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RESUMEN

Los biomateriales implantados como el titanio (Ti) c.p desempefian un papel clave en el
éxito actual de los procedimientos ortopédicos. La modificacidn superficial a micro y nano
escala revela tener un efecto beneficioso en su biocompatibilidad ya que permite el
crecimiento del hueso hacia el interior del implante manteniendo los requisitos mecanicos
de los tejidos &seos corticales. No obstante, las metodologias requeridas para la
texturizacién aun no se encuentran comercialmente disponibles, dado sus altos costos y/o
su falta de validacion clinica. En general, los implantes de Ti son biocompatibles vy
permiten el crecimiento éseo de manera ordenada, pero, en los cinco afios posteriores a
la implantacion, 5-10% fracasan a raiz de una osteointegracion deficiente. En particular,
los fallos biomecdnicos pueden favorecer infecciones bacterianas. Por todo lo anterior,
existe una creciente necesidad de mejorar la biocompatibilidad para evitar segundas
cirugias y asegurar tiempos de recuperacién mas cortos. En este trabajo se sintetizaron
nanoparticulas de plata (NpsAg) para su posterior inmovilizacién sobre substratos de
titanio poroso (i.e. 100-500 pm), los cuales podrian tener un uso potencial como
materiales implantables. Se ha observado que las NpsAg tienen propiedades
antibacterianas y podria evitar la colonizacidon durante los siguientes 30 dias al implante,
tiempo ideal para prevenir la infeccidn en las etapas tempranas e intermedias. Las NpsAg
se sintetizaron por reduccién quimica humeda con NaBH,; a partir de AgNOs; y se
caracterizaron por espectroscopia de absorcién UV-vis, dispersion de luz dindmica (DLS) y
dispersién de luz electroforética (ELS). Se obtuvo una suspensién coloidal de NpsAg (i.e.
30-119,5 nm), por metodologias “in situ” y “sumergido” respectivamente, medianamente
polidispersas (PDI 0,332-0,407). La inmovilizacion en los substratos de Ti poroso se realizd
por silanizacidon con APTES (i.e. CoH»3NO3Si), previa hidroxilaciéon con hidréxido de sodio o
solucién pirafia (i.e. NaOH y H,0, / H,SO,4). El Ti asi funcionalizado se caracterizdé por
microscopia electrénica de barrido (SEM) acoplado a espectroscopia de dispersion de
energia (EDX). Se evidenciaron cambios anisotrépicos en la topografia de los substratos de
titanio tratados con NaOH y superficies suaves con grandes regiones concavas y convexas
en los substratos tratados con solucién pirafia, caracteristicas que han sido asociadas al
favorecimiento de la osteointegracién. Los substratos funcionalizados con NpsAg
mostraron actividad anti-bacteriana en cultivos de Staphylococcus aureus, donde se
observaron halos de inhibicién evidentes. En conclusién, se obtuvo un sistema
nanoparticulado que pudo ser inmovilizado en substratos de titanio poroso, el cual mostré
una actividad antibacteriana que sugiere un gran potencial como posible material
biocompatible en injertos con fines ortopédicos.

Palabras claves: Nanoparticulas de plata, titanio poroso, material implantable.



1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

El hueso es el tejido del sistema musculo-esquelético con una mayor frecuencia de
reemplazos. Esto se asocia mayormente a compromisos patolégicos derivados del
envejecimiento y de los traumas (v.gr. accidentes de transito, deportes de impacto, etc.),
o0 ambos. Las practicas clinicas mas frecuentes para reparacién ésea son la implantologia
dental, las artroplastias parciales y totales (v.gr. hombro, codo, cadera, rodilla, columna) y
la fijacion de fracturas u osteosintesis. En particular para pacientes jévenes donde el
material estard sometido a niveles de esfuerzo significativos durante mas tiempo (1).

Los biomateriales implantados desempefian un papel clave en el éxito actual de los
procedimientos ortopédicos. La modificacion superficial a micro y nano escala revela tener
un efecto beneficioso al modificar la morfologia superficialmente favoreciendo Ia
adhesién de osteoblastos y otros procesos de osteointegracidon, en especial entre la
interfase implante-tejido. La modificacion quimica superficial también es utilizada
particularmente en la conversién quimica de titanio bioinerte a bioactivo, mejorando
procesos de funcionalizacion superficial ya sea con células, factores de crecimiento, entre
otras moléculas inertes como las nanoparticulas.

No obstante, dichos desarrollos tecnolégicos aun no se encuentran comercialmente
disponibles dado sus altos costos o la falta de validacidn clinica para dichas superficies. Por
ello, se requieren estudios médicos que respalde el uso de superficies de implantes
mejoradas (2). Entre el 5y 10% de los implantes de Ti fallan a raiz de una osteointegracion
deficiente, siendo mas frecuente entre los 5 afios posteriores a la implantacion (1). Es
claro que la mayoria de estas fallas indican la necesidad de desarrollar biomateriales con
propiedades superficiales que favorezcan su osteointegracion, adaptacidon al hueso e
interaccidén con el tejido circundante.

El Ti comercialmente puro (c.p.) se ha considerado un caso especial dentro de los
materiales biocompatibles, ya que, una vez se introduce en tejido duro, como el hueso,
permite su crecimiento de manera ordenada aun en contacto directo. Este efecto se
deriva de interacciones entre el microambiente celular y la superficie del material (3). A
partir de estas observaciones, se han venido implementando multiples estrategias para la
mejora de las propiedades superficiales de los implantes. Sin embargo, a pesar de los
enormes esfuerzos en esa direccién; sigue siendo un reto alcanzar el equilibrio
biomecanico y biofuncional, sin comprometer el éxito clinico. Los fallos biomecanicos
aparecen por la diferencia entre el médulo de Young del implante y del tejido éseo, lo cual
conduce a un desajuste mecanico de apantallamiento de tensiones o “stress-shielding” (4)
Yy a una consecuente carga prematura o excesiva, reabsorcion dsea, disminucién de la
densidad del hueso adyacente, e incremento de la probabilidad de fractura. El dafio
estructural del implante por una mala selecciéon del material o disefio, también son



frecuentemente asociados a fallos por fatiga. Como factores propios a controlar pueden
ser la degradacion de la resistencia mecanica y la fatiga (14) (15), la presencia de poros y
el efecto de la concentracion de esfuerzos a su alrededor, asi como cambios
microestructurales durante los procesos de fabricacion de material a altas temperatura.

Entre las metodologias que pueden dar solucidn al apantallamiento de tensiones estan
aquellas dirigidas al desarrollo de materiales con un mdédulo de Young cercano al hueso, a
saber: i) matriz ceramica (6); ii) acero inoxidable 316L poroso (7); iii) aleacién cromo-
cobalto, iv) aleacién titanio-beta metaestable (8), v) magnesio y aleaciones (9), vi)
materiales porosos y espumas (10). Adicionalmente, se ha tratado de mejorar las
propiedades porosas a través de metodologias como i) técnicas de sinterizacion, ii)
inyeccién directa gas-metal o agentes espumantes (11); iii) moldeo por enfriamiento
direccional (12) y iv) técnicas de obtencidon de metales porosos en funcién gradiente (13).

Por su parte, los fallos biofuncionales se relacionan principalmente a problemas que
ocurren en la intercara implante-hueso, a saber: micro-movimientos excesivos que
inhiben la formaciéon del hueso nuevo, osteointegracion deficiente y/o la sobre
manipulacién durante el acto quirdrgico. Como resultado se da la formacién de una capa
fina de tejido fibroso y posterior encapsulacién. Las infecciones tempranas post-
quirargicas pueden llevar a la formacién y acumulacién de una placa bacteriana que
impide una buena cicatrizacién, haciéndola muy lenta (i.e. >1 afio). De lo anterior se
explica la creciente necesidad de evitar segundas cirugias, asi como asegurar tiempos de
recuperacién y de carga mds cortos (v.gr. implantes de carga inmediata).

Existen ventajas y beneficios de implantes fabricados con materiales biodegradables,
siendo la esperanza de muchos investigadores en el campo de la biomedicina (16). Los
primeros estudios en materiales biodegradables comenzaron a finales del siglo XIX. Por
ejemplo, el estudio del material a base de magnesio, el cual esta rompiendo el paradigma
de la ciencia del biomaterial (16). Entre otros, se encuentran los materiales utilizados para
la fabricacién de andamios, “scaffolds”, reabsorbibles, muy utiles para la ingenieria de
tejidos. Por ejemplo los biocerdmicos porosos biodegradables a base de fosfato y los
poliésteres alifaticos (v.gr. acido poli-lactico, PLA; acido poliglicdlico o PGA). Sin embargo,
su escasa resistencia mecdnica comparada con el hueso humano proporciona una
oportunidad a los metales biocompatibles para ser un nuevo referente en la fabricacion
de scaffolds, tejidos éseos y cartilaginosos (16).

Por otro lado se encuentra el desarrollo de materiales porosos, que permiten la
colonizacidon de osteoblastos al interior de su estructura, dando lugar al crecimiento de
nuevo hueso. Los poros interconectados permiten el transporte de liquidos y nutrientes a
los tejidos dafiados o heridos, mejorando su crecimiento en el interior del implante y
favoreciendo su osteointegracion e interaccion al medio circundante. Al final se obtienen
implantes ortopédicos que ofrecen un soporte de carga adecuado para la sustitucién dsea
(17)(18).



Materiales como el magnesio (Mg), hierro (Fe) y el cinc (Zn), son una buena opcién para
reemplazo éseo. Con un moédulo eldstico del Mg (41-45 GPa) semejante al del tejido éseo
cortical, si se lo compara con la rigidez del Zn y Fe (211,4 GPa y 90 GPa, respectivamente)
(2)(14). Sin embargo, a pesar de dichas bondades y uso en materiales con aleaciones a
base de Mg, se destacan efectos negativos como una pobre resistencia a la fatiga, asi
como una alta tasa de degradacion y consecuente pérdida de propiedades mecdnicas.

Finalmente, y como alternativas para una mejor interaccion intercara implante/hueso, se
requiere superar fallos tardios asociados a las propiedades superficiales de los
biomateriales. Se han implementado multiples estrategias dirigidas a favorecer Ia
osteointegracién y la cicatrizacion del tejido 6seo, disminuyendo la posibilidad de
colonizacidn por bacterias.

Las variables mas estudiadas son la microestructura, propiedades mecdnicas y la
composicion quimica del material. En particular la inmovilizacion de proteinas (v.gr
fibronectina o vitronectina) o de moléculas que favorezcan la respuesta celular, siguen
siendo los principales elementos para facilitar la adhesion, y la diferenciaciéon de células
formadoras de hueso (19). A continuacidn, se citan algunos estudios, donde se exponen
diferentes rutas para la obtencion de material con potencial uso de sustitucién dsea:

e Manipulacion de la rugosidad y textura de la superficie del implante (20) a través de
medios de diferente naturaleza que normalmente estdn encaminados a alcanzar los
parametros de rugosidad adecuados. Entre las metodologias mas utilizadas estén: la
proyeccion de particulas de titanio por plasma, el granallado o arenado (21),
generacién de recubrimientos y/o superficies porosas y tratamientos quimicos y
electroquimicos (22). En el caso de estas ultimas, Pavon et al. (23) expone cémo al
utilizar inhibidores organicos durante el ataque con 4acido fluorhidrico (HF), ademas de
lograr parametros deseados de rugosidad, permite obtener morfologias superficiales
qgue favorecen la adhesidén de los osteoblastos. En ese trabajo también se obtienen
capas porosas de Ti c.p. por “spark anodizing”, mostrando el gran potencial para
mejorar la adhesién celular, especialmente por pequefias adiciones de fluoruro de
sodio (NaF) a mezclas con electrolitos de acido sulfurico (H,SO4) y acido fosforico
(H3PO,).

e Modificacién quimica y estructural de la superficie en el contacto implante-hueso. Las
técnicas mas utilizadas son: recubrimiento bioactivo de hidroxiapatita (HA) sintética o
vidrios bioactivos (24), conversién quimica del titanio bioinerte a bioactivo,
biofuncionalizacién con proteinas especificas y factores de crecimiento dseo. Los
factores de crecimiento de mayor uso que favorecen la adhesién son las proteinas
morfogenéticas éseas (BMPs), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el
factor transformante (TGF), los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) (25). Finalmente, se ha usado sintesis por irradiacion dirigida (DIS), la
cual permite manipular superficies de materiales usando fuentes de modificacion



basadas en iones y bajo condiciones no térmicas. Y la radiacidn de particulas cargadas
que provocan estructuras o patrones de topografia Unica a escala nanométrica por
“sputtering” (26); esto permite crear intercaras avanzadas, de mayor similitud en
estructuras reales y multifuncionales, asi como disefios de superficies
nanoestructuradas Utiles en ingenieria y biologia celular (27).

Por lo anterior, el desarrollo de superficies nanoestructuradas puede mitigar riesgos de
colonizacidon microbiana como lo indican los estudios de Geissler et al. (28) y Groessner-
Schreiber et al. (29). Asi como promover la adhesién de fibroblastos y queratinocitos para
mejorar la cicatrizacion y la formacién del epitelio, sobre el implante. A ésta estrecha
interrelacion se le conoce como “sellado biolégico”, la cual es conocida en implantes
dentales, impidiendo la entrada de bacterias y detritos alimenticios al medio interno
desde la cavidad oral.

Finalmente, las superficies antibacterianas se pueden clasificar en dos grandes grupos:
“antibiofouling” y bactericidas. Las superficies “antibiofouling” son aquellas que repelen
las células bacterianas induciendo condiciones desfavorables ya sea de manera fisica o
quimica. Las superficies bactericidas son las que eliminan las células bacterianas por
agentes quimicos que interrumpen su contacto causando la muerte celular y evitan su
proliferacion (30). Las NpsAg exhiben propiedades antibacterianas y fungicidas. Tienen la
capacidad de acumularse en la pared celular de las bacterias y liberar iones de Ag que
penetran en las células gracias a su tamafio nanométrico. Diversas técnicas han sido
aplicadas con la plata como protagonista: peliculas finas de nano compuestos de Ag-SiO,
de tipo sol gel, materiales de compuestos Ag/TiO, y NpsAg embebidas en matrices
porosas (31)(32).



1.2 Justificacion

Estudios actuales sobre NpsAg se han centrado en la implementacién de novedosas
plataformas de sintesis a nanoescala, asi como innovadoras técnicas de obtencién e
incorporacion de los nanomateriales en matrices de interés favoreciendo Ila
biocompatibilidad (33). Por lo tanto, en el drea de materiales para sustitucion de hueso,
estos juegan un papel importante en la ingenieria de biomateriales, un area de muy alta
demanda (i.e. protesis). Concretamente, cada vez toma mads fuerza el desarrollo de
investigaciones de biomateriales funcionalizados con NpsAg, con capacidad bactericida.
Aunque las NPsAg muestran actividad antimicrobiana considerable, también existen
reportes adversos, dada su capacidad de liberar iones plata en fase acuosa. La plata es un
acido débil y su tendencia es a reaccionar con bases débiles en células que contienen
azufre y fosforo (v.gr. acido desoxirribonucleico). Esto ultimo puede ocasionar, a su vez,
destruccién y muerte celular (34). Por ello se requiere un balance adecuado entre el tipo
de sintesis, reactivos empleados y control de su biodisponibilidad para mitigar los posibles
efectos negativos.

En los ultimos afios, se ha avanzado en la obtencion de nanoparticulas metalicas y dxidos
metalicos de base plata (35), cobre (36), oro (37), 6xido de cobre (38) y 6xido de zinc (39),
con aplicaciones clinicas, odontoldgicas, farmacéuticas y bioldgicas. Su actividad
antibacteriana se centra generalmente en contrarrestar un grupo representativo de
microorganismos patdgenos. De modo que, el desarrollo y/o mejoramiento de las
metodologias existentes que permitan garantizar la inmovilizacién de las NPsAg en
superficies de interés, posibilitarian el desarrollo de procesos mucho mas seguros,
controlados y benéficos para la humanidad desde el punto de vista clinico.

Actualmente los criterios requeridos en la obtencién de materiales éptimos de sustituciéon
dsea aun no han sido estandarizados. Por ello, continda siendo tema de investigacion el
desarrollo de metodologias que confieran la capacidad antibacteriana asi como su
biocompatibilidad, y a la vez que cumplan con los criterios de calidad, practicidad y
economia. Ademas que permitan alcanzar la rigidez deseada sin comprometer la
resistencia mecdnica y la fatiga de los implantes. Para ello, es de vital importancia realizar
estudios mas exhaustivos sobre la correlacion existente entre porosidad, microestructura
de la matriz metalica (40) y el comportamiento mecanico del implante poroso (41).

Una vez se cuenta con un biomaterial con las caracteristicas mecanicas y funcionales mas
cercanas al hueso. Se debera analizar los posibles fallos en la intercara implante/tejido,
ocasionados por infecciones potenciales (3). El tratamiento superficial de titanio poroso
con NpsAg, es ideal dadas las caracteristicas expuestas anteriormente (42), especialmente
durante los primeros dias del procedimiento de reemplazo éseo, evitando la adhesion
bacteriana durante los siguientes 30 dias, el cual, puede reducir el crecimiento de biofilms
bacterianos desde el inicio del contacto implante-tejido. En la Figura 1 se observa como,



en los primeros dias del establecimiento del implante, la presencia de infeccién es el
primer factor que sobresale en poco tiempo del reemplazo de hueso, como lo indican
estudios reportados por el equipo de Shibata et al. (33). Induciendo entonces a que la
probabilidad de fallo sea inminente por encima de otros factores como el aflojamiento,
fractura y desgaste del material.

M. Croes et at. hace énfasis en cdmo las infecciones asociadas a implantes (IAl), son a
menudo recurrentes, costosas de tratar y estan asociadas con altas tasas de mortalidad
(43). Recientes estudios evaluan la actividad antibacteriana, inmunogénica, osteogénica y
antibacteriana utilizando recubrimientos a base de plata. En particular, el recubrimiento
denominado “electrophoretic deposition” (EPD), es una buena opcion para la
biofuncionalizacidon de implantes de titanio porosos con compuestos antibacterianos (44).
Cabe resaltar que su efectividad aun es objeto de estudio ya que se han encontrado,
recubrimientos a base de Ag que parecen ser menos efectivos que los recubrimientos con
antibidticos. Por ejemplo, se han visto efectos adversos en la respuesta inmune que
podrian contrarrestar los efectos antibacterianos.

Probabilidad Infeccion Aflojamiento
de fallo - Fractura

.. Desgaste

0 5 10 15

Periodo del Implante (afios)

Figura 1. Probabilidad de fallo en funcién de la vida util del implante. Tomado y
modificado de (33).

La biocompatibilidad es otra variable importante al considerar el desarrollo de implantes
de titanio inmovilizando con NpsAg. No solo debe responder adecuadamente a la
resistencia mecanica y fatiga, sino que debe ser bioseguro y biofuncional. Segun el sistema
de nomenclatura sistematico de la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), la biocompatibilidad es la “capacidad para estar en contacto con un sistema vivo
sin producir un efecto adverso” (45), es decir, la habilidad del material para estar en
contacto con el huésped, sin producirle un efecto desfavorable. En el caso de la
sustitucion ésea, la biocompatibilidad de un material dado, se referird entonces a su
capacidad para generar una buena interaccion en la intercara entre el hueso y el implante,
minimizando la liberacién de productos corrosivos o de degradacién.



Finalmente, se prevé que el mercado de biomateriales para la produccion de dispositivos
sustitutos de hueso crezca a 13,19% en el periodo 2016-2021, lo que se ha asociado a
factores como la osteoartritis, la degeneracién 6ésea, la obesidad, la diabetes, la
preservacion osea y el tiempo de cicatrizacion, principalmente entre la poblacién
geridtrica. En los Ultimos afios se ha visto un incremento en el mercado de biomateriales
ortopédicos asociable al reciente desarrollo de las cirugias minimamente invasivas (5). Si
bien el mercado ha sido fuerte en las regiones de América del Norte y Europa, se espera
que el crecimiento mejore, impulsado por las naciones emergentes de Asia del Pacifico
entre otras (6).

Colombia es un pais dependiente de la importacién de dispositivos médicos. En los
ultimos afios ha influido una caida de las importaciones especialmente de Estados Unidos,
pais del que proviene el 35 % de la mercancia importada que abastece al sector salud de la
nacion (7). A razén, que las buenas practicas tengan una marcada tendencia actual en el
desarrollo de dispositivos médicos, al que se ha sumado la industria, imprimiendo al
sector salud efectividad, rapidez y desarrollo de tecnologia segura (7).

En 2013, los dispositivos médicos como los implantes ocuparon el tercer lugar
prevaleciendo sobre los dispositivos tipo consumible, seguido por equipos biomédicos
(46)(47). En Colombia el 89% (2036 unidades) de los dispositivos son importaciones,
mientras el 11% (250 unidades) son producto de fabricantes nacionales poniendo de
relieve la importancia de este tipo de investigaciones para la ampliaciéon del catdlogo
terapéutico ofertado por nuestro Sistema Nacional de Salud. Los injertos y sustitutos
dseos son uno de los mercados mas prometedores de la industria ortopédica, con ingresos
que superan el mercado global para el afio 2013 de $1.391 de USS y para el afio 2017
segln un informe publicado por “Bone Grafts & Substitutes - Global Analisis and Market
Forecasts”, una cifra que llego a $2.6 Billones de USS para el 2016, con el prondstico de
alcanzar para 2023 la cifra cercana a $3.3 Billones de USS (162). Por esta razoén, el
desarrollo de investigaciones direccionadas a la busqueda de mitigar esta necesidad es
cada vez mas pertinente a nivel mundial.

Este trabajo expone la sintesis de nanoparticulas de plata e inmovilizacion en substratos
de titanio poroso con potencial osteointegrativo por silanizacién, encaminadas al
desarrollo de sustitutos 6seos. Este tipo de biofuncionalizacion de Ti poroso con moléculas
organicas se basa en la formacion de un tipo de enlace covalente al depositar NpsAg en
superficies micro-rugosas del sustrato de Ti como lo reportan varios equipos de trabajo
(46) (48), (49).

El objetivo central de este trabajo fue obtener una ruta de elaboracidon de nanoparticulas
de plata y deposicidon sobre substratos de titanio poroso con fines de mejorar su
biocompatibilidad, particularmente en su propiedad antibacteriana. Se pretende una
variacion de las metodologias de obtencidén de nanoparticulas en el proceso de suspension
asi como de las técnicas de internalizacion de las NpsAg en el substrato de Ti. Cabe



mencionar que los substratos de titanio c.p. se obtuvieron en el contexto de un
macroproyecto que se lleva a cabo en la Universidad de Sevilla, Espana.

