoreciendo la cristalizacién indeseada y afectando
la resistencia mecanica.

e Losandlisis por FTIR y DRX confirmaron que, a la concentracion empleada, los dopantes
no generan nuevas fases detectables, incorporandose en la red vitrea sin alterar su

estructura primaria. Tras la sinterizacion, se identificaron fases cristalinas como combeita
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(Na2Ca2S130y), akermanita (CaxMg(Si207)) y silicorhenanita (NaxCas(P0O4)2S104), que
proporcionan estabilidad mecanica sin reducir la bioactividad, validando el equilibrio
entre estructura densa y respuesta biologica favorable.

En cuanto a propiedades mecanicas, los andamios dopados con CuO mostraron un
incremento del 62 % en la resistencia a la compresion respecto al CEL2 sin dopar,
mientras que los dopados con ZnO y SrO presentaron una disminucion del 42 %, efecto
atribuido a la evolucion de fases y conectividad porosa. Aun con estas variaciones, todos
los materiales mantuvieron valores dentro del rango fisioldgico del hueso trabecular, lo
que demuestra la eficacia del proceso de dopaje controlado.

Loa ensayos de bioactividad in vitro confirmaron que todos los andamios desarrollan una
capa de hidroxiapatita sobre su superficie tras la inmersion en fluido corporal simulado,
indicando una buena respuesta osteoconductora. La cinética de degradacion y variacion
de pH dependié del tipo de dopante: ZnO y SrO ralentizaron la disolucion,
proporcionando una degradacion mas estable y controlada, mientras que CuO promovid
una degradacion mas répida por la disminucion en su temperatura de cristalizacion, lo
que resulta adecuada para aplicaciones de regeneracion Osea a corto plazo.

Los andlisis por MEB, FTIR y DRX corroboraron la formaciéon progresiva de la capa
bioactiva y el desarrollo de nuevos grupos funcionales con el tiempo de inmersion,
demostrando la interaccion activa entre la superficie del material y el medio fisioldgico.
Las pruebas antibacterianas mostraron que Unicamente los andamios dopados con CuO
presentaron un efecto inhibitorio significativo frente a S. aureus USA-300, S. aureus
ATCC-25923 y E. coli ATCC-25922, atribuible al mecanismo multifuncional de los iones
Cu?* que provoca dafio de membrana, estrés oxidativo e inactivacion enzimatica. En
contraste, los andamios dopados con ZnO y SrO no evidenciaron efecto bactericida,
debido a la baja concentracion de iones liberados y al caracter micronutricional de dichos
elementos.

En los ensayos de biopelicula, los andamios dopados con CuO y ZnO inhibieron la
adhesion bacteriana frente a E. coli, mientras que los dopados con SrO permitieron un
desarrollo parcial. Este comportamiento refleja la relacion entre la composicidon quimica

del material, la liberacion ionica y la respuesta superficial frente a microorganismos.
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Los resultados confirman que el dopaje con CuO confiere propiedades multifuncionales,
combinando mayor resistencia mecanica, buena bioactividad y efecto antibacteriano,
mientras que ZnO y SrO contribuyen a la estabilidad estructural y degradacion
controlada. Estas diferencias funcionales permiten ajustar el material segun los

requerimientos clinicos especificos.
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TRABAJO A FUTURO

Realizar estudios mediante espectroscopia de emision Optica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) con el objetivo de analizar la liberacion de iones Zn**, Sr**, Cu?",
asi como de otros elementos presentes en los andamos vitrocerdmicos durante la inmersion

en fluido corporal simulado (SBF) por diferentes tiempos.

Fabricar andamios con diferentes concentraciones de ZnO, SrO y CuO, ya que su adicién
podria mejorar las propiedades mecanicas, especialmente en aplicaciones donde el soporte
estructural es esencial. Ademads, la variacion en las propiedades bioactivas promueve la
regeneracion celular, mineralizacion dsea, la angiogénesis y la prevencion de infecciones. Se
evaluaria la actividad antibacteriana de los andamios frente a diferentes cepas patdogenas
como Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) y Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), tomando como material control un antibiotico con el fin de

confirmar su efectividad y su posible aplicacion en la ingenieria de tejidos.

Otra alternativa es la fabricacion de andamios dopados con tierras raras como cerio (Ce*") y
terbio (Tb’") mediante tecnologia de polvos. Estos elementos tienen el potencial para
desarrollar biomateriales con aplicaciones en el diagndstico de cancer, guia intraoperatoria y

evaluacion postoperatoria.
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