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RESUMEN

El incremento del padecimiento de afecciones 6seas durante los ultimos afios ha
dejado en evidencia que en la mayoria de las cirugias ortopédicas que se realizan,
tienen como principal motivo de fracaso el desarrollo de infecciones asociadas al
sitio quirdrgico. Esto ha motivado el avance de diversas investigaciones, que tienen
como principal proposito encontrar un biomaterial que sea capaz de minimizar o
erradicar el riesgo de contraer una infeccion nosocomial durante una intervencion
quirurgica, que ponga en riesgo la vida del paciente y/o la aceptacion del dispositivo
o implante colocado. En este trabajo, se analizaron e identificaron los parametros
gue se sugiere potencializan las propiedades biocidas, de biocompatibilidad y
durabilidad de la Ag y de la HAp, mediante la revision de diferentes literaturas para
estudiar y comprender méas a fondo sus propiedades, tanto de forma individual como
en conjunto. Este estudio evidencio que es posible su uso en dispositivos o
implantes ortopédicos, por lo que se propone el disefio de un prototipo
(recubrimiento), capaz de explotar las propiedades en conjunto de la HAp y la Ag
(como nanoparticulas). Esto a fin de otorgarle caracteristicas y propiedades
mejoradas que garanticen un mayor porcentaje de aceptacion del implante por parte
del paciente y, a su vez, proporcione una mayor eficacia en la erradicacion y

prevencion de infecciones nosocomiales.



ABSTRACT

In recent years in most of the orthopedic surgeries performed evidenced an increase
of suffering bone conditions, being the main reason for failure the development of
infections related to the surgical site. This has motivated the research development,
whose main purpose is to find a biomaterial capable of minimizing or eradicating the
risk of contracting a nosocomial infection during a surgical intervention, which puts
the life of the patient and/or the acceptance of the device or implant in risk. In this
work, has been identified and analyzed the parameters that potentiate the biocidal,
biocompatibility and durability properties of Ag and HAp, by reviewing different
literatures to study and understand their properties, both individually as together.
This study also evidenced that its use in fabrication of orthopedic devices or implants
is possible, that allows to porpose the design of a prototype (coating), capable of
exploiting the properties of HAp and Ag (as nanopatrticles) toghether. This in order
to improved its characteristics and properties that guarantee a higher percentage of
acceptance of the implant by the patient, besides a greater efficiency in the

eradication and prevention of nosocomial infections.
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GLOSARIO
HAp — Hidroxiapatita, Ca(POa4)s(HO)2

Ag - Plata

AgNPs — Nanoparticulas de plata

SARM - Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Ssp — Se refiere al plural sp (especie), por lo tanto, quiere decir especies.
Osteoconduccion — Capacidad de un biomaterial para proporciona las condiciones
adecuadas que permitan el crecimiento interno de los elementos osteogénicos

procedentes de la zona.

Osteoinduccion — Capacidad que le permite a un biomaterial estimular las células

madre adultas no diferenciadas provenientes de un injerto.
Biofilm bacteriano — Colonia estructurada de células bacterianas, adherida a una
superficie, que se encuentra incrustada en una matriz polimérica fabricada por ellas

mismas, compuesta de ADN, proteinas y polisacaridos

Efecto bacteriostatico — Efecto en el cual a la bacteria no se le produce la muerte,

pero se le impide su reproduccion.

Efecto bactericida — Capacidad de producir la muerte a una bacteria.



MOTIVACION

El tejido 6seo del cuerpo posee capacidades regenerativas y de autoreparacion.!
Sin embargo, pueden existir una serie de factores que restringen estos procesos,
entre los que se encuentran la edad, enfermedades genéticas o del tejido 6seo,
malformaciones? y perdidas 6seas asociadas a defectos de tamafo critico, que
pueden surgir de accidentes, traumatismos o enfermedades.® Como consecuencia
de estas afecciones, el uso de dispositivos/implantes ortopédicos (prétesis y
materiales de osteosintesis), para el reemplazo total o parcial de la estructura 6sea
y su estabilizacion, se ha vuelto mas comun en los ultimos afios. El hecho de que
los implantes se encuentren localizados dentro del organismo, implica que el
material del que estan hechos debe cumplir ciertas caracteristicas de
biocompatibilidad, no citotoxicidad, osteoconduccion y durabilidad. Por lo antes
mencionado es que se ha investigado una amplia gama de materiales con
aplicaciones biomédicas, existe un material en particular que ha sido ampliamente
estudiado por tener estas propiedades, se trata de la hidroxiapatita sintética (HAp).
Este ceramico biocompatible se asemeja en composicion, a la apatita o
hidroxiapatita no estequiométrica, la cual representa el componente inorganico
fundamental de los huesos, del esmalte dental y de diversas estructuras 6seas. Es
capaz de desencadenar tanto el proceso de osteoconduccion como de
Osteoinduccion,! ademas se puede sintetizar a partir de precursores quimicos

mediante distintos métodos.

Si bien, este material aparentemente cumple con los criterios necesarios para su
utilizacién, se debe tomar en cuenta que los implantes requieren de una intervencion
quirdrgica para su aplicacion. Esto, en muchos casos, representa un riesgo para la
salud de los pacientes, ya que si no se tienen las debidas medidas de sanidad
podrian desarrollar una infeccion nosocomial. Estas infecciones son muy comunes
y en su mayoria se presentan durante el periodo quirdrgico, pero existe también un
riesgo latente durante el periodo de recuperacién postoperatorio y en general son
asociadas a bacteriemias causadas por microorganismos Gram positivos (Gram +)

gue son parte de la flora microbiana normal de la piel, entre los que se destacan



Staphylococcus coagulasa-negativa (SCN), Staphylococcus aureus y Enterococos.
No obstante, también se pueden desarrollar por microrganismos Gram negativos

(Gram -) como Pseudomona aeruginosa, Entrobacter spp. y la Klebsiella spp.

El problema de las infecciones nosocomiales ha impulsado la busqueda y el
desarrollo de materiales de HAp con nanomateriales que eviten o reduzcan el riesgo
de infecciones. La nanotecnologia permite dotar a los materiales de propiedades
deseables para los implantes, como son los efectos bactericidas y bacteriostaticos,
con la finalidad de evitar la proliferacién de bacterias en el implante, previniendo asi,
una infeccidon que ponga en riesgo la salud o la vida del paciente. En este sentido,
se da especial atenciébn a las nanoparticulas de plata (AgNPs), un tipo de
nanomaterial que es reconocido por exhibir esta importante propiedad, y por lo tanto

sera el objeto de estudio junto con la HAp.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las afecciones 0seas han ido en aumento en los ultimos afios y en muchos de los
casos el tratamiento viene acompafiado de intervenciones quirargicas, que si bien,
no suelen ser procedimientos invasivos y se toman medidas que eviten la infeccion
en la zona manipulada, en ocasiones las medidas de sanidad no son suficientes.
Estos procedimientos quirdrgicos basicamente se tratan de la implantacion de un
cuerpo extrafio y ajeno en el cuerpo humano, por lo que el material con el que se
encuentre fabricado debe ser biocompatible, con nula o baja citotoxicidad, bioactivo
y resistente, no obstante, estas propiedades no previenen las infecciones

bacterianas.

Existe un estimado anual de entre 6,000-20,000 infecciones de sitio quirdrgico
asociado a remplazo de cadera y rodilla Unicamente, asi como un estimado
comprendido entre 31,000-35,000 pacientes que desarrollan infecciones asociadas

al sitio quirtrgico después de cualquier cirugia ortopédica.*

Las denominadas infecciones asociadas a dispositivos ortopédicos (IADO), son
frecuentemente monobacterianas, siendo Staphylococcus el género mas
frecuentemente, mientras que en los aislamientos polimicrobianos se han

identificado las especies SCN y Streptococcus.®



JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales por dispositivos/implantes ortopédicos (prétesis y
materiales de osteosintesis), representan un riesgo latente en las intervenciones
quirurgicas. Por ello, es necesaria la implementacion de materiales basados en
nuevas tecnologias que permitan prevenir o minimizar los efectos adversos de un
cuadro infeccioso. La nanotecnologia ofrece un gran esquema de aplicaciones
médicas para nuevos materiales, que pueden ser dotados de propiedades
especificas, como biocompatibilidad, baja o nula citotoxicidad y con actividad

antimicrobiana.

A menudo, los materiales usados para estos fines son una combinacion de dos o
MAas que en conjunto generan una mejora significativa en sus propiedades. Un
ejemplo de estos materiales compuestos se basa en la hidroxiapatita y la plata, por
si solos ambos materiales son de interés biomédico, sin embargo, en conjunto como
hidroxiapatita impurificada con plata, generan una mejora en su eficiencia biocida,
biocompatibilidad con el medio en el que se encuentran y un efecto persistente que

minimizard el riesgo de infeccidn a largo plazo.



OBJETIVOS
Objetivo general

Analizar las diferentes propiedades, métodos de sintesis y aplicaciones potenciales
de la hidroxiapatita impurificada con plata para el desarrollo de dispositivos o

implantes ortopédicos orientados a la osteosintesis y fabricacion de protesis.

Comprobar la importancia de la incorporacion de plata en la matriz de hidroxiapatita

para otorgar mecanismos bactericidas y bacteriostaticos al material.

Objetivos especificos

Analizar las propiedades que hacen de la hidroxiapatita impurificada con
nanoparticulas de plata un material ideal para prevenir las infecciones nosocomiales

asociadas a implantes 0seos.

Identificar los pardmetros de crecimiento en la sintesis del material, que permiten
controlar las propiedades que otorgan cualidades de biocompatibilidad y no

citotoxicidad.

Proponer un prototipo conceptual de dispositivo ortopédico, basado en una matriz
de hidroxiapatita impurificada con plata que posea propiedades antimicrobianas.



HIPOTESIS

Se sugiere que la sintesis de un recubrimiento basado en nanoparticulas de plata
incorporadas a una matriz de hidroxiapatita disminuira la incompatibilidad de los
dispositivos o implantes ortopédicos, ademas de minimizar el riesgo de que se
desarrolle una infeccion nosocomial e incrementar su efectividad a largo plazo. Esto
debido a la capacidad de la hidroxiapatita sintética, para imitar y reemplazar los
huesos esqueléticos, asi como de las propiedades antibacterianas de las

nanoparticulas de plata.
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INTRODUCCION
LA ESTADO DEL ARTE

La sintesis de biomateriales tiene como propdésito el desarrollo de materiales que
tengan aplicaciones biomédicas con fines de diagnéstico y deteccion, asi como para
uso terapéutico y farmacéutico. Este campo es ampliamente estudiado y, a pesar
de tener multiples orientaciones todos los biomateriales deben de cumplir con

caracteristicas de biocompatibilidad y biofuncionalidad.

La biocompatibilidad puede definirse como la propiedad de un biomaterial
para desencadenar en el huésped una reaccidon biolégica buscada, sin
reaccion toxica y sin efecto desfavorable sobre el organismo receptor.

La biofuncionalidad se refiere al correcto desempefio de las funciones que el
dispositivo implantado debe suplir en el huésped.®

En el presente trabajo, la sintesis de biomateriales se orienta a aplicaciones
terapéuticas, es decir, aquellas asociadas al disefio de dispositivos/implantes
ortopédicos compuestos por prétesis y materiales de osteosintesis, que
generalmente requieren intervenciones quirurgicas. Por ello se debe considerar la
particularidad del sitio receptor en funcién de la reaccién tisular secundaria a la
implantacion, en todos los casos existe un traumatismo producido por la

implantacién del material y una reaccién local al procedimiento.®

Como se ha mencionado, los biomateriales deben satisfacer los requisitos tanto de
biocompatibilidad como de biofuncionalidad, lo que los vuelve un gran reto en
cuanto a su fabricacion. Sin embargo, hoy en dia existen ciencias que han hecho
posible la implementacion de nuevas tecnologias con propdsitos médicos, y una de
ellas es la nanotecnologia, que ha traido herramientas innovadoras para la
manipulacion de los materiales a escalas nanométricas. Para fines de este trabajo,
la atencion se centra en el uso de nanoparticulas, especificamente aquellas

basadas en plata (Ag). Una vez que se dio a conocer gque las nanoparticulas de



plata (AgNPs) tenian propiedades bactericidas comenzaron a surgir diversos

estudios que exponian sus multiples aplicaciones y muchos de estos las proponian

como recubrimiento en materiales. En este caso, se pone especial interés en la

impurificacion de la HAp con la finalidad de lograr un material con propiedades

bactericidas para dispositivos/implantes ortopédicos. Para ello se ha realizado un

andlisis de las principales problematicas y soluciones para su aplicacion:

Un estudio realizado por C. Ciobanu et al.” indica que la actividad
antibacteriana incrementa con el aumento de la concentracion de la plata en
la red de HAp, lo que nos sugiere que deben existir concentraciones
especificas de Ag a las que se pueda tener la maxima eficacia como agente
bactericida. Sin embargo, D. Gopi et al.® determiné que a medida que
aumenta la concentracion de Ag la viabilidad celular disminuye, es decir,
existe una reduccion en la proporcidon de células vivas y funcionales
presentes en la poblacion celular. A causa de ello se debe encontrar un
equilibrio entre la concentracién ideal de plata logrando que cumpla con las
propiedades antimicrobianas y, al mismo tiempo conserve la viabilidad

celular 6sea.

Otro punto de interés en la sintesis de la HAp es poder elegir el mejor método
de preparacion que nos permita establecer parametros de control
especificos. Existen una gran variedad de métodos, pero S. Turk et al.® utilizo
el método de microondas (MW) para la obtencién de HAp, logrando controlar
las fases cristalinas, la cristalinidad y el tamafio. Este proceso es
relativamente sencillo y el montaje experimental se puede realizar con un

bajo costo.



1.B HIDROXIAPATITA

La hidroxiapatita (HAp), es un componente mineral inorganico importante de los
huesos y el esmalte dental, por lo que conforma el 99% del calcio presente en
nuestro cuerpo.® Es un sélido cristalino con la férmula molecular Ca(PO4)s(HO)z2,

perteneciente al grupo de los fosfatos de calcio.!°

Tiene una estructura cristalina hexagonal y pertenece al grupo de simetria P63/m,
con parametros de red a=b=9.432 Ay ¢=6.88 A 1011 Hay cuatro iones de calcio por
celda unitaria, llamados Ca (I) (Fig. 1), los que se localizan en columnas paralelas
al eje c y estan rodeados por nueve atomos de oxigeno. Ademas, tiene otros iones
de calcio, seis por unidad de celda, llamados Ca (Il), que forman dos triangulos
equilateros a lo largo del eje c en z = 1/4 y 3/4, que generan los denominados
canales de aniones, que generalmente estd ocupado por dos aniones monovalentes
(méas cominmente OH-, F, CI") pero en algunos casos por COs* bivalente por celda
unitaria. El gran tamafio del triangulo Ca (Il) permite el movimiento del anion a lo
largo del eje de la columna. La estructura se completa con seis aniones PO4%, donde

cada atomo de P esta coordinado con cuatro atomos de oxigeno.®

Posee un punto de fusion mayor a 1500°C debido a sus fuertes interacciones
electrostéticas, es insoluble en agua como consecuencia de la presencia de iones
fosfato y tiene una densidad de entre 3.05 — 3.15 g/cm?. La hidroxiapatita sintética
puede ser sintetizada a partir de precursores quimicos, y es comunmente usada
como un ceramico biocompatible por sus caracteristicas de no toxicidad, estabilidad
quimica y bioactividad, especialmente para la fabricacion de implantes en
sustitucion de tejido 6seo0.1?
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Fig. 1 Estructura cristalina de la hidroxiapatita. (A) Vista superior y (B) vista lateral, respecto del eje
C.lz

I.B.1 Propiedades biomédicas
Se considera como un biomaterial ortopédico debido a su alta biocompatibilidad,

osteoinductividad y osteoconductividad,>'314 por lo que, los compuestos que se
sintetizan a partir de HAp sintético son capaces de imitar y reemplazar hueso
esquelético.'® La composicién quimica de la apatita del hueso varia con respecto a

la HAp acorde con lo que se observa en la Tabla 1.