2. MARCO TEORICO

2.1 Biomateriales

La aparicion de sustitutos dseos sintéticos en las ultimas décadas ha traido alternativas, en
especial cuando encontramos que las cantidades de injertos de hueso natural disponible
estan lejos de satisfacer la demanda clinica actual (50). El concepto de biomaterial hace
parte de la ciencia de los materiales que analiza la relacién entre la estructura,
propiedades y su entorno bioldgico. Su definicidn sefiala el sector de los materiales que se
disefian para intervenir un sistema bioldgico, donde establece contacto intimo de manera
permanente o intermitente en pro de restaurar, o reemplazar las funciones de tejidos,
organos y/o articulaciones dseas (46).

2.1.1 Eltejido 6seo

El hueso es un tejido conectivo del sistema musculo-esquelético que presenta la mayor
frecuencia de reemplazos, resultado de patologias asociadas no solo a envejecimiento,
sino también a diversos traumas, como accidentes recurrentes en poblacién cada vez mas
joven. Lo cual lleva a que injertos y sustitutos dseos sea uno de los mercados mas
prometedores de la industria ortopédica.

2.1.1.1 Composicion del tejido éseo

La creacion de hueso, se desarrolla inicialmente gracias a la matriz osteoinductiva que
dara inicio a la integracion celular y el desarrollo del tejido. Seguido del fenotipo celular, la
interaccion con la matriz que renueva y repara el tejido dseo. Y finaliza con el producto
Oseo, ligado a el comportamiento fisiolégico, forma y funcién final (51). El hueso es un
tejido en constante formacion y destruccién a lo largo de la vida. Su funcién esta dada
segln su ubicaciéon anatomica (52), morfologia de tipo osificacion endocondral o
intramembranosa (53), procesos de curacidn ya sea por regeneracion y reparacion (54). O
segun el tipo de union a tejidos anatémicos secundarios o terciarios (55).

El hueso presenta multiples componentes: una fase organica, inorganica y una fase
compuesta de agua. La organica con el 35-40% de la composicion del hueso, el 98% hace
parte de la denominada matriz, que contiene a su vez 95% colageno. Dicha fase contiene
un alto componente celular, cuenta con células como osteoblastos, que daran lugar a
dicha matriz, asi como a los osteocitos y osteoclastos. Finalmente, se encuentra la fase
inorganica con el 60% de la composicion, donde el porcentaje de hidroxiapatita alcanza el
95%, matriz mineralizada ubicada entre los extremos de las fibras colagenas (56).



La Tabla 1, muestra en detalle la organizacidn estructural del tejido déseo, la fase
inorganica, en presencia de hidroxiapatita calcica y fosfato dicdlcico dihidratado. La fase
organica u osteoide, con macromoléculas como proteinas y el componente celular que
hacen parte del proceso de recambio éseo.

Tabla 1. Composicién ésea. Modificado del Atlas de la anatomia humana (56).

COMPOSICION OSEA
Fase Inorganica Fase inorganica. Corresponde al 60% del peso corporal.
(minerales p. ej Ca ™) eHidroxiapatita calcica. Mineral principal del hueso.
Aporta resistencia a la compresion.
eFosfato dicalcico dihidratado. La brushita, mineral
secundario/ menor del hueso.
Fase Organica Fase organica. También denominada, osteoide, antes
(matriz: proteinas, de su mineralizacion; alrededor del 35% del peso
macromoléculas, células) corporal.
eColageno tipo uno. Aporta resistencia a la tensién.
Colageno Corresponde al 90% de la fase organica. En zonas de
orificio y alrededor de los poros de las fibras de
Proteoglucanos colageno ocurre la mineralizacién.
eMacromoléculas constituidas por  esqueleto
Proteinas no colagenas hialurénico con glucosaminoglucanos, GAG. Formados
por proteinas con ramificaciones de condroitina y
Células queratina. Aporta resistencia a la compresion.
eOsteocalcina. Indicador de aumento del recambio
dseo.
e Osteoblastos, osteocitos, y osteoclastos
Agua eCorresponde al 60% del peso corporal. Varia segun la
edad y localizacién.

El hueso se puede dividir en hueso compacto y esponjoso. El hueso compacto se
encuentra en el eje (o diafisis) de un hueso largo, organizado en subunidades Ilamadas
osteonas. Con un vaso sanguineo y un nervio justo en el centro del ostedn dentro de una
abertura denominada canal de Havers, rodeados a su vez por circulos radiantes de hueso
compacto conocidos como lamillas. El hueso esponjoso, se encuentra en el extremo
(epifisis) compuesto por trabéculas, que dan soporte y fuerza al tejido dseo. En la Figura 2,
se observa la estructura dsea. Donde el hueso compacto se presenta como una matriz
densa en la superficie externa y para el caso del hueso esponjoso, dentro del hueso
compacto, organizado con trabéculas formando pequefios espacios irregulares (57).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura dsea (57).

2.1.1.2 Regeneracion del tejido dseo

El desarrollo del hueso, y cdmo responde a su entorno se conoce gracias al estudio de la
osteologia. Casi todos los tipos de huesos del cuerpo humano contienen tejido déseo
esponjoso y compacto. Ambos, formados por osteocitos y osteoblastos. Estos
componentes organicos estan construidos por fibras de colageno, que confieren la
resistencia a la traccién y elasticidad al tejido 6seo. En la Figura 3 se describe la
organizacién del tejido 6seo, los canales de Havers y osteonas con didmetros de 100 pum,
organizado por patrones de fibras con 50 um vy fibras de 5 um. Las cuales estdn
mineralizadas de coldgeno de 500 nm ya sea a escala atdmica como el coldgeno e
hidroxiapatita.

Hueso Canales de Havers Patrones Fibras Fibrillascolageno Colagenoy
tejido y Osteonas fibras mineralizadas  hidroxiapatita

‘Macro ~100um ~50pum ~Sum ~500nm Escala
escala Diametro osteonas Patrones fibras Diametrosfibras  Diametros fibrillas atomica

Figura 3. llustracidn de la organizacién y formacién del tejido dseo con sus componentes
organicos. Tomado y modificado de (1).



El proceso de construccidn y pérdida de tejido éseo viejo, conocido como remodelacién
del hueso se lleva a cabo por tensiones nuevas a lo largo de la vida. En este proceso
participan:

Osteoclastos: células procedentes de los monocitos de la medula dsea. Se localizan en
la superficie de absorcién del hueso y avanzan al interior del tejido. Su funcion es la
degradacidon de hueso viejo, mediante sustancias quimicas liberadas por cristales
minerales y calcio almacenado hacia el torrente sanguineo. Ademas, estan
encargadas de preparar el camino para que los osteoblastos formen hueso nuevo.
Para ello disuelven la fase mineral de la matriz y reabsorben los componentes
organicos.

Osteoblastos: responsables de formar los componentes organicos de la matriz dsea.
Adicionalmente, estan encargados de depositar cristales que contienen calcio a lo
largo de la red de fibras de coldgeno en la matriz extracelular. Se encuentran
localizados en la superficie de los huesos en crecimiento y aquellos dafiados. Por
ultimo, una vez culmina su funcién son degradados por apoptosis o diferenciados a
células de borde. Y son parte fundamental del proceso de degradacién y formacion de
hueso constante, realizado en conjunto con las células osteoclastos.

Osteocitos: son células 6seas, estan en mayor proporcién en el hueso maduro. Asi
mismo, proceden de los osteoblastos cuya capacidad de sintesis se ha perdido,
guedando atrapada en la matriz del tejido dseo. Finalmente, los osteocitos conservan
el estado de la matriz, al controlar al intercambio de calcio con el torrente sanguineo.

Osteogénicas: son células con capacidad de diferenciarse a osteoblastos. Su actividad
es alta, particularmente, en la fase de crecimiento 6seo y durante la reparaciéon de
lesiones dseas. Se ubican en la capa mas profunda del periostio, endostio y conductos
de Havers.

En la Figura 4 se observa el trabajo constante de osteoblastos y osteoclastos responsables
de la regulacién ésea (56). Y de manera general, se describen los cuatro mecanismos de
regulacién ésea que abarca todo el proceso de formacién del hueso:

Estimulo del depdsito: es un mecanismo donde los osteoblastos inician la formacién
del hueso por intermedio de los osteocitos. Presentes cuando la exposicién a la
actividad de carga es mayor. A su vez, regula la fase de crecimiento del hueso,
fluoruro y electricidad. Por ultimo, permite el crecimiento constante de los niveles de
masa dsea.

Inhibicion del depdsito: se caracteriza por conservar la menor cantidad de
osteoblastos de baja actividad. La falta en la actividad de carga es el resultado de una
escasa actividad osteoblastos y marcada actividad de osteoclastos. La inhibicién
refleja pocos niveles de masa &sea, ya sea por una mal nutricion cronica,



enfermedades asociadas al alcoholismo, condiciones fisicas como envejecimiento y
hipercortisolismo etc.

Inhibicion de la reabsorcion: en este caso, los osteoclastos encargados de la pérdida
de hueso (reabsorcion Odsea) tienen una menor actuacion. Durante el tercer
mecanismo de regulacidn 6ésea, los estrégenos actian sobre los osteoclastos ya
activados incrementando su apoptosis. Y en el caso de la hormona calcitonina, influye
sobre la reabsorcion dsea, directamente en la actividad osteoclastica, ya sea de forma
transitoria, por un fendmeno rapido de regulacién, “downregulation”, de sus
receptores expresados sobre los osteoclastos.

Estimulo de la reabsorcion: la reabsorcidon siempre precede a la formacion de las
cantidades de hueso reabsorbidas, las cuales son similares a las neoformadas. Al
presentar mayor actividad de osteoclastos comenzaran a disolver la matriz mineral y a
descomponer la matriz osteoide. Este proceso es concluido por los macréfagos al
favorecer la liberacién de los factores de crecimiento contenidos en la matriz, TGF-B
(factor transformante del crecimiento ), PDGF (factor de crecimiento derivado de las
plaquetas), IGF-1y Il (factor andlogo a la insulina l y II).
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Figura 4. Mecanismos de regulacion de masa 6sea. Tomado y modificado de (56)

2.1.2 Biomateriales para sustitucion dsea

Los materiales para sustitucion dsea son un reto fundado por la alta demanda de prétesis,
asi como la creciente necesidad de acceder a materiales de calidad que siguen sin ser
suficientes para el desarrollo de implantes que garanticen su fiabilidad (58). El concepto
de biomaterial hace parte de la ciencia de los materiales encargados de analizar la relaciéon
de su estructura y propiedades intrinsecas del biomaterial. Se denominan asi, debido a
gue se disefian para intervenir en un sistema biolégico, estableciendo un contacto intimo
con el sistema vivo circundante sin generar efectos daiiinos, favoreciendo ademads su
inclusién en el cuerpo con la finalidad de restaurar, o reemplazar funciones de tejidos,
organos y/o articulaciones. Una vez son incorporados o implantados, estos pueden
permanecer en contacto permanente o intermitente (46).

Hasta hace unos afios los biomateriales eran materiales seleccionados con el criterio de
ser biolégicamente aceptables no téxicos, con la funcidén principal de dar soporte. Sin
embargo, actualmente los biomateriales se disefian y fabrican pensando en la aplicacion
médica a la cual seran destinados, es decir, que se incluyen caracteristicas bio-funcionales
ademas de inertes durante su elaboracion, entendiendo funcionalidad como la habilidad
del implante en realizar la funcidn para la cual es disefiado (59).

El uso de biomateriales en la sustitucion de hueso requiere una serie de caracteristicas
esenciales que deberd cumplir el material. Una vez se encuentra en interaccién con el
hueso aledafio, elementos como el disefio establecen pardmetros (quimica de la
superficie, nano, micro rugosidad, porosidad etc.) que evitan un rechazo y segundas
cirugias (60). Por lo tanto, la ingenieria del tejido es un darea adecuada para su
comprensioén, al permitir conocer mas a fondo la fisiologia homeostatica y regenerativa
del hueso. A su vez, la creacion del material debe ser acertado y acoplarse con prontitud al
sistema dseo.

Algunos biomateriales para aplicaciones médicas son constante motivo de estudio, debido
a desafios en la obtencidn de estructuras dseas cercanas a la fisiologia natural. Muchos
son los fallos que interrumpen este objetivo, como los causados por colonizacién
bacteriana y por ende respuestas inflamatorias indeseadas. Ademas, la quimica superficial
de los biomateriales, la cual sigue sin estar adaptada a los requisitos clinicos (61). De esta
manera la funcionalidad del biomaterial con la fisiologia del hueso son los responsables de
inducir el acoplamiento celular, viabilidad, mitogénesis, biomecanica y vascularidad que
establecen el éxito del biomaterial elegido y su aplicacion médica (62).

Estrategias actuales en la creacion de hueso van en aumento. A continuacién, iremos
ampliando el tema desde la clasificacion de los materiales, la modificacién superficial y las
propiedades destacables que favorecen la formacion de tejido dseo.



2.1.3 Clasificacion de Biomateriales

El estudio de los biomateriales, desde su antecedente histdrico, cientifico y tecnolégico ha
mejorado la calidad de vida del paciente a través de la introduccién de materiales que
favorecen significativamente la osteointegracion. Los materiales sintéticos han sido objeto
de investigaciéon desde hace mucho tiempo, hallazgos antropoldgicos lo evidencian en las
excavaciones que reportan restos Oseos con diversos materiales, reparando o
sustituyendo partes del cuerpo desde hace mas de 2000 afios. Los primeros estudios de
compatibilidad bioldgica utilizaron plata, oro, plomo y platino. Ya sea durante el desarrollo
de placas para facilitar la reparacion ésea, o el caso del carbdén en sistemas de tornillos
para placas de fijacion de fractura de huesos, aceros inoxidables resistente a la corrosiéon
adecuado para dispositivos ortopédicos. Ademas del vidrio, aplicado en dispositivos para
protesis parciales de cadera y clavos para la fijacion de huesos. Asi como, el caso del
acrilico en lentes intraoculares; el teflén y el polimetilmetacrilato, aplicados en el
reemplazo de cadera con polimeros y cemento para hueso. Y por uUltimo materiales
porosos para el crecimiento del hueso a su alrededor (63).

El desarrollo e integracién de materiales, tecnologias, estructuras, finalmente benefician
el progreso y obtencién materiales sustitutos dseos. A continuacidn se describe la
categorizacion de los biomateriales en oficio a la generacién o funcionalidad, composicion
guimica, aplicacidn, tipo de respuesta del material; se denominan asi:

e Primera generacion: se categorizan como bioinertes y se utilizan por sus buenas
propiedades fisicas, mecanicas y capacidad de reemplazo de tejido éseo. Como
principal desventaja se encuentra su nula interaccion con el tejido, generando
implantes aislados rodeados por una capsula fibrosa lo cual puede favorecer el
crecimiento bacteriano (46).

e Segunda generacion: cuya caracteristica implica materiales cada vez mas
biocompatibles con su entorno, su denominacién implica materiales bioactivos o
bioabsorbibles. Como principal particularidad se presenta en el disefio, ya que este
busca obtener una respuesta bioldgica en el area de contacto o en la interfaz del
biomaterial (64). En el caso de los bioactivos, su interaccion con el tejido circundante
favorece la respuesta bioldgica desde su enlazamiento tejido-superficie, ademas
promueve la curacién y crecimiento de tejido dseo (65), y los bioabsorbibles se
conocen como materiales con capacidad bioabsorbible, asi como la degradacién
paulatina a medida que se da la regeneracién de tejido nuevo.

e Tercera generacion: son aquellos materiales resultantes de la conjugacién del material
bioactivo y bioabsorbible donde su objetivo principal es la obtencion de respuesta
celular desde la combinacion de ambas propiedades.

e Cuarta generacion: designada por materiales conocidos como biomiméticos o
inteligentes. Presentan una fiel réplica de la microestructura dsea natural o ciertos



materiales. En estos, la regeneracion de tejido se da por procesos fisioldgicos de
remodelacién natural y se considera como una herramienta efectiva en el progreso de
procesos de curacién (66).

e C(lasificacion segun la composicion quimica: estan los materiales metdlicos, como por
ejemplo el titanio y sus aleaciones, el oro, la plata, el acero inoxidables etc. Estos
aunque se caracterizan por sus buenas propiedades mecanicas, presentan problemas
de corrosidn, fatiga o desgaste; en cuanto a los poliméricos, tienen la capacidad de ser
inerte ante el tejido circundante. Asi como, los cerdmicos, cuya caracteristica es la alta
dureza y resistencia al desgaste; siendo entonces uno de los materiales mas usados, sin
embargo por su fragilidad es limitado; su uso en zonas que requieran mayor esfuerzo y
rigidez. Y los materiales compuestos, que como su nombre lo indica implican la
combinacidn de materiales que en su conjunto presentan buenas propiedades
mecanicas (7), (63).

e C(lasificacion por respuesta de hueso; segun la aplicacion del material ya sea
implantable o no, y el tipo de medio de implantacion. Estos ultimos se dividen como
medios limpios, cuando no presentan interaccion con el medio exterior y medio sucios
en el caso contrario. También se puede clasificar desde el tiempo de permanencia ya
sea temporal o permanente. Asi como la funcién asignada al momento de desempefiar
una accién, como; soporte, diagnostico o tratamiento (63).

e C(lasificacion segun el tipo de respuesta, cuando entra en contacto con el tejido
organico circundante. Se clasifican como: téxicos, que genera la muerte de tejido. Y no
toxicos y/o biolégicamente inactivos, donde al interactuar el implante y tejido se forma
una capsula fibrosa que rodea el implante (46). Por ejemplo, las aleaciones de titanio,
alumina o circonio se han visto rodeadas de una capa fibrosa delgada, caso contrario se
encuentra en materiales reactivos, como el acero inoxidable con un mayor espesor
(59). Con respecto a la relacién entre la reactividad superficial y la formacion de capa
fibrosa, son determinantes en el tiempo de formacién de la misma ya que a mayor
reactividad, mas tiempo le tomara a la capa obtener un equilibrio quimico entre el drea
de contacto del material y el tejido circundante. Recordemos que mientras mas
espesor conserve dicha capsula fibrosa, la probabilidad de fallo del implante sera
mayor, lo que induce a la factura del hueso en regiones adyacentes al implante (63).

2.1.4 Modificacidn superficial de Ti

Las modificaciones en los biomateriales en especial el titanio c.p, desempefian un papel
clave en el éxito actual de los procedimientos ortopédicos, debido a que se puede inhibir
el crecimiento bacteriano, que es una de las principales razones de fracaso, minimizando
asi el riesgo de segundas cirugias (136), (135).

Los inconvenientes asociados al uso sistémico de antibidticos (cepas resistentes), aumenta
la dificultad de recuperacion clinica del paciente (135), por tal motivo las investigaciones



actuales se han direccionado a investigar y desarrollar nuevas alternativas, como la de
biofuncionalizar en lugar de recubrir y usar agentes antibacterianos alternativos a los
antibidticos. Tales como, los implantes biofuncionalizados con plata, cobre y zinc, ya que,
al ser agentes antibacterianos inorganicos, son candidatos de interés al brindar
propiedades bactericidas a superficies metalicas (67).

El titanio c.p es un material bioinerte, cuya capa de 6xido de titanio se constituye de
manera natural y espontanea en su superficie. Dicha capa es protectora al evitar la
oxidacion incontrolada, corrosién, reacciones quimicas y biolégicas indeseables. Por el
contrario, también definen el titanio como material bioactivo; responsable de la adsorcion
de iones y proteinas presentes en los tejidos, donde los éxidos de la capa anteriormente
mencionada sufren, hidroxilacion o hidratacion.

Asi que; las modificaciones de superficies metdlicas oxidadas como el Ti, obedecen a la
reactividad de los grupos disponibles en su superficie, donde en puntos activos de enlace,
la disposicién de capa de éxido superficial producto de la limpieza y oxidacién controlada
causan la modificacion (funcionalizacion).

2.2 Nanoparticulas

Las Nps son nanomateriales, agrupaciones de atomos de uno o varios compuestos con
dimensiones que miden varios nanémetros de didametro (68). El prefijo nano se utiliza para
simbolizar a la mil-millonésima parte, 1 x 10”° de un metro. La geometria y el tamafio de
las Nps, dependeran de la actividad catalitica, interaccién con la luz y el comportamiento
magnético (69). Como principales aplicaciones se destacan el desarrollo de depdsitos en
tratamientos de heridas, recubrimiento de materiales, protectores solares, novedosos
modelos como agentes antifungicos entre otros (70).

Estos nanosolidos pueden ser obtenidos por metodologias que incluyen iones de plata
(Ag"") o plata metdlica, sales metdlicas entre otras (71). Que dependerén a su vez de las
propiedades fisicoquimicas (v.gr. tamafio, drea superficial, carga, forma; revestimiento
etc.). Y determinard el tipo de interaccién entre el sistema nanoparticulado y su entorno
(72). La aglomeracion posibilita la acumulacion de manera indeseada en citoplasma o el
nucleo, alterando el funcionamiento celular (73); otro posible fallo es la oxidacién
superficial de las Nps, y la presencia de plata i6nica (74). De este modo es preciso disefiar
y probar metodologias que garanticen o amenoren problemas en el control de la
estabilidad, agregacion, control de tamafio y distribucién (75).

La estabilidad de las Nps se determina atravéz del potencial zeta, a partir de la movilidad
electroforética medida por velocimetria de laser doppler. La cual apunta a conocer la
presencia o ausencia de la estabilidad en el sistema cuando brindan valores entre -30 a
+30mV. Otra manera de realizarlo es utilizando el perfil de resonancia plasmdnica de



superficie medido por espectrofotometria de UV-vis, el cual consiste en la excitacion
colectiva y registro de la periodicidad con que se mueve la nube de electrones en las
particulas. Esta variable ha sido medida en Nps con multiplicidad de formas vy
composiciones tales como: esféricas, nanobastones (76), forma-U (77), nano-flores (78), y
nano-barras (79), de composicion organica e inorganica (80), de uso electroquimico (v.gr.
nanotubos TiO, LisTis01;) (81), Nps de niquel (82), Nps de carbono y Nps—TiO; (83).

En la Figura 5 se observan algunas nanoparticulas con propiedades antimicrobianas. Con
una marcada variedad de morfologia en cuanto a matrices como: fibras, nanotubos o
piezas. Asi como, aquellos nanomateriales sintetizados en suspensiones acuosas
desprovistos de modificaciones, o por el contrario estabilizadas por presencia de cargas en
la superficie de las nanoparticulas inducida por agentes estabilizantes.
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Figura 5.Clasificacion de NpsAg antimicrobianas tomado y modificado de (18)

Para obtener una adecuada incorporacién de las NPs en la superficie de una matriz de
interés y conservar la actividad bactericida, estas deben ser lo suficientemente pequefas
para abarcar la mayor area posible. En tal caso, si las NPs son muy pequeiias, una mayor
area de interaccion con la pared bacteriana permitird mayor efecto bactericida; facilitando
el paso atravéz de la membrana celular bacteriana, que a su vez dependen por completo
de un adecuado tamaio y estabilidad (34) al garantizar el control del proceso de
agregacion.

