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SÍNTESIS DE BIOVIDRIOS DOPADOS CON Li Y ÓXIDO DE GRAFENO, Y 

CARACTERIZACIÓN DE SUS PROPIEDADES DE REMINERALIZACIÓN Y 

ANTIMICROBIANAS, PARA EVALUAR SU POTENCIAL USO EN EL TRATAMIENTO 

DE ENFERMEDADES ORALES. 

El presente trabajo muestra la síntesis y evaluación del efecto del biovidrio (BG), BG 

dopado con Li (BGLi) y Oxido de Grafeno (GO), sobre procesos de biomineralización; 

además del efecto antimicrobiano contra bacterias asociadas a caries y periodontitis.  

Biovidrios y GO promovieron la precipitación de β-TCP e HA en los ensayos de 

biomineralización, logrando una recuperación de los valores de micro dureza, en tejidos 

dentales, cuando fueron usados biovidrios sobre éstos. Los ensayos antibacterianos, 

mostraron que ambos biovidrios inhibieron el crecimiento de S. mutans y P. gingivalis. 

BGLi presentó una mayor toxicidad contra A. actinomycetemcomitans que BG, con 

concentraciones inhibitorias de 20 mg/mL y 100 mg/mL, respectivamente. El GO, a 0,05 

mg/ml, concentración no citotóxica, también presentó un efecto antimicrobiano. 

Podemos concluir que los biovidrios pueden promover la remineralización de tejido 

dentario, e inhibir el crecimiento de patobiontes orales. La presencia de Li mejora el 

efecto antibacteriano sobre cepas de A. actinomycetemcomitans, sin afectar la 

bioactividad del biovidrio. La adición de GO no entregó mejores resultados, tanto en 

ensayos de biomineralización como en ensayos antibacterianos, al ser comparados con 

biovidrios.  
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CAPÍTULO I. ANTECEDENTES 

1.1 INTRODUCCIÓN. 

     Las cerámicas y los vidrios diseñados para aplicaciones biomédicas han sido 

extensamente estudiados para tratar daños en tejidos duros [1]. Los biovidrios, en 

particular, son biocerámicos, es decir, materiales intermediarios entre un material 

reabsorbible y un material bio inerte. Estos materiales bioactivos pueden intercambiar 

cationes (ejemplo: calcio y sodio) con la solución, produciendo grupos silanoles que, 

después de un proceso de repolimerización, forman una capa superficial rica en sílice, 

bajo condiciones alcalinas.  Este proceso permite cristalizar CaO y P2O5, formados por 

la disolución del vidrio, en una mezcla de estructuras de hidroxiapatita, sobre su 

superficie [2].  

Otro material de interés como biomaterial es el GO, un derivado del grafeno, con una 

gran cantidad de grupos funcionales, entre los cuales destacan ácidos carboxílicos en 

los bordes, y grupos hidroxilos, fenólicos y epóxicos en el plano [3-11]. Estos grupos 

funcionales hacen que el GO sea dispersable en agua, tenga una alta área superficial y 

buenas propiedades mecánicas, físicas, térmicas y eléctricas, entre otras [12]. El GO 

ofrece promisorias aplicaciones en áreas de la biología y la medicina: como agente 

antiviral, antibacteriano [8, 10-12, 14- 18]; de diagnóstico para enfermedades, para el 

desarrollo de biosensores [19, 20], marcadores de células cancerosas [21] y terapia foto 

termal [22]; y como biomaterial para liberación de drogas e ingeniería de tejidos [5, 23- 

25]. Combinado con biovidrios, disminuye la biomineralización [17, 22]. 
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1.2 ESTADO DEL ARTE. 

1.2.1 BIOCERÁMICAS Y BIOVIDRIOS 

Cerámicas y vidrios para aplicaciones biomédicas han generado una revolución desde 

el punto de vista de los biomateriales. Tradicionalmente, estos materiales han sido 

utilizados en muchas aplicaciones en la industria de la salud. Sin embargo, su uso dentro 

del cuerpo humano es relativamente nuevo [1]. Las cerámicas usadas en humanos son 

conocidas como bio cerámicas. Estas han sido utilizadas para reparar estructuras 

dañadas o enfermas, principalmente tejidos duros como huesos y dientes, aunque 

también han sido investigadas para otras aplicaciones [1, 26]. Pueden ser clasificadas 

en bio inertes y bio activas, de acuerdo al método empleado para su procesamiento y a 

la microestructura resultante. Lo anterior, asociado con la distribución de las fases 

desarrolladas en el material [1, 27, 28]. Los materiales bio activos pueden facilitar la 

deposición de iones calcio y fosfato, precipitando en la forma de fosfato de calcio amorfo, 

y formando una nueva capa cristalizada por una reacción con grupos hidroxilo, carbonato 

y fluoruros [29, 30].  

Desde comienzos de los setenta, los vidrios bioactivos han sido usados en ortopedia 

y odontología [31]. Los biovidrios son biocerámicos bio activos; un intermediario entre un 

material reabsorbible y un material bio inerte. Dependiendo del óxido formador 

representativo, presente en su formulación, los biovidrios pueden estar basados en tres 

sistemas: SiO2 (silicato), B2O3 (borato) y P2O5 (fosfato) [1, 27, 32]. De los óxidos 

formadores de vidrios clásicos, propuestos por Zachariesen, los más conocidos como 

óxidos formadores de red son el óxido de silicio (SiO2), y el pentóxido de fósforo (P2O5), 

dando origen a los vidrios de base SiO2, y de base P2O5  [34].  

Originalmente, el biovidrio consistía en un eutéctico ternario (SiO2⎯CaO⎯P2O5). 

Posteriormente se agregó Na2O, que permite aumentar la bioactividad del material y 
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disminuir la temperatura de sinterizado, obteniéndose el biovidrio cuaternario. Además, 

el Na2O permite la formación de una fase cristalina biodegradable, que mejora las 

propiedades mecánicas del material [35].  

El biovidrio 45S5 está formado por una gran cantidad de óxido de calcio (CaO), y 

pentóxido de fósforo (P2O5), en una matriz de silicato de sodio (Na2O-SiO2), con una 

velocidad de disolución rápida y una alta concentración iónica [35]. El biovidrio más 

conocido es el Bioglass®  45S5 (45 SiO2⎯24,5 Na2O—24,5 CaO—6 P2O5 wt.%), que 

presenta el más alto índice de bioactividad reportado [29, 30, 36, 37]. Este es un fundido 

basado en sílice, o un vidrio derivado de gel, caracterizado por un contenido de SiO2 de 

60% o menos, alto contenido de Na2O y CaO, y alta relación CaO: P2O5, igual o mayor 

a 5:1 [26, 27, 30]. Vidrios con una proporción menor de CaO respecto a P2O5 no se 

adhieren a hueso [26].  

El biovidrio 45S5 estimula la osteogénesis y la angiogénesis en modelos 

experimentales con animales [38]. El biosilicato ayuda a acelerar la deposición de una 

capa de hidroxiapatita cuando es aplicado [2, 30, 39]. Los biovidrios tienen en común, 

que dentro de su composición tienen una concentración fija de un 6% de P2O5 [1]. La 

reacción sobre la superficie de los biovidrios libera concentraciones críticas de iones 

solubles Si, Ca, P y Na, que inducen una respuesta intra y extra celular [36]. Esta 

modificación es dependiente del tiempo [1]. 

El biovidrio Bioglass® 45S5 fue el primer biovidrio sintetizado, presentando el mejor 

índice de bioactividad informado, lo que le permite adherirse a los tejidos duros y blandos. 

Los materiales bio activos clase A, como el biovidrio 45S5, son osteogénicos y 

osteoconductivos; mientras los materiales clase B, como la hidroxiapatita, sólo exhiben 

osteoconductividad [36]. La bioactividad de BG, o la tasa de formación de HA después 

de la inmersión en fluido humano simulado (SBF), proporciona información sobre la 
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capacidad de unión entre BG y hueso humano. Gabbai- Armelin y cols [38] observaron 

la formación de HA, tan sólo a las 12 horas de haber sido puesto en contacto el BG con 

la solución salina fosfato tamponada (en inglés phosphate-buffered saline o PBS). 

Sobre la superficie de este biovidrio cuaternario, se forma una capa biológicamente 

activa de hidroxiapatita carbonatada. Esta capa proporciona una interface adhesiva con 

los tejidos [1, 2, 29, 40, 41]. Este fenómeno es conocido como bioactividad, y proporciona 

información sobre la capacidad de unión entre biovidrio y tejidos duros, como hueso, 

esmalte y dentina [1].   

El intercambio iónico entre Bioglass® 45S5 y fluido humano se asocia al pH del medio 

[26]. Este fenómeno consta de 5 etapas, según Hench [1]: 

1. Intercambio de cationes como Na+, con cationes hidrones (H+) o hidronios 

(H3O+). Este intercambio aumenta el pH del medio, debido aumento del 

consumo de H+. 

Si−O−Na + H+ + OH- → Si−O−H+ + Na+ (solución) + OH- 

2. Pérdida de sílice soluble, en la zona del tetrahidróxilo del silicio (Si(OH)4). Al 

aumentar el pH, y por lo tanto la concentración de OH-, hay un ataque al SiO2, 

disolviéndose la sílice, y aumentando la concentración de esta (proceso tiempo 

dependiente). 

Si−O−Si + H2O → Si−OH + OH−Si 

3. Condensación y repolimerización de SiO2. Se produce una capa amorfa, rica en 

SiO2. 

                       O      O                   O        O 
  I      I                             I       I 

       O−Si−OH  +  OH−Si−O  →   O−Si−O−Si−O  +  H2O 
                      I     I        I     I 
                    O   O                O       O 
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4. Migración de Ca2+ y PO4
3- a la superficie del biovidrio, a través de la capa rica 

en SiO2, formando CaO−P2O5− (fosfato de calcio amorfo o ACP, amorphous 

calcium phosphate). 

5. Cristalización de la capa amorfa de ACP, por incorporación del OH-, Na+ y CO3
2-

, formándose HA. La HA permite la adhesión celular [1]. 

La Figura 1, muestra un esquema de las etapas asociadas al fenómeno de 

bioactividad. 

Figura 1. Etapas de lixiviación de vidrios bioactivos, de acuerdo a Hench. Etapa 1: intercambio iónico entre 

biovidrio cuaternario y SBF. Etapas 2 y 3: ruptura enlaces Si–O–Si, formación de grupos Si–OH, re 

polimerización (2Si–OH→ Si–O–Si+H2O). Etapa 4: formación de fosfato de calcio amorfo. Etapa 5: 

cristalización de fosfato de calcio amorfo hasta convertirse en hidroxiapatita carbonatada, que involucra 

captura de iones adicionales como OH-, CO3
2- y Na+.   

 

De las diferentes rutas para sintetizar biovidrios, se enfatiza el método sol-gel [1, 27, 

39], debido a las temperaturas más bajas necesarias para su síntesis, enlaces 

covalentes más fuertes en la red, y mejora en la bioactividad, en comparación con el 

método de fusión [39, 42, 43]. Este método de procesamiento, permite la posibilidad de 

sintetizar materiales híbridos orgánicos- inorgánicos [39].  
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Tienen como principal ventaja, una rápida tasa de reacción superficial; y como 

principal desventaja, fragilidad mecánica y baja tenacidad a la fractura, debido a la 

presencia de una red de vidrio dimensionalmente amorfa [1] 

La disolución iónica de BG permite una buena biocompatibilidad, e incrementa la 

expresión de fosfatasa alcalina (alcaline phosphatase o ALP) desde células 

mesenquimales [44]. Además los BG tienen la capacidad, in vivo, de adherirse al hueso 

(osteointegración) y de inducir formación de nuevo hueso a partir de su superficie 

(osteoconducción) [31]. 

Se han propuesto varias modificaciones en la composición del biovidrio Bioglass® 

45S5 para mejorar sus propiedades y capacidades clínicas, por ejemplo, la adición de 

diferentes cationes para modificar la estructura de la red de silicatos, y ofrecer nuevas 

propiedades y beneficios terapéuticos [2, 29]. Se ha investigado actividades 

antibacterianas de los biovidrios [29], las que aumentan cuando son combinados con 

otras moléculas, como GO [12], o cuando son dopados con elementos como Ce [27] y 

Cu [27, 45- 47]. Propiedades antiinflamatorias se han asociado a BG dopados con Zn 

[27]. También se ha investigado el aumento en las propiedades angiogénicas en BG 

dopados con Co [27, 48- 50] y Cu [27, 45- 47]; osteogénicas en BG dopados con B [27, 

51], Ce [27, 52], Cu [27, 45- 47, 53], Ga [27, 52], Fe [27, 53], Li [27, 55, 56], Mg [27], Zr 

[27, 57], Sr [27, 58, 59], y Zn [27, 60]. En el caso de aplicaciones en terapia periodontal, 

se ha demostrado que BG dopados con Li y Sr estimulan osteogénesis, y 

cementogénesis en el caso de ligamento periodontal [27, 55, 59]. Miguez- Pacheco y 

cols [56], sustituyeron una proporción de Na, por Li, en BG 45S5, demostrando que al 

incorporar Li en un porcentaje de 5%, se vio favorecida la formación de hueso in vivo, y 

demostraron una bioactividad mejorada, con mayor efecto angiogénico y osteogénico, 

muy parecido a los resultados obtenidos cuando se dopan BG con Cu, Co o Sr. Han y 



 - 7 - 

cols [55], observaron que sustituyendo parcialmente iones Ca2+ en un BG terciario, 

dopado con un 5% de Li+, mejora la capacidad de estimular por si solo la proliferación 

celular y diferenciación cementogénica, de células derivadas del ligamento periodontal 

humano (hPDLCs), al activar genes relacionados a señales WNT (AXIN 2 y β- catenina) 

y a señales SHH (SHH y PTCHED1), lo que genera híper reacción en la expresión de 

ALP, osteopontina (OPN) y osteocalcina (OCN); y la expresión relativa de proteína del 

cemento 1 (CEMP1), y de proteína de unión derivada de cemento (cementum- derived 

attachment protein o CAP). 

De los diferentes iones terapéuticos, el litio se ha destacado recientemente como un 

agente dopante en biovidrios, además de su conocido papel como medicamento para los 

trastornos maníaco-depresivos. Los iones de litio pueden mejorar las propiedades del 

biovidrio, tales como su comportamiento angiogénico, osteogénico y cementogénico [27, 

42, 55, 59, 61, 62]. Además, el menor radio iónico del Li+ ayuda a mejorar las propiedades 

mecánicas del vidrio, al compactar la red de silicato y aumentar la dureza y el módulo de 

Young del biovidrio Bioglass® 45S5 [61]. Li+ aumenta además, la densidad de oxígeno, 

lo que resulta en una tasa de disolución más baja de la estructura del vidrio [42], que 

eventualmente generaría una reducción de la bioactividad del material, pero retardaría la 

degradación del biovidrio. 

Los biovidrios también pueden presentar un comportamiento antimicrobiano [63]. Los 

diferentes iones liberados pueden aumentar el pH del medio, matando bacterias, un 

proceso asociado al área de superficie del biovidrio [32, 42]. Otro mecanismo estaría 

relacionado a las estructuras catiónicas liberadas desde los biovidrios, que pueden 

reaccionar con los grupos fosfato y éster de las membranas lipídicas celulares, a través 

de interacciones electrostáticas e hidrófobas [64, 65]. Una estrategia adecuada para 

aumentar el comportamiento biocida del BG es a través de la adición de iones metálicos 
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como plata y cobre [53, 66]. El ion de litio también se puede usar como agente 

antibacteriano en biovidrios [42], aunque se ha estudiado mucho menos. 

Se han combinado BG con polímeros naturales, como colágeno, en la confección de 

andamios, demostrando mejorar la mineralización cuando son colocados en SBF, 

comparados con el colágeno solo, e incrementan el metabolismo y la actividad de la 

fosfatasa alcalina (ALP) en células pre osteoblásticas murinas o MC3T3 [48]. Al ser 

relacionados a polímeros sintéticos como PGLA, PDLLA o PHB, mejoran sus 

propiedades mecánicas, aprovechándose su características de degradación in vivo [31, 

36, 59]. Zhang y cols (59) observaron que al incorporar BG en esponjas de poliuretano, 

su resistencia compresiva aumentaba ~ 170 veces.  

En el caso de BG combinados con GO, Shih y cols [12] reportaron una ligera 

disminución de la bioactividad, sugiriendo que el GO reduce la bioactividad del BG. La 

causa de este comportamiento estaría relacionada en primer lugar a la incapacidad del 

BG de liberar iones Ca y P, debido a la presencia de GO en la superficie del BG, lo que 

evitaría la súper saturación del SBF; y, en segundo lugar, a que el GO absorbe iones Ca 

y P desde el SBF, y este efecto podría retardar la formación de HA sobre la superficie de 

BG, con reducción de la bioactividad. Otro estudio, establece que el GO incrementa el 

efecto antibacteriano del BG y actúa como factor de diferenciación celular y de 

crecimiento de células troncales a osteoblastos [67]. 

Wu y cols [68] demostraron que ß- TCP dopado con GO estimula la proliferación y 

diferenciación de  hBMSCs in vivo, asociado a señal WNT, que probablemente es 

inducida a través de la interacción de grupos bioactivos (como hidroxilos y carboxilos), y 

absorbancia de proteínas. Fabbri y cols [69] desarrollaron andamios de BG 45S5, 

cubiertos con GO, mediante método sol gel, demostrando que el GO no afecta la 

bioactividad del BG, y no demuestra efecto citotóxico sobre células MG63.  
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A pesar de lo anteriormente mencionado, respecto a la bioactividad y al 

comportamiento antibacteriano del BG y de sus compuestos dopantes, existen pocos 

estudios asociados con propiedades biomineralizantes sobre tejidos duros dentales [70- 

72], o con su desempeño antibacteriano contra patobiontes asociados con 

enfermedades orales prevalentes [63, 73]. En particular, estudios relacionados a iones 

de litio solos o en biovidrios dopados con este ion no han sido reportados para 

aplicaciones dentales antibacterianas. 

 

1.2.2 OXIDO DE GRAFENO 

El óxido de grafeno es un nano material que deriva del grafito. Es una lámina de 

átomos de carbono de un átomo de espesor, unidos por enlaces sp2 [9, 14- 16, 19- 22], 

con un arreglo espacial hexagonal, y una distancia entre C-C de 0,142 nm [9, 15, 16, 22] 

(Figura 2). Es un material muy versátil, con aplicaciones en electroquímica y en sistemas 

biológicos [15, 19- 22, 74- 79]. Se sintetiza a partir de la oxidación de polvo de grafito, el 

que se obtiene fácilmente y a un bajo costo [12, 77- 79]. Contiene una gran cantidad de 

grupos funcionales, entre los cuales destacan ácido carboxílicos en los bordes, e 

hidroxilos, fenólicos y epóxidos en el plano [4- 6, 8- 11, 17], lo que le permite al GO ser 

dispersable en agua, poseer una extremadamente alta área superficial y tener buenas 

propiedades mecánicas, físicas, térmicas y eléctricas, entre otras propiedades [4- 6, 8, 

9, 12, 14, 17- 20, 22, 25, 67, 76, 79, 80].  

Se ha demostrado que el GO mejora las propiedades mecánicas y térmicas de 

matrices poliméricas, con mínimas concentraciones, aumentando la resistencia y 

estabilidad mecánica [10, 11, 13, 25, 81, 82]. 
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Figura 2. Esquema molécula GO. A. Carbono sp2; B. Grupo hidroxilo; C. Grupo epóxido; D. Grupo 

carboxilo.  

 

El GO ha demostrado ser menos citotóxico comparado con su variedad reducida (rGO) 

o comparado con otros alótropos del carbón como nano tubos de carbono (CNT) [14, 15, 

74, 83].  

GO ha sido usado como soporte para dispersar y estabilizar varios nanomateriales, 

como metales, óxidos metálicos, polímeros, y sus compuestos, con alta eficiencia 

antibacterial debida a un efecto sinérgico [15]. GO combinado con polímeros ricos en 

electrones π permite una dispersión alta. Muchas matrices poliméricas, como poli-N-vinil 

carbazol (PVK), quitosano (CS), y poli lisina (PLL) ha sido usados para fabricar híbridos 

antibacterianos para disminuir la viabilidad bacteriana [15]. 

La acción antibacteriana del grafeno involucra efectos tanto físicos como químicos 

[15, 16]. Es importante considerar las propiedades físico químicas del GO, como tamaño, 

carga superficial, estado de la partícula, grupos funcionales superficiales y precursores 

residuales, que tienen una influencia significativa sobre la actividad biológica y citotóxica 

[74]. Cuatro mecanismos han sido reportados [12, 15, 16], relacionados con la actividad 

antibacteriana del GO: (i) perforación de la membrana celular, (ii) extracción de 

fosfolípidos, (iii) captura y envoltura de micro organismos, y (vi) estrés oxidativo. El 
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primero y el cuarto mecanismo han sido los más estudiados para explicar la inhibición 

bacteriana.  

La perforación de la membrana bacteriana es debida a la acción de los bordes agudos 

de las láminas de GO [9, 12, 15, 16]. Estos bordes cortan la membrana celular bacteriana 

formando poros, que llevan a un desbalance osmótico y muerte bacteriana [8, 12, 15, 

16, 67, 84]. Cuando el GO forma parte de un material compuesto, este efecto se 

explicaría por la exposición parcial del mencionado nano material de relleno, inmerso en 

la matriz polimérica [10, 11, 19]. 

En relación al daño bacteriano por estrés oxidativo, este se explicaría por la 

generación de especies oxígeno reactivas (reactive oxigen species o ROS), transferencia 

de cargas, u oxidación directa de los componentes celulares, mediado por el GO [12, 

15]. La superficie del GO tiene numerosos defectos o vacancias de oxígeno, que pueden 

actuar como sitios, que ofrecen moléculas de agua para producir ROS, como, por 

ejemplo, radicales hidroxilos. Las ROS transforman la membrana y dañan el DNA de la 

bacteria, llevándola a la muerte [9, 12, 15]. Transferencia de carga es considerada otra 

forma de estrés oxidativo inducido por grafeno [15]. La carga superficial y el estado de 

agregación influye en la citotoxicidad del GO [12, 15]. Se ha propuesto que la trasferencia 

de electrones desde la membrana microbiana al grafeno contribuye a la actividad 

antibacteriana, más que el daño mediado por ROS [15].  

La presencia de GO cambia la topografía de la superficie de un material compuesto, 

incrementando la aspereza y modificando su humectabilidad [8, 19]. Se ha propuesto 

que una estrategia para la creación de superficies antibacterianas pasa por modificar las 

superficies de los materiales y hacerlas químicamente hidrofílicas [16]. Al formar parte 

de un compósito, el GO produce un aumento de la hidrofilicidad en polímeros alifáticos, 

lo que podría explicarse por la interacción de enlaces hidrógeno entre los grupos 
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funcionales del GO (que contienen oxígenos) y el agua, disminuyendo la tensión 

superficial del material, e incrementando el comportamiento amfifílico de la superficie del 

compósito, comparado con el polímero solo [19]. Esto afecta la adhesión de las bacterias 

a la superficie del material, ya que éstas son más afines a superficies hidrofóbicas, siendo 

rápidamente eliminadas por el sistema inmune [16, 85]. Para que las bacterias puedan 

adherirse a la superficie de un polímero o material compuesto, debe haber un 

desplazamiento del agua absorbida, por lo que si la superficie está altamente hidratada, 

esto será termodinámicamente desfavorable, ya que se requerirá de mucha energía para 

desplazar el agua, y esto hará muy difícil que las bacterias puedan ser atraídas hacia la 

superficie del material [85]. De acuerdo a la teoría DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey y 

Overbeek) la adsorción sobre superficies hidrofóbicas es rápida y posee fuerzas de 

enlace fuertes, mientras que la adhesión a superficies hidrofílicas es débil y reversible, 

debido a que se generan distancias de separación mayores entre las bacterias y la 

superficie del material, lo que produce remoción bacteriana por fuerzas débiles o 

desorción espontánea de éstas [86]. 

Otro factor que puede influir en la adhesión bacteriana es la carga de la superficie del 

material, que por diferentes fenómenos como disolución iónica, adsorción iónica o 

ionización de la superficie, pueden generar la carga positiva o negativa de la superficie, 

asociado principalmente a pH [10- 12]. En materiales poliméricos que son hidrofóbicos 

esto no es tan relevante, adquiriendo importancia cuando al agregar un relleno, como el 

GO, se vuelven hidrofílicos [10, 11, 86]. La carga superficial, se mide en relación al 

potencial zeta (ζ). En el caso de GO este es negativo (ζ-), tanto en agua, como en SBF 

y en medios de cultivo celulares, lo que indica similar contenido de oxígeno. Si la fuerza 

está aumentada, permitirá una interacción con fosfolípidos de las membranas celulares 

cargadas positivamente, facilitando su interacción [74]. Como resultado, los fosfolípidos 
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de la bacteria son extraídos por el GO, generando un efecto antibacteriano [8, 12, 15]. 

La extracción destructiva de moléculas de fosfolípidos combina la inserción y destrucción 

de la membrana, y la extracción destructiva de moléculas de lípidos, contribuyendo a la 

actividad antibacteriana del grafeno [15, 84].  

Cuando el GO interactúa con polímeros, el incremento de la hidrofilicidad del material 

compuesto creado permite adhesión y proliferación celular [9, 13, 14, 19, 86]. Liu y cols 

[14] plantean que la presencia de grupos hidrofílicos contribuyen a una mejor 

biocompatibilidad de las láminas de GO. La alta hidrofilicidad de la superficie de un 

material compuesto, combinado con GO, favorece la adhesión de vitronectina y permite 

la mantención de la funcionalidad de la fibronectina [19]. Se ha demostrado que la 

funcionalización de GO para distintas moléculas bioactivas como dopamina y 

carragenina, que tienen grupos catecoles y sulfatos respectivamente, pueden generar 

que estos grupos cargados imiten a las proteínas presentes en la matriz extracelular 

(ME), para inducir mineralización [67]. Rodríguez- Lozano y cols [87], sugieren que la 

combinación de células troncales dentales humanas, fibroína (proteína de la seda) y GO, 

tiene un fuerte potencial para ser usado en terapia periodontal regenerativa, 

particularmente de tejidos que conforman el periodonto de inserción.  

Mientras algunos estudios señalan que las partículas en suspensión de GO pueden 

ser tóxicas para células humanas, animales y bacterianas [14, 20], otros estudios 

señalan que el GO presenta toxicidad dosis-dependiente sobre fibroblastos humanos o 

células sanguíneas en una dosis mayor a 50 µg/mL [14, 23, 74, 79, 88, 89]. Chang y cols 

[90] demostraron que el GO tiene buena cito compatibilidad sobre células A549, incluso 

con concentraciones de 200 µg/mL. Li y cols [17] demostraron que la presencia de GO 

en compuestos con HA estimula la proliferación celular, cuando es usado como 

recubrimiento de superficies de Titanio. Similares resultados se han observado en 
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relación a adhesión y proliferación de células de mamíferos. 

Incluso si el GO es citotóxico, materiales basados en GO deberían no ser citotóxicos, 

sugiriendo que deberían ser aplicados en bio sistemas en el futuro, sin mayores 

inconvenientes [7]. Song y cols [91] demostraron que la adhesión de una concentración 

moderada de GO (0,3 y 0,5 wt%), a un andamio de PCL, tiene una mejora apreciable en 

la cito compatibilidad para células mesenquimales de médula de ratón (mMSCs) y para 

feocromocitoma (PC12-L), permitiendo adhesión, proliferación y crecimiento celular. 

Además, ha demostrado efecto antibacteriano tanto solo, como asociado a materiales 

como carnosina, indiocianina verde, hidroxiapatita, quitosano y nano partículas de plata, 

sobre cepas de S. mutans [92- 94]. En particular, presenta propiedades antimicrobianas 

en contra las bacterias responsables de la caries [92]. 
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1.3 HIPÓTESIS 

Vidrio bioactivo (BG), dopado con Li 5% (BGLi), y mezclado con GO, favorecen la bio 

mineralización de tejidos duros de origen dental, e inhiben el crecimiento de bacterias 

relacionadas con las enfermedades orales más prevalentes: caries y enfermedad 

periodontal. 

 

1.4 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la incorporación de litio en un vidrio bioactivo, y el efecto de la 

presencia de GO, sobre su capacidad remineralizante de esmalte dental; así como sobre 

la actividad antibacteriana frente a bacterias asociadas a caries y periodontitis.  

 

1.5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1. Sintetizar y caracterizar BG y BGLi, generados por un método sol-gel. 

2. Sintetizar y caracterizar GO, preparado mediante un método de exfoliación de 

Hummers y Offeman modificado. 

3. Evaluar el desempeño del BG y del BGLi, combinado o no con GO, en los 

procesos de remineralización de esmalte dental, como partículas o mezclados con 

un poliéster alifático (policaprolactona) 

4. Evaluar la capacidad antimicrobiana del BG y del BGLi, combinado o no con óxido 

de grafeno, sobre S. mutans, patobionte representativo de caries, y sobre A. 

actinomycetemcomitans y P. gingivalis, patobiontes representativos de 

enfermedad periodontal. 
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CAPÍTULO II. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

 

2.1 SÍNTESIS DE MATERIALES UTILIZADOS EN EL ESTUDIO 

 

2.1.1 SÍNTESIS DE BG Y BGLi 

Los biovidrios fueron sintetizados por un proceso sol-gel, como se ha reportado 

anteriormente [35], usando Tetraetil ortosilicato (Aldrich, 98%), trietilfosfato (Aldrich, 

99,8%), nitrato de sodio (Riedel-de Häen, 99,5%), nitrato de calcio tetra hidratado (Merck, 

99%) y nitrato de litio (Merck 99,9%), de acuerdo a las concentraciones que se detallan 

en la Tabla 1. Ácido nítrico (Merck, 65%) 0,25 M, fue usado como catalizador. Para el 

biovidrio puro (BG), 42,7 mL de TEOS fueron agregados por goteo, dentro de 76 mL de 

una solución de NHO3 0,25 M. Después de cuarenta y cinco minutos, 1,9 mL de TEP 

fueron agregados por goteo. Los nitratos fueron añadidos en el siguiente orden y lapsos 

de tiempo: 45 minutos después del TEP, nitrato de sodio fue agregado; luego, después 

de 45 minutos, nitrato de calcio tetra hidratado fue adicionado. La solución final fue 

agitada por 60 minutos. Para BGLi, la cantidad de Ca(NO3)2*4H2O, usada para biovidrio 

puro, fue reducida proporcional a la cantidad de LiNO3 incorporado, como se informó 

anteriormente para biovidrios ternarios [55]. En este caso, 45 minutos después del nitrato 

de calcio tetra hidratado, nitrato de litio fue agregado, y la solución final fue agitada 60 

minutos. La solución resultante (pH = 1) fue depositada en un horno (VTR 5022. 

Instrumento Haraeus) por tres días a 60 °C. Posteriormente, se dejó durante dos días en 

el mismo horno a 130ºC, para finalizar el proceso de gelificación y eliminar el agua. Los 

biovidrios se sometieron a tratamiento térmico (Thermolyne Small Benchtop. Thermo 

Scientific) a 700ºC (0,5ºC / min hasta alcanzar 200ºC, y 2ºC / min hasta alcanzar 700ºC) 

y luego se dejaron enfriar lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente, en orden 
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a estabilizar la estructura. Finalmente, las partículas fueron sometidas a molienda en un 

mortero analítico (Pulverisette 6. Oberstein Alemania) y tamizadas hasta obtener 

partículas de menos de 38 μm. Los polvos de BG y BGLi obtenidos fueron caracterizados 

mediante técnicas DRX, SEM y BET. Mediciones morfométricas de las partículas fueron 

realizadas usando programa Image J. 

 

Tabla 1. Composición BG y BGLi.  

Reactivos Si(OC2H5)4 OP(OC2H5)3 Na(NO3) Ca(NO3)2*4H2O LiNO3 

BG 
Concentración 

(%) 
46,1 2,6 24,4 26,9 - 

BGLi 
Concentración 

(%) 
46,1 2,6 24,4 21,9 5 

 

 

2.1.2 SÍNTESIS DE GO 

Se utilizó una modificación a la técnica de Hummers [77] , a partir de la combinación 

de la técnica propuesta por Marcano y cols. [78] para oxidación de grafito, y los 

procedimientos de purificación de GO propuestos por Cruz- Silva y cols. [95]. El H2SO4 

(Merck 98%) y el H3PO4 (Emsure 85%), en una razón de 9:1 (360:40 mL), fueron 

mezclados en agitador magnético a 200 rpm y a 50 ºC. A esta mezcla se agregaron 3 

grs. de grafito (Merck, 1 wt % equivalente) y posteriormente 18 grs. de KMnO4 (Emsure, 

Merck, 6 wt % equivalente). El KMnO4 fue agregado en pequeñas cantidades y en 

intervalos de tiempo (1 gr. o 1,5 gr cada 10 minutos), para evitar una reacción 

excesivamente exotérmica, asegurar la correcta interacción con el grafeno y permitir la 

oxidación de las partículas exfoliadas por acción de los ácidos. Una vez incorporado 
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completamente el KMnO4, la solución resultante se mantuvo en agitación constante 

hasta completar 12 horas. Transcurrido el tiempo de agitación, la solución se dejó enfriar 

hasta llegar a temperatura ambiente. Luego, fue vertida en un vaso conteniendo 

aproximadamente 400 mL de hielo, y 30 mL de H2O2 al 30% (Kadus, 10 volúmenes). La 

solución resultante se dejó en reposo durante 12 horas, para lograr que se neutralizara 

completamente el KMnO4, y el GO resultante, de color naranjo, decantase (Figura 3). 

 

Figura 3. Síntesis GO mediante método modificado en base a dos ácidos: A. Incorporación de H2SO4 y 

H3PO4 (relación 9:1); B. Incorporación de grafito; C. Incorporación KMnO4; D. Vertido solución en vaso con 

hielo y H2O2 al 30%; E. Decantado; F. Eliminación sobrenadante y rescate GO. 

 

Luego de ser separado del sobrenadante, el barro de GO fue lavado, de acuerdo al 

siguiente protocolo: primero, el barro de GO fue dispersado en 1 L de H2SO4 5 wt%. Esta 

dispersión fue sometida a agitación mecánica por 15 minutos, y luego, centrifugada a 

4000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado y el sedimento obtenido fue 

sometido a tres nuevos ciclos de lavado y centrifugado, pero esta vez con agua destilada 

pura. Mientras el ácido es lavado y removido, el GO se expande [95]. Se obtuvo 

finalmente un barro homogéneo de color anaranjado (Figura 4).  

El último proceso fue la separación entre GO y óxido de grafito. El barro obtenido fue 

dispersado en 1 L de agua destilada. Luego, se sometió a centrifugado a 4000 rpm por 

tres minutos. El sobrenadante obtenido, fue sometido a un nuevo ciclo de centrifugado, 
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pero esta vez a 6000 rpm por tres horas. Finalmente, el sedimento obtenido fue separado 

del sobrenadante y posteriormente almacenado.  

Figura 4. Proceso de lavado y separación de GO, mediante centrifugado.  

 

El GO obtenido fue depositado en una placa Petri y secado a temperatura ambiente 

por una semana. Finalmente, fue llevado a molienda manual en mortero de ágata, con 

el fin de obtener un polvo. Para una cantidad de 3 gramos de grafito, se obtuvo 0,81 gr 

de polvo de GO altamente funcionalizado (27 % de rendimiento). Los polvos de GO 

obtenidos fueron caracterizados mediante técnicas DRX, XPS, FTIR y SEM.  

 

2.2 CONFECCIÓN DE MATERIALES COMPUESTOS, USANDO PCL. 

Los materiales utilizados fueron: Policaprolactona (C6H10O2)n, Mn promedio 80000, PD 

< 2 (Sigma-Aldrich Co. LLC); BG y BGLi (previamente sintetizados) y GO (previamente 

sintetizado).  

Los materiales compuestos fueron preparados en una mezcladora de dos rodillos 

(Brabender Cutler Hammer, Series A1, E50DR1). Se mezclaron 34 gr de materiales, por 

un período de 10 minutos, a una temperatura de 100ºC y a 50 rpm. Mediante el uso de 

una prensa hidráulica, se confeccionaron láminas, las que fueron recortadas para 

obtener pellets. Los pellets fueron procesados en una prensa a una temperatura de 

100ºC. Se utilizaron platinas calibradas para obtener placas de 1 mm de espesor, 

utilizando aproximadamente 18 gr de material compuesto.  
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A partir de las placas calibradas obtenidas, se confeccionaron cuadrados de 1 cm2 de 

área. 

 

2.3 ENSAYOS DE BIOACTIVIDAD 

 

2.3.1 ENSAYO DE BIOMINERALIZACIÓN ESTÁNDAR SOBRE TABLETAS. 

La evaluación estándar de bioactividad se realizó en base al método de Kokubo, para 

estudiar la formación de especies en la superficie de tabletas preparadas, a partir de los 

biovidrios sintetizados, combinados o no con GO, luego de la inmersión de éstas en fluido 

corporal simulado (Simulated Body Fluid o SBF) [96, 97]. Las tabletas fueron preparadas 

compactando 0,25 gramos de los productos previamente tamizados, en una prensa 

hidráulica (CrushIR Digital Hydraulic Press, PIKE Technologies), por dos minutos. Seis 

tabletas fueron preparadas por muestra: dos como control negativo, mantenidas sin 

inmersión (tiempo 0); dos para ser inmersas en SBF por un día (tiempo 1); y dos para 

ser inmersas en SBF por 14 días (tiempo 14).  

La inmersión en SBF fue llevada a cabo en un agitador con termostato, a 37ºC y 60 

rpm, como se reportó previamente [98]. Una vez retiradas, las tabletas fueron lavadas 

con acetona y posteriormente secadas y almacenadas. Se midió el pH de la solución de 

SBF asociada a cada biovidrio o combinación de éstos con GO, y se comparó con un 

control negativo (SBF sin tabletas). Las tabletas fueron analizadas, posterior al ensayo, 

mediante DRX, SEM y EDS. 
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2.3.2 BIOMINERALIZACIÓN SOBRE SUPERFICIE DE MATERIALES 

COMPUESTOS. 

Este ensayo fue realizado utilizando SBF. Se utilizaron trozos de materiales 

compuestos de 1x1x0,1 cm, confeccionados combinando PCL con los materiales 

sintetizados (BG, BGLi y GO). Seis muestras fueron preparadas: dos como control 

negativo (tiempo 0); dos para ser inmersas por 1 día (tiempo 1); y dos para ser inmersas 

por 56 días (tiempo 56), con intercambio de SBF cada 7 días.  

Las muestras sumergidas en SBF se mantuvieron bajo agitación en termostato a 37ºC 

y 60 rpm. Una vez retirados, los trozos de materiales compuestos fueron lavados con 

acetona, secados, etiquetados y almacenados. El pH de la solución fue también medido 

desde la solución de SBF asociada a cada muestra sumergida, y se comparó con un 

control negativo (SBF sin materiales). Las tabletas fueron analizadas mediante DRX, 

SEM y EDS. 

 

2.3.3 BIOACTIVIDAD IN VITRO, A TRAVÉS DE ENSAYO DESMINERALIZACIÓN- 

REMINERALIZACIÓN, SOBRE ESMALTE DENTARIO. 

El protocolo para el ensayo in vitro de bioactividad se basó en el modelo propuesto 

por Zero y cols. [99], que involucra el uso de dientes, previamente desmineralizados por 

acción de bacterias. Por limitaciones asociadas a la cantidad de dientes disponibles para 

este ensayo, se evaluó solamente el efecto de BG y BGLi sobre tejidos duros, no siendo 

considerado el uso de GO. 

Los dientes (terceros molares de pacientes apropiadamente informados) fueron 

cortados en porciones rectangulares de 10x1x2 mm, usando una recortadora (SYJ-150 

Low-Speed Diamond Saw, MTI Corporation), y pulidos con discos 3M™ Sof-Lex™ (3M 

Center, St. Paul, MN 55144-1000) hasta obtener una apariencia especular. Los dientes 
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pulidos fueron cubiertos con un barniz de uñas comercial (Colorama Maybelline LCC), 

para protegerlos contra la desmineralización (exceptuando la cara vestibular de esmalte 

para la prueba de bioactividad in vitro), etiquetados y almacenados dentro de tubos de 

centrifugado Eppendorf. El esmalte de la cara vestibular de cada uno de los dientes fue 

dividido en tres zonas, nombradas A, B y C (Figura 5), para las posiciones media, coronal 

y cervical, respectivamente. El tercio medio fue usado como control no tratado (zona A), 

y cubierto con barniz de uñas comercial, antes de la desmineralización in vitro; mientras 

los tercios coronal (zona B) y cervical (zona C) fueron expuestos al proceso de 

desmineralización in vitro. La zona B fue cubierta, una vez terminado el ensayo de 

desmineralización, con barniz de uñas y el tercio cervical (C) permaneció descubierto 

durante el ensayo de remineralización. La Figura 5 muestra un diagrama explicando este 

protocolo. 

En las pruebas de desmineralización in vitro, los dientes fueron inmersos, primero en 

agua destilada durante 30 minutos, y luego en 2 mL de saliva purificada (filtrada y 

esterilizada por UV) por 30 minutos. Después, los dientes fueron agregados dentro de 

soluciones conteniendo S. mutans, para producir la desmineralización de las zonas B y 

C, desmineralización asociada al crecimiento de las bacterias sobre la superficie de los 

dientes [100]. En detalle, los dientes fueron inmersos en placas de cultivo, conteniendo 

2 mL de una solución con 9 partes de BHI (Brain Heart Infusion 53286. Millipore), 1 parte 

de una solución de alta pureza al 10% de sacarosa (100 g/L, usando sacarosa con una 

pureza superior al 95%, de Sigma-Aldrich, y agua destilada) y 0,5 parte de una solución 

de S. mutans ATCC 25125 en TSB a 1 Mc Farland (medido a 560 nm), y agitado durante 

36 horas a 37 °C. Después, los dientes fueron inmersos en una solución con 2 mL de 

BHI y 0,2 mL de una solución de sacarosa al 10% por cinco minutos. Entonces, los 

dientes fueron lavados con suero fisiológico (0,9%) y luego introducidos dentro de una 
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solución con 0,2 mL de solución de glucosa al 10% (100 g/L, usando glucosa con una 

pureza superior a 99,5%, de Sigma- Aldrich, y agua destilada) y 1,8 mL de BHI. Cada 3 

horas, las muestras fueron retiradas e introducidas dentro de suero fisiológico por 5 

minutos y nuevamente reingresadas en la solución de glucosa. Este proceso se repitió 4 

veces al día y al final de la cuarta vez, las soluciones fueron puestas dentro de una estufa 

en condiciones capnofílicas toda la noche. Este proceso se repitió durante 3 días. 

Después, las muestras fueron removidas, lavadas con clorhexidina al 0,12 %, agua 

desionizada y escobilla suave. Finalmente, la zona B fue cubierta con barniz de uñas 

comercial. 

En el ensayo de remineralización in vitro sobre la zona C, los dientes fueron 

distribuidos de manera aleatoria en tres grupos, dependiendo del protocolo usado: Grupo 

1: los dientes fueron inmersos dentro de saliva artificial por 15 días sin ninguna 

intervención (control); Grupos 2 y 3: el mismo procedimiento que en el grupo 1, pero las 

muestras fueron removidas desde la saliva dos veces al día, para introducirlas en barros 

de BG y BGLi respectivamente, en una concentración de 200 mg/mL, por 10 minutos. 

Una vez concluido el ensayo, el barniz protector fue removido desde A y B usando 

acetona. Las muestras de cada grupo fueron preparadas y sometidas a análisis.  

Las muestras fueron caracterizadas por micro dureza Vickers (HV) (Duramin 

microhardness tester, Struers) [101], SEM, EDS y DRX. En el caso de la determinación 

de micro dureza, las mediciones se repitieron cinco veces sobre cada superficie 

vestibular de esmalte, correspondientes a: tercio medio (inicial), tercio coronal (dureza 

post desmineralización) y tercio cervical (dureza post remineralización). La micro dureza 

Vickers fue desarrollada con una carga de fuerza 1,941 N, durante un tiempo de 10 s.  

 

 



 - 24 - 

Figura 5. Ensayo de desmineralización-remineralización in vitro, sobre la superficie de esmalte dental.  

 

 

2.4 ENSAYO ANTIBACTERIANO. 

El efecto antibacteriano fue determinado por concentración mínima inhibitoria (MIC), 

a través del método de dilución sucesiva. Cepas puras de bacterias obtenidas desde 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) fueron usadas: S. 

mutans ATCC 25175, P. gingivalis ATCC 33277 y A. actinomycetemcomitans ATCC 

43718-serotipo b. Debido al alto número de bacterias en las soluciones, las diluciones se 

llevaron a cabo para alcanzar concentraciones que permitieran las mediciones por 

conteo de bacterias. Cepas de bacterias fueron cultivadas en 3 mL de caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) para S. mutans, caldo BHI más suero equino al 10% para A. 
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actinomycetemcomitans, y caldo BHI más hemina menadiona para P. gingivalis 33277, 

por 48 horas a 37ºC. Para estos cultivos, un inóculo fue tomado y ajustado a una 

absorbancia de 0,125 Å (560 nm) en 3 mL de caldo, equivalente aproximadamente a 1,5 

x 108 CFU / mL, en el caso de S. mutans y A. actinomycetemcomitans; y 3 x 108 CFU / 

mL, en el caso de P. gingivalis. Estos caldos ajustados fueron expuestos a diferentes 

concentraciones de los productos: BG y BGLi (5, 10, 20, 50, 100 y 200 mg/mL) y GO 

0,05 mg/mL, y agitados por 15 segundos a 2000 rpm. Fueron usados un control negativo 

(caldo ajustado con bacterias, pero sin materiales) y un control positivo (Solución 

bacteriana con clorhexidina al 0,12%). Un inóculo de 100 μL fue extraído desde cada 

caldo, siendo mezclado con 900 μL de PBS (Phosphate Buffered Saline) estéril. Cepas 

de S. mutans y A. actinomycetemcomitans fueron cultivadas en placas agar TYC y TSBV 

respectivamente, en un ambiente de capnofilia, por 48 horas a 37ºC. En el caso de cepas 

de P. gingivalis, éstas fueron cultivadas en placas de agar sangre hemina menadiona por 

siete días, en un ambiente anaeróbico a 37ºC. Diluciones seriales fueron obtenidas por 

muestra (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5). 

Imágenes digitales fueron obtenidas desde las placas y las colonias bacterianas 

fueron contadas, las que fueron procesadas en el programa Image J. Para obtener el 

número de Unidades Formadoras de Colonias (CFU/mL) de cada muestra, la siguiente 

ecuación fue usada:  

𝐶𝐹𝑈/𝑚𝐿 =  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎

/( 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑎 (𝑉𝑃) ∗  𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 (𝐹𝐷) ) 

Se compararon las diferentes diluciones para establecer si éstas se aproximaban a 

las otras. Los datos obtenidos desde el análisis fueron expresados en log10 CFU/mL. 

Para cada muestra, el pH también fue medido.  
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2.5 SEM y EDS. 

Las superficies expuestas a ensayos de biomineralización fueron caracterizadas con 

un equipo FEI Quanta 250 FEG-SEM (ThermoFisher Scientific). Para este test, las 

muestras fueron sometidas a deshidratación y secado de punto crítico, montadas bajo 

un vidrio de magnificación estereoscópica y metalizadas por oro.  

El análisis EDS fue realizado usando el programa eZAF Smart Quant, con un voltaje 

de 20 kV, una resolución de 122,8 eV y un tiempo de 100 s. Para cada muestra, un área 

representativa fue usada para análisis EDS (alrededor de 5,0 x 4,0 m). El objetivo del 

análisis EDS, junto con la caracterización química de las muestras sintetizadas, fue 

estimar la composición y tipo de estructuras de apatita formadas sobre las superficies de 

las tabletas, los materiales compuestos y los dientes, antes de la desmineralización y 

después de la remineralización, por ejemplo, la relación entre Ca y P. Los resultados 

EDS, obtenidos desde las muestras de dientes tratadas, fueron comparados con un 

diente con una composición conocida.  

Las partículas de BG, BGLi y GO fueron caracterizadas con un equipo Jeol JSM-IT3LV 

(McCrone Microscopes & Accesories, 850 Pasquinelli Drive WI 60559, USA) en alto 

vacío, con un voltaje de 26 kV, y un tiempo de 40 s. 

 

2.6 DRX. 

Para la difracción por rayos X (DRX), un difractómetro D5000 X-Ray (Siemens) fue 

usado, usando radiación k Cu (a 40 kV y 30 mA). Los datos fueron recolectados sobre 

un rango de 2º = 2º- 80º, usando un tamaño de paso de 0,02º y un tiempo de conteo de 

19 s por paso. El análisis DRX de los materiales sintetizados fue realizado usando los 

polvos tamizados de estos materiales, mientras que las muestras biomineralizadas en el 
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ensayo estándar, y los compuestos en base a PCL, se caracterizaron desde el lado de 

la tableta o lámina expuesta a SBF respectivamente. Para el análisis DRX de los test de 

remineralización in vitro, la sección C de los dientes fue usada, además de un diente no 

tratado, como control. Un análisis DRX fue llevado a cabo para cada muestra.  

 

2.7 FTIR. 

El análisis FTIR fue realizado usando un espectrómetro Cary 630 FTIR (Agilent 

Technologies Inc.) para los materiales sintetizados, siguiendo mediciones de ATR 

(attenuated total reflectance) en el rango entre 4000 y 400 cm-1.   

 

2.8 Área específica BET. 

1 mL de polvos de BG y BGLi (0,1187 g y 0,2151 g respectivamente) fueron usados 

para el ensayo de adsorción- desorción en ambiente de N2 de Brunauer, Emmett y Teller 

(BET), usando un equipo Quantachrome NovaWin (NOVA Instruments, Quantachrome 

Instruments, versión 11.03). El área de superficie específica BET de las muestras fue 

medido por adsorción de nitrógeno a 273ºK.  

 

2.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

En los ensayos de micro dureza Vickers, y en pruebas antibacterianas, se realizaron 

pruebas t de dos muestras, con varianzas desiguales, con un nivel de significancia de p 

< 0,05. 
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CAPÍTULO III. RESULTADOS 

 

3.1 CARACTERIZACIÓN 

 

3.1.1 CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS DE BG Y BGLi. 

La composición de los biovidrios sintetizados por el método sol-gel fue analizada por 

EDS como se muestra en la Tabla 2, mostrando diferencias entre las composiciones 

experimentales y teóricas. En el caso de BGLi, la concentración de litio no pudo ser 

medida, debido a limitaciones técnicas.  

 

Tabla 2. Composición experimental y teórica de biovidrios.  

wt% Si P Na Ca Li 

BG teórico 46,1 2,6 24,4 26,9 - 

BGLi teórico 46,1 2,6 24,4 21,9 5 

BG experimental 41,7 1,4 18,9 36,3 - 

BGLi experimental 44,3 1,3 22,5 31,9 - 

 

El análisis DRX (Figura 6) muestra la presencia de diferentes estructuras cristalinas 

en el BG, como Na2Ca2Si3O9, Na2Ca3Si6O16 y CaSiO3 (35]. En el caso de BGLi también 

se observan las fases cristalinas mencionadas anteriormente [35], y además otras 

estructuras cristalinas como Ca3(PO4)2 [102], Li2Ca4Si4O13 y Li2SiO3 [103]. Estos picos 

de difracción muestran que nuestro método sol gel produjo biocerámicas semicristalinas, 

más que un biovidrio amorfo, así como se había reportado previamente [35]. 

Además, y luego de la síntesis de biovidrios, previo al proceso térmico, los DRX de 

las partículas, muestran picos característicos de los nitratos utilizados en el método sol-
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gel: NaNO3 (JCPDS 01-079-2056) [104], Ca(NO2)3 (JCPDS [07-0204]) y Ca(NO2)3 *2H2O 

(JCPDS [27-0087]) [105]. Una vez sometidos al proceso térmico, estos picos tienden a 

desaparecer.  

 

Figura 6. DRX muestra picos característicos de las partículas de BG y BGLi después del proceso térmico, 

demostrando la presencia de diferentes estructuras: o: Na2Ca2Si3O9 (JCPDS Nº 22-1455), [] 

Na2Ca3Si6O16  (JCPDS Nº 23-671), + NaNO3 (01-079-2056), 8 Ca(NO3)2 (JCPDS [07-0204]), = Ca(NO3)2 

*2H2O (JCPDS [27-0087])Δ Ca3(PO4)2 (JCPDS Nº 70-2064), w  CaSiO3 (JCPDS Nº 042-0547), * 

Li2Ca4Si4O13 (JCPDS Nº 82-1106), # Li2SiO3 (JCPDS Nº 554-13-2).  

  

  

Con el fin de complementar la caracterización de estos materiales, el área específica 

de los polvos de BG y BGLi, mediante el método BET, fue determinada, resultando en 

valores de 6,42 m2/g y 1,26 m2/g respectivamente (Tabla 3). Los valores obtenidos para 

BGLi son bastante parecidos a los encontrados en la literatura para BG 

45S5®,confeccionados por el tradicional método de fundido, siendo más densos que 

porosos [106]. Estos valores son bajos, considerando la síntesis por el método sol-gel, 

posiblemente por la presencia de cristales [106]. 
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Tabla 3. Área específica BET de biovidrios sintetizados por método sol-gel.  

Biovidrio Área específica BET m2/g 

BG 6,42 

BGLi 1,26 

 

3.1.2 CARACTERIZACIÓN DE GO. 

Los patrones de difracción del GO, obtenidos por el método experimental desarrollado 

en esta tesis, se muestran en la Figura 7, donde se compara con el GO obtenido por el 

método de Hummers y Offeman. El pico de difracción característico para GO, se 

desplaza a la izquierda en el método experimental: 2º= 10, 2º, en comparación a 2º= 

11º, observado en el GO sintetizado por el método de Hummers. Este pico de difracción 

observado en el GO obtenido por ambos métodos es característico del plano cristalino 

(001). El mayor ensanchamiento del pico de difracción observado en el GO propuesto, 

comparado con el GO obtenido por el método de Hummers, se asocia al incremento de 

la distancia entre las capas de óxido de grafeno, debido a la introducción de mayor 

cantidad de grupos conteniendo oxígeno [17, 107]. Se observa un corrimiento hacia la 

izquierda del pico característico del grafito (2º= 26, 5º), que se asocia a la oxidación del 

grafito y a un incremento en la distancia entre laminas. Lo anterior se corresponde con 

lo encontrado en la literatura [17, 108, 109]. La distancia entre dos láminas es un 

parámetro importante para confirmar cambios en el grafito hacia GO [18].  

 

 

 

 



 - 31 - 

Figura 7. DRX realizado sobre muestras de GO, sintetizadas por método experimental propuesto. 

Comparación con GO sintetizado por método de Hummers, y con grafito sin procesar. 

 

 

El espectro FTIR para el GO, sintetizado con la técnica experimental propuesta, se 

muestra en la Figura 8. Se observa una amplia banda entre 3700 y 2250 cm-1, 

correspondiente al estiramiento del grupo hidroxilo.  Las vibraciones de los enlaces 

carbonilo- carboxilo (C=O) en 1721 cm-1 y el estiramiento de enlaces aromáticos (C=C) 

en 1620 cm-1 son también observados. Las bandas correspondientes a grupos carboxilo 

(C-O) en 1378 cm-1; epoxi (C-O) en 1217 cm-1; y alcoxi (C-O) en 1042 cm-1, confirman la 

presencia de grupos funcionales conteniendo oxígeno, lo que se corresponde a lo 

observado en la literatura [110]. 
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Figura 8. FTIR observado en muestra de GO, sintetizado por técnica experimental propuesta. 

 

 

El ensayo de XPS del GO, sintetizado por el método experimental propuesto, permite 

observar una señal del espectro en alta resolución de C 1s (Figura 9), donde el ajuste 

de curvas indica la presencia de tres bandas: C-C (284,8 eV), C-O (286,7 eV) y C=O 

(288,4 eV), lo que se corresponde con lo observado en la literatura [23, 74]. Esto confirma 

que el método propuesto logra oxidar el grafeno, obteniendo GO.  

 

Figura 9. XPS observado en muestra de GO, sintetizado por técnica experimental. 
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3.2 PRUEBAS DE BIOMINERALIZACIÓN 

 

3.2.1 PRUEBAS DE BIOMINERALIZACIÓN SOBRE TABLETAS DE BIOVIDRIOS 

La Figura 10 muestra micrografías SEM de las superficies de las muestras de BG y 

BGLi, después de 24 horas de exposición a SBF. Estructuras semiesféricas densas y 

lisas se observaron principalmente, con tamaños submicrométricos o nanométricos 

[111]. Las estructuras precipitadas no fueron distribuidas homogéneamente sobre la 

superficie de la muestra. Después de 14 días, la morfología de estos precipitados cambió 

a aglomerados seudo-esféricos, formadas a su vez por estructuras laminares. Cabe 

destacar que las imágenes SEM muestran que las partículas precipitadas cubren una 

gran área de superficie, comparado con las muestras inmersas por 24 horas (Figura 10).  

 

Figura 10. Pruebas de biomineralización sobre tabletas de biovidrios. Imágenes SEM muestran partículas 

precipitadas sobre la superficie de las tabletas de BG y BGLi, después de 24 horas (T1) y catorce días 

(T14). La razón Ca/P de las superficies de biovidrios fue analizada por EDS. 
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El análisis por EDS confirma la presencia de Ca, P y O, lo que significa que las nuevas 

partículas corresponden a fosfato de calcio. En las muestras inmersas por 24 horas, la 

razón Ca/P es de 1,38 y 1,44, para las estructuras formadas sobre tabletas de BG y 

BGLi, respectivamente. Sin embargo, las partículas formadas después de 14 días tienen 

una razón Ca/P para BG de 1,73 y para BGLi de 1,91 (Figura 10).   

 

Figura 11. DRX muestra picos característicos de diferentes estructuras de BG y BGLi: o: Na2Ca2Si3O9 

(JCPDS Nº 22-1455), [] Na2Ca3Si6O16 (JCPDS Nº 23-671), Δ Ca3(PO4)2 (JCPDS Nº 70-2064), w CaSiO3 

(JCPDS Nº 042-0547), * Li2Ca4Si4O13 (JCPDS Nº 82-1106), # Li2SiO3 (JCPDS Nº 554-13-2). Picos de 

difracción correspondientes a β β-TCP (JCPDS Nº 09-0169) y H HA (JCPDS Nº 24-0033) son encontrados 

también. 

 

 

El análisis de DRX (Figura 11) de las tabletas, después de 14 días de inmersión bajo 

el test de bioactividad estándar, muestra picos característicos para β-TCP (JCPDS Nº 

09-0169) y cristales de HA (JCPD Nº 24-0033) [112- 116]. Estos picos confirmaron que 

las estructuras precipitadas sobre las tabletas derivaron desde fosfatos de calcio, en 

particular hidroxiapatita. Por lo tanto, ambos biovidrios son bioactivos. Para muestras 

inmersas un día en SBF, estos picos no fueron observados, probablemente debido a la 
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presencia de fosfato de calcio amorfo. Al lado de estos picos, fueron observados picos 

de: Na2Ca2Si3O9 (JCPDS Nº 22-1455), Na2Ca3Si6O16 (JCPDS Nº 23-671), Ca3(PO4)2 

(JCPDS Nº 70-2064), CaSiO3 (JCPDS Nº 042-0547), Li2Ca4Si4O13 (JCPDS Nº 82-1106), 

y Li2SiO3 (JCPDS Nº 554-13-2).  

En el caso de las tabletas confeccionadas, combinando BG y BGLi con GO 0,5%, al 

entrar en contacto con SBF perdieron su integridad, por lo que no fue posible el análisis 

sobre la superficie de las tabletas, viéndose afectado el resultado obtenido.  

 

3.2.2 PRUEBAS DE BIOMINERALIZACIÓN SOBRE SUPERFICIES DE 

COMPÓSITOS HECHOS CON PCL/BG/BGLi/GO.  

En la Figura 12 se observa la superficie de los materiales compuestos 

confeccionados, en una concentración de 200 mg/mL para BG y BGLi, y de 0,05 mg/mL 

para GO, luego de ser inmersos en SBF durante 56 días. En todas las muestras 

inmersas, incluida la muestra control (PCL), depósitos de fosfato de calcio o de sus 

derivados fueron observados sobre sus superficies, luego de 56 días de exposición.  

Las imágenes SEM procesadas en el programa Image J, permitieron apreciar que PCL 

combinado con BGLi presentó el mayor porcentaje de su superficie cubierta con 

depósitos de partículas (19%), seguida de PCL combinado con BG (14,2%) y PCL 

combinado con GO (11 %). PCL puro presentó el menor porcentaje de su superficie 

cubierta por depósitos de fosfato de calcio (1,5%). 
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Figura 12. Imágenes SEM materiales compuestos. Porcentaje de área cubierta con depósitos de fosfato 

de calcio, luego de 56 días de exposición a SBF. a. PCL (control); b. PCLBG (policaprolactona combinada 

con BG); c. PCLBGLi (policaprolactona combinada con BGLi); d. PCLGO (policaprolactona combinada 

con GO); e. PCLBGGO (policaprolactona combinada con BG y GO); f. PCLBGLiGO (policaprolactona 

combinada con BGLi y GO). 

 

 

Al observar la Figura 13, correspondiente a imágenes SEM, con un aumento de 

20000X, podemos observar aglomerados seudo-esféricos de partículas, formados a su 

vez por estructuras laminares, depositadas sobre las superficies de los materiales 

compuestos expuestos a SBF. Estas estructuras son muy parecidas a las observadas en 

el ensayo estándar, realizado sobre tabletas de polvos compactados.  

El análisis EDS, realizado sobre estas estructuras, permite observar una relación Ca/P 

en un rango entre 1,2 (observada en PCL/GO) y 1,26 (observada en PCL/BG). 
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Figura 13. Imágenes SEM materiales compuestos. Relación Ca/P observada, obtenida por análisis EDS, 

luego de 56 días de exposición a SBF.  

 

 

DRX muestra la presencia de picos característicos para - policaprolactona [117, 118] 

y para hidroxiapatita, en todas las muestras sometidas al ensayo de biomineralización. 

En aquellas muestras correspondientes a materiales compuestos confeccionados con 

BG y BGLi, se observan mayor cantidad de picos correspondientes a HA (Figura 14). 
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Figura 14.  DRX de materiales compuestos expuestos a SBF por 56 días. Picos de difracción 

correspondientes a:  P - Policaprolactona (JCPDS Nº 0-1431) e H HA (JCPDS Nº 24-0033). 

 

 

3.2.3 ENSAYO DE REMINERALIZACIÓN IN VITRO SOBRE ESMALTE. 

La Figura 15 muestra las imágenes SEM obtenidas por el grupo control durante el 

test de desmineralización in vitro. La Figura 15.A mostró la superficie del esmalte 

dentario, sin ningún tratamiento, exhibiendo una superficie lisa. Después de estar en 

saliva artificial con una solución de S. mutans y sacarosa, la superficie del esmalte 

presentó una morfología porosa, que significa un proceso de desmineralización (Figura 

15.B). Incrementando el tiempo de exposición (Figura 15.C), la porosidad se incrementó, 

lo que significó un proceso de desmineralización adicional. Esta Figura confirma que la 
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metodología desarrollada imita el proceso de desmineralización, asociado a la caries 

[119, 120]. 

 

Figura 15. Ensayo in vitro desmineralización- remineralización sobre esmalte dental. Imágenes SEM del 

grupo Control (esmalte sin tratamiento y sólo en contacto con saliva artificial): A (inicial), B (post ensayo 

desmineralización) y C (post ensayo remineralización). Relación Ca/P de superficie de esmalte fue 

analizada por EDS.  

 

La relación Ca/P de BG y BGLi fue analizada por EDS y se muestra en la Figura 16, 

donde 16.a muestra la superficie del esmalte, previo al ensayo de desmineralización 

(etapa inicial); 16.b muestra el esmalte observado en el grupo control, luego del ensayo 

de remineralización, pero sin ser expuesto a los biovidrios; 16.c, a la superficie de 

esmalte expuesta a BG, en el ensayo de remineralización (expuesto a BG); 16.d, a la 

superficie de esmalte expuesta a BGLi, en el ensayo de remineralización; y 16.e, a la 

superficie de esmalte sometida a ensayo de remineralización (expuesto a BGLi), con un 

mayor aumento en la imagen. 
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Figura 16. Ensayo in vitro de desmineralización- remineralización sobre esmalte dental. Imágenes SEM: 

A (inicial) y C (post ensayo de remineralización).  

 

Añadiendo biovidrios para la prueba de remineralización (Zona C en Figura 16), se 

observa un cambio en la morfología de la superficie remineralizada (Figura 16.c y d), 

comparado con la zona desmineralizada (Figura 16.b). En particular, se observó un 

nuevo material cubriendo la superficie del esmalte desmineralizado (Figura 16.c y d), 

cuya estructura laminar (Figura 16.e) es muy similar a la observada para HA en el test 

de bioactividad estándar (ver Figura 10). La presencia de esta nueva capa confirma que 

los biovidrios fueron capaces de remineralizar la superficie del esmalte. Es importante 

destacar la estabilidad de esta capa, ya que a pesar de que las muestras fueron lavadas 
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y limpiadas, los depósitos minerales en los grupos experimentales permanecieron 

adheridos al esmalte desmineralizado.  

Para evaluar más a fondo las estructuras formadas durante las pruebas de 

bioactividad estándar in vitro, se llevó a cabo el análisis EDS para medir la relación 

atómica Ca/P. Aunque esta relación es de 1,67 para HA estequiométrica 

(Ca10(PO4)6(OH)2), durante su formación sobre precursores de partículas bioactivas, 

también se pueden presentar otros valores. La relación Ca/P del diente original y del 

diente, después de la prueba de desmineralización in vitro, resultó ser parecida en sus 

valores, lo que podría explicarse por qué la composición del tejido intervenido, 

compuesto por HA, es similar en la superficie y en la masa [121]. Cabe destacar que la 

relación Ca/P, en el ensayo posterior a la remineralización, es cercana a la observada 

en los tejidos duros originales, lo que confirma el proceso de remineralización. 

El análisis DRX llevado a cabo sobre las muestras estudiadas, confirmo los resultados 

anteriores (Figura 17). El grupo control muestra picos característicos de HA, al igual que 

las muestras correspondientes a los grupos experimentales. Sin embargo, estos picos 

presentan una disminución en su expresión, menor a los observados en las muestras 

tratadas con BG y BGLi. Esto podría deberse a la disminución de estructuras de 

hidroxiapatita, asociado al proceso de desmineralización. El diente indemne, sin 

tratamiento, presentó fuertes picos, principalmente de cristales de hidroxiapatita y 

algunos pequeños picos de estructuras de β-TCP y CaO [122]. 
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Figura 17. DRX muestra picos característicos de la superficie de esmalte después de 15 días de 

exposición de biovidrios: β β-TCP (JCPDS Nº 09-0169), H HA (JCPDS Nº 24-0033), C CaO (JCPDS Nº 

37-1497).  

 

Después de las pruebas de remineralización in vitro, se observaron picos de difracción 

asociados con hidroxiapatita. Algunos picos amplios y pequeños, característicos para β-

TCP y CaO fueron también observados [115, 123]. Cabe señalar, que los dientes 

tratados presentaron DRX similares a las del diente original, posiblemente asociados a 

un proceso de remineralización. 

En relación a los test de micro dureza Vickers (HV) observados en la Figura 18, es 

posible apreciar diferencias estadísticamente significativas (p < 0,0001) entre los valores 

promedio de micro dureza post- desmineralización y el valor inicial del esmalte dental. 

HV decreció un 40% en todos los grupos, en relación al valor inicial, validando el método 

experimental usado para desmineralizar los dientes. Comparando los valores HV entre 

las muestras desmineralizadas y las muestras tratadas, se concluye un incremento en el 

proceso de remineralización, equivalente a aproximadamente el 80% del valor de dureza 

original (82% para las muestras expuestas a BG y 86% para las muestras expuestas a 

BGLi). Por ejemplo, la diferencia de micro dureza entre muestras desmineralizadas y 
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muestras tratadas con BGLi fue de 81,8 HV (SD= 15,5); y de 64,1 HV (SD= 18,8) cuando 

fue usado BG (p < 0,001 versus p < 0,05 respectivamente), siendo el incremento de 

dureza de aproximadamente un 28% para los dientes expuestos a BG y de 

aproximadamente un 38% para los dientes expuestos a BGLi. Sin embargo, este 

aumento en la micro dureza fue independiente del tipo de biovidrio, dado que, al 

comparar los valores obtenidos, no se detectaron diferencias significativas entre 

resultados para BG y BGLi. Por lo tanto, ambos biovidrios fueron capaces de recuperar 

de la misma manera la HV de los dientes desmineralizados, confirmando el proceso de 

remineralización.  

Figura 18. Valores de dureza Vickers en grupo control y grupos experimentales.  
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3.3 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 

La Tabla 4 muestra el efecto de las diferentes concentraciones de biovidrios usadas 

en estos ensayos, sobre la viabilidad de S. mutans, P. gingivalis y A. 

actinomycetemcomitans. Las partículas de BG y BGLi produjeron un efecto 

antibacteriano sobre S. mutans a una concentración mínima inhibitoria de 50 mg/mL. A 

estas concentraciones, las partículas además produjeron un cambio en el pH, con 

valores sobre 7 (Tabla 5), lo que produce inhibición del crecimiento bacteriano. En la 

prueba conducida sobre P. gingivalis (Tabla 4), la inhibición del crecimiento bacteriano 

fue observada en caldos expuestos a 200 mg/mL para ambas partículas. Esta inhibición 

del crecimiento bacteriano también coincide con cambios en el pH, con valores 

superiores a 8 (Tabla 5). Pruebas antibacterianas sobre A. actinomycetemcomitans 

(Tabla 4), mostraron resultados de inhibición en el crecimiento bacteriano, con los 

valores más bajos de concentración, y contrario a las otras bacterias, hubo un efecto 

significativo para el tipo de partícula, con BGLi mostrando un mayor efecto antimicrobiano 

que BG (20 y 100 mg/mL, respectivamente).  

Para complementar los ensayos anteriores y analizar en mayor detalle el posible 

efecto de los iones, fueron expuestas las cepas de A. actinomycetemcomitans 43718-

serotipo b a diferentes nitratos, considerando que los biovidrios se confeccionaron en 

base a este tipo de sales. Nitratos de Ca, Na, y Li, en concentraciones de 50 mg/mL, 

concentración intermedia a la observada en los resultados de inhibición del crecimiento 

de este patobionte al ser expuesto a BGLi y BG (20 mg/mL y 100 mg/mL 

respectivamente), fueron usados (Tabla 6). También se estudió el nitrato de plata como 

control positivo, por ser un agente de muy alta efectividad antimicrobiana. En este ensayo 

se pudo apreciar que el nitrato de litio inhibe parcialmente el crecimiento bacteriano, sin 

alcanzar la inhibición total lograda por el nitrato de plata o de clorhexidina 0,12% (control 
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positivo o C+), pero con resultados bastante significativos al compararlo con sales de Ca 

y Na, confirmando que el ion Li genera un efecto antimicrobiano para esta cepa, lo que 

explicaría que el BGLi tenga un MIC con una menor concentración, respecto al BG.  

La Tabla 7 muestra el efecto de GO, BG y BGLi, en concentraciones consideradas no 

citotóxicas, sobre cepas de S. mutans, P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans. 

El GO, en la concentración utilizada (0,05 mg/mL) no logró una inhibición en el 

crecimiento de cepas de las bacterias estudiadas, pero si redujo su crecimiento, siendo 

el efecto más significativo el obtenido sobre cepas de S. mutans 25075 (log10 igual a 4). 

En los ensayos sobre cepas de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans, esta reducción 

del crecimiento bacteriano fue menor. 
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Tabla 4. Ensayo antibacteriano: cepas de S. mutans ATCC 25175, P. gingivalis ATCC 33277 y A. 

actinomycetemcomitans ATCC 43718-serotipo b. Log10 CFU/mL. C- (control negativo BHI), C+ 

(clorhexidina 0,12% CHX), BG (biovidrio 45S5), BGLi (biovidrio 45S5 dopado con Li 5 wt%). 

 Bacteria (log10) 
S. mutans 

ATCC 25175 

P. gingivalis 

ATCC 33277 

A. actinomycetemcomitans   

ATCC 43718- serotipo b 

Control negativo 

(C-) 
8,8 6,6 8,1 

Control positivo 

(C+) 
- 4,0 1,8 

BG 

(mg/mL) 

5 7,9 5,7 7,4 

10 7,9 5,8 7,7 

20 7,7 5,4 7,0 

50 -  5,4 7,3 

100 - 5,3 - 

200 - - - 

BGLi 

(mg/mL) 

5 7,5 5,9 7,3 

10 7,7 5,7 7,3 

20 7,5 5,6 - 

50 - 5,5 - 

100 - 5,1 - 

200 - - - 
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Tabla 5. pH: cepas de S. mutans ATCC 25175, P. gingivalis ATCC 33277 y A. actinomycetemcomitans 

ATCC 43718-serotipo b. C- (control negativo BHI), C+ (clorhexidina 0,12% CHX), BG (biovidrio 45S5), 

BGLi (biovidrio 45S5 dopado con Li 5 wt%). 

Bacteria (pH) 
S. mutans 

ATCC 25175 

P. gingivalis 

ATCC 33277 

A. actinomycetemcomitans   

ATCC 43718- serotipo b 

Control 

negativo (C-) 
4,9 7,3 5,7 

Control 

positivo (C+) 
6,9 7,0 7,1 

BG 

5 5,0 7,2 5,8 

10 5,1 7,6 5,9 

20 5,7 7,2 5,7 

50 8,7 7,9 6,9 

100 8,9 8,3 8,8 

200 8,9 8,8 8,8 

BGLi 

5 5,0 7,4 5,6 

10 5,0 7,0 5,7 

20 5,2 7,5 6,0 

50 8,4 7,5 6,9 

100 8,8 8,1 7,7 

200 8,8 8,8 7,7 
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Tabla 6. Ensayo antibacteriano hecho sobre cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC 43718-serotipo 

b. Log10 UFC / mL utilizando nitratos de Ca, Na, Li y Ag en una concentración de 50 mg/mL. BHI (control 

negativo), CHX (control positivo).  

Bacteria (log10) 
A. actinomycetemcomitans ATCC 43718- serotipo 

b 

Control negativo (C-) 8,6 

Control positivo (C+) - 

Ca(NO3)2 8,7 

NaNO3 8,0 

LiNO3 5,5 

AgNO3 - 

 

Tabla 7. Ensayo antibacteriano hecho sobre cepas de S. mutans ATCC 25175, P. gingivalis ATCC 33277 

y A. actinomycetemcomitans ATCC 43718-serotipo b. C- (control negativo BHI), C+ (clorhexidina 0,12% 

CHX), GO (óxido de grafeno), BG (biovidrio 45S5), BGLi (biovidrio 45S5 dopado con Li 5 wt%). 

Bacteria (log10) 
S. mutans 

ATCC 25175 

P. gingivalis 

ATCC 33277 

A. actinomycetemcomitans ATCC 

43718- serotipo b 

Control 

negativo (C-) 
8,6 6,6 7,3 

Control 

positivo (C+) 
- 4,0 - 

GO 0,05 mg/mL 4,0 6,0 6,5 

BG 200 mg/mL - - - 

BGLi 200 

mg/mL 
- - - 
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3.4 DISCUSIÓN GENERAL 

Los materiales sintetizados en el presente estudio han demostrado tener propiedades 

remineralizantes y antibacterianas, las que podrían ser de utilidad en la confección de 

productos que puedan ser utilizados en la reparación de tejidos dentarios asociados a la 

enfermedad de caries; o en procesos de regeneración de otros tejidos duros, como 

hueso, en el tratamiento de pérdida de tejido como consecuencia de la enfermedad 

periodontal. 

Las muestras sintetizadas por el método sol-gel presentan una composición química 

experimental, próxima a los valores esperados desde la teoría (ver Tabla 1). La 

discordancia observada probablemente pueda ser debida a las características 

elementales del análisis EDS, incapaz de distinguir entre especies iónicas y no iónicas. 

Por lo tanto, en los valores de la Tabla 2, correspondiente a los observados en la 

composición experimental de los biovidrios y a la composición teórica de estos, se 

asumen ciertos estados de oxidación de los átomos medidos, lo que podría explicar el 

desajuste observado.  

Los resultados de la difracción de rayos X (Figura 5), muestran que nuestras 

partículas de biovidrio presentaron cristales que se forman durante el proceso térmico 

(las muestras sintetizadas sin ser sometidas a este proceso no presentaron estos picos). 

La presencia de estos cristales no tiene una consecuencia directa sobre la bioactividad, 

ya que, en otros estudios, los cristales de silicato de calcio indujeron la formación de 

apatita en SBF [43]. De hecho, la presencia de combeita, asociada a la incorporación de 

Na a la estructura del biovidrio cuaternario, además de mejorar sus propiedades 

mecánicas, aumenta la bioactividad del biovidrio [35].  

La no relevancia de los cristales presentados en nuestras partículas, se confirmó en 

las pruebas de biomineralización. La difracción de rayos X sobre las tabletas 
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confeccionadas, a partir de polvos compactados de BG y BGLi, y sumergidas en SBF 

por 14 días, confirman que las estructuras depositadas en su superficie son 

principalmente HA (Figura 5), aunque también precipitaron otras estructuras cristalinas, 

tales como Na2Ca2Si3O9, Na2Ca3Si6O16 y CaSiO3 [35]. El BGLi, además, mostró 

precipitación de Ca3(PO4)2 [102], Li2Ca4Si4O13 y Li2SiO3 [103], que también 

contribuyeron a la bioactividad de estos materiales.  

Las partículas formadas durante los ensayos de biomineralización, sobre las tabletas 

de BG y BGLi compactadas, y también sobre los materiales compuestos confeccionados 

con PCL y polvos de biovidrios, y observadas en las imágenes SEM (Figuras 9 y 12), se 

pueden asociar con la formación de HA en biovidrios y biocerámicas [42, 124]. Similares 

resultados se observaron en los ensayos de remineralización realizados sobre esmalte 

(Figura 16.e).  

Es de destacar que las imágenes de la Figura 16 (c, d y e), correspondientes a la 

zona de post remineralización in vitro, asociadas al efecto de los biovidrios sobre esmalte 

dental, muestran la deposición superficial de una nueva estructura en el diente, con 

morfologías laminares similares a la HA precipitada bajo la prueba estándar de 

bioactividad. Lo anterior fue confirmado por DRX.  

Los resultados anteriores, confirman la capacidad de los biovidrios de fomentar la 

precipitación de partículas bioactivas como HA. El mecanismo está basado en que el 

biovidrio es un material altamente reactivo en ambientes acuosos, como la saliva [70]. 

Los iones de calcio y fosfato que se han difundido desde el vidrio forman una capa de 

fosfato de calcio amorfo sobre la partícula. Esta capa incorpora especies de carbonato 

presentes en el medio y cristaliza en forma de hidroxiapatita carbonatada, que presenta 

una relación Ca/P de 1,67 [2]. Esta dinámica formación de HA puede explicar la variación 

en la relación experimental Ca/P encontrada en nuestro trabajo. Tanto en pruebas de 
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bioactividad estándar como in vitro, las estructuras formadas en la superficie presentaron 

proporciones Ca/P entre 1,4 y 1,9. El proceso es complejo y dinámico, ya que se pueden 

formar varias estructuras de fosfato de calcio, dependiendo del tiempo de inmersión 

[124]. En nuestro caso, en la prueba estándar de bioactividad, se observó una relación 

Ca/P de 1,38 y 1,41 para BG y BGLi respectivamente, después de 24 horas de inmersión, 

lo que significa la formación de fosfato de calcio amorfo pobre en Ca, que es una 

transición hacia estructuras más cristalinas. Sin embargo, después de 14 días de 

inmersión en SBF, esta relación aumentó a valores de 1,73 y 1,91 para BG y BGLi, 

respectivamente, lo que significa la presencia de un fosfato de calcio rico en Ca, 

probablemente estructuras de HA mezcladas con CaO [115]. Popescu y cols [125] 

establecen que una relación Ca/P entre 1,9 y 2 todavía corresponden a una apatita 

biológica. 

Tanto SBF como saliva artificial, soluciones en las que se realizaron los ensayos en 

las que se observó biomineralización de los biovidrios, presentan un efecto buffer, 

asociado a su composición. En el caso de SBF, presenta en su formulación Tris 

(hidroximetil) aminometano y ácido clorhídrico (solución Tris Buffer), a pH 7,4, lo que 

contribuye a reproducir la formación de fosfato de calcio [126]. La saliva artificial tiene 

entre sus componentes bicarbonato, fosfato y urea, que actúan modulando el pH, y por 

lo tanto su capacidad tampón [127]. La liberación de iones presentes en BG (y también 

en BGLi), ocurre inmediatamente después que estos biomateriales se ponen en contacto 

con fluidos como SBF o saliva artificial, lo que resulta en un incremento del pH [38]. Esta 

reacción de lixiviación es común y bien establecida por Hench en los cinco estados 

propuestos por él [1]. 

La presencia de Li puede formar una barrera física en las estructuras de sílice reactiva, 

ya que los compuestos de Li-Si pueden ser insolubles, aumentando la estabilidad 
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química [128]. Por ejemplo, en sílice reactiva, la presencia de Li impide el ataque de 

iones hidroxilo [128]. La presencia de esta capa estable, puede explicar la menor 

bioactividad de biovidrios similares dopados con Li, en comparación con el biovidrio puro 

[129]. Sin embargo, a pesar de estos antecedentes, nuestros resultados no mostraron 

una diferencia en la bioactividad de BGLi, en comparación con BG, en las pruebas 

estándar o in vitro. Esta tendencia está más cerca de los resultados recientes de los 

andamios 3D hechos de Li2Ca4Si4O13 puro, que poseen una biodegradabilidad 

controlada y una buena capacidad de mineralización de apatita [103]. En este estudio, 

en donde se sintetizaron, mediante método sol-gel, cristales de Li2Ca4Si4O13 y Li2SiO3, 

se observó una liberación controlada de iones de litio, desde estas estructuras cristalinas, 

lo que contribuyó a la posterior formación de HA. Estos procesos de disolución de los 

cristales de Li, explican su liberación. Los iones de Li liberados se suman a los procesos 

complejos de disolución del biovídrio puro, que cuando se sumerge en una solución 

acuosa, tres procesos le ocurren: lixiviación, disolución y precipitación (ver Figura 1).  

Estos materiales producen un intercambio entre cationes, de elementos alcalinos o 

alcalinos térreos, con iones H+ o H3O+. Este intercambio de iones se facilita debido a los 

cationes que no forman parte de la red del vidrio, y sólo modifican la red formando 

enlaces de oxígeno no puente. En el caso de los biovidrios, como el 45S5 (tipo A), esta 

liberación de iones modificadores de red es rápida [1]. 

La presencia de litio genera un incremento de la parte polar en la superficie, lo que 

determina un incremento en la humectabilidad, contribuyendo a una superficie hidrofílica 

y favoreciendo una rápida regeneración ósea [125]. 

Lo más relevante respecto al efecto del dopaje con Li, dice relación con que a pesar 

de que estudios previos mostraban que su presencia disminuye la bioactividad del 

biovidrio, nuestros resultados no mostraron diferencias. Esto, a pesar de que el BGLi 
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presenta una menor área específica (Tabla 3), asociada a una mayor densidad del 

material. Rezabeigi y cols [106] lograron sintetizar BG con un área de superficie de 11,75 

m2/g, 10 veces mayor al obtenido en métodos de síntesis de BG por fundido. Al 

compararlo con los biovidrios sintetizados en el presente trabajo, se concluye que tanto 

BG como BGLi resultaron ser más densos, siendo los valores de BGLi muy similares al 

BG obtenido por fundido [124, 130]. 

Las lesiones erosivas dentales tempranas se caracterizan por una pérdida completa 

del tejido dental externo y un área subsuperficial ligeramente desmineralizada, lo que 

produce propiedades mecánicas deficientes. Sin embargo, la remineralización puede 

mejorar y restaurar las propiedades micromecánicas [131], lo que podría tener una 

aplicación en el tratamiento de lesiones tempranas de esmalte, mediante el uso de estos 

materiales sintetizados en dentífricos o mediante aplicación directa, en la zona dental 

afectada, por un profesional. En este contexto, las mediciones de dureza proporcionan 

información sobre la densidad mineral y las propiedades mecánicas de las superficies de 

tejido duro, siendo bien conocidas por los estudios sobre lesiones desmineralizadas de 

esmalte y dentina [132]. Nuestros resultados de micro dureza confirman la fuerte 

capacidad de restauración de los biovidrios, como se informó anteriormente, asociada al 

alto contenido de calcio y fosfato, que son agentes con alta penetración, y a la alta 

capacidad de remineralización, en las lesiones sub superficiales de esmalte. La 

disminución de la micro dureza durante la desmineralización, se debe a la pérdida de 

Ca2+ y PO4
3−, y la posterior disolución de la apatita, mientras que la remineralización 

aumenta el comportamiento mecánico a través de una ganancia de estos iones y la 

posterior cristalización de la apatita [71]. El aumento de la micro dureza, debido a la 

presencia de biovidrios, está por lo tanto directamente asociado a la presencia de un 

nuevo depósito mineral, hidroxiapatita en nuestro caso [132].  



 - 54 - 

El PCL es un poliéster alifático, muy utilizado en aplicaciones médicas, debido a que 

se puede degradar en cadenas pequeñas por hidrólisis, siendo su tasa de degradación 

predecible [133]. En películas sólidas y no porosas, como las preparadas en la presente 

tesis, este polímero, combinado con biovidrios, ha demostrado el depósito de fosfato de 

calcio, de manera similar a lo observado en un estudio semejante [134], y a lo observado 

en nuestro caso en la Figura 12. La interacción entre las partículas de relleno expuestas 

en los compósitos de PCL-BG y PCL-BGLi, y el medio de inmersión pueden explicar este 

fenómeno. La duración del ensayo, de tan sólo ocho semanas, no nos permitió observar 

un fenómeno cuantificable de degradación del polímero, pero la distribución homogénea 

de depósitos asociados a Ca y P nos permiten suponer que parte de la superficie del 

polímero sufrió del fenómeno de hidrólisis. Las partículas de biovidrios, tal como sucede 

con otros silicatos de calcio, contribuyen a acelerar la degradación de la matriz polimérica 

[135], lo que podría ser de utilidad para la confección de andamios o membranas 

reabsorbibles, de uso en regeneración de estos tejidos.  

Llama la atención, el alto porcentaje de biomineralización alcanzado por el material 

compuesto por PCL y GO (PCLGO) (11 %, versus un 19% y un 14,2% de compuestos 

de PCL-BGLi y PCL-BG respectivamente). Posiblemente, la presencia de grupos 

funcionales aniónicos presentes en el GO (carboxilo, epoxi y alcoxi) faciliten la nucleación 

de fosfato de calcio, al atraer un mayor número de cationes de Ca2+ sobre la superficie 

del compósito, lo que a su vez permitirá el depósito de PO4
3- [136].  

Al combinar PCL con biovidrios y GO, el depósito de partículas disminuye, situándose 

por debajo de los valores observados para PCL combinado con GO. Lo anterior puede 

deberse a la interacción entre iones de ambos materiales, compitiendo con las sales de 

Ca y P presentes en el medio. Tal como en otros estudios, también es posible apreciar 

depósitos de fosfato de calcio sobre PCL puro [136]. 
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Otro aspecto destacado observado en el presente estudio, es la validación del ensayo 

in vitro de desmineralización, realizado para replicar una lesión de caries y posterior 

bioactividad, lo que se confirmó observando el proceso del esmalte dental (Figuras 15 y 

16.b), correspondientes al grupo no expuesto a BG y BGLi (grupo Control). El cambio 

desde una superficie lisa en los dientes originales hasta una superficie de esmalte porosa 

y rugosa, es similar a estudios anteriores, y confirma que existió desmineralización 

bacteriana [119]. Hay que destacar que, al aumentar el tiempo de inmersión del diente 

sin ningún tratamiento, se incrementa la porosidad y rugosidad (Figura 15.c), tendencia 

similar a lo observado en las superficies del esmalte acondicionadas con ácido fosfórico 

[120]. Estos resultados confirman que el uso de un modelo microbiológico es una forma 

eficaz y replicable de desarrollar lesiones de caries en el esmalte dental. En particular, 

el uso de S. mutans se validó como un método eficaz en el desarrollo de un modelo de 

desmineralización microbiológica [99].  

En relación a los ensayos antibacterianos, las Tablas 4 y 7 muestran que los biovidrios 

fueron capaces de matar las bacterias más relevantes asociadas a enfermedades 

dentales: caries y periodontitis. La liberación de iones de los biovidrios pudo cambiar el 

pH [63] (Tabla 5), que conduce al daño bacteriano a través del aumento de la presión 

osmótica local [137].  

Waltimo y cols [124] confirmaron que el tamaño de las partículas de biovidrio a escala 

nanométrica aumentan la liberación de iones alcalinos, y por tanto aumentan el pH, 

siendo muy importante en la reducción del crecimiento bacteriano. Estos resultados 

muestran la relevancia del pH en el mecanismo antimicrobiano de biovidrios, asociados 

a las condiciones óptimas para cada bacteria. El pH extracelular determina parcialmente 

el pH intracelular o citoplasmático [138]. Por ejemplo, la cepa S. mutans, asociada con 

la caries, se considera una bacteria acidófila, un organismo que crece de manera óptima 
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dentro del rango de pH de 0,5 a 5 [138]. Por otro lado, las condiciones óptimas para el 

crecimiento de P. gingivalis son condiciones neutras o ligeramente alcalinas (valores de 

pH entre 7 y 8,3) [139]. En el caso de A. actinomycetemcomitans, se necesita un 

ambiente capnofílico, con valores de pH < 6 [140].  

En las dos primeras bacterias, la presencia de los biovidrios logró cambiar el pH a 

valores que explican su desempeño antimicrobiano, en las concentraciones que 

generaron inhibición de su crecimiento. Sin embargo, en la bacteria A. 

actinomycetemcomitans, aunque BGLi presentó una concentración menor para inhibir el 

crecimiento bacteriano, comparado con BG, los valores de pH fueron muy similares para 

ambos biovidrios, mostrando que se deben considerar otros factores, además del pH, 

como la presencia de litio en el biovidrio. Dentro de estos factores, el efecto 

antibacteriano del Li es el más relevante, como se demostró con los resultados de la 

Tabla 6.  

Lo anterior muestra que además del pH, los iones específicos de los biovidrios son 

también relevantes para el efecto antimicrobiano. A menor tamaño de los iones, existirá 

una mayor acción sobre los poros de las membranas bacterianas. El ion litio es un ion 

pequeño, que puede pasar fácilmente a través de las membranas biológicas, alcanzando 

sitios blancos [125]. En general, los cationes provenientes de los óxidos metálicos se van 

acumulando en la pared celular, generando un cambio en la permeabilidad asociada a 

la liberación sostenida de lipopolisacáridos, proteínas de la membrana y factores 

intracelulares; por otra parte, se interrumpe la replicación de ATP y ADN bacteriano, lo 

que finalmente genera su muerte [141- 143]. Además, cuando las bacterias tienen un 

exceso de metales o iones metálicos, se generará un desorden en sus funciones 

metabólicas, mediante la alteración por acción directa sobre ADN, al unirse y alterar la 
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naturaleza helicoidal de esta, y al aumentar la permeabilidad de la membrana externa 

[141- 143]. 

Desde el punto de vista del mecanismo antibacteriano, Lieb [144] propone que Li+ es 

un antagonista de la prostaglandina E2 (PGE2), que se encarga de activar los 

microorganismos, y suprime la respuesta inmunitaria (humoral y celular). El litio, al ser 

un inhibidor de la PGE2 generaría, por tanto, un efecto antibacteriano de amplio espectro. 

Además, las proteínas de transporte de membrana reconocen cationes como Li+ 

(gradientes mediados por protones) que compiten con Na+ y otros cationes, lo que afecta 

la función regular de transporte en la membrana [145]. Li+ estimula el transporte 

intracelular de prolina, un aminoácido asociado con la biopelícula bacteriana y a la 

adhesión a la superficie del diente, transporte que se produce en presencia de glucosa y 

succinato como fuentes de carbono. El ingreso intracelular del sistema Li+/prolina induce 

una disminución del potencial de membrana, por un flujo de protones y una salida de 

protones a la matriz extracelular, aumentando el pH extracelular y generando el efecto 

antibacteriano [145]. Por otra parte, el Li+ se acopla con melibiosa, lo que genera el 

transporte intracelular de este complejo, y un aumento en la absorción de litio. Esto altera 

el acoplamiento de cationes, haciendo que la célula dependa de Li+ y no de Na+ u otros 

cationes [145]. Este último proceso también puede favorecer su entrada a la célula, en 

detrimento de la entrada de carbohidratos y otros aminoácidos [146]. El litio tiende a 

revertir la producción de polisacáridos extracelulares en Streptococcus mutans y 

Actinomyces viscosus, reduciendo por lo tanto su adhesión y crecimiento [145, 147]. 

Además, la compactación de la red generada por la incorporación de litio podría contribuir 

a una superficie menos porosa, lo que reduciría el área de contacto y disminuiría la 

adhesión bacteriana [137]. Todo lo anterior podría explicar el comportamiento 

antibacteriano del nitrato de litio en el ensayo complementario, realizado sobre cepas de 
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A. actinomycetemcomitans (Tabla 6), que disminuyó el crecimiento bacteriano de 

manera considerable, aunque sin lograr alcanzar los valores del control positivo, o del 

nitrato de plata. Sin embargo, otras sales de Ca y Na no presentaron ningún efecto 

antimicrobiano, confirmando que el Li+ es un agente con potencial antimicrobiano. Todas 

estas sales lograron disolverse en los ensayos. 

En relación al óxido de grafeno, la acción antibacteriana de este material asociada a 

los aspectos físico químicos señalados en el estado del arte [8,13, 15,16,74] pueden 

explicar el efecto obtenido sobre cepas de S. mutans, en donde la concentración del 

material juega un papel importante en el efecto antibacteriano [91]. 
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CAPÍTULO IV. CONCLUSIONES. 

4.1 CONCLUSIONES 

Las partículas de BG y BGLi, producidas por el método sol-gel, permitieron la 

deposición de fosfato de calcio (en particular HA) sobre sus superficies, después de la 

inmersión en SBF o en saliva artificial, de una forma asimilable a la que ocurre durante 

de los procesos de biomineralización. Esta característica fue confirmada en un modelo 

de caries in vitro, implementado en esmalte dental. En particular, la presencia de ambos 

biovidrios indujo la precipitación de β-TCP y cristales de HA sobre la superficie del diente 

desmineralizado. Estas estructuras de fosfato de calcio, depositadas sobre la superficie 

del esmalte, fueron capaces de incrementar los valores de HV, logrando una 

recuperación parcial de la dureza inicial, debido a la acción de estas bio partículas. La 

bioactividad y la remineralización característica no fue afectada por la presencia de Li, 

con resultados diferentes a los obtenidos en otros estudios. En relación al efecto 

antibacteriano, BG y BGLi fueron capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias 

asociadas a las enfermedades orales más prevalentes, desplegando un efecto 

antibacteriano similar contra cepas de S. mutans y P. gingivalis, asociadas a caries y 

periodontitis, respectivamente, efecto asociado a cambios en el pH. Sin embargo, BGLi 

presentó un mejor comportamiento antibacteriano sobre cepas de A. 

actinomycetemcomitans, bacteria asociada con periodontitis, posiblemente debido a la 

presencia de iones de Li. Nuestros hallazgos muestran que estos biovidrios pueden ser 

usados en el tratamiento de dos de las más prevalentes enfermedades orales: caries y 

periodontitis, promoviendo la remineralización de los dientes, y matando a los 

mencionados patógenos.  

GO por otra parte, no demostró tener los efectos alcanzados por los biovidrios, al ser 

usado en una concentración no considerada citotóxica. Sin embargo, demostró un efecto 
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antibacteriano significativo sobre cepas de S. mutans, y además favoreció el depósito de 

estructuras de fosfato de calcio o sus derivados, en los ensayos de biomineralización 

hechos sobre materiales compuestos. 

La combinación de GO y biovidrios no logró una sinergia, al evaluar los resultados en 

los ensayos desarrollados en el estudio, observándose mejores resultados al trabajar 

con estos materiales por separado. 
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