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Resumen.

En las terapias de regeneracion de tejido dseo, el autoinjerto es el estandar de oro, pero
presenta ciertas limitaciones como su disponibilidad y alta morbilidad del sitio donante.
De la misma forma los actuales aloinjertos comerciales son materiales principalmente
osteoconductivos, sin tener capacidad osteoinductora. Por otro lado, el vidrio bioactivo
(VB) es una bioceramica conocida por ser osteoinductora, sin embargo, es un material
fragil mecanicamente cuando se utiliza como blogues sélidos 0 membranas. Lo anterior
ha dado origen a una nueva clase de biomateriales conocidos como hibridos, que son
similares al VB, pero con una estructura inorganica-organica que les otorga flexibilidad
mecanica. A pesar de que los hibridos resuelven el problema de la fragilidad que presenta
el VB, los hibridos reportados hasta ahora no exhiben la capacidad osteoinductora del VB;
tampoco presentan propiedades antibacterianas. En este trabajo de tesis, se estudid la
sintesis de un material hibrido flexible osteoinductor, utilizando para ello las propiedades
de nanoparticulas de vidrio bioactivo (nVB). Ademas, se estudid generar propiedades
bifuncionales osteoinductoras-antibacterianas en el material, haciendo uso para ello las
propiedades de las nanoparticulas de cobre (nCu) combinadas con las de nVB.
Metodologia: Se realizo la sintesis de nVB y se utilizaron nCu (comerciales), para
sintetizar hibridos mediante técnica sol-gel y utilizando tetrahidrofurano (THF) como
componente organico. La estructura y otras propiedades de los materiales se caracterizd

mediante FTIR-ATR, #Si MAS NMR, SEM-EDX, AFM, DMA, DSC, TGA, DLS y
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NTA. Los hibridos se evaluaron respecto a su bioactividad en liquido corporal simulado
(SBF), su citocompatibilidad, capacidad osteoinductora, y sus propiedades antibacterianas
in vitro.

Resultados: Se presentan los primeros materiales hibridos inorganicos/organicos
SiO2/PTHF, hibridos nanocompositos SiO2/PTHF/NVB y SiO2/PTHF/nVB/nCu
sintetizados mediante la técnica sol-gel, con propiedades mecanicas de flexibilidad,
bioactividad en SBF, citocompatibilidad, propiedades osteoinductoras en hDPSC y
propiedades antibacterianas frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Conclusién: Los materiales hibridos nanocompositos flexibles son bioactivos y presentan
propiedades osteoinductivas y antibacterianas in vitro. Este nuevo material hibrido puede
satisfacer la necesidad clinica de injertos Gseos sintéticos que puedan soportar cargas
ciclicas. A pesar de su baja degradabilidad tiene proyecciones en regeneracion 0sea, con
posibilidad de combinarse con otros materiales imprimibles 3D y compuestos bioactivos

para obtener propiedades mejoradas.
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Abstract.

In bone tissue regeneration therapies, autograft is the gold standard, but it has certain
limitations such as its availability and high morbidity of the donor site. In the same way,
current commercial allografts are mainly osteoconductive materials, without having
osteoinductive capacity. On the other hand, bioactive glass (BG) is a bioceramic known
to be osteoinductive; however, it is a mechanically brittle material when used as solid
blocks or membranes. This has given rise to a new class of biomaterials known as hybrids,
which-are like BG, but with an inorganic-organic structure that gives them mechanical
flexibility. Even though the hybrids solve the problem of fragility presented by BV, the
hybrids reported so far do not exhibit the osteoinductive capacity of BG; They also do not
have antibacterial properties. In this thesis work, the synthesis of a flexible osteoinductive
hybrid material was studied using the properties of bioactive glass nanoparticles (nBG).
In addition, the study focuses on the generation of bifunctional osteoinductive-
antibacterial properties in the material, using the properties of copper nanoparticles (nCu)
combined with those of nBG.

Methodology: The synthesis of nBG was carried out, and nCu (commercial) were used to
synthesize hybrids using the sol-gel technique and using tetrahydrofuran (THF) as an
organic component. The structure and other properties of the materials were characterized
by FTIR-ATR, #Si MAS NMR, SEM-EDX, AFM, DMA, DSC, TGA, DLS, and NTA.

Hybrids were evaluated for their bioactivity in simulated body fluid (SBF), their
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cytocompatibility, osteoinductive capacity in stem cells, and their antibacterial properties
in vitro.

Results: The first inorganic/organic hybrid materials SiO2/PTHF, nanocomposite hybrids
SiO2/PTHF/nVB and SiO2/PTHF/nVB/nCu synthesized using the sol-gel technique, with
mechanical properties of flexibility, bioactivity in SBF, cytocompatibility, osteoinductive
properties in hDPSC and antibacterial properties against Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

Conclusion: Flexible nanocomposite hybrid materials are bioactive and exhibit
osteoinductive and antibacterial properties in vitro. This new hybrid material may meet
the clinical need for synthetic bone grafts that can withstand cyclic loading. Despite its
low degradability, it has projections in bone regeneration, with the possibility of
combining it with other 3D printable materials and bioactive compounds to obtain

improved properties.
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1. Introduccion.

1.1. Antecedentes.

El hueso es el segundo tejido mas trasplantado en el cuerpo humano [1], en USA cada afio
se realizan aproximadamente 3 millones y medio de procedimientos de injerto 6seo [2],
Segun lo reportado por el Ministerio de Salud de Chile (MINSAL) en los periodos 2016
y 2018 incluyendo ambos afios, se realizaron 800 procedimientos quirdrgicos donde se
utilizé hueso autdlogo y 2 cirugias con injertos 0seos aloplasticos (Fuente propia, via
Portal de transparencia), pero en el area privada se estima que existen cientos de
procedimientos quirdrgicos no contabilizados. Los defectos 0seos tienen una etiologia
multifactorial, el cuerpo humano puede reparar el hueso dafiado sin ayuda siempre y
cuando sea menor al tamafio critico del defecto, de esta manera si un defecto posee mas
de 2,5 cm cursa con un mal prondstico [3], y puede ser necesario un injerto 6seo para que

la regeneracion se complete [4].

1.2. Reconstruccion 6sea en odontologia.

En el campo de la odontologia, los procedimientos que requieren una mayor cantidad de
tejido 6seo se relacionan a cirugia de elevacion de seno maxilar, y aumento de altura en
los rebordes maxilares, pero también en cirugia maxilofacial y periodontal [5]. Para

resolver esta dificultad se utilizan injertos o biomateriales con capacidad para reparar el



tejido 6seo. En general este tipo de materiales Gseos se clasifican en cuatro grupos:
autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos e injertos aloplasticos [6].

El autoinjerto se considera el estandar de oro, el cual consiste en extraer tejido 6seo de un
lugar del cuerpo del paciente e injertarlo en el defecto del mismo paciente. Los autoinjertos
tienen caracteristicas osteoinductoras (reclutamiento de células inmaduras y estimulacion
para su diferenciacion en osteoblastos), osteoconductoras (guia o soporta el crecimiento
de hueso) [1] y no producen inmunogenicidad. Las desventajas de la obtencion de este
injerto es que se requieren dos cirugias implicando un aumento en el tiempo de
recuperacion, riesgo de infeccion, dolor, y morbilidad de los tejidos que a menudo ocurre
en el sitio del donante. Ademas, en los autoinjertos existe la desventaja de disponer de una
limitada cantidad de hueso para ser utilizado como injerto. Alternativamente, existen los
aloinjertos, que corresponden a injertos de un hueso procedente de otro individuo
(cadaveres), que se mantienen en bancos de tejidos y luego son procesados en un producto
comercial de uso clinico. De la misma forma existen productos basados en xenoinjertos,
que se producen a partir de hueso de otra especie (bovino). Sin embargo, tanto el alo como
el xenoinjerto son osteoconductores, pero no osteoinductores. Ademas, estos injertos
aumentan el riesgo de transmision de enfermedades y una respuesta inmune desfavorable
[4].

Por esta razon las alternativas de injertos basados en materiales sintéticos (aloplasticos)

han generado mayor atencion, debido a que no tienen limitacidn de cantidad, se elaboran



en su forma pura, y se pueden adicionar agentes que estimulen los mecanismos biolégicos

de regeneracion [7].

1.3. Enfoques basados en ingenieria de tejidos y nanotecnologia.

La ingenieria de tejidos (IT), entrega un enfoque en la elaboracién de materiales
avanzados para estimular la regeneracion ésea [7]. El primer uso registrado del término
"Ingenieria de tejidos” se puede encontrar en 1991 [1], [8], y se puede definir como un
campo interdisciplinario entre la ingenieria de materiales, biologia, quimica y fisica para
mejorar o reemplazar funciones biologicas con el objetivo de regenerar el tejido, es decir,
producir un tejido con caracteristicas histoldgicas equivalentes a las presentadas
originalmente por el tejido perdido y recuperar su funcion. La IT se basa en una triada
conceptual que involucra: un andamio, células y agentes bioactivos [9]. El andamio provee
una estructura y un sustrato para el crecimiento y desarrollo de los tejidos, las células
producen la formacién del tejido, y los agentes bioactivos estimulan el crecimiento y
diferenciacién de células que se encuentran en el andamio [10].

Por otra parte, el hueso humano es un nanocompuesto organico-inorganico/organico,
donde los dos componentes principales son el mineral 6seo (fase inorganica) y el colageno
tipo | (fase organica), que representan 50 a 70% y 20 a 40% respectivamente, dependiendo
de la ubicacion 6sea y fisioldgica, como también del estado de salud general [11]. Visto
desde la nanoescala, la estructura jerarquica del hueso humano combinada con la

interaccion de ambos componentes desempefia un papel fundamental en las propiedades



mecénicas [12], [13]. La resistencia a la compresion del hueso cortical (denso) es de 100
a 230 MPa, mientras que la del hueso trabeculado (esponjoso) es de 2 a 12 MPa [4]. El
mineral 6seo esta compuesto principalmente por nanocristales de hidroxiapatita carbonada
[14], [15], que determinan la resistencia a la compresion y la rigidez del hueso [16]. Las
fibras de colageno tipo | tienden a constituir capas con cierta orientacién y son
responsables de la resistencia a la traccion [16], [17]. La complejidad de la estructura 6sea
hace que sea necesario desarrollar biomateriales con caracteristicas avanzadas que
induzcan la formacién de un hueso con todos los requerimientos estructurales y
funcionales.

Se han propuesto varios criterios para los biomateriales de regeneracion Osea: deben
presentar biocompatibilidad, promover la adhesion celular, adherirse al hueso y generar
propiedades osteoinductoras. En el caso de andamios, actuar como una guia para el
crecimiento 6seo y por lo tanto tener una estructura porosa interconectada que permita el
crecimiento celular, vascularizacion y el suministro de nutrientes. Ademas, estos
biomateriales deben ser resorbibles, con una tasa de degradacion controlable, y
propiedades mecanicas similares a las del hueso hospedero. Desde el punto de vista clinico
el biomaterial deberia también ser disefiado para adaptarse a una gama de geometrias de
defectos, ademas de ser esterilizable y cumplir con los requisitos regulatorios para su

uso[18]-[21].



Con este propdsito se han estudiado materiales de diferente naturaleza. Los polimeros
naturales y sintéticos presentan la ventaja de propiedades mecanicas (flexibilidad) y
biocompatibilidad, sin embargo, en general presentan escasa bioactividad y propiedades
osteoinductoras. Por otro lado, las bioceramicas como el fosfato tricalcico o hidroxiapatita
presentan buen desempefio en la reparacion de defectos dseos, formando estructuras
mineralizadas; aunque presentan bajos modulos de elasticidad y son biomateriales

fundamentalmente osteoconductores, no son osteoinductores

1.4. Vidrio bioactivo.

Una excepcion entre las biocerdmicas la constituye el vidrio bioactivo (VB) que presenta
capacidad osteoinductora ya que puede unirse al hueso, degradarse en el cuerpo y
estimular el crecimiento 6seo por medio de la formacion de hidroxiapatita carbonada en
la superficie del vidrio, donde ocurre un intercambio idnico entre el calcio y silice del VB
y los fluidos circundantes (Figura 1). Ademas, concentraciones especificas de los iones
liberados por VB estimulan la expresion de varios genes de diferenciacion osteogéenica

[20], [22], [23]. Un VB es un material compuesto por una red amorfa de 6xido de silicio
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Figura 1. Mecanismos propuestos de accion del vidrio bioactivo: A) mecanismo quimico

mediante las etapas de la formacion de apatita [24] y B) mecanismo bioldgico por la influencia

de ciertos iones bioactivos que producen la propiedad osteoinductora [25].



Un composicion tipica de un VB es la del producto comercial Bioglass®: 45% SiO; -
24.5% Na,0 - 24.5% CaO - 6% P20s, (Figura 2) desarrollado por el profesor Larry Hench

a principios de los afios setenta [26].

Figura 2. Representacion esquematica propuesta de la estructura molecular del Bioglass 45S5

[20].

Bioglass® es un producto aprobado por la FDA para varias aplicaciones médicas y
odontoldgicas, encontrandose con nombres comerciales como PerioGlas® (particulas 90
a 700 um) o NovaBone® [27], [28].

A pesar de las excelentes propiedades bioldgicas del VB, existen limitaciones para

fabricar piezas macroscépicas de VB, tales como andamios 3D o bloques del material que



se puedan implantar en el sitio del defecto 6seo [20]. Lo anterior debido a que el VB
presenta una tenacidad a la fractura de 0,6 MPa/m?, mientras que el hueso cortical 2—12
MPa/m? [29], por lo tanto, el VB es un material fragil y poco flexible para soportar cargas
mecanicas fisioldgicas, como también en la manipulacion quirtrgica al ser adaptado en
los defectos 6seos con formas irregulares.

Un enfoque que se ha estudiado para superar las limitaciones mecanicas del VB ha sido
introducir particulas de VB en una matriz polimérica (composito). En este caso el
polimero aporta con la flexibilidad requerida, mientras que las particulas de VB estimulan
el proceso de regeneracion.

Algunos polimeros que se han utilizado como matriz para compositos de VB son el cido
polilactico (PLA), el acido poliglicolico (PGA) y el copolimero de ambos (PLGA) [30],
mostrando una mejora de la resistencia a la fractura.

Los mejores resultados en cuanto a bioactividad y propiedades mecanicas con compositos
de VB se han obtenido usando particulas de VB con tamafio nanométrico, ya que las
nanoparticulas (NPs), corresponden a particulas de 1 a 100 nm, que poseen propiedades
fisicas mejoradas [31]. Las nanoparticulas de VB (nVB) presentan tamafios de alrededor
de 70 nm, y han demostrado presentar propiedades bioactivas superiores a su contraparte
micrométrica [20]. Estas mejoradas propiedades se deben en parte a la mayor area
superficial por unidad de masa del nVB, lo cual potencia la propiedad osteoinductora.

Varios trabajos de andamios cargados con nVB han demostrado que aceleran el proceso



de regeneracion 6sea [32], [33], lo cual implica que se reduzcan los tiempos de los
tratamientos de reconstruccién 6sea y se produzca un tejido de calidad superior respecto
a otras bioceramicas. También se ha demostrado que las particulas de nVB mejoran las

propiedades de osteointegracion de la superficie de implantes dentales. [34]-[36].