La Figura 6 muestra los mecanismos que explican el efecto bactericida de las NPsAg. En
primer lugar se desestabiliza irreversiblemente la membrana, dada la capacidad de las
NpsAg en permearla. La tasa con que ocurre esto, esta en funcién del tamafio; donde las
mas pequefias son mucho mas rdpidas. Y en segundo lugar, los iones de plata liberados



desde las NPsAg; cuya caracteristica principal es su habilidad para generar un cambio de
conformacion/estructural en el citoplasma (suspension coloidal de la célula). Finalmente,
se sabe que, una vez dentro de la célula, los iones de plata interactian con compuestos
que tienen grupos sulfhidrilos (34).
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tomado y modificado de (34)

Cabe resaltar que dichos mecanismos se pueden llevar acabo de manera simultdnea (84).
Por otro lado, se sabe las condiciones oxidativas y los fendmenos de desorcidn actdan de
manera sinérgica; en el caso de las NPsAg se contempla mayores efectos antibacterianos
(85). No obstante, aun no es clara la relacién dosis carga bacteriana, que garantice un
efecto antibacteriano significativo, lo cual puede cambiar segln el patdgeno. El espectro
de accidon antibacteriano de las NPAgs abarca microorganismos como las enterobacterias
(v.gr. E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, E. faecium), Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Klebsiella pneumoniae (18) todas ellas de gran interés clinico.

Hasta aqui, se ha visto que las variables fisicas pueden alterar y de hecho determinan la
actividad antibacteriana de las NPs, pero, ademds la composicidon y la técnica de
obtencidn, a saber: en la Figura 7, se observan algunos de los elementos puros (v.gr. plata
Ag, Oro, Au, Cobre, Cu) (86); éxidos metdlicos (v.gr. éxido de titanio (TiO;); éxido de cinc
(Zn0O); oxido de cobre (CuQ) (87); sales metdlicas) (88); hidroxidos (v.gr. dihidréxido de
magnesio (Mg(OH),) (89); nano-transportadores (90); materiales hibridos (v.gr. Nps
metalicas con polimeros organicos, como es el caso de las Nps con nailon, Nps de éxido de
hierro con polimeros biodegradables, como el poliglicolato o acido poliglicdlico, PGA)
(91)(92)(93)(94). Y finalmente, Nps de compuestos organicos (v.gr. curcuma). En este
ultimo caso se ha reportado la obtencion de nanoparticulas de plata por biosintesis verde
de extractos naturales como polvo de tubérculos (95).
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Las NpsAg también presentan mecanismos de accidon antifungica. En este caso una
permeabilidad de la membrana conlleva a posibles modificaciones en la capacidad
respiratoria, division celular, hasta generar la muerte del hongo. También se ha descrito la
interaccion ion de Ag a grupos tiol (96). Resulta interesante destacar que las NpsAg
pueden ser sintetizadas bioldgicamente ya sea por bacterias, hongos y plantas, resaltando
que en el caso de los hongos, se genera una especie de captura de los iones Ag** en la
superficie. Hoy por hoy se utilizan extractos de plantas como la mejor alternativa para
sintetizar Nps, pues lo realizan en periodos de tiempo cortos (97).



2.2.1 Sintesis y métodos de preparacion de NpsAg

La Figura 8 muestra las dos metodologias mas representativas de preparacién de las
NpsAg: “top-down, (métodos fisicos) y “bottom-up”, (métodos quimicos) (98). En el caso
del “bottom-up” utilizada en el autoensamblaje, emulsificacidon y desarrollo de NPs con
aplicabilidad biomédica. Ademas, presenta un limitado control de fabricacién de Nps con
tamafio y morfologia uniformes. Caso contrario al “top-down”, donde se obtiene mayor
uniformidad durante el proceso de elaboracion de NpsAg.
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Figura 8. Métodos obtencion de Nps Top-down y Bottom up tomado y modificado de (75)

El “Top-down” exhibe un gasto energético mayor a diferencia del “bottom-up”, ya que
inicia de sistemas mas complejos, que ira perdiendo tamafio hasta el punto de obtener
dimensiones deseadas. En el caso del “bottom-up”, incluye una metodologia contraria,
partiendo de una dispersion molecular o estado de agregacidon nanométrico donde gracias
a procesos de nucleacidn y crecimiento se obtienen Nps de mayor tamaiio (99). Hay que
mencionar que los tratamientos “top-down y bottom-up” son metodologias viables en el
proceso de obtencidn de Nps metdlicas. Por ejemplo en los métodos quimicos, se han
obtenido Nps a partir de gradientes metalicos (98), en los fisicos, con la reduccién
electroquimica de metales (100), y en bioldgicos por intermedio de la sintesis quimica
verde (101).

Por ultimo, existe una clasificaciéon de las técnicas “bottom-up” representadas en la Tabla
2, donde se han establecido algunas metodologias existentes, denominadas como: fase
gaseosa (v.gr. depdsitos fisicos, combustidn, implantacion de iones etc); fase liquida (v.gr.
ensamble molecular, nucleacion, reduccidon de sales metalicas, electrodeposicion etc) ;
fase solida (v.gr. fotolitografias opticas, de haz de particula y de nanoimpresiéon etc), y
finalmente de tipo bioldgico que abarca tecnologia a partir de sistemas vivos, como
agentes de reduccién quimica de origen vegetal.



Tabla 2.Clasificacion de técnicas bottom-up (99)

Métodos en fase de | Se caracteriza por la presencia de gases con alta dispersiéon
gas. molecular y atdmica. Como principales técnicas se
encuentran: Depdsito fisico en fase vapor, combustion,
pirélisis o termolisis, implantacidn de iones, entre otros.
Métodos en fase | La eleccion del disolvente adecuado es un parametro
liquida. determinante. Como principales técnicas se localizan: medios
de ensamble molecular, nucleacién y procesos sol-gel,
reduccion de sales metalicas, métodos electroquimicos,
electrodeposicion, entre otros.

Métodos en fase | Son procesos que implican litografia, como por ejemplo:
sélida. fotolitografia dptica, litografia de haz de particula, litografia
de nanoimpresion, litografia de nanoesferas, litografia de
interferencia, litografia nanoimpresién litografia nanosfera.

Métodos biolagicos. Son tecnologias producto de la nanociencia a partir de
sistemas vivos. Donde se sustituyen biomoléculas sintéticas
(agentes reductores) por moléculas de origen vegetal como
pétalos de flores, plantas, algas, levaduras, hongos vy
bacterias.

Indiscutiblemente, los métodos fisicos aunque favorecen la obtencidn de grandes
cantidades de NPs, limitan el control insuficiente del tamafio restringiendo su acceso a
sistemas bioldgicos. Caso contario se observa en la sintesis quimica debido a su capacidad
de elaboracién de Nps pequefias. La Figura 9 representa diferentes distribuciones de
tamafio de particula sintetizadas en una suspensién coloidal: a) distribucion gaussiana b)
bimodal c) de Poisson. Para el primer tipo se observa la distribucién tipo gaussiana, donde
el tamano de las particulas es amplio, representada en el gréfico por una amplia
distribucién de la campana (Figura 9a). Seguidas de las bimodales representadas por dos
tipos de distribucion de NPs simbolizadas por dos poblaciones de nanomateriales (figura
9b). Y, Finalmente la distribuciéon de Poisson la cual como se observa representa NPs
uniformes con una distribuciéon gaussiana estrecha con un tipo de tamafio definido y
uniforme (72).
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Figura 9. Distribucion de tamafio de Nps sintetizadas en sistemas coloidales de Ag
tomado y modificado de (99)

Ademas, la formacion de agregados, también es una limitante recurrente en sistemas
coloidales nanoparticulados, interfiriendo en su interaccidn con sistemas bioldgicos (72).
De manera que, el uso de estabilizantes: (alcanotioles (102), surfactantes (103), polimeros
(104), azucares (101) y dendrimeros (105) (106)). Hardn parte de la fabricacién de
nanoestructuras con mayor o menor crecimiento cambiantes en el tiempo (107). Sin
embargo, el tipo de morfologias también presenta un impacto significativo elaboracion de
sistemas estables. Krutyakov et at., reporto particulas esféricas sintetizadas, que revelaron
ser termodinamicamente mas estables, junto a hallazgos que ademas afirmaron mejorar
las condiciones termodinamicas durante la reduccion de los iones de plata (108).

En general, los componentes del sistema de Nps metdlicas contienen: el precursor
metalico; el agente reductor; el agente estabilizante y una disolucién coloidal a partir una
reduccion quimica, constituida por una fase inicial de nucleacién y crecimiento. La Figura
10, representa el proceso de obtencion de NpsAg donde se concluyd para una primera
fase de sintesis, que el sistema demanda un gasto energético de activacién alto, a
diferencia de la contigua fase de crecimiento, donde se requiere una baja energia de
activacion (109).
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Figura 10. Método de Sintesis de NpsAg por reduccién qul'mica tomado y modificado
de (109).




Entre los primeros métodos descritos en la literatura se encuentra el mecanismo de
sintesis en presencia de una disolucidn coloidal, descrito por Lee y Meisel (110) y el

método de Creighton et al. (111). En el caso de Lee y Meisel, el método se dio a partir de
la modificacion del otro método de Turkevich en este caso para la sintesis de
nanoparticulas de oro, sustituyendo el agente precursor HAuCl, por AgNOs, en presencia
de un agente reductor, citrato de sodio. Con respecto a la distribucién de tamafio el
método Lee-Meisel permitia obtener nanoparticulas, polidispersas, que correspondian a
amplias distribuciones en las dimensiones de Nps (112). En el caso del método Creighton
utiliza AgNOs en presencia del agente reductor NaBH,, siendo este en la actualidad mas
popular y dando lugar a NpsAg desde los 10 nm y con una distribucién estrecha de
tamafios, monodispersas. A continuacion se desarrollan otros métodos sobresalientes de
sintesis de NpsAg, estos son:

e Meétodo de reduccion controlada con sales Ag: Como se indicé en el parrafo anterior no
solo Lee y Meisel (110) y Creighton (111), fueron reportados como las primeras
metodologias descritas de sintesis en Nps. Se caracteriza por las presencia de
reacciones de oxidacion de NpAg, con un alto potencial de reduccion de plata que
permite obtener suspensiones acuosas sin agentes estabilizantes, en el caso de la
formacidn de capas eléctricas dobles alrededor de Nps. En el caso de la contar con una
suspension coloidal de baja fuerza idnica es necesario el uso de agentes estabilizantes
como: monocapas auto-ensambladas (113), surfactante (103), polimeros (104) o
dendrimeros (105)(106), en busqueda garantizar mayor tiempo de estabilidad, mitigar
procesos de aglomeracion, asi como el control de tamafio etc.

e Método de tollens. Sistemas de obtencién de Nps con tamafios controlados en un solo
paso. El método tollens es un proceso de reduccion del ion [Ag (NH3),]%, siendo un
complejo estable debido a la afinidad del amoniaco y el ion plata. Se realiza en
disolucién, aldehidos y azucares reductores, con menos concentracion de plata durante
la produccién de solucién coloidal (31).

e Reduccion en fase acuosa con Borohidruro de sodio. Es un método de sintesis cuyo
agente reductor principal es borohidruro de sodio, (NaBH,). Sigue la reacciéon BH; +
6Ag" + 8OH —> BO, + 6H,0 + 6Ag (s). Donde entra en contacto el agente reductor y
el estabilizante, sumados a una solucién de sal de plata (31). A diferencia del método
anterior, es posible sintetizar NpsAg estables a concentraciones altas, utilizando
agentes estabilizantes ya sea de origen polimérico (alto y bajo peso molecular), con
carga neta, idnica o neutra.

e Método de DMF - con agentes estabilizantes. Como su nombre lo indica utiliza
estabilizantes como aminopropiltrietoxisilano (APS) o polivinilpirrolidona (PVP), basicos
al momento de garantizar la estabilidad del sistema, evitar aglomeraciones y riesgo de
pérdida de dimensiones a escala nano (114). (v.gr. ligandos organicos de cadena
alquilica con grupos tioles (115), carboxilatos (116), fosfinas oxidadas (117) o aminas
(104).



Finalmente, se destaca que todas las condiciones de sintesis de Nps, no requieren la
presencia de dichos agentes estabilizantes, en especial si el sistema cuenta con
moléculas versatiles que actien como disolvente y/o agente reductor. Por ejemplo: la
sal acetato de plata y el ligando hexadecilamina, conservan la capacidad disolvente y
agente estabilizante, en presencia de acetaldehido como agente reductor (118).

e Meétodos organometdlicos. Se da gracias a la reduccion quimica de sales metalicas con
agentes reductores quimicos fuertes como NaBH,, el proceso suele presentar poca
variabilidad en el control de la forma. Como se observa en la Figura 11 y como dato
interesante se puede presentar un fendmeno denominado la pasivacion superficial de
las nanoparticulas, este efecto suele estar asociado a la presencia de agua y sales que
pueden modificar las superficies de las nanoparticulas incidiendo en cambios como
reactividad. A su vez los compuestos organometalicos bajo condiciones moderadas de
reaccion o denominadas suaves presentan una rapida tendencia a descomponerse
dando lugar a la formacidon de nanoparticulas metdlicas en presencia de agentes
estabilizantes (119).
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Figura 11. Métodos organometdlicos de sintesis de nanoparticulas de plata (120)

Para conservar una morfologia de interés, estructuras y tamafios de las Nps definidos es
necesario: en principio identificar el método de interés (v.gr. reduccidn acuosa,
ultrasonido etc). Asi como elegir un solvente-reductor, seleccionar el agente-protector
(v.gr. estabilizante), identificar la morfologia esperada de las nanosuspensiones, controlar
los subproductos y condiciones fisicoquimicas o térmicas. A continuacién se presenta una
Tabla 3 resumen, donde se desarrolla la clasificacién general de metodologias propias de
sintesis de nanomateriales.



Tabla 3. Metodologias de sintesis de NPs Ag (75), (121)

. Solvente- Agente- Morfologias Factores
Métodos .
Reductor protector influyen
Citrato sodio Citrato Nanobarras Concentracién
hidroxilos
Reduccién Reactivo Tollens | No Nanoesferas Estabilidad (carga
acuosa superficial).
NaBH, Dodecanotiol Nanoesferas Tamano de
particulas.
Reduccién , e s L
, . Voltametria Polifenilpirrol Nanoesferas Electrodeposicidon
electroquimica | ', .
ciclica de plata.
Foto- Polivinilpirrolidona | Nanoesferas Onda ultrasonica
.. electrodeposicion de pulso.
Reduccion P P
Ultrasonido .
Sonicacion NaBH, | PDCE y DPS Nanoesferas Precursory
estabilizante.
KBH., KBH, Nanoclables Tiempo
Microemulsion ultrasonicacién.
NaBH,4 PFPE-NH,4 Nanoesferas Agente reductor
Hojas de Geranio | Proteinas, enzimas | Nanocables Alta
concentracion de
Ag.
., Levaduras Proteinas Nanoesferas Sintesis de
Reduccién por ,
métodos proteinas.
Hongos Proteinas, enzimas | Nanoesferas Hidrosoles de Ag.
verdes
Extractos de | Extractos E. Nanoparticulas | Tasa de
hojas macrocarpa reduccién
de Eucalyptus guimica




2.2.2 Modificacion superficial en NpsAg

En muchas aplicaciones donde se requiere el uso de sistemas coloidales nanoparticulados,
la modificacién superficial es un tema de interés. En especial, cuando hablamos de
funcionalizar la superficie de las NpsAg. Término otorgado al proceso quimico de insertar
grupos funcionales que facilitan la incorporacion de moléculas, ya sea por activacién o
funcionalizacién activa, o en el caso contrario para reducir o eliminar interacciones
indeseables de las nanoparticulas con su entorno.

Bolei et at. (122) reporta procesos de adsorcidon en NpsAg funcionalizados con moléculas
tiol, con ayuda de (SH) “Second harmonic generation”, donde se identifican moléculas tiol
en la capa superficial, ademas de la energia libre de adsorcién, energia de activacién, y en
conjunto con otras técnicas como la quimio absorcién superficial en NpsAg, la carga
negativa superficial del nanomaterial metdlico (122). La modificacidon superficial de las
Nps, se puede explicar en el proceso de adsorcion como un mecanismo que se desarrolla
en una secuencia de pasos: i) el proceso de fisisorcion, ii) fase de rapido aumento de
interacciones intermoleculares que conduce a la formacion de una monocapa completa
ordenada. iii) la interaccién intermolecular que incluye las denominadas fuerzas atractivas
o fuerzas laterales y repulsivas.

2.2.3 Estabilidad del sistema coloidal NpsAg

En la estabilidad de los sistemas coloidales de plata, participan fuerzas moleculares
conocidas como van del Waals, denominadas fuerzas débiles presentes en distancias
cortas entre las particulas, ademdas de movimientos brownianos que benefician la
coalescencia y aglomeracion del sistema de Nps. De ahi la importancia de utilizar
estabilizantes que induzcan fuerzas repulsivas. Por lo tanto, los cambios que se pueden
suscitar durante la produccién de las NpsAg; implican el incremento de atomos en la
superficie, la energia localizada en un area especifica y cambios asociados a la energia
superficial que favorece el crecimiento de Nps por floculacién.

Por el contrario, en el caso de una reduccién de la energia superficial, también se pueden
dar modificaciones de las Nps; en particular atravéz de dos mecanismos asociados a
cambios energéticos. El primero denominado sinterizacién, proceso donde las estructuras
individuales se funden en una sola. Y el segundo mecanismo denominado “Ostwald
Ripering”, donde se forman estructuras de mayor dimensién a partir del crecimiento de
particulas mas pequefias. Donde el aumento de los nanomateriales se dara hasta alcanzar
un estado de equilibrio. En cuanto a la estabilidad de las Nps y formacién de tamafios
constantes se establecen cuatro tipos de mecanismos (120):

e  FEstabilizacion estérica. Se caracteriza por la formacion de particulas redispersables,
sistemas multifases que se alcanzan en concentraciones altas de Nps, con una
distribucién de tamafio estrecho. Un caso comun es la presencia de capas poliméricas



en la superficie que hace las veces de una barrera que limita el crecimiento y
aglomeracion.

e  Estabilizacion electroestérica. Se genera a raiz de fuerzas de repulsion electrostatica
y/o estérica, generadas por un potencial adyacente a la superficie, el cual evita la
aglomeracion. Tal es el caso del efecto de polimeros en la superficie de la particula,
donde el potencial generado en la superficie evita la aglomeraciéon por fuerzas de
repulsién electrostatica y estérica.

e Estabilizacion electroestdtica. En este caso es el resultado del efecto denominado
adsorcion de doble carga. La adsorcién de iones se da en la proximidad de la
superficie dando lugar a la formacién de una doble capa eléctrica. La cual resulta de la
repulsién entre las particulas. El modelo Helmholtz conocido como modelo de doble
capa eléctrica lo puede explicar; representado en la Figura 12 donde se observa que
decrece la doble capa de la superficie a medida que los iones son absorbidos. Y donde
la interaccién de las particulas, estd dado por la distancia entre ellas, es decir si la
distancia entre las particulas (linea roja) es mayor en relaciéon con la distancia de la
capa se puede decir que no hay interaccidon (a), donde es evidente la repulsion,
debido a que la distancia entre ellas es mayor (linea roja) a la distancia de la doble
capa (flecha verde). Caso contrario (b), donde se observa la Interaccién de particulas
donde la linea roja indica que ambas dobles capas seran traslapadas indicando su
fusion.

e  Estabilizacion con ligandos. Hace referencia a la unién de ligandos que ofrecen
estabilidad en el sistema. La cual se efectda con la aproximacién de ligandos como
tioles, aminas, fosfinas, silanos, monoéxido de carbono. Donde una vez se obtiene su
interaccion con la superficie favorecen la reduccidén de problemas de aglomeracion en

el sistema.

a) b)
Figura 12. Modelo Helmholtz. a) Repulsién, donde la distancia entre particulas es mayor
(linea roja) a la distancia de la doble capa (flecha verde). b) Interaccion, ambas dobles
capas se traslapan indicando su fusidén (linea roja) cercania de particulas tomado vy
modificado de (120).




2.2.4 Caracterizacion de NpsAg

Para caracterizar las nanoparticulas se utilizan técnicas de microscopia electrénica de
transmisiéon, TEM (123), microscopia electréonica de barrido, SEM (124), dispersién de luz
dinamica, DLS, dispersion de luz electroforética, ELS (125), espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X, XPS (126), difractometria de rayos X-XRD (127), y
espectroscopia UV-vis (128). El uso de estas técnicas es determinante para establecer
pardmetros, como tamafio de particula, forma, cristalinidad, dimensiones fractal, entre
otras. En resumen se obtiene con mayor aproximacién experimental caracteristicas micro,
nano estructurales de la superficie del material de estudio.

2.2.4.1 Espectroscopia UV-visible

Es una técnica que permite identificar y cuantificar compuestos orgdnicos e inorgdnicos.
Opera bajo la ley de Lambert Beer, es ideal para determinar las propiedades electrdnicas
intrinsecas, como la banda que identifica al material de interés disperso en solventes o
inmersas en una matriz. En ambos casos la absorcidn de la radiacion incidente, genera un
efecto denominado resonancia del plasmén superficial (RPS). Definida como aquellas
ondas de luz capturadas en la superficie debido a la interaccidén de fotones. Ademas, cada
tipo de Nps le corresponde una banda particular de (RPS), que aparece a una longitud de
onda puntual y depende de varios factores como son: la naturaleza del metal, el tamafio
de las Nps y los procesos fisicos como la quimisorcidn, desorcién de ligandos, entre otras
reacciones superficiales que afecten la forma y posicién de la banda (69) (129).

Los espectros Uv-vis pueden dar informacion de las propiedades dpticas en Nps metadlicas.
El cual se observa como el ensanchamiento de la banda y/o desplazamiento de la misma.
Por ejemplo, si el tamafio de las Nps aumenta, el sistema indica que el maximo de
absorcién se desplazara hacia mayores longitudes de onda y por ende la banda de
absorbancia crece (83). La espectroscopia de absorbancia UV-vis genera una “huella
espectral” establecida para Ag (130) que forma un espectro, conocido como efecto
campana; donde su punto maximo indicara la presencia del nanomaterial de interés.

2.2.4.2 Dispersion de luz dindmica

También denominada espectroscopia de correlacion de fotones, dispersion de luz cuasi
eldstica o (DLS), “dynamic light scatterin”. Donde se obtiene el perfil de distribucion de
tamafios de particulas en suspensién o macromoléculas en solucién, variando en el
tiempo la intensidad de la luz dispersa en aquellas particulas afectadas por el movimiento
browniano. El DLS facilita caracterizar el tamafio y grado de aglomeracién de las Nps en
funcion del tiempo. Y Finalmente, se comparan los resultados del DLS con imagenes TEM
para identificar rangos de tamafio a partir de 0,1 nm a decenas de micrones.



2.2.4.3 Microscopia electrénica

La microscopia electrénica utiliza electrones para la formacidén de imagenes; a diferencia
de la microscopia dptica que usa radiacién electromagnética en el espectro visible. Asi
como, posibilitar la capacidad de aumento y resolucién mucho mayor que la microscopia
Optica; gracias a la longitud de onda de electrones. Al obtener electrones acelerados con
una longitud de onda menor de 1 A, hasta alcanzar, una resolucién atémica (154).