Tabla 1 Comparacién de la composicion del hueso esquelético y la HA sintética, reportada por
Dorozhkin y Epple.16

Composicién porcentual del
hueso (apatita 0 HA no
estequiometrica)

Composicion porcentual de HA
estequiométrica (sintética)

Calcio (Ca) 34.8 39.6

Fosforo (P) 15.2 18.5
Carbonato (COg) 0.9
Sodio (Na) 0.72
Magnesio (Mg) 0.72
Cloro (Cl) 0.13
Fluor (F) 0.03
Potasio (K) 0.03

Ca/P (relacion molar) 1.71 1.67

La HAp no estequiométrica es deficiente en calcio (Ca) y fosforo (P), contrario a la

HAp sintética que muestra una relacion mayor entre Ca/P, lo que resulta ser



beneficiosa en el proceso de regeneracion 6sea.l’” La HAp tiene varios sitios
cristalogréficos distintos en los que pueden ocurrir intercambios atémicos??, esto le
facilita el dopaje atomico o sustitucion idnica, o que es importante para aplicaciones
biomédicas; ya sea para reparar o reemplazar partes dafiadas en el sistema
esquelético, como agente administrador de farmacos o0 genes, como recubrimiento
bioactivo en implantes metélicos, en particulas diamagnéticas y en marcadores

fluorescentes.10.11

Por otro lado, se puede hacer notar que la HAp sintética puede ser sintetizada en
condiciones controladas con propiedades estructurales predecibles 'y

reproductibles, aunado a un alto control de las impurezas.'®

I.C NANOPARTICULAS DE PLATA

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son estructuras de tamafio nanométrico
pertenecientes al grupo de materiales O-dimensionales y que poseen propiedades
distintas a la plata en bulto, a pesar de estar compuestos del mismo tipo de atomos.
Sus diferentes propiedades provienen de la relacién area superficial/volumen de la
nanoparticula, es decir; a medida que disminuye su didmetro aumentara su area
superficial, y son ampliamente estudiadas en el campo 6ptico para la deteccion de
especies quimicas (organicas e inorganicas) y biolégicas. En cuanto al campo

biomédico son de especial interés sus propiedades bactericidas y bacteriostaticas.!®

La sintesis de las nanoparticulas de plata mediante el método de reduccion quimica,
toma al nitrato de plata como material precursor que reaccionara con un agente
reductor y un estabilizante (Fig. 2). En este método de sintesis, la sal metalica de
AgNO:s es reducida en atomos cerovalentes que sirven como centros de nucleacion
para la formacion de clusters. El crecimiento de los clusters continuara, a medida
que continten agregandose atomos de Ag, lo que dara lugar a la formacion de
nanoparticulas de mayor tamafio y formas poliédricas mas complejas. El agente
estabilizante es muy importante en la sintesis de las nanoparticulas, ya que, es

necesario estabilizarlas para detener su crecimiento, esto se logra mediante un



recubrimiento (generalmente polimérico) que se absorbe rapidamente en la
superficie de la nanoparticula inhibiendo asi el proceso de aglomeracion, y por ende

su crecimiento.1®

Narvparioda

® & 0@

AGNO, " @ o

otalico Reduccion Nucleacién Establlizacion

Fig. 2 Proceso de sintesis de nanoparticulas de plata

Mediante la disolucién oxidativa de las nanoparticulas de plata se obtiene la
liberacion de iones de plata, estos son particulas cargadas eléctricamente por el
fendbmeno de ionizacién de un atomo o molécula, donde existe una pérdida o
ganancia de electrones. En el caso de los iones de plata, al ser particulas que han
perdido un electrén de su orbital externo, son denominados cationes, es decir;

tienen una carga eléctricamente positiva (Ag™).

I.C.1 Propiedades biomédicas

Las nanoparticulas de plata tienen aplicaciones biomédicas debido a sus
propiedades bactericidas y bacteriostaticas, lo que las hace intensivamente activas
contra las infecciones atribuidas al MRSA (del inglés methicillin-resistant
staphylococcus aureus).'* Estas propiedades estan reguladas por una serie de
pardmetros importantes que permiten aumentar su eficacia, y establecer el estado
en el que se encontraran, ya sea como particulas aisladas, agregadas o disueltas

en el medio biolégico como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2 Parametros que regulan las propiedades de las AgNPs

Parametro Propiedad concedida Importancia




Tamafo

Potencial Z

pH del medio

Medio biolégico

<10nm

>0

pH <7

(Medio
circundante

acido)

Oxigenado

Mayor relacion de area superficial a
volumen en comparacion con las
nanoparticulas de mayor tamafo y
la plata en masa.2°
Mayor disolucién de las AgNPs.?!

Mayor interaccion con las
membranas celulares de las

bacterias.20

Mayor velocidad de disolucién de
las AgNPs.??

Mayor disolucién oxidativa de las
AgNPs.23

Contacto entre
célula bacteriana y
particula mas
eficiente.2C
Mayor
concentracion de
iones de plata
liberados Ag*.2!
Mejor capacidad
para penetrar la
membrana celular
de las bacterias.2°

Las AgNPs liberan
iones de Ag* mas

rapido.??

Liberacién de iones
Ag+.23

Las nanoparticulas de plata cuentan con propiedades que pueden mejorar la

eficiencia antimicrobiana (Tabla 3), en comparacion con los farmacos aplicados

convencionalmente para tratar las infecciones bacterianas en dispositivos/implantes

ortopédicos. Estas propiedades le permiten a las AgQNPs evadir los mecanismos de

resistencia a los antimicrobianos que han adquirido algunos microorganismos.



Tabla 3 Propiedades de las AgNPs que les permiten evadir los mecanismos bioldgicos implicados

en el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos.

Mecanismo de resistencia

antimicrobiano

Efecto

Propiedad de las AgNPs para

evadir el mecanismo de

resistencia antimicrobiano

Componentes de la
estructura bacteriana
(glucocaliz, pared celular o

membrana plasmatica)

Bombas de eflujo (proteinas
transportadoras

inespecificas)

Modificaciones en la

estructura del farmaco

Modificacion de su propia
estructura celular y las
enzimas objetivo del farmaco

Presencia de genes
preexistentes en el
cromosoma bacteriano o en

el plasmido

Previenen la penetracién y
entrada del farmaco en el

interior de la célula.?3

Expulsion del farmaco de la

célula.z

Inactivan el farmaco aplicado
induciendo modificaciones en

su estructura.??

Provoca una disminucién de
la susceptibilidad de la
bacteria al farmaco debido a
cambios en su

metabolismo.23

Resistencia a los antibiéticos.

Gran superficie de contacto que
permite una mayor adherencia
a la membrana celular y de esta

forma penetrar faciimente en

las bacterias.?!

lones disueltos de las AgNPs:

entran en gran cantidad en la
célula bacteriana y provocan
una sobrerregulacion de los

genes de homeostasis,

impidiendo la expulsion total de

los Ag* de la célula.®

Los iones de plata son el Unico

producto de equilibrio que
puede generarse mediante la

interaccién de las AgNPs con la

mayoria de los componentes
del medio biol6gico.??

Las AgNPs pueden atacar
diferentes objetivos de la célula
bacteriana, tanto las enzimas y

proteinas unidas a la
membrana, como provocar la
interrupcion de la fuente de
ATP y dafio al ADN. 23

Al ser un tratamiento
relativamente nuevo no se han
encontrado genes preexistentes

en el cromosoma de bacterias.



I.C.2 “Targets” sobre los que actua

Ademas de los factores fisicoquimicos de pH, tamafio, potencial Z y condiciones del
medio bioldgico, la efectividad de la actividad antibacteriana de las AgNPs depende
en gran medida de las caracteristicas bioldgicas del “target” sobre el que actua, ya
gue pueden interactuar tanto con bacterias Gram positivas, Gram negativas o

biofilms.

Las bacterias Gram positivas poseen diferencias estructurales en la pared celular
en comparacion de las bacterias Gram negativas (Tabla 4), estas diferencias les
confieren caracteristicas Unicas que influyen directamente en el mecanismo de

accion de las AgNPs y, por lo tanto, una respuesta biocida diferente en cada una.

Tabla 4 Diferencias estructurales entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas.2*

Caracteristicas Bacteria Gram positivas Bacteria Gram negativas
Coloracion con la tincion de ) i
Violeta Rojo
Gram
Espesor de la pared celular Gruesa (0.02-0.06 pm) Delgada (0.01 pm)
Varias capas de )
) ) . Una capa fina de
Estructura de la pared peptidoglicano, acidos ) ) :
_ - ) o peptidoglicano, proteinas,
bacteriana feicioicos, lipoteicoicos y i . "
) } lipoproteinas y fosfolipidos.
teicuronicos.
Espacio periplasmético Ausente Presente
Membrana externa Ausente Presente
) Presente: Compuestas de
Endotoxinas Ausente _ .
lipopolisacaridos (LPS)

Bacterias Gram positivas

El Staphylococcus coagulasa-negativa (SCN) asi como el Staphylococcus aureus,
son los microorganismos Gram negativas comunmente responsables de las
infecciones nosocomiales en dispositivos/implantes ortopédicos. Estas bacterias

suelen ser mas resistentes al tratamiento con AgNPs, en comparacion con las
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bacterias Gram negativas. Esto debido a su pared celular mas gruesa, ya que
contienen mayor cantidad de peptidoglicano, lo que reduce la difusion de las AgNPs
en el entorno celular.?? No obstante, se tiene conocimiento y evidencia de los

mecanismos de accidn biocida de las AgNPs sobre las bacterias Gram positivas.
(Fig. 3)

Membrana interna

O AgNP (membrana
citoplasmatica)

o Peptidoglicano
Generacion de

radicales libres

Interaccién con
la replicacion y
transcripcion
celular

. Interaccion con
: la cadena

| respiratoria y las
, proteinas de

| transporte

Fig. 3 Mecanismos de accion biocida de las AgNPs sobre las bacterias Gram positivos.
Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas comunmente presentes en las infecciones
nosocomiales son Pseudomona aeruginosa, Enterobacter spp y Klebsiella spp. Las
estructuras de lipopolisacaridos presentes en la membrana externa poseen una
carga negativa, lo que provoca que las AgNPs con carga superficial positiva exhiban
una mayor atraccion electrostatica a la membrana celular de las bacterias Gram
negativas.?® Los mecanismos de accién biocida de las AgNPs sobre las bacterias

Gram negativas se ilustran en la Fig. 4.
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..I z
| celular | CTTTTTTTomyooTooes . proteinas !
R — ! S ' Membrana
externa
Membrana
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! ., 1
: “Creac[?n de >
! pozos’enla PSS S !
I .z
: membrana i O‘/: Acumulacion |
_______________ ! ' de las AgNPs

— - - - -

Generacion de
radicales libres

/ i Interaccién con i
Difusion de los Ag*y de O AgNP i varias vias de i

! |
! |
| las AgNPs por los |
| poros de las proteinas |

sefalizacion

Ag

Fig. 4 Mecanismos de accion biocida de las AgNPs sobre las bacterias Gram negativas.

Biofilm

Los biofilms estan compuestos por bacterias que se adhieren a superficies solidas
de alta densidad, como las prétesis, y forman una matriz extracelular que dificulta la
difusiébn de antibidticos, por lo que su efectividad antimicrobiana se inactiva

facilmente.?°

Las AgNPs poseen la propiedad de afectar el desarrollo y el crecimiento de las
biopeliculas bacterianas, lo que las vuelve agentes bacteriostaticos ideales de alto
espectro.?? Ademas de esto, estudios realizados han demostrado que las AgNPs
son capaces de inducir el desprendimiento de bacterias, como la P. aeruginosa, con

rapidez y eficacia, lo que previene o reduce el desarrollo del biofilm.?°
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[.C.3 Efecto sobre las células bacterianas

La accion biocida de las AgNPs (Tabla 5), tiene ventajas terapéuticas en
comparacion con el uso de los antibidticos convencionales, debido a la rara
posibilidad de que los microorganismos desarrollen resistencia contra ellas, el efecto
colectivo de las AgNPs aunado al de los iones Ag*, asi como la facil absorcion de

las AgNPs por las células a través de diferentes mecanismos.?®

Tabla 5 Efecto del mecanismo de accion de los agentes (AgNPs y Ag*) sobre las células bacterianas.

Agente responsable

Mecanismo de accion Efecto en la célula bacteriana
Ag* AgNPs
Dafio mitocondrial.
., Dafio al ADN.
Generacion de L
) . X Desnaturalizacion de
radicales libres ;
proteinas.
Lisis celular.

Interferencia en la .
L, Dafio y alteracion de la
replicacion y X X o

L replicacion del ADN
transcripcion celular

Fuga del contenido celular.

Interaccion con las Transporte incontrolado de
proteinas de la pared X X iones.
celular Bloqueo en sitios de unién
activos.
Interaccion con la Dificulta la produccion de
cadena respiratoria X energia.

Inhibicién de la proliferacion
celular.
Blogueo de la divisidn celular.

Estimulacion de vias » .
X Alteracion de la expresion

de sefializacion »
genética.
Muerte celular por apoptosis,

necrosis o autofagia.

Acumulacién de Creacion de “pozos” en la
agentes en la pared X membrana celular, que
celular. provocan la lisis celular
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Cada mecanismo de accion involucra un proceso diferente que le permite ejercer

su efecto biocida sobre la célula objetivo, los cuales se describen a continuacion.

Generacion de radicales libres

Las AgNPs dafian las membranas celulares y provocan la liberacién de iones de
Ag*, esto mediante la disolucidn oxidativa de las AQNPs en presencia de oxigeno.
Estos iones ingresan facilmente al cuerpo microbiano e interactiian con los grupos
funcionales donantes de electrones (tioles, fosfatos, hidroxilos, imidazoles, indoles,
etc.),?%?° los cuales se encuentran presentes en la membrana celular o en las
proteinas en el interior de la célula, e inducen la liberacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxigen Species), que terminan formando
radicales libres.?° Este mecanismo biocida tiene lugar debido a que los electrones
son mas estables cuando estan apareados en los orbitales y, como los radicales
libres poseen electrones no apareados, estos tienden a ser reactivos frente a otras
especies, lo que provoca que formen pares de electrones con otras moléculas para
llegar a una configuracion electronica mas estable. El proceso de liberacion de ROS
se describe en la Fig. 5, tanto en condiciones normales como en condiciones
anormales frente a la presencia de iones de plata. Cuando un radical libre, dona o
roba de otra molécula un electrén para formar un par electrénico, provoca que esta
se transforme en un radical libre, y asi sucesivamente.?® Este proceso genera un
desbalance entre la produccién de los ROS y el sistema de defensa antioxidante de
la célula bacteriana, a este fenbmeno se le conoce como estrés oxidativo v,
ocasiona dafio mitocondrial, ruptura de la pared celular (lisis) y dafio del ADN
(mediante la ruptura de una sola hebra del ADN o la hiperoxidacién de proteinas y

lipidos).2527
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Estres oxidativo

( ) ( )
Condiciones Presenciade Ag*y
normales AgNPs
. J . J
( ) ( )
Concentraciones Concentraciones
bajas de radicales elevadas de radicales
libres. libres.
. J . J
N\
Proceso de
eliminacién por Catalizan la me/-(\:léirignmlc?:de
especies "carrofieras” generacion de elliminacion de
como el glutation radicales libres. radicales libres
reducido (GSH). )

J/

Fig. 5 Proceso de eliminacion de radicales libres de la célula bajo condiciones normales y en

presencia de AgNPs y Ag*.

Este mecanismo biocida, por estrés oxidativo, asi como por la generacion de
radicales libres, representa las bases de la capacidad antimicrobiana de las AgNPs,

mismas que se mencionan a continuacion:

Interferencia con la replicacion y transcripcién celular

Los iones de plata alteran la replicacion del ADN, esto mediante el desacoplamiento
del transporte de electrones respiratorios de la fosforilacion oxidativa, 1o que inhibe
las enzimas de la cadena respiratoria y/o interfiere con la permeabilidad de la
membrana.?! Ademas, los Ag* poseen una fuerte tendencia a interactuar con el
grupo fosfato de las bases de ADN, por lo que cuando entran en la célula, se
intercalan entre las bases de purina (adenina y guanina) y pirimidina (citocina, timina

y uracilo), provocando un efecto dafiino sobre el enlace de hidrogeno entre las dos
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hebras antiparalelas, esto lleva a una desnaturalizacién de la molécula de ADN y la

inhibicion del crecimiento bacteriano.28

Interaccion con las proteinas de la pared celular

Cuando las AgNPs se unen a las proteinas de la membrana, interfieren con la
permeabilidad de esta, provocando la fuga del contenido celular y el transporte
incontrolado de iones. Los Ag* se unen a las proteinas de los grupos tiol, formando
enlaces estables que provocan el bloqueo de los sitios de union activos y alteran la
estructura tridimensional de las proteinas, este mecanismo afecta el transporte y la
liberacion de iones de potasio (K*), el bloqueo de la sintesis de trifosfato de

adenosina (ATP) y, la obstaculizacién de la division y reproduccion celular.?®

Interaccion con la cadena respiratoria

Las nanoparticulas de plata, que atacan la membrana, pueden interferir con la
cadena respiratoria y dificultar la produccion de energia (ATP), lo que conduce a
inhibicién de la adhesioén y la proliferacion celular.?! Este proceso se da mediante la
union de AgNPs a proteinas en la membrana, lo que evita la captacion y la liberacion

de los iones fosfato que son esenciales en la produccion de energia.?®

Acumulacion de AgNPs en la pared celular

La acumulacién de las AgNPs es consecuencia de la gran superficie de contacto
gue poseen, lo que provoca un incremento en la adherencia de estas a la superficie
bacteriana. Esto afecta la morfologia de las membranas celulares, lo que induce la
creacion de “pozos” que permiten a las AgNPs penetrar al interior de la célula. Una
vez que exista una gran cantidad de “pozos” en la pared bacteriana se produce una

lisis celular.20:21.25
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Estimulacién de las vias de sefializacion celular

Las vias de sefializacion son un conjunto de moléculas que transmiten sefiales en
cadena para controlar una o mas funciones en la célula, como establecer el nivel de
toxicidad y destino de las células bacterianas, pueden ser estimuladas por la
interaccion con las AgNPs o con los Ag*. Se ha estudiado el efecto de las AgNPs al
interactuar con las vias de sefializacion JNK (C-Jun N-terminal kinase) y p38 MAP
quinasa, ambas pertenecen a la familia de las vias de sefalizacion MAP quinasas
(proteinas quinasas activadas por mitdgenos), las cuales se activan en respuesta a
condiciones de estrés generadas por cambios en los niveles de ROS de la célula,
en este caso debido al contacto con las AgNPs, y desempefian un papel importante

en la apoptosis.2®

Actividad antibacteriana de las bacterias muertas por plata: efecto “zombie”

Adicional a los efectos anteriormente mencionados, existe otro mecanismo
antibacteriano de las AgNPs, el cual estd dado por actividad de las bacterias
muertas. Se ha observado que estas, tienen una actividad biocida hacia la
poblacién viable de la misma bacteria, es decir; aquellas bacterias vivas y
funcionales presentes en el medio, esto se debe a que las especies metélicas no se
desactivan por el mecanismo de muerte celular, por lo que, estas bacterias se
convierten en depdsitos de liberacidn sostenida de iones de plata. Este mecanismo
se asocia a un fenobmeno de migracion de iones de un sélido a otro, el cual es
afectado por cambios de equilibrio en la célula y esta regulado por el principio de
Le-Chanttelier, el cual se describe en la Fig. 6. Esto ocurre cuando los sitios de
union celular disponibles dentro de la bacteria se saturan gradualmente con Ag* (a

una concentracion de ~10 ppm).28

Para que la concentracidon de plata dentro de la célula bacteriana muerta alcance
un estado de equilibrio se induce un desplazamiento del liquido dentro de la célula
bacteriana muerta hacia el medio, y posteriormente del medio a las bacterias viables

que actllan como nuevos sitios de absorcion desocupados para la plata.?®
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Plata compleja .¢- AgNP o Ag' .

Concentraciones de

Ag* > 10ppm

Bacteria muerta Bacteria muerta ——» Bacteria

Ag'(aq) + Bacteria —p Ag'(aq) +
8 aa) con Ag* con Ag* — PBE T erta

viable con Ag*

Bacteria muerta — Bacteria] Bacteria Bacteria muerta

+ +
A [ con Ag* «— Agea * erta

Fig. 6 En el esquema a) se muestra la capacidad bactericida que poseen las bacterias, que han
muerto por el efecto de las AgNPs, para liberar iones al medio y en el b) se aprecia como los Ag*,
aun después de matar a la bacteria, contindan actuando contra otras bacterias viables, lo que da

origen a una actividad biocida prolongada por parte de los Ag*.

I.D HIDROXIAPATITA IMPURIFICADA CON PLATA

Después de una intervencion quirdrgica para la implantacién de un dispositivo
ortopédico, las infecciones bacterianas son una grave complicacion, que solo puede
curarse retirando el implante colocado. Esto se debe a que el mecanismo de
crecimiento de las bacterias infectantes en la superficie del implante protege a las
mismas del sistema inmunolégico del huésped, asi como de la terapia con
antibioticos. Este mecanismo de proteccion se basa en la formacion de un
microsistema en una superficie (Fig. 7), donde varias cepas y especies microbianas
se reproducen y agrupan formando una colonia que se comporta como una unidad

denominada biofilm.29:30
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Fig. 7 Pasos secuenciales de la formacién del biofilm en la superficie de un biomaterial.

a) Formacion de una pelicula condicionante, b) Adhesion reversible, c¢) Adhesion irreversible, d)
Produccion de EPS (sustancias poliméricas extracelulares) y quérum sensing (mecanismo de
comunicacién bacteriana), €) Maduracion del biofilm y muerte de algunas células bacterianas que
carecen del acceso a nutrientes y oxigeno, f) Desprendimiento de bacterias para colonizar otras

superficies.

El composito de hidroxiapatita con nanoparticulas de plata (HA-AgNPs) ha
demostrado ser un material eficaz para prevenir y combatir infecciones
nosocomiales, sin sacrificar sus propiedades mecanicas y de resistencia, ademas
de tener baja densidad y mantener su estabilidad quimica. La combinacion de este
biocerdmico con un metal permite erradicar total o parcialmente las limitantes en las
propiedades que posee cada material de manera independiente. Las AgNPs tienen
una fuerte tendencia a aglomerarse, lo que disminuyen su actividad antimicrobiana.
Esto se puede evitar al depositar las nanoparticulas de plata en una matriz
bioceramica (HAp) para mejorar su dispersion.3 Ademas, también permite el
ingreso de la plata al organismo. Mientras que la adicion de las AgNPs a la HAp le
otorga propiedades tanto bactericidas como bacteriostaticas,!' entre otras que

facilitan su uso en recubrimientos.
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I.D.1 Sustitucién de plata en lared de hidroxiapatita

La sustitucion de la plata en la red de HAp, ademas de inducir modificaciones en los
parametros de la red y en la cristalinidad, también mejora sus propiedades
antimicrobianas y mecanicas.!® Se sabe que la sustitucion de iones Ca?* (0,099 nm)
por Ag* (0,128 nm) se da mayormente en el sitio Ca () de la HAp. La sustitucién de
iones Ag* conduce a un aumento en los pardmetros de la red dado linealmente con
la cantidad de plata afiadida en el rango de la relacion atébmica Ag / (Ag + Ca) entre
0y 0,06.1°

I.D.2 Mecanismo de accién bactericida y bacteriostéatico

La estructura HAp-AgNPs posee propiedades biocidas, es decir, es bactericida
(produce la muerte bacteriana) y bacteriostatico (impide la reproduccién celular).
Estas propiedades estan dadas tanto por la actividad de las AQNPs que entran en
contacto con la superficie bacteriana, como por los Ag* que son liberados de forma
controlada en el medio o que se difunden a través de la superficie cristalina. Los
mecanismos de accion de las AgNPs asi como de los Ag* (Tabla 6), pueden

clasificarse en dos tipos: bactericidas y bacteriostaticos.

Tabla 6 Clasificacion de los mecanismos de accién de las AgNPs y de los Ag* de acuerdo con el

dafo provocado en la bacteria.

Bactericida Bacteriostatico

Estimulacion de las vias de sefializacion celular | Interferencia en la replicacion y transcripcion

JNK'y p38 MAP quinasa. celular.

Acumulacioén de las AgNPs en la pared celular. ‘ Interaccion con la cadena celular respiratoria.
Generacidn de radicales libres.

Interaccion con las proteinas de la pared celular.

A pesar de que tanto las AgNPs como los Ag* le confieren al material propiedades
biocidas, las investigaciones han mostrado que son los Ag* los que juegan un papel
mas importante en la efectividad del material. Esto, debido a que le otorgan las
caracteristicas ideales al implementarse en un implante ortopédico, que puede

prevenir las infeccibnes nosocomiales, al evitar la adhesion microbiana a la
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superficie del mismo.3? También se ha mencionado que los Ag* se unen al ADN
microbiano, evitando asi, la replicacion bacteriana. Ademas, también puede
enlazarse a grupos tiol de las enzimas metabdlicas presentes, en la cadena de
transporte de electrones bacterianos.33 Este proceso dafia la membrana bacteriana

y compromete sus funciones para la respiracion celular.3*
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CAPITULO Il



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES
LA TECNICAS DE SINTESIS

Las consecuencias del rechazo de un implante ortopédico por parte del paciente
pueden llegar a producir dolor y complicaciones, lo que deriva en una segunda
intervencion quirdrgica, amputacion, o en los casos mas severos, la muerte del
paciente.! Es por ello, que se desea poder manipular los parametros de sintesis que
nos permitan obtener la estructura adecuada para su implementaciéon en la
fabricacion de un implante ortopédico. Afortunadamente ya existen distintos tipos
de procesos de sintesis investigados por diversos autores, que nos brindan una
gama de materiales con distintas, morfologias, tamafios y aplicaciones. Estos
procesos se encuentran compuestos por dos fases, la primera es la obtencion del
material de recubrimiento (polvo de HAp-AgNPs) y la segunda es la técnica de

deposicion del material sobre una superficie (el implante).

IILA.1 Preparacién de polvos de HAp-AgNPs
Precipitacion
Se fundamenta en la obtencién de un solido a partir de una disolucion y puede darse
por distintos mecanismos, ya sea reacciones quimicas, evaporacion del disolvente,
enfriamiento repentino de una disolucién caliente, o por cambio de polaridad del

disolvente y a menudo es acompafiado de otros mecanismos para acelerar o

mejorar el proceso de sintesis, como lo que se muestra a continuacion:

Precipitacion hiumeda: Es el método quimico mas utilizado para sintetizar polvos de

HAp-AgNPs. Se puede llevar a cabo en condiciones de temperatura ambiente o
elevada, utilizando agua o disolventes inorganicos y ofrece un elevado control sobre
la morfologia y textura del material obtenido. Durante su proceso libera
subproductos inocuos (agua) y depende del mecanismo de nucleacion-agregacion-
aglomeracion. El proceso consiste en la precipitacion, posteriormente el
envejecimiento, la filtracién, el secado y por ultimo el tratamiento térmico.3®

Precipitacion _sonoquimica: Es la obtencion de un sélido (nanomaterial o

nanoparticula) a partir de una disolucién, mediante la adicion de reactivos para
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transformar un compuesto soluble en formas insolubles o de menor solubilidad.

Para lograr la sedimentacion del compuesto se aplican ondas sonoras que induciran

0 aceleraran las reacciones quimicas. Este método se ha utilizado de forma exitosa

para obtener nanoparticulas de plata dentro de compuestos bioactivos de

hidroxiapatita, materiales compuestos que exhiben distintas propiedades (Tabla 7)

y actividad biolégica (Tabla 8), acorde con lo reportado por Vukomanovi¢ M. et al.*4

Tabla 7 Propiedades de HAp-AgNPs sintetizada mediante precipitacion sonoquimica.

Descripcién

Método de
sintesis
Material

obtenido

Estructura

Morfologia

Aplicaciones

Precipitacion sonoquimica homogénea + tratamiento térmico.

Compuestos bioactivos de hidroxiapatita con nanoparticulas de plata (HAp-
AgNPs)

Estructura hexagonal de HAp junto con fases cubicas y hexagonales de plata.
Relacion Ca/P de 1.52

Las AgNPs mas pequefias son cubicas y estan incrustadas dentro de las placas
de HA. Las AgNPs més grandes estan unidas en la superficie y tienen una
estructura hexagonal. Una parte de la plata esta presente en forma de iones (Ag*)
como dopantes dentro de la estructura de HAp.

Disefiados para: controlar la liberacién de Ag*.

Prevenir la toxicidad inducida por la nanoescala y ser bioactivo tanto con las
células bacterianas como humanas.

Tabla 8. Evaluacion de la actividad bactericida, bacteriostética y citotoxicidad del compuesto HAp-

AgNPs sintetizada mediante precipitacion sonoquimica.

Descripcién

Actividad

bactericida

Actividad

bacteriostatica

Citotoxicidad

Concentracion de 0,8 mg mL* para E. coliy 1,25 mg mL* para S. aureus.

Haciendo uso del método de concentracién minima inhibitoria (MIC) se determiné
la concentracién minima capaz de inhibir el crecimiento bacteriano:

En rango de 0,6-0,7 mg mL™" para E. coliy de 0.7-0.8 mg mL™" para S. aureus
Se demostré6 muy alta toxicidad en concentraciones que son aplicables en la
practica.

No existe la selectividad del material, ya que afecta tanto a las células de

mamiferos como a las bacterianas.

Coprecipitacion
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Es un método de sintesis empleado para preparar polvos de HAp, se emplean como
precursores dos sales solubles en agua que deben precipitar al mismo tiempo, dicha
precipitacion es dependiente del pH y se lleva a cabo con agitacion constante para
lograr una mezcla a nivel atdbmico, y asi obtener una solucidon homogénea. Se debe
tener en cuenta que esta técnica depende de varias variables®®, como la naturaleza
de los reactivos, los agentes precipitantes, el pH, la concentracion de los reactivos,

temperatura, presion y velocidad de agitacion.

Este método ha sido utilizado para obtener compositos de HAp-AgNPs con diversas

concentraciones de Ag, como se indica en la Tabla 9 que se muestra continuacion.

Tabla 9 Propiedades de HAp-AgNPs sintetizada mediante coprecipitacion.

Descripcién

Método de sintesis | Coprecipitacion de quimica himeda + tratamiento a diferentes pH.
Material obtenido | Nanoparticulas de HAp dopadas con Ag.

Materias de HAp monofasico sin la presencia de otros cristales relacionados

Estructura .
con fosfato de calcio o plata.
i Morfologia similar a una aguja, distribucion de tamafio de particula similar y
Morfologia . .
con la mayoria de los cristales entre 20 y 40 nm.
Aplicaciones Materiales biomiméticos y con propiedades antimicrobianas.

Chen K. et al.®®
Método de sintesis | Coprecipitacion
Material obtenido Una gama de HAp-AgNPs con diversos contenidos de Ag.
Estructura La Ag esté incorporada estructuralmente en la HAp.
Morfologia con forma de varilla de dimensiones de ~50 nm de longitud, ~15
Morfologia nm de ancho y con una relacién de aspecto de ~3. El material esta formado
por pequenfios cristales de apatita.
La eficacia antimicrobiana puede mantenerse durante un periodo de tiempo
Aplicaciones largo. Permite una liberacion minima de iones Ag y potencialmente puede
prevenir la aparicion de citotoxicidad local en el sitio del implante.

Lim P.N. et al.%?

Las propiedades estructurales de los materiales también deben ser evaluadas, en

cuanto a la actividad bactericida, bacteriostatica y citotoxicidad, para asegurar la
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viabilidad del material. Un condensado de estas evaluaciones se muestra en la
Tabla 10.

Tabla 10 Evaluacion de la actividad bactericida, bacteriostatica y citotoxicidad de HAp-AgNPs

sintetizada mediante coprecipitacién.

Descripcion
Actividad La muestra sintetizada a pH 11 (0.6% wt) desarrollo el equilibrio éptimo para
bactericida la propiedad bactericida y bacteriostatica sin alcanzar la citotoxicidad,
Actividad inhibiendo a E. coli con valores mayores a 512 pg/mL y a S. epidermidia con
bacteriostatica valores mayores a 572 pg/mL.
La muestra con pH mayor, en este caso fue la que tuvo un equilibrio 6ptimo,
St ya que se demostrd que a menor pH existe una mayor liberacion de iones Ag*
gue dafa tanto a las células bacterianas como a las células propias del
organismo.
Chen K. et al.3
Actividad Mostro ser eficaz en la prevencion o minimizacion de la adhesion bacteriana,
bactericida evitando la formacién de biofilm.
Actividad La sustitucion de 0.5 % en peso de Ag en HAp fue suficiente para retardar e
bacteriostéatica inhibir el crecimiento bacteriano.
Una concentracién mayor a 1.6 ppm de iones Ag* es citotoxica ya que afecta
Citotoxicidad
a las funciones celulares metabolicas basicas.
Lim P.N. et al.®?
Hidrotermal

Técnica empleada para desarrollar polvos de 6xidos complejos con alta cristalinidad
en un ambiente confinado. Para llevarse a cabo requiere de temperatura y presion
superior a las del ambiente, por lo tanto, se realiza dentro de una autoclave. Se
fundamenta en la formacion de enlaces quimicos por efecto de la condensacion y
la reactividad, lo que genera nucleos que aseguran la sintesis estequiométrica y
altamente cristalina de la HA. Las altas presiones permiten controlar la morfologia y
porosidad del nanomaterial, por lo que se pueden generan cristales de tamafo

micro.3°

Sol-gel
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Es un proceso quimico en fase humeda que parte de una solucion quimica o sol
procedente de precursores (alcohoxidos metdlicos y cloruros), que sufren
reacciones de hidrolisis y policondensacion para formar una dispersion coloidal, que
pasa por una polimerizacion lenta y forma un gel. Esta solucion actia como
precursor de una red integrada de particulas discretas o una red de polimeros
(conocida como gel polimérico), en donde el solvente es atrapado en la red de
particulas, provocando que la red polimérica impida que el liquido se separe,
mientras el liquido previene que el solido colapse en una masa compactada. La
deshidratacion parcial de un gel produce un reactivo solido elastico conocido como
Xerogel, que cuando es deshidratado completamente y tratado térmicamente en un
flujo de gas, produce un material nanoestructurado. Este proceso implica
pardmetros de control estricto y depende en gran medida de la temperatura, el pH,

la naturaleza del solvente y la naturaleza quimica de los reactivos utilizados.3®
Microondas

Con este método se puede obtener un campo aumentado de polvo de HAp
perfectamente cristalino y homogéneo en cuestiones de tamafo, morfologia y
porosidad.3® Las microondas actlan como campos eléctricos de alta frecuencia,
capaces de calentar cualquier material conteniendo cargas eléctricas como las
moléculas polares en un disolvente o iones conductores en un sélido. Los solventes
polares se calientas y sus componentes moléculas se ven obligados a girar con el
campo y pierden energia en colisiones. Este método se ha presentado como simple
y econdmico para preparar materiales de tamafio nanométrico con una distribucion

de tamafio de particula estrecho.3®

[ILA.2 Métodos de recubrimiento

En la realizacion de dispositivos implantables funcionalizados el proceso de
recubrimiento juega un papel muy importante, en la conservacion del equilibrio entre
la funcibn mecanica y un sistema de entrega de transporte masivo localizado,
debido que debe facilitar la entrega de nutrientes biolégicos y lograr una capacidad
de regeneracion de tejido en el sitito de implantacion.3® Es decir; la competencia
debe inclinarse a favor de la integracion del tejido antes de que se produzca un nivel
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considerable de contaminacion bacteriana en la superficie del implate. Los métodos

de recubrimiento mas usados para este propdsito son:

Pulverizacion de plasma

Método utilizado para pulverizar aleaciones, metales y compuestos metalicos,
mediante la pulverizacion de un material fundido por calor sobre una superficie. Se
basa en la inyeccion del material de recubrimiento, en forma de polvo fino en un
chorro de plasma a temperaturas muy altas, durante este proceso se forman gotitas
fundidas que son impulsadas a alta velocidad hacia el sustrato. El material caliente
impacta sobre la superficie del sustrato y se enfria rapidamente formando
estructuras similares a un panque. A este proceso se le conoce como proceso en
frio debido a que el sustrato puede mantenerse a temperaturas bajas sin sufrir
dafios, cambios metallrgicos o distorsion del material de sustrato. Este método es
utilizado para depositar productos de recubrimiento para medicamentos, como los
implantes intradseos. Con la ayuda de este método se han realizado revestimientos
capa por capa de polvo de titanio y polvo de HAp sustituido con plata, sus

caracteristicas y propiedades se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11 Propiedades de recubrimiento de HAp-AgNPs sintetizados mediante pulverizacion de

plasma.

Descripcién

Método de Pulverizacion de plasma
sintesis

Material obtenido | Polvos de hidroxiapatita sustituidos con plata sobre un sustrato de titanio.

Estructura Particulas fusionadas muy compactas con bordes de salpicadura desiguales.
Morfologia Formaciones individuales que alcanzan un tamafio de 25 a 40 pum.
Aplicaciones Aplicaciones médicas, especialmente traumatologia (en prétesis medicas de

larga duracién) y odontologia.

Lyasnikova A.V. et al. 36

Deposicion electroquimica

Es un método utilizado para la obtencion de nanoparticulas metalicas dispersas y
recubrimientos metélicos adherentes con buenas propiedades fisicas y quimicas.
Con esta técnica se puede tener un buen control sobre la sintesis del nanomaterial,
ademas de ser un método eficiente (que puede ser usado para revestir piezas de
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grandes dimensiones y con bajos costos de operacion).3”38 Se basa en la reduccién
de los iones presentes en una solucion (electrolito) a través de una corriente

eléctrica (generalmente continua) sobre un sustrato.
Inmersion o dip coating

Es un método de bajo costo y facil implementacion utilizado para la obtencion de
monocapas o multicapas delgadas, mediante la extraccion de cualquier sustrato en
un deposito de liquido (solvente). Consiste en la inmersion de un sustrato, en una
solucién del material de recubrimiento, por un cierto periodo de tiempo y en su
posterior extraccion a una velocidad constante (determina el espesor del
recubrimiento) para que el exceso del material regrese al recipiente y la solucion se

despliegue en capas, donde el solvente se evaporara del liquido.3? 40
Sputtering

El sputtering o erosion catodica pertenece al conjunto de técnicas de recubrimiento
por PVC (del inglés, Physical Vapor Deposition), es utilizada para realizar la
deposicion de recubrimientos delgados con elevada densidad, resistencia,
homogeneidad y excelente adhesion que, ademas, permiten la formacion de capas

de varios componentes y el uso de bajas temperaturas de sustrato.

Se compone de un sistema con una camara de alto vacio, a una presiéon <10® mbar,
gue asegura la menor cantidad de impurezas posibles y previene la incorporacién
indeseada de contaminacién en el recubrimiento. Ademas, se utiliza una presién de
trabajo asociada al flujo del gas inerte (generalmente argdn) que sera utilizado para
lograr la erosion del blanco y cuyas presiones se encuentran en el rango de 102 a
los 102 Torr. También posee un par de electrodos planos: un anodo (el sustrato
sobre el que se depositara la pelicula delgada) y un catodo (la fuente del material a
depositar).

La erosion catodica consiste en un bombardeo i6nico inducido por plasma, este
altimo es generado por una diferencia de potencial, sobre un objetivo de
pulverizacion catddica (blanco). Lo anterior provoca la transferencia de atomos

neutros de la superficie del blanco, al sustrato para inducir el crecimiento de la
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muestra o el recubrimiento.*14? El bombardeo i6nico también ocasiona la emision
de electrones secundarios, que pasan a formar parte del plasmay poseen la energia
suficiente para producir nuevos iones mediante el proceso de ionizacidon en

cascada*', como se muestra en la Fig. 8.

Tiene aplicaciones tanto para la formacion de recubrimientos conductores como

semiconductores, debido a que pueden emplearse dos sistemas de operacion:

e DC sputtering: Es utilizado para la erosion de materiales conductores
mediante el depdsito por descarga de corriente directa (DC), al generar una

diferencia de potencial entre los catodos.**

e RF sputtering (radiofrecuencia): Es utilizado para la aplicacion de materiales
aislantes o semiconductores, en los que ocurre la aparicién superficial de
cargas positivas sobre la superficie del blanco. Como consecuencia de esto
es gue no se puede generar una diferencia de potencial, por lo tanto, se hace
uso de un condensador en serie para acoplar la sefial RF y asi generar
voltajes alternos de alta frecuencia para compensar la carga espacial positiva
acumulada (la carga positiva desaparecera al invertir la polaridad en cada
semiciclo); asi pues, es que puede ocurrir la erosion catddica en estos

materiales.*!
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Fig. 8 Diagrama de funcionamiento de un equipo sputtering

LB TECNICAS DE CARACTERIZACION

El uso de nuevos materiales para dispositivos/implantes ortopédicos requiere de
una exhaustiva revision que compruebe que los materiales son aptos para cumplir
con las diversas caracteristicas bifuncionales y estructurales. Y entre las diversas
técnicas de caracterizacion destacan las siguientes, que permitiran comprobar la

presencia de la HAp-AgNPs y la su efectividad como agente bactericida.

[I.B.1 Difraccién de rayos X (XRD)

El andlisis por XRD es una técnica analitica primaria que permite realizar
caracterizaciones estructurales de materiales. Esta tiene la finalidad de determinar
caracteristicas de la muestra como microestructura, estructura cristalina, grupo
espacial, los parametros de red y la composicién quimica. Esto, mediante un analisis

cuantitativo de la concentraciéon de las fases o compuestos en la muestra.
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Esta es una técnica de caracterizacion no destructiva, es decir, no altera de forma
permanente las propiedades fisicas, quimicas, mecanicas o dimensionales de la
muestra. Se fundamenta en la relacién de intensidad y angulo de difraccion de las
sefales detectadas como consecuencia de la interaccion de un haz de rayos X con
una muestra, mediante el fendmeno de interferencia (destructiva y constructiva) de
radiacion de rayos X dispersados. Esto se logra debido a que los fotones de rayos
X, cuyas energias se encuentran entre 3 — 8 keV, tienen longitudes de onda lo
suficientemente pequefias, como para entrar en la red cristalina, con distancias
interatdmicas que se encuentran entre 0.15 — 0.4 nm, de la muestra e interactuar

con ella.

Existen tres tipos de interacciones relevantes, para el proceso de caracterizacion,
gue ocurren en el rango de energia en el que se encuentran los rayos X, las cueles

son:

e Fotoionizacion, proceso en el que el fotdn se dispersa con menor energia, ya
que hay transferencia de energia y momento hacia la muestra, ocasionando

la emisidon de un electron.

e Dispersion Compton, proceso en el que el foton se dispersa con mayor
energia, ya que se transfiere desde un electron al fotén, por lo que no hay

emision de electrones.

e Dispersion Thomson, es aquella en la que no hay pérdida de energia, el foton
es dispersado por electrones que oscilan a la misma frecuencia de la
radiacion incidente. Es a causa de ello que es empleada para caracterizar
estructuralmente los materiales, ya que en este tipo de dispersion no se
producen cambios en la radiacién incidente, conservandose la relacion de
fase con la onda incidente, pero si se producen cambios en su trayectoria,

como se ilustraen la Fig. 9.
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Fig. 9 Representacion de los fendmenos de difraccion de un haz de rayos X sobre la materia.

El fendmeno de la difraccion puede describirse con la Ley de Bragg.
niA = Zdhkl sin 6
En donde se tiene que:

e M esun entero
e Aeslalongitud de onda de la radiacion incidente.

e dpy es la distancia interplanar.

e 0 es el angulo de difraccion o dngulo de Bragg.

Esta relacion establece las condiciones especificas en las que ocurre una dispersion
coherente en dependencia de criterios geométricos definidos por los indices de
Miller. Con esto se pueden calcular las distancias interplanares de la muestra, las
cuales, al ser especificas para cada sistema cristalino, permite identificar el grupo

espacial al que se asocia la muestra.

Los equipos de XRD cuentan con una fuente de rayos X y un detector para analizar
la radiacion difractada, es decir, las sefales de dispersion Thomson observables.
Estas sefales ocurren cuando existe una dispersién coherente del haz de rayos X
por parte de la materia, generandose una interferencia constructiva que es captada

por el detector, lo cual se ilustra en el esquema de la Fig. 10.
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Fig. 10 Diagrama del funcionamiento de un difractdmetro de rayos X.

II.B.2 Espectroscopia de transmision de infrarrojo (IR)

Es utilizada para identificar los grupos funcionales presentes en la muestra y para
obtener informacion sobre la sustancia involucrada con relacion a su estructura
molecular. El espectrofotometro mide la transmision de radiacion electromagnética
de una muestra en funcién de la longitud de onda o numero de onda, es decir, la
interaccién de la materia con la radiacion IR. Esto permite identificar las excitaciones
vibracionales y rotacionales en moléculas, sin que se produzcan transiciones

electromagnéticas.

Esta técnica emplea como fuente de excitacion un haz de luz cuya longitud de onda
varia en la region infrarroja del espectro electromagnético, esto es, en el intervalo

comprendido entre los 0.77 y los 1000 um. Al incidir esta radiacion sobre una
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muestra interactda con las moléculas que la componen, las cuales se encuentran
vibrando en su estado basal (de minima energia). Si la energia o frecuencia del haz
de luz es absorbida por la muestra, se inducira una excitaciéon en las moléculas
dando lugar a estados vibracionales excitados, los que son caracteristicos de cada
grupo funcional. Para que las moléculas absorban la energia del espectro infrarrojo
y se produzcan vibraciones en la muestra, es necesaria la presencia de un momento

dipolar.

El espectroscopio en general estd compuesto por un detector que recolecta las
sefales, la fuente de excitacion IR, y un arreglo 6ptico (un divisor de haz, un espejo
fijo y un espejo mévil), como se ilustra en la Fig. 11. La sefal obtenida por el
espectrometro se denomina interferograma y, como sigue siendo una sefial
compleja para poder ser analizada, este formato se traslada a lo que se conoce

como espectro de infrarrojo, mediante el algoritmo de la transformada de Fourier.

| | —» Espejo fijo

Divisor v Detector
>4 » O(D

Muestra Q/)
| \

Espejo movil

'—’ Fuente de IR

Fig.11 Diagrama de un espectroscopio de transmision infrarrojo.
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II.LB.3 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Es un tipo de microscopia que se caracteriza por el uso de un haz de electrones
para realizar una caracterizacion estructural de la muestra, en la cual se colecta la
informacion de los electrones que son trasmitidos a traves de la muestra. La imagen
TEM en espacio real se genera al aplicar la transformada inversa de Fourier a la
funcion de onda de los electrones transmitidos, en ella se encuentra contenida toda

la informacion de la interaccion de los electrones con la muestra.

Al formar una sonda de electrones de tamafio nanométrico, la caracterizacién de
TEM permite identificar y cuantificar la estructura quimica y electrénica de los
nanocristales de manera individual. Su aplicacibn mas importante es la imagen
atomica en espacio real de las nanoparticulas, para conocer su microestructura,

morfologia y tamafio.

En la formacion de imagenes de microscopia electrénica de transmision se

presentan tres mecanismos fundamentales de contraste en las imagenes:

¢ Difraccion, ocasionado por perturbaciones locales a causa de defectos en la
muestra, estas interacciones locales modifican la amplitud de la onda
transmitida, lo que al generar la imagen se traduce en regiones de contraste
que permiten identificar zonas de alta difraccion y por tanto identificar

estructuras cristalinas en las muestras.

e Fase, a causa de la interaccion con el potencial del cristal, el cual se debe a
la distribucion o densidad electrénica del mismo, lo que modificara la onda
transmitida como consecuencia de interacciones inelasticas de los electrones
con la muestra. Esto permite identificar zonas en la muestra que son
electrébnicamente mas densas, aungue esto no se relaciona directamente con

la identificacion de arreglos atomicos de largo alcance.
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Espesor o Numero Atomico, causado por la densidad de &tomos y numero
atomico con los que interactia la onda transmitida. En este contexto
prevalecen interacciones inelasticas en la que existe mayor contribucion a la
disminucién de intensidad como consecuencia de perdida de energia por

fendmenos de retrodispersion.

El microscopio tiene dos métodos de operacion que se fundamentan en el filtro de

informacion aportada por la onda transmitida mediante arreglos de detectores,

lentes y aperturas adecuadas:

Campo brillante, la imagen es formada por los e transmitidos. En estas
imagenes se pueden identificar que las regiones con mayor densidad
aparecen mas oscuras, en tanto que, las de menor densidad seran mas
brillantes

Campo oscuro, la imagen esta formada por los electrones difractados. En
este caso, las regiones mas densas (mayor numero atbmico y con estructura
cristalina) aparecen mas brillantes, en caso contrario se muestran de manera

MmAas oscura.

Un microscopio empleado para caracterizacion por TEM moderno convencional se

compone de un sistema de iluminacion, un soporte para la muestra, un sistema de

lentes objetivas, un sistema de aumento, un sistema de registro de datos y un

sistema de analisis quimico (véase Fig. 12).
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Fig. 12 Diagrama de un microscopio electrénico de transmision.

II.B.4 Microscopiainfrarroja con transformada de Fourier

Es una técnica utilizada en el estudio de sistemas biol6gicos y se basa en la
espectroscopia de infrarrojo con la microscopia optica. Una de sus ventajas es que
recoge los datos espectrales de todas las longitudes de onda simultaneamente.

Para la medicién de los espectros de FT-IR se usa la técnica de la reflectancia total
atenuada (ATR), donde la luz de IR pasa a través de un cristal (que puede ser de
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diamante, seleniuro de zinc o germanio) e interactia con la muestra que esta

colocada justo debajo de este.

Fuente de IR Detector

\, Cristal ATR

Haz IR i

| 4— Muestra

Fig. 13 Diagrama del fundamento del funcionamiento de la espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier.

II.B.5 Espectroscopia RAMAN

Es un fenébmeno de dispersion inelastica de la luz por la interaccién con materia, se
utiliza para monitorear procesos de cristalizacion y revelar los mecanismos de
reaccion y cinética. En la espectroscopia Raman se hace incidir un haz de luz sobre
la materia y se estudia la radiacién dispersada. Una vez que incide el haz de luz
sobre la muestra induce un estado excitado, el cual implica un proceso de
relajamiento, dentro del cual pueden ocurrir dos mecanismos de liberacion de

energia (véase Fig. 14):

e Dispersion elastica o de Rayleigh: La materia regresa al estado energético
basal en el que se encontraba, por lo que libera una energia de igual

magnitud a la absorbida.

e Dispersion inelastica: La energia liberada es distinta de la absorbida, lo que
dalugar a un intercambio de energia. Este comportamiento es caracteristico

del fendomeno Raman y se divide en dos tipos:
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e Dispersion Stokes: La energia liberada es menor a la absorbida, por
lo que aumenta la longitud de onda y disminuye la frecuencia de la

radiacion.

e Dispersion anti-Stokes: La energia liberada es mayor a la absorbida,

lo que disminuye la longitud de onda y aumenta la frecuencia de la

radiacion.
Energia A
Nivel de energia
virtual A A
AEez 'AEe=
AEi=hvo AEe=-hvoi AE=hvo | | -h(Vo-w)i AEi=-hvo | |-h(vot+w)
-3 =P mceePp | | moee- ¢ RS R
\ 4
AEy =hwy
Estado fundamental v A4
Dispersion Dispersion Dispersion
Rayleigh Stokes anti-Stokes

Fig. 14 Mecanismo de liberacion de energia en el fenébmeno Raman.

El espectro Raman que se obtiene se representa en una gréfica de intensidad como
funcién de frecuencia, lo que permite identificar modos vibracionales mediante las
frecuencias asociadas a la cuantificacion del desplazamiento entre la energia del

haz incidente y el dispersado.

Un equipo Raman se compone de una fuente de excitacion, que genera el haz de
fotones que incidira en la muestra, los espejos y el enfoque que mejoraran la calidad
de la sefal que llega al detector, tras dispersarse la muestra, el eliminador de la
dispersion elastica (que filtra la sefial Raman), las rejillas que dispersan la sefial y

el detector (véase Fig. 15).
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Fig. 15 Diagrama de un equipo Raman.

[I.B.6 Antibiograma

Utilizada como prueba microbiolégica para determinar la efectividad de un
antibiotico o sustancia para evitar el crecimiento bacteriano. Se realiza tomando un
in6culo del microorganismo problema y se siembra en una caja petri con medio de
cultivo Muller-Hinton, posteriormente se colocan los discos, con el antibigtico o la
sustancia, sobre el medio de cultivo dejando una separacion entre disco y disco. Se
incuba a 37°C durante el tiempo que, segun la literatura, necesite cada

microorganismo para crecer (Véase Fig. 16).
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Siembra 1. Empezar el sembrado partiendo del punto
1 al punto 2.

2. Girar la placa un angulo de 180°. Sembrar
partiendo del punto 2 al punto 1.

3. Girar la placa un éangulo de 90°. Sembrara
partiendo del punto 3 al punto 4.

4. Girar la placa un é&ngulo de 180°.
Sembrara partiendo del punto 4 al punto

\ —> A

b (o

L, 3.
Estandarizacion
del in6culo
Eleccion del
Insercién de antibidtico o
(mmm—= del agente

los discos o }
antimicrobiano

Puntos a tomar en cuenta en la lectura del
antibiograma:

1. Resistencia: formacion de un halo de
crecimiento bacteriano.

2. Formacion caracteristica de un halo.

3. Un halo que sobrepone a otro: se mide
el radio de un halo y se multiplica por
dos.

Lectura

Fig. 16 Esquema de los pasos a seguir para la realizacién de un antibiograma.

Para determinar la efectividad del antibidtico o la sustancia analizada se debe
observar la inhibicién del crecimiento bacteriano y la propagacion por el resto del
medio de cultivo por difusion. La lectura de resultados de la sensibilidad del
microorganismo frente al antibiético o sustancia se realiza acorde con lo indicado
enla Tabla 12.
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Tabla 12 Interpretacion del halo de inhibicién del antibiograma.

Resultado Halo de inhibicion
Sensible ‘ Grande
Sensibilidad intermedia ‘ Mediano
Resistente ‘ Inexistente o muy pequefio

[I.B.7 Prueba de concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracion
minima bactericida (MBC)

Estas pruebas son utilizadas como métodos para la cuantificacion de la actividad
antimicrobiana y en la determinacién de las concentraciones apropiadas requeridas

para un producto final, generalmente de uso farmacéutico.

Estas pruebas se realizan en conjunto, ya que la informacién proporcionada por
ambas es la que permite establecer un criterio de evaluacion para el analisis de la
actividad antimicrobiana. La descripcion general del procedimiento para llevarlas a

cabo se encuentraen las Fig. 17 yla Fig. 18.

Separar dilusiones en L Realizar cultivos en placas
. Preparacién de la prueba . .
serie del agente de petri a partir del tubo
MBC.
prueba. MIC.

Inocular los medios de

A Identificar el MIC, es el
cultivo liquidos que

- . primer tubo de la serie Examinar el crecimiento
contienen distintas A - -
que inhibe el crecimiento bacteriano.
concentracuones del L
L . visibe.
agente antimicrobiano.
Examinar visualmente los Identificar el MBC, que es
Incubar los tubos durante -
. . tubos en busca de aquel cuyo cultivo no
un tiempo establecido. . L
turbidez. presento crecimiento.

Fig. 17 Pasos para realizar un analisis MIC y MBC.
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Fig. 18 Proceso para realizar un MIC y un MBC.

Observacion

MBC

La prueba MIC determina la concentracion minima inhibitoria necesaria de un

agente antimicrobiano, es decir, aquella necesaria para inducir un efecto

bacteriostatico contra una bacteria especifica.
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La prueba MBC determina la concentracion minima bactericida de un agente
bacteriostatico especifico, es decir, aquella requerida para inducir la muerte de una
bacteria en un periodo fijo.

[1.B.8 Viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight — Espectroscopia

Este método se usa para conocer la viabilidad e integridad de las bacterias, que
componen una colonia bacteriana, en funcion de la integridad de su membrana
celular. Proporciona informacion que permite distinguir y cuantificar las bacterias

vivas y muertas.

Normalmente los kits utilizados para realizar este método basan su principio en
tinciones, especialmente con el uso de los marcadores SYTO®9 asi como yoduro
de propidio (PI). El uso de estos marcadores se debe a que las células consideradas
viables, tienen membranas celulares intactas y firmes que impiden el paso de
algunos compuestos de tincién, mientras que las células que han muerto tienen
membranas rotas que no impiden el paso de los compuestos de tincion (véase Fig.
19).

BACTERIA CON MEMBRANA BACTERIA CON MEMBRANA
CELULAR INTACTA CELULAR ROTA
SYTO®9 PI

'u; l \\/' SYTO®9

Y el |

i
—-

T

Fig. 19 Ejemplificacibn de como interactian los colorantes de tincion con la membrana
bacteriana.
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CAPITULO Il



FABRICACION DEL “DISPOSITIVO ORTOPEDICO”

LA DISENO DEL DISPOSITIVO ORTOPEDICO

El disefio de un recubrimiento para un implante ortopédico, mejorado con
nanoestructuras (nanoparticulas), requiere el anadlisis de las caracteristicas
generales que le permitan tener una fuerte actividad biocida y una buena
osteointegracion, sin que se comprometan sus propiedades mecanicas. Estas
caracteristicas pueden dividirse inicialmente en dos, las relacionadas con el

recubrimiento y aquellas atribuidas a las nanopatrticulas.

El proceso de osteointegracion que ocurre como resultado de una buena aceptacion

del implante (véase Fig. 20) se da de la siguiente manera:

1. Respuesta inflamatoria: Ocurre una vez que el implante se coloca en el
cuerpo, lo que origina la formacién del coagulo sanguineo y de la matriz de
fibrina (por liberacién de proteinas y citosinas).*?

2. Osteoinduccioén: Se da cuando las células madre se diferencian en las células
osteogénicas que forman el tejido 6seo,* al mismo tiempo que ocurre la
angiogénesis (formacién de vasos sanguineos). 43

3. Osteogénesis: Las células osteogénicas forman sitios de nucleacion para el
crecimiento de nuevo material 6seo. Esto se puede dar de dos formas:

e Osteogénesis de contacto: La formacion del tejido 6seo se da por las
células osteoprogenitoras, desde la superficie del implante hacia el
hueso circundante. Forma el tejido 6éseo a una velocidad 30% mayor
que la osteogénesis a distancia y depende esencialmente de la
biocompatibilidad del material y sus caracteristicas superficiales. 44

e Osteogénesis a distancia: La formacion de tejido 0seo se da por las
células osteoprogenitoras que proliferan desde la superficie del hueso
circundante hacia el implante. 44

4. Osteoconduccion: Es la colonizacion del implante por las células

osteoprogenitoras, se da por una adecuada formacion y viabilidad del hueso,
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con la presencia de osteocitos alrededor implante, esto permite una correcta

osteointegracion en la interfaz de contacto hueso-implante. 44

® d‘-

Matriz de
fibrina

Proteina g) Lipido
@ Macréfago

Osteaocit
? &) Neutrofio

Plaqueta

Entrocito

Osteoblasto

Célula madre

Fig. 20 Etapas del proceso de osteointegracion: 1) Respuesta inflamatoria, 2) Osteoinduccion, 3)

Osteointegracion y 4) Osteoconduccion.

A continuacion, se describen los principios que se consideraron para el disefio del
dispositivo ortopédico propuesto en esta tesis, esto, con la finalidad de lograr una

buena implantacion y fijacion del mismo.

llILA.1 Capa bioactiva (Recubrimiento)

Las caracteristicas de la capa bioactiva deben promover una oposicion 6sea
superior, una fijacién mas fuerte y reducir el tiempo de curacién de la lesién, para
lograr esto, fue necesario tomar en cuenta lo siguiente:
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Rugosidad

Determina la superficie de contacto entre el implante y el hueso, lo que influye
directamente en la velocidad de crecimiento del hueso circundante hacia el implante
para integrarlo. Esto se debe a que entre mayor sea la irregularidad de la superficie
existira una mayor superficie de contacto entre el implante y el hueso circundante,
mejorando asi la fijaciéon a largo plazo.*® Esto se puede observar en la Tabla 13,
basada en un estudio realizado por Borsari et. al., con recubrimientos de HAp sobre

Ti a diferentes rugosidades.*®

Tabla 13 Importancia de la rugosidad en el disefio de los recubrimientos para implantes.

Rugosidad media aritmética Rugosidad Caracteristica
(Ra)
) Baja adhesion entre el recubrimiento de HAp
4um Baja .
y el Ti.
18 pm — 40 pm ‘ Media y alta Mayor adhesién y reaccion celular.
74 pm Ultra alta Menor adhesion y proliferacién celular.

Ademas, se ha establecido que las modificaciones superficiales en las dimensiones
nanométricas tienen influencia en la morfologia, orientacién y adhesién celular. 44
Por lo que se considera una rugosidad media y alta (entre 18 — 40 um), para generar

una buena integracion entre el implante y el recubrimiento.
Espesor

El espesor determina la resistencia mecénica del recubrimiento y la tasa de
crecimiento 0seo a su alrededor. Una capa delgada se absorbe a mayor velocidad,
lo cual no permite un crecimiento 6seo suficiente a su alrededor, mientras que, una
capa demasiado gruesa puede ser mas fragil y corre el riesgo de desprenderse
durante el procedimiento quirdrgico. Se ha reportado que los recubrimientos con un
espesor en el rango de 25 — 100 um, poseen buena estabilidad, 4> mientras que los
de un espesor mayor a 150 um son fragiles. Esto se debe a flujos de calor durante
el deposito del recubrimiento, lo que ocasiona aceleraciones en los mecanismos de

transferencia de calor por conduccion asi como de radiacion, afectando en mayor
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medida a los revestimientos mas gruesos debido a los tiempos de pulverizacion
prolongados que son necesarios para su crecimiento.4’ Adicional a esto se ha
mencionado que el dafio causado al sustrato por las grietas mas grandes en los
recubrimientos mas gruesos es mayor que el dafo al sustrato por las grietas mas
pequefias en los recubrimientos delgados. Sin embargo, el espesor del
recubrimiento puede variar dependiendo del sitio donde ser& colocado el implante.
A continuacion, en la Tabla 14, se muestran distintos espesores reportados para

tipos especificos de proétesis.*®

Tabla 14. Rango de espesores para recubrimientos utilizados en distintas protesis.

Tipo de prétesis Espesor
Cadera ‘ 3-8.4mm
Rodilla ‘ 425 — 710 um
Tobillo ‘ 75 — 200 pm

Con base en lo antes mencionado se establecio un rango alto de espesor para el

recubrimiento propuesto.
Pureza del recubrimiento

Los recubrimientos de HAp generalmente poseen una pureza superior al 90%, con
la presencia de carbonatos (COs?) o hidrogeno fosfatos (HPO4?") como impurezas.
Posee una relacion molar Ca/P de 1.67,% lo que permita reemplazar el hueso casi

por completo sin afectar ninguna de sus funciones.
Cristalinidad

Determina la rapidez de reabsorcion de las sales de calcio o HAp para permitir una
integracion rapida y duradera de los recubrimientos. Este parametro es importante
debido a que influye en la durabilidad de la uniébn mecanica entre el recubrimiento y
el metal, asi como en la liberaciéon de particulas desde el revestimiento.*® Esto se
puede observar en la Tabla 15, donde se analiza el comportamiento de los

recubrimientos de HAp con cristalinidades del 50% y del 75%.
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Tabla 15 Influencia de los recubrimientos de HAp, con cristalinidades de 50% y 75%, en la fijacion

de los implantes. Overgaard S. et al. 48

Cristalinidad (%)

16 semanas

Comportamiento

32 semanas

>32 semanas

HAp-50%

HAp-75%

Se triplica la fijacion de
los implantes en
comparaciéon con los
implantes de HAp-
70%.

Hay un 100% mas de
crecimiento éseo.

Se mantuvo estable,

sin ningun cambio.

Se mantiene estable,
sin ningln cambio.

Se eliminé mas
recubrimiento de HAp,
en comparaciéon con

aquellos de HAp-70%.

Aumento la fijacion del
recubrimiento.

No se muestra perdida
adicional de HAp en el

revestimiento.

Con base alo indicado en la Tabla 15 podemos observar dos fases de reabsorcién
del recubrimiento, una perdida inicial rapida y una posterior lenta.*® Del mismo modo
también se muestra que los recubrimientos con una alta cristalinidad (75%) tardan
mas en reabsorberse, por lo que la integracion entre el implante y el hueso es mas
lenta. Por otro lado, cuando se tiene un recubrimiento con menor cristalinidad (50%)
0 una estructura mas amorfa, se disuelve en un medio con pH neutro con mayor
rapidez,* los estudios de Overgaard S. et. al. También mostraron que el
recubrimiento de HAp reabsorbido fue reemplazado en parte por tejido 6seo, por lo
que se espera que la fijacion del implante sea duradera.*® Lo descrito anteriormente
sugiere que se necesita una proporcién adecuada entre las sales célcicas amorfas

y la HAp para lograr una integracién rapida y duradera entre el implante y el hueso.
Porosidad

Se refiere a la presencia de pequefios orificios 0 espacios en donde pueden
proliferar los osteoblastos que permitiran la integracion del implante.*> Los poros
promueven que los implantes con una estructura porosa generen una rapida y mejor
formacion de hueso. Esto se debe a que los poros mejoran la permeabilidad de los
implantes y generan espacios para los intercambios de nutrientes, lo que a su vez

mejora la biocompatibilidad y el potencial de osteointegracion.*?
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Existen parametros que permiten evaluar y determinar las propiedades mecéanicas
de los implantes porosos, estos son, porosidad, tamafio e interconectividad de los

poros. A continuacion, se describen los criterios de evaluacion de cada uno de ellos.

Porosidad: Se define como el porcentaje de espacio vacio que hay en una

estructura solida y se calcula con un método gravimétrico con la ecuacion:

p= (1 _ pestructura) i 100%

Pmaterial

Donde:
Pestructura, €S la densidad de la estructura porosa.

Pmaterial, €S la densidad del material a granel.

La porosidad juega un papel importante en el disefio de un recubrimiento, y
de esta dependen la diferenciacion, el reclutamiento, la agregacion y la
vascularizacion celular.*® Generalmente la porosidad del hueso esponjoso
varia del 30% al 95% o del 50% al 90%.4%43 Las propiedades generadas por

la porosidad se encuentran definidas en la siguiente tabla:

Tabla 16 Propiedades otorgadas a los biomateriales segun su grado de porosidad.

Descripcién

Expande el area de superficie disponible para la adhesién y proliferacién
Elevada celular.

porosidad Mejora el potencial de vascularizacién y perfusién con la finalidad de lograr
la integracién del implante.

Disminuye las propiedades mecanicas y su resistencia a la corrosion.

Liu Y. et al. 43, J. Faig-Marti et al. 45

Elevada In vitro: Aumenta la proliferacion y el transporte de oxigeno y nutrientes.
porosidad | In vivo: Apoya el crecimiento del tejido y la formacion del hueso.

Baja In vitro: Apoya la agregacion celular y la diferenciacion osteogénica.
porosidad

S. Sundelacruz et al.*®

Como se muestra en la Tabla 16, se tienen mayores beneficios con estructuras de
porosidad elevada; no obstante, esto también puede generar una deficiencia en las
propiedades mecanicas del recubrimiento, por lo que se sugiere buscar un punto de

equilibrio que permita optimizar el disefio del implante.
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Tamafio de poro: El tamafio del poro modula las propiedades de infiltracion,

migracion, proliferacion, distribucion celular, el depésito y distribucion de la
ECM (matriz extracelular), que tienen como objetivo el intercambio de
nutrientes y oxigeno.*® El tamafio de poro es un parametro que ha sido
ampliamente discutido, pues no se ha llegado a un consenso general.
Algunos autores mencionan que el tamafio minimo de poro para permitir la
generacion de hueso mineralizado y la migracion de osteocitos debe ser de
100 um.*3 Sin embargo se ha observado que los poros de menores tamafios
favorecen la condrogénesis, seguida de la osteogénesis. Por otro lado, los
poros grandes favorecen la osteogénesis directa, pueden reducir el médulo
de Young y el limite elastico, lo que puede disminuir la rigidez y la resistencia
mecanica del implante.*34% Otros autores establecen tamafios diferentes de
poros que mantienen las propiedades deseadas para el disefio de un

recubrimiento (véase Tabla 17).

Tabla 17 Propiedades conferidas a biomateriales con diferentes tamafios de poro.

Tamafio de poro Descripcion

10— 75 pm Fomentan el crecimiento del tejido fibroso.
100 — 400 pm Favorecen la osteointegracion.

200 — 300 pm Benefician la formacion de capilares para formar una red de vasos

sanguineos.
500 pm Mejor formacion del hueso en el lecho del hueso esponjoso.
600 pm Elevada capacidad de fijacién.
LiuY. Etal. 43
50— 100 pm Promueven el crecimiento 6seo.

100 — 300 pm Beneficia el crecimiento 6seo.

Sundelacruz S. et al.*®

Interconectividad de poros: Determina la circulacion de sangre y la migracién

celular al nacleo del implante, por lo que esta estrechamente relacionada con
la permeabilidad, es decir; la capacidad de transmitir una sustancia a traves

de un material poroso. Una estructura porosa de alta conectividad facilita el
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intercambio de células, proteinas y nutrientes a través del implante, lo cual

es esencial para el proceso de osteointegracion.*?

Con fundamento en lo antes mencionado se ha demostrado que existen diferentes
parametros a considerar en el disefio de un implante poroso, pero ciertamente se

pueden sugerir rangos de trabajo para el disefio y fabricacion de un recubrimiento.
Se propone que el prototipo de implante debe cumplir con los siguientes parametros:

e Porcentaje de porosidad comprendido entre el 30 % y 95 % para asemejar a
la porosidad del hueso.
e Tamafio de poro:
o En el rango de 50 a 100 um, que funcionaran como microporos para
favorecer la interconectividad entre los mismos.
o Enelrango de 200 a 500 pum, que funcionara como macroporos para

la infiltracion, migracién, proliferacion y distribucion celular
Union entre la prétesis y el recubrimiento

Un factor importante para considerar es el mecanismo que se utilizara para generar
una fuerte union entre la interfaz protesis-recubrimiento, esto se debe a que, si no
se realiza de forma correcta, se corre el riesgo de que el recubrimiento se desprenda

durante el procedimiento quirdrgico de implantacion.

Se toma como referencia el disefio utilizado por Kou et al.>® donde considera una
multicapa basada en Ti e HAp, con diferentes concentraciones, a fin de realizar un
cambio gradual entre los materiales que permita lograr una buena union entre la

prétesis y el recubrimiento, como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18 Composicion de las distintas capas de un recubrimiento de HAp.

No. De capa Material Espesor de la capa
1 ‘ Ti pulverizado 38.6 um
2 ‘ 35% Tiy 43.9% HAp 21.9 um
3 ‘ 95.8% HAp 8.6 um
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Con fundamento en lo reportado, donde se establece que esta estructura permite
gue el material se incorpore de mejor manera y a su vez minimice el riesgo de
desprendimiento del recubrimiento, se tomé como base para realizar la propuesta

de disefio del recubrimiento propuesto en esta tesis.

[.LA.2 AgNPs con elevada actividad biocida y baja citotoxicidad

Las nanoparticulas de plata con propiedades bactericidas y bacteriostaticas deben
ser biocompatibles y con bajo grado de citotoxicidad. La funcionalidad de las AgNPs
en general puede describirse en términos de algunas caracteristicas en relacién con

el control de algunos parametros, como se comenta a continuacion.

1. Buen control de la quimica de superficie para que la nanoparticula tenga una
alta estabilidad de dispersion frente a la agregacion.?®

2. Baja estabilidad quimica que permita promover la liberacion de iones.?®

3. Carga superficial positiva para mejorar la union superficial con la membrana
celular.?®

4. Buen control de tamafio para lograr una mayor area superficial, que
incremente la interaccién con las bacterias, sin generar un alto grado de
citotoxicidad al ser eliminadas por via renal.

5. Concentraciones minimas necesarias para generar un efecto antimicrobiano

sin producir citotoxicidad o dafio en las células sanas del paciente.

Existe un rango de tamafio donde la nanoparticula posee una habilidad de
penetracion superior, esto se debe a que conforme el tamafio de la nanoparticula
disminuye, aumenta la relacion superficie-volumen, lo que genera una mayor area
de interaccién de la AgNPs con las membranas de las bacterias.?® Para poder
establecer un rango de tamafio adecuado se revisaron los resultados reportados en

diferentes articulos y se condesaron en la Tabla 19.

Tabla 19 Propiedades antibacterianas de las AgNPs con dependencia del tamafio.

Articulo Tamafio Propiedades antibacterianas
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Actividad biocida optima contra S.aureus a

5.5 nm
una MIC de 0.2 — 4 ug/ml
Actividad biocida optima contra S.aureus a
13.5 nm
una MIC >33 nM
Actividad biocida optima contra S.aureus a
) . 10— 15 nm
Silver nanoparticles as una MIC 100 pg/ml
potential antibacterial o1 Actividad biocida optima contra P. aeruginosa
nm
agents.20 a una MIC de 75 pg/ml
Actividad biocida optima contra P.aeruginosa
20 —-30 nm
a una MIC 20 pg/mi
Actividad biocida optima contra S. aureus y K.
<30nm )
pneumoniae.
Actividad biocida optima contra S.aureus a
55 nm
una MIC de 0.25 pg/ml
Silver nanoparticles: A new <10 nm Contacto célula—particula mas eficiente.
view on mechanistic aspects o ) _ )
o ) o 20— 80 nm Toxicidad por liberacion de iones de plata.
on antimicrobial activity.2
Actividad biocida optima contra P. aeruginosa
y S. typhus.
1-10nm ) ) )
) ) o ) Mecanismo de acciéon por adherencia a la
Antibacterial activity of silver )
. membrana bacteriana.
nanoparticles: Structural o o _
Actividad biocida optima contra S.aureus a
effects.?® 5 nm
una MIC de 70 pg/ml y una MBC de 80 pg/ml.
9 nm Elevada actividad bactericida.
10 nm Posee una alta tasa de liberacion de iones.
Perturbation of cellular <10 nm Actividad biocida por liberacioén de iones.
mechanisthic system by silver
nanoparticle toxicity: G Efecto directo o especifico de la particula
> 10mn
Cytotoxic, genotoxic and sobre la célula.
epigenetic potentials.26
Silver nanopatrticles: Alteracion de la permeabilidad de la
therapeutical uses, toxicity 13.5nm membrana y la respiracion celular de P.
and safety issues.5>! aeruginosa.
Biocompatibility of silver o o .
. o Actividad biocida optima contra S.aureus a
nanoparticles and silver ions 135

in primary human

una MIC de 5 pg/ml
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mesenchymal stem cells and

osteoblastos.52

Bactericidal and cytotoxic o o .
) i Actividad biocida optima contra S.aureus y P.
properties of silver 11 nm )

i aeruginosa a una MIC de 1y 2 pg/ml.
nanoparticles.53

Con la informacion de la Tabla 19 se puede sugerir un rango de tamafio de 5 — 15
nm para el disefio del dispositivo, esto a fin de que exhiba las propiedades
bactericidas y bacteriostaticas deseables. Las nanoparticulas de tamafios mas
grandes (> 10 nm) tienen como principal mecanismo de accion un efecto directo de
la particula con la célula, mientras que las nanoparticulas més pequefias (10 nm)
poseen una mayor actividad biocida por liberacion de iones de plata. Ademas, los
tamafios de nanoparticula elegidos estan en el rango de diametro hidrodinamico
aceptable (5 — 15 nm) para que el cuerpo humano pueda eliminarlas por via renal
en un periodo de tiempo razonable, esto puede prevenir que exista un riesgo de
citotoxicidad a largo plazo por acumulacién de nanoparticulas.?®>%* Las dimensiones
de las nanoparticulas elegidas poseen una MIC relativamente baja y actividad
biocida especifica en contra de microorganismos frecuentes en infecciones

nosocomiales.

lIILA.3 Recubrimiento multicapa para una proétesis ortopédica con la
incorporacion de plata en una matriz de hidroxiapatita.

Con base en el andlisis de las investigaciones y en los conocimientos previamente
desarrollados, se propone el disefio de un recubrimiento para implantes ortopédicos

gue posea las caracteristicas y los parametros indicados en la Tabla 20.

Tabla 20 Parametros generales del recubrimiento propuesto.

Pardmetros
Pureza ‘ > 90%
Relacién Ca/P ‘ 1.67
Cristalinidad ‘ 50%
Porosidad ‘ 30 % - 90 %
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Espesor 75 pm — 840 pm

La estructura general del recubrimiento se basa en una heterounion multicapa,
como se muestra en la Fig. 21, que pretende aprovechar tanto los mecanismos

bacteriostaticos como bactericidas de las nanoparticulas de plata.
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Fig. 21 Recubrimiento multicapa de HAp con AgNPs para prétesis ortopédicas.

Este disefio multicapa se propone de esta manera para aprovechar distintas
propiedades, mostradas en la Tabla 21, que le otorguen al recubrimiento, no solo
un alto grado de biocompatibilidad, sino que al mismo tiempo posea propiedades
bactericidas y bacteriostaticas que permitan prevenir infecciones nosocomiales

orientadas a garantizar una mayor tasa de éxito de la colocacion del implante.

Tabla 21 Especificaciones y propiedades de cada capa que compone el recubrimiento.

Capa Caracteristica Espesor Especificaciones Propiedades
1 Ti pulverizado ~40pm Rugosidad media Mejor adhesion
entre 18 — 40 um. proliferacion celular.
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2 35% Tiy~40%
HAp

3 HAp al 90%

4 HAp con AgNPs

5 HAp al 90 %

6 HAp con AgNPs

~20 um

~ 1000 pm

~0.015 pm

~ 300 pm

~0.05 pm

Menor concentracion
de Ti con respecto a
la concentracion de
HAp.

Porosidad en el
rango de 30 a 90 %.
Se sugieren dos
tamafios de poro en
los rangos de 50 a
100 um vy de 200 a
500 pm.

Recubrimiento de
HAp con AgNPs de
entre 5a 9 nm.
Tiene una porosidad
del 30 al 90 % con
presencia de
microporos asi como
de macroporos
Recubrimiento de
HAp con AgNPs de
entre 10 a 15 nm.

Evita el desprendimiento
del  recubrimiento vy
mejora la unién entre Tiy
HAp.

Los microporos de 50 a
100 pm
interconectividad

favorecen la
entre
los mismos.

Los macroporos de 200 —
500 pm, ayudan a la
infiltracion, migracion,
proliferacion y
distribucion celular.
Tienen actividad biocida

por liberacién de iones de

plata
Buscan favorecer la
interconectividad, la

infiltracion, la migracion,
la proliferacion vy la
distribucion celular.

Tienen actividad biocida
por efecto directo de la

particula con la célula.

La union gradual de la capa de Ti con la HAp, mediante la incorporacion de distintas

concentraciones de ambos materiales, dard como resultado una fuerte unién entre

la interfaz protesis-recubrimiento, que busca prevenir el desprendimiento de este

durante la intervencion quirargica.

Las capas porosas de HAp, con poros de distintos tamafios, funcionardn como

canales de interconectividad que permitiran una buena migracién, proliferacion y

distribucion celular. Asi como también favoreceran el transporte de nutrientes y

oxigeno que mejorara la biocompatibilidad y osteointegracion del implante, al
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generar una estructura similar al hueso humano que permitira la diferenciacion, el

reclutamiento y la agregacion celular, tanto como la vascularizacion.

Para dotar al recubrimiento de propiedades bactericidas y bacteriostaticas se
utilizaron algunas capas de nanoparticulas de plata de distintos tamafios como
mecanismos de defensa en contra de bacterias Gram positivas (S. coaugulasa
negativa, S. aureusy Enterococos)y Gram negativas (P. aeruginosa, Enterobacter.
spp Y Klebsiella. spp) que son los principales microrganismos responsables de las

infecciones nosocomiales en intervenciones quirdrgicas de implantes ortopédicos.

La primera capa de nanoparticulas que tiene contacto con el medio biolégico se
propone que debe poseer un rango de tamafios de entre 10 a 15 nm y se considera
como la primera linea de defensa en contra de las bacterias y la generacion de
biofilms sobre la superficie del implante. Su principal mecanismo de accion se daré
por contacto directo de la AgNPs con las bacterias, al interactuar con las proteinas
de la pared celular y provocar una fuga del contenido celular por la creacion de
“pozos” en la membrana celular, que tienen como consecuencia la lisis celular,
ademas de un transporte incontrolado de iones y bloqueo de los sitios de union
activos. También son capases de generar interferencia en la replicacion y
transcripcion celular, provocando dafio y alteracién del ADN. Ademas, su interaccion
con la cadena respiratoria deriva en una dificultad para la producciéon de energia.
Las AgNPs previenen la formacion de colonias bacterianas sobre la superficie del
recubrimiento, al afectar su desarrollo y crecimiento, induciendo el desprendimiento
de bacterias con rapidez y eficacia, lo que provoca la inhibicién y la disminucion de

la adhesion de las bacterias.

La segunda capa estd compuesta por nanoparticulas de tamafios de entre 5a 9 nm,
su mecanismo de accion se basa en la liberacion de iones, que aprovechan los
fenbmenos de difusion y transporte a través del material poroso. Estas
nanoparticulas se consideran la segunda linea de defensa presente en el
recubrimiento, que lo protegeran de las bacterias que sean capaces de evadir la
primera capa de nanoparticulas. Los iones que liberen serdn capaces de ingresar a

la célula bacteriana y, mediante la generacion de radicales libres provocaran dafio
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mitocondrial, dafio al ADN por interferencia en la replicacion y transcripcion celular,
desnaturalizacion de sus proteinas y lisis celular por la generacion de “pozos” en la
superficie bacteriana. Ademds, son capases de estimular distintas vias de
sefalizacion que promoveran la inhibicion de la proliferacién celular, bloqueo en la

division celular, necrosis y autofagia.

.8 SISTEMA  DE FABRICACION DEL DISPOSITIVO
ORTOPEDICO

El disefio multicapa del recubrimiento para dispositivos/implantes ortopédicos
requiere de distintas condiciones de fabricacion, debido a que cada capa posee
propiedades y morfologias distintas, sin embargo, para fines practicos y sabiendo
que cada una de las capas tiene funciones especificas, podemos dividir el trabajo
de fabricacion en dos etapas: una enfocada en las primeras tres capas (Ti, Ti-HAp
y HAp), cuyo propdosito es mantener la union entre la prétesis y los recubrimientos
de HA con AgNPs, mientras que la segunda etapa corresponde a la sintesis de los
recubrimientos de HAp con diferentes tamafios de AgNPs que tiene como finalidad

servir de barrera de proteccién entre el implante y las bacterias.

En el presente trabajo, no se profundizara en el desarrollo de la primera etapa, sino
gue nos centraremos en la sintesis del material que contendra las nanoparticulas
metalicas. Sin embargo, se puede mencionar que es posible lograr la primera etapa
mediante la erosion catddica de la capa del Tiy de la capa de HAp con Ti, mediante
la aplicacion de distintas técnicas, como: ataque quimico, sputtering o un tallado

mecéanico.

El desarrollo de la segunda etapa consiste en la sintesis y el disefio de las diferentes
capas de HAp con AgNPs de distintos tamafios. Para lograr el crecimiento de las
capas se propone el uso de la técnica de RF sputtering, que hace uso de un sistema
de crecimiento similar al que se ilustra en la Fig. 22. La técnica de sputtering es
comunmente utilizada para el depdsito de peliculas delgadas o recubrimientos, asi
como de la modificacion de sus superficies. La eleccion de esta técnica se debe a
gue se pretenden sintetizar capas de distintos espesores de HAp que presenten

cierto grado de rugosidad superficial, estas rugosidades se emplearan como moldes
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para la formacion de las nanoparticulas de plata, por lo que se debe tener un rango
de rugosidad media acorde con el tamafio deseable de la particula propuesta en el
disefio. Ademas, la técnica de co-sputtering permite el depdsito de dos materiales
simultdneamente y el modo de funcionamiento de sputtering con radiofrecuencia
permite utilizar tanto materiales conductores como aislantes, por lo que, se puede
trabajar con dos blancos; en este caso con uno de HAp y el otro de Ag, de forma
alterna para formar distintas capas a diferentes concentraciones de ambos

materiales.
_\
? G
Red de o
Generador
de RF
- T -
Calentador
A
Entrada de gas inerte g;.4.mm2 de control Vacio
de temperatura

Fig. 22 Sistema de co-sputtering con RF para la sintesis del recubrimiento de HAp con AgNPs.

1.B.1 Parametros de crecimiento del sistema

El control de la morfologia y la porosidad del recubrimiento ocurre mediante la
variacion de diferentes parametros de crecimiento por la técnica de sputtering, los

cuales se mencionan a continuacion:
Temperatura del sustrato

Es la temperatura a la que se tendra la platina durante el proceso de erosion del

material y es responsable de los cambios en las propiedades del recubrimiento que
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ocurren durante el proceso.*® Su variacién traerd cambios significativos en la
morfologia y la porosidad del recubrimiento, por ejemplo; a temperaturas altas existe
una difusién atémica rapida, lo que da como resultado un recubrimiento con una
topografia montafiosa (tipicamente rugosa), mientras que, a temperaturas mas
bajas, la difusidn atomica se congela, generando superficies de recubrimientos

menos asperos.>®
Tiempo de deposito

Este parametro afecta directamente el crecimiento de la pelicula y controla su
espesor,>>> ademas de estar ligado a uno de los parametros de control mas

importantes en la técnica de sputtering: la tasa de crecimiento del material.
Potencia

La potencia aplicada a los cafiones genera cambios en el espesor en el
recubrimiento y es directamente proporcional a la velocidad de erosion del blanco.
Es bien sabido que a menor potencia menor serd la tasa de crecimiento, asi que, Si
se quiere aumentar la tasa de deposito del material, 1o légico seria aumentar la
potencia. Sin embargo, la potencia que se aplique a los cafiones debe dispersarse
en algun punto del sistema, y comunmente el 75% de esta potencia calienta el
sistema de refrigeracion del cafién, por lo que una potencia muy elevada es la
principal causa del deterioro del blanco, asi como del cafion de erosion. En este
sentido, es importante tener en cuenta la conductividad térmica, el coeficiente
térmico de expansion, las caracteristicas de resistencia mecéanica y el punto de

fusion del blanco.?’

Para encontrar la potencia ideal del blanco, se debe hacer un aumento gradual de
la potencia a partir de densidades de potencia documentadas, como lo menciona
Lesker Tech en su publicacién “Practical Process Tips - Sputtering”,>” donde se da
una guia para encontrar la maxima potencia que se puede administrar al objetivo

sin causar grietas, sublimacioén o fusion.%®

Presion de trabajo
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La morfologia, la porosidad y la tasa de crecimiento son controladas a partir de la
presion del gas, si la presion del gas disminuye habra un ligero aumento de la tasa
de depdsito, por dos razones:

e Los atomos que son liberados del blanco aumentan su camino libre medio,
por lo que ocurrirdan menos colisiones de termalizacion, y una mayor
concentracion de atomos llegara al sustrato.®’

e Al utilizar fuentes RF o DC, el voltaje del plasma sobre el blanco aumenta,
provocando que los iones que colisionan contra el blanco tengan energias
mas altas, maximizando el nimero de atomos expulsados por cada particula

de gas incidente.>’

Si la presion del gas de trabajo aumenta a un voltaje dado, existe un incremento en

la recoleccion de iones en el catodo.>8
Cambios en la distancia de proyeccion

Los cambios en la distancia de proyecciébn generan variaciones en la tasa de
depdsito, en el espesor de los recubrimientos, asi como cambios en las propiedades
de los recubrimientos. Una disminucién en la distancia de proyeccion genera
interacciones con particulas de mayor energia y tasa de electrones perdidos, esto
trae efectos benéficos al proceso de depdsito, como la reduccién en la tensién de la
pelicula y mejora la adhesién de monocapas. Sin embargo, también existen
desventajas al disminuir la distancia de proyeccion, entre las que se encuentran la
desgasificacion excesiva del sustrato, el aumento en la tension de compresion del

sustrato y la fusion del sustrato.>’
Tamaiio del objetivo

El diametro del objetivo define el area de erosion catodica disponible, es decir, la

tasa de erosion del material.>”
NUmero de cafones

El uso de un sistema con mdltiples cafiones, que almacenan diferentes materiales

en cada cafién (conocido como co-sputtering) permiten generar recubrimientos de
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dos o mas componentes, donde los atomos de los materiales “blanco” se mezclan

para inducir cambios en su estructura y en su composicion.>6:57

Una correcta variacion de los parametros antes mencionados permitira obtener el
mejor rendimiento de erosion por parte del sistema. Este rendimiento es una
variante del sistema sputtering y mide la eficiencia de la erosion catédica que se

esta obteniendo por parte del sistema. Y se define mediante la relacion:

Numero de atomos expulsados

s = - —
Particula incidente

Este valor es caracteristico de cada material y varia dependiendo de la masa del
ion entrante, el voltaje a través del cual se acelera el ion y su angulo de incidencia
sobre el blanco.®” Ademas, su localizaciéon en la tabla periédica también juega un
papel importante, pues se ha comprobado con elementos metalicos como el Zr, Nb,
Mo, Ru, Pd y Ag, que existe un aumento continuo en s de ~0.5 a ~2.7 a medida que

el elemento se recorre mas a la derecha en la tabla periédica.>®

Otro valor que nos permite medir el rendimiento del sistema de pulverizacion es la
tasa de depdésito del material, la cual mide la cantidad de material depositado en la
superficie del sustrato por segundo. Esta definida por diferentes factores, como la
densidad de potencia en la superficie del blanco, el tamafio del area de erosién, la
distancia fuente-sustrato, el material objetivo y la presion del gas de trabajo.58 Por
ejemplo, a altas presiones de gas se da una disminucion de la tasa de depésito, lo
qgue afecta el crecimiento del recubrimiento, debido a que las moléculas del gas
dispersan los atomos erosionados, provocando una disminucion de la tasa de
deposito. La masa relativa del atomo erosionado también juega un papel importante
en el grado de variacion de la tasa de depdsito con la presion, pues mientras mayor
sea la masa relativa del atomo, en comparacién con el &tomo del gas, es mayor la
probabilidad de que mantenga su direccidén hacia el sustrato sin dispersarse a otra

direccion.>®
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[11.B.2 Crecimiento del recubrimiento

El crecimiento se da por distintas etapas que dan como resultado la condensacion
de los atomos sobre la superficie del sustrato para formar las peliculas delgadas o

los recubrimientos. Estas etapas son:
Condensacion y nucleacion

Cuando un atomo, proveniente de un entorno al vacio, choca con la superficie del
sustrato pueden ocurrir distintos fendmenos, ya sea que se refleje, evapore o
condense en la superficie. Los atomos que no reaccionan de forma inmediata con
la superficie permaneceran en movimiento antes de condensarse, a estos atomos

moviles se les conoce como ad-atomos.>°
Crecimiento de centros de nucleacién

El crecimiento de los centros de nucleacion se da cuando los ad-atomos se redinen
directamente su alrededor o cuando estos se mueven sobre la superficie hasta
encontrar otro centro de nucleacidon. Existen tres mecanismos diferentes de

nucleacion:

e Mecanismo de Van der Merwe: Se trata de un crecimiento por monocapas
(capa por capa) y se caracteriza por lograr cubrir completamente el sustrato
a bajos espesores.®®

e Mecanismo Volmer-Weber: Se da por el crecimiento tridimensional alrededor
de los nlcleos, lo que da como resultado la formacion de islas.>®

e Mecanismo Stranski-Krastanov: Es un crecimiento de capa mas isla que se
da de la siguiente forma, primero ocurre el crecimiento de varias monocapas

sobre el sustrato y posteriormente el crecimiento por islas.>

Formacion de la interfaz
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Laregion interfacial es aquella en la cual el sustrato entra en contacto con el material

depositado, esta region se forma mediante la difusion y posterior reaccién del

sustrato con el material depositado, y da origen a un material denominado “material

de interfaz”. Las propiedades del material de interfaz definen las caracteristicas

eléctricas, electrénicas y de adhesion de los sistemas recubrimiento-sustrato. >

Estas regiones interfaciales se muestran en la Fig. 23 y se clasifican en:

Abrupta: Se da por un cambio abrupto entre el material depositado y el
material del sustrato. Por lo general, se forma debido a una reaccion quimica
débil entre el sustrato y los atomos del material depositado, una temperatura
de depodsito baja, contaminacion de la superficie del sustrato o falta de
solubilidad entre el material de superficie y el material depositado.>*
Mecanica: Se caracteriza por “rellenar’ las rugosidades presentes en la
superficie, con el material depositado, a fin de lograr un enclavamiento
mecénico. La fuerza de adhesién de esta interfaz se encuentra definida por
las propiedades mecénicas del recubrimiento y el sustrato, ademas de verse
afectada si no se rellenan las rugosidades, ya que la falta de contacto entre
el sustrato y el material depositado, mas los vacios interfaciales, disminuye
la adherencia.>>5¢

Difusion: Se caracteriza por un cambio gradual en la composicion, a través
de la region interfacial, entre el recubrimiento y el sustrato sin que ocurra la
formacién de un compuesto. La formacién de esta interfaz se debe a la
existencia de la solubilidad entre el sustrato y el recubrimiento, asi como a
una temperatura alta y un tiempo de depdsito largo para permitir el proceso
de difusion.>>%6

Compuestas: Se caracteriza por la formacion de un compuesto nuevo en la
interfaz, como resultado de la reaccion quimica, asi como de la difusion entre
el recubrimiento y los atomos del sustrato. Los compuestos formados suelen
ser quebradizos, debido a las elevadas tensiones originadas por los cambios
volumétricos presentes durante la reaccion quimica. La adherencia del
recubrimiento puede disminuir si la capa interfacial es muy gruesa, por la

formacién de porosidades y grietas.5%:5¢
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e Pseudo-difusiéon: La interfaz se origina como resultado de la deposicion
simultanea de dos 0 mas compuestos, para dar origen a la formacion de una
interfaz fuerte e incrementando su adhesion. Su formacion se puede dar
entre dos materiales insolubles, a temperaturas bajas donde sus fases no se

segreguen.®®

I. INTERFAZ ABRUPTA A
VACIO INTERFACIAL

A
A 222
B B

la. INTERFAZ MECANICA
A A
WL

Il. INTERFAZ DE DIFUSION

VACIO

VACIiOS

A A
A+B ® . o MATERIAL DE
B @ INTERFASE
lll. INTERFAZ COMPUESTA vACIoS
A A
¥
AB, + A+B O‘ @' @, 4~ MICROFISURAS
B8 B

IV. INTERFAZ DE “PSEUDODIFUSION"”

REXX)
B X AATOMOS EN LA SUPERFICIEB

EJEMPLO: IMPLANTACION DE
RETROCESO, MEZCLA FISICA

Fig. 23 Clasificacion de las diferentes regiones interfaciales.>

Crecimiento del recubrimiento

El recubrimiento crece por una constante nucleacion y la reaccién de los atomos del
material a depositar con el material previamente depositado. Tipicamente, a medida
que crece el recubrimiento, hay un aumente en la rugosidad de la superficie, debido
a gue algunos nucleos o planos cristalograficos crecen mas rapido que otros.> El
crecimiento del recubrimiento se ve afectado por tres variables, temperatura,
presién y tipo de sustrato. Ademas, el recubrimiento formado cerca de la interfaz
toma un espesor apreciable, influenciado por el material de interfaz o el sustrato,
antes de establecer un modo de crecimiento particular. Cuando el recubrimiento ya
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ha establecido su modo de crecimiento se puede describir la morfologia del

recubrimiento mediante el modelo de la estructura de zona adaptado por Thornton,

mostrado en la Fig. 24, el cual suele denominarse SZM (por sus siglas en inglés,

Structure Zone Model).>* Este modelo es un diagrama de presién de trabajo contra

la temperatura del sustrato, que se encuentra dividido por zonas:

Zona 1: Aqui la difusion de los ad-atomos sobre la superficie es insuficiente
para superar el sombreado geométrico caracteristico de la superficie, lo que
producird un recubrimiento con un area superficial alta y una morfologia
columnar, que pueden tener diferentes formas, por ejemplo, columnas
redondas y plaquetas. Tanto los materiales amorfos como los cristalinos
pueden tomar el modo de crecimiento columnar.>®

Zona T: Se forma debido al bombardeo energético de los atomos neutros,
provenientes del objetivo, hacia el sustrato a bajas presiones del gas de
trabajo. Estos atomos neutros erosionan los picos y llenan parcialmente los
valles de la superficie, lo que resulta en la formacion de una morfologia
fibrosa y es considerada una zona de transicion entre las zonas 1y 2.%°
Zona 2: La difusion superficial de los ad-atomos es la responsable del
proceso de crecimiento, lo que permite la densificacion de los limites
intercolumnares. En esta zona el tamafio de grano aumenta, pero la
morfologia columnar adn persiste.>

Zona 3: Se caracteriza por la recristalizacién, el crecimiento de granos y la
densificacion del recubrimiento, debido a la alta tasa de difusion de ad-
atomos sobre la superficie. Generalmente, la morfologia columnar es
modificada y estas columnas estan formadas por monocristales del

material.>®
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Fig. 24 Modelo de la estructura de zona en el depdésito de material por la técnica de sputtering,

adaptado por Thornton.55

En general, a temperaturas muy bajas, existe una limitacién en la movilidad de los
ad-atomos sobre la superficie, lo que da lugar a la formacién de estructuras porosas,
conforme se va aumentando la temperatura comienza la formacién de granos mas
densos y grandes. Entre mas se aumente la temperatura del sustrato se
desarrollardn estructuras con morfologia columnar y tamafios de granos mas
grandes. Por otro lado, el aumento de la presion provoca una disminucién en la
formacion de la estructura del material, debido a que hay un aumento en las
colisiones entre los atomos del blanco y los atomos del gas de trabajo que

disminuyen la cantidad de atomos que llegan a la superficie del sustrato.

La interfaz formada entre el sustrato y la pelicula delgada puede definirse como una
interfaz mecanica, ya que se pretende “rellenar” las rugosidades presentes en la

superficie de la hidroxiapatita (generadas por la erosion catddica) con plata, a fin de
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lograr un “enclavamiento mecanico” de la plata, que funcione como molde para las
AgNPs. La adherencia de la interfaz estara sujeta al contacto entre la plata y la
hidroxiapatita, por lo que se pretende moderar las variables de temperatura, presion,
potencia y tiempo de depdsito para lograr que se genere una superficie rugosa en
la capa de hidroxiapatita con profundidades de rugosidad equivalentes al tamafio
de la nanoparticula que se desee obtener, posteriormente se detendra la erosion
del blanco de la hidroxiapatita y se comenzara con la erosion del blanco de plata
para poder rellenar las rugosidades. Se repetira este mismo mecanismo varias

veces hasta obtener el espesor del recubrimiento deseado.

[I.C RECUBRIMIENTOS ORTOPEDICOS BASADOS EN HAp y
AgNPs

Previamente se ha establecido la relevancia de las propiedades que exhiben los
biomateriales compuestos basados en hidroxiapatita (HAP) y AgNPs, lo que los
vuelve materiales atractivos por sus aplicaciones potenciales en el desarrollo y
fabricacion de dispositivos biomédicos. Lo antes mencionado se ve reflejado en
diversos estudios que han tenido como propdésito la fabricacion de recubrimientos
basados en estructuras de HAp y AgNPs, para los cuales se han propuesto el uso
de diferentes técnicas de sintesis. Con el propésito de destacar la relevancia e
innovacion del disefio de recubrimiento propuesto en este trabajo, a continuacion,
se presenta un condensado de diferentes materiales que han sido sintetizados y
analizados a fin de ser empleados en la fabricacion de recubrimientos de protesis

ortopédicas.

Lozoya D.A. et al.?% reportaron la fabricaciéon de un recubrimiento de hidroxiapatita
gue exhibe textura, microfracturas y con una dispersion homogénea de AgNPs
sobre la superficie de este, la descripcién general del recubrimiento se encuentra
condensado en la Tabla 22. Adicionalmente determinaron una distribucion de
tamafo promedio del composito de 119.75 um asi como un espesor promedio del
recubrimiento de 217.33 um (véase Fig. 25).
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Tabla 22. Generalidades del recubrimiento fabricado por Lozoya D.A. et al.®°

Material de recubrimiento Método de sintesis Propiedades bioldgicas

Posee un porcentaje del 99%

L de eficiencia antimicrobiana
) Proyeccion térmica de polvos )
Composito de HAp-AgNP (en contra S.aureus, E. coliy P.

de HA-AgNPs sobre un )
polvo) €0 ) aeroginosa.
sustrato de Ti6A14V. 5
No dafia las células del

cuerpo.

)

SU3500.15 OkV.6 2mm x1.00k BSE-COMP 08/

URR00 10 DWW 10 e (200 BBE -COMP ROFe IV 130NN Wy

Fig 25. Imagenes BSE-SEM de recubrimientos HAp/AgNP. Las imagenes superiores muestran la
superficie del recubrimiento y se pueden identificar la incorporacion de particulas de plata, en tanto
que, en la parte inferior se muestra una seccion transversal del dispositivo permitiendo medir el

espesor del recubrimiento.6°

Lyasnikova A.V. et al.®! reportaron una estructura de material compuesto tipo Ag-
HAp con particulas fusionadas estrechamente, empaquetadas y con bordes de
salpicadura irregulares. Se determinan tamafnos en los rangos 24-40 um para el
composito y 70-200 nm para las particulas de plata (véase Tabla 22y Fig. 26).
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Tabla 23. Generalidades del recubrimiento fabricado por Lyasnikova D.A. et al.®!

Material de recubrimiento

Método de sintesis

Propiedades bioldgicas

Hidroxiapatita sustituida con

plata (Ag-HAp)&t

Pulverizacion por plasma de
polvos de Ag-HAp sobre un

revestimiento base de Ti.

Actividad antimicrobiana
contra S. aureus.

Fig 26. Imagen SE-SEM del recubrimiento de hidroxiapatita sustituido con plata (Ag-HAp), rociado

con plasma. Se observan crecimientos irregulares compactos del biocerdmico ademés de que se

muestra una seccién magnificada del recubrimiento en el que se identifican crecimientos de plata.5!

Xuefei Z. et al.®? reporto la fabricaciéon de un recubrimiento de cristales de HAp con

forma de varilla cuya longitud promedio es ~500 nm, las cuales fueron recubiertas

con nanoparticulas de Ag que exhiben tamafios en el rango 10-200 nm (véase Tabla

24y Fig. 27).

Tabla 24. Generalidades del recubrimiento fabricado por Xuefei Z. et al.6?

Material de recubrimiento

Método de sintesis

Propiedades bioldgicas

Nanoparticulas de plata
depositadas sobre
recubrimientos de

hidroxiapatita (Ag-HAp) 52

Método electroquimico de dos

etapas + tratamiento térmico.

Actividad antimicrobiana
contra E. Coli por liberacion

de iones.
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Fig 27. Imagen SEM del recubrimiento tipo Ag-HAp. Se puede observar un crecimiento de varillas

de HA, con orientacion vertical preferencial, en cuya superficie se depositan AgNPs.5?

Nirmala R. et al.®® reporto la incorporacién de AgNPs con morfologia esférica y

tamafios en el rango de 8 — 20 nm, unidas principalmente a la superficie del cristal

de HA (véase Tabla 25y Fig. 28).

Tabla 25. Generalidades del recubrimiento fabricado por Nirmala R. et al.53

Material de recubrimiento Método de sintesis

Propiedades bioldgicas

Método de descomposicion
térmica y posterior reduccion
de nitrato de plata con N,N-

Hibridos de HA-Ag®3 - )
dimetilformamida (DMF) en

presencia de poli(acetato de
vinilo) (PVAc).

Actividad de amplio espectro

contra cepas bacterianas no
SARM, SARM y E. coli.

Fig 28. Imagenes TEM de hibridos HA-Ag, en las que se identifica el decorado de la superficie de

la matriz HA con nanoparticulas de Ag.%?
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Andrade F.A.C. et al.%* reportan la incorporaciéon de AgNPs de morfologia esférica
con diametro en el rango 5-10 nm en polvo de HAp. Asimismo, incrementa la
concentracion de AgNPs presentes, sobre la superficie del recubrimiento, conforme
aumenta la proporcién en masa de plata presente en la muestra (véase Tabla 26 y
Fig. 29).

Tabla 26. Generalidades del recubrimiento fabricado por Andrade F.A.C. et al.®

Material de recubrimiento Método de sintesis Propiedades bioldgicas

Mediante suspensiones o ) i
) Actividad antibacteriana frente
Compuestos de HA-AgNPs® | coloidales de AgNP en los que )
a E. coliy S. aureus

se sumergen polvos de HA.

Fig 29. Imagenes BSE-SEM de los recubrimientos de HA-AgNP, sintetizados por inmersién de polvo
de HA en soluciones de AgNPs. La densidad de nanoparticulas de plata aumenta en dependencia

de la proporcién de masa de plata en las soluciones.*

De manera general se puede identificar a partir de los reportes de fabricacion de
recubrimientos tipo HA-AgNPs, que la morfologia varia dependiendo el método de
sintesis utilizado, no obstante, todos emplean como referencia el mismo disefio
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base. Esto es, un recubrimiento basado en una matriz de HAp en la que haya la
presencia de AgNPs dispersas en la superficie, independientemente de su fuerte

tendencia a aglomerarse.

En general, la mayoria de los trabajos tienen como principal propdsito generar un
biomaterial antibacteriano, con aplicaciones en la reparacion y reconstruccion de
fracturas 0seas, asi como en recubrimientos de protesis ortopédicas que permitan
prevenir o erradicar las infecciones nosocomiales desarrolladas por los pacientes

durante su proceso de recuperacion, después de una intervencion quirdrgica.

Por otro lado, se puede hacer notar que muchos de los recubrimientos desarrollados
explotan el potencial de las AgNPs para liberar de iones de Ag* como mecanismo
antibacteriano, esto mediante el depdsito sobre la superficie del recubrimiento. No
obstante, también es importante el desarrollo de trabajos orientados al estudio de la
actividad antibacteriana de las nanoparticulas incorporadas al interior de la matriz
ceramica, esto con el objetivo de potencializar la proteccion que otorgara el
recubrimiento del implante, ademas de proporcionar un efecto prolongado por parte
de las AgNPs.
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CAPITULO IV



CONCLUSIONES

IV.A° CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo de tesis se desarrollo con el objetivo estudiar y comprender las
propiedades biocidas de las nanoparticulas de plata, asi como de la hidroxiapatita,
tanto de manera individual como en conjunto. El analisis de la literatura permite
identificar los parametros que se sugiere determinan y mejoran las propiedades de
estos materiales en aplicaciones biomédicas, especificamente en lo que se refiere
a prevenir o evitar infecciones bacterianas de sitios quirdrgicos asociados a
implantes ortopédicos. En base a lo antes mencionado se proporciona evidencia
sobre la potencial aplicacion de la hidroxiapatita impurificada con nanoparticulas de
plata en el disefio y desarrollo de dispositivos ortopédicas (prétesis y material de
osteosintesis).

Con base a los conocimientos adquiridos, asi como del andlisis de la informacién
recopilada, se propone el disefio tedrico conceptual de un dispositivo ortopédico (en
este caso, un recubrimiento), capaz de cumplir con las caracteristicas de
biocompatibilidad, baja citotoxicidad y durabilidad propias de un implante ortopédico
de uso comun. Se sugiere que la fabricacion del dispositivo debe llevarse a cabo
mediante la técnica de co-sputtering, ya que esta permite tener control sobre los
pardmetros del crecimiento de los materiales involucrados en la fabricacion del
dispositivo. Esto permite modular las propiedades del recubrimiento a fin de
garantizar y mejorar sus propiedades biocidas, asi como de biocompatibilidad,
ademas de que exhiba una baja citotoxicidad.

La investigacion realizada destaca la relevancia del empleo de la nanotecnologia en
el desarrollo de potenciales aplicaciones biomédicas. Esto permite evidenciar la
importancia e influencia en el desarrollo de materiales que exhiban propiedades
deseables, particularmente efectivas y versatiles, para el disefio y fabricacion de
dispositivos ortopédicos. Sin embargo, también plantean cuestionamientos en
relacion con los efectos adversos para el organismo a largo plazo por uso de estos
materiales. Esto asociado a los posibles efectos adversos derivados del uso del
recubrimiento en relacion con el deterioro de la salud del ser humano.
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IV.B. TRABAJO FUTURO

Se debe realizar el desarrollo experimental, a fin de fabricar el dispositivo propuesto
a nivel de laboratorio, esto haciendo uso de la metodologia, asi como de los
pardmetros establecidos en este trabajo, con el proposito de determinar las
propiedades, las caracteristicas, la eficiencia y la eficacia del dispositivo, también
es necesario realizar la caracterizacion del dispositivo y de sus componentes de
manera independiente. Para ello se espera poder hacer mediciones de difraccion
de rayos X y TEM; para conocer informacion sobre la estructura del dispositivo y
espectroscopia de transmision de IR, microscopia infrarroja con transformada de
Fourier y RAMAN; que proporcionaran informacion acerca de las estructuras
guimicas presentes.

Ademas, es necesario llevar a cabo estudios que nos permitan comprobar la
biofuncionalidad del dispositivo y su capacidad antimicrobiana. Esto mediante
mediciones de antibiograma, para comprobar la efectividad del recubrimiento en la
inhibicién del crecimiento antimicrobiano. Asi como las pruebas de MIC y MBC para
determinar las concentraciones apropiadas de las AgNPs requeridas para lograr
una actividad biocida, y finalmente una prueba de viabilidad bacteria (live/dead
blaclight — Espectroscopia) que nos permitira analizar el dafio que el dispositivo
infringe sobre la integridad de la estructura bacteriana.

Finalmente, se podria plantear el desarrollo de estudios orientados a establecer y

estudiar los efectos citotoxicos, genotoxicos, asi como antiproliferativos derivados
del empleo de las nanoparticulas de plata en la fabricacion del dispositivo propuesto.
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