1.5. Vidrios bioactivos hibridos.

A pesar de que los andamios nanocompasitos han presentado buen desempefio in vitro e
in vivo, algunas propiedades del polimero pueden ser contrapuestas. Un polimero sintético
de excelentes propiedades mecanicas puede tener una lenta tasa de biodegradabilidad,
mientras que los polimeros naturales se caracterizan por ser muy biodegradables, pero en
algunos casos no presentan las propiedades mecanicas deseadas. Por este motivo se ha
mantenido el interés por desarrollar vidrios bioactivos que cumplan con los
requerimientos mecanicos de flexibilidad sin la necesidad de que sean combinados con
otro material (polimero). De esta forma en los ultimos afios se ha estudiado el desarrollo
de VB hibridos, esto es una nueva generacion de vidrios bioactivos que resultan de la
unién covalente entre la estructura inorganica del vidrio y la de un polimero. En 1999
Plinio Innocenzi y su grupo, propusieron una ruta sintética para producir hibridos usando
un alcoxido y un silano [37]. Posteriormente en el afio 2000 Lei Ren, realiz6 la sintesis y
caracterizacion del primer hibrido de silice-gelatina [38].

Estos hibridos se clasifican como clase Il porque la estructura inorganica de silice del

vidrio contiene segmentos de cadenas organicas de polimeros unidas covalentemente a la




red de silice (Figura 3), lo cual se distinqgue de una simple mezcla fisica entre una

cerdmica y un polimero [39]. Asi, en un hibrido, los componentes inorganicos y organicos

no se diferencian por sobre la escala submicrométrica, ya que interactian y forman una
red molecular reticulada que otorga propiedades de flexibilidad que no posee el material

de vidrio puro [20], [40].

- Si0:

GPTMS
(Enlace covalente organico-inorganico)

Il Polimero

|H FUERZAS DE LONDON
«=« INTERACCION DIPOLO-DIPOLO

= PUENTE DE HIDROGENO
Figura 3. Representacion esquematica de la estructura organica — inorganica de un material
hibrido. En la imagen se representa la red de silice (SiOz) (gris) y los segmentos de las cadenas
del polimero PTHF (rojo) unidos por enlaces covalentes (amarillo) producidos por el agente de
acoplamiento GPTMS. Ademas, se muestran otras posibles interacciones moleculares en la

estructura del hibrido a través de puentes de hidrégeno, fuerzas dipolo-dipolo y de London.
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Los hibridos resultan de la formacion simultanea de las fases orgénica (polimerizacion) e
inorganica y una co-condensacion [39], y se caracterizan por tener propiedades mecanicas
mejoradas (como p. ej: alta tenacidad) y una degradacion continua del componente
organico e inorganico [20], [30], [40]-[43].

La preparacion de los materiales hibridos se realiza utilizando la técnica de sintesis
conocida como “sol-gel”. En esta técnica se producen materiales sélidos a partir de
moléculas pequefias, en donde monomeros siliceos existentes en una solucion coloidal
(sol) actian como precursores de una red integrada (gel) de particulas o polimeros
reticulados [44].

Los hibridos se pueden sintetizar directamente usando un polimero que contiene silano,
como por ejemplo, el polidimetoxisilano (PDMS) usado como agente de acoplamiento
entre la red de silice y el polimero [20], [41]. Otro agente de enlace para las fases organica-
inorganica es el silano 3-glicidoxipropil trimetoxisilano (GPTMS), y se encuentra entre
los agentes de acoplamiento mas reportado en la funcionalizacion de polimeros para
formar hibridos [40], [43], [45]-[47]. EI GPTMS contiene un anillo epoxi en un extremo
para el ataque nucleofilico y tres grupos metoxisilano en el otro extremo para la
condensacion de la red silicea [48], [49]. Por lo tanto, se pueden utilizar los anillos epoxi
del GPTMS para funcionalizar un polimero que contiene grupos nucleofilicos, para
incorporarse en el proceso sol-gel con el precursor de silice a través de los grupos de

metoxisilano hidrolizados [20], [41].
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La versatilidad que entrega el hibrido se obtiene al controlar la raz6n inorgénica/orgénica,
la relacion molar del polimero, el tipo de silano, asi como otras variables de sintesis. La
fraccion polimérica de un hibrido posee un peso molecular variable, que le otorga
propiedades mecanicas y tasas de degradacion adaptadas a las necesidades del tejido [40],
[43], [45], [50]. Sin embargo, se deben tomar algunas consideraciones para obtener un
hibrido sol-gel inorganico organico [20], [41]. Un punto critico es la seleccion del
polimero, el cual debe ser soluble en el sistema sol-gel. Ademas, debe poseer grupos
funcionales nucleofilicos que puedan enlazarse covalentemente al agente de unién, como
—OH, —-COOH 0 —NH>, ya que estos grupos se acoplan al paso de terminacion en la
reaccion de polimerizacion catidnica de apertura de anillos [42]. Los polimeros que
muestran una degradacion autocatalitica no son buenos candidatos para la sintesis hibrida,
ya que pueden ser susceptibles a un cambio de pH y pueden degradarse rapidamente, lo
que lleva a la pérdida de propiedades mecanicas [20][38][48]. Por lo tanto, los polimeros
que conducen la degradacion enzimatica son deseables debido a la tasa de degradacién
lineal [20]. Realizando una revision de la literatura, se han estudiado varios polimeros
para obtener mediante sol-gel hibridos inorganicos-organicos con silice, tales como el poli
(metil metacrilato) (PMMA) [49] [50], gelatina [38], [40], [48], poli (y-acido glutdmico)
(y-PGA)[43], [45], [54], quitosano [55]-[57], alginato [47], poli e-caprolactona (PCL)

[58], [59], politetrahidrofurano (PTHF) [60], entre otros [61], [62].
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Uno de los polimeros que logra la funcionalizacion hibrida es la gelatina, polimero natural
que se deriva del colageno, y se utiliza comdnmente para productos farmacéuticos y
aplicaciones médicas por su biodegradabilidad [63], [64] y biocompatibilidad [41]. La
gelatina ha sido estudiada en la elaboracion de hibridos, ya que se puede funcionalizar
mediante la interaccion de sus grupos amida y los enlaces siloranos del GPTMS (Figura

4), resultando en wun hibrido bioactivo y biocompatible [40], [46], [65].

GPSM

&/\o/\/\suocugy3

ring-opening
reaction " lH+ H+| Hydrolysis

A/\/-\/\ \\/\/\/\&(Ong

Nu

Gelatii)\/\/

polycondensation

OH y

Nu/l\/\‘/\/ \/\/S:i'O*S:i\/\/
N/

L L
Gclaﬁn/\\/\‘\/\\/?l-o-?l\‘/\/\/\\(}elann

Figura 4. Representacion de hibridos de gelatina-siloxano, derivado de la hidrolisis y la
policondensacion de GPTMS con agua y la reaccion de apertura de anillo de GPTMS con gelatina

[38].

Respecto al desempefio bioldgico, los VB hibridos han demostrado en general ser

citocompatibles y formar apatita tipo 6sea cuando son inmersos en fluido bioldgico (SBF).

13



Sin embargo, las propiedades osteoinductoras de estos materiales han sido escasamente
estudiadas. En el 2002, Lei Ren observé un aumento de actividad de fosfatasa alcalina
(ALP) en preosteoblastos cultivados con un hibrido de silice-gelatina dopado con calcio
[48]. Roya Ravarian y su grupo, detectaron la formacion de matriz mineralizada mediante
tincion de rojo alizarina, en preosteoblastos cultivados con un hibrido de silice-PMMA a
los 28 dias de incubacion [66]. Por lo tanto, la revision de la literatura indica que no se ha
logrado la obtencion de hibridos con una capacidad osteoinductora equivalente a las

conocidas para el VB.

Lo anterior representa un desafio cientifico respecto a producir materiales hibridos con
propiedades osteoinductoras comparables a las de VB, pero reteniendo las propiedades
mecanicas de flexibilidad que otorgan los hibridos. En este contexto, el uso de
nanoparticulas de vidrio bioactivas (nVB) podria permitir preparar un hibrido con
propiedades osteoinductoras superiores. Debido a su tamafio nanométrico, las nVB se
podrian incorporar en la matriz del hibrido sin afectar sustancialmente sus propiedades
mecanicas Yy transferirle la bioactividad conocida de las nVB. Al respecto no se reportan
estudios que incorporen nVVB u otro tipo de nanoparticula en un material hibrido, por lo
que constituye uno de los aspectos centrales de esta propuesta. Ademas los hibridos de
PTHF-silice han demostrado ser citocompatibles [40], [59], [65], [67] y podrian ser

utilizados como sistemas para la elaboracion de hibridos modificados con nanoparticulas.
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Otro aspecto relevante de los procedimientos de reconstruccion 6sea es el control de
infecciones asociadas a las patologias Oseas y la prevencion de infecciones post
implantacién del biomaterial. Por este motivo, es deseable que el biomaterial que se utilice
para reconstruccion 6sea también posea propiedades antibacterianas. En este contexto se
ha propuesto actualmente el desarrollo de biomateriales bifuncionales, con capacidad para
reparar el tejido 0seo y que simultdneamente presenten propiedades antimicrobianas. De
este modo se ha reportado la preparacion de un hibrido de silice-quitosano cargado con
gentamicina, demostrando una accién antibacteriana mediante halos de inhibicion [68].
Sin embargo, debido al desarrollo de resistencia bacteriana frente a los antibidticos, surge
el interés por utilizar nanoparticulas metalicas como una nueva generacion de agentes
antibacterianos. Las NPs de cobre (nCu) han demostrado excelentes propiedades
antibacterianas frente a diferentes patdgenos incluido bacterias y levaduras orales [69],
ademas de poseer un efecto “antifouling” que reduce la formacion de biopeliculas
bacterianas [70], [71]. Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado el uso de nCu u
otro tipo de nanoparticula antibacteriana en hibridos, lo cual permitiria producir un
material hibrido con propiedades osteoinductoras y antibacterianas, que estimule la
reparacion del tejido 6seo y simultdneamente prevenga el desarrollo de infecciones. Lo
anterior representa varios desafios cientificos, respecto a lograr incorporar una

concentracion de nCu en el hibrido que produzca las propiedades antibacterianas
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deseadas, pero que no altere la citocompatibilidad ni las propiedades mecénicas de

flexibilidad del biomaterial.
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2. Hipotesis y objetivos de la investigacion.

2.1. Hipdétesis:

Materiales hibridos sintetizados con nanoparticulas de vidrio bioactivo y de cobre
permiten producir biomateriales con propiedades osteoinductoras y antibacterianas in

vitro.

2.2. Objetivo general:

Sintetizar biomateriales hibridos en base a nanoparticulas de vidrio bioactivo y de cobre

con propiedades osteoinductoras y antibacterianas in vitro.

2.3. Objetivos especificos:

1. Sintetizar y caracterizar la estructura de materiales hibridos puros (silice-PTHF) y
cargados con nVB.

2. Determinar la bioactividad de los hibridos por su capacidad para formar apatita
tipo Gsea en condiciones fisioldgicas simuladas.

3. Evaluar la citocompatibilidad de los hibridos cargados con nVB.

4. Determinar la capacidad de los hibridos cargados con nVB para estimular la
diferenciacion celular osteogénica in vitro.

5. Optimizar la composicién de hibridos bifuncionales cargados con nVB y nCu en

funcién de su citocompatibilidad.
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6. Determinar la capacidad antibacteriana de los hibridos cargados con nVB y nCu

frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Sintesis de hibridos silice- PTHF y hibridos silice- PTHF

cargados con nanoparticulas de nVB y nCu.

La sintesis de nVB, se realizé utilizando un protocolo estandarizado y reportado por el
Laboratorio de Nanobiomateriales [70], [72]-[74]. Los hibridos se prepararon con
tetrahidrofurano (THF), utilizando la técnica sol-gel [59], [75], [76]. En esta técnica la
sintesis quimica se realiza en dos fases. En la fase organica ocurre la polimerizacion
cationica por apertura de anillos, compuesta por 16,2 ml de THF en solucion al 99,9%
(Sigma-Aldrich), 440 pl de glicidil propil trimetoxi silano (GPTMS) en solucion >98%
(Sigma-Aldrich) y como catalizador 110 pl de etereato trifluoruro de boro (BFsOET?) en
solucion >98% (Sigma-Aldrich). En la fase inorganica se utilizd tetraetil ortosilicato
(TEOS) en solucion >98% (Sigma-Aldrich) en volumen dependiendo de la composicién
(ver tabla 1) y 100 pl de solucion de &cido clorhidrico (HCI) 1M preparada desde HCI en
solucion al 37% (Sigma-Aldrich). Ambas fases se mantuvieron en agitacion durante 90
minutos, la fase organica se mantuvo en agitacion durante 10-15 minutos, luego se
incorpora el catalizador BF3sOET, comenzando una reaccion exotérmica, y la fase
inorgénica se incorpora lentamente a una velocidad de <100 gotas/min a la fase organica.
Luego las soluciones se mantienen en un proceso de post-curado durante 3 dias y un
periodo de volatilizacion del solvente hasta 20 dias a 40°C, pero se puede utilizar un horno

al vacio para agilizar dicho proceso a 3 dias.
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Para los hibridos cargados con NPs, se utilizé el mismo procedimiento antes descrito y
dispersando las NPs en la mezcla obtenida con ambas fases mediante agitacion por 90
minutos y sonicacion por 15 minutos. Para los hibridos cargados con nVB se estudiaron
contenidos en peso de nanoparticulas de 2,5% a 15 % (Tabla 1). Las composiciones
Optimas obtenidas con los hibridos de nVB se utilizaron para preparar hibridos
nanocompositos cargados con nVB y nanoparticulas de cobre (nCu). Para ello se evaluo
la adicion de nCu en contenidos comprendidos entre 1x10°% a 1 %. Se utilizaron nCu en

presentacion en polvo de la empresa Nanotec SpA.
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Tabla 1. Composiciones estudiadas en la sintesis de hibridos Silice/PTHF y hibridos

nanocompositos Silice/PTHF/nVB.

Muestra TEOS [mmol] nVB (% peso)
2TEOS 2,0 0
1TEOS 1,0 0
2,5nVB/1TEOS 1,0 2,5
5nVB/1TEOS 1,0 50
10nVB/1TEOS 1,0 10
0,5TEOS 0,5 0
5nVBJ/0,5TEOS 0,5 50
10nVB/0,5TEOS 0,5 10
15nVB/0,5TEOS 0,5 15
0,25TEOS 0,25 0
5nVB/0,25TEOS 0,25 5,0
10nVB/0,25TEOS 0,25 10
15nVB/0,25TEOS 0,25 15

*Las concentraciones de THF y GPTMS se mantuvieron constantes.
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Tabla 2. Primera optimizacion de sintesis de materiales hibridos nanocompdsitos con nVB y nCu.

Optimizacion 1 TEOS nCu (% en nVB (% en
[mmol] peso) peso)
0,25nCu/0,25TEOS 0,25 0,25 0
0,5nCu/0,25TEOS 0,25 0,5 0
0,25nCu/5nVB/0,5TEQOS 0,5 0,25 )
0,5nCu/5nVB/0,5TEOS 0,5 0,5 5
0,25nCu/10nVB/1TEQOS 1 0,25 10
0,5nCu/10nVB/1TEQOS 1 0,5 10
0,25nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 0,25 15
0,5nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 0,5 15

Tabla 3. Segunda optimizacién de sintesis de materiales hibridos nanocompdsitos con nVB y nCu.

Optimizacion 2 TEOS nCu (% en nVvVB (% en
[mmol] peso) peso)
0,1nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 0,1 15
0,05nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 0,05 15
0,03nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 0,03 15
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Tabla 4. Tercera optimizacion de sintesis de materiales hibridos nanocompgésitos con nVB y nCu.

Optimizacion 3 TEOS nCu (% en nVB (% en
[mmol] peso) peso)
1x10*nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 1x10* 15
1x10°nCu/15nVB/0,5TEOS 05 1x10° 15
1x10°nCu/15nVB/0,5TEOS 0,5 1x10° 15

Aquellos sistemas (silice-PTHF) que presentaron las mejores propiedades mecanicas de
flexibilidad, se seleccionaron para la realizacion de ensayos de bioactividad,

citocompatibilidad, propiedades osteoinductoras y propiedades antibacterianas.

3.2. Técnicas de caracterizacion:

La presente tesis requirié el uso de muchas técnicas de caracterizacion para investigar las
propiedades de los materiales finales. Por lo cual, este capitulo contiene una descripcién
resumida de las diferentes técnicas utilizadas con el fin de explicar su principio de
funcionamiento, los detalles del equipo y el propdsito de su aplicacion en este proyecto.
3.2.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

La espectroscopia de resonancia magneética nuclear (RMN) es una técnica que utiliza el
campo magnético para excitar los ndcleos de los atomos en un material y medir su
respuesta. Esta técnica es ampliamente utilizada en la investigacion quimica y bioldgica
para determinar la estructura y la dindmica de las moléculas. La RMN es til para estudiar

la composicidn, la estructura, la configuracion y la distribucion de los elementos quimicos
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en una muestra. También se utiliza para la caracterizacién de materiales poliméricos,
solidos, liquidos, geles, y para la identificacion y cuantificacion de compuestos organicos
e inorganicos [77].

Los espectros de RMN pueden proporcionar informacion detallada sobre la estructura y
el enlace quimico de las moléculas en las que estan contenidos porque los diferentes

atomos de una molécula experimentan transiciones a diferentes frecuencias [78], [79].

295i MAS RMN de estado sélido.

Debido a su naturaleza solida semicristalina, las muestras hibridas necesitaban una
investigacion en estado solido. Especificamente, la RMN de estado solido de 2°Si MAS se
utilizé en modo MAS de un solo pulso para obtener informacion cuantitativa sobre la
conectividad de la red de silice. Esto se realizd determinando la cantidad de especies de
silice unido a oxigeno (Q) y silice unida a carbono (T), especificamente Q es un atomo de
Si unido a cuatro atomos de oxigeno (como en TEQOS) y T es un atomo de Si unido a un
atomo de carbono y tres de oxigeno (como en GPTMS). Especificamente, el orden de las
especies (n) corresponde al numero de enlaces puente de oxigeno (Si-O-Si) formados por
el &tomo central de Si; asi, las especies Q"y T" corresponden a Si(O-Si)n(OH)a4.n y C-Si(O-
Si)n(OH)3-n, respectivamente. La RMN MAS de un solo pulso de 2°Si permite determinar
la abundancia relativa de las especies Qn 'y Tn, a partir de las cuales se puede calcular el

grado de condensacion de la red de silice (D¢) con la Ecuacién 1 [59]:
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Ecuacién 1:

4 3 2 3 2 1
DC=<l4Q +32 +2Ql+[3T +23T +TD

Los experimentos se llevaron a cabo a 5,64 T, en un espectrometro Agilent DD2 (frecuencia
'H Larmor de 243 MHz), a una frecuencia de Larmor de 48,15 MHz en una sonda de triple
resonancia de 7,5 mm que funcionaba a una frecuencia de MAS de vMAS = 5 kHz. Se
recopilaron 320 transitorios mediante un pulso de 90° de 8,5 pus de duracion y un retraso de
reciclaje de 240. Los cambios quimicos de 2°Si se notifican con respecto a TMS (0 ppm).

Todas las mediciones de 2°Si MAS RMN de estado solido reportadas en la presente tesis
se realizaron en el Laboratorio de Materiales Vitreos, Departamento de Ingenieria de
Materiales de la Universidad Federal S&o Carlos (Brasil) en colaboracion con los

académicos Dr. Edgar Dutra Zanotto y Dr. Henrik Bradtmdiller.

3.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es una técnica de analisis

espectroscopico que utiliza la radiacién infrarroja para caracterizar la composicion y la

estructura molecular de una muestra. La FTIR se basa en la absorcion de radiacion

infrarroja por los grupos funcionales de las moléculas, que depende de su estructura y
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composicion. El espectro resultante representa la absorcion y transmision molecular,
creando una huella digital molecular Unica de la muestra [80]. La técnica de FTIR es
ampliamente utilizada en la investigacion en areas como: quimica, biologia, materiales y
farmacia.

En esta tesis se utiliz6 un FTIR-ATR Agilent Agilent Cary 630, presente en el Laboratorio
de Nanobiomateriales de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, equipado
con el programa MicroLab Expert. “ATR” es el acronimo de “Reflectancia Total
Atenuada”, una técnica de muestreo que utiliza la propiedad de reflexion total interna del
haz IR. La muestra esta en contacto directo con un cristal ATR, caracterizado por un alto
indice de refraccion, de manera que cuando es atravesado por el haz IR se refleja al menos

una vez en la superficie interna en contacto con la muestra.

3.2.3. Difraccién de rayos X.
La difraccion de rayos X (DRX) es un fenomeno fisico que ocurre cuando los rayos X
inciden en un material y se ven desviados en angulos diferentes debido a la interferencia
de las ondas de los rayos X. Esta difraccion se utiliza para estudiar la estructura cristalina
de materiales, ya que la posicién y la intensidad de los patrones de difraccién de los rayos
X proporcionan informacion sobre la disposicidn espacial de los atomos en un cristal. La
difraccion de rayos X es una herramienta importante en la investigacion de materiales, la

biologia y la quimica. Proporciona datos sobre la microestructura de un material; tanto
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cualitativa como cuantitativamente, sobre la presencia, tipo y cantidad de especies
cristalinas dentro de una muestra [81].

En este proyecto, se utilizé el equipo Anton Paar SAXSpoint 2.0 es un instrumento de
dispersion de rayos X de angulo bajo (SAXS), equipado con el software SAXSdriveMR y
el SAXSanalysisMR, gracias a la colaboracion de: Dr. Eduardo Soto y el Dr. Patricio
Romero, pertenecientes al departamento de quimica organica y fisico quimica de la

Facultad de ciencias quimicas y farmacéuticas de la Universidad de Chile.

3.2.4. Calorimetria diferencial de barrido.
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica termoanalitica que se utiliza
para determinar las propiedades térmicas de un material cuando se somete a un tratamiento
térmico especifico [82]. En el anlisis DSC, una muestra se compara con una referencia
para calcular la diferencia en la cantidad de calor necesaria (es decir, flujo de calor) para
impartir el mismo aumento de temperatura a la muestra y a la referencia. El experimento
estd disefiado de tal manera que la temperatura aumenta linealmente en funcion del
tiempo. La referencia, en este caso alumina, tiene una capacidad calorifica bien definida
en el rango de temperatura a escanear. En principio basico, el calor requerido de la muestra
es mayor o menor que la referencia dependiendo de si el proceso es endotérmico (por
ejemplo, fusion: transicion de solido a liquido) o exotérmico (por ej., cristalizacién)

respectivamente. Al observar la diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la
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referencia, se puede medir el calor absorbido o liberado durante dichas transiciones. Por
lo tanto, el resultado del experimento es una curva que representa el flujo de calor frente
a la temperatura o el tiempo.
El DSC Perkin EImer 8000 se encuentra equipado con una balanza analitica para pesar las
muestras con una masa inicial de ~10 mg en platos de platino para muestras los cuales se
sellan una vez introducida la muestra. Se llevaron a cabo escaneos de calentamiento a 10
°C/min bajo una atmosfera de nitrogeno en el rango de temperatura de —40 a 160 °C.
Todas las mediciones de DSC reportadas en la presente tesis se realizaron en el Laboratorio
de quimica organica del Programa Institucional de Fomento a la Investigacion (PIDi) de la
Universidad Tecnoldgica Metropolitana gracias a la colaboracion con el Prof. Dr. Rodrigo
Araya Hermosilla.

3.2.5. Anélisis termogravimeétrico.
El anélisis termogravimétrico (TGA) permite la deteccidn cuantitativa de variaciones de
peso de una muestra sujeta a un tratamiento térmico controlado. A partir de la traza de
TGA, que indica el porcentaje de pérdida de masa en funcion de la temperatura o el
tiempo, se puede extrapolar la primera derivada para determinar con precision los puntos
de inflexién de pérdida de masa. Las disminuciones de peso de la muestra pueden deberse
a la pérdida de la humedad adsorbida y al quemado de las fases organicas.
Para determinar la estabilidad térmica de los materiales se realizd un TGA utilizando un

analizador termogravimétrico (TA instruments, modelo Q50, USA). Este analisis fue
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llevado a cabo masando en platos de platino para muestras por separado ~10 mg de las
muestras en una balanza analitica. El rango de analisis fue de ~20 a 800 °C a una velocidad

de calentamiento de 10 °C min™!

. Se evaluo la cantidad de contenido inorganico en
régimen dinamico de calentamiento en atmosfera de aire con un flujo de 40 m! min™!. El
propdsito fue estimar la cantidad de fase inorganica efectivamente incorporada en las
muestras de hibridos a partir de la pérdida de peso correspondiente a su quemado: dado
que la masa colocada en los platos de platino para muestras varia levemente en cada
muestra, se realizaron gréaficas de porcentaje de masa versus temperatura, y para una mejor
visualizacion de los cambios se grafico la primera derivada del porcentaje de masa que
indica el punto de mayor tasa de cambio en las curvas.
Todas las mediciones de TGA realizadas en la presente tesis se llevaron a cabo gracias a
la colaboracion del Prof. Dr. Franck Quero perteneciente al Laboratorio de nanocelulosa
y biomateriales de la Facultad de ciencias fisicas y matematicas de la Universidad de
Chile.

3.2.6. Microscopia electronica de barrido con espectroscopia

dispersiva de rayos X.

La microscopia electronica de barrido (SEM) utiliza un haz de electrones dispersos, lo que
permite lograr un mayor aumento con la capacidad de resolver objetos hasta la escala

nanométrica. EI SEM es muy poderoso para la caracterizacion morfolégica de un material,

proporcionando informacién sobre la morfologia y la topografia de la superficie de una
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muestra a través de la deteccion de los electrones emitidos desde la superficie de la
muestra cuando es golpeada por un haz de electrones de alta energia. Se recopila una
imagen SEM escaneando el haz de electrones a traves de la superficie de la muestra en un
patrén de cuadricula rectangular; de esta manera, la ampliacién de una imagen SEM se
puede modificar cambiando el tamafio del area escaneada en la superficie de la muestra.
La interaccion haz-muestra produce dos tipos de electrones que se pueden detectar:
electrones secundarios y electrones retrodispersados, que se utilizan en la formacion de
iméagenes de electrones secundarios (SEI) y en la formacion de imagenes de electrones
retrodispersados (BEI), respectivamente. Los electrones secundarios, usados aqui, son
electrones de baja energia producidos cuando el haz de electrones primario excita
electrones dentro de la muestra y pierde energia en el proceso. Los electrones excitados
se desplazan hacia la superficie de la muestra, sufriendo choques elasticos e inelasticos
hasta alcanzar la superficie. Los electrones secundarios que provienen solo de muy poca
profundidad (hasta 1,5 um) pueden salir de la superficie y ser detectados, 10 que los hace
muy sensibles a la topografia; por lo tanto, los electrones secundarios pueden proporcionar
informacion detallada sobre la forma de la superficie y las caracteristicas de la muestra
[83], [84]. EI SEM requiere muestras montadas en trozos de aluminio con cinta de carbono
conductora y, si no son naturalmente conductoras, las muestras deben pulverizarse con
una capa conductora, en la presente tesis se utilizaron como capa conductora pulverizada

de oro y carbono.
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La microscopia electrénica generalmente se combina con un espectrdmetro de energia
dispersiva de rayos X (EDX). Cuando el haz de electrones primario alcanza la superficie
de la muestra, también se emiten rayos X caracteristicos: estos se derivan de la excitacion
y el consiguiente movimiento entre diferentes niveles de energia de los electrones de los
atomos de las muestras. Por lo tanto, la radiacion producida es tipica del material analizado
y puede ser detectada por EDX, que proporciona un analisis de la composicion quimica
de los elementos de la muestra y puede determinar sus cantidades relativas en el material.
En el presente proyecto se utilizé el SEM JEOL modelo JSM-IT 300 LV (operando desde
20kV a 2 kV, distancia de trabajo variable del procedimiento, aumento < 30.000x) para
investigar: (a) la morfologia de los materiales monoliticos y (b) verificar la
interpenetracion de componentes organicos e inorganicos a nanoescala. (p. ej.
nanoparticulas) y (c) medicion del tamafio de las nVB sintetizadas y nCu comerciales.

Las muestras en forma de monolitos se montaron en soportes de muestras de montaje SEM
de aluminio con cinta de carbdn conductor y, dado que son poco conductores, era
necesario recubrirlos con un revestimiento de oro de 10 nm mediante deposicion catodica
(Denton Vacuum Inc.) a 7,27e2 Torr y 45 mA durante 30 s para permitir la formacion de
imagenes y evitar la carga de la muestra. Ademas, para caracterizar las nVB y nCu, el
aumento del SEM vari6 entre 8.000x a 30.000x. El tratamiento de las muestras en SEM,
las NPs se impregnaron en una cinta de carbono y luego se recubrieron con un

revestimiento de oro en las condiciones descritas.
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Las imégenes SEM y analisis EDX en su gran mayoria se realizaron en el Laboratorio de
microscopia electronica de barrido de la Facultad de odontologia de la Universidad de
Chile. Y en el caso de algunas muestras de nanoparticulas de cobre y hibridos
nanocompositos con nanoparticulas de cobre, la adquisicién imagenoldgica se realizé en
el equipo de microscopia electrénica de emision de campo (FESEM) ZEISS Gemini SEM
360 equipado con detector EDX del Programa Institucional de Fomento a la Investigacion
(PIDi) de la Universidad Tecnologica Metropolitana gracias a la colaboracion del Dr.
Rodrigo Araya Hermosilla.
3.2.7. Ensayos de compresion.

Los ensayos de compresion uniaxiales consisten en aplicar, respectivamente, una fuerza
de compresion en una muestra solida en forma de paralelepipedo de ~3x3x4 mm y medir
la respuesta del material hasta el limite maximo del equipo de 1 mm o la fractura del
material. La Figura 5 muestra la maquina de microensayo DEBEN (Suffolk, Reino
Unido) usando una celda de carga de 200 N en modo de compresién a una velocidad de
1,5 mm/min presente en el laboratorio de Nanobiomateriales de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.
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Figura 5. Muestra de material hibrido montada en la maquina de microensayo mecanico DEBEN
para la realizacion de un ensayo de compresion y el software mostrando la curva esfuerzo-

deformacién del material.

Después de haber medido por cuadriplicado cada muestra, se mide la relaciéon fuerza-
desplazamiento del material y se convierte en una relacion tension-deformacion, a partir
de la cual se obtienen la tensién de méxima a la fractura, la deformacion méaxima en la

fractura y el médulo de Young [85].
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3.2.8. Anélisis mecanico dinamico.

El analisis mecanico dinamico (DMA) permite la caracterizacién de las propiedades
viscoelasticas de un material en respuesta a la carga vibratoria en funcion de la frecuencia,
el estrés, el tiempo, la temperatura, la atmoésfera 0 una combinacion de estos parametros.
El DMA funciona aplicando una deformacidn sinusoidal a una determinada frecuencia a
una muestra de geometria conocida. La prueba se puede controlar en tension o
deformacion e informa cambios en la rigidez y el amortiguamiento de la muestra [82]. En
la presente tesis el ensayo DMA se realizo en piezas con una geometria de 50x13x3mm,
se les aplico una deformacion sinusoidal durante 15 segundos, en un rango de temperatura
de 20 a 50°C. Con el objetivo de: 1) evaluar su comportamiento viscoelastico, y 2)
comparar la rigidez de diferentes composiciones de materiales hibridos.

A partir de la medicidon de la tensidn y el estrés sinusoidal en un numero predefinido de
ciclos, es posible calcular el modulo de almacenamiento (G”), que es una expresion de la
energia almacenada en la parte elastica, el modulo de pérdida (G™"), que esta relacionado
con la energia disipada como calor durante la deformacidn, que representa la parte viscosa,
y la tangente de pérdida (tan(d), como amortiguacion), que representa la contribucion
relativa de la parte viscosa frente a las propiedades elasticas [82].

Tanto G como tand estan asociados con la friccion interna y son sensibles a diferentes
tipos de movimientos moleculares, procesos de relajacion, transiciones, morfologia y otras

heterogeneidades estructurales (p. ej: presencia de nanoparticulas).
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Todas las mediciones en DMA de la presente tesis fueron realizadas gracias a la
colaboracién del Mg. Ariel Nenen Huenchul, perteneciente al Laboratorio de Polimeros
del Instituto de ciencias quimicas de la Universidad Austral de Chile.
3.2.9. Nanosight.

El Nanosight (NS300 Malvern), se basa en la tecnologia de analisis de rastreo de
nanoparticulas (NTA), utiliza las propiedades tanto de dispersion de luz como de
movimiento Browniano para obtener mediciones de concentracion y distribucion del
tamafio de las particulas en una suspension liquida [86], en la presente tesis se utiliz6 agua.
Un laser pasa a través de la camara de la muestra, y las particulas en suspension en el
camino de este haz dispersan la luz de tal manera que pueden verse facilmente a través de
un microscopio de un aumento de 40X en el que se encuentra montada una cadmara digital.
La camara digital funciona a 30 cuadros por segundo (CPS) y captura un video de las
particulas en su movimiento Browniano natural. El software rastrea las particulas
individualmente y por medio de la ecuacion de Stokes-Einstein calcula el didametro
hidrodinamico de cada una de ellas [87].

Se realizaron tres diluciones, 10 mg x mI, 1 mg x mI*t y 0,1 mg x mI! hasta obtener una
solucion con una cantidad rastreable de nanoparticulas por el método NTA, se utilizaron
indices de refraccion de 1,56 y 1,54 [88], [89] para las nVB y nCu respectivamente, y tres
mediciones para cada tipo de nanoparticulas las cuales se promediaron y se obtiene la

desviacion estandar (+ SD) tanto del tamafio como de la concentracion de nanoparticulas.
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En la presente tesis las mediciones de Nanosight se realizaron gracias a la colaboracion
del Prof. Dr. Felipe Oyarzun Ampuero, perteneciente al Departamento de ciencias y
tecnologia farmacéuticas, Facultad de ciencias quimicas y farmacéuticas de la
Universidad de Chile.
3.2.10. Dispersion dindmica de la luz.

La dispersion dinamica de la luz (DLS) se basa en el movimiento browniano de las
particulas dispersas. Cuando las particulas se dispersan en un liquido, se mueven al azar
en todas las direcciones. El principio del movimiento browniano es que las particulas
chocan constantemente con las moléculas del solvente. Estas colisiones hacen que se
transfiera una cierta cantidad de energia, lo que induce el movimiento de las particulas.
La transferencia de energia es mas 0 menos constante y, por lo tanto, tiene un mayor efecto
sobre las particulas mas pequefias. Como resultado, las particulas mas pequefias se
mueven a mayor velocidad que las particulas mas grandes. Si conoce todos los demas
parametros que influyen en el movimiento de las particulas, puede determinar el didmetro
hidrodinamico midiendo la velocidad de las particulas.

En la presente tesis el tamafio y las distribuciones de tamafio de las nanoparticulas de nVB
y nCu se midieron mediante DLS con el equipo Zeta Sizer Nano (Malvern) a 25°C y a un
angulo de dispersion de 90° usando una muestra con la misma dilucion utilizada para el
Nanosight. Con indices de refraccion de 1,56 y 1,54 [88], [89] para las nVB y nCu

respectivamente. El valor promedio ponderado por intensidad se registr6 como el
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promedio de tres mediciones, y los resultados se expresaron con desviacion estandar (+
SD). Todas las mediciones de DLS reportadas en la presente tesis se realizaron en el
Laboratorio de quimica organica del Programa Institucional de Fomento a la Investigacién
(PIDi) de la Universidad Tecnoldgica Metropolitana gracias a la colaboracién del Dr.
Rodrigo Araya Hermosilla.

3.2.11. Caracterizacion del Potencial zeta de nVB y nCu relativo

al pH en PBS.

Potencial zeta es una medida de la carga eléctrica en la superficie de una particula en una
suspension o soluciédn coloidal. Es la diferencia de potencial entre la doble capa eléctrica que
rodea una particula y la solucién, esta determinada por el equilibrio de las fuerzas de
atraccion y repulsion entre las particulas y el disolvente circundante. El potencial zeta ayuda
a predecir la estabilidad de las suspensiones coloidales y se usa en una variedad de
aplicaciones, incluida la administracion de farmacos, el tratamiento de aguas residuales y la
ciencia de los alimentos [90]. Para moléculas y particulas que son lo suficientemente
pequefias, un potencial { alto (negativo o positivo) otorga estabilidad, es decir, las particulas
resistiran la agregacion [91]. Cuando el potencial es bajo, la atraccidn supera a la repulsion
y las particulas tienden a agregarse. Por lo tanto, las particulas con potencial  alto (negativo
0 positivo) se estabilizan eléctricamente, mientras que las particulas con potencial ¢ bajo
tienden a agregarse o flocular. También se ha sugerido que los valores negativos del potencial

{ tienen un efecto favorable significativo sobre la union y proliferacion de las células 6seas
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[92]. Por lo tanto, ademas del efecto del potencial { sobre el comportamiento de las particulas
en ambientes acuosos, también afecta el comportamiento celular alrededor de las particulas
[92]. En la presente tesis se mide el potencial { de las nVB y nCu, en PBS en los siguientes
pH: 5, 6, 7,4, 8 y 10, mediante el equipo Zeta Sizer Nano (Malvern) a 25°C, con una cubeta
de potencial ¢ DTS1070. El valor promedio ponderado por intensidad se registr6 como el
promedio de tres mediciones, y los resultados se expresaron con desviacion estandar (+
SD). Las mediciones de DLS y potencial  se realizaron gracias a la colaboracion del Dr.
Rodrigo Araya Hermosilla del Programa Institucional de Fomento a la Investigacion (PIDi)
de la Universidad Tecnoldgica Metropolitana.

3.2.12. Rugosidad de la superficie de los materiales hibridos

mediante microscopia de fuerza atomica.

El microscopio de fuerza atomica (AFM) (Figura 6) mide la fuerza entre la punta y la
muestra, lo cual se da en funcién de la distancia punta-muestra. La fuerza entre ambas se
puede medir en un modo estatico usando la desviacién como un resorte plano en forma de
paralelepipedo (cantiléver) que presenta una punta en su extremo. La desviacion del nivel
se mide utilizando un rayo laser reflejado desde la parte posterior del cantiléver hacia un
fotodiodo dividido. La superficie se mapea mientras se escanea cambiando la posicion z
de la punta 0 muestra (mediante la platina de muestras). La sefial z que mantiene una
distancia punta-muestra constante se registra como sefial topografica, que es la utilizada

en la presente tesis. Las mediciones de AFM se realizaron gracias a la colaboracion de la
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Dra. Natalia Hassan Lopez del Programa Institucional de Fomento a la Investigacion (PIDi)

de la Universidad Tecnoldgica Metropolitana.

Punto de ajuste de fuerza

Detector

@ > Retroalimentacion
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Figura 6. Representacién esquematica del principio de funcionamiento de un microscopio de

fuerza atomica (AFM) en modo estatico [93].

3.2.13. Liberacién de iones calcio y cobre.
La serie de materiales hibridos sintetizados (Tabla 4) se sumergieron en 15 ml de agua
tamponada con buffer TRIS a pH 7,4, de forma independiente durante 1, 3, 5, 7 y 10 dias,
y se realizé la medicion de los iones de calcio y cobre presentes en las soluciones mediante

electrodos especificos para cada ion.
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3.3. Ensayo de degradacion de los hibridos.

Se realiz6 un ensayo para evaluar la degradabilidad de los materiales hibridos, se registrd
su pérdida de peso luego de la inmersién de muestras individuales de 5 x 5x 5 mm en
buffer fosfato (PBS) (pH 7,4 y 37°C)a 0,5, 1, 3, 7, 20 y 28 dias. Luego las muestras se
congelaron a -20°C y se secaron mediante liofilizacion (llshin BioBase, Corea del Sur) a
-60 °C durante 24 horas, y pesaron en una balanza analitica, los resultados se expresaron
en porcentaje de pérdida de masa por la ecuacion (2) [94]:
Ecuacion 2:

Wo— W;

%Degradacion = (T

0

)x100%

3.4. Ensayos de bioactividad de liquido corporal simulado (SBF).

La capacidad de los hibridos para inducir la formacién de apatita 6sea se evalu6 en fluido
corporal simulado acelular (SBF), que posee concentraciones ionicas similares a las del
fluido extracelular humano [95]. Los materiales hibridos se incubaron en SBF por
periodos de 7 y 14 dias en 50 ml de SBF en frascos de polipropileno. Posteriormente la

formacidn de apatita se identificé mediante FTIR-ATR y SEM-EDX.
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3.5. Citocompatibilidad de los hibridos y hibridos cargados con

nVB y nCu.

Previamente a realizar estudios biolégicos las muestras de materiales hibridos de 3x3x5
mm se esterilizan en luz UV 20 min por lado, previa inmersion en solucién acuosa de
etanol.

La citocompatibilidad de los materiales hibridos se evalu6 mediante la incubacion con
células mesenquimales aisladas de pulpa dental humana (hDPSC). Las hDPSC se
obtuvieron a partir de terceros molares incluidos, mediante un procedimiento
estandarizado y autorizado en el laboratorio de nanobiomateriales [32], donde se obtiene
un cultivo primario que luego de 2 a 3 pasajes se procedio a utilizar en los ensayos.

La viabilidad de las células se determind mediante el ensayo MTS, incubando hDPSC
sobre los hibridos, mediante la reduccién de las sales de (2-il-4,5-dimetiltiazol) 5- (fenil
3-carboximetil) -2- (4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS). Estos ensayos se realizaron en
tiempos 3, 7 y 14 dias de incubacién de las hDPSC con los hibridos. Para evaluar
cualitativamente la adhesion celular, las hDPSC adheridas a las superficies del hibrido se
fijaron en glutaraldehido al 2,5%, luego se deshidrataron progresivamente en etanol, se
secaron en CO- supercritico (Tousimis, Autosamdri-815) y se recubrieron con oro para

observacién SEM.
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3.6. Determinacion de la capacidad de los hibridos cargados con
nVB para estimular la diferenciacion celular osteogénica in

vitro.

3.6.1. Cuantificacion de actividad de enzima fosfatasa alcalina
(ALP).
La actividad de la enzima fosfatasa alcalina se determind mediante el ensayo colorimétrico
de desfosforilacion del reactivo para-nitrofenilfosfato, el cual se mide por la absorbancia
a 405 y 690 nm. Estos ensayos se realizaron incubando los hibridos con hDPSCs por 7'y
14 dias. Las absorbancias fueron normalizadas con el nimero de células viables
determinadas en el ensayo de MTS.
3.6.2. Marcadores de diferenciacion osteogénica mediante RT -
gPCR.
Se analizaron marcadores de diferenciacion osteogénica mediante RT-qPCR (Applied
Biosystem, Thermo Fischer Scientific). EI RNA total se obtuvo afiadiendo el reactivo
TRIZOL (Gibco) y luego se realizd la transcripcion reversa usando los reactivos:
SuperScript® 111 ¢cDNA Synthesis y ReadyScript® cDNA Synthesis Mix (Sigma). Se
utilizaron partidores especificos de diferenciacion osteogénica. Los marcadores
osteogenicos analizados: runx-2 y osx. Como control interno se utilizo el gen de expresion
constitutiva (housekeeping) 18s. Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando los

siguientes partidores especificos para humano (Macrogen, Corea del sur): RUNX-2,
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Forward 5-CAAGTA- GCAAGGTTCAACGA-3 y Reverse 5-
CGGTCAGAGAACAAACTAGG-3, (OR)¢ Forward 5-
GCCAGAAGCTGTGAAACCTC- 3" y Reverse 5-TGATGGGGTCATGGTGTCTA-3’,
18S Forward 5-GGACAGGACAGGATTGACA-3 y Reverse 5-
GGACATCTAAGGGCATCACAG-3". El gPCR se realizo6 con el sistema de RT-qgPCR
StepOnePlusTM (Applied Biosystems). Cada reaccion se realizo en MicroAmp®Fast
Reaction Tubes (Applied Biosystems) con 100 ng de ADNCc, en un volumen final de 10
puL. La mezcla de PCR contenia Power SYBR®Green PCR MasterMix (Applied
Biosystems) y 500 nM de cada partidor (Forward o Reverse). La fluorescencia se analizo
utilizando el software Step One Plus version 2.3 (StepOnePlus Real-time PCR, Life
Technology). Los datos de qPCR en tiempo real obtenidos se analizaron utilizando el

método comparativo 222CT[96], [97].

3.7. Determinacion de la capacidad antibacteriana de los

hibridos bifuncionales.

La actividad antimicrobiana de las superficies de los hibridos se evalu6 frente a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (serotipo b) (Figura 7). La cepa se cultivé en
caldo o agar BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid, Wesel, Alemania) y se incuba en una
atmosfera de CO» al 5% a 37 °C durante 48 h. Desde una placa cultivada, las bacterias se
transfieren a medio BHI fresco a una densidad equivalente al estindar McFarland 2. Cada

hibrido estéril se coloca en tubos Eppendorf con 990 puLL de medio BHI fresco y 10 pL del
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indculo, y se incubaron durante 3 horas en una atmdsfera de CO> al 5% a 37 °C. Después
del periodo de incubacién, las superficies del hibrido se lavaron con un 0,88 % en peso de
solucién de NaCl y 1% de Tween 80 para eliminar las bacterias adheridas en la superficie
del material. Se tomaron muestras de 100 uL de la suspension bacteriana, se diluyeny se
colocan en placas sobre agar BHI. Después de 48 h de incubacion a 37 °C, se cuentan las
colonias y se calculan las unidades formadoras de colonias por ml (UFC). La biopelicula
bacteriana formada en cada superficie del hibrido se examiné mediante microscopia SEM.
Después del periodo de incubacién, las bacterias adheridas a las superficies del hibrido se
fijaron en glutaraldehido al 2,5%, luego una deshidratacion progresiva en etanol, luego se
secan en CO: supercritico (Tousimis, Autosamdri-815) y se recubren con oro para

observacién SEM.

Muestras en triplicado 3 4 5
' ‘ 2 Incubacion de los
—_— Esterilizacion hibridos en BHI
P . S de los hibridos Mcfarland 0,5 por 3 hrs,
Cultivo en BHI - 20 minflado 37° C capnofilia
por 48hrs 3 \i !

L 3 3 E =

s e \ 8 &
Ci de A. tipo B

s o

suero equino por 48hrs a
37°C capnofilia (directa y
diluidas)

Lavado con 10 mi de - 6 [em
suero fisiologico y |
vortex por 30 segundos » i
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1 0 formadoras de colonias 9 Slembira en'agar +TSVE 3. .

por cuadrante
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Figura 7. Flujograma experimental del ensayo utilizado para medir la capacidad antibacteriana en

la superficie de los materiales hibridos.
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4. Resultados.

4.1. Caracterizacion estructural, mecanica y composicional de

los materiales hibridos.

4.1.1. Ensayos mecanicos de compresion.

Entre los diferentes materiales hibridos sintetizados se seleccionaron aquellos que
cumplian con la propiedad mecénica de flexibilidad, caracteristica fundamental
perseguida en este tipo de materiales.

En la Figura 8 se presentan los valores de (A) porcentaje de tension a la fractura, (B)
fuerza compresivay (C) el mddulo elastico, calculados de las correspondientes curvas

de tension-deformacion de los materiales. En la Figura 8A se puede observar que los
materiales hibridos que no alcanzaron el punto de fractura y que por lo tanto
exhibieron las mejores propiedades de flexibilidad fueron una composicion hibrida
pura (0,25TEOS) vy tres hibridos formulados con nVB (5nVB/0,5TEQS,
10nVB/1TEOS y 15nVB/0,5TEOS). Aunque la incorporacion de nVB tiende a
aumentar la resistencia a la compresion y el modulo elastico de algunos hibridos, estos
materiales flexibles no difieren significativamente en aquellas propiedades (Figuras
8By 8C). En general, los valores del mddulo elastico presentado por los hibridos se

encuentran dentro del rango reportado para este tipo de materiales.
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Figura 8. Propiedades mecanicas de los materiales hibridos flexibles. A) Tension a la fractura, B)

Fuerza compresiva y C) Modulo elastico. * p<=0,05

4.1.2.

** n<=0,01

Hk n<=0,001.

Analisis mecanico dinamico (DMA).

Para la serie de hibridos flexibles, también se analizaron sus propiedades mecéanicas

mediante analisis dindmico mecanico (DMA). En la Figura 9 se presentan los valores de

modulos de pérdida (G™) y de almacenamiento (G”). Los mddulos de almacenamiento

(G") de los hibridos son menores que su modulo de pérdida (G”), produciendo valores de
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Tand <1 (6 = G”/ G), lo que confirma una mayor contribucion del componente elastico
al comportamiento mecanico de acuerdo con su flexibilidad exhibida. Ademas, los
hibridos cargados con nVVB presentan valores de G’ y G” superiores a los del hibrido puro
(0,25TEOS). También se observa una reduccion en el factor de amortiguamiento (Tan )
con la incorporacion de nVB, lo que se debe al aumento de los valores de G”. Los valores

indican que el material con mayor rigidez es 10nVB/1TEOS, y el de menor es 0,25TEQOS.
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Figura 5. Andlisis dindmico mecanico (DMA) de los materiales hibridos flexibles: Mddulo de

almacenamiento (G”), médulo de pérdida (G™") y Tand.
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4.1.3. Anélisis mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC).

Los materiales hibridos flexibles también fueron evaluados mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Las curvas de DSC (Figura 10) obtenidas en el rango de
temperatura de -40°C a 160°C, permitieron determinar las temperaturas de transicion
vitrea (Tg) y de cristalizacion (Tc) de los materiales (Tabla 5). Los resultados indican que
los valores de Tg de los hibridos se encontraron entre -7,5°C a -16,3°C con un promedio
de -13,5+4,0°C, mientras que los valores de Tc variaron entre 17,5°C y 25,7°C con un
promedio de 19,9+3,8°C.
Tabla 5. Valores de temperaturas de transicion vitrea (Tg) y cristalizacion (Tc) de los materiales

hibridos flexibles obtenidas mediante andlisis calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Muestra Tg (°C) Tc(°C)
0,25TEOS -14;7 175y 41,3
5nVB/0,5TEQS -7,5 25,7
10nVB/1TEQOS -16,3 18,4
15nVB/0,5TEOS -15,4 18,2
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Figura 6. Curvas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de los materiales hibridos flexibles.
Las zonas coloreadas muestran las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y de cristalizacion (T¢)

de los materiales hibridos.

4.1.4. Anéalisis termogravimétrico (TGA).
En la Tabla 6 se muestran los resultados del analisis termogravimétrico (TGA) realizado
a los hibridos, representando la descomposicion como perdidas de pesos de los materiales
en funcion de la temperatura. Si se comparan los valores para un 5% de descomposicion,

la descomposicion térmica del hibrido 0,25TEOS se produce a los 144,7°C mientras que
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para el hibrido nanocompésito 15n\VVB/0,5TEOS este porcentaje de pérdida de masa se
produce a los 206,3°C. Se produce un aumento de la temperatura de descomposicion de
la fraccion organica con la incorporacion de las nVB, como también por el aumento de la
red silicea.

Tabla 6. Temperaturas de descomposicion y porcentaje de pérdida de peso de 5% (T1) y50%

(T2) de los materiales hibridos obtenidos mediante analisis termogravimétrico (TGA).

Muestra T1 (°C) T2 (°C)
0,25TEOS 1447 254,4
5nVB/0,5TEOS 161,5 395,3
10nVB/1TEOS 188,5 388,1
15nVB/0,5TEQOS 206,3 368

4.1.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
silicio en estado sé6lido (2°Si MAS RMN).

La Figura 11 muestra los espectros de 2°Si MAS NMR de los hibridos flexibles

0,25TEOS, 5nVB/0,5TEOS, 10nVB/1TEOS y 15nVB/0,5TEOS. Todas las muestras

tenian especies tanto de T" como de Q" que corresponden respectivamente a las estructuras

de enlaces de Sia C y enlaces en torno al Si. Los resultados de todos los espectros de 2°Si

MAS NMR y D¢ se resumen en la Tabla 7. En todas las muestras, la matriz de silice se

encuentra bien condensada, formando enlaces Si-O-Si como lo muestra la dominancia de
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las especies Q* en los hibridos. Ademas, el espectro muestra picos de alta intensidad en
T2y Q* en todas las muestras. En los hibridos que tienen un mayor contenido de nVB
(10nVB/1TEOS y 15nVB/0,5TEOS) se presentan picos de alta intensidad en Q* y Q*-Q*
respectivamente, (Q* estd mas alejado del proton que Q*). Ademas, todos los hibridos
flexibles tuvieron un D, mayor al 65%, pero aquellos con el mayor contenido de n\VB
(10% y 15% en peso) presentan un alto grado de condensacion de la red de silice,
10nVB/1TEOS: 85,67% y 15nVB/0,5TEOS: 84,42%. Aunque la muestra de
15nVB/0,5TEOS presenta un alto contenido de nVB, la muestra de 10nVB/1TEOS
presenta una mayor f % en Q*, del 42% al 51% respectivamente. Ademas de un alto grado
de condensacion en Q% la muestra 15nVB/0,5TEOS presenta especies de silicio no
condensadas de silicio en Q3 lo cual se puede relacionar con una mayor reactividad,

bioactividad y degradabilidad.
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Figura 11. Espectros de resonancia magnética nuclear de silicio en estado solido (**Si MAS RMN)

de los materiales hibridos flexibles.
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Tabla 7. Desplazamientos quimico-isotrépicos del 2°Si (diso) y porcentaje de abundancia (f) de las especies de silicio Ty Q y

porcentaje de Dc de los materiales hibridos flexibles.

Muestras T! T? T3 Q? Q? Q* Q% %De
5iso f 5iso f 5iso f 5iso f 5iso f 5iso f 5iso f
[ppm] % [ppm] % [ppm] % [ppm] % [ppm] % [ppm] % [ppm] %
0,25TEOS -595 25 -66.2 53 -719 4 - - - - -1109 18 - - 65,67
5nVB/0,5TEOS -580 24 -658 32 -695 10 -90.0 5 1008 11 -1104 18 - - 68,08
10nVB/1TEOS -596 6 -66.2 31 -695 12 - - - - 1116 51 - - 85,67
15nVB/0,5TEOS -580 9 -646 22 -695 7 - - 1008 9 -1104 42 116.8 11 84,42

diso representa el desplazamiento quimico del 2°Si. Los errores asociados con las mediciones son de + 1,0 ppm. f % representa el

porcentaje de abundancia (f) de las especies de T y Q de silicio en los materiales hibridos. %D, representa el grado de

condensacion de la red de silice. Los errores asociados con las mediciones de fy D¢ son de £5%.
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4.1.6. Espectroscopia de infrarrojo con reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR).

La Figura 12 presenta el analisis FTIR de los nanocompdsitos hibridos flexibles y las

nVB. Los espectros FTIR (Tabla 8) coinciden con lo reportado en la literatura para este

tipo de materiales, se pueden visualizar enlaces propios del PTHF como las sefales de C-

H, CH2, O-H y de los hibridos nanocompositos Si-OH, Si-O-Si y Si-O-C (1100 cm™)

propio de un material con una estructura hibrida formada por enlaces covalentes.

O-H si-0

l ;C—Hl 0,25TEOS C'T (Si-O-C) & (Si-0) l O-H Si-0

5nVB/0,5TEOS

;; 10nVB/1TEOS
[0}

(8]

C

8

€

[%2]

§ 15nVB/0,5TEOS
|_

nVB

'|"|"|'|'|'|'|'|"|"‘:|:'|:3':|
3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Wavenumber (cm™)

Figura 7. Espectros de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) y posicion de

enlaces representativos de los materiales hibridos flexibles y de las nanoparticulas de nVB.
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Tabla 8. Asignacion de las sefiales FTIR mostrados en la Figura 14 de los materiales hibridos

flexibles y del nVB.

Posicion del peak (cm™)

Asignacion

Referencias

3200

2800 - 2900

1375 - 1365

1110 - 1080

1100 - 1000

990 - 950

880 - 800

720 -700

~634

~540

Estiramiento asimétrico de

—OH

Estiramiento de CH-

Estiramiento de C-H

Estiramiento de Si-O-C

Estiramiento de Si—O-Si

Estiramiento de Si—-OH

Estiramiento simétrico de

Si-O-Si

Movimiento Cis de C-H

Modo liberacién —OH

Si—O-Si vibracién de balanceo

[59], [99]

[59], [99]

[59], [99]

[59], [99]-[103]

[59], [99], [100], [104]

[59], [100], [103]

[59], [60]

[99], [104]

[105]-[107]

[59], [100]
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4.1.7. Difraccion de rayos X (DRX).
En la Figura 13 se presentan los patrones de DRX, la cual muestra que todos los hibridos
tienen una naturaleza fundamentalmente amorfa, aunque algunas composiciones
presentaron reflexiones alrededor de 20° y 25° en 26 correspondientes a dominios
cristalinos de la estructura semicristalina del PTHF. Las reflexiones cristalinas del PTHF
disminuyen o desaparecen con el aumento del contenido de nVB en el hibrido

(10nVB/1TEOS y 15nVB/0,5TEOS).

— 0,25TEOS
5nVB/0,5TEOS
— 10nVB/1TEOS

L — 15nVBJ/0,5TEOS

-

\

A aya

-

N

Intensidad relativa (u.a)

10 2 30 40 50
20°

o

Figura 83. Patrones de difraccion de rayos — X (DRX) de los materiales hibridos flexibles

mostrando dominios cristalinos (flechas) a 20° y 25° en 26.
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4.1.8. Caracterizacion de nanoparticulas de nVB y nCu
mediante microscopia SEM

La Figura 14 muestra la caracterizacion mediante SEM de las nanoparticulas utilizadas

en la presente tesis: las nCu tienen tamafios de particulas entre 120 y 350 nm, con un

tamafio promedio de 215,7£74,2 nm, mientras que las nVB entre 50 y 120 nm, con un

tamafio promedio de 89,3+£25,2 nm.

Figura 9. Imagenes SEM mostrando mediciones de los tamafios de las nanoparticulas de nCu

(promedio ~215 nm) y nVB (promedio ~89 nm).
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4.1.9. Caracterizacion de nanoparticulas de nvB y nCu en
suspension mediante Nanosight y DLS.
En el Nanosight se utiliz6 finalmente una cantidad rastreable de nanoparticulas por el
método de analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) con una concentracion de 1
mg x mI™ de NPs en agua Milli-Q a pH 7,4, registrando una concentracion de nvVB
de 2,51x108+2,23x10" particulas/ml y de nCu 3,87x108+2,11x10" particulas/ml. La
caracterizacion del tamafio de nVB mediante tanto DLS como Nanosight (Figura 15)
se registraron distribuciones de tamafio de particulas a los 120, 200 y 400 nm,
mientras que para las nCu las distribuciones se encuentran alrededor de los 150, 300

y 400 nm.

58



™

6M - -5- nVB L
- nCu

U
<
1

IN
<
1

3M

2M

Nanoparticulas (millones/mL)

1M+

T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Tamafio (nm)

Figura 10. Curvas de distribucién de tamafios de las nanoparticulas de nVB y nCu obtenidas

mediante método de analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA).

4.1.10. Potencial zeta ({) de nVB y nCu en buffer PBS.
El estudio del potencial zeta para las nVB y nCu en PBS en los siguientes pH: 5, 6, 7,4, 8
y 10, la Figura 16 se observa para las nVB un potencial { minimo de -34,47+0,35 mV a
pH 10, un maximo de -11,33+£5,59 mV a pH 8, y a pH 7,4 fue de -18,73+5,0 mV. Para las
nCu el potencial { minimo registrado fue de -15,03+0,71 mV a pH 5, un méaximo de -
3,54+0,39 mV apH 8,y apH 7,4 fue de -4,21+0,93 mV. Ambas particulas a pH fisiolégico

7,4 tienen un potencial ¢ negativo.

59



54 —®—nVB( L
—m—nCu( _ % % 4

-10 [ ] ~~
S 6 S
S T E
N— _15 - n N—’
U* L g
= =
g %7 - 10 @
@) @)
o o

I o I

m 25 --12 =
> (@)
c c

-30 --14

-35 + --16

T T T T T T T
5 6 7 8 9 10
pH

Figura 16. Potencial zeta ({) de suspensiones acuosas de nVB y nCu en funcién del pH medidas

mediante DLS.

4.1.11. Caracterizacion de materiales hibridos mediante
microscopia SEM, espectroscopia EDX y microscopia AFM.
El analisis mediante microscopia SEM con mapeo composicional EDX se muestra en
la Figura 17. En las fotografias se puede observar un aumento en la opacidad de los
materiales hibridos al aumentar el contenido de nVB. En las imagenes SEM se pueden
observar las superficies de los materiales hibridos, los cuales presentan rugosidades,

ademas, en los hibridos nanocompdsitos, se puede detectar la presencia de nVB como
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aglomerados o nanoparticulas individuales. EI mapeo elemental EDX revela la
distribucién de carbono, silicio, oxigeno, calcio y fosforo en las estructuras de los
materiales hibridos, y en el mapeo de silicio (violeta) se puede visualizar el aumento
de densidad en el hibrido con mayor contenido de nVB. Los valores de calcio y

fésforo confirman la presencia de nVB en los hibridos nanocompasitos.
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Figura 11. Fotografias (macro), micrografias SEM (aumentos 3000x y 10.000x), mapeo EDX de
atomos de silicio (en violeta) y anélisis elemental EDX (graficos) de los materiales hibridos

flexibles y nanoparticulas de nVB.
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Mediante la caracterizacion en microscopia AFM, se observa que los materiales hibridos
flexibles poseen diversas rugosidades que se muestran en la Figura 18, el material con
menor rugosidad es el hibrido 0,25TEOS con una rugosidad media cuadratica (Rq) de 1,04
nm, luego los hibridos nanocompositos 5nVVB/0,5TEQOS de 54,8 nm, 10nVB/1TEQOS de
212,5nmy 15nVB/0,5TEOS de 301,6 nm, lo cual ademas se puede observar mediante las
reconstrucciones 3D de los materiales hibridos. Lo que podria explicar una relacién de la
rugosidad con el contenido de nVB presente en la superficie de los materiales como

agregados 0 nanoparticulas individuales.

Vista 3D

300 4 —— 0,25TEOS
—— 5nVB/0,5TEOS
— —— 10nVB/1TEOS ST -
—— 15nVB/0,5TEOS
- .
£ 1004
=2
3 M o
5 0 = ol x4
3 OnVB/1TEOS
5-100_ 2,5nm
-200
-300 4 : S TR0

T T L3 T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
Posicion (nm)

Figura 12. Mediciones mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) de rugosidad de la
superficie de materiales hibridos. Rugosidad media cuadratica (Rq) e imagenes de superficie y

reconstruccion 3D de superficie de materiales hibridos flexibles.



4.2. Ensayo de degradacion de los materiales hibridos.

Se realiz6 un ensayo para evaluar la degradabilidad de los hibridos, registrando su
pérdida de peso luego de su inmersion en PBS por 28 dias. En la Figura 19 se muestra
el porcentaje de la pérdida de peso de los hibridos en funcién del tiempo. Los
materiales hibridos que presentan una mayor pérdida en peso son 5n\VVB/0,5TEOS y

15nVB/0,5TEQS, con un 8,4% y 10,1% respectivamente.

100 —=—0,25TEOS
—e— 5nVB/0,5TEOS
—4— 10nVB/1TEOS
08 . —v— 15nVB/0,5TEOS
S
3
D 96
o
()
©
S 94
3
N0)
o
92 -
90 -
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Dias

Figura 13. Curvas de pérdida de peso de los hibridos obtenidas mediante inmersion en PBS a pH

7,4 por 28 dias.
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4.3. Ensayos de bioactividad de liquido corporal simulado

(SBF).

Este ensayo permite evaluar la habilidad de los materiales para estimular la formacion
de apatita tipo 6sea en condiciones acelulares. En la Figura 20 se muestra el analisis
en FTIR de los materiales hibridos luego de un periodo de inmersidon en SBF de 7y
14 dias. El analisis FTIR permite detectar la formacion de apatita mediante las sefiales
del enlace P-O de su estructura, que aparecen entorno a ~580, 605y 1100 cm™. En
todos los materiales hibridos inmersos en SBF después de 14 dias se detectan las
bandas de apatita, solo en 0,25TEOS las bandas de ~580, 605 cm™ disminuyeron su
intensidad. En los materiales hibridos cargados con nVB (10nVB/1TEQS,
5nVB/0,5TEQS, 15nVB/0,5TEOS) se observd un notable aumento de la intensidad
de las bandas después de 14 dias en SBF, lo cual estaria relacionado con la formacion

de apatita en la superficie del material.
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Figura 20. Analisis FTIR-ATR de hibridos A) 0,25TEQOS, B) 5nVB/0,5TEQOS, C) 10nVB/1TEOS

y D) 15nVB/0,5TEQS, luego de su inmersién en SBF por 7 y 14 dias. La formacién de apatita se

observa mediante sefiales del enlace P-O (~580, 605y 1100 cm-?).

La superficie de los materiales inmersos en SBF, también fue analizada mediante

microscopia SEM y analisis composicional EDX (Figura 21), el cual indica la

presencia de silicio, calcio y fésforo. Todos los materiales cargados con nVB

presentan en su superficie la formacién de depdsitos minerales con morfologia de
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apatita, acompafiado de un aumento de los contenidos de calcio y fdsforo,
especialmente a los 14 dias. Estas observaciones se correlacionan con lo observado
mediante anélisis FTIR, que mostré una mayor formacion de apatita principalmente
en los hibridos cargados con nVB, demostrando el efecto de la nanoparticula de nVB
en generar propiedades bioactivas al material hibrido. ElI material hibrido
15nVB/0,5TEOS mostré un mayor desempefio en la formacion de apatita en su
superficie, lo cual se confirma mediante SEM donde se observa una mayor formacion
de depositos minerales de apatita en su superficie, ademas el analisis EDX indica un
aumento en las concentraciones de calcio y fdsforo, y el analisis FTIR indica las
sefiales del enlace P-O. Todos los materiales hibridos mostraron un aumento en las
concentraciones de calcio posterior al ensayo SBF, pero cuando se incorporan nVB
aumenta ademas la concentracion de fosforo y la formacion de apatita en sus

superficies.
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Figura 14. Micrografias SEM (magnificaciones 2000X y 5000X), mapeo y analisis elemental
EDX de silicio, calcio, fésforo de la superficie de los materiales hibridos luego de 7 y 14 dias de
incubacion en SBF. En los graficos EDX se muestra la razén molar Ca/P y la suma de contenidos

en masa de Ca + P en la superficie de cada material.
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4.4. Ensayos de citocompatibilidad.

Con el prop6sito de evaluar la citocompatibilidad de los materiales hibridos se
realizaron ensayos de viabilidad celular MTS, incubando los materiales con células
madre humanas mesenquimales. En la Figura 22 se puede observar que la viabilidad
de las células incubadas con los hibridos no presenta diferencias estadisticamente
significativas, respecto al control de células incubadas sin el material. Este resultado
muestra la citocompatibilidad de los materiales hibridos sintetizados. Ademas, en la
Figura 23 se pueden observar imagenes de microscopia SEM de la adhesion de las
células madre humanas mesenquimales cultivadas durante 3 dias sobre las superficies
de los materiales, se puede observar que las células se adhieren a la superficie de los
materiales hibridos adoptando morfologias extendidas, con desarrollo de
lamelipodios y filopodios, por lo tanto, las células desarrollan contactos intimos con
los materiales lo cual es una evidencia de la citocompatibilidad. En general, cuando
los materiales no son o son poco citocompatibles, las células adoptan morfologias

redondeadas y no desarrollan lamelipodios y filopodios.
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Figura 152. Viabilidad de células hDPSCs (control) e incubadas con los materiales hibridos

mediante el ensayo de actividad metabdlica MTS luego de 3y 7 dias.
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Figura 16. Micrografias SEM de células hDPSC adheridas en la superficie de los materiales
hibridos luego 3 dias de incubacion. Magnificaciones desde la fila superior a la inferior: 500X,

1500X y 3000X.

4.2. Determinacion de la capacidad de los hibridos cargados con
nVB para estimular la diferenciacion celular osteogénica in

vitro.

4.2.1. Ensayo de actividad de enzima fosfatasa alcalina (ALP).
Con el fin de evaluar la capacidad de los hibridos para inducir la diferenciacion
osteogeénica de células madre (propiedad osteoinductora), se midié en una primera

instancia la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP). La ALP es un marcador
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caracteristico de la actividad mineralizante de las células diferenciadas. Estos ensayos
se realizaron incubando los hibridos con hDPSCs por 7 y 14 dias en ausencia de
suplementos osteogénicos. En la Figura 24 se puede observar que todos los
materiales hibridos generaron un aumento estadisticamente significativo de la
actividad ALP respecto al control (sin material), especialmente a los 14 dias.
Particularmente el hibrido 15nVB/0,5TEOS produjo una actividad de ALP

estadisticamente significativa mayor que las demas composiciones de materiales

hibridos.
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Figura 17. Actividad de fosfatasa alcalina (ALP) de células hDPSC e incubadas con los materiales

hibridos por 7 y 14 dias en ausencia de suplementos osteogénicos. *** p<=0,01 **** p<=0,001.
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4.2.2. Medicion de biomarcadores de diferenciacién celular
osteogénica.

Para evaluar las propiedades osteoinductoras de los materiales hibridos, se utiliz6 la
técnica de qPCR donde se evaluaron dos factores de transcripcion de diferenciacion
osteogenica: runx-2, es un marcador temprano el cual se identifica a los 3 dias, y
osterix (0sx), es un marcador tardio del proceso osteoinductor y se identifica a los 14
dias de incubacion. Se utiliza como control pocillos sin material, y como controles
positivos nVB, asi como medio osteogenico. La Figura 25 muestra los resultados de
gPCR, donde se pueden observar diferencias estadisticamente significativas mayores
para ambos marcadores osteogénicos en los materiales hibridos 10nVB/1TEOS y
15nVB/0,5TEQOS, respecto a los materiales 5nVB/0,5TEOS, 0,25TEOS vy el control
de celulas sin material. Por lo tanto, los resultados indican que el efecto osteoinductor
se produce con un contenido de nVB superior al 5%.

Por otro lado, al comparar el hibrido que presenta mayor expresion de ambos
marcadores osteogénicos (15nVB/0,5TEQOS) con el control positivo de nVB (una
particula osteoinductora reconocida), existen diferencias estadisticamente
significativas mayores para el control positivo de nVB, lo cual es esperado debido a
que existe una mayor cantidad de nVB disueltas y liberadas en el medio de cultivo, lo

que implica un mayor efecto en el proceso de diferenciacion osteogénica. Tanto los
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ensayos de ALP como gPCR demuestran el efecto de la incorporacion nVB en
determinar la capacidad de los hibridos nanocompositos para inducir la diferenciacién

osteogénica de las células.
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Figura 18. Cambios en la expresidn génica (analizada por PCR a tiempo real) de factores de
diferenciacién osteogénica (A) Runx2 (3 dias) y B) Osterix (14 dias) de células hDPCs incubadas
con los hibridos y nanoparticulas de nVB en ausencia de suplementes osteogénicos respecto al

control de células incubadas sin los materiales hibridos. *p<=0,05 ** p<=0,01 *** p<=0,001.

74



4.3. Nanocompositos hibridos cargados con nVB-nCu.

Con el fin de otorgar propiedades antimicrobianas a los materiales hibridos flexibles,
se sintetizaron materiales hibridos modificados con nanoparticulas de cobre (nCu)
mediante series de iteraciones representadas en las Tablas 2 a 4. Ademas, debido a la
oxidacién de las nCu se tuvo que cambiar en la sintesis el &cido clorhidrico por acido
citrico. Seleccionando el material en funcién de su citocompatibilidad. Primero se
realizo la sintesis de materiales optimizados con contenidos de nCu de 0,25% y 0,5%
en peso en las matrices seleccionadas de hibridos flexibles (Tabla 2), y se evaluo la
viabilidad celular mediante ensayos MTS, resultando en una muy baja viabilidad a
los 3 dias (Figura 26). Por lo cual, se realizé una segunda optimizacién, considerando
solamente la matriz 15nVB/0,5TEQS, ya que tuvo el mejor efecto osteoinductor. En
este caso se adicionaron contenidos de 0,1%, 0,05% y 0,03% en peso de nCu (Tabla
3), y luego se evaluo la viabilidad celular a los 3 dias, arrojando nuevamente una muy
baja viabilidad (Figura 27). Finalmente, se realizé una tercera optimizacion a la
matriz 15nVB/0,5TEOS, con contenidos de 1x107%, 1x10°% y 1x10°% en peso de
nCu (Tabla 4). La Figura 28 muestra que a los 3 dias existe viabilidad celular en
todas las muestras y no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
hibridos y los controles. A los 7 dias s6lo los materiales con 1x105% y 1x10%% en
peso de nCu presentan viabilidad celular y sin diferencias estadisticamente

significativas con el control del material. Los resultados indican que concentraciones
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menores a 1x10% en peso de nCu permiten la viabilidad celular en hibridos de
15nVB/0,5TEOS cargados con nCu. Por lo tanto, se seleccionaron los materiales de
esta Ultima optimizacion para su caracterizacion mediante FTIR-ATR (Figura 29),

SEM-EDX (Figura 30) y realizar los ensayos de actividad antimicrobiana (Figura

31).
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Figura 196. Viabilidad de células hDPSCs (control) e incubadas con los materiales hibridos

mediante el ensayo de actividad metabdlica MTS luego de 3 dias. **** p<=0,001.
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Figura 20. Viabilidad de células hDPSCs (control) e incubadas con los materiales hibridos

mediante el ensayo de actividad metabolica MTS luego de 3 dias. **** p<=0,001.

7l



1.2

Control
{ Il 15nVB/0,5TEOS
Il 1E-4nCu/15nVB/0,5TEOS ‘
I 1E-5nCu/15nVB/0,5TEOS \

1E-6nCu/15nVB/0,5TEOS ’7

=
o
1

o
oo
1

Absorbancia MTS (490 nm)
o o
Sy o))
1 1

o
(V)
1

0.0 H

3 Dias | 7 Dias

Figura 21. Viabilidad de células hDPSCs (control) e incubadas con los materiales hibridos
mediante el ensayo de actividad metabolica MTS luego de 3 dias. * p<=0,1 ** p<=0,05

*oxk n<=0,01 **** p<=0,001.

4.3.1. Caracterizacion mediante FTIR de hibridos con nVB y
nCu.
La Figura 29, muestra el andlisis FTIR de los materiales hibridos que presentaron
una adecuada viabilidad (Tabla 4), los cuales muestran nuevas sefiales respecto al

material hibrido sin nCu, de C=0 a los 1683 cm™, y de Cu-O a los 656 cm™.
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Figura 22. Analisis FTIR-ATR de materiales hibridos nanocompositos cargados con 15% de nVB y modificados con 1x10-4%,

1x10°% y 1x10%% de nCu, y nanoparticulas (nVB y nCu). Inserto se identifican sefiales correspondientes con C=C y Cu-O.
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4.3.2.

Caracterizacion

optimizados con nCu.

mediante

SEM-EDX de

hibridos

En las imagenes SEM de la Figura 30, se pueden observar las superficies de los

materiales hibridos, que presentan rugosidades, como también presencia de agregados

de nanoparticulas. En los andlisis EDX se puede determinar la concentracién para los

elementos: carbono, oxigeno, silicio, calcio, fésforo y cobre.
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Figura 23. Micrografias SEM (magnificacion, mapeo EDX de cobre (rojo) y analisis de elementos

en hibridos nanocompdsitos cargados con 15% de nVB y modificados con 1x104%, 1x10°% y

1x10%% de nCu.
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4.3.3. Ensayos de actividad antibacteriana.
Los materiales hibridos seleccionados en la Gltima iteracion (Tabla 4), se incuban con
la bacteria Aggregatibacter actinomycetemcomitans (serotipo b) asociada a
enfermedades periodontales y periimplantarias. Los ensayos antimicrobianos se
realizan incubado los materiales hibridos nanocompésitos con una dilucién 0,5
Mcfarland de A.a durante 3 horas, removiendo las bacterias adheridas sobre su
superficie usando el surfactante neutro Tween-80, y luego sembrando las
suspensiones en placas de agar con medio BHI para su incubacion por 24 horas a
37°C. Completando el tiempo de incubacion, se realiza el recuento de las unidades
formadoras de colonias (UFC) que provienen de bacterias viables de la superficie del
material. Los resultados de la Figura 31 muestran que los materiales que presentan
nCu y nVB producen una notable reduccién de las UFC de A.a respecto al material
gue no contiene nanoparticulas (0,25TEQOS). Ademas, se observa que los hibridos
cargados con 1x10* y 1x10°% de nCu presentan un efecto antibacteriano
estadisticamente significativo mayor respecto al hibrido sin nCu (15nVB/0,5TEQS).
Estos resultados demuestran que algunos contenidos de nCu en el hibrido
15nVB/0,5TEOS permite obtener un material que combina una adecuada
citocompatibilidad (75% respecto al control) con propiedades antibacterianas frente a
A.a. Adicionalmente, el hibrido 15nVB/0,5TEOS sin nCu también presenta una

mejorada citocompatibilidad (100%) y ademas un efecto antibacteriano importante,
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el cual se atribuye al efecto antimicrobiano que también poseen las particulas de nVB

debido a la comprobada alcalinizacion que producen estas.

i Il 0.25TEOS
14000 ] I 15nVvB/0,5TEOS
12000 - _ Il 1x10-4nCu/15nVB/0,5TEOS
] 1x10-5nCu/15nVB/0,5TEOS
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Figura 24. Recuentos de unidades formadoras de colonia (UFC) de A.a. en la superficie del
material hibrido 0,25TEOS (negro) y hibridos nanocompositos cargados con 15% de nVB vy
modificados con 1x10%, 1x10°% y 1x10%% de nCu (tonos de azul) luego de 48 horas de

incubacion. * p<=0,1 **p<=0,05 ***p<=0,01 ****p<=0,001.

4.3.4. Liberacion de iones calcio y cobre.
La serie de materiales hibridos seleccionados en la ultima iteracion (Tabla 4) se
sumergieron en 15 ml de agua tamponada con buffer TRIS a pH 7,4, de forma

independiente durante 1, 3, 5, 7 y 10 dias, y se realizo la medicion de los iones de
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calcio y cobre presentes en las soluciones mediante electrodos especificos para cada
ion. Respecto a la liberacién de cobre (Figura 32), se producen concentraciones de
este ion que fluctdan entre 0,1 a 0,7 mg/L luego de 3 a 7 dias de incubacidn, lo cual
podria explicar la disminucién de la viabilidad celular observada en hibridos con
mayor contenido de nCu. Por otra parte, respecto a las concentraciones de Ca?* los
hibridos liberan entre 1,5a 2,75 mg/L, entre 1 a 10 dias, lo cual puede contribuir tanto

a la proliferacion como diferenciacion celular, y a la mineralizacion de apatita.

83



A) 88 —=&— 1E-4nCu/15nVB/0,5TEOS P
®  1E-5nCu/15nVB/0,5TEOS )
4 1E-6nCu/15nVB/0,5TEOS
2.5+ .
Q A [ %
<) 72X
£20 /K »
&
© = <
O A
@
:S 154 e . o/ w
S ®
) R 4
=
<]
81.04
c
o
O
0.5 1
00 * T T T . T . T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Dias
0.8 4
B) —&— 1E-4nCu/15nVB/0,5TEOS
® 1E-5nCu/15nVB/0,5TEOS
0.7 4 ,,,.‘ A 1E-6nCu/15nVB/0,5TEOS
108~ .
o)) |
E A
+ 054
~N
=
O @
5 A \
3 0
T 0.3 1
5 /
3 /
=
O 0.2+ /:: A
4 \ m
0.14 /””. \o—_
] / — 4
0.0 v v v r v y

o
N
IS
)
®

10 12 14
Dias

Figura 252. Curvas de liberacién de calcio (A) y cobre (B) de hibridos nanocompositos
cargados con 15% de nVB y modificados con 1x10%, 1x10°% y 1x10% de nCu, luego de

14 dias de incubacidn en buffer TRIS a pH 7,4.
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5. Discusién.

5.1. Caracterizacion estructural de los materiales hibridos.

En la presente tesis se explord la sintesis de materiales hibridos flexibles para regeneracion
6sea en base a PTHF/GPTMS/TEOS que contuvieran por primera vez nanoparticulas de
nVB en su estructura, y posteriormente también nanoparticulas de nCu. Lo anterior con el
propoésito de desarrollar un material hibrido que posea simultdneamente la propiedad
mecanica de flexibilidad, junto con presentar las propiedades bioactivas de osteoinduccién
y antibacteriana. Se realizaron exitosamente iteraciones de sintesis respecto a la
concentracion de TEOS y los contenidos de nVB y nCu que condujeron a producir
materiales hibridos con las propiedades deseadas.

La estructura hibrida de los biomateriales sintetizados se pudo comprobar mediante
diferentes técnicas. El analisis 2°Si MAS NMR mostro sefiales de especies T", es decir la
presencia de atomos de Si unidos a &tomos de C, lo cual contrasta con la estructura de un
vidrio bioactivo puro que solo presenta sefiales Q" [98] (Si unidos a O). Ademaés, mediante
29Si MAS NMR se verifico la unién del GPTMS con la red silicea, indicando que la
estructura condensé y polimerizé con éxito [99]. La naturaleza hibrida de los materiales
también se comprob6 mediante andlisis FTIR, donde la banda de 1100 cm™ de los
espectros es producida por el enlace covalente Si-O-C caracteristico en este tipo de
materiales [59], [76], [100]. Por otra parte, mediante analisis DRX se encontr6 que los

hibridos poseen una estructura fundamentalmente amorfa acorde con lo observado en
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otros trabajos [76], [101]. Los hibridos 0,25TEQOS, 5nVB/0,5TEOS y 15nVB/0,5TEOS
exhibieron un dominio cristalino a los 20° y 25° 2theta [102], esta sefial disminuye su
intensidad al aumentar el contenido de nVB, la concentracién de TEOS y GPTMS [103].
En la sintesis de los hibridos, se observé un aumento del tiempo de polimerizacién cuando
aumentan los contenidos de nVB y TEOS [99]. La gelificacion tarda entre 8 a 12 horas en
productos de sintesis con un alto contenido de nVB (10-15% en peso) y una concentracion
de TEOS = 0,5 mmol, mientras que el hibrido puro (0,25TEOS) la gelificacion comienza
tan pronto como se aplica el catalizador y tarda unos 15 minutos en gelificar por completo.
Este efecto puede estar relacionado con el mayor grado de condensacion (D¢) o de
polimerizacion de (Tabla 7) de la red silice que presentaron los hibridos con mayores
contenidos de TEOS y nVB. Por otra parte, mediante anélisis SEM-EDX y DLS-NTA se
comprobd la presencia de las NPs incorporadas en la estructura de los hibridos,
observandose las particulas distribuidas en toda la matriz hibrida, confirmandose de este
modo la obtencion de un material hibrido nanocomposito. La principal diferencia entre un
material hibrido y un material compuesto es que un material hibrido (clase 1l) combina
diferentes materiales que se unen covalentemente para obtener un conjunto de propiedades
mejoradas [104], mientras que un material compuesto se forma mediante la union de dos
0 mas materiales diferentes, en el que uno actia como matriz y otro como refuerzo para

producir un material con propiedades superiores [20]. En el presente trabajo se combinan
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ambos elementos, y se denomina hibrido nanocompdsito, combinando por un lado el
material hibrido y por otro el refuerzo de NPs para obtener propiedades mejoradas.

Se habian reportado algunos esfuerzos con el prop6sito de incorporar elementos
bioactivos a materiales hibridos como calcio [48], [105]-[107], silicio [57],
borofosfosilicato [108] en la estructura de los hibridos para aumentar su capacidad
osteoinductiva, sin embargo la produccion de materiales hibridos compdsitos modificados
con nanoparticulas de VB no habia sido reportada hasta ahora. En la Figura 33 se muestra
una representacion esquematica de la posible estructura e interacciones moleculares del

hibrido nanocompasito preparado en este trabajo.

(Enlace I organico-inorgani

BN PTHF
‘ ‘ FUERZAS DE LONDON

=== INTERACCION DIPOLO-DIPOLO

3 PUENTE DE HIDROGENO

Figura 263. Representacion esquematica propuesta de la estructura e interacciones
intermoleculares del material hibrido nanocompésito conformado por una matriz hibrida de

PTHF/GPTMS/TEQS cargada con nanoparticulas de VB y nCu.
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Es probable que se produzcan diferentes interacciones fisicas y quimicas entre las
nanoparticulas y la estructura del hibrido. Entre el nVB y la matriz hibrida pueden
generarse enlaces de tipo puente de hidrogeno producida por los grupos O-H de la
superficie de las nVB y grupos O-H en la superficie de la matriz hibrida. Tanto las n\VB
como las nCu pueden interactuar molecularmente con la estructura del hibrido mediante
fuerzas dipolo-dipolo y de London [109]. Por otro lado, el estudio de diferentes
composiciones de sintesis condujo inicialmente a la obtencion de al menos cuatro hibridos
con propiedades de flexibilidad mecanica, siendo tres de ellos, hibridos nanocompdsitos
formulados con nVB en su estructura. Los ensayos de compresion y las mediciones DMA
realizadas a los hibridos flexibles confirmaron la mayor contribucion del componente
elastico en su comportamiento mecéanico, acorde con las caracteristicas de flexibilidad
exhibida. Lo anterior constituye un desafio cientifico logrado que se puede comparar con
otros esfuerzos recientes donde sintetizan hibridos flexibles en base a PTHF y TEOS [59],
[75], [110], pero sin nanoparticulas bioactivas en su estructura. Ademas, los hibridos
cargados con nVB presentaron valores de modulo de almacenamiento (G’) y de pérdida
(G™) superiores a los del hibrido puro, explicado por el reforzamiento mecanico que
produce la incorporacion de n\VB en la matriz hibrida. Es conocido que las nanoparticulas
que tienen una alta relacion area superficial/volumen restringen la movilidad de las
cadenas poliméricas [111], [112] produciendo asi un aumento en el modulo de

almacenamiento [113]. Si bien, la incorporacién de nVB tiende a aumentar la resistencia
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a la compresion y el médulo eléstico de algunos hibridos, los materiales flexibles no son
diferentes en esas propiedades como se muestra en la Figura 8. Ademas, la reduccion en
el factor de amortiguamiento (Tan &) con la incorporacion de nVB se puede atribuir a: (1)
al aumento de los valores de G y G” como consecuencia de las fuerzas de friccion y
disipacion de calor que producen las nanoparticulas de relleno en el nanocomposito [114],
y (2) al mayor grado de condensacion de la red de silicio (D¢) (Tabla 7). Ademas, respecto
a la temperatura de transicion vitrea (Tg), que es la temperatura (en el caso de los
polimeros amorfos) a la que el aumento de la movilidad molecular da como resultado
cambios en las propiedades térmicas, si aumenta la rigidez molecular de las cadenas
poliméricas, la temperatura de transicion vitrea del polimero aumenta [115]. El analisis en
DSC de los materiales hibridos registr6 temperaturas de transicion vitreas (Tg) entre -
7,5°C a -17,2°C con un promedio de -14,2+3,9°C, mayor que la reportada para el PTHF
de -40°C [116], lo cual es coherente con un aumento en la rigidez de las cadenas de los
polimeros tanto por el componente inorganico de la red silicea condensada de TEOS que
se une covalentemente al PTHF como por la incorporacion de las nVB.

Complementado lo anterior, el analisis termogravimétrico entregd evidencia de: (1) existe
una estabilizacion térmica de los materiales producto de la incorporacion de las nVB, y
(2) la co-condensacion entre la red silicea de TEOS y el polimero estabiliza el polimero
por el enlace covalente entre el GPTMS y la red silicea del TEOS, lo cual esta evidenciado

por el grado de condensacion (Dc) (Tabla 7). Ademas, la temperatura maxima de
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descomposicion del PTHF reportada en la literatura es de 339°C [117] y la del hibrido
0,25TEOS es de 374°C, esta diferencia se explica por la naturaleza de los materiales
hibridos clase Il [20], [44], [103] ya que la union covalente entre el PTHF y la red silicea
del TEOS genera un efecto de reforzamiento [59].

Referente a la rugosidad de los materiales hibridos, los que presentaron una superficie con
mayor rugosidad (Rq) se relacionan con un mayor contenido de nanoparticulas, lo cual se
evidencia mediante SEM y AFM, ya que se puede detectar la presencia de nVB como
aglomerados o nanoparticulas individuales. En la literatura hay reporte de un hibrido
PTHF/GPTMS/TEOS/PCL-diol [59], donde la superficie de los materiales presenta una
rugosidad menor a la reportada en esta tesis, 1o que se explica por la presencia de las nVB

utilizadas en este estudio.

5.2. Caracterizaciéon de Nanoparticulas.

Las nanoparticulas de nVB y nCu fueron caracterizadas respecto a su tamafio de particula
utilizando SEM y DLS/NTA. Las diferencias en los tamarfios de particulas encontradas
mediante estas técnicas se deben a que las mediciones mediante DLS y NTA son muy
sensibles al estado de aglomeracidn de las nanoparticulas, detectando en algunos casos
aglomerados de las particulas mas que las nanoparticulas individuales, produciéndose una
sobreestimacion del tamafio informado [119]-[121]. Por otra parte, los valores de
potencial zeta () medidos para las nVB y nCu a pH 7,4 (Figura 16) fueron coherentes

con lo reportado en la literatura [92], [122]. Se ha demostrado in vivo que un potencial
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zeta negativo a pH fisioldgico en biocerdmicos (superficie de la particula cargada
negativamente) tiene importantes efectos biolégicos [123], promoviendo la adhesién y
proliferacion celular [124]. Por ejemplo, en el estudio de Teng et. al. [124] utilizaron
hidroxiapatita con un potencial { negativo, como resultado el material fue mas viable para
la unién y proliferacién de osteoblastos que las superficies sin carga eléctrica o incluso

con carga eléctrica positiva.

5.3. Degradabilidad de materiales hibridos.

Segun lo reportado en la literatura la degradabilidad de materiales hibridos con PTHF es
baja, [59], [67], [75], [125]. En la presente tesis el hibrido nanocomposito
15nVB/0,5TEOS registra la mayor pérdida de peso (10,1%) posterior a su inmersion en
PBS por 28 dias, lo cual ocurre probablemente debido a la presencia de nVB en su
estructura produciendo una liberacion y disolucion de las particulas de nVB y provocando
una menor estabilidad de la matriz hibrida. Un matriz hibrida comparable se encuentra en
el trabajo de Tallia [67] que al sumergir un hibrido de PTHF/PCL-diCOOH en PBS
durante 7 dias, se produce una pérdida de un 12% en peso. Lo anterior es reforzado en
otro trabajo de Tallia [101] con un hibrido SiO,-CaO-P,Os/PTHF/PCL-diCOOH que al
ser sumergido durante 7 dias en solucién de TRIS pierde un 10,8% de peso, lo cual se
explica por el efecto combinado del agua que provoca la hidrolisis de PCL-diCOOH [126]
y la degradacion de la red de vidrio que se encuentra unida al PTHF. Ensayos de

degradacidn en otras matrices hibridas se pueden comparar como en el trabajo de Mondal
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[127], con un hibrido de PCL/borofosfosilicato que registra hasta un 15% de pérdida de
peso a los 15 dias de inmersion en PBS. También en el trabajo de Ravarian [66], con un
hibrido de PMMA reporta cerca de un 20% de pérdida de peso a los 25 dias de inmersion
en PBS. En la presente tesis la degradabilidad de la matriz hibrida PTHF/SiO. cargada
con nanoparticulas de VB se explica por la presencia de nVB que al poseer un tamafio
nanomeétrico presentan una mayor area superficial por masa y, por lo tanto, un incremento
en el intercambio i6nico con el medio, como tambiéen por la degradacion de la red de vidrio

del hibrido unida al PTHF.

5.4. Bioactividad de materiales hibridos.

Una propiedad de interés en los materiales estudiados para aplicaciones de reparacion 0sea
es su habilidad para promover la formacion de apatita en SBF. Todos los materiales
hibridos obtenidos con propiedades mecanicas flexibles presentaron bioactividad
produciendo la formacién de apatita en su superficie siendo particularmente mayor en los
hibridos modificados con nVB, si bien no se obtiene la relacion molar teorica de la
hidroxiapatita los resultados se pueden relacionar con fosfato de calcio o apatita con una
menor nucleacion, tanto la relacion molar Ca/P como la suma Ca+P aumenta en los
hibridos con un mayor contenido de nVB y con el tiempo de inmersion en SBF lo cual
denota bioactividad [128]-[130]. Este efecto se atribuye principalmente a la presencia de
nVB en la estructura de los hibridos nanocompositos, ya que las n\VB en contacto con SBF

forman hidroxiapatita en su superficie a través de un mecanismo bien conocido [131]. De
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este modo la incorporacién de nVB a la matriz hibrida de PTHF-TEOS aumenta su
capacidad para producir apatita en su superficie, andlogamente a como lo produce cuando
ha sido utilizada para mejorar la bioactividad de diferentes polimeros o superficies [132],
[133]. La bioactividad exhibida por el hibrido nanocompésito, también es favorecida por
su propia matriz hibrida. Un hibrido tiene ventajas por sobre un material compoésito
convencional, ya que en un hibrido la fase bioactiva inorganica esta directamente
disponible para que se produzcan los mecanismos de formaciéon de hidroxiapatita,
mientras que, en un composito, la fase organica debe degradarse primero para que las
particulas bioactivas se expongan y entren en contacto con el medio SBF. [99], [134].
Existen varios esfuerzos de sintesis de materiales hibridos que presentan bioactividad [48],
[52], [55], [99], [135], [136], como por ejemplo el trabajo de Lao [137] que al incorporar
calcio a un hibrido de gelatina ve incrementada la aposicion de apatita en su superficie, y
Mondal [138] que con un hibrido de PCL cargado con microparticulas de vidrio de
borofosfosilicato resulta aumentar la bioactividad desde los 7 dias, semejante efecto en
los materiales hibridos de esta tesis, donde se logra un efecto bioactivo desde los 7 dias
de inmersién en SBF, y ocurre un mayor efecto bioactivo en los hibridos nanocompdsitos
cargados con nVB, evidenciando la influencia en bioactividad que otorgan las nVB al

incorporarlas en las matrices hibridas.
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5.5. Citompatibilidad de los materiales hibridos.

En la literatura se ha demostrado la citocompatibilidad en hibridos con PTHF [75], [110].
En el presente trabajo se lograron composiciones de hibridos nanocompositos que fueron
citocompatibles, incluso algunas composiciones con nVB alcanzaron una viabilidad
celular cercana al 100%. El nVB es una nanoparticula cuya citocompatibilidad se
encuentra bien demostrada, aumentando en algunos casos la proliferacion celular debido
a las concentraciones de iones de calcio que libera y a cambios leves de alcalinidad que
produce [139], [140]. Por otro lado, cuando los hibridos nanocompdsitos con nVB fueron
modificados con nCu, sélo los hibridos con contenidos de nCu menores a 1x10° % en

peso presentaron una viabilidad =70%. Estas composiciones citocompatibles requirieron

de ajustes en las condiciones de sintesis y de varias iteraciones, lo cual presenté un desafio
cientifico logrado. En la literatura no se encontraron reportes acerca de materiales hibridos
de PTHF cargados con nCu y con la citocompatibilidad exhibida en este trabajo. Aunque
ciertos niveles de cobre pueden afectar la viabilidad celular por mecanismos oxidativos,
es posible encontrar concentraciones que no alteran la viabilidad celular como ha sido
demostrado en otros materiales modificados con nCu [141], [142] En el presente trabajo
las bajas concentraciones de cobre incorporadas en el hibrido asi como liberadas por el

material al medio explican la citocompatibilidad lograda.
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5.6. Propiedades osteoinductoras de los materiales hibridos.

Se han reportado algunos esfuerzos para obtener hibridos con propiedades osteoinductoras
[57], [105], [106], [108], [143], es decir la capacidad de un biomaterial para promover la
diferenciacién celular hacia un linaje osteogénico. En el presente trabajo los hibridos
nanocompositos con nVB con propiedades mecanicas flexibles y citocompatibles,
también presentaron propiedades osteoinductoras. Estos materiales fueron capaces de
aumentar la expresion de runx-2, ALP y osterix (sp7), tres marcadores caracteristicos del
proceso de diferenciacion celular osteogénica. Aunque todos los hibridos presentaron
capacidad osteoinductora, la mas alta expresion de los marcadores se encontrd en los

hibridos nanocompdsitos con un contenido =10% de nVB. El aumento en la capacidad

osteoinductora con la incorporacion de nVB se atribuye a los productos ionicos de
disolucién de esta particula, principalmente silicio, calcio y fésforo [144], los cuales
activan vias como MAPK-ERK y WNT/B-catenina [145]-[147] relacionadas con el
proceso de diferenciacion celular en células encargadas de sintetizar la matriz 0sea
(osteoblastos). Estos resultados son comparables (considerando las diferencias de matrices
y nanoparticulas) a los obtenidos en otros estudios dirigidos a mejorar las propiedades
osteoestimulativas de los materiales hibridos. Por ejemplo el estudio de Rhee [107] con
un hibrido de polimetilmetacrilato y silicio, aumento la actividad de fosfatasa alcalina en
preosteoblastos. Otra forma de mejorar la osteoinduccion ha sido cargar los hibridos con

microparticulas bioactivas. Mondal [108] con un hibrido de policaprolactona cargado con
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un 2% de vidrio de borofosfosilicato observo un aumento de la expresion de los genes de
osteopontina, osteocalcina y fosfatasa alcalina en células madre pluripotentes inducidas
(iPSC), comprobando la influencia en la osteoinduccion que tiene la adicion de estas
microparticulas a la matriz hibrida de PCL. A diferencia de este estudio en la presente
tesis se utilizan nanoparticulas de VB, las cuales poseen una mayor area superficial por
masa, lo cual incrementa el intercambio de iones solubles, mejorando la capacidad
osteoinductora del material. Ademas, en los estudios de Shirosaki [106], Ren [105] y
Aghayan [143] que incorporando calcio a las matrices hibridas registraron un aumento de
la actividad de ALP, y en el ultimo ademas se observo un aumento en la expresion de
runx2, colageno tipo 1, osteopontina y osteocalcina en preosteoblastos. Estos resultados
revelan la importancia que tienen los iones de calcio, silicio, fésforo (entre otros) en la
activacion de las vias de diferenciacion osteogénica [144], [148]. Sin embargo, a
diferencia de los trabajos reportados que usaron directamente iones solubles de calcio
como agente modificante de la estructura del hibrido, los hibridos formulados con
nanoparticulas de VB del presente estudio utilizan un agente bioactivo que no se solubiliza
inmediatamente y por lo tanto ofreceria un efecto bioactivo més sostenido en el tiempo.
Adicionalmente, como fue ya discutido, las particulas de nVB contribuyen a reforzar
mecanicamente la estructura del hibrido manteniendo la flexibilidad, efecto que no ocurre

utilizando iones solubles de calcio.
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5.7. Propiedades antibacterianas de materiales hibridos frente a

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Por otro lado, se explord la incorporacién de nCu a los hibridos, para lo cual se requiri6
iterar el contenido de nCu resultando en hibridos nanocompésitos flexibles con contenidos
de nCu de 1x10° % y 1x10° % citocompatibles y antibacterianos. Estas composiciones
logran tener un efecto antibacteriano frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(serotipo b) debido a que los iones solubles de Cu?* afectan la integridad de las bacterias,
aumentando los radicales libres de oxigeno los cuales dafian la membrana plasmatica y el
nicleo [149]-[151]. Las concentraciones minimas inhibitorias de iones de Cu?* para los
procariotas y eucariotas se encuentran en el rango de 9x10° a 9x10® g/ml [152], en los
hibridos cargados con nCu esta concentracion es mas de 10.000 veces mayor (0,1 a 0,45
mg/l), lo cual explica su caracter antibacteriano permitiendo al mismo tiempo una 6ptima
citocompatibilidad. También, el hibrido 15nVB/0,5TEOS presenta citocompatibilidad y
ademas un efecto antibacteriano importante, el cual se atribuye al efecto antimicrobiano
que también poseen las particulas de n\VVB por generar un pH alcalino local posterior al
intercambio de iones de sodio con protones. Este cambio de pH a un entorno alcalino es
estresante para las bacterias, que responden cambiando su morfologia y ultraestructura,
modificando el patron de expresion de numerosos genes y proteinas [153]-[155].

La aplicabilidad de este tipo de materiales se enmarca principalmente en la regeneracién

de tejidos duros, pero hay otros estudios en cartilago ya que el material puede imitar el
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comportamiento de compresion del cartilago y provocar que los condrocitos produzcan
marcadores de la matriz similar al cartilago [59], [156]. Las proyecciones clinicas de estos
materiales implican una versatilidad debido a que el material puede ser posicionado en un
nicho quirdrgico con diferentes geometrias, presenta propiedades osteoinductivas y
antibacterianas. Por otro lado, respecto a las limitaciones del estudio, los materiales
hibridos nanocompésitos formulados en esta tesis tienen una tasa de degradabilidad baja,
pero considerando que es la primera vez que se conceptualiza, sintetiza, caracteriza y se
prueba biolégicamente un material hibrido nanocompdsito con nVB y nCu, se puede
extender a otras matrices de interés, como hidrogeles, biopolimeros o con materiales
termoplasticos imprimibles en 3D como el PLGA, otorgando propiedades mejoradas y

Ilevarlo a otros ambitos de la regeneracion de tejidos.

6. Conclusiones.

1. Fue posible la sintesis de materiales hibridos nanocompositos modificados en su
estructura con nanoparticulas de nVB y nCu, ciertas composiciones de estos
materiales presentaron la propiedad de flexibilidad mecénica.

2. Los hibridos nanocompdsitos flexibles fueron bioactivos, promoviendo la
formacion de apatita tipo 6sea en su superficie en contacto con medio fisioldgico

acelular.
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Los hibridos nanocompositos fueron materiales citocompatibles, manteniendo la
proliferacion celular y ofreciendo un sustrato favorable para la adhesion celular.
Los hibridos nanocompdsitos con contenidos de n\VB superiores al 5% presentaron
propiedades osteoinductoras, aumentando la expresion de marcadores del proceso
de diferenciacion celular hacia linaje osteogenico.

La incorporacion de ciertas concentraciones de nCu a la estructura de los hibridos
cargados con nVB permite generar en el biomaterial propiedades antibacterianas,
pero conservando su citocompatibilidad.

Las propiedades osteoinductoras, antibacterianas y de flexibilidad mecanica
presentadas por los hibridos en base a nanoparticulas de nVB/nCu resultan
promisorias para el desarrollo de tratamientos clinicos que estimulen la
regeneracion de tejido éseo, prevengan la aparicion de infecciones y ofrezcan

adaptabilidad y flexibilidad mecanica en el sitio quirdrgico.
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8. Anexos.

8.1. Abreviaturas.

ALP: fosfatasa alcalina.

BFs-OEt,: Trifluoruro dietil eterato de boro.

BG: Bioglass or bioactive glass.

Cp: Capacidad calorifica.

CROP: Polimerizacion cationica de apertura de anillos.

D.: grado de condensacion.

DLS: Dispersion dinamica de luz.

DMA: Analisis dinamico mecéanico.

DSC: Calorimetria diferencial de barrido.

FTIR-ATR: espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier con reflexion
total atenuada.

f %: porcentaje de abundancia (f) de las especies de T y Q de silicio en los materiales
hibridos.

G": modulo de almacenamiento.
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G"": médulo de pérdida

GPTMS: 3-(Glicidiloxipropil)trimetoxisilano.

hDPSC: Células madre de pulpa dental.

iPSC: Células madre pluripotentes inducidas.

MTS: Ensayo de viabilidad celular por reduccidn de sales de tetrazolio.
mW: Miliwatts.

nBG: Bioactive glass nanoparticles.

nCu: Nanoparticulas de cobre.

NTA: analisis de rastreo de nanoparticulas.

nVB: Nanoparticulas de vidrio bioactivo.

PBS: Solucion buffer de fosfato salino.

PCL.: Policaprolactona.

PLGA: acido poli (lactico-co-glicélico).

PTHF: Poli-tetrahidrofurano.

Rq: Rugosidad media cuadrética.

SBF: Fluido corporal simulado.

SEM: Microscopio electronico de barrido.

Tan Delta (3): Representa la relacion entre la respuesta viscosa y eléstica de un
material viscoelastico.

TEM: Microscopio electronico de transmision.
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TEOS: Tetraetil Ortosilicato.

T¢: Temperatura de cristalizacion.
T4: Temperatura de transicion vitrea.
THF: Tetrahidrofurano.

TRIS: tris(hidroximetil)aminometano (usado en buffer).
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FACULTAD DE

ODONTOLOGIA

UnivERSIDAD DE CHILE

EXPLICACION DEL PROYECTO

El hueso de nuestro cuerpo se puede perder por diferentes motivos, tales como accidentes,
enfermedades, malformaciones, o infecciones como las que afectan el hueso que sostiene
nuestros dientes. Para recuperar el hueso perdido se debe extraer al paciente hueso de otra
zona de su cuerpo o utilizar algunos injertos sintéticos que no siempre son muy efectivos. Por
esta razon hoy en dia la ingenieria de tejidos estudia formas para regenerar hueso utilizando
biomateriales y células madre.

Se esta haciendo un estudio para desarrollar biomateriales, utilizando unas particulas muy
pequefias (hanoparticulas) que estimulan la formacién de hueso, las que se combinaran con
células madre, que pueden formar un hueso nuevo. Estas células madre se obtendran desde la
pulpa de los dientes o de una parte de la encia que se conoce como zona retromolar.

Lo hemos contactado porque usted requiere la extraccion de algunos dientes que cumplen,cenr:,

los requisitos requeridos para este estudio (la extraccidn del tercer molar por |nd|cac.tb €s
quirdrgicas o protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras enferm
generales); quisiéramos solicitar a Usted, la donacidn de sus dientes extraidos. De otra

si usted esta siendo sometido a un tratamiento con implantes dentales le solicitamo
una pequefna muestra de su encia obtenida de la zona que esta detras de su ultimo dlenié
Estas muestras de tejido seran tomadas por el cirujano maxilofacial y no implicard un
procedimiento extra.

Los dientes o el tejido de la zona retromolar donados, se utilizaran sélo con el fin recién
expuesto y no se guardara ningun registro de su relacién con el donante (con usted). Ningun
otro tipo de estudio se realizara con tejidos dentales ni con las células madre obtenidas de
ellos. Una vez utilizados, los dientes seran destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de
bioseguridad vigentes. La obtencion de estas muestras en si no presenta riesgos, ni costos
adicionales para usted, pero el financiamiento del proceso quirirgico de extraccién serd su
responsabilidad.

No existe ningun tipo beneficio inmediato por su participacién en el estudio, ya que los tejidos
dentales a utilizar son normalmente desechados. Sin embargo, como consecuencia de esta
donacidon y de la investigacidn a realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el
ambito clinico.

Aclaraciones

La colaboracidn con el estudio es completamente voluntaria, y usted puede dejar de participar
libremente.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacién.
No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

No recibira pago por su donacion.

Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacién, le solicitamos firmar
el Formulario de consentimiento Informado anexo al documento. Si usted desea conocer los
resultados o tiene cualquier pregunta puede hacerla ahora o mas tarde, contactando al Dr.
Cristian Covarrubias (Instituto de investigacion en ciencias odontoldgicas, Facultad de
Odontologia, U. de Chile. Fono: 9781719, E-mail: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl o si lo
desea al Dr. Eduardo Fernandez G. presidente del Comité de Etica y aclarar sus dudas.
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacion de creacidn y evaluacion de nuevos
materiales para la regeneracidn dsea. Entiendo que colaboraré donando mis dientes extraidos
o una muestra de encia, los que serdn utilizados para la extraccidon de células madre y
destruidos una vez tratados y observados. Sé que no existen beneficios para mi persona y que
no se me recompensara por participar. Se me ha proporcionado el nombre de un investigador
que puede ser facilmente contactado y su direccion de correo electrénico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y
se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos o una
pequefa muestra de encia.

p _?‘LJ'\E AD Og >
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{

Santiago, / /

Seccidn allenar por el Investigador o su representante:

He eXPlicado @l Sr(@)..ii i it i st s b s e enaa s ens sr e e ene la naturaleza de la
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si
tiene alguna duda. Una vez concluida |a sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar
el presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el Cl Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo (PhD).

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Dra. Andrea Véliz Ramirez

Nombre y Firma del director del Centro o de su Representante Fecha
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