El SEM utiliza voltajes de aceleracién de electrones primarios en el rango de 0.5 kV — 50
kV. Este haz de electrones primarios creard una serie de radiaciones al interaccionar con la
muestra. Al barrer el haz de electrones primario punto a punto por toda la muestra, se
recolectardn los electrones secundarios que formaran la imagen (131). Dependiendo del
voltaje de aceleracion utilizado, tendremos informacién mas superficial (baja energia) o
mas del interior de la muestra (mas energia).

El principio de formacion de imagenes en un TEM es diferente. Un haz de electrones se
focaliza sobre una muestra muy delgada (electréon-transparente) y se colectan los
electrones que han atravesado la muestra. Los electrones difractados al pasar a través de
la muestra con la ayuda de lentes magnéticas, forman imagenes que serd la proyeccion de
su estructura cristalina (132), (133)

El TEM puede trabajar en modo imagen o modo difraccién. En modo imagen se evidencia
la estructura de la muestra de estudio, y en modo difraccidén con el diagrama resultante de
electrones difractados a través de la muestra. Los detalles de las imagenes atdmicas
alcanzan 1,000,000 aumentos, con versatilidad al tipo de muestra que permite analizar
muestras de naturaleza conductora y no conductoras. Y finalmente contar con patrones
de difraccién que facilitan su interpretacion.



2.3 Mecanismo de funcionalizacidn por silanizacion sobre Ti

Funcionalizar un material por silanizaciéon, como se observa en Figura 13 es un proceso
quimico donde participan grupos silicio, se forman enlaces covalentes y cuenta con
superficies dispuestas con moléculas (v.gr amino, carboxilo, grupo acido o base) que a su
vez conlleva a formar enlaces tipo amida entre el titanio y la molécula de interés (NpsAg).
Como se observa a continuacién, la capa de éxido y presencia de grupos OH, hidroxilos, se
lleva a cabo mediante la activacion de la superficie con un ataque quimico con acidos. En
el caso de superficies activadas, su interacciéon con biomoléculas se da gracias a puentes
de hidrégeno, interacciones electrostaticas o polares. Dicho proceso permitird entonces la
funcionalizacién con NpsAg en superficies de titanio previamente tratadas como fue
mencionada.

s NH2 S P“..“" NpsAg

c O O

CH

Hidroxilacion silanizacién Funcionalizacién
superficial de Ti del material Ti de NpsAg

Figura 13.Representacion esquematica de la silanizacion superficial de Ti

El proceso de silanizacidn requiere entonces moléculas como agentes quimicos,
denominados organosilanos, conocidos como mondémeros de silicio (Si). El silicio forma
enlaces (CHs-Si) por medio de cuatro enlaces de C y presenta una electronegatividad
inferior al carbono. En general los organosilanos tienen la capacidad de flexibilizar Ia
molécula inmovilizada, por la presencia de agentes espaciadores (v.gr cadenas alquiladas).

Enla

Figura 14 se observa los elementos que participan en la funcionalizacién por silanizacién,
el componente estructural inorganico, grupos alcoxi que activan el proceso de
hidroxilacion. Ademas superficies con tres grupos hidroxilos; que interactdan (v.gr silicona,
alumina, cuarzo, superficies metdlicas). Y un grupo organofuncional que forma enlaces
con grupos que establecen el ataque de tipo nucledfilo. Finalmente, cada componente del
organosilano actia como interfaz material inorganico-organico.
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Figura 14. Funcionalizacidn de material organico por silanizacién tomado y modificado de
(134)

Campoccia et al. (135) y Mingi Wang et al. (136) examinaron a fondo algunos tipos de
biomateriales antibacterianos y las estrategias subyacentes que involucran modificacion
superficial segun el mecanismo de acciéon bacteriano (v.gr adherencia, proliferacion,
formacioén de biopeliculas). En la Tabla 4 se observan algunas estrategias para modificar
superficialmente un material, ya sea para prevenir problemas de adherencia y
proliferacion bacteriana, o contrarrestar la formacién de biofilm.

Tabla 4. Estrategias de modificacion superficial de implantes segun el comportamiento
bacteriano (135)(136).

ESTRATEGIAS DE MODIFICACION SUPERFICIAL

Estrategia Prevencion de adherencia
Modificacién Recubrimiento
Cambios microestructura
Humectabilidad

Accion bacteriana
(Adherencia bacteriana)

Estrategia Dafio celular por contacto
Modificacion Antibidticos
Cambios microestructurales

Accién bacteriana
(Proliferacion bacteriana)

Accidén bacteriana Estrategia Dafo de Antibiofilm

(Formacién Biopeliculas) Modificacién Enzimas Antibidticos
Inhibidores Qs quorum

Accion bacteriana Estrategia Antibidtico

(Bacterias que difunden desde el Modificacién Quitosan — Plata — Cobre- Zinc

borde)




3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general
Establecer una ruta de elaboracién de nanoparticulas de plata y su deposicion sobre los
substratos de titanio poroso con fines de mejorar su biocompatibilidad.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtener suspensiones de nanoparticulas de plata mediante sintesis por reducciéon
quimica.

2. Evaluar estructural y morfolégicamente nanoparticulas de plata obtenidas
mediante una ruta quimica.

3. Caracterizar superficies de titanio funcionalizadas con nanoparticulas de plata (Ti-
NpsAg).

4. Evaluar la actividad antibacteriana de substratos de titanio funcionalizados con
NpsAg.



4. METODOLOGIA

El desarrollo de este proyecto se inicié con la sintesis de las NpsAg por reduccién quimica,
donde se realizé la seleccidén de la metodologia adecuada, que garantizo la obtencién de
Nps de Ag para la posterior funcionalizaciéon de superficies de Ti. A continuacién se
caracterizd e identificé la suspensién coloidal de NpsAg obtenida, se observd su
morfologia y propiedades fisico quimicas (tamafo, carga, estabilidad). Posteriormente se
realizaron los ensayos pilotos en el material de prueba (Ti macizo); que permitioé validar la
hidroxilacién, la metodologia de silanizacidn, y la presencia de NpsAg e identificar cambios
nano o micro estructurales a nivel superficial. Con los resultados satisfactorios de la
prueba piloto se procedié entonces a cambiar el material de estudio por titanio poroso
para su hidroxilacién, biofuncionalizacién con NpsAg y por ultimo se observd el efecto
antibacteriano del material poroso.

En la sintesis de NpsAg por reduccidon quimica se utilizd nitrato de plata (AgNOs, 99.9%);
borohidruro de sodio (NaBH4; 96%). Para la hidroxilacion de la superficie de titanio
(macizo y poroso); peroxido de hidrégeno (H,SO4, 99,99%); acido sulfurico (H,0,, 97%) de
J.T. Baker®. En la silanizacién superficial de Ti; acetona 3-aminopropil-trietoxisilano
(APTES, 99,5%) marca Sigma Aldrich. Y muestras de titanio macizo y poroso (relacién de
masa 99%, 5 mm de didmetro). Ademas de Agua ultra pura, Millipore Milli-Q systems.

4.1 Sintesis de NPsAg por reduccion quimica

El proceso de sintesis de las NpsAg en suspension se observa en la Figura 15. Se prepard
de acuerdo a modificaciones de la metodologia expuesta en Lee and Meisel's (110). A
partir de 15 ml de agua Milli-Q con 0,002M AgNOQOs, se adicioné NaBH; al 1% (v/v) hasta
que la solucién alcanzé un color amarillo, todo esto manteniendo agitacion vigorosa 115
rom/min por 30 minutos en un bafio de hielo (137), (138).
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Figura 15. Proceso de sintesis por reduccién quimica de un sistema nanoparticulado de plata.



En la Figura 16 se observa la fabricacién de NpsAg en presencia o ausencia del material de
titanio. Durante el ensayo piloto, se establecieron las condiciones de sintesis para la
fabricacién de los nanomateriales, es decir, se realizé la sintesis de las NpsAg en presencia
del material de titanio y se denomind sintesis “in situ” (i) y en un segundo ensayo, se
obtuvo primero la suspensién de NpsAg y luego se realizé la inmersién de la muestra de
Ti, a esta se le denomind “sumergido” (s). Ambos procesos de fabricacién utilizaron las
mismas condiciones.
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Figura 16. Representacion esquematica de la sintesis de NpsAg (Titanio macizo)

4.1.1 Caracterizacion de NpsAg
4.1.1.1 Identificacion de banda de resonancia del plasmadn.

Las mediciones de absorcion espectral se efectuaron por espectroscopia de absorcion UV-
vis con el equipo, UV-vis CARY 50 Bio. Ademas, se realizd un escaneo entre longitudes de
200 hasta 700 nm; un espectro de absorbancia entre 400-450 nm donde se identificd Ag.
Las nanoparticulas preparadas se midieron a una temperatura de 25 °Cy repitio tres veces
para cada muestra.

4.1.1.2 Identificacion del potencial zeta (Z-P); tamafio de particula (T); indice de
polidispersidad (Pdi)

Las medidas fueron realizadas en un equipo NanoSizer Nano ZS®, donde se calculé el
potencial Z, mediante el andlisis de dispersién de luz electroforética, ELS, y en el caso de la
distribucién de tamafio de particula y el indice de polidispersidad fueron analizados con la
dispersion de luz dindmica, DLS. De manera que, el andlisis de la suspension de
nanoparticulas preparadas, se realizé después de ejecutar su dilucién con 500 ul de agua
destilada. Por ultimo, el tamafio de la particula y las mediciones Pdi, identificadas, se
realizaron a una temperatura de 25°C.



Finalmente, se calculd el didametro hidrodindmico a partir de la funcién de autocorrelacion
de la intensidad de la luz dispersada de las particulas, con el supuesto, de que las
particulas tenian forma cuasiesféricas. En el caso de las muestras para Z-P se colocaron en
una celda zeta desechable y se tomaron tres medidas para obtener una lectura promedio
de cada muestra.

4.1.1.3 Identificacion de la forma, tamafio y composicion.

Se realizé por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM), usando el equipo (Tecnai G2
F20 de FEl). Como pretratamiento de la muestra, se tomd una muestra coloidal y se re-
dispersé por ultrasonido y vortéx, que luego se depositd en una rejilla, porta muestras,
para la toma de micrografias a escala nanométrica. Finalmente, se realizdé un andlisis
semicuantitativo de la composicién quimica de la suspension de NpsAg, por
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDX) utilizando el sistema acoplado al
equipo de TEM.

4.2 Modificacion superficial Titanio macizo

Se realizé un ensayo piloto en muestras de titanio c.p macizo, con una superficie en
acabado tipo espejo, por lo tanto no fueron sometidas a desbaste y pulido mecanico. Las
muestras piloto se dividieron en dos lotes (L-a) y lote (L-b). Para la hidroxilacién superficial
del titanio: el primer lote (L-a) se sometid a un ataque quimico convencional en una
solucién de NaOH (5 M), reportado por Pavon et al (23). El segundo lote (L-b) se hidroxild
con la exposicion del Ti a una solucién de acido sulfurico.

4.2.1 Tratamiento de Hidroxilacidon superficial de Ti macizo

Tratamiento (L-a): En 5 M de NaOH a 60 °C por 24 h fue embebida las muestras de titanio
macizo de 1 milimetro de grosor. Seguidamente, se sometieron a un excesivo lavado con
agua milli Q y burbujeo con nitrégeno (N,).

Tratamiento (L-b): La superficie de titanio se grabd con "solucion de pirafia" durante 1,5
horas a 75 °C, 3:7 perdxido de hidrégeno al 30 % y acido sulfurico concentrado al 70 %.
Hasta finalizar con el lavado de las muestran en agua milli g y su secado en una corriente
de nitrégeno (N,).

4.2.2 Silanizacion en muestras de titanio macizo c.p

Se realizd la silanizacién de la superficie de titanio hidroxilada (L-a) y (L-b), sumergiéndolas
en una solucidn de (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) al 1 % (V/V) durante 15 minutos
en agitacion constante, seguido de un tratamiento térmico en estufa de secado (BINDER®)
convencional de transferencia de calor con aire convectivo a 115 C por 1,5 h; adicional se



realizo tres lavados para el enjuague con agua y finalmente un secado en una corriente de
nitrégeno (Ny).

4.1 Modificacion superficial Titanio Poroso

Con los resultados satisfactorios obtenidos en la prueba piloto, equivalentes a obtener
superficies de titanio macizo funcionalizado con NpsAg, se procedié al cambié de material
Ti macizo a titanio poroso, se utilizé 36 muestras de titanio poroso con dos tamafios de
poro 100-200 pm y 355-500 um, para distintas densidades de poro 30 %, 40 %, 60 %
respectivamente como se describié detalladamente en la Tabla 5.

Tabla 5 Representacion esquematica de preparacion de la superficie de Ti poroso

Densidad 30 %
Tamafo 100-200 pm 355-500 pm
Silanizacion + Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si-
NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg
T Cogitm' Tl Tisi Ti-si Ti-Si Ti-Si Ti-Si Ti-Si
Densidad 40 %
Tamafio 100-200 pm 355-500 pm
Silanizacién + Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si-
NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg
T Cogitro' Tl Tisi Ti-Si Ti-Si Ti-Si Ti-Si Ti-Si
Densidad 60 %
Tamafo 100-200 pm 355-500 pm
Silanizacion + Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si- Ti-Si-
NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg NpsAg
T Cogitm' Tl Tisi Ti-Si Ti-Si Ti-Si Ti-Si Ti-Si

4.3.1 Pulido Mecanico —Preparacidn superficial de Ti poroso

El titanio poroso fue desbastado a pulido mecanicamente. El proceso se realizd en
lijadoras rotativas Buehler, Figura 17, utilizando papel abrasivo con
numero de grano desde 240, 320, 400, 600, 1000, 2500 hasta 4000, utilizando agua como
refrigerante de manera constante. Cada muestra se giré 90 grados hasta que todas las
lineas de rayado alcanzaron la misma orientacion. En ultimo lugar se realizé la limpieza,
expulsando las particulas residuales por vibraciones con ultrasonido, empleando acetona
por 30 min e inmediatamente lavadas tres veces con agua milli g para retirar el exceso de
acetona. Se gasificé con nitrégeno para prevenir una contaminacion superficial durante su



almacenamiento vy retirar el exceso de la solucién. Las muestras se dejaron reposando
sobre una cama de algoddn hasta dar inicio a los tratamientos de hidroxilaciéon con (L-a) y
(L-b), silanizacién y finalmente la inmovilizacién de plata.

PULIDORA BUENLER
CIDEMAT |

Figura 17 Pulidora Buehler ©

5.3.1.1 Hidroxilacion de Ti poroso

La superficie limpia de Ti poroso con densidad de poro de 30 %, 40 % y 60 % se hidroxild
en NaOH 5 M a 60 °C por 24 h con el tratamiento (L-a), y las muestras de Ti con densidad
poro 40 % se hidroxilé con el reactivo solucion pirafia (L-b) durante 1,5 horas a 75 °C. Esta
ultima para examinar cambios microestructurales para una densidad de poro intermedia.
Seguidamente todos los substratos de titanio poroso se sometieron a un excesivo lavado
con agua milli q y burbujeo con nitrégeno.

5.3.1.2 Silanizacién en muestras de titanio poroso c.p

Se realizé la silanizacidn en superficies de titanio poroso hidroxilatado, embebidas en
solucién de (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) al 1 % (V/V) durante 15 minutos en
agitacién constante a pH 10.4. Seguida de un tratamiento térmico en estufa a 115°C por
15min, tres lavados consecutivos con agua y secado en una corriente de N,.
Inmediatamente.

4.3.2 Caracterizacion superficial de Titanio modificado con NpsAg

El Ti c.p se caracterizd con la ayuda de SEM (JEOL 6460LV), acoplado con equipo de
dispersion de energia, EDX, para estudiar la composicion, morfologia, topografia
(rugosidad), homogeneidad de la superficie y distribucidon de las NpsAg en Ti. Ademds, se
observd la silanizacion en la superficie porosa NPsAg-Si-Ti y la integridad estructural
(presencia de grietas) producto del pulido y desbaste mecanico.



4.3.3 Evaluacion de la capacidad bactericida de titanio poroso modificado con NpsAg

Se validd la capacidad bactericida del titanio con NpsAg en Staphylococcus aureus (ATCC
25923). Se usé el método de difusién Kirby-bauver, para su activacidon en agar sangre por
24 horas. Se preparé agar Miller-Hinton y con un hisopo de madera con punta de algoddn
estéril se inoculd 1 X 10* células/mL (i.e CFU/mL). Inmediatamente se depositd el Ti
silanizado con NpsAg (Ti-Si-Nps) y su respectivo control (Ti-Si). Se identificé formacion de
zona de inhibicidn de crecimiento alrededor de la muestra de titanio.

Las muestras de Ti con NpsAg y su control se depositaron en cajas de vidrio por separado
con Staphylococcus aureus por triplicado. Se incubaron a 37 °C en condiciones aerobias
por 24 horas y se registré fotograficamente la formacién de halos de inhibicidn. Se
midieron las zonas de inhibicién con el programa imagen j en la Figura 18, se puede
observar, la representacion del disco de Ti, la zona de inhibicién alrededor del disco y la
medicidn de la zona de inhibicién. Para el analisis estadistico, se tomaron tres medidas
para n = 3 de los distintos disco de titanio y superficies de control, correspondientes a 18
lecturas para superficie de muestra de Ti poroso.

Zona de Inhibicon:

medido borde a borde
atravez del centro del
disco.

Zona 0 alrededor
del disco de 5mm.

Figura 18. Representacion de zona de inhibicion bacteriana Staphylococcus aureus



5.4 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico se realizé en las muestras de titanio con densidades de poro (30
%, 40 % y 60 %) y tamafio de poro (100-200 um y 355-500 um). Utilizando el programa
estadistico R-estudio, donde se evalud por analisis de varianza ANOVA independiente, con
un R cuadrado de 0.989. Se validd los requisitos de: independencia; normalidad (ajuste a
una distribuciéon normal); homogeneidad de varianzas (homocedasticidad). Y por ultimo el
test Shapiro-Wilk, para identificar la distribucidn normal de la variable % densidad y
tamafio de poro.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de obtener una ruta apropiada para la fabricacién de NpsAg y la funcionalizacion
superficial de titanio poroso. En un inicio la suspensién coloidal, se analizé6 por UV-vis
donde la banda de resonancia del plasmén indicé presencia de Ag. Luego se calculé el
potencial Z y el tamafo de particula para estimar el tamafio, la carga y el indice de
polidispersidad. Ademas, con la ayuda de TEM-EDX se observé la forma, composicién y
distribucién de las NpsAg. Por ultimo, se examind el cambio superficial adquirido tanto en
la prueba piloto (Ti-macizo) y el material de interés (Ti-poroso) silanizado, hidroxilatado e
inmovilizado con NpsAg, caracterizados por micrografias SEM-EDX. Finalmente, se observo
la formacion del halo de inhibicién alrededor del material que revelé actividad
antibacteriana del material de titanio poroso sensibilizado con NpsAg.

5.1 Sistema coloidal de NpsAg

En la Figura 19 se observa el resultado de la elaboracion de la suspension coloidal de
NpsAg, la cual correspondid a un tipico color amarillo pdlido indicativo de posible
presencia de un sistema nanoparticulado, derivado de la reducciéon de la sal de plata
AgNOs. Ademads, la proyeccidn del laser observado que atraviesa la suspensidn que
inicialmente indica la presencia de nanoparticulas, lo cual fue ratificado con técnicas como
UV- vis.




Figura 19. Sistema coloidal nanoparticulado de plata por reduccién quimica.

La formacion del sistema coloidal metdlico implico el desarrollo de una de fase nucleacidon
y de crecimiento caracteristico del proceso de sintesis de NpsAg por reduccidon quimica
himeda (109). Ambas presentes durante la obtencidon del crecimiento y tamafio de
particulas observado en la suspensién coloidal de NPsAg denominada “in situ” (i) y
sumergido (s) descrita en la Figura 16; donde se observd que al adicionar NaBH, a la
solucion, en condiciones de enfriamiento (hielo), ocurrid una rapida reduccién y
formaciéon de la suspension color gris oscura, propio de una nucleacidon rapida y la
formacidon de Nps agregadas. Ademas se observé que al agregar NaBH, gota a gota la
suspension tomd un color gris justo después de su adicién, el cual desaparecié al
garantizar condiciones de refrigeracion (hielo) constante, hasta adquirir un color amarillo.

La temperatura de sintesis puede evitar la aglomeracion de NpsAg. Li et al. (139) obtuvo
cambios fisicos similares a los observados en este trabajo; donde la suspensién coloidal
reportada es de aspecto amarillo claro y gris. Este Ultimo relacionado con la aglomeracién
de la NpsAg en suspensién asociado a cambios de la fuerza idnica de la suspension
resultante. Ademas de factores que afectan directamente la suspensién final; como la
velocidad de adicién del agente reductor y concentracion de catidn sodio que modifican la
caracteristica final de Nps. En este caso para evitar la formacion de agregados, la
velocidad de adicion del agente reductor se realizd por goteo, lentamente y con una
constante agitacidon vigorosa a 115 rpm, donde se garantizé que el NaBH, entrara en
contacto y se diluyera completamente.

Gonzales et al. (140) reportd cdmo la temperatura ambiente en la suspensién influyé en la
elaboracién de suspensiones con tonos amarillos intensos. Y cambios notables a bajas y
altas temperaturas donde la suspensién coloidal de NpsAg mostrd un color amarillo claro,
exponiendo a su vez morfologias predominantes cuasiesféricas propias de la condicidn
térmica. Hegazy et al. (141) a su vez examinaron las condiciones de enfriamiento de la
suspension y observaron cambios entre amarillo claro y luego amarillo oscuro hasta rojizo
ambos propios de una suspension de Nps. Cabe destacar que la presencia de Ag en el
sistema coloidal obtenido, se corrobora al analizar la suspensién por UV- vis, espectro de
absorcién ilustrado en la Figura 20, con una resonancia plasmdnica en ambos casos que
indica Ag en la suspensién fabricada.

La metodologia desarrollada es consistente con Pillai y Kamat (142); estos utilizaron
condiciones térmicas cercanas a la temperatura de ebullicion y agentes de reduccidn
diferentes. Ademas, obtuvieron un sistema coloidal final de NpsAg similar al obtenido en
este trabajo. En el caso del agente reductor reportado (ion citrato) formé un complejo
(quelato) con el ion plata en condiciones térmicas altas, debido al requerimiento de la
reaccidn ya que este tipo de agentes tienen poca capacidad de reduccién. En contraste
con el agente reductor NaBH; empleado en este estudio bajo un sistema refrigerado
(adicionando hielo), necesario ya que es un agente reductor fuerte y en caso contrario si
es sometido a las altas temperaturas incrementaria su reactividad al punto de generar
reacciones secundarias indeseadas como la reduccidon de iones de plata y no del ion



borohidruro. Finalmente, conocer las caracteristicas fisicoquimicas del agente de
reduccion elegido para el proceso de elaboracién de las NpsAg, asi como las condiciones
térmicas de la sintesis puede entonces favorecer los resultados deseados como son NpsAg
con morfologias definidas sin reacciones secundarias.

Finalmente Qingxin et al. (143) observaron también cambios en el color de la suspensién
de NpsAg, donde esta pudo alcanzar un color mds oscuro al final de la reaccidn, este
cambio de color fue asociado a un fenédmeno conocido como excitacion de las vibraciones
del plasmén superficial en las NpsAg, siendo este supeditado por la formacién de
nanoparticulas en suspensién de mayor tamafio. A continuacidn se explicard en detalle la
banda plasmén y su importancia durante la obtencién del sistema coloidal
nanoparticulado.

5.1.1 Identificacion de Ag en suspension coloidal

La espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) al ser una técnica analitica que se caracteriza
por lograr especificidad permite conocer las propiedades dpticas de la solucién coloidal de
NpsAg elaboradas. Gracias al envio de luz a la muestra obtenida durante la sintesis y
medir la cantidad de absorcién de luz. La técnica permitié examinar la longitud de onda a
la que produjo la maxima banda de absorcién (Amax). En este caso la Ag se identifica entre
350 A y 450 A (144). Y por ultimo como se desarrolla a continuacién se puede ver su
relacion con las condiciones propias de las NpsAg.

En la Figura 20, se observan los espectros de absorcion UV-vis en un intervalo de
longitudes de onda de 200 a 800 nm de la banda de Resonancia del plasmdn (UV-vis) mas
representativos; obtenidos de las muestras coloidales resultantes al sintetizar NpsAg.
Estas mediciones se realizaron sobre las mismas muestras en dos momentos diferentes, a)
diez minutos después de realizada la sintesis y b) dos meses después de su
almacenamiento. Como se puede observar, los espectros de absorcién netos de la
suspension presentan una banda de absorcidn principal; ambos centrados alrededor de
400 nm entre 387 y 388 nm. La posicién de estas bandas se mantuvo para todas las
muestras de NpsAg, sintetizadas tanto en las pruebas piloto y aquellas desarrolladas
durante la fase de modificacion superficial del titanio poroso.

En el caso de los espectros de absorcion de las muestras sintetizadas y medidas a los 10
min se observa una absorcion de 387 nm de longitud de onda. Ademas de varias bandas
gue no mantienen la posicidn del nivel maximo de absorbancia al realizar la medida, pero
conservan el maximo de longitud de onda mencionado a). En este caso se observan tres
curvas, el color morado y azul son curvas que resultan de sonicar la muestra antes de su
medicion, donde la energia del sistema coloidal de las NpsAg dispersas por la sonicacion,
genera un efecto de vibracidn y/o resonancia plasmén mayor que la muestra analizada en
la curva roja; la cual se midié directamente después del proceso de fabricacién de NpsAg.
En el caso de la curva b), se observan dos curvas rojas y azul las cuales ambas son el
resultado de analizar la suspensién coloidal de Ag a los dos meses de su elaboracién y



almacenamiento, esta medicidon se realizd por duplicado sin observar cambios en la
longitud de onda méaxima.
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Figura 20. Absorbancias para sistemas nanoparticulados sintetizados por reduccién
guimica. a)medicién realizada ddespués de 10 min. b) medicidn realizada después de 2
meses

El maximo de la banda de absorcién principal en ambos momentos de la medicién se
observan en a) y b) se encuentran centrados alrededor de los 400nm, lo que confirma la
presencia de Ag en la suspension. Y son consistentes con resultados similares después de
realizar la caracterizacion UV-vis reportados por Chowdhury et al (145); al obtener un
maximo pico de absorbancia alrededor de los 410 nm de longitud de onda después de
analizar la suspensién coloidal de plata elaborada. Por lo tanto, se considera que el
método de sintesis por reduccidn quimica empleado fue un método apropiado que
permitid la obtencion de Ag en la suspension coloidal elaborada; ya que como se
menciond este material absorbe energia en forma de fotones y se presenta en longitudes
de onda especificas propias de plata entre 350 nm y 450 nm (144). Lo cual ratificé la
presencia de plata después de la fabricacién de la suspensidon. Drahansky et al. (146)
reportaron un espectro un UV-vis e indicaron un pico de absorbancia de 320 nm y 416 nm
gue correspondié a nanoesferas de plata en una dispersidon coloidal de color amarilla,
caracteristico de NpsAg de forma esférica.

Por otro lado, al comparar los resultados de las Figuras 20 a) y b) estos dan prueba de la
conservacion de una suspensién coloidal de Ag a los dos meses de almacenamiento. Sin
embargo, en la banda de absorcién a) se observan bandas con espectros amplios (anchos)
lo que probablemente se debe; a que la suspensidon coloidal de Nps presenta amplia
distribucién de tamafiio y zonas aglomeradas de NpsAg corroboradas en algunas regiones
observadas en la muestra analizada en TEM. Finalmente en la Figura 20 b), se nota como
se conservd propiedades Opticas similares a los espectros de absorcidon preparados
inicialmente en la figura a), donde se presume mantuvo condiciones dpticas equivalentes
y similaridad de tamafos de particulas en la suspensidn.

Roldan et al. (147) reportaron la presencia de silanos en sistemas de NpsAg estables, lo
cual probablemente explica que la estabilidad observada en este trabajo; se beneficié por



la interaccion fuerte entre superficie de plata y el grupo amina del APTES utilizado en la
funcionalizacion de titanio. Lo que permitiéd conservar a los dos meses de la sintesis la
aparicidon de escasos cambios dominantes en los espectros observados. Sin embargo, para
el otro caso, a pesar que, dicha posibilidad planteada no recae netamente sobre los
grupos silanos, si es atribuible a la formacién del Potenciales Zeta de -36 mV y -29.9 mV
que favorece la repulsién de las NpsAg debido a la carga neta negativa entre la carga
superficial de las NpsAg sistema coloidal de Ag.

Segun estudios reportados por Liang et al. (147) utilizaron condiciones similares al
presente estudio; obtenido con 2 mM de AgNOs; y mas altas de 10 mM, ambas
permitieron la fabricacién de nanoparticulas cuasiesféricas, medianas y pequefias. Donde
a medida que las nanoparticulas aumentaron de tamafio, el pico de absorcién se desplazd
a una longitud de onda mads alta. Caso contrario fueron reportados por Prathna et al.
(148), donde la formacién de la absorbancia incrementd en suspensiones de NpsAg con
morfologias pequenas esféricas exhibiendo un solo pico de absorbancia alrededor de los
400 nm de longitud de onda disminuyendo la simetria de las nanoparticulas.

Vigneshwaran et al (149) reportaron como dicha cantidad de absorcién de luz estara
entonces ligada a las dimensiones nanométricas de la suspensidon. Ademas, sugirié mas
detalles del sistema como es la disponibilidad de Ag o el estado agregado de las
nanoparticulas, derivado de la simetria de la banda plasmdnica obtenida, al reportar una
banda simétrica e indicar que la solucidén obtenida no contenia muchas particulas de plata
agregadas, la cual fue validada con los resultados expuestos en la micrografia electrdénica
donde se evidencié dicha afirmacién. Sayed et al. (150) establecieron que la absorbancia
de plasmdn reportada en literatura para coloides de plata abarcaba longitudes de onda
entre 400-450 nm y varia dependiendo de forma, tamafio, dispersién y método de
sintesis, donde también se obtuvieron en este estudio durante las pruebas pilotos
observando un maximo de absorbancia aproximada de 435 nm, informado en el Anexo 9.
Donde la presencia de un pico ancho corresponde a NpsAg polidispersas que conduce al
acoplamiento de las vibraciones de Plasmon entre particulas vecinas, con morfologias
cuasiesféricas confirmadas por micrografia TEM.



Kumbhar et al (151) reportaron algunas propiedades épticas adquiridas durante el analisis
de la suspensién coloidal de plata, donde esta correspondié a los diferentes tamafios de
particulas en relacion a los espectros de emisiéon de NpsAg. Evidenciaron espectros
energéticos denominados discretos correspondientes a NpsAg con longitudes de onda
mas bajas, Zimasa et al (144) indicaron la interaccidn existente del espectro de absorcién
de las NpsAg y su relacién directa con el tamaio de las Nps. Reportaron como se amplio el
espectro de absorcién debido al incremento de la distribucién del tamafio de particula. Lo
cual corresponde a lo observado en la Figura 20, con una amplitud similar en el espectro
UV-vis y se comprobard a continuacién en el analisis de distribuciéon de tamafio de NpsAg
observado en la Figura 21.

Evanoff y Chumanov (152) establecieron que el espectro de emisién de nanoparticulas
mas pequefias de 60 nm se da netamente por la absorcién de la luz. Reportaron un
espectro de la longitud de onda de NpsAg; entre un rango mdas amplio al observado de
400 nm y 600 nm en una regién denominada “dipolar”. Caso contrario para particulas mas
grandes de 60 nm donde se reporté un desnivel en el espectro Uv-vis sobre los 400 nm de
longitud de onda, ubicado en una zona “Octupole” del espectro. Para particulas aln mas
grandes que alcanzaron los 100 nm, con un espectro UV-vis de 550 nm esta zona fue
reportada como “Cuadrupol”. En relacidn y segun a lo observado en la Figura 20, estos
resultados apuntan a que la poblacién de NpsAg observada presenta una distribucién de
tamafio amplia, donde la absorbancia se observa en una zona “Octupol”.

5.1.2 Identificacion de Potencial Z, Distribucion de Tamafio y Estabilidad de
NpsAg.

Los espectros de absorbancia observados tanto por Potencial Zeta (Z-P), Distribucién de
tamafio (T) e indice de Polidispersidad (Pdi) del sistema coloidal, se identificaron mediante
NanoSizer ZS. Dispersion de Luz dindmica, DLS, para T y Pdi y dispersion de luz
electroforética, ELS, el Z-P. En Figura 21, se observan los espectros DLS, la distribucién del
tamafio de las particulas y la carga superficial de las mismas. Ambos para la suspensién
obtenida y expuesta a titanio macizo con su respectivo tratamiento superficial establecido
como (L-a) o (L-b), “NaOH” y “Solucion de pirafia” respectivamente. Donde la preparacion
de las NpsAg, se realiz6 en ambos casos bajo las misma condiciones de reaccion de
acuerdo a modificaciones metodoldgicas descritas por Lee y Meisel's como tipo de agente
reductor, condiciones térmicas (110).
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Figura 21 Espectros de DLS a) Potencial Z de suspensién adquirida por metodo
“sumergido” en contacto(L-b) y b) Tamafio de NpsAg en suspensidon sumergida en
(L-b). c) Potencial Z de suspensién en contacto (L-a). d) Tamafo de particula
suspensién en contacto con(L-a).

En la Figura 21 se observa una amplia distribucién de tamano de particulas en promedio
con valores promedios cercanos a los 100 nm, asi como particulas que alcanzaron la escala
micrométrica, donde segun el grado de aglomeracién adquirido superd la escala nano
como se analizara mas adelante en la Figura 24. Estos agregados pudieron dar lugar a la
formacién de depdsitos de iones plata. Adema se presume que el agente precursor de
plata utilizado en la formacién de nanoparticulas agregadas favorecié la obtencion de
tamafios superiores a 100 nm como ha sido descrito en Maroof et al (141) donde
reportaron nanoparticulas de plata con morfologias cuasi-esféricas desde 10-17 nm,
medianas, bien definidas, como semillas de plata. Asi como algunas otras NPsAg de mayor
tamafio alcanzando un promedio de 119.5 nm las cuales fueron bien definidas como
nanoparticulas de plata.



Con respecto a la medicidon del potencial Z, esta metodologia de sintesis de NpsAg
“sumergida” si bien permitié una aproximacion de la estabilidad del sistema coloidal. Las
medidas de Indice de distribucién de tamafio por el contrario muestran la tendencia a
formar agregados. Este comportamiento es posible que se deba a la misma metodologia
empleada, donde el proceso de fabricacion sumergida favorecio la formacidn de procesos
de aglomeracion. Caso contrario se observd durante la elaboracién de sistemas coloidales
“in situ” donde se notd una reduccion de tamano de NpsAg notable y el sistemas sin duda
correspondid a una suspension coloidal de NpsAg pequefias posiblemente monodispersas.

Es importante precisar que valores de carga superficial en suspensiones con Nps que se
encuentren en el rango comprendido inferior a -30 mV o valores superiores a +30 mV es
donde reflejard una mayor estabilidad de la solucién coloidal obtenida. Por lo tanto, los
resultados alcanzados de Potencial Z observados en la Figura 21 a) y c), indican que la
suspension coloidal de Ag alcanzé valores de -29.6 mV y -36.4 mV a 25 °C, tanto para
NpsAg en contacto con Ti (L-a) y (L-b). Dicha carga superficial evidencio el desarrollo final
de un sistema coloidal de NpsAg con regiones estables. En ambos casos las NpsAg
sintetizadas exhibieron una carga superficial negativa de -29.6 mV, lo que indico una
suspension coloidal con valores de potencial Zeta en promedio estables.

Ademas, se precisa que dicha estabilidad es atribuible en primer lugar, al reactivo
sobrante en la suspension como el 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES). Donde el efecto
de estabilizaciéon en la suspensidon se sugiere que no solo se da por la interaccién
electrostatica, sino por efectos estéricos causados por el extenso enlace que el APTES
forma a en la superficie de las nanoparticulas evitando la formacién de agregados de Ag.
Bantz et al (153) exhibieron un potencial Z de -40 mV, que superd al maximo observado en
este estudio de -36.4 mV, lo cual favorecia en el caso de una carga superficial muy
negativa obtener sistemas de NpsAg con mayor estabilidad coloidal asi como incidir en la
interaccidon de las Nps con el medio bioldgico. En el caso contrario donde el APTES no
estuvo presente es posible entonces, que estas sea zonas con una repulsién electrostatica
fuerte la cual se puede relacionar a los valores reportados con anterioridad de -36.4 mV
gue favorecio los valores de estabilidad reportados.

Un caso diferente lo observaron en Nur et a./ (154) con un valor de potencial Zeta de -
53.77 mV, el valor negativo indicé la absorcion de varios aniones en la superficie de NpsAg
y un valor de zeta alto que mostrd la mayor probabilidad de agregarse. En reportes hechos
por los autores Nur et al. (155) A partir de un estudio de estabilidad de NpsAg en
suspension, investigaron que el potencial Zeta adquirié un pico a -15.58 mV
denominandolas como NpsAg estables, obtenida gracias a una carga superficial lo
suficientemente alta que finalmente evité la regulacion de la formacién de agregados, y a
partir del valor de potencial zeta concluyeron que la suspension de las NpsAg era cercano.

Finalmente Kyaw et al. (156) establecid el potencial Z como un factor importante durante
el control del tamafio nanométrico resultante, asi como controlar la estabilidad de la
suspension, ademas de la dispersion de las NpsAg, y caracteristicas especificas como la



morfologia del nanomaterial y tamafio de las NpsAg que pueden establecer dafio celular e
inducir a la muerte bacteriana. Ya sea por la disrupcion de membrana celular, formacién
de especies reactivas de oxigeno, ROS, que presentan una interaccion con ADN y generan
un dafo irreversible y finalmente por inhibicién enzimatica.

La distribucién del tamafio de particula y el indice de polidispersidad obtenido en la Figura
21 b) y d), ambas sintetizadas por el método denominado “sumergido” donde se observan
distribuciones de tamafio de particulas obtenidas y expuestas a Ti macizo (L-a) y (L-b)
respectivamente. Este reveld para el primer caso una suspensién de particulas de Ag con
un didmetro promedio de 116,2 nm y un indice de polidispersidad, Pdi, 0,332. Y en el
segundo caso particulas de 119,5 nm a 25 °C y un Pdi de 0,402. Se pude observar que
indistinto del tipo de tratamiento superficial desarrollado en el material macizo y que
entro en contacto con suspensién coloidal de Ag. En ambos casos los resultados son
consistentes, como se indica en resumen en la

Tabla 6 con valores promedios de tamaifio de particula (T) cercanos y propiedades fisicas
como Pdi especificos determinadas para los dos Tipos de materiales de Ti macizo expuesto
a las NpsAg sintetizada por reducciéon quimica a 25 °C y pH 7. Finalmente respaldados por
la bibliografia citada con anterioridad se resalta que los tamafios reportados de Ag en
suspension coloidal por el método “sumergido” son denominados como NpsAg por ende
se menciona que dicho tamano aln conserva la escala nano aunque en promedio su
tamafio supera los 100 nm.

Tabla 6. Potencial Zeta (ZP), Tamafio de Particula (T), indice de Polidispersidad (Pdl) de
suspension coloidal de Ag.

Reducciéon Quimica NpsAg 25°C
Hidroxilacion ZP mV Tamafiod. nm | PdlI pH
Ti-(L-a) -29,6 116,2 0,332
Ti-(L-b) -36,4 119,5 0,402

Se resalta el caso del indice de polidispersidon expuesto anteriormente, este corresponde a
la medida de la amplitud de la distribucion del tamafio promedio de las particulas (157).
Cuanto menor sea este valor, las particulas tendran una mayor tendencia a encontrarse en
un rango pequefio de distribucién de tamafo. Wu, Jian y Wiwi (158) indicaron que un
valor Pdi, definido en términos del tamano medio de la particula y distribuciéon de tamafio.
Indica para un Pdi de 0,1 a 0,25 una distribucién de tamano estrecha, caso contrario a un
valor Pdi mayor de 0,5 descrito como una distribucién amplia. Como es evidente, para
ambos tamafios promedios de las particulas obtenidas de 116,2 nm y 119,5 nm, se
pueden observar que los valores de indice de polidispersiéon son inferiores a 0.5. Ambos
obtenidos por el analizador de la muestra con valores de Pdi 0,332 y 0,402
respectivamente. Estos son consistentes con el valor de estabilidad observado en el
Potencial zeta, ZP, que puede ser la razén principal para producir tamafios de particula
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con un indice de distribucion medianamente estrecho en ambos casos, valores similar se
adquirieron con un Pdi de 0,369 reflejados en una formacién estable de AgNPs de color
amarilla clara a un pH de 8 sin sedimentos (155).

Sin embargo en las investigaciones de Haque et al. (159) revelaron valores de indice de
polidispersidad desde 0,130 hasta 0.212, donde el valor Pdi es menor a 0,3 que es el
adquirido en este estudio. Ademas, reportaron como Valores Pdi igual y/o mayor que 1
indicd la precipitacion de la solucidn. Por ende, ambos valores Pdi superaron el maximo
reportado con Pdi de 0.402, alejado del Pdi minimo establecido de 0,130 el cual reflejé
buenas propiedades coloidales, lo que sugiere que aunque en ambos se favorecen la
precipitacion el valor Pdi 0,332 tienden a conservar mejores propiedades coloidales que
0,402 ya que conserva una menor estabilidad coloidal como lo evidencio el estudio. Por
ultimo, el valor Pdi 0,130 reportado se observo fue asociado a la relacién NaBH;/AgNOs=
10:1 y en el caso del Pdi minimo 0,212 en la relacién NaBH;/AgNOs= 2:1. Siendo este
ultimo similar a desarrollado en el trabajo con 0,002 M AgNOs y NaBH4 al 1% (v/v). Sin
embargo, aunque los valores Pdi observados no oscilaron en valores Pdi 0,1 la suspensidn
presento NpsAg en la mayoria de las suspensiones analizadas, que aunque se reportaron
precipitados en algunos casos estos no interfirieron en el anclaje homogéneo y poli
disperso en la superficie de titanio funcionalizado.

Finalmente, a partir del valor de la distribuciéon de tamafo de particula (T) resultante se
observa la tendencia para formar sistemas coloidales estables. Tal comportamiento
sugirid la presencia de cargas superficiales fuertes en las NpsAg que dificultaron la
aglomeracion, como cargas eléctricas efectivas que obstaculizaron aglomeraciones en el
sistema y estabilidad en algunas regiones de la suspensién estudiada como se reportan en
la Figura 22 b), e) y h) correspondientes con a aquellos resultados adquiridos para
estabilidad de NpsAg en suspensidon (160). Sin embargo, el tamafio promedio y el Pdi
observado por DLS coincide con los resultados de la imagen TEM vy la distribucién del
tamafio de particula evaluada, que son los que finalmente validaron la formacién de
NpsAg para la funcionalizacion del Ti. Ademas al estudiar la dispersién dinamica de la luz,
gueda claro que las NPsAg exhiben una distribuciéon de tamano medianamente estrecha.
Pero dichos valores de potencial zeta -36,4 mV indicaron una estabilizacién que no es en
su totalidad completa de la NpsAg, que puede ser la razén principal para producir
particulas con un indice de distribucion de tamafio amplio y aglomeracidon observados en
algunos casos.

5.1.3 Imagenes TEM y EDX de suspensidn coloidal NpsAg

Para concluir la caracterizacidn de las NpsAg sintetizadas durante la fase inicial del trabajo,
se realizd una toma de imdagenes en TEM, acoplado a un andlisis de dispersién de energia
de rayos X, EDX e histogramas de tamafo de particulas. En la Figura 22 a), d) y g) se
exponen los espectros obtenidos EDX de las NpsAg sintetizadas por la metodologia “in
situ”, micrografias electrénicas de transmisién, TEM, (b,e,h) e histogramas de distribucion
de tamafio de NpsAg (c,f,i). Donde se observa en diferentes puntos de la muestra en



suspension que efectivamente las morfologias son pequefias cuasiesféricas y en el analisis
de composicidn corroborar con éxito la presencia de NpsAg elaborada, asi como presencia
de otros materiales intrinsecos de la rejilla del equipo como se expone a continuacién.
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Figura 22. Espectros de rayos X de dispersién de energia (EDX) de NpsAg sintetizadas por la metodologia “in
situ” con 15 ml con 0.002 M AgNO3 (a,d,g). Micrografias electrénicas de transmision TEM (b,e,h) e
histogramas de distribucién de tamafo de NpsAg (c,f,i).

Las NpsAg se observan como pequefios y medianos puntos grises cuasiesféricos, con
tamanfios relativamente uniformes representados en la figura 22 b), e) y h) que pertenecen
a las micrografias TEM de campo brillante donde se reflejan muestras de suspensiones
coloidales desprovistas de agregados de plata. Nanoparticulas medianas que a juzgar por
las micrografias observadas probablemente presentan una distribucion de tamafio y
variacion de unos pocos a decenas de nandmetros. La mayoria con un tamafo
relativamente uniforme en el rango aproximado de 10 nm a 36,9 nm. A diferencia de lo
observado en figura 22 b) donde se identificé una nueva condicién en la dispersion de las
muestras analizadas, densidades de Ag alta, levemente agregadas que alcanzan un
didmetro promedio de 119 nm descrito en el histograma de distribucion de tamafo. Lo
que indica que se requiere mayor control en el proceso de aglomeracién durante el
proceso de sintesis donde se establezcan con rigurosidad y precisién sistemas
monodispersos.

Figura 22 b), exhibe la formaciéon de las nanoparticulas mas pequefas sintetizadas, y en el
caso del histograma c) se observa ademas que predominan los didmetros de 10,94 nm, a
diferencia de la figura f) y i) donde predomino tamafios de 23,75 nm y 24,88 nm
respectivamente. Observando una densidad de Nps alta que alcanza un tamafio de 30,90
nm. Agnihotr et al (161) reporto tamafios y morfologias similares en suspensiones de
NpsAg dispersas, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 63, 85, y 100 nm descubrieron que en su mayoria
las nanoparticulas fueron esféricas. Ademas, de la coexistencia de Nps con didmetros
mayores, atribuidos a manchas secundarias de distraccidn reportadas por micrografias
TEM, descritas como cristales interpuestos, corroborando nanoparticulas de plata con un
tamafio promedio superior a 10 nm.

En la Figura 22 a), se observa presencia de Si, en la suspensidn coloidal analizada. Si bien
con anterioridad se aseverd el caso de dicho material como un factor que posiblemente
mejoré la dispersién. Es prematuro sefialarlo con fuerza que su presencia, Si, es la
responsable de garantizar la dispersidn de las Nps fabricadas ya que se requiere un mayor
estudio, sin embargo, en la mayoria de las micrografias analizadas, TEM, no se observan
nanoparticulas superpuestas ni formacion reiterativa de agregados. Interesante entonces
seria validar en futuros estudios si la presencia de Si establece una proporcionada
estabilidad ya sea de tipo electrostatico y/o electroestérica en procesos de fabricacion de
nanomateriales de plata como al parecer ocurrié en este estudio.

En cuanto a los histogramas de distribucion de tamafio de NpsAg observados en la Figura
22, fueron elaborados a partir de las micrografias obtenidos en TEM, procesando los
diametros en el analizador de imagen Image J, se aprecian nanoparticulas con didmetros
hasta 36,7 nm que indican el crecimiento maximo en las NpsAg observado. Ademas
muestras donde predominan menores diametros de 10,94 nm a 17,42 nm. Sivera et al



(162) han reportado la presencia de pequefias NpsAg dispersas con morfologias circulares
de 10 nm, con ayuda de TEM confirmaron su dimensidn real afirmando a su vez que los
valores presentados por EDX no correspondian a las micrografias TEM, por lo tanto dicha
técnica se reportd como inexacta para determinar el diametro real de las NpsAg
sintetizadas, ademads no fue viable para conocer la tendencia relacionada con el cambio de
la concentracion.

Finalmente, los espectros de rayos X de dispersion de energia (EDX) de particulas
sintetizadas y observadas en TEM se tomaron para la amplitud de toda la imagen que
validé la formacién de Nps Ag. Que a su vez corresponde a los resultados analiticos de los
espectros UV-vis donde se corrobora la formacién de sistemas coloidales de plata en el
pardgrafo 6.2.1. El complemento de los resultados analiticos de EDX se observan en las
Figuras 22 a), d) y g) obtenido de tres muestras diferentes. La suspensién coloidal
caracterizada en la figura b), e) y h), demuestra que las NpsAg cuasiesféricas identificadas
en el espectro entre (2,5 -3,2 keV ). Como lo indicé Liang et al. (163) donde por andlisis de
composicion elemental exhibié un pico de Ag entre (3,0 y 3,2 keV), que confirmé NpsAg
observadas en las imagenes TEM si correspondieron a dtomos de Ag puros.

El éxito de la formacion de NpAg en suspensién se confirma con los picos de (Ag)
dominantes en todos los espectros EDX observados, que corrobora que la formacién de
nanoparticulas observadas en TEM era de Ag. Ademas, los picos de cobre (Cu) y oxigeno
(O) observados estan asociados a la rejilla que se usé como sustrato para sostener la
muestra. Azarkhalil y Keyvani (164) identificaron nanoparticulas esféricas superiores a las
sintetizadas 36,93 nm, con didmetros de 50 a 70 nm. La composicion de las muestras
analizadas por EDX, indicdé que la técnica fue efectiva y respaldo las morfologias de los
nanomateriales de Ag observadas por SEM. Hani, Soon y Mohd (165) reportaron
resultados similares al analizar y caracterizar NpsAg con el mismo método de estudio por
reduccion quimica en presencia del agente reductor borohidruro de sodio. Resultados
reportados por rayos X de dispersion de energia ratificaron el mayor rendimiento de plata
(Ag), 67.39 % como el observado en la figura 22 a), d) y g) al analizar tres muestras
diferentes donde se observan que los espectros de Ag sobresalen con un pico maximo en
todas las muestras. Y mediante andlisis por EDX validar la composicién de las Nps
elaboradas y observadas en TEM. Caso contrario al método de sintesis en condiciones de
enfriamiento (hielo) donde se observd la presencia de Ag en rango 2,5 a -3,2 keV, fue el
reportado por leila et al, (166) bajo condiciones de sintesis entre 400 °C y 800 °C. Y
presencia de plata en 2,75 keV y 3,04 keV respectivamente. A raiz de un menor efecto de
atraccién entre los electrones de conduccidn, iones metdlicos a medida que reportaron
una disminucidn del tamafio de particula y menos nimeros de dtomos que formaban las
nanoparticulas metdlicas.



5.2 Caracterizacion superficial de Ti macizo y poroso

Se realizd un analisis semicuantitativo por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM),
acoplado con una espectrometria de dispersidon de energia (EDS). Como se aprecia en la
Figura 23 a) y b) bandas de la composicién superficial de Ti macizo modificado con la
suspension coloidal de Ag. En el primer caso se expone el espectro EDS de la
caracterizacion superficial de Ti macizo, en contacto con la suspension de NpsAg
fabricadas por la metodologia a) “sumergido” y para el segundo la metodologia b) “in
situ”.
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Figura 23. Espectros de EDS de las suspensiones de NpsAg elaboradas metodo sumergido
y in situ.Sintesis de NpsAg a) condiciones de reduccion humeda sumergido b) reduccidn
humeda in situ.

Los espectros, obtenidos al analizar la suspensién coloidal de NpsAg por la metodologia,
“in situ” y la metodologia de sintesis “sumergido” elaboradas bajo las mismas condiciones
de Reduccién quimica humeda como se explicd en la metodologia de sintesis de NpsAg.
Permiten entonces observar en la Figura 23 a), es el resultado del protocolo “sumergido”,
con un espectro mucho mas pronunciado de Ag en 3 keV y Ti 4,5 keV superando al
observado en la Figura 23 b) con un espectro de Ag menos sobresaliente en 3 keV. Se
evidencian también los espectros netos de Ti, y confirman la presencia de Ag en Ti puro
macizo ya que no se observan espectros asociados a otro tipo de material el cual se
corroboro en analisis por mapeo composicional.

Tanto en los proceso de sintesis de fabricacion de NpsAg denominados “in situ” y
“sumergido” se obtuvo que en ambos protocolos superficies de Ti funcionalizados con Ag
y por analisis en SEM se observd entonces que la metodologia “in situ” permite una buena
distribucién de Ag en la superficie del titanio macizo. En especial ya que una vez se
obtenian las NpsAg en simultaneo estas eran inmovilizadas homogéneamente en la
superficie como se observa en la Figura 23 a), a diferencia de las NpsAg obtenidas por el
proceso “sumergido”, donde si bien el espectro de EDS de Ag en la figura 24 a) se observa
que fue mas alto en 3 Kev, donde estas presentaban una distribucién de tamaiio amplia



como se observd en la figura 21 , debido a la posible formacién de agregados de Ag al
entrar en contacto con la superficie de Ti con tamafios asociados a escala micras. Cabe
resaltar que resultados similares donde se establezca la diferencia de inmovilizacion de Ag
planteada para ambos casos no ha sido reportada en superficies de Ti inmovilizado con
NpsAg. Sin embargo Pris y Krzysztof et al. (167) indicaron la importancia del efecto de
agitacién con respecto a la aglomeracién de las NpsAg. Para este caso la agitacion fue
rigurosa y constante a 115rpm, en plancha de agitacién donde aseguraba la mezcla de los
reactivos y su dispersién de las NpsAg. En contraste Pris y Krzysztof et al. (167) mostraron
cambios observados durante la elaboracion de la suspension coloidal de NpsAg, con una
agitacién superior a 30 min, el cual expuso variaciones en el color observando tonos
oscuros y aun mas cuando establecieron tiempos mds extensos de agitacién donde
registraron la aglomeracidn notoria de las particulas en el medio. Por otro lado Ia
formacién de agregados fue reportada en el mayor tiempo de agitacién sugiriendo el
agotamiento de los reactivos de manera desigual, y formacion de Nps a diferentes
tiempos de reaccion.

Es importante precisar a continuacién el trabajo reportado por Burda et al. (109) donde
evidenciaron la pertinencia de conocer otros factores como la energia de activacién en la
suspension de NpsAg, al ser un pardmetro que incide en el rendimiento de la suspension
coloidal de las NPs. Reportado entonces como un factor que controla diferentes estados
de gasto energético de activacién muy variante durante el proceso de elaboracién, donde
la activacion es alta en la etapa inicial de la sintesis de NPs, y de baja energia durante la
fase de crecimiento.

Por lo tanto, este tipo de andlisis responden a resultados variantes con respecto a
activacion energética en especial si se cuentan con poblaciones coloidales con
distribuciones de tamano amplios donde probablemente presenta diferentes zonas
energéticas donde inciden con mayor durante los procesos de elaboracién de semillas de
plata observados en la formacién de sistemas coloidales con dimensiones cercanas a los
12 nm. Caber resaltar que en los sistemas nanoparticulados de Ag fabricados, se ha
sugerido que la energia de area especifica presente por unidad de masa incrementd con el
total de area de superficie y depende de las dimensiones del nanomaterial donde de ser
abordadas en este estudio, se garantizaria nanoparticulas en suspensién con
caracteristicas favorables, tamafios definidos para su posterior inmovilizacién en
superficies de titanio c.p.

Por otro lado Hubenthal (169) ha afirmado en la importancia de mejorar superficies de Ti
inmovilizadas con una proporcidon adecuada de nanomateriales ya sea en presencia de
especies estabilizantes que garanticen el control de cambios a nivel nanométrico. Sin
embargo los hallazgos del presente estudio evidencian una distribucion homogénea de los
nanomateriales de interés sobre la mayoria de superficies de Titanio macizo y poroso
descritos a continuacion, lo que indica que el desarrollo de este tipo de metodologias
favorece modificaciones con NpsAg con una buena homogeneidad superficial en Ti.



Los resultados de las observaciones de SEM fueron comparadas en la Tabla 7, donde se
observd los cambios microestructurales adquiridos a causa del ataque quimico efectuado
de la hidroxilacidn superficial del Ti. Siendo de interés para la preparacion superficial del Ti
antes de su inmovilizacion con NpsAg. En la Tabla 7 se identifica cambios drasticos
obtenidos durante la exposicion superficial de Ti a metodologia L-a, y se observo
superficies rugosas, presencia de superficies irregulares dentro de la escala de 1um como
se observa en la figura 28 c y tabla 7, la cual corresponde a la alteracidn morfolégica del
material hidroxilado. En el caso de L-b con una mayor formacidon de superficies lisas,
ausencia de anisotropismo y mayor regularidad del material atacado. En vista de que las
superficies atacadas en la prueba piloto mostraron con éxito la inmovilizacién superficial
de NpsAg, se procedid a realizar ensayos en probetas porosas y finalmente empleadas en
pruebas de comportamiento antibacteriano, como se explica en las siguientes secciones.

Tabla 7. Modificacidn estructural de superficies de titanio atacadas quimicamente con
tratamiento L-a (NaOH) y tratamiento L-b (Pirafia) ambas desprovistas de NpsAg para
superficies de titanio 100-200 um, 355-500 um, y densidades 30 % -40 %-60 %.

TITANIO TRATAMIENTO OBSERVACION

100-200 pm
355-500 pum L-a

30 % -40 %-60 %

3ym ' Electron Image 1

100-200 pum
355-500 um L-b

30 % -40 %-60 %

6 um ' Electron Image 1




5.2.1 Caracterizacion superficial de titanio macizo modificado con NpsAg

La Figura 24 se observa microestructuras adquiridas en superficies caracterizadas en
muestras de Ti macizo y poroso hidroxiladas y silanizados. Por micrografias SEM se revelan
NpsAg depositadas, distribuidas como pequefios puntos luminosos reportados en la Figura
c) y algunos agregados como se observa en la Micrografia d). La topografia se conservé
tanto para las muestras de titanio modificadas macizas y porosas. Las muestras de Ti
lavadas y atacadas con NaOH observada en Figura 24 a), mostro un cambio superficial
topografico significativo, mayor irregularidad en su estructura, texturas céncavas vy
convexas, orientaciones superficiales denominadas anisotrdpicas, y rugosidades < 100 nm,
ya que se encontraron en la escala de 1 um. Equivalente a el ataque quimico sin zonas de
preferencia de menores cambios superficiales, sugiriendo que este tratamiento en
material macizo atacé toda la superficie.
Tratamiento L-a de Ti macizo con NpsAg
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Figura 24. Micrografias Tratamiento L-a: En 5 M de NaOH a 60 °C por 24 h a) NpsAg
distribuidas en superficie de Ti macizo. b) NpAg-Ti, c) Superficie hidroxilada con
NaOH y NpsAg, d) EDS agregado de Ag. e) Analisis EDS identifiacién quimica de Ti
modificado con Ag y Si



Goharian (170) indico formacion de rugosidades de 70 nm, con caracteristicas
topograficas que eventualmente mejoraron la osteointegracion del material. Similar a las
rugosidades de la Figura 24 a) dimensiones 70 nm. Reportando ademas la union de
células osteoblasticas al implante, ejerciendo contacto con el tejido éseo nanoporoso,
sugiriendo que a mayor rugosidad de material de titanio mejora la proliferacion de células
osteogénicas entre superficie del material y la interfaz del implante dseo ya que mejora
propiedades como la hidrofilicidad del material, anclaje de proteinas y finalmente células
como osteoblastos como se discutird mas adelante.

Finalmente, las micrografias SEM revelaron la deposicién de NpsAg en titanio macizo
expuestos tanto al tratamiento L-b como L-a. En el caso del primero como se analiza en la
Figura 25 a), se observa una zona con una menor presencia de Ag por unidad de drea y
algunos puntos mas sobresalientes en el caso de la Figura b) que sugiere la formacién de
agregados. Este tipo de tratamiento dispuso areas superficiales planas a comparacién del
NaOH. Se verifica que las Nps observadas son en esencia de Ag gracias a el andlisis EDS
adquirido en la Figura 25 c) donde la sonda detecto presencia Ag en 3 a 3,4 keV y un valor
maximo de Titanio c.p que indico su modificacion como también se destaca en el Anexo 1.

Tratamiento L-b Ti-NpsAg macizo
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Figura 25. Micrografias Tratamiento L-b :a) y b) micrografias de superficie de titanio
grabada con "solucion de pirafa" durante 1,5 horas a 75 °C, 3:7 perdxido de hidrégeno al
30 %; acido sulfurico. b) Obtencién de NpsAg c) EDS-presencia de grupos Ag y Si.



Como se puede observar en este estudio una vez fue sometido el Ti macizo al proceso de
salinizacion, se corroboro la presencia de grupos Si en el EDS de la Figura 25-d. Dichos
resultados son congruentes con Pareja et al. (134) reportando la silanizacién del material
una vez se generd la union del 3-aminopropil trietoxisilano (APTES), donde este formé una
reaccidn con SiO; en la superficie del Ti. Y en el caso de los grupos etdxido que una vez se
unieron al silicio protonaron los oxigenos de este grupo, los OH del titanio reaccionaron
con el silicio del APTES, formando finalmente un enlace covalente entre el titanio y el
APTES. Lo que posiblemente permitié que las nanoparticulas fueran inmovilizadas.
Finalmente, al obtener resultados favorables en los substratos de Ti macizos analizados se
procedid a realizar el montaje experimental en superficies de titanio poros. Cabe resaltar
que los resultados reportados por Pareja et al. (134) Son congruentes con lo observado en
este estudio ya que como se ha analizado lo largo del trabajo, el titanio es funcionalizado
con NpsAg, confirmado por SEM de manera homogénea gracias a la etapa de
funcionalizacién mediante metodologia “in situ” que correspondié a la fabricacién de
suspensiones coloidales previo a una etapa de hidroxilacion que genero cambios
microestructurales del Ti con el fin de observar los efectos bactericidas como se establece
mas adelante

5.2.2 Caracterizacion de superficie de titanio poroso modificada con NpsAg

En la figura 26 se observan imdgenes de microestructuras de superficies de Ti pulido
mecanicamente. Se obtuvo superficies devastadas para los dos tamafios de poros entre
100-200 pm y 355-500 um analizados con sus respectivas densidades poro de 30 %, 40 % y
60 % analizados por triplicado. Las superficies pulidas facilitaron la observacién efectiva de
presencia de NpAg, morfologias de poros asimétricos asi como confirmar la diversidad en
las densidades de poro del material. La Figura 26 e) y f) muestran superficies de Ti con la
maxima densidad de poro concentrado del 60 % observado en un microscopio con
aumentos de 10 x y 20 x. Caso contrario con una menor aproximacion entre los huecos,
mas distantes son aquellos analizados en la Figura 26 a) y b) con el 30 % de densidad de
poro. Por lo tanto se observa que la densidad de poro de las muestras de Ti en la figura
disminuye de derecha a izquierda.



¢) 40% vol. 355-500 um
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b) 30% 100-200 um d) 40% vol.100-200 um f) 60% vol.100-200 um

Figura 25. Micrografias dpticas con aumento de 50 x con tamafio de poro 100-200 pum y
355-500 pum, para distintas densidadades de poro 30 %, 40 %, 60 %. a) 30 % vol. 355-500
pum, b) 30 % 100-200 pm, c) 40 % vol. 355-500 um, d) 40 % vol. 100-200 y e) 60 % vol. 355-
500 pum, f) 60 % vol. 100-200 pm.

Se precisa que el estudio de la variacién de tamano y el didmetro de los poros han
ayudado en la busqueda de obtener un médulo de Young mas cercano al hueso, asi como
el desarrollo de superficies de materiales con variacion de poros ya sean de tipo regular a
escalonado, se direccionan a formacién de arquitecturas que permitan la interaccién del
material con el tejido dseo y potencie a mediano o largo plazo la induccién del
crecimiento celular. Asi como la combinacion de propiedades mecdnicas y estructurales
gue promuevan una fijacion implante-tejido éseo.

La Figura 26 ilustra el Ti pulido con diferentes densidades poro modificado
superficialmente. En el caso de la Figura a) se observa un material de aspecto pulido,
uniforme, inicialmente conserva un color plata que indica una superficie porosa
desprovista de NpsAg. Caso contrario se observa en b) donde el color oro es notable y
corresponde a la modificacion superficial de NpsAg. Los valores asignados como 1, 2 y 3
pertenecen a las densidades de poro desde la maxima con 60 %, 40 % hasta la minima de
30 % en superficie de titanio.



Figura 26. Titanio poroso pulido sin NpsAg a) Ti-NpsAg b) Densidades de poros de 1:60 %,
2:40 %, 3:30 %.

El cambio de color de plata a dorado es notable y se observa en la Figura 27 b) donde se
obtuvo después de haber sido grabado con la solucién de “pirafia” y “NaOH” y finalmente
adquirido al entrar en contacto con la suspensidon de NpsAg indicadas en la Figura 19. Para
el estudio de la microestructura analizada con el Microscopio Electrénico de Barrido JEOL-
JSM 6490LV. Se evidencid con éxito la modificacién superficial de Ti poroso pulido,
hidroxilado y silanizado con presencia de NpsAg en la cara superior e inferior de la placa
circular observada en todas las densidades de poroso investigadas por triplicado. Donde la
figura 27 a), c) y e) es claro observar superficies plateadas desprovistas de NpsAg, caso
contrario de superficies de Ti poroso en figura 27 b), d) y f) funcionalizados con NpsAg
corroboro en andlisis TEM, donde en este caso fue evidente el cambio de color al ser
sumergido en la suspensién coloidal de Ag tomando un color dorado.



Gracias a los resultados obtenidos en ensayos piloto se eligiéd continuar con la fabricaciéon
e inmovilizacién de NpsAg utilizando la metodologia “in situ” con un tiempo de sintesis
alrededor de 30 min. Debido a que se encontré una buena dispersién del nanomaterial
sobre la superficie, sugiriendo una menor tendencia a formacidn de agregados y tamafios
de NpsAg pequeios 30 nm. Simultdneamente, aunque en la metodologia establecida en
esta etapa con material poroso si se identificé formacidn algunas zonas con agregados de
Ag, siendo menos usual, lo cual se asumié como un efecto positivo. Ya que en dicha
condicién se conservé una inmovilizacion superficial de Ag en escala nano donde estos
agregados pueden ser vistos como pequefios depdsitos promisorios que liberan iones de
Ag’y pueden causar muerte bacteriana por periodos de tiempo prolongados.

En el caso de las micrografias SEM indagadas en la Figura 28 a) se observa superficies de Ti
poroso control (silanizado e hidroxilado) con cambios superficiales notables, formacién de
nanoporos equivalentes al observado en los ensayos piloto usando el tratamiento L-a
(NaOH). Ademas, se observa irregularidad superficial, morfologias anisotrépicas, aumento
de la rugosidad y formacién de texturas convexas que acompaiaron las superficies
modificadas similares a las desarrolladas en pruebas piloto.

Por otro lado, la Figura 28 b) coincide con una superficie de Ti con Si en 2 KeV desprovista
de NpsAg, la cual se validd con el andlisis EDS, sin observar espectros asociados a Ag, solo
espectros de absorcidn dptica en 2 keV, especifico de (Si). Caso inverso se observa en la
Figura 28 c) con una superficie de Ti con puntos luminosos cuasiesféricos, analizados por
EDS donde se confirma la presencia de Ag especifica en 3 KeV evidente en la Figura 28 d)
al observar una superficie de titanio poroso con Ag en menor cuantia y de distribucién
escasa validada finalmente en la Figura c).
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Figura 27. Micrografias TEM micrografias de superficie de titanio poroso. a) superficie
de titanio silanizado atacado por tratamiento L-a, 5 M de NaOH a 60 °C por 24 h. b)
Espectro EDS, presencia de grupos Ti y Si. c) Ti silanizado con NpsAg , d) espectro EDS
que establece la presencia de NpsAg y silanos. e) Mapeo de compuestos cuadro
amarrillo Ag ,verde Siy verde azul Ti.

El grabado superficial obtenido en la Figura 28 corresponde entonces a morfologias
equivalentes a las adquiridas por Ferraris et al. (171) con la formaciéon superficial de
microestructuras irregulares y anisotrépicas. Asi como superficies nanoestructuradas
presencia de una capa de oxido, que pueden mejorar la bioactividad del material, asi
como procesos de osteointegracion, observados a raiz de grabados con acidos sefialados
en generar rugosidades menores a 1 um, adicional a la contundente presencia de plata
depositada en la superficie de titanio. Sin embargo, su capacidad de modificacién se ve
restringida al considerar que dicho material conserva areas de estudio “limitada”, lo que



hace valioso el trabajo de modificar materiales porosos donde se obtienen mayores s
areas texturizadas por debajo de 1 um corroboro en SEM de la figura 30d.

Para confirmar la deposicién de NpsAg en la superficie de subtratos de titanio grabados
con la metodologia L-b (pirafia). Se lograron identificar en micrografias de Ti control
desprovisto de NpsAg de la Figura 29 a) donde la superficie tienen una apariencia
suavizada, ausencia de puntos luminosos que indican Ti sin NpsAg. Ademas, es evidente
entonces, la diferencia frente a aquellas superficies inmovilizadas con Ag como ocurre en
la Figura 29 c) al observar pequefios puntos luminosos, donde al corroborar con la
espectroscopia de rayos X de dispersidon de energia (EDS) exhibida en la figura 29 d) que
ratifico la presencia de Ag en la superficie de titanio poroso. Y finalmente examinadas con
ayuda de, el mapeo de composicidon quimica presentadas la Figura 29 e) donde se reveld
que el titanio es el elemento dominante en la superficie (color verde), seguido de
presencia de Ag (color amarillo) en menor cuantia.

A nivel general la inmovilizacion de NpsAg se observd con éxito en todos los substratos de
titanio poroso, a su vez de la deposicion de las nanoparticulas. En todas las superficies de
Ti estudiadas se aprecié cambios drasticos micro y nano estructurales ya sea con el ataque
superficial con acidos producto de eliminacién de la capa de éxido nativo propio de Ti
poroso, donde se sugiere se logré una oxidacion controlada, producto de la formacién de
la hidroxilacion superficial de titanio de asi como la formacién del 6xido de titanio
texturizado que facilito la inmovilizacién de NpsAg.

Los resultados de las observaciones de SEM en las muestras de Ti poroso con presencia de
nano precipitados se han recopilado y comparado en la figura 30. Se realizé un cribado
para elegir la superficie con las mejores caracteristicas microestructurales finales
observadas, resultantes de la modificacion y deposicién de NpsAg. Las superficies que
pasaron este analisis fueron caracterizadas por XPS vy finalizar con las pruebas de
comportamiento antibacteriano del titanio poroso, como se discute en la siguiente
seccion.
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Figura 28. Micrografias SEM micrografias de superficie de titanio poroso. a) Ti grabado
con "solucién de piraia" tratamiento B, durante 1,5 horas a 75 °C, solucidon de pirafia: 3:7
perdxido de hidrogeno al 30 %; acido sulfurico. b) Espectro EDS, presencia de grupos
silanos en superficie de Ti poroso. c) Ti-NpsAg , d) espectro EDS que establece la
presencia de Ag y silanos atacada por “Pirafia”. e) Mapeo comopsicional representado
por el cuadros color amarrillo indican presencia de Ag en superficie, verde silanos y verde
azul titanio.



La figura 30, muestra una visién general de las topografias adquiridas en superficies de Ti
poroso c.p, gravadas con L-a y L-b y silanizadas como se observada en la Figura 30 a), b) y
c). Se precisa que no se anexaron las micrografias en SEM de las superficies control
(desprovistas de NpsAg). Por el contrario, se reportaron las imagenes obtenidas a partir de
un aumento 80x, (primera columna, de izquierda a derecha) para investigar la eventual
presencia de nano y micro precipitados de plata. Hasta aquellas imagenes de mayor
aumento, 10000x, 20000x, para verificar el desarrollo de la capa superficial de éxido nano
texturizada y la deposicidon de NpsAg incrustadas a nivel superficial. La figura 30 informa
que cada muestra analizadas con tres aumentos fueron comparadas con al menos 3
imagenes de areas diferentes para cada muestra.
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Figura 29. Micrografias SEM densidades de poro 30 %, 40 %, 60 %. Micrografias SEM
micrografias de superficie de titanio inmovilizadas con NpsAg, grabada con "solucién
de pirafia" durante 1,5 horas a 75 °C, solucidon de pirafia: 3:7 y peréxido de
hidrégeno 30 % con acido sulfurico

La observacién de las imagenes de bajo aumento en la Figura 30 (80x) se utiliz6 para
enunciar los-poros de 30 %, 40 % 60 %., como lo indica la primera columna ( de derecha a
izquierda) en particular, no fue posible la observacion de al menos un aglomerado de
plata a escala micro, solo en el caso de muestras de titanio con imagenes de 10000x,
20000x aumentos, ambos para la metodologia observada en Figura c) con NaOH donde se
observé que finalmente si cumplian el criterio de aceptacién del Ti inmovilizado con Ag
agregada.

Se usaron imagenes de mayor aumento que corresponden a las filas de la Figura 30a), b) y
c) para investigar tanto la presencia de NpsAg como la nanotextura del gravado con L-ay
L-b. La observacion dio como resultado identificacion de agregados de NpsAg en menor
cuantia en los tres tipos de densidades. Andlogamente, la observacién de nanotexturas en
superficies son comparables con aquellas adquiridas por Souza et al. (2); Dominguez et al.
(63); Torres et al. (133) y Goharian et al. (170). Con nanotexturas apropiadas, que
correspondié a formas y dimensiones de nanoporos con una cobertura superficial con
tendencia homogénea.

Se observaron microprecipitados (5-20 um) no apreciables para todas las superficies
tratadas de titanio poroso, superficies de Ti tratadas y examinadas como la Figura 29 y 30:
estos resultados no estdn lejos de los obtenidos Jia et al. (11). Los andlisis de EDS
(informado ANEXOS) confirmaron que estos microprecipitados estan constituidos
primordialmente por Ag. Las observaciones de multiples areas en las superficies de la
muestra sugieren una reduccién moderada del nimero de estos precipitados de Ag+; en
especial en lo observado Figura 30 a) y b) de 30 %, y en contraste con Figura e) y f) que
corresponden a la densidad de poro mas alta del 60 %, se observd mayor formacion de
microprecipitados pero menor cobertura de Ag en la superficie. Finalmente, ninguno de



los tipos de microestructuras generadas por el grabado con dacidos L-a y L-b segun lo
observado se considera capaz de evitar la precipitaciéon de microagregados de plata en Ti
poroso cp.

En aquellas superficies de Ti poroso con densidad del 40 %, se observa que los
microprecipitados son visibles en las muestras para el tamafio de poro analizado (100-200
pum) como se observa en la Figura 30 c). Con respecto a la capa de 6xido esta se desarrolld
con éxito en todas las superficies, el tipo de grabado y nano-estructura no afecta la
adhesion de NpsAg. Los andlisis EDS para cada micrografia observada en la Figura 30) no
se realizd. Se encontraron algunas dificultades debido a la pequeia dimensidn y capacidad
de analisis a nivel superficial de la técnica SEM, sin embargo, es suficiente para observar la
funcionalizacién superficial del Ti poroso con NpsAg. Donde la mayor cantidad de
muestras porosas presento una distribucién de NpsAg homogénea observado en la Figura
30 a), b), c), e) y f). Con algunas grietas en la superficie de las muestras Ti figura 30
fendmenos que pudo deberse a una corrosién superficial inicial inducida por el PH siendo
mas evidente en las pruebas piloto.

Como se indicé con anterioridad la arquitectura porosa observada en la Figura 30) es
apropiada para crecimiento interno del hueso a lo largo de las longitudes del mismo. con
posible capacidad de crecimiento de osteoblastos hacia el interior de los poros, gracias a
que la texturizacion observada puede proporcionar espacios para el transporte de
sustancias, nutrientes y mantener la biofuncionalidad superficial (21) , lo que requiere de
mas investigacidon. Se presumen que el titanio poroso modificado observado con NpsAg,
en la Figura 30, con micro y nano estructuras desarrolladas en diferentes direcciones es un
material promisorio a la conduccién de diferentes comportamientos mecanismos y
biolégicos como adhesion celular y muerte bacteriana.

Una observacion morfometrica importante entre la superficie de subtratos macizos y
porosos son las modificaciones microestructurales reportadas. Donde no hubo evidencia
morfoldgica, en como la condicidn de porosidad del titanio puede favorecer o mejorar la
inmovilizacion de Ag en algunos sitios de preferencia. En contraste, se sugiere que la
inmovilizacion de NpsAg en el material poroso favorece un mejor contacto con el hueso
asi como la interaccidn con la interfaz material-tejido. Varios investigadores han estudiado
como la distribucion de los poros influye en las propiedades mecanicas del Ti. Como es el
caso de reportes donde se precisan los factores que influyen en el comportamiento
mecanico del material poroso mediante simulacidon en titanio con poros distribuidos al
azar, o por ejemplo aquellos reportados con una reduccion del modulo de Young en 7 GPa
y resistencia en 30 MPa garantizando tamafio de poro controlados similares a la matriz
extracelular ésea asi como la integracién compacta del nuevo hueso laminar a través del
area de implante-hueso (7),(170),(172).



Adicionalmente se resalta desde la literatura reportada que la pertinencia de obtener
microestructuras de Ti similares a las desarrolladas en este estudio, en especial una matriz
de titanio poroso inmovilizado con Ag sugiere que en este material existe la tendencia a
presentar una capacidad osteoconductora, ya que la formacién de nanotexturas
observadas en las micrografias apuntan a la construccién de capas porosas texturizadas
inferiores a 1um, que en futuros experimentos aumentarian tanto la adhesion de células
osteogénicas a la superficie del implante desde su diferenciacién y proliferacion. Como
también el flujo de sangre, como lo precisa Moritz et al (18) donde establecieron como el
flujo de la sangre aumenta significativamente en estructuras porosas y junto a él, procesos
de mineralizacidon de las células osteogénicas al tiempo que una mayor existencia de
proteinas, factores de crecimiento, genes, osteoblastos dentro de microestructuras
porosas garantizando procesamientos rapido y efectivo en la remodelacién dsea en la
interfaz del implante 6seo.

Por lo tanto contar con superficies porosas de titanio interconectada como las
establecidas en el presente estudio, tienen un efecto adicional al proporcionar mayor
interconexién y relacidon estructural mdas cercana al hueso biolégico al promover de
manera significativa la creacidon de estructuras de titanio para sustitucién ésea dinamica
(170).

Es importante mencionar que este estudio el factor diferenciador es el desarrollo de las
superficies funcionalizados de NpsAg asi como matrices de Ti texturizados tanto en
substratos porosos y macizos con capacidad bactericida. Donde a diferencia de los
estudios reportados en el mundo no se encontraron estudios similares que relacionen el
factor de fabricacién de suspensiones de NpsAg y como esta mejora su inmovilizacién en
subtratos de titanio poroso en superficies micros texturizados y aquellas por debajo de
lum. Ya que a diferencia los estudios reportados en la literatura estdn enmarcados al
desarrollo de estrategias que favorecen la inmovilizacién de Nps o el desarrollo de
estructuras de mayor fijacién del material al hueso de manera independiente.

Por lo tanto, el desarrollo de este tipo de estudios tendra un marcado interés que data en
una mayor efectividad durante los procesos de fijacion del titanio al hueso el cual se
conoce como procesos de fusién desde una capa intermedia entre el implante y la
estructura porosa, siendo la difusidon de |la capa porosa en la superficie del implante uno
de los procesos que aun no ha sido contralado en su totalidad actualmente. Asi como el
control de la exposicidon a altas temperaturas, que también pueden causar la alteracién de
poros particularmente en el tamafio. Con relacion a los datos obtenidos en el presente
estudio se recomienda establecer el estudio condiciones de hidroxilaciéon y formacién de
texturas que puedan garantizar la formacién de mayor osteointegracidon y funcionalidad
del material, ademads del mejoramiento de actividad antibacteriana como se observé en el
presente estudio y fue de interés en este trabajo.



Por ultimo, se indica sobre la pertinencia de desarrollar capas intermedias finas entre el
implante y tejido en pro de reemplazar o integrar las metodologias tradicionales, como es
el uso de cemento 6seo utilizado comunmente en reemplazos a presién a través del
hueso. Sin embargo, este tipo de sistemas aln no son exitosos y requieren de estudios
previos ya que su principal limitacién es el la obstruccidén de los poros interconectados de
dicha capa afectando directamente la diferenciacion celular osteogénica y el crecimiento
0seo.

Las superficies obtenidas en el presente estudio sefialan entonces la obtencién de
superficies nano texturizadas e inmovilizacién de NpsAg, afines a desarrollar efectos de
biocompatibilidad, diferenciacién celular y oseointegracion de hueso (173), (174), (175),
(176). Activacion de plaquetas sanguineas, migracion de células osteogénicas a la interfaz
hueso-implante (177), (178), (179), (180), (181). Sin embargo se requiere establecer mayor
control sobre el desarrollo de dichas nanoestructuras en el Ti poroso ya que pueden
afectar funciones celulares como se ha establecido (2), (170), (173) afirmado que en
materiales con topografias micro y nanoescala se pueden alcanzar hasta tamafios
similares a las proteinas de la matriz extracelular ECM (v.gr fibronectina y colageno), asi
como favorecer la interconectividad el cual puede presentar mejorar su biocompatibilidad
gracias al efecto hidrofilico de las nanotexturas desarrolladas en el presente estudio.

5.3 Actividad antibacteriana de NpsAg inmovilizadas sobre titanio

Finalmente, se realizé una prueba preliminar de actividad antibacteriana en superficies de
titanio poroso, a través de la medicién de un halo de inhibicidn en agares cultivados con la
bacteria gram positiva, Staphylococcus aureus. Los resultados revelaron que, en general,
los substratos de titanio funcionalizado con NpsAg tienen actividad antibacteriana, puesto
gue se observd una zona de inhibiciéon del crecimiento de la bacteria alrededor de las
muestras de Ti funcionalizados con NpsAg, tanto macizo como poroso (figura 31). Solo se
muestra el material fotografico de las muestras de titanio que presentaron halos de
inhibiciédn bien definidos, los demas substratos Ti-NpsAg porosos no fueron reportados
debido a que presentaron zonas de inhibiciéon de crecimiento bacteriano similares a las
observadas (Figura 32).

La formacion de la zona de inhibicidon para las superficies de Ti poroso evaluadas es el
hallazgo que se puede resaltar en relacidon a su actividad antibacteriana, lo que puede ser
atribuible a la presencia de las NpsAg y/o iones de plata liberados desde las mismas. Un
comportamiento similar fue observado por Li et al. (60) en discos de titanio sensibilizados
con micro esferas de gelatinas cargadas con Ag. Ahamed et al. (182), asocia la actividad
bactericida de las NpsAg a la inestabilidad generada en la membrana celular. Lo anterior
sugiere que no solo es importante la inmovilizacién del nanomaterial bactericida, sino
también el control sobre la deposicion del bactericida. Liao et al. (183) desarrollé matrices
de Ti, silanizadas y sensibilizadas con NpsAg, con capacidad bactericida (i.e. 94 % de
inhibicion para Staphylococcus aureus y 95 % de Escherichia coli), perfilando dicho



desarrollo como un material prometedor con capacidad antibacteriana y potencialmente
implantable.

Figura 30. Las muestras de Ti c.p macizo modificadas superficialmente con NpsAg:
Efecto antibacteriano dentro del circulo rojo. Zona de inhibicién para el Gram-
positivo Staphylococcus aureus (ATCC 25923).




c) d)
Figura 31. Efecto antibacteriano frente a la bacteria Gram-positiva Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) en substratos de Ti-NpsAg poroso, a) Ti-Si control negativo. b) Ti-
NpsAg poroso. c¢) disco Ti-Si. d) Titanio con NpsAg.

Si bien existen mecanismos para inhibir la formacion de placa bacteriana en la superficie
del titanio que impiden la adhesidn inicial de las bacterias, y su colonizacion. En este
estudio, adoptamos por identificar la formacion de la zona de inhibicion ausente de

crecimiento bacteriano es decir su actividad antibacteriana en superficies porosas de Ti-
nAg.



5.1 Analisis descriptivo de los datos

5.1.1 Determinacion de numero de muestra (substratos de T-NpsAg)

Se realizd un muestreo usando 3 substratos de Ti con NpsAg, para cada % de densidad,
con dos tamainos de poro en el primer caso (a) 100-200 um y (b) 355 a 500 um. El
resultado observado con relacién a la desviacion estandar como lo indica la tabla 8, fue (a)
0,8369 y b). 0,1881 para 30 %), (a. 0,282 —b. 0,9104) 40 %, y (a. 0,856 —0,379) 60 %. No se
encontrdé una diferencia significativa entre los tamafos de poro indicado en la Tabla 8 con

una Sig. Maxima 0.008, todo para un numero de tres observaciones en 18 muestras de
titanio estudiadas.

Tabla 8. Resumen de comparacién de medias para % de densidad vs Ti.

Comparacion de Medias
30% 40% 60%
100-200  355-500  100-200  355-500 100-200  355-500
um um um um um um
D. Media 6,75867 6,258 5,89267 6,156333 5,577 5,686
Desviacion E. 0,836972 0,188183 0,282567 0,910474 0,856458 0,379609
T-student. Sig 0,005 0,006 0,000 0,007 0,008 0,001

Como se observa en la Tabla 9 el cincuenta por ciento de las muestras de Ti con densidad
del 30 % esta por encima del 6,915 mm, lo que significa que la mitad de los halos de
inhibicidn corresponden a formacién de halos de inhibicidn significativos, en comparacién
con el obtenido para densidad del 60 % con halo de inhibicion de 5.87 mm. Lo anterior va
de acuerdo con que en promedio, la formacién de halo de inhibicién de discos de titanio
con densidad del 30 % se ubican en 6.649, desviados en promedio de ese dato 0,78
unidades de la escala segun la desviacion estdndar. Para finalizar, se resalta dos
observaciones: ningun disco de titanio poroso presentd formacién de halo de inhibiciéon
igual a5 mm y la formacién promedio de halos de inhibicidn formados para densidades de
40 % fueron 6,675 mmy 60 % 5.77 mm.



Tabla 9. Resumen de Analisis Descriptivo para % densidad de Ti.

Descriptivos — Densidad %

i Desv. . .

Densidad % Estad E Densidad % Estad Desv. E Densidad % Estad Desv. E
Media 6,649 0,320 Media 6,675 0,177 Media 5,770 0,284
95%de Li 5,827 95 % de L. 6,219 95 % de L.i 5,040
intervalo intervalo i intervalo de
de Ls 7,471 de Ls 7,131 confianza  Ls 6,500
confianza confianza para la
para la para la media

30 media 40 media 60
Mediana 6,915 Mediana 6,630 Mediana 5,872
Varianza 0,614 Varianza 0,189 Varianza 0,484
Desv. 0,783 Desv. 0,434 Desv. Desviacion 0,695
Desviacion Desviacién
Rango 1,508 Rango 0,876 Rango 1,318
intercuartil intercuartil intercuartil

Tabla 10. Resumen de muestras de Ti para para densidades 30 %, 40 %, 60 %.

Densidad - %
Casos
Valido Perdidos Total
Densidad N Porcentaje Porcentaje N Porcentaje
Inhibicion promedio 30 % 6 100,0 % 0 0,0 % 6 100,0 %
40 % 6 100,0 % 0 0,0% 6 100,0 %
60 % 6 100,0 % 0 0,0% 6 100,0 %

Como se observa a continuacién la aplicacion de la prueba paramétrica con respecto al %
densidad, efectivamente presentd requisitos: independencia, normalidad (ajuste a una
distribucién normal); y homogeneidad de varianzas (homocedasticidad) mencionado en la
Tabla 11. El test Shapiro-Wilk indica, segun la hipdtesis nula, Ho, consideré la distribucién
de la variable % densidad seleccionada que proviene de una distribucidn normal, por
ende, no rechazamos Ho, ya que el p-valor (sig) es 0.345, 0.234, 0.717 >0.05 para % 30, %
40, % 60 respectivamente. Por tanto, segun este test, se considera que la distribucion de

los datos es normal para el factor densidad.




Tabla 11. Resumen de prueba de Normalidad para Ti con densidades 30 %, 40 %, 60 %.

Densidad- Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Densidad % Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Inhibicién: 30 0,240 6 ,200° 0,895 6 0,345
promedio 40 0,229 6 ,200" 0,872 6 0,234
60 0,212 6 ,200 0,947 6 0,717

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccién de significacion de Lilliefors

Tabla 12. Resumen de prueba de Homocedasticidad para Densidad

Prueba de homogeneidad de varianzas - homocedasticidad entre los grupos por
Densidad
Inhibicién: Promedio Estad.
Levene gll gl2 Sig.

Se basa en la media 1,112 2 15 0,355
Se basa en la 0,432 2 15 0,657

Homocedasticidad entre mediana

los grupos por Densidad. g pasaen la 0432 2 1047 0,660
mediana y con gl 5
ajustado
Se basa en la media 1,052 2 15 0,374
recortada

Con respecto a formacién de halo de inhibicion vs tamano de poro, se observa Tabla 13,
gue el cincuenta por ciento de la muestras de Ti con Tamafio de poro de 100-200 um esta
por encima de 6,410 mm, lo que significa que la mitad de los halos de inhibiciéon
corresponden a formacién de zona de inhibicién, muy similares en comparacién con el
obtenido para Ti poroso de 355-500 um con halo de inhibicién de 6,310 mm. Ya que en
promedio se observd una formacién 6,438 en discos de titanio con 100-200 um, desviados
en promedio 0,781 unidades de la escala segun la desviacion estandar. Para finalizar se
resalta que al igual que % de densidad ningun disco de titanio en ambos tamafios
presentd formacion de halo de inhibicién igual a 5 mm, y en cuanto a la formacion
promedio de halos de inhibicién tanto para poros 100-200 um y 355-500 um no
presentaron diferencia significativa.



Tabla 13. Resumen de Analisis Descriptivo para % densidad de Ti.

Descriptivos — Tamaio poro

T. Est Desv.
T. poro Estad Desv. E | poro ad Error
Media 6,438 0,260 Media 6,291 0,253
95% de L.i 5,838 95% de L.i 5,706
inter Ls 7,038 intervalo Li 6,376
confianza confianza
para la para la
media media
100- \rediana 6,410 355 \lediana 6,310
200 pm 500 pm
Varianza 0,610 Varianza 0,580
Desv. Desviacion 0,781 Desv. Desviacion 0,761
Rango 1,308 Rango 1,247
intercuartil intercuartil
Tabla 14. Resumen de Tamafios de poros evaluados en Ti-NpsAg.
Tamaiio - % Inhibicién promedio
Casos
Valido Perdidos Total
Tamafo um N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Inhibicidn: 100-200 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0%
Promedio 355-500 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0%

A continuacion se reporta el test paramétrico para el factor Tamafio de poro (um), el cual
cumplié el criterio de normalidad como se indicd en la tabla 15, y homogeneidad de
varianzas (homocedasticidad) observado en tabla 16. Por lo tanto, se consideré que la
distribucién con respecto al factor tamafio, para ambos tamafios de poro evaluados
proviene de una distribucion normal, por lo anterior la hipétesis nula no se rechazd, para
un p-valor de 0.844 y un p-valor 0.522 >0.05 que corresponden a tamafio de poro de 100-
200 pm, 355-500 pm respectivamente.



Tabla 15. Resumen de prueba de Normalidad para Tamafio pum.

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tamano um Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Inhibicion: 100-200 0,152 9 ,200° 0,965 9 0,844
Promedio pum
355-500 0,189 9 ,200° 0,934 9 0,522
um
*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccién de significacion de Lilliefors

Tabla 16. Resumen de prueba de Homocedasticidad para % Densidad.

Prueba de homogeneidad de varianzas - homocedasticidad entre los grupos por
Tamaiio
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,018 1 16 0,894
Se basaen la 0,016 1 16 0,900
mediana
Inhibicion: Se basaen la 0,016 1 15,997 0,900
Promedio mediana y con gl
ajustado
Se basa en la media 0,022 1 16 0,884
recortada

Con respecto a las hipdtesis establecidas para los siguientes andlisis se plantearon para
dos factores, densidad (%) y tamafio de poro (um), y se analizé como variable respuesta la
formacién de halo de inhibicién.

Hipotesis HO: La formacidon de halo de inhibicion para substratos de titanio con NpsAg es
igual para todos los substratos titanio poroso evaluados.

Hi: Al menos un tipo de substrato de titanio poroso presenta formacién de halo de
inhibicidn diferente.

% Densidad:

Ho: M30%=H40% = H60%
Hi: donde al menos una #



Tamafio- poro:
HO: M 100-200 um = M 355-500 um

Hi: W 100-200 um # M 355-500 um

En la Tabla 17. La ANOVA para formacidon de halo de Inhibicidn de Ti-NpsAg, en el factor %
densidad, se observd que en substratos de Ti con didmetros de 5 mm donde se observa
diferencias en la densidad de poro en el disco de Titanio. De acuerdo con el andlisis de
varianza efectuado al experimento, hay evidencia estadistica para rechazar la hipdtesis
nula Ho, de esta manera existe diferencias en el % de densidad promedio entre 30 %, 40 %
y 60 % debido a substratos de Ti generado por la presencia de NpsAg en superficie.
Ademas, la Tabla 16 muestra que la suma de cuadrados de los tratamientos es menor a la
suma de cuadrados de los residuales (SSTrat < SSE). Este resultado no indica
explicitamente que los tratamientos estén mal seleccionados puesto que el valor p es
menor a 0.049, si no que pueden existir variables o interaccion entre ellas, que son
aspectos que explican mejor el fendmeno y no se incluyeron en este experimento. Al
realizar las mediciones en substratos de Ti fueron preparadas las muestras realizando
corte por hilo, pulido mecénico, bloquearon factores de variaciéon de formacion de halo:
homogeneidad, modificacion superficial. Adicionalmente, al realizar los ensayos en la
superficie, bajo las mismas condiciones de ataque superficial y usando el mismo material
para pruebas bacterianas, hacen que durante protocolo de preparacién, estos parametros
de contacto, sean los que menos afecten el aumento de la suma de cuadrados de los
residuales, siendo las variables intrinsecas del material como pérdida del material, grosor
durante el proceso las candidatas mas opcionados en el aumento de este estadistico de
prueba.

Tabla 17. ANOVA - % de Densidad.

ANOVA - Densidad
Inhibicién: Suma de Media
Promedio cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3,184 2 1,592 3,714 0,049
Dentro de grupos 6,430 15 0,429
Total 9,614 17

Los datos obtenidos del ANOVA con respecto al factor de tamafio de poro, en substratos
de Ti con didmetro de 5 mm, como se observa, en la tabla 18. De acuerdo con el andlisis
de varianza, no hay evidencia estadistica para rechazar la hipdtesis nula Ho, de esta
manera no existe diferencias en substratos de Ti por lo tanto se acepta Ho, donde las
medias de la inhibicién para los dos niveles de tamano de poro no presentan diferencia
estadisticamente significativa. Ademas, se muestra que la suma de cuadrados de los
tratamientos es menor a la suma de cuadrados de los residuales (SSTrat < SSE). Este
resultado indica que pueden existir variables o la interaccidn entre ellas, que son aspectos
gue explican mejor el fendmeno y se analizaran en un ANOVA mas adelante. Finalmente el



experimento presento limitacién de numero de substratos de titanio poroso, pérdida del
material como se menciond anteriormente.

Tabla 18. ANOVA — Tamaio de Poro.

ANOVA - Tamaiio um
Suma de Media
Inhibicién: Promedio cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,096 1 0,096 0,162 0,693
Dentro de grupos 9,518 16 0,595
Total 9,614 17

5.1.2 Andlisis— Prueba Efectos Inter-sujetos complementario.

Para el andlisis de validaciéon si hay o no diferencias entre las densidades de poro
establecidas y entre los tamafios de poro, con respecto a la formacidon de halo de
inhibicion como se describe en tabla 19, para el nimero de muestra por % de densidad de
30 %, 40 %y 60 % y los Tamafos de poro evaluados.

Tabla 19. Resumen descriptivo de andlisis de Factores inter-sujetos (% densidad vs
tamario).

Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor N

Densidad % 30 30% 6
40 40% 6

60 60% 6

Tamafio pm 1 100-200 pm 9
2 355-500 um 9

En la Tabla 20 se expone la prueba de efectos inter-sujetos del % de densidad y Tamafio
de poro de manera independiente, se observd que el modelo estadisticamente no explica
el fendmeno. Sin embargo, con un R cuadrado de 0.991, (R al cuadrado ajustada = 0,989).
El factor que presenté un efecto significativo es la densidad con una Sig de 0,058. Por lo
anterior solo fue ajustado un modelo para % densidad, como el factor que presentd un
efecto significativo con respecto a la variable respuesta (Halo de inhibicién) como se
describié anteriormente.



Tabla 20. Pruebas ANOVA independiente (Inhibicion~Densidad*Tamafio).

Pruebas de efectos inter-sujetos

de;/:rrmljik:r?te: Inhibicién promedio

Tipo lll de suma de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo 732,434° 4 183,108 404,771 0,000
Densidad 3,184 2 1,592 3,520 0,058*
Tamafio 0,096 1 0,096 0,213 0,652
Error 6,333 14 0,452
Total 738,767 18

a. R al cuadrado =,991 (R al cuadrado ajustada =,989)

Finalmente se realizé un andlisis complementario observado en Tabla 21 ANOVA de dos
vias con interacciéon Densidad: Tamafio. Los datos anteriormente reportados van acuerdo
con los aqui expuestos ya que hay diferencia estadistica que establezca una relacién
Densidad: Tamafio en la formacidn de halo de inhibicidn, observada que después de hacer
tanto los analisis descriptivos, encontramos que el Unico analisis significativo con un valor
Pr (>F) de 0,0822 * es la densidad.

Tabla 21. Pruebas ANOVA con Interaccidn (Inhibicion~Densidad*Tamario).

Pruebas Anova (Inhibicion~Densidad*Tamafio)
Variable Df SumaSq Media Sq F valor Pr(>F)
Densidad % 3,035 11,5177 3,100 0,0822 *
Tamafio um 1 0,078 0,0784 0,160 0,6961
Densidad: Tamaio 0,263 0,1313 0,268 0,7692
Residuales 12 5,875 0,4896
Signif. codes: 0 “***(0.001 **’ 0.01 *” 0.05°."0.1°"1

Finalmente se relaciond el halo de inhibiciéon evaluado en términos de densidad y el
tamafio como se menciond en la tabla 21; donde se observa que la diferencia estadistica
entre el nimero de tamafio de poro evaluados, en ambos fueron muy similares con nivel
de peso bajo (0,6961). A diferencia del % densidad del poro con 0,0822 *. En la figura 33
se indicd con un histograma de barras que en todos se presenta formacién de halo de
inhibicidn, donde los substratos de titanio poroso con densidades entre el 30 % y 40 %
presentd un efecto de inhibicion similar a diferencia de la maxima densidad establecida dé
% 60.
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Figura 32. Formacidn de Halo de Inhibicién vs % de densidad.
Comparaciones con andlisis previos y propuestas futuras

Los andlisis publicados en relacién a la actividad antibacteriana de Ti funcionalizado con
NpsAg, han sido controvertidos ya que si bien se encuentran estudios donde no se reporta
efecto bactericida de las NpsAg inmovilizadas en Ti (184), (185), (186). También se
encuentran reportes donde es inminente el efecto antibacteriano como los realizados por
otros autores (11), (14), (170), (187), (188), donde si se reportd actividad antibacteriana
en Ti poroso y macizo funcionalizado con NpsAg. Ademas se ha sugerido que el Ti tiene
efectos antimicrobiano y antiinflamatorio, asociados a la formacidon de perdxidos en la
superficie del Ti in vitro (189). Asi como un estudio previo por de X. Wang et al.(190) que
observé en Ti liso baja adherencia bacteriana de S. aureus, lo que dio como resultado una
baja capacidad de infeccién bacteriana. En los resultados obtenidos en esta investigacion
se observé que después de 24 horas de incubacidon de S. aureus y en presencia de las
superficies de Ti c.p poroso, se observa que el subtrato funcionalizado con NpsAg tiene
capacidad antibacteriana. En general dicha capacidad de adherencia de las bacterias a
superficies de Ti implicaron procesos no solo fisicos; también quimicos, interacciones
hidrofdbicas, las fuerzas de van der Waals, las interacciones electrostaticas, las fuerzas
hidrodindmicas (191) y aspereza (39); y al modificar la textura de la superficie de los
materiales del implante, se sugiere que mejorard la union del tejido con el implante, lo
gue da como resultado un material que deberia ser al menos tan bueno como el titanio
sin modificacidn superficial como lo indican estudio reportado por Huang et al. (191)

En consecuencia, futuras investigaciones se requieren para establecer un modelo que
describa el comportamiento de la formacién de halo bajo en superficies texturizadas y se
cuente con mayor material de estudio donde se dé el control de material (energia
superficial efectiva) y pérdida del material. Como la reportada en el trabajo de Chao Hu et
al. (192) donde coinciden que la difusién de particulas propias de desgate de los



implantes, con capacidad de pasar pared celular, causar inmuno-reaccién y dafio de ADN,
afectando la estabilidad a largo plazo de las protesis. Dichas variables mencionadas,
aunque no fueron consideradas deberdn ser evaluadas en una futura investigacion. Asi
como la evaluacion de factor de tamafio que se incluyd en el modelo, pero es considerado
con un nivel de peso bajo estadistico ya que el valor-pr fue de (0,6961).

Por otro lado, como factor importante que se debe tener en cuenta, es la hidrofobocidad
e hidrofilicidad del titanio poroso. Puesto que, bajo grandes porcentajes de humedad, el
material aumenta su capacidad de adhesién de superficie e interaccién con tejido celular.
Y a su vez, puede ser una limitante para la adhesion. Estas afectaciones deben evaluarse,
en especial en el substrato de Ti atacado con NaOH, puesto que, para el caso de la
mecdnica de contacto, la capa superficial generada determina su interaccion con tejido
circundante. Bajo ciertas condiciones de alta hidrofilicidad, el angulo de contacto se ve
afectado por condiciones de la superficie concibiendo la adhesion de células osteoblastos
unas a otras Jahangir et al. (117), lo que se traduce en el incremento del area real de
contacto y la adhesién, modificando sustancialmente la respuesta del tejido dseo.

Por lo anterior, para evaluar de mejor manera, formacion de halo de inhibicién (actividad
bacteriana), se debe realizar un disefio experimental de mayor complejidad, que incluya:
grosor de muestras de Ti, nimero de nanomaterial inmovilizado, pérdida del material y
liberacion de iones plata. Puesto que la formacién de halo de inhibicién no se ve afectado
Unicamente por el porcentaje de densidad del poro, si no por el aporte individual de las
variables enumeradas anteriormente y la interaccién de otras que no se consideraron en
este estudio, como las propiedades mecdnicas del material, asi como la hidrofilicidad
mencionada con anterioridad, la cual afecta las funciones biolégicas, reportada por Mie et
al. (193) Donde al evaluar hidrofilicidad, en funcién de la adhesién y propagacion de
bacterias / células, presenté que el efecto antibacteriano en superficies de Ti con NpsAg
no era fuerte para superficies con la maxima adhesién, pero observd menor cantidad de
bacterias totales en superficies con mayor inmovilizacién de Ag, como es NT-Ag-1.0kv en
lugar de NT-Ag-0.5kv, esto fue posiblemente porque la superficie hidrofdbica de NT-Ag-1.0
desfavorece la adhesion de bacterias.

Sin embargo, el estudio de actividad antibacteriana, asi como el desarrollo superficial de
materiales biocompatibles es uno de los grandes desafios, debido a que es un campo
transversal entre la micro y nanoestructuras del material, con factores que puede incidir o
retardar tanto el crecimiento bacteriano, celular, proteinas ect. Segun estudio de Ermis et
al. (194), afirman que las topografias a nanoescala afectan a las células directamente, ya
gue tienen un tamano similar con las proteinas ECM, matriz extra celular, como la
fibronectina, el colageno. Estas subunidades de tejido contienen una gran cantidad de
células, por lo que la topografia submilimétrica también puede afectar las interacciones
célula-célula, la senalizacion célula-célula y otras actividades celulares.

Finalmente para establecer la conjugacién de obtener un material con propiedad
antibacteriana y contribuir al desarrollo de substratos de Ti poroso con potencial uso en
materiales implantables, se puede ver claramente que las topografias de superficie juegan



un papel importante en su desarrollo. De modo que; en futuras investigaciones se
requiere el estudio y control de la rugosidad. Al favorecer la fijacion del implante al hueso,
como lo establecieron Hu et al. (192), donde al construir modificaciones adecuadas en
superficies de material para sustitucion désea, y por ende rugosidades adecuadas, se
facilita la propagacion de hueso, y diferenciacidon de células osteogénicas, expresion de
genes, promover neovascularizacion, e inhibir la actividad de osteoclastos y reduccion de
bacterias, tal es el caso de la investigacidon de Yun et al. (195), donde reportan implantes
de titanios funcionalizados con nanomateriales que cambian sus propiedades
superficiales, modulando significativamente la respuesta celular. (196). Finalmente se
hace hincapié en la necesidad que existe acerca del desarrollo de estudios que consignen
modificaciones topograficas estandarizadas de superficies que descifren la interaccion
entre células dseas y/o medio circundante al material o la topografia superficial, lo que
permitiria el desarrollo de material con superficies disefiadas de manera dptima para los
implantes 6seos.

En Chao, Hu et al. (192) fue reportada la dinamica de modificacion superficial en material
de sustitucion dsea, para suprimir bacterias con la ayuda del acabado superficial, el cual se
puede adquirir de dos maneras: la modificacidon pasiva y activa. En la primera se altera la
guimica y estructura de la superficie, la cual se observé en el presente estudio como lo
indican las figuras 25, 26, 27 y 28. Donde se observaron cambios de rugosidad de la
superficie, carga, hidrofobocidad en comparacién con el material desprovisto de
nanomaterial. Dicha alteracidn generada por modificacion activa se establece como la
responsable de evitar la adhesién bacteriana sin liberar agentes antibacterianos. Por el
contrario, como segunda forma, denominada modificacion activa, empleada también en
este estudio, con la inmovilizacién de NpsAg (197). Esta ultima responde entonces al
mecanismo donde se incorporan agentes bactericidas, como antimicrobianos inorganicos
como iones de plata, depositados en la superficie para inhibir la infeccion al matar el
patdgeno en este caso representado por la inhibicidn del crecimiento de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Por lo anterior al emplear estos dos tipos de acabados superficiales en el presente
estudio, ambos incidieron favorablemente en la obtencidon de un material con actividad
bactericida para los substratos de titanio poroso, el cual requiere de mas estudios, que
permitan identificar con mayor precision, la interaccion entre densidad de poro y tamafio
de poros y micro y nanoestructuras ya que como se observé se sugiere que cada uno de
los factores evaluados puede presentar un efecto especifico que incide directamente
sobre las propiedades del material de Ti.



6. CONCLUSIONES

El método de sintesis por reduccién quimica y la metodologia denominada “in situ”
garantizo la funcionalizacion de superficies de titanio poroso funcionalizadas con NpsAg y
la mejor distribucién de NpsAg observada en SEM con formacién de agregados en menor
cuantia.

Se sugiere que la formacién de sistemas coloidales nanoparticulados de plata, y sus
propiedades intrinsecas, son influenciadas por el tamafio, forma y carga superficial. Sin
embargo, dado que una caracterizacién exhaustiva de los nanomateriales es compleja y
requiere de tiempo, se recomienda realizar en primera instancia una caracterizacion de las
propiedades fisicoquimicas, estado de la suspension y analisis microestructural como se
observo en este estudio.

El método de sintesis por reduccidon quimica garantizé la fabricacion de un sistema
nanoparticulado con una distribucién de tamafio amplia y geometria redondeada, sin
embargo la metodologia denominada “in situ” permitié la obtencidon de superficies de
titanio poroso con mejor distribucion de NpsAg observada en TEM. Ademas el sistema fue
estable con un Potencial Z de -29.6 mV y -36.4 mV a 25 °C la mayoria polidispersas con
formacién de agregados en menor cuantia.

De acuerdo con andlisis Sem-EDX, segun el tipo de ataque utilizado, ya sea “pirafia” o
“NaOH”, se evidencian cambios en la topografia de los substratos de titanio generando
superficies anisotrdpicas e isotrdpicas, texturas cdncavas y convexas, asi como
orientaciones irregulares de las superficies. La topografia general texturizada de la
superficie de Ti c.p. y su rugosidad dependen basicamente del ataque quimico. El
tratamiento L-b o “solucion pirafia” tiene un ligero efecto de redondeo de pico en la
superficie. En contraste al tratamiento L-a “NaOH”, donde el efecto superficial mostré
superficies nano rugosas o nano texturizadas apreciables en mayor cuantia. Esto ultimo se
debe al cardcter nanométrico de la rugosidad asociada estrictamente a la capa anddica del
titanio.

Los resultados de Sem-EDX, Potencial Z, Tamafio de particula muestran una interaccién
entre las NpsAg y las superficies de titanio. El uso del método de silanizacion mostrd ser
una estrategia favorable para la inmovilizacion de NpsAg. Sin embargo, es necesario el uso
de técnicas como FTIR-ATR, para validar el tipo de enlace establecido.

La actividad antibacteriana dependié de la presencia de NpsAg en la superficie de Ti,
basicamente de la exposicion superficial del titanio micro texturizado a las NpsAg. Sin
embargo existe una informacion asociada a la densidad de poro que probablemente
presenta un mayor efecto en la capacidad bactericida. En contraste el tamafio de poro no
mostro ser un factor influyente en la inhibicidon bacteriana. Se observd que la formacién



de zona inhibida no depende solamente de la texturizacién superficial resultante del
ataque quimico y por el contrario es atribuible con mayor fuerza a la presencia de NpsAg
en la superficie de Ti acompafiiada de dicha texturizacién.

Las muestras de Ti c.p poroso tratadas con la adicién de tratamiento “NaOH” y “Pirafia”
mostraron una superficie promisorias con capacidad bactericida. En el caso de superficie
micro poroso de titanio observado se sugiere que pueden tener una baja capacidad de
angulo de contacto con el agua y revelar una alta humectabilidad como por ejemplo con la
sangre o afinidad por la absorcién de proteinas. Lo cual indica que este tipo de material
poroso es prometedor para el desarrollo de biomateriales con efecto antibacteriano
inhibiendo crecimiento de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) en superficies de titanio
poroso macro y nano-texturizado.

Como principales problemas destacados en la investigacidon fueron la precipitacion de
agregados micrométricos de plata y una posible liberacién incontrolada de iones de plata,
gue pueden interferir en los procesos de biocompatibilidad del material.

Perspectivas futuras

Existe una posible liberacidn incontrolada de iones de plata, que pueden interferir en los
procesos de biocompatibilidad del material a futuro. Por ende se sugiere que en futuros
montajes experimentales sean evaluados parametros de sintesis como liberacidn de iones
plata y aumentar el nimero de muestras para garantizar la significancia estadistica.
Ademas si bien en este trabajo se realizd la exploracién de la actividad antibacteriana de
los substratos de Ti funcionalizados con NpsAg; es pertinente la inclusién de otros
microrganismos (hongos, bacterias gram negativa). Y finalmente funcionalizar la
plataforma de Ti poroso con otros compuestos potenciales como biomoléculas. Ademas
de cultivos celulares para evaluar efectos citotdxicos.
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8. ANEXOS

Anilisis quimico elemental con la ayuda de EDS (puntual, drea geometria y mapeo de
elementos en linea y en zona).

Anexo 1. Micrografias TEM de superficie de titanio grabado con "solucién de pirafia" tratamiento B, durante
1,5 horas a 75°C. Equivalen a las fguras blanco y negro. Los espectros son el analisis EDS que establece la
presencia de Ag y silano y titanio.

Tratamiento B Ti poroso + Si, 60%vol. 355-500 um
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Anexo 2. Micrografias TEM de superficie de titanio grabado con “solucién de pirafia" tratamiento B, durante
1,5 horas a 75°C. Equivalen a las figuras blanco y negro. Figuras color Rojo (mapeo presencia de Oxigeno),
verde (Titanio), amarillo (Ag) que valido presencia de Ag. Los espectros son el analisis EDS que establece la
presencia de Ag y silano y titanio.
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Anexo 3. Micrografias TEM micrografias de superficie de titanio poroso. Figuras izquierda, Ti grabado con
"solucion de pirafia" tratamiento B, durante 1,5 horas a 75°C, solucidn de pirafia: 3:7 peroxido de hidréogeno
al 30%; acido sulfurico.Y figura de la derecha espectro EDS que establece la presencia de Agy silanos.

Tratamiento B en Ti poroso 30%vol 100-200 um presencia de NpsAg (q)
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Anexo 4. Micrografias Tratamiento A: En 5M de NaOH a 60°C por 24 h, a la izquierda superficie de Ti atacada
con NaOH, formacién de nanoporos. Y derecha EDS identificacion de presencia de la silanizacién del
substrato de interés.
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Anexo 5. Micrografias Tratamiento A: En 5M de NaOH a 60°C por 24 h, a la izquierda superficie de Ti atacada
con NaOH. Y derecha EDS identificacion de presencia de la silaniazacion del substrato de interes e
inmovilizacio de NpsAg.
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Anexo 6. Formacién de Halo de Inhibicién vs Porcentaje de densidad de Ti poroso.
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Anexo 7. Formacién de Halo de Inhibicidn Vs Tamafio de poro de Ti.
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Anexo 8. Formacién de Halo de Inhibicién segln propiedades intrinsecas del material

Halo de inhibicion segun la densidad y tamano del poro
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Anexo 9. Espectro de absorbancia UV-vis para las semillas de plata. Micrografia TEM para NpsAg
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