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1. Resumen

Ante la creciente demanda de soluciones eficaces para la reparacion de defectos
0seos que superen las limitaciones de los tratamientos convencionales, la ingenieria
de tejidos se ha centrado en el desarrollo de biomateriales avanzados capaces de
promover la regeneracion natural. En este marco, el presente proyecto final de grado
aborda, por un lado, la fabricacion y evaluacion de andamios tridimensionales porosos
de vidrio bioactivo, fabricados mediante la técnica de replicado de espuma polimérica
utilizando tres formulaciones distintas: un biovidrio base de silicato (conocido como
13-93), una variante modificada con borato (13-93 B2) y una tercera modificada con
boro de nuevo y dopada con cobre y zinc (13-93 B2 Cu-Zn). Por otro lado, con el
objetivo de optimizar las propiedades mecanicas y bioldgicas, se aplicaron
recubrimientos de gelatina y una mezcla hibrida de gelatina con aceite esencial de
clavo sobre los andamios dopados con Cobre y zinc. Se caracterizaron las muestras
sin recubrir mediante espectroscopia infrarroja, antes y después de la inmersion en
fluido corporal simulado (SBF) También se estudié por medio de procesamiento de
imagenes la porosidad y el tamafio de trabéculas de los andamios generados. Se
analizaron la morfologia resultante de los andamios, asi como la bioactividad y
formacion de hidroxiapatita mediante microscopia electronica de barrido (SEM) luego
de la inmersion. Se evaluaron las propiedades mecanicas mediante ensayos de
compresion de los andamios recubiertos y de los no recubiertos de la formulacion 13-
93 B2 dopados con cobre y zinc. Luego se comprobd su actividad antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus y se evalud su citotoxicidad en células MC3T3-E1.
Los resultados evidenciaron que la incorporacién de boro, cobre y zinc acelera la
degradacion del vidrio y favorece la formacion de hidroxiapatita, mientras que
mecanicamente se evidencié un efecto sinérgico en el recubrimiento con aceite de
clavo, el cual aumento la resistencia a la compresion la rigidez, o que podria deberse
a la interaccion del eugenol (principio activo presente en el extracto de clavo) con la
matriz proteica (gelatina); biolégicamente, este sistema compuesto demostrd la mayor
eficacia antibacteriana y una adecuada citocompatibilidad en concentraciones
controladas. Se concluye, entonces, que los andamios dopados con recubrimiento
funcionalizado representan una estrategia prometedora que equilibra soporte

estructural, bioactividad y prevencién de infecciones.



Palabras clave: Ingenieria de tejidos, vidrio bioactivo, andamios, replicado de

espuma, bioactividad, gelatina, aceite esencial de clavo.

2. Abstract

Given the increasing demand for effective solutions for bone defect repair that
overcome the limitations of conventional treatments, tissue engineering has focused
on the development of advanced biomaterials capable of promoting natural
regeneration. Within this framework, this undergrade final project addresses, on the
one hand, the fabrication and evaluation of porous three-dimensional bioactive glass
scaffolds, produced via the polymer foam replication technique using three distinct
formulations: a base 13-93 silicate bioglass, a borate-modified variant (13-93 B2), and
a third version further modified with boron and doped with copper and zinc (13-93 B2
Cu-Zn). On the other hand, with the aim of optimizing mechanical and biological
properties, coatings of gelatin and a hybrid mixture of gelatin with clove essential oll
were applied to the copper and zinc-doped scaffolds with the aim of improving their
antibacterial properties, but above all, the mechanical compressive strength of the
generated scaffolds. The uncoated samples were characterized by Fourier transform
infrared spectroscopy, after and before immersion in simulated body fluid (SBF) their
bioactivity was evaluated in simulated body fluid (SBF). The porosity and strut size of
the generated scaffolds were also studied using image processing. The resulting
morphology of the scaffolds was analyzed, as well as the bioactivity and formation of
hydroxyapatite using scanning electron microscopy (SEM) after immersion.
Mechanical properties were evaluated through compression tests on the coated
scaffolds and the uncoated scaffolds of the 13-93 B2 formulation doped with copper
and zinc. Subsequently, their antibacterial activity against Staphylococcus aureus was
verified, and their cytotoxicity on MC3T3-E1 cells was evaluated. The results
evidenced that the incorporation of boron, copper, and zinc accelerates glass
degradation and promotes hydroxyapatite formation, while mechanically, a synergistic
effect was observed in the clove oil coating, which increased compressive strength
and stiffness. This behavior could be attributed to the interaction of eugenol (the active
compound in clove extract) with the protein matrix (gelatin); biologically, this composite
system demonstrated the highest antibacterial efficacy and adequate cytocompatibility

at controlled concentrations, concluding that the doped scaffolds with functionalized



coating represent a promising strategy that balances structural support, bioactivity,

and infection prevention.

Keywords: Tissue engineering, bioactive glass, scaffolds, foam replication,

bioactivity, gelatin clove essential oil.
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3. Introduccion

3.1 Ingenieria de tejidos

La Ingenieria de Tejidos (TE por sus siglas en inglés) es el pilar fundamental en el
avance de la medicina regenerativa y la sustitucién de funciones corporales mediante
piezas faltantes, dafiadas o patoldgicas. Es un campo interdisciplinario que combina
principios de ingenieria y ciencias exactas y de la vida para disenar y fabricar
sustitutos biolégicos capaces de restaurar, conservar o mejorar la funcién de tejidos
y 6érganos. Este enfoque no solo busca replicar estructuras anatémicas, sino también
devolver la funcionalidad perdida, integrandose armoénicamente con el organismo (J.
B. Park & Lakes, 2007).

Uno de los pilares de esta area es el desarrollo de andamios o estructuras
tridimensionales (3D) que sirven de soporte temporal para el crecimiento celular y la
formacion de nuevo tejido. Estos andamios deben cumplir con una serie de
caracteristicas esenciales, tales como porosidad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, y la capacidad de promover la migracion celular, lo que los
convierte en un componente esencial en los esfuerzos por regenerar tejidos danados
(Sabino et al., 2017).

La biocompatibilidad es la habilidad de un material para comportarse con una
respuesta satisfactoria en una situacion especifica. Sin temer que esa respuesta sea
adversa al huésped. Este comportamiento obviamente varia segun la aplicaciéon
(Oldani et al., n.d.). Ademas, como los andamios no estan destinados a ser implantes
permanentes, deben ser biodegradables para permitir que las células produzcan su
propia matriz extracelular. Los subproductos de esta degradacion también deben ser
no toxicos y capaces de salir del cuerpo sin interferir con otros érganos. Para permitir
que la degradacion ocurra de manera simultanea con la formacién del tejido, se
requiere una respuesta inflamatoria combinada con una migracién controlada de
células como los macréfagos. Por otro lado, la porosidad desempena un papel
fundamental en la regeneracion 6sea, como lo demostraron Karageorgiou & Kaplan
(2005). en un modelo ectépico en ratas. En su estudio, el uso de particulas solidas y
porosas de hidroxiapatita para la liberacion de BMP-2 evidencié que solo en los
andamios porosos se produjo osteogénesis directa, mientras que en las particulas
sélidas no se formd nuevo tejido éseo (Karageorgiou & Kaplan, 2005).
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3.2. El tejido 6seo. Estructura y funciones

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado que cumple multiples funciones en el
organismo: proteger los 6rganos vitales como el cerebro, corazén, médula espinal,
pulmones; permitir la locomocién rapida; almacenar calcio y fésforo; albergar la
médula 6sea y ser un actor de cierta relevancia en el sistema enddcrino (Levasseur,
2019). Desde un punto de vista composicional, el hueso es un material compuesto
natural constituido por una fase organica, una fase inorganica y agua. La fase
organica esta formada principalmente por colageno tipo I, el cual otorga flexibilidad y
resistencia a la tensién y trazas de otros tipos como el colageno tipo V. La fase
inorganica o mineral estd compuesta mayoritariamente por cristales de hidroxiapatita
de calcio [Ca10(PO4)s(OH)2], responsables de la rigidez y resistencia a la compresion.
Cabe destacar que la cristalinidad y composicion varian con la edad del tejido; por
ejemplo, en el hueso inmaduro o en formacion, el mineral suele presentarse como
hidroxiapatita carbonatada, similar a la fase mineral que se busca mimetizar con los
vidrios bioactivos (Pawlina, 2016).

A diferencia del cartilago, el hueso esta altamente vascularizado con una alta
densidad celular; esta alta celularidad le permite adaptarse a las demandas
mecanicas cambiantes y regenerarse tras una lesién. Macroscépicamente, el hueso
vivo es blanco. Su textura puede ser densa como el marfil (hueso compacto) o estar
perforada por grandes cavidades (hueso trabecular, canceloso o esponjoso), donde
el elemento 6seo se reduce a una estructura en forma de malla de barras y placas
conocida colectivamente como trabéculas. El hueso compacto suele estar limitado a
la capa externa o corteza de los huesos maduros, donde desempefia un papel
importante en la determinacién de su resistencia y en la provision de superficies
articulares rigidas. El grosor cortical y su arquitectura varian entre diferentes huesos
y dentro de un mismo hueso, y generalmente disminuyen con la edad en adultos. El
hueso trabecular proporciona soporte a la corteza mientras minimiza el peso. La
presencia de un gran canal medular central en los huesos largos también ayuda a
reducir su peso. Los espacios dentro de los huesos proporcionan ubicaciones
convenientes y seguras para el almacenamiento de tejidos hematopoyéticos y grasa.

El hueso también actua como una reserva de calcio metabdlico (el 99 % del
calcio corporal se encuentra en el esqueleto 6seo) y de fosfato, cuya regulacién esta

bajo control hormonal y de citocinas. Las proporciones de hueso compacto y hueso
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trabecular varian entre diferentes huesos y dentro de un mismo hueso. Generalmente,
se requiere una corteza gruesa para proporcionar resistencia a la flexion, por ejemplo,
en la mitad de la diafisis de un hueso largo (Levasseur, 2019).

El hueso trabecular proporciona resistencia a la compresion, por lo que es
abundante en las epifisis de los huesos largos y en los cuerpos vertebrales de la
columna. En los huesos planos, como las costillas, el interior es uniformemente
trabecular, mientras que el hueso compacto o cortical forma la superficie. Las
cavidades internas suelen estar llenas de médula 6sea, ya sea roja (hematopoyética)

o amarilla (adiposa), dependiendo de la edad y la ubicacion. (Standring et al., 2021).

3.3 Ingenieria de tejidos para la regeneraciéon 6sea

La pérdida de un érgano o tejido debido a un trauma (como una fractura 6sea) o una
enfermedad grave (como el cancer) no solo provoca la ausencia de su funcién
fisioldgica normal, sino que también genera trastornos psicolégicos con altos costos
y efectos sociales significativos. En estos casos, la terapia farmacoldgica
convencional no es efectiva, por lo que la ingenieria biomédica ha desarrollado
organos y tejidos artificiales como la mejor solucién para restaurar los originales.

La ingenieria de tejidos Oseos se ha consolidado como una alternativa
terapéutica eficaz mediante el desarrollo de andamios tridimensionales que actuan
como soportes temporales, permitiendo la agregaciéon y diferenciacién celular
necesaria para la deposicion de matriz extracelular que no es posible lograr con
células aisladas in vitro. Para que estas estructuras promuevan una regeneracion
exitosa, es imperativo que combinen una biocompatibilidad estricta, exenta de
citotoxicidad, con una biodegradabilidad controlada que garantice el soporte
estructural hasta la formacion del nuevo tejido. Asimismo, el disefio debe contemplar
una arquitectura porosa interconectada con un tamafio de poro minimo de 100-150
Mm, umbral critico para facilitar la vascularizacion y la osteogénesis evitando procesos
de hipoxia, a la vez que se aseguran propiedades mecanicas equiparables a las del
hueso nativo para soportar las cargas fisioldgicas. Finalmente, la funcionalidad del
andamio se completa con su capacidad osteoconductiva y osteoinductiva, junto con
una estructura anisotropica que permita una adecuada adaptacién anatomica al

defecto 6seo (Moreno et al., 2016).
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3.4 Materiales para la ingenieria de tejidos

Un biomaterial es cualquier material, ya sea natural o sintético, que forma parte total
o parcial de una estructura viva o de un dispositivo biomédico, con el propdsito de
desempenar, mejorar o sustituir una funcion natural (Tathe et al., n.d.). Desde los afos
60 y 70, se desarrollaron biomateriales especificamente para su uso en el cuerpo
humano, sentando las bases de la ingenieria de biomateriales. Inicialmente, los
implantes eran bioinertes para minimizar la respuesta del huésped, pero con el tiempo
se reconocio la necesidad de desarrollar biomateriales bioactivos y biodegradables
que imitaran mejor las propiedades del tejido 6seo. Posteriormente, se reconocio la
necesidad de desarrollar materiales que imitaran mejor al hueso. En este contexto,
Bill Bonfield (Hench & Thompson, 2010) fue uno de los primeros en identificar la
importancia de ajustar las propiedades mecanicas, desarrollando biocompuestos de
fases poliméricas y ceramicas para reducir la reabsorcion ésea. En los 80, surgio el
concepto de bioactividad con la introduccién de materiales como el Hapex (Hench &
Thompson, 2010), un biocompuesto de polietileno con particulas de hidroxiapatita. En
la actualidad, los biomateriales de tercera generacién buscan activar respuestas
celulares especificas mediante la liberacion controlada de sefiales bioquimicas para
inducir la regeneracion de tejidos. La ingenieria de tejidos y la regeneracioén in situ
representan estrategias prometedoras, donde los andamios porosos, combinados con
células progenitoras o biomoléculas bioactivas, facilitan la reparaciéon 6sea y la
integracion con el tejido huésped, ofreciendo soluciones mas duraderas y adaptativas
para la medicina regenerativa (Hench & Thompson, 2010).

Los bioceramicos inertes, ya sean de origen natural o sintético, son una clase
de materiales ceramicos inorganicos y no metalicos disefiados para ser quimicamente
estables y no interactuar con el tejido, que forma una capsula fibrosa a su alrededor
sin degradarse (Hench, 1991). Se utilizan en la reparacion y regeneracion de partes
dafnadas del sistema musculoesquelético y anomalias periodontales (Pina et al., n.d.).
Estos materiales han sido desarrollados para aplicaciones ortopédicas en
recubrimientos de carga (como en copas acetabulares de cadera), injertos 6seos,
cementos e implantes dentales. Se caracterizan por su excelente biocompatibilidad,
osteoconductividad, resistencia a la corrosion y una superficie dura y quebradiza.

Sin embargo, presentan la limitacién de no poder degradarse. Esta debilidad

junto con otras como su baja tenacidad a la fractura, fragilidad, elasticidad
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extremadamente baja y una rigidez muy elevada ha restringido su aplicacion en
ingenieria de tejidos (TE), lo que ha impulsado la busqueda de soluciones para
mejorar su desempefio en contextos clinicos (Pina et al., n.d.). Los bioceramicos
bioactivos y degradables son una alternativa efectiva. Ejemplos de estos son los
vidrios bioactivos y diversos ceramicos que contienen fosfatos de calcio (por ejemplo,
el B-fosfato tricalcico), que tienen la capacidad de unirse quimicamente al hueso vivo

y degradarse progresivamente en el organismo (Hench, 1991).

3.4.1 Vidrio bioactivo

Los vidrios bioactivos se introdujeron por Larry L. Hench. en 1971 en una publicacién
del Journal of Biomedical Materials Research ante la necesidad de desarrollar
materiