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Sintesis de vidrios bioactivos impregnados con nanoparticulas de éxido de zinc
como biomaterial para la regeneracién de tejido 6seo

Aprobada por
Dra. Amanda Carrillo Castillo Dr. Priscy Alfredo Luque Morales
Codirector de tesis Director de tesis
Resumen:

En este trabajo se reporta la sintesis y caracterizacion de vidrios bioactivos (biovidrios),
con diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc (NP’s ZnO) obtenidos
por el método sol-gel/microondas, los biovidrios obtenidos por este método no necesitan
altas temperaturas de fusion para su obtencion y es posible sintetizarlos con mayor
pureza y homogeneidad. Las nanoparticulas con las cuales se reforzaron los biovidrios
se obtuvieron por el método de quimica verde, el cual es amigable y seguro con el medio
ambiente, esto, con la finalidad de mejorar las propiedades bioactivas y bioldgicas de los
biovidrios, ademéas, de afadirles propiedades antimicrobianas. Los materiales
sintetizados se caracterizaron mediante las técnicas de Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR), Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis) y
Difraccion de Rayos X (DRX), esto con la finalidad de conocer sus propiedades
quimicas, opticas y microestructurales. Los biovidrios se evaluaron toxicoldégicamente
en cultivos de Escherichia coli y se sumergieron en un Fluido Fisiolégico Simulado
(SBF), el cual simula las condiciones del medio donde serdn injertados (in vitro). Se
observo la formacién de apatita en diferentes intervalos de tiempo en el fluido y se

caracterizaron de nuevo para determinar su bioactividad.

Palabras clave: Biovidrios (BG); Nanoparticulas de oOxido de zinc (NP’s ZnO);
Compuesto (BG-NP’s ZnO); Biomaterial; Bioactividad; Biocompatibilidad.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

En la actualidad muchas enfermedades y lesiones relacionadas con el tejido 6seo
requieren de una intervencion quirurgica para implantar un biomaterial o un dispositivo
médico. Lamentablemente, estos biomateriales o dispositivos no siempre estan al
alcance de toda la poblacion, por lo que es necesaria la busqueda de procedimientos que
logren disminuir los costos de obtencion de estos materiales, pero que sean igual de
funcionales o en la idealidad de los casos, mejores que los disponibles actualmente en el

mercado de los biomateriales [1].

En los dltimos afios, los indices de éxito de dichas intervenciones relacionadas
con problemas o afecciones del tejido 6seo son elevados, pero todavia hay aspectos
mejorables entre los que cabe destacar el disefio de técnicas quirlrgicas menos
agresivas, la anticipacion del tratamiento de las enfermedades degenerativas y la mejora

de los biomateriales y dispositivos implantables [2].

La implementacion de los biomateriales en el campo biomédico se ha
incrementado en los Gltimos afios con el desarrollo de nuevas tecnologias. Los mayores
avances se han producido en los ultimos 40 afios, donde el nimero de materiales y

patentes aumentaron de manera significativa [3].

Desde el destacado anuncio durante 1971 de Hench con su descubrimiento del
Bioglass (45S5), que no solo actia como candidato inerte sino como poroso y que
también es capaz de generar un vinculo quimico cercano tanto con los tejidos
circundantes como con los huesos, que practicamente abrié el camino hacia el futuro
para la generacion del tejido 6seo con biomateriales. En la Gltima década, el disefio de
los biomateriales esta experimentando una gradual evolucidon desde la ingenieria de

materiales hacia los dispositivos basados en la ingenieria de tejidos [4].

El cirujano dispone de muchas posibilidades para sustituir o reparar las

afecciones del tejido 6seo. Los sustitutos 6seos forman parte en la actualidad del



armamento del cual el cirujano dispone para hacer frente a una afeccion Osea. Existen
varias familias de ellos, la mayoria de origen sintético y algunos de origen bioldgico. La
eleccion del sustituto 6seo se realiza segun muchos criterios, como la etiologia, el estado
local, el volumen que debe rellenarse, la edad del paciente, etcétera. También depende
de la eleccion personal del cirujano en funcion de las ventajas e inconvenientes del

sustituto 6seo [5].

Para poder entender en forma mas completa el proceso de reparacion dsea, se
deben considerar los mecanismos presentes en su fisiologia normal. EI hueso humano es
un tejido dinamico y metabdlicamente activo que sufre un proceso continuo de
remodelado, lo que confiere al esqueleto su capacidad regenerativa y de adaptacion
funcional. Este proceso de remodelado a lo largo de la vida a través de la formacion de
nuevo tejido se produce por parte de los osteoblastos, y la resorcion 6sea, producida por
osteoclastos [6].

1.1. Tejido dseo

El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado que forma el esqueleto, es el
conjunto de células con extensas prolongaciones y materia organica, que presenta sales
de calcio. Este es el elemento que le otorga la rigidez y la resistencia a los huesos. Este
sirve al cuerpo con varios propdsitos, entre ellos el de dar soporte, otorgandole una
estructura rigida a los musculos; el de movimiento, la combinacion de los masculos y los
huesos por medio de los tendones permite los movimientos; el de otorgar proteccion, ya
que el esqueleto forma cavidades protegiendo a distintos érganos internos y sirve como
almacén de minerales, puesto que se depositan en los huesos, fundamentalmente calcio
(Ca) y fosforo (P) [7].

1.2.  Composicién de los huesos

El hueso esta compuesto por diversas celulas y por una matriz extracelular, cuyos

principales componentes son colageno tipo I, hidroxiapatita y agua. En la Tabla 1 se



muestran los porcentajes y componentes 6seos. Ademas, la composicién del hueso
depende de varios factores como la edad, genética, efectos ambientales y su localizacion
dentro del cuerpo. En promedio dos tercios de sus componentes corresponden a la fase
mineral es decir un 70% corresponde a la parte inorganica (hidroxiapatita) y el resto a la

fase orgénica (matriz extracelular) en un 22% y agua en un 8% [8,9].

Tabla 1. Composicion osea.

Materia inorganica 70% Hidroxiapatita
(Carbonato de calcio, Fosfato de calcio)
Materia organica 22% Componentes celulares y matriz extracelular
(Colageno 1 y V)
Agua 8%

El componente inorganico, esta compuesto en un 95% de cristales de apatita
analoga y en un 5% de otros minerales como sodio, potasio, estroncio, fluoruros,
cloruros, entre otras. Estos cristales son producidos por los osteoblastos, y tienen un
tamafio de 30 nm, se depositan entre las fibras de colageno otorgandole rigidez al hueso.
El componente organico estd compuesto en mayor parte por colagenos tipo |y V,
sintetizado por osteoblastos, esta proteina le confiere al hueso resistencia a la traccion,
elasticidad y flexibilidad [10].

1.3. Estructuray funcionamiento de los huesos

El hueso se forma a través de tres tipos de células especializadas los fibroblastos,
osteoblastos y osteocitos. Se pueden clasificar segun su estructura, en esponjoso y
compacto como se puede observar en la Figura 1, el hueso esponjoso, posee una
estructura con una porosidad variable entre 50 y 90% interconectados. El hueso
compacto es mas denso que el esponjoso, con una porosidad de 5% Yy se encuentra en la
superficie de las estructuras 6seas y varia su espesor segun su localizacion. El ostién es

la unidad funcional del hueso, estd compuesto de varias capas que crecen alrededor de



un canal llamado canal haversiano, en el cual se encuentran los vasos sanguineos y las
fibras nerviosas. Cada capa se conecta a través de conductos conocidos como lagunas,

donde se encuentran los osteocitos que facilitan la comunicacion celular [11].

Mas alla de su clasificacion a la estructura 6sea se le puede adjudicar para su
estudio una organizacion jerarquica, cuyo nivel més alto es el hueso érgano. Este se da
como resultante de las sumatoria de los niveles que lo constituyen inferiormente,

obteniendo un hueso funcional articulado con otros huesos [12].
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Figura 1. Esquema de corte longitudinal de un hueso, mostrando su estructura y sus
componentes [13].

Al proceso de formacién del hueso se le denomina osteogénesis y ocurre en 2
etapas, esto implica dos osificaciones diferentes, la primera, osificacion endocondrala,
este tipo de osificacion da lugar a la formacion de la mayoria de los huesos del cuerpo,
esta osificacion produce el cartilago a partir de la diferenciacién de las células

mesenguimales. Osificacion intramembranosa este tipo de osificacion se origina en
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membranas mesenquimaticas, las células en estas membranas se diferencian a
osteoblastos, luego elaboran matriz extracelular que posteriormente mineraliza durante
el crecimiento, es en esta etapa donde se depositan los cristales de apatita que le otorgan

la fuerza y rigidez caracteristica del hueso [14].

1.4. Biomateriales

Un biomaterial es aquel material ideado para interactuar con los sistemas
bioldgicos con el objetivo de evaluar, tratar, aumentar o sustituir cualquier tejido, 6rgano
o funcién del cuerpo, principalmente los del cuerpo humano. El trabajo con
biomateriales implica el disefio, desarrollo y elaboracion de materiales capaces de tener
un contacto intimo con un tejido viviente, para producir una funcion especifica con fines

terapéuticos [15].

Los biomateriales pueden ser de origen sintético o bioldgico, en el primero de los
casos podemos mencionar a los materiales metalicos, poliméricos, cerdmicos y
compuestos. En el segundo de los casos los biomateriales bioldgicos, por ejemplo,
fragmentos de huesos, injertos de piel, matriz extracelular hasta células madres humanas

0 animales [16].

El objetivo principal de los biomateriales es reemplazar y/o restaurar una funcion
0 una parte de un tejido y al tratarse de un material que va a ser implantado en un
organismo vivo, debe cumplir con ciertos requisitos o caracteristicas: ser biocompatible,
no ser tdxico, ni carcinégeno, ser quimicamente estable y tener resistencia mecanica
adecuada a la del tejido hospedero. A estas caracteristicas, podemos afiadir las de ser un

material barato, con propiedades reproducibles y facil de fabricar [17].

En la actualidad se experimentan materiales de diferente naturaleza para
utilizarlos como implantes en distintos tejidos del cuerpo, tales como metales y sus
aleaciones, polimeros naturales y sintéticos, biovidrios y cerdmicos, ademas de algunas

combinaciones entre ellos denominados materiales compuestos [18].



1.4.1. Biomateriales metalicos

Los biomateriales metélicos, junto con sus aleaciones, son los mas utilizados para
implantes ortopédicos (clavos, alambres, placas) e implantes dentales (tornillos), ya que
deben poseer una gran resistencia al desgaste mecanico y ser capaces de soportar la
carga adecuada para su funcion. El primer requisito para su utilizacion es que sean
tolerados por el organismo, por lo que es muy importante la dosis que puedan aportar a

los tejidos vivos [19].

Los metales més usados para la fabricacion de estos implantes son: acero
inoxidable, aleaciones de cobalto con cromo, molibdeno y niquel, titanio puro y sus
aleaciones con aluminio y vanadio. Unas de las principales caracteristicas a considerar

son los costos de obtencion [19].

1.4.2. Biomateriales poliméricos

Los materiales poliméricos son macromoléculas, principalmente orgéanicas,
formadas por la unién de moléculas mas pequefias llamadas mondémeros. Generalmente
son empleados para dispositivos cardiovasculares, protesis faciales, partes de prétesis de
oido, aplicaciones dentales, marcapasos, rifiones, higado y pulmones, asi como en el
reemplazo y mejora de tejidos blandos. Existe una gran variedad de polimeros
biocompatibles. Los polimeros naturales, como la celulosa y polimeros sintéticos, como
el polietileno de ultra alto peso molecular, policloruro de vinilo (PVC), nylon, silicona,
entre otros. Las propiedades de estos materiales dependen ampliamente de su
composicion y estructura de las cadenas macromoleculares y su peso molecular. Una de

sus principales desventajas es su baja resistencia al desgaste mecanico [20].

1.4.3. Biomateriales ceramicos

Los materiales ceramicos poseen una excelente biocompatibilidad vy

osteointegracion, ademas, son los materiales mas parecidos al componente mineral del



hueso, por lo que sus expectativas de aplicacion son muy amplias, normalmente
utilizados para reparaciones Oseas y dentales, los cerdmicos son materiales solidos
inorganicos obtenidos mediante tratamientos térmicos. Ejemplos de ellos son, alimina,
vidrios, vidrio-ceramicos y porcelana, ampliamente usados en odontologia para sustituir
coronas, cementos vitreos y como rellenos. Sus ventajas principales son su alta
resistencia a la corrosion y el parecido estructural que comparten con las estructuras
Oseas del cuerpo humano; pero una de sus principales desventajas es la carencia de

propiedades mecanicas, ya que son muy fragiles y quebradizos [21].

1.4.4. Biomateriales compuestos

Los biomateriales compuestos se definen como las combinaciones de dos o mas
materiales, a partir de una unién quimica o no quimica. Estos materiales que forman el
compuesto poseen propiedades mejores que las que presentan los materiales
componentes por si solos. Los componentes del material compuesto no deben disolverse
ni fusionarse completamente entre ellos, es decir, los materiales deben poderse
identificar por medios fisicos, ya que son heterogéneos y sus propiedades dependen de la
orientacion del material de refuerzo. Estos materiales surgen de la necesidad de obtener
materiales que combinen las distintas propiedades de los materiales cerdmicos, metalicos
y poliméricos, a fin de compensar las debilidades que tienen cada material por separado

con las fortalezas que ofrecen los otros [22].

Todos los materiales compuestos estan estructurados por un agente reforzarte y
una matriz y pueden clasificarse en funcion del tipo de matriz y en funcion de la forma

que posee el refuerzo (Figura 2).

e Materiales compuestos de matriz metélica. Estos materiales tienen una alta

resistencia y muy bajo peso.



e Materiales compuestos de matriz polimérica. Son materiales con buenas propiedades
mecénicas, resistentes a la corrosion y a los agentes quimicos y pueden ser

moldeados con facilidad.

e Compuestos reforzados por particulas. La fase dispersa es més dura y resistente
que la matriz. En esencia, la matriz transfiere parte del esfuerzo aplicado a las

particulas, las cuales soportan una parte de la carga.

e Compuestos reforzados por fibras. El objetivo de estos compuestos es conseguir
materiales con una elevada resistencia a la fatiga, rigidez, a bajas y altas

temperaturas, en si, conseguir una mejor relacién resistencia-peso.

e Compuestos estructurales. Un material compuesto estructural estd formado tanto
por materiales compuestos como por materiales homogéneos y sus propiedades
no solo dependen de los materiales constituyentes sino también dependeran del

disefio de los elementos estructurales.

Materiales compuestos
Reforzados con particulas Reforzados con fibras Estructurales
Particulas | | Consolidado Continuas discontinuas = | Laminares Paneles
grandes por Sandwich

dispersion

Figura 2. Esquema organizacional de la clasificacion de los materiales compuestos [22].



1.5. Biocompatibilidad

Biocompatibilidad es la tolerancia bioldgica local de cualquier biomaterial,
caracterizada por la ausencia de una respuesta inflamatoria aguda o cronica durante su
implantacion e incorporacion, asi como por la carencia de efectos nocivos sobre tejidos
distantes. En si, la biocompatibilidad es la integracion al tejido huésped sin presentar
efectos tdxicos o nocivos para la salud. La biocompatibilidad permite que el material sea
aceptado por el organismo, por lo tanto, no hay rechazo del material o de sus productos

de degradacion [23].

1.6. Bioactividad

La bioactividad es la capacidad de un material para inducir, estimular, provocar o
modular una accion bioldgica definida en el tejido receptor. Asi, un material bioactivo es
aquel que posibilita una respuesta bioldgica especifica en su interfaz con los tejidos,

favoreciendo el enlace de ambos [24].

1.7. Vidrios bioactivos

El primer vidrio bioactivo (biovidrio) estudiado fue el biovidrio (BG-45S5), de
nombre comercial Bioglass® (Figura 3), creado por L. Hench en 1971 un profesor de la
Universidad de Florida; este vidrio ha sido el mas investigado para aplicaciones
biomédicas, siendo utilizado en mas de 1 millén de pacientes para reparar defectos 6seos
en la mandibula y tratamientos ortopédicos. Este material es un vidrio de silicato basado
en la red tridimensional de SiO formada por vidrio, en la cual un atomo de silicio (Si)
esta coordinado con cuatro &tomos de oxigeno (O), y ademas estan presentes iones de
fosfato (PO.) y calcio (Ca). Se producia por el método de fusién y su composicion
especifica es de 45% SiO», 24.5% Ca0, 24.5% Na.0, 6% P.Os porcentajes en peso. Se
ha demostrado que es capaz estimular la neoformacion de hueso in vivo y que promueve

proliferacion Gsea en forma mas rapida que HA sintética [25].
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La utilizacion de biovidrios como material bioactivo se debi6 a la formacion de
cristales de apatita carbonada bioldgicamente activa, la cual presenta una estructura
quimica similar a la fase mineral del hueso que favorece la union directa entre el tejido
hospedero y el implante después de entrar en contacto con fluidos fisiolégicos. Cuando
se implanta un vidrio bioactivo ocurre una secuencia de reacciones de interface entre
tejido y material antes de su union. Inicialmente se forman enlaces SiOH y luego la
policondensacion de SiOH para producir Si-O-Si, lo cual permite la adsorcion de Ca,
PO4, COs amorfo. Al tiempo se puede comprobar la presencia de cristales de
hidroxicarbonato apatita (HCA) y adsorcion de restos bioldgicos en capas de este
material; posteriormente se da la activacién de macréfagos y con ello la atraccion de
células madre, las cuales se diferencian en precursoras osteoblasticas iniciando el

proceso de cristalizacién de la matriz dsea [26].
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Figura 3. Presentacion de los vidrios bioactivos como se encuentran actualmente en el

mercado [27].

1.7.1. Estructura de los vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos poseen una estructura formada por una red de la silice

vitrea como la union de unidades tetraédricas vecinas [SiO4]* para producir una
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estructura reticular no cristalina, pero solida. Los tetraedros estan unidos entre si por los
4 veértices con un &omo de Si en la posicion central, dando lugar a una red
tridimensional abierta y sin orden a largo alcance. En ella, cada atomo de silicio con una
configuracion electronica externa 3s?3p?, pasa a un estado hibrido tetraédrico sp* con un

electrén en cada hibrido. En esa situacion se pueden presentar dos casos [28].

En el primero de los casos, cada atomo de oxigeno con una configuracion
electronica 1s? 2s? 2p,? 2p,* 2pZt, utiliza sus dos electrones desapareados en un enlace
covalente con dos &tomos de silicio vecinos (Figura 4), constituyendo asi los llamados
oxigenos enlazantes o BO.

Figura 4. Unidades estructurales basicas SiO4 unidas por los enlaces Si-O-Si, que

forman los grupos de oxigenos enlazantes [29].

En el segundo caso, cada atomo de oxigeno utiliza uno de los electrones
desapareados en un enlace covalente con un atomo de silicio vecino y el otro electron

permanece disponible para emparejarse con un ion alcalino (Figura 5). Este ion es
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conocido como modificador de red (Na*, K*, Ca**, Mg?*, etc.) y el &tomo de oxigeno en

cuestion constituye el llamado oxigeno enlazaste o NBO.

\

NBO

y

S’;
¢

Figura 5. Incorporacion de los iones del modificador de red (Na*), en la estructura de un

vidrio con Na2O y forman los grupos de oxigenos no enlazantes [29].
1.7.2. Sintesis de vidrios bioactivos por método de fusion

Este método consiste en la fusion de una mezcla de reactivos, principalmente
Oxidos, a concentraciones molarmente adecuadas, seguidos de un enfriamiento répido el
cual produce un cambio en la viscosidad del fluido y por ello su solidificacion (Figura
6). Las temperaturas para llevar a cabo este proceso superan los 1300 °C. Ademas, el
solido obtenido conserva la estructura desordenada del fluido por lo que el vidrio
resultante puede definirse como un material sélido e inorganico producto de la fusion y

su enfriamiento hasta su rigidez sin que se haya producido la cristalizacion [30].
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Los vidrios obtenidos por este método presentan muchas desventajas. Dado que
cada componente precursor presenta distinto punto de fusion, en ocasiones la seleccion
de precursores puede derivar en una distribucion no homogénea y un grado de pureza
bajo. Las principales desventajas son el uso de altas temperaturas, posibilidad de
defectos como grietas, vetas, burbujas, escorias y su poca area superficial, los vidrios
creados por fusion presentan un area superficial menor a 1 m?/g para particulas sin tratar

y alrededor de 2 m?/g para particulas micrométricas [31].

Mezcla de
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Figura 6. Esquema general de la obtencidn de los vidrios bioactivos por el método de
fusion [31].

1.7.3.  Sintesis de vidrios bioactivos por el método sol-gel

El método sol-gel consiste en la formacién y ensamblaje de nanoparticulas de
silice a temperatura ambiente. Es un proceso basado en quimica suave en la que una
solucion que contiene los precursores (sol), los cuales experimentan reacciones de tipo
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poliméricas o de policondensacion para formar un gel. ElI gel es una red humeda
inorganica, parecida a un polimero de cadena corta, el cual es secado y posteriormente
tratado térmicamente para convertirse en un vidrio. En la Figura 7, se muestra el
esquema general del método sol-gel y posteriormente se explican cada una de las etapas.
Con el método sol-gel las propiedades estructurales y superficiales, como area
superficial y porosidad, pueden ser finamente reguladas dependiendo de la composicion
y las condiciones de sintesis, pudiéndose obtener materiales nanoestructurados

controlados, con un alto grado de pureza y homogeneidad [32].
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Figura 7. Esquema general del método sol-gel para vidrios bioactivos [32].

Una de las principales diferencias entre los vidrios sintetizados por sol-gel y por
fusion esté relacionada con el area superficial. Para los vidrios creados por sol-gel el
area superficial puede llegar a 650 m?/gr, mientras que los vidrios creados por fusion
presentan un area superficial alrededor de 2 m?/gr. La hidroxiapatita (HA), se deposita
mucho mas rapido en los biovidrios sintetizados por sol-gel porque permite la formacién
de una capa hidratada dentro del material, donde trazas biologicas pueden entrar,
manteniendo su configuracion estructural y actividad biolégica. De esta manera, los

vidrios sol-gel pueden convertirse en una parte indistinguible del tejido huésped [33].

15



Etapas del proceso o método sol-gel:

Etapa 1: Mezcla de precursores alcoxidos + hidrolisis del catalizador y condensacion

para producir un sol (nanoparticulas primarias en solucién).

Etapa 2: Aglomeracion de particulas da inicio a la formacion de enlaces y

nanoparticulas hasta que se forme el gel.

Etapa 3: Envejecimiento - fortalecimiento y contraccion del gel.

Etapa 4: Secado y eliminacion de subproductos de condensacion que dejan nanoporos

intersticiales.

Etapa 5: Estabilizacion y eliminacion de nitratos, silanoles y eliminacion de los poros
intraparticulares, asi como, el moldeado del gel a su forma deseada (peliculas delgadas,
fibras, nanoparticulas, esferas o polvos ceramicos), a través de diversos tratamientos

térmicos.

1.8. Materiales nanoestructurados

Los materiales nanoestructurados son los pilares de la ciencia a escala
nanomeétrica y la nanotecnologia. La ciencia y la tecnologia nanoestructurada es un area
amplia e interdisciplinaria de la actividad de investigacién y desarrollo que ha ido
creciendo de manera exponencial en todo el mundo en los ultimos afios. Tiene el
potencial de revolucionar la forma en que se crean los materiales, productos, el alcance,

la naturaleza de las funciones que se puede acceder [34].

El término nanotecnologia se emplea para describir la creacion y manipulacion
de materiales con caracteristicas estructurales dentro de la escala nanométrica (1Inm =
10° m), la cual abarca la produccion y aplicacion de materiales a escalas que van desde

los atomos o moléculas individuales hasta materiales con dimensiones de 100 nm.
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Dentro de esta escala las propiedades de los materiales tanto quimicas como fisicas son
Unicas, inesperadas y novedosas, en comparacion con sus contrapartes a granel. Esto,

debido a una mayor relacion area de superficie/volumen [35].

1.9. Nanoparticulas de ZnO

Las nanoparticulas (NP“s) inorganicas tales como Ag, Au, Cu, CuO, TiO2y ZnO
tienen profundas actividades antibacterianas. Los agentes antibacterianos se pueden
clasificar en general en dos tipos, organicos e inorgénicos. Los materiales
antibacterianos organicos a menudo son menos estables, particularmente a altas
temperaturas y/o presiones en comparacion con los agentes antibacterianos inorganicos.
Entre las NP’s inorgéanicas, las NP’s de ZnO son de particular interés porque pueden
prepararse facilmente como un material barato y seguro para seres humanos y animales.
Se usan ampliamente en la formulacion de productos para el cuidado de la salud. Las
NP’s ZnO de estructura wurtzita (Figura 8), han entrado en el centro de atencion
cientifica en los ultimos afios debido a sus propiedades semiconductoras, propiedades
Unicas antibacterianas, antifingicas, de curacion de heridas y de filtrado UV, alta
actividad catalitica y fotoquimica [36].

Figura 8. Fase hexagonal de ZnO, estructura de wurtzita [36].
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1.9.1. Sintesis de nanoparticulas por el método de quimica verde

Existen una gran variedad de métodos disponibles para la sintesis de NP’s de
Zn0O, como la quimica humeda, la microemulsion quimica, la hidrotermal, el proceso en
fase vapor, la combustion asistida por microondas, solvotermal, quimica, precipitacion
directa y sonoquimica. En los ultimos afios, el aumento en la concientizacion sobre la
quimica verde y otros procesos bioldgicos ha llevado al desarrollo de un enfoque
ecologico para la sintesis de nanoparticulas. Este enfoque bioldgico parece ser una
alternativa rentable a los métodos de sintesis fisicos y quimicos utilizados
convencionalmente. Ademas, las nanoparticulas obtenidas por este método son no
toxicas, bioprotegidas y biocompatibles. Es deseable especialmente para aplicaciones
biomédicas tales como portadores de farmacos, cosméticos y rellenos en materiales
médicos [37].

En el presente trabajo, las nanoparticulas de ZnO se sintetizan utilizando el
método de quimica verde, un método de costo competitivo, simple y ecoldgico. El
método ecoldgico para la produccién de NP’s ZnO sin impurezas y de preparacion
rentable, utiliza los precursores de bajo costo como el nitrato de zinc hexahidratado v el

producto natural Daucus carota a través de una ruta verde y simple.

1.10. Tratamientos térmicos

Se entiende por tratamiento térmico al conjunto de operaciones de calentamiento,
permanencia y enfriamiento a las que se somete un material durante periodos de tiempo
especificos, con la finalidad de cambiar su estructura y conseguir propiedades fisicas y
mecanicas requeridas para sus diferentes aplicaciones. También, se pueden eliminar
residuos de las reacciones de sintesis y obtener un material mas puro. Actualmente
existe una gran variedad de equipos en los cuales se puede realizar el tratamiento

térmico como, hornos, estufas, muflas y otros mas [38].
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1.11. Técnica por microondas

En afios recientes, los estudios sobre el uso de la radiacion de microondas (MW)
en la sintesis y el procesamiento de materiales han atraido una gran atencion,
especialmente los relacionados con la sinterizacion de microondas. El esquema del
funcionamiento de un horno de MW se muestra en la Figura 9. Entre varias ventajas, la
sinterizacion MW puede proporcionar muestras de ceramica totalmente densas a
temperaturas mas bajas y tiempos mas cortos que los necesarios para los procesos de
sinterizacion convencionales. En realidad, cualquier material adecuado para el
calentamiento MW es un candidato potencial para uno de los varios usos posibles de
MW en sintesis o proceso de obtencion, como, la produccion de micro y
nanoestructuras, revestimiento superficial, tratamiento térmico, produccion de
compuestos y materiales graduados funcionales, entre otros, que se han investigado
actualmente [39].
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Figura 9. Esquema general del funcionamiento de un horno de microondas [40].

Las microondas son radiacién electromagnética no ionizante, que no causa
cambios en la estructura molecular, pero producen movimiento molecular, por
migracidn de iones y rotacion de dipolos en materiales dieléctricos, que generan friccion
por las colisiones moleculares lo que hace que el material se caliente. Tiene un rango de
frecuencia desde 300 MHz a 300 GHz y la correspondiente longitud de ondade 1 nmal
mm. La frecuencia mas usada a nivel industrial y doméstico es la 2.45 GHz [40].
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1.12. Objetivo general

Sintetizar vidrios bioactivos por el método sol-gel asistido por el proceso de
microondas, incorporando nanoparticulas de 6xido de zinc obtenidas por un método de
quimica verde, con la finalidad de mejorar sus propiedades bioactivas y bioldgicas, para
aplicaciones biomeédicas en la regeneracion de tejido 6seo.

1.13. Objetivos especificos

1. Sintesis de nanoparticulas de éxido de zinc (NP’s ZnO) por el método de
quimica verde con Daucus carota.
2. Sintesis de vidrios bioactivos con la incorporacion de NP“s ZnO por método
sol-gel asistido con microondas.
3. Caracterizacion fisicoquimica de los materiales sintetizados utilizando las
técnicas:
e Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR).
e Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis).
e Difraccion de Rayos-X (DRX).
4. Pruebas de actividad antimicrobiana (Escherichia coli).

5. Pruebas de bioactividad in vitro (Fluido Fisiolégico Simulado).
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CAPITULO Il. FUNDAMENTOS Y TECNICAS

En el presente capitulo, se describen los fundamentos de las técnicas
fisicoquimicas y bioldgicas utilizadas para caracterizar y estudiar las propiedades de los
materiales (vidrios bioactivos 45S5, NP’s ZnO y el compuesto BG-NP’s ZnO),
sintetizados en este trabajo tesis.

2.1. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

La Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR por sus siglas
en inglés) es una técnica ampliamente utilizada en la caracterizacién de materiales
debido a la informacion tanto cualitativa como cuantitativa que proporciona de la

muestra en estudio [41].

El fundamento principal de la Espectroscopia Infrarroja (FT-IR) se basa en la
capacidad de absorcion de la radiacion infrarroja que poseen las moléculas (segln su
vibracion molecular). La region infrarroja va de los 14,000 cm™ a los 10 cm™ y por
cuestiones de practicidad se divide en 3 regiones principales, en la regién de IR cercano
(14,000-4000 cm™), IR medio (4,000-400 cm™) e IR lejano (400-20 cm™). Cada region
proporciona informacion diferente de la muestra a analizar, los equipos mayormente
utilizados son los que abarcan la region del infrarrojo medio por la informacion
cualitativa que proporciona de manera inmediata lo cual permite identificar los grupos

funcionales presentes en la muestra [42].

Un equipo de espectroscopia infrarroja funciona con una pequefia muestra que es
colocada en una celda infrarroja, donde es sometida a una fuente de luz infrarroja
(Figura 10), la cual hace un barrido desde las longitudes de onda de 4000 cm™ hasta 400
cm? en la region del infrarrojo medio. La intensidad de la luz transmitida a través de la
muestra es medida en cada numero de onda, lo que permite que la cantidad de luz

absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia entre la intensidad de la luz
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antes y después de pasar por la celda de muestra. Esto se conoce como el espectro

Fibra Optica
lectora

infrarrojo de la muestra [43].

Sensor

Sonda

Fibra Optica seiial _

de excitacion Muestra

Espectrometro

Figura 10. Esquema bésico del funcionamiento de un infrarrojo [44].

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica
y por tanto caracteristica de la molécula. Asi, el espectro IR se puede usar como “huella
dactilar” en la identificacion de muestras desconocidas mediante la comparacion de

espectros de referencia [44].

En la region infrarroja del espectro, las frecuencias de resonancia de una
molécula se deben a la presencia de grupos funcionales moleculares. Un grupo funcional
es un grupo de dos o més atomos, enlazados de una manera especifica. En la molécula
de agua H:O, el grupo funcional O-H es el que contribuye a la frecuencia de resonancia
(vibracion) alrededor de los 3450 cm™ [45].

En los laboratorios de la universidad contamos con un Spectrum two FT-IR con
UATR que se ilustra en la Figura 11, el cual abarca la region del infrarrojo medio y

cuenta con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés).

La espectroscopia de reflexion interna se denomina mas comunmente como de

reflexion total atenuada (ATR). La técnica, que se empez6 a emplear hace medio siglo,
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La reflexion interna se produce cuando una radiacion infrarroja entra en un cristal ATR
transmisor y de alto indice de refraccion. El cristal esta disefiado para permitir una
reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la superficie del cristal. Esta
onda se extiende a la muestra que se mantiene en contacto intimo con el cristal,
registrandose el espectro de infrarrojo del analito. Es un accesorio versétil ideal para el

analisis de sélidos, liquidos, pastas y geles [46].

Figura 11. Spectrum two FT-IR con UATR (Perkin Elmer).

2.2. Espectroscopia de luz Ultravioleta y Visible (UV-Vis)

La espectroscopia de absorcion de luz ultravioleta-visible es una de las técnicas
méas frecuentemente empleadas en el andlisis quimico. Las medidas en el rango de
longitud de onda entre el visible y el ultravioleta poseen una amplia aplicacion en la
caracterizacion de materiales ya que brindan informacion cualitativa y cuantitativa
acerca de una gran variedad de especies inorganicas y organicas. En la Figura 12 se

muestra un esquema general del funcionamiento del equipo [47].
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El principio de la espectroscopia de UV-Vis involucra la absorcion de radiacion
ultravioleta-visible por una molécula, causando la promocion de un electron de un

estado basal a un estado excitado [47].

FUeNTEDE | _ J_ FILTROO 1 P PROCESADOR
RADIACION MONOCROMATOGRAFO DE SERAL
OBTURADOR (a) MUESTRA  DETECTOR
DETECTOR
FUENTEDE | _ FILTROO . .
RADIACION MONOCROMATOGRAFO[ ™) 1
1
/ =
ESPEJO ! :
ROTATIVO i ]
' i
! ' PROGESADOR
\-. ....___7/ DE SERAL
(©) REFERENCIA
OBTURADOR
FUENTE DE DETECTOR PROCESADOR
RADIACION ""{"" = ==-==| ESPECTROGRAFD MULTICANAL DE SENAL
MUESTRA

(¢}

Figura 12. Esquema de un espectrofotometro UV-Vis [48].

La longitud de onda estd comprendida entre 190 y 800 nm (Figura 13). Cuando
una radiacion de cierta A incide sobre una muestra se produce la absorcion parcial de la
misma, produciendo una transicion en los niveles energéticos de la especie, y el resto de
la radiacion es transmitida ya sea por un atomo, una molécula o un ion y pasando éste a

un estado excitado [49].

Es posible analizar un estado u otro de la sustancia y relacionarlo con la cantidad
de especie activa presente en la muestra. Las bandas que se aprecian en un espectro de
UV-Visible son anchas, ya que se superponen transiciones vibracionales y electrénicas,
lo que implica tener que hacer una deconvolucion para observar las demés bandas

presentes. La excitacion corresponde a los electrones de enlace; en consecuencia, los
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picos de absorcion pueden correlacionarse con los tipos de enlaces. Este hecho da
validez a la espectroscopia de UV-Vis como técnica de identificacion de grupos

funcionales de una molécula [50].

En las medidas cuantitativas se aplica la ley de Lambert-Beer (Ec. 1), para
determinar la concentracién de la sustancia que absorbe a través de la cantidad de
radiacion transmitida o absorbida. El espectrofotdmetro mide la transmitancia T (0 la
absorbancia A = -log T) de la muestra presente en una celda transparente con un camino
Optico conocido b. En general, la concentracion ¢ de la solucion absorbente esta

relacionada linealmente con la absorbancia.

A=—logT=¢. 4. c (Ec. 1)

Donde A es la absorbancia medida, € es el coeficiente de extincion molar y b,

como se menciond antes, el camino optico o didmetro de la celda usada [51].

uv uv uv uv

EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE
10 95 | 200 300 400 750
RAYOS X INFRARROJOS
- —
L ]
10 180 280|315 | 400 750

ULTRAVIOLETA  UV-C UV-B UV-A
DE VACIO

Figura 13. Rango de la luz ultravioleta y visible en el espectro electromagnético [52].

2.3. Difraccion de Rayos X (DRX)

Desde su descubrimiento por el fisico Von Laue en 1912, la Difraccion de Rayos
X se ha empleado ampliamente en la caracterizacion de materiales debido a que esta
técnica proporciona un medio adecuado y practico para la identificacion cualitativa de

compuestos cristalinos y sobre el ordenamiento y espaciado de los &tomos en materiales
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cristalinos. EI método de Difraccion de Rayos X en general y en particular de polvo
cristalino es el Unico método analitico capaz de suministrar informacion cualitativa y
cuantitativa sobre los compuestos cristalinos presentes en un sélido, basandose en el
hecho de que cada sustancia cristalina presenta un diagrama de difraccion Unico. Asi,
pueden compararse un diagrama de una muestra desconocida y el de una muestra patron,

y determinar su identidad y composicion quimica [53].

Los rayos X son una radiacion electromagnética de longitud de onda corta
producida por el frenado de electrones de elevada energia o por transiciones de
electrones que se encuentran en los orbitales internos de los atomos. El intervalo de
longitudes de onda de los rayos X comprende desde aproximadamente 10® nm hasta 10
nm, sin embargo, la espectroscopia de rayos X convencional se limita, en su mayor

parte, a la region de aproximadamente 0.01 nm a 2.5 nm [54].

La técnica consiste en hacer incidir un haz de rayos X sobre el sélido sujeto a
estudio. La interaccion entre el vector eléctrico de la radiacion X y los electrones de la
materia que atraviesa dan lugar a una dispersion. Al producirse la dispersion tienen lugar
interferencias tanto constructivas como destructivas entre los rayos dispersados, ya que
las distancias entre los centros de dispersion son del mismo orden de magnitud que la

longitud de onda de la radiacién [55].

El resultado es la difraccion, que da lugar a un patrén de intensidades que puede
interpretarse segin la ubicacion de los atomos en el cristal, por medio de la ley de
Bragg. La misma postula que cuando un haz de rayos X incide sobre la superficie de un
cristal formando un angulo 0 una porcion del haz es dispersada por la capa de atomos de
la superficie; la porcién no dispersada del haz penetra en la segunda capa de atomos
donde, nuevamente una fraccion es dispersada y asi sucesivamente con cada capa hasta
la profundidad de aproximadamente 1000 nm, lo que lo hace una técnica masica. El
efecto acumulativo de esta dispersion producida por los centros regularmente espaciados

del cristal es la difraccion del haz [56].
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En 1912, W. L. Bragg traté la Difraccion de Rayos X por cristales, como se
muestra en la Figura 14. Un haz estrecho de radiacion choca con la superficie del cristal
formando un angulo 0, la dispersion tiene lugar como consecuencia de la interaccion de
la radiacion con los atomos. Los equipos utilizados en DRX se encuentran normalmente

como el que se aprecia en la Figura 15.

Haz de Rayos X
incidente Haz difractado

~._Rayo 1 P
e N P

del
cristal

Puntos 'T" ol d
de red {W_B

Figura 14. La interaccion entre los rayos X al incidir en la estructura cristalina del

material [57].

Se puede escribir que las condiciones para que tenga lugar una interferencia

constructiva del haz que forma un angulo 6 con la superficie del cristal, son:
ni=2dsend (Ec. 2)

Donde n es un namero entero que representa el orden de la difraccién y d es la

distancia interplanar del cristal.

Figura 15. Difractémetro de Rayos X RigaLab SmartLab [58].
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2.5.  Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)

Los inicios o antecedentes del Fluido Fisioloégico Simulado (por sus siglas en
inglés SBF) datan desde principios de la década de los 80°s con la investigacion de
Hench et al. la cual mostro que una capa rica en SiO2 y una pelicula de fosfato célcico se
forman en la superficie de Bioglass cuando se implanta en el entorno corporal, lo que
permite la union al hueso vivo, y que la formacion in vivo de la pelicula de fosfato
calcico puede reproducirse en una solucion tampon de Tris hidroximetilaminometano y

acido clorhidrico (solucion tampon Tris) a pH 7.4 [59].

Tabla 2. Comparacion de los iones presentes en el plasma sanguineo y los iones

presentes en el Fluido Fisiolégico Simulado.

Concentraciones de iones (mM)
on Plasma Fluido Fisiol6gico
sanguineo Simulado
Na* 142.0 142.0
K* 5.0 5.0
Mg?* 15 15
Ca? 2.5 2.5
CI 103.0 147.8
HCOs 27.0 4.2
HPO4* 1.0 1.0
SO4* 0.5 0.5

Posteriormente, Kokubo et al. [60]. Utilizando la Difraccion de Rayos X,
identificaron esta capa de fosfato de calcio como apatito cristalino. Ademas, en 1990,
mostraron que la formacion de apatito in vivo en la superficie de la vitrocerdmica puede
reproducirse mediante la inmersion en un SBF, con concentraciones de iones casi

iguales a las del plasma sanguineo humano (Tabla 2), pero no en una solucién tampon
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Tris. Kokubo y Hench también confirmaron de forma independiente la formacién de
apatita en la superficie del vidrio de tipo Bioglass 45S5 en SBF [61].

El analisis detallado de la apatita superficial formada en SBF, mediante
Difraccion de Rayos X de pelicula delgada, Espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier, Microscopia Electronica de Barrido y Microscopia Electronica de
Transmision, mostro que era similar al mineral 6seo en su composicion y estructura [36].
Como resultado, se especuld que los osteoblastos podrian proliferar y diferenciarse
preferentemente para producir apatita y coldgeno en su superficie. Asi, la apatita
formada podria unirse a la superficie de la apatita, asi como al hueso circundante. En la
Figura 16 se observa el proceso de formacion de apatita de los biovidrios en SBF. En
consecuencia, se forma una unién quimica estrecha entre el material y el hueso vivo a

través de la capa de apatita [62].

a) Intercambio 16nico

“O1S eded ugroeuo, (q

d) Capa de HA cristalizada

¢) Formacion caparicaen Cay P

POS  Ca* Kooy
Hes" BAsT

Figura 16. Esquema representativo de las etapas del mecanismo de bioactividad

propuesto por L. Hench y colaboradores [63].
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Con base en los resultados anteriores en el afio de 1991 se propuso que el
requisito esencial para que un material sintético se una al hueso vivo, este, debe formar
una capa de apatita muy similar al hueso en su superficie al ser implantado en el cuerpo
vivo, y que esta formacion de apatita in vivo puede reproducirse en un SBF con
concentraciones de iones casi iguales a las del plasma sanguineo humano. Esto significa
que la bioactividad désea in vivo de un material puede predecirse mediante una prueba de
bioactividad donde debe haber formacién de apatita en su superficie en SBF. Desde
entonces, la bioactividad Osea in vivo de diversos tipos de materiales se ha evaluado

mediante la formacion de apatita en SBF [64].
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CAPITULO I11. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se explican las técnicas y materiales utilizados, asi como los
procedimientos de preparacion y tratamiento para la obtencion de los materiales de
estudio de este trabajo. Se describe detalladamente aquello que tiene mayor importancia

a la hora de entender los procedimientos experimentales utilizados.

Biosintesis de NP's de Sintesis de vidrios I{ioaclivns
710 — (4555) y materiales
compuestos (BG-NP's Zn0)
Caracterizacién por Caracterizacién por Pruebas de actividad
FLIR, DRX, UV-VIS FT.IR, DRX antimicrobiana (E. Coli)

/ \ J

{

Inmersion en Fluido — { Caracterizacion por
fisiol6gico simulado (SBF) FT-IR, DRX

Figura 17. Esquema general de la metodologia.

3.1. Sintesis de vidrios bioactivos (Bioglass 45S5)
Para ello se seguira el procedimiento de sintesis establecido para la obtencion de
Bioglass 45S5 (BG) de la publicacion “Sol—gel silica-based biomaterials and bone tissue

regeneration” detallado a continuacion [65].

3.1.1. Reactivos

e Trietilfosfato (TEP) ALDRICH 99.8%
e Cloruro de calcio (CaCly) ALDRICH 99.3%
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e Acido nitrico 0,1 M (HNO3)

e Hidroxido de Sodio (NaOH) ALDRICH 98.4%
e Tetraetilortosilicato (TEOS) ALDRICH 99.8%
e Agua destilada.

3.1.2. Materiales-Equipo de laboratorio

e Vasos de precipitado 50, 100, 150.
e Pipetas.

e Probetas.

e Plancha de agitacion.

e Agitadores magnéticos.

e Balanza analitica.

e Espétula.

e TermoOmetro de mercurio.

e Horno de microondas.

3.1.3. Método

1-. Se afiaden 30 ml de acido nitrico (HNO3) 0.1 molar a un vaso de precipitado
de 100 ml y se agrega 10.5 ml de tetraetilortosilicato (TEOS). El vaso se coloca en un
agitador magnético para su agitacion fuerte (500-700 RPM) por 1 hora a temperatura

ambiente (Figura 18).

| N ~

Figura 18. Mezcla de acido nitrico con TEOS en agitacion vigorosa.
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2-. Transcurrida la primera hora se agrega 0.474 gr de trietilfosfato (TEP) y se
agita durante 1 hora méas (Figura 19).

Figura 19. Adicion de trietilfosfato a la mezcla inicial de &cido y TEOS.

3-. Transcurrida la segunda hora se agrega 0.974 gr de hidroxido de sodio

(NaOH) previamente disueltos en 5 ml de agua destilada y esperar otra hora (Figura 20).

Figura 20. Adicion de NaOH, la solucion policondensa formando un gel de color
blanco.
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4-. Finalmente se agrega 2.986 gr de cloruro de calcio (CaCly) disueltos en 15 ml
de agua destilada y se sigue agitando durante una hora més (Figura 21).

Figura 21. Adicion de NaCl; al gel anteriormente formado.

Una vez disuelto el ultimo reactivo el vaso de precipitado es sellado con papel
parafilm®, para su envejecimiento durante un periodo de 10 a 13 dias, se observa como
la solucidn se separa en 2 fases, una fase en un precipitado blanquizco y otra en un
liquido viscoso sobrenadante en la parte superior (Figura 22). Pasado el periodo de
envejecimiento, la solucién se coloca a 70 °C en un bafio maria de aceite durante 3 dias
para eliminar la fase liquida sobrenadante en la superficie, cuando se evapore por
completo la fase liquida se obtiene un gel blanco el cual se coloca en otro vaso de
precipitado se sella con papel filtro y se introduce a un microondas para su secado a
diferentes intervalos de tiempo (Tabla 3).

Figura 22. Envejecimiento del gel durante 13 dias y el polvo obtenido una vez secado

en microondas y pulverizado en el mortero de &gata.
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El horno de microondas utilizado en la sintesis de estos materiales es: Kenmore
Countertop Microwave, modelo No. 721.65002400 Oven serial No. 409TA32065. 120 V
0 60 Hz (Figura 23).

Figura 23. Horno de microondas Kenmore Countertop presente en laboratorio de

bioingenieria de la UABC.

Tabla 3. Tiempo de exposicion a la radiacion por microondas.

Intervalo de Tiempo de reposo  Tiempo total de

exposicion (Segundos) exposicion

(Segundos) (Minutos)

10 10 2
15 10 2
20 10 1
30 10 1
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3.2.  Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc

La sintesis de NP’s de ZnO se realiz6 con base en la metodologia reportada en la

publicacion “Fruit peel extract mediated green synthesis of zinc oxide nanoparticles”

descrita a continuacion [66].

3.2.1. Reactivos

¢ Nitrato de zinc (Zn (NO 3) 2 * 6H 2 O) ALDRICH 99.8%
e Extracto o jugo de zanahoria.

e Agua destilada.

3.2.2. Materiales/Equipo de laboratorio

e Vasos de precipitado 50, 200.
e Extractor de jugos.

e Bomba de vacio.

e Matraz kitasato.

e Embudo Biichner.

e Papel filtro whatman #1.
e Plancha de agitacion.

e Agitadores magnéticos.
e Bafio termostético.

e Espatula.

e Capsulas de porcelana.

e Mufla de calcinacion.
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3.2.3. Obtencion de extracto o jugo de zanahoria

Para la obtencion del extracto, las zanahorias se lavaron con agua destilada y se
les removid su tallo. Las zanahorias lavadas y sin tallo se introducen al extractor para la
obtencion del jugo. Posteriormente, se tomaron 200 ml del jugo en un vaso de
precipitado el cual se coloca a 90 °C en el bafio termorregulador durante 1 hora.
Transcurrida la hora el jugo se filtré con la ayuda de una bomba de vacio y utilizando
papel filtro whatman #1. Finalmente, el extracto se almaceno en una atmosfera seca a

temperatura ambiente para su uso posterior (Figura 24).

Figura 24. Obtencion y filtrado del extracto de Daucus carota (zanahoria).
3.2.4. Sintesis de NP’s de ZnO

La sintesis de las NP’s de ZnO se llevo a cabo colocando 2 gr de nitrato de zinc
con 30 ml de extracto de zanahoria. Esta mezcla se agito durante 60 minutos y luego se

colocé en un bafio de agua a 60 °C hasta que la consistencia de la mezcla se asemejé a
un caramelo vitreo, después de lo cual, se sometié a un tratamiento térmico a 400 °C
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durante 40 minutos. Por altimo, la muestra resultante se moli6 en un polvo fino de color

blanco (Figura 25).

08000

Furnace

Figura 25. Bafio maria y tratamiento térmico de las NP’s ZnO.

3.3.  Sintesis del compuesto BG-NP’s ZnO

La sintesis de vidrios bioactivos con la incorporacion de nanoparticulas de 6xido
de zinc se realiza con los mismos reactivos y materiales descritos anteriormente en el
proceso de sintesis de los vidrios bioactivos, la Unica diferencia o el 5to paso es afiadir la
cantidad deseada de NP’s de ZnO y agitarse durante 24 horas.
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3.3.1. Método

5-. Finalmente, después de una hora transcurrida de agregar el ultimo reactivo
para la sintesis de los vidrios se agregan las nanoparticulas de 6xido de zinc (NP’s ZnO),
obtenidas previamente por el método de quimica verde y se dejan en agitacion fuerte por
un periodo de 24 horas para una completa homogenizacion de la solucion (Figura 26).

Figura 26. Adicion de nanoparticulas de 6xido de zinc, para formar el biomaterial

compuesto.

Después de transcurridas las 24 horas en agitacion, el vaso se sella con papel
parafilm® y se deja envejecer durante 13 dias, se observa como la solucion se separa en
2 fases al igual que en el envejecimiento de los vidrios una fase es un precipitado
blanquizco y otra fase en un liquido viscoso en la parte superior. Pasado el periodo de
envejecimiento, la solucién se colocé a 70 °C en un bafio maria de aceite durante 3 dias
para eliminar la fase liquida sobrenadante en la superficie, cuando se evaporo por
completo la parte liquida se obtuvo un gel blanco el cual se coloca en otro vaso de
precipitado se sella con papel filtro y se introduce a un microondas para ser secado
(Figura 27). El tiempo de exposicion a microondas se observa en la Tabla 3. Como
producto final se obtuvo un polvo blanco el cual fue molido con ayuda de un mortero

para hacerlo mas refinado.
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Los vidrios y el compuesto se sumergen en un SBF el cual imita las condiciones
del tejido huésped, durante 7, 14 y 21 dias, para observar si tenemos la formacion de

hidroxiapatita y determinar su bioactividad.

30 ml de HNO3 0.1 M + 10.5 ml de TEOS

4
0.45 ml de TEP

U

0.97 gr de NaOH
Disueltos en 5 ml de agua destilada

U

2.98 gr de CaCl2
Disueltos en 15 ml de agua destilada

U
NP’s ZnO
U

Envejecimiento

U

Bano maria de aceite durante 3 dias
4

Exposicion a microondas

Figura 27. Diagrama de flujo de la metodologia para la sintesis de los
compuestos.

3.4.  Preparacion de Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)
La preparacion del Fluido Fisioldgico Simulado (SBF por sus siglas en inglés) se

realizo siguiendo el procedimiento de la publicacion “How useful SBF in predicting in

vivo bone bioactivity?” que se detalla a continuacion [67].
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3.4.1. Reactivos:

e Cloruro de sodio (NaCl)

e Bicarbonato de sodio (NaHCO3)

e Cloruro de potasio (KCI)

e Fosfato dipotasico trihidratado (K2HPO4 - 3H20)

e Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl> - 6H20)
e Cloruro de calcio (CaCly)

e Sulfato de sodio (NazSO4)

e Tris (hidroximetil) aminometano (Tris)

e Acido clorhidrico (HCI) 1M

e Agua desionizada

Nota: Los reactivos deben ser previamente secados dadas las propiedades higroscdpicas
de algunos de ellos.

3.4.2. Materiales/Equipo de laboratorio

¢ Plancha de calentamiento con agitacion (DIAB CVP-3250B)
e Vaso de precitado de 1000 ml (plastico) (PYREX)

e Agitador magnético

e TermOmetro de mercurio

e Potenciometro

e Espatula

e Balanza analitica (Adventure pro Ohaus AV213)

e Papel encerado
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3.4.3. Método

Tabla 4. Reactivos para la preparacion de SBF.

Debido a que el SBF estd sobresaturado con respecto a apatita, un método de
preparacion inapropiado puede producir una precipitacion de apatita en la solucion. En
todo momento se debe asegurar que la solucién se mantenga incolora, transparente y que
no presente ningin depdsito en la superficie del recipiente. Si ocurre alguna
precipitacion, detener la preparacion de SBF, descartar la solucion y comenzar desde el

lavado del equipo y preparar SBF nuevamente.

Para preparar 1000 ml de SBF, primero, poner 700 ml de agua desionizada con
una barra de agitacion magnética en un recipiente plastico de 1000 ml. Ubicar el
recipiente en un bafio de agua termorregulador sobre el agitador magnético y cubrirlo
con un vidrio de reloj. Regular la temperatura del agua en el recipiente a 36.5 + 1.5 °C

bajo agitacion [67].
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Disolver los reactivos uno por uno, desde el primero al octavo, en el orden que
aparece en la Tabla 4, teniendo en cuenta las siguientes indicaciones:

a) En la preparacion de SBF, los contenedores de vidrio deben ser evitados y se
recomienda utilizar contenedores de plastico con superficies lisas sin rayas, debido a que
la nucleacion de la apatita puede ser inducida en la superficie de un contenedor de vidrio
0 en los bordes de las rayas.

b) Nunca disolver varios reactivos simultdneamente. Disolver un reactivo sélo
después que el anterior esté completamente disuelto.

c) Debido a que el reactivo CaCl> tiene un gran efecto en la precipitacion de apatita,
usualmente tiene forma granular y toma mucho tiempo disolver un granulo a la vez,
disolver completamente cada granulo antes de agregar el siguiente.

d) Ambientar la probeta con HCI 1M antes de medir el volumen correspondiente de
HCI 1 Molar.

e) Medir los reactivos higroscépicos como KCI, KoaHPO4 - 3H20, MgCl> - 6H20,
CaCl> y Na2SO4 en el periodo més corto posible [67].

Ajustar la temperatura de la solucion a 36.5 + 1.5 °C. Si la cantidad de solucion
es menor a 900 ml, afadir agua destilada hasta los 900 ml. Insertar el electrodo de pH en
la solucion. Justo antes de disolver el Tris, el pH de la solucion deberia ser de 2.0 £ 1.0.
Con la temperatura de la solucion entre 35 y 38 °C, preferentemente entre 36 y 37 °C,
disolver el Tris en la solucién poco a poco, teniendo cuidado de notar el cambio de pH.
Luego de afiadir una pequefia cantidad de Tris, detenerse y esperar hasta que el reactivo
afiadido esté completamente disuelto y el pH se haya vuelto estable. Entonces afiadir
mas Tris aumentando el pH gradualmente. Cuando el pH esté en el rango 7.25-7.35, a
asegurarse que la temperatura de la solucién se mantiene en el rango deseado, de lo

contrario ajustar y afiadir mas Tris hasta un pH menor a 7.45 [67].
Nota 1: no agregar una gran cantidad de Tris en la solucion al mismo tiempo,

debido a que un aumento radical en el pH local de la solucion puede provocar la

precipitacion de fosfato de calcio.
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Nota 2: el pH no debe aumentar por sobre 7.45 a 36.5 = 0.5 °C, teniendo en
cuenta que el pH disminuye al aumentar la temperatura de la solucién (el pH disminuye
alrededor de 0.05 °C a 36.5 + 0.5 °C).

Cuando el pH aumenta hasta 7.45 + 0.01, detener la disolucion de Tris y afiadir
HCI 1M gota a gota para bajar el pH a 7.42 + 0.01, teniendo cuidado que el pH no baje
de 7.4. Luego que el pH baje a 7.42 £ 0.01, disolver el Tris restante poco a poco hasta
que el pH aumente hasta 7.45. Si aln queda Tris, repetir el procedimiento con HCI 1M
hasta disolver toda la cantidad de Tris, manteniendo el pH en el rango 7.42 — 7.45.
Después de disolver todo el Tris, ajustar la temperatura de la solucion a 36.5 + 0.2 °C y
ajustar el pH de la solucion con HCI 1M gota a gota a 7.42 £ 0.01. Finalmente ajustar el
pH a 7.40 a 36.5 °C. Remover el electrodo de pH de la solucion y lavarlo con agua

destilada sobre la solucién [67].

Poner la solucion en un matraz de 1000 ml. Lavar la superficie del recipiente con

agua destilada y afadir los lavados en el matraz varias veces, sujetando la barra de
agitacion magnética para prevenir que caiga en el matraz.
Afadir agua destilada hasta la linea marcada (no es necesario ajustar exactamente,
debido a que el volumen disminuye luego de enfriarse), tapar el matraz y sellarlo con
parafilm®. Agitar la solucion y mantenerla en agua para enfriarla a 20 °C. Luego que la
solucidén se haya enfriado, ajustar el volumen con agua destilada hasta la linea marcada
[67].

3.5.  Prueba de inhibicion antimicrobiana
En el presente estudio, las actividades antimicrobianas in vitro se llevaron a cabo

mediante el uso de un método de difusion de disco, con la cepa bacteriana de

Escherichia coli.
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3.5.1. Cepa bacteriana

La cepa de Escherichia coli (E. coli), empleada para realizar los ensayos de
actividad antimicrobiana de los materiales sintetizados utilizados en este trabajo, es la
TOP10 E. coli; cultivada en medio de cultivo LB (caldo de luria) y agar EMB (Medio
definido con Eosina y azul de metileno) en una incubadora a 37 °C.

3.5.2. Preparacién de medios de cultivo
Disolver la cantidad de medio necesario en un litro de agua destilada.

Mezclar con temperatura y agitacion hasta que hidrate correctamente

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

A wnp e

Para el caso del medio agar EMB, vaciarlo en cajas Petri estériles evitando la

formacion de burbuja.

3.5.3. Método

En el presente estudio, las actividades antimicrobianas in vitro se llevaron a cabo
mediante el uso de un método de difusién de disco. Este método tenia el siguiente
procedimiento: En primer lugar, se prepararon placas de Petri con 20 ml de agar estéril
para bacterias. Los discos impregnados con los diferentes materiales sintetizados (BG,
compuesto A, B y C), preparadas previamente a las concentraciones de 20 pg/ml, se

colocaron asépticamente en placas Petri con controles apropiados.

Las pruebas se realizaron con 20 pg/ml por disco con tres réplicas. Los discos
cargados se colocaron en la superficie del medio y se dejaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente para la difusion del compuesto. El control negativo se prepard
usando el disolvente respectivo (agua destilada). La sensibilidad se registré midiendo la
zona clara de inhibicién del crecimiento de la superficie del agar alrededor de los discos

en mm.
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Para la realizacién de la prueba de bioactividad se utilizaron 0.50 gr del
biovidrio-NP’s ZnO vy el biovidrio sin NP’s, los materiales se sumergieron en 50 ml de
SBF en un tubo de pléastico (falcon). Los tubos se sellaron con parafilm® vy se les coloco
su respectiva tapa, se introdujeron a una incubadora a 37 °C por periodos de 7, 14 y 21
dias.

Una vez transcurrido el periodo en la incubadora, las muestras se filtraron
mediante una bomba de vacio y papel filtro, después de filtrar toda la solucion se
recupero el papel filtro y se sec6 con la ayuda de una placa de calentamiento. El polvo
resultante se raspo cuidadosamente del papel filtro con la ayuda de una espatula y
colocado en un tubo eppendorf para su posterior caracterizacion.

3.6. Prueba de bioactividad

Para la realizacion de la prueba de bioactividad se utilizaron 0.50 gr del
biovidrio-NP’s ZnO vy el biovidrio sin NP’s, los materiales se sumergieron en 50 ml de
SBF en un tubo de pléstico (falcon). Los tubos se sellaron con parafilm® y se les coloco
su respectiva tapa, se introdujeron a una incubadora a 37 °C por periodos de 7, 14 y 21

dias.

Una vez transcurrido el periodo en la incubadora, las muestras se filtraron
mediante una bomba de vacio y papel filtro, después de filtrar toda la solucion se
recupero el papel filtro y se sec6 con la ayuda de una placa de calentamiento. El polvo
resultante se raspo cuidadosamente del papel filtro con la ayuda de una espéatula y

colocado en un tubo eppendorf para su posterior caracterizacion.

3.7.  Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR se obtuvieron empleando un espectrofotometro infrarrojo
Spectrum Two (Perkin Elmer) con detector directo en modo de transmitancia y
resolucion de 0.5 cm™. Las muestras se pusieron en contacto con reflectancia total
atenuada horizontal (ATR, por sus siglas en inglés) a temperatura ambiente 20 °C y los

espectros se consiguieron usando Spectrum en la version 6.0 del software Lab.
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Antes y después de cada lectura se limpid la superficie con alcohol etilico al 70%
y se tomd de referencia un nuevo espectro de fondo del aire. Las mediciones se
realizaron en modo transmitancia para cada una de las muestras, BG, BG-ZnOA, BG-
ZnOB, BG-ZnOC, NP’s ZnO.

3.8.  Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

Los espectros ultravioleta visibles se realizaron utilizando un espectrofotometro
UV-Vis modelo Hach DR5000. Las muestras analizadas se colocaron en una celda de
plastico transparente y se suspendieron en 3 ml de agua destilada y se les hizo incidir un

haz de luz en el rango de los 300 a 500 nm.

Antes de las lecturas de las muestras se realizd una corrida de muestra solo con
agua destilada como blanco, para eliminar la absorbancia del agua destila y solo obtener

la absorbancia de las NP’s que se suspendieron en ella.

3.9. Difraccion de Rayos X (DRX)

Los estudios de Difraccion de Rayos X se llevaron a cabo utilizando un
Difractometro de Rayos X D2-Phaser, Bruker. Las muestras seleccionadas fueron
cargados en un soporte y se colocan en una placa de cuarzo para la exposicién a la
radiacion Cu K-a de longitud de onda de 1.5406 A. El difractémetro se hizo funcionar a
30 kV, 10 mA en un rango de 260 de 10-50°, con un tamafio de paso de 0.02°, y un

tiempo de recuento de 1 s/paso.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se describen los resultados obtenidos de las diferentes
técnicas de caracterizacion que se realizaron a los materiales de estudio (nanoparticulas
de ZnO, biovidrios 45S5 y el material compuesto BG-NP’s ZnO) en esta investigacion,
con el fin de determinar sus propiedades fisicoquimicas (estructura, morfologia y
composicion quimica). Ademas, se muestran los resultados de la prueba de bioactividad
in vitro de los biovidrios y el compuesto mediante la inmersion en Fluido Fisiologico

Simulado en diferentes periodos de tiempo (7, 14 y 21 dias).

4.1. Preparacion de vidrios bioactivos y material compuesto

Como se describe con anterioridad, en la presente investigacion se realizo la
sintesis de los biovidrios con la incorporacion de NP’s ZnO a diferentes proporciones en
peso partiendo del biovidrio 45S5, obteniendo de esta manera 4 muestras distintas las

cuales se observan a continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5. Relaciones de composicion en peso de los vidrios bioactivos y los materiales

compuestos.
Muestra Composicion NP’s ZnO
% en peso (ar)

Biovidrio 45S5 (BG) [SiO;, CaO, NaO, Py0s]
45% 245% 24.5% 6%
Compuesto BG-NP’s ZnO A | [SiO2, CaO, NaO, P,0s] 0.18
45% 24.5% 245% 6%
Compuesto BG-NP’s ZnO B | [SiO;, CaO, Na;O, P.0s] 0.20
45% 24.5% 245% 6%
Compuesto BG-NP’s ZnO C | [SiO;, CaO, NaO, P,0s] 0.22
45% 245% 245% 6%

Estas muestras se obtuvieron por el método sol-gel asistido con microondas,

después de ser tratados térmicamente con microondas las muestras se pulverizaron en un
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mortero de &gata hasta obtener un polvo fino de color blanco, como se puede apreciar en
la Figura 28.
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Figura 28. Materiales sintetizados por método sol-gel/microondas, vidrio bioactivo
45S5 (BG) Compuesto BG-NP’s ZnO (A), Compuesto BG-NP’s ZnO (B), Compuesto
BG-NP’s ZnO (C).
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4.2. Caracterizacion de vidrios bioactivos 4555
4.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 29, se muestra el espectro FT-IR de los vidrios bioactivos obtenidos
por el método sol-gel asistido con microondas. Se aprecian los enlaces [Si-O-Si] que son
caracteristicos de estos vidrios, los cuales aparecen entre las bandas 1000 cm™ y 1100

cm?, estas bandas aparecen notablemente en el material sintetizado.

El enlace P-O se reporta en las bandas de 600 cm™, 570 cm, apenas es notorio
en los resultados debido a la resolucion del equipo. La banda de 1200 cm™ - 900 cm™?
corresponde a la absorcion de los grupos SiO y PO. En la banda de los 1500 cm™ - 1600
cm se encuentra otra banda muy notoria que puede ser atribuida la absorcion de agua.
Ademas, se aprecia unas bandas entre 1300 cm™ - 1450 cm™ que corresponden a la

presencia de carbonatos (CO) [68].

Biovidrios (BG)

Transmitancia %

Si-O-Si

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm™)

Figura 29. Espectro FT-IR del biovidrio denominado 45S5 obtenido por el método

sol-gel/microondas.
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4.2.2. Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

El espectro de absorcion UV-Vis a temperatura ambiente de los biovidrios 45S5
se muestra en la Figura 30. Los vidrios se dispersan en agua destilada con una
concentracion de 0.10 gr en 3 ml de agua en una celda de plastico, la cual, se introduce
en el equipo para su andlisis. Debido a la presencia de diferentes componentes en el
material, no se puede apreciar un pico caracteristico de los vidrios y no hay reportes en
la literatura de su comportamiento en el espectro UV-Vis, esto se atribuye a la dificultad
para identificar la presencia de las maltiples fases que presenta el material. El borde de
absorcién es unico a lo largo de todo el espectro. Con este espectro se refuerza la
presencia de los enlaces entre los compuestos que conforman al biovidrio, si bien, no es
posible identificar con exactitud a alguno en especifico, se presentan pequefios picos a la

longitud de onda de los 365 a 371 nm, los cuales se atribuyen a la presencia de NP’s
ZnO.

Vidrios Bioactivos 45S5
3.0

2.5+

—BG

2.0

1.5+

1.0

Absorbancia (%)

0.5+

0.0

T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 30. Espectro UV-Vis obtenido de la caracterizacion de los biovidrios 45S5.
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4.3. Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de zinc (NP’s ZnQO)
4.3.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 31, se muestra el espectro IR de las nanoparticulas de ZnO
obtenidas por el método de quimica verde, el espectro presenta una banda a 618 cm?,
que es una sefial asociada al modo vibracional de tension del Zn-O, lo que confirma que
el material es de hecho 6xido de zinc. Ademas, se aprecian las bandas a 1644, las cuales
son enlaces dobles C=C o C=0. Las bandas a los 843 y 1378 cm™ se atribuyen a los
anillos aromaticos y sus grupos funcionales presentes en los carotenoides de la
zanahoria. La banda que va de los 3000 cm™ a 3500 cm™ se podria asociar a la absorcion
de agua (se identifica enlaces sencillos de hidrogeno con otros elementos). EXisten
reportes de bandas a los 452 cm™ correspondientes a los enlaces Zn-O, sin embargo, no
se muestra debido a que la resolucion del equipo comienza en los 600 cm™ [69].

Nanoparticulas de dxido de zinc (NP’s ZnO)

\ 30 ml de extr. de zanahoria\

C=C
O-H C-H

C-0

c-C

NP’s ZnO

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm™)

Figura 31. Espectro FT-IR de las nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas por el
método de quimica verde.
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4.3.2. Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

El espectro de absorcion UV-Vis a temperatura ambiente de las ZnO-NP se
muestra en la Figura 32. Las nanoparticulas se dispersan en agua destilada con una
concentracion de 0.10 gr en 3 ml de agua, estada solucién se colocd en una celda de
plastico para realizar la medicion de UV-Vis. El espectro revela un pico de absorcion
caracteristico de ZnO a una longitud de onda de 370 nm, que puede asignarse a la
absorcion intrinseca del intervalo de banda de ZnO debido a las transiciones electronicas

desde la banda de valencia a la banda de conduccion [70].

Nanoparticulas de 6xido de zinc (NP’s ZnO)
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Figura 32. Espectro UV-Vis obtenido de la caracterizacion de las NP’s ZnO.

4.3.3. Difraccion de Rayos X (DRX)

El tamafio cristalino y las propiedades estructurales de las nanoparticulas de ZnO
se revelan mediante el uso de Difraccion de Rayos X en polvo. La DRX se lleva a cabo
con radiacion Cu Ka (k = 0.1540 nm) y 2 Theta varia desde 20° hasta 80°. El patron
DRX de nanoparticulas de ZnO obtenidas por una biosintesis a partir del extracto de

Daucus carota (zanahoria) se muestra en la Figura 33. Todos los picos se confirman en
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fase hexagonal de ZnO estructura de wurtzita en comparacion con la tarjeta JCPDS N°
89-7102. El espectro muestra picos bien definidos a 2 theta, 31°, 34°, 36, 48°, 56°, 63° y
68° respectivamente, que eran debido a las difracciones de los planos, (100), (002),
(101), (102), (110), (103), (112), tipico de ZnO en la estructura cristalina tipo wurtzita.
Los picos de difraccion nitidos y estrechos indican que el producto es de naturaleza
cristalina [71]. EI tamafio cristalino medio (D) de las particulas se determind a partir de

la medicion de ensanchamiento de la linea DRX usando la ecuacion de Scherrer.
D =0.89 A/(BCosH) (Ec.3)
Donde A es la longitud de onda (Cu Ka), B es el maximo de ancho en la mitad

del pico presente a la linea ZnO (1 0 1) y 0 es el angulo de difraccion. El tamafio del

cristal calculado de las particulas de polvo es de aproximadamente 14 nm.

Nanoparticulas de éxido de zinc (NP’s ZnQO)
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Figura 33. Patrén de Difraccion de Rayos X en polvo de NP’s ZnO biosintetizadas.
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4.4. Caracterizacion de los materiales compuestos (BG-NP“s ZnO)
4.4.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

En el espectro FT-IR (Figura 34), de los materiales compuestos sintetizados. Se
observan las bandas a los 1000 cm™ y 1100 cm™ que representan a los enlaces Si-O-Si,
caracteristicos de los vidrios bioactivos. Ademas, se aprecia la presencia de una banda
en la region de 618 cm™ del espectro que se asocia al modo vibracional del grupo Zn-O,
esta banda indica la presencia de las NP’s de ZnO. También, se pueden observar las
bandas 600 cm™, 570 cm™, que se asocian a la presencia de enlaces P-O y otras bandas a
1200 cm™ - 900 cm™ que corresponden a la absorcion de los grupos SiO y PO las cuales
estdn presentes en el anterior espectro infrarrojo de los vidrios bioactivos sin la
incorporacion de las nanoparticulas de 6xido de zinc. El hecho de que aparezcan estas
bandas nos indica que el material compuesto sintetizado, tenemos la presencia tanto de
los vidrios como el de las nanoparticulas de ZnO, la variacion en la banda de las

nanoparticulas varia un poco debido a las diferencias de concentraciones.

Compuesto (BG-NP’s ZnO)

Transmitancia %

—BGZnOC

NP’s ZnQ|
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Figura 34. Espectro FT-IR de los diferentes materiales compuestos BG-NP’s ZnO.
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4.4.2. Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

El espectro de absorcion UV-Vis a temperatura ambiente de las ZnO-NP se
muestra en la Figura 35. Las nanoparticulas se dispersan en agua destilada con una
concentracion de 0.10 gr en 3 ml de agua, esta solucion se coloco en una celda de
plastico para realizar la medicion de UV-Vis. El espectro revela un pico de absorcion
caracteristico de ZnO a una longitud de onda de 365 a 370 nm, que puede asignarse a la
absorcion intrinseca del intervalo de banda de ZnO debido a las transiciones electronicas
desde la banda de valencia a la banda de conduccion y se presenta en los 3 compuestos,

lo cual nos indica la presencia de ZnO en los materiales.

Compuestos BG-NP’s ZnO
45
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3.5 ——BG-NP’sZnO B
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1.0 ] \\\
05 g
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Longitud de onda (nm)
Figura 35. Espectro UV-Vis obtenido de los tres compuestos sintetizados (A, By C).

4.4.3. Difraccion de Rayos X (DRX)

En el espectro DRX obtenido del material compuesto C (Figura 36), se observan
claramente los picos de difraccion 26= 31°, 48°, 56°, respectivamente, los cuales se
deben a la difraccion de los planos, (100), (102), (110). Como se confirmé
anteriormente, la aparicién de estos picos corresponde a la fase wurtzita de 6xido de

zinc. Los picos se observan clara y nitidamente, por lo que es posible identificar con
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certeza que corresponden a la fase hexagonal wurtzita de ZnO, lo cual nos indica que la
incorporacion de las nanoparticulas de ZnO, no modificaron su ordenamiento

cristalogréfico al interaccionar con las diferentes fases de los vidrios.

Compuesto C (BG-NP’s ZnO)

6000

(100)

|—— Compuesto C|

5000

4000

(102)

3000

Intensidad (u.a)

2000

(110)

1000 +

0 T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80

2 theta

Figura 36. Espectro DRX del material compuesto C (BG-NP’s ZnO).

4.5. Caracterizacion después de la inmersion en Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)

4.5.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR de los biovidrios y de los materiales compuestos, después de

su inmersion en SBF durante diferentes intervalos de tiempo se muestran a continuacion.

Primero se caracterizaron los materiales que se sometieron a la prueba de
bioactividad en SBF durante el periodo de 7 dias, el cual se muestra en la Figura 37, las
bandas a los 1200 cm™ y 790 cm™, las cuales son correspondientes a la formacion de
grupos fosfato respectivamente y las bandas entre 1300 cm™ y 1450 cm™, que se
atribuyen a la presencia de grupos carbonatos, tuvieron un crecimiento y una mayor

atenuacion, después de haber interactuado con el SBF. El crecimiento de estas bandas
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nos indica la formacién de una capa de apatita sobre la superficie de nuestros materiales.
Ademas, la banda presente entre los 3500 cm™ y 4000 cm™, correspondiente a los
grupos OH, presenta una disminucion, esto, se debe al intercambio ionico entre los

materiales y el fluido [72].

El espectro de los materiales después de haber sido sumergidos en SBF durante
un periodo de tiempo de 14 dias, se muestra en la Figura 38, y al igual que en el espectro
de los 7 dias en inmersion, presento un crecimiento y una mayor definicion en las
bandas de 1200 cm™, 790 cm™, 1300 cm? y 1450 cm™, que corresponden a los grupos
fosfatos y carbonatos (en el caso de las ultimas 2), pero en el espectro de los 14 dias se
presenta un crecimiento mayor con respecto al de los 7 dias, lo cual nos indica que
nuestros materiales siguieron formado una capa de apatita durante el periodo posterior a

los 7 primeros dias en contacto con el SBF.

Por ultimo, se muestra el espectro infrarrojo obtenido de la inmersién de los
materiales en SBF durante el periodo de 21 dias (Figura 39). Al igual que en los
espectros anteriores de la inmersion de los materiales se observa el crecimiento de las
bandas correspondientes a los grupos fosfatos y carbonatos (1200 cm™, 790 cm™, 1300
cm? y 1450 cm™?), producto de la formacion de una capa de apatita en la superficie de
los materiales al entrar en contacto con el fluido fisiologico. Se puede observar que el
material compuesto C (BG-NP’s ZnO 0.22), presenta mejor bioactividad por su
incremento en las bandas de fosfatos y carbonatos, lo que indica que existe una mayor

formacion de apatita en su superficie al entrar en contacto con el SBF.
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7 dias en Fluido Fisiologico Simulado (SBF)
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Figura 37. Espectro FT-IR del vidrio 45S5 y los compuestos (A, B, C) después de 7 dias
en Fluido Fisiolégico Simulado.

14 dias en Fluido Fisiologico Simulado (SBF)
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Figura 38. Espectro FT-IR del vidrio 45S5 y los compuestos (A, B, C) después de 14
dias en Fluido Fisioldgico Simulado.
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21 dias en Fluido Fisiologico Simulado (SBF)
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Figura 39. Espectro FT-IR del vidrio 45S5 y los compuestos (A, B, C) después de 14

dias en Fluido Fisiologico Simulado.
4.5.2. Difraccion de Rayos X (DRX)

Después de haber caracterizado los materiales, posterior a la prueba de
bioactividad en Fluido Fisiolégico Simulado por Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier, determinamos que el compuesto mas bioactivo es el

compuesto C, por lo cual se decidié realizar su caracterizacion por Difraccion de Rayos
X con la finalidad de estudiar su estructura cristalina.

El espectro DRX del compuesto C (Figura 40), muestran la aparicién de los picos
de difraccidn caracteristicos de la HA a los 14 dias de la inmersion en SBF, estos picos
aparecen en 20=26-29°, 31°-33° y 42°-55° [73].

El material compuesto conservo su fase amorfa y la aparicion de los picos
correspondientes a la HA, esto confirma la formacion de la capa de HA sobre el material

al entrar en contacto con el SBF. Ademas, los picos caracteristicos de la nanoparticula
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de 6xido de zinc ya no aparecen tan nitidamente como en el espectro antes de su

inmersion en SBF.

Compuesto C, (14 dias en SBF)
4000

—— Compuesto C|

3000

Intensidad (u.a)

10 20 30 40 50 60 70 80
2 theta

Figura 40. Espectro DRX del compuesto C (BG-NP’s ZnO), después de la inmersion en
SBF.

4.6. Prueba de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los materiales sintetizados, se realiz6 con la
bacteria E. coli, utilizando una concentracion de 20 pg/ml de cada material, primero se
siembra la cepa en las cajas Petri previamente preparadas con caldo LB y Agar, los
discos se sumergieron en la solucién y se colocan en las cajas Petri, se dejan 30 minutos
a temperatura ambiente para la difusion de los materiales, posterior a la media hora, se

introdujeron a la incubadora a 37 °C durante 24 horas para observar su inhibicion.
Como se muestra en la Figura 41, los materiales (BG, A Y B) no presentaron una

inhibicidn, mientras que, el compuesto C, presento una inhibicion de Imm + 0.01 mm.

La poca inhibicion que presenta el material puede deberse a la poca concentracion que
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se utilizd, por lo que se recomienda realizar los estudios con una mayor concentracion de

los materiales.

Las actividades antimicrobianas de los materiales hacia bacterias dependen del
tamafio de particula, concentracion de polvo, morfologia, &rea de superficie especifica,

entre otras.

BG A

Figura 41. Fotografias que muestran la no inhibicion de los materiales (BG, A, B) y la
inhibicion del material (C).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Se sintetizd nanoparticulas de éxido de zinc por el método bioldgico de quimica
verde, las NP’s ZnO mostraron la fase wurtzita de o6xido de zinc, con un tamafo de
nanoparticula de 14 nm. La morfologia y tamafio de particula es el deseado, ya que la
fase hexagonal de tipo wurtzita es la que se reporta en la literatura con mayor

bioactividad.

Es posible sintetizar biomateriales en el sistema cuaternario SiO,-CaO-Na2O-
P,Os y controlar la incorporacion de nanoparticulas metalicas (NP’s ZnO), mediante la
técnica sol-gel asistida con microondas. Los materiales sintetizados presentan las
proporciones elementales deseadas, son principalmente amorfos y poseen una gran area

superficial.

En este trabajo de tesis se han sintetizado y caracterizado, 4 materiales (BG
45S5, BG-NP’s ZnO A, NP’s ZnO B, NP’s ZnO C) con y sin nanoparticulas de éxido de
zinc, obtenidos por el método sol-gel asistido con microondas, con el fin de ser

utilizadas en la reparacion o regeneracion de tejido 6seo.

La incorporacion de nanoparticulas de ZnO a los vidrios bioactivos, nos permite
obtener materiales compuestos con mejores propiedades bioactivas in vitro, en
comparacion a los vidrios puros, tanto en si capacidad de inducir la formacion de apatita

tipo 6sea, como la capacidad de inhibicion antimicrobiana.

Pese a que el procedimiento de sintesis utilizado para la obtencién de estos
materiales demora alrededor de 15 a 17 dias en realizarse, es un proceso reproducible,
facil y confiable a la hora de realizar modificacion. Mediante, el tratamiento térmico por
microondas se logré optimizar el tiempo de sintesis en al menos 1 dia, al reducir el
tiempo de secado del material, el cual se hace normalmente a 500-800 °C durante un dia.
con el horno de microondas convencional toma un maximo de media hora para el

secado.
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Los materiales demostraron ser biocompatibles in vitro, ya que durante la
inmersion en SBF presentaron la formacion de una capa de hidroxiapatita en su
superficie, lo que, segin con lo establecido en 1991 y reportado en la literatura, se

correlaciona directamente con la biocompatibilidad del material.

Con los resultados obtenidos y sumando el hecho que las nanoparticulas de 6xido
de zinc son mas baratas en relacion con las provenientes de otros metales como la plata,
oro Yy titanio, se recomienda continuar con el estudio de la incorporacion de NP’s ZnO

en biomateriales para otorgar propiedades antimicrobianas.

La técnica de microondas se reporta en la literatura que induce la porosidad en
los materiales por lo cual aumenta su area superficial, ademas, la radiacion por
microondas no presento efectos negativos sobre la biocompatibilidad del material, ya
que, en los resultados obtenidos por las diferentes técnicas de caracterizacion, se
comprobd la formacion de una capa de HA similar al hueso en la superficie del material

al entrar en contacto con el SBF.

Después de la caracterizacién por FT-IR de los materiales posterior a la
inmersion en SBF, el compuesto C (BG-NP“s ZnQO) dopado con la cantidad de 0.22 mg
de nanoparticulas de 6xido de zinc, presento una mayor bioactividad que los demas
materiales en la inmersion a los 21 dias en SBF, al presentar bandas mas prolongadas y
definidas de los grupos fosfatos y carbonatos respectivamente.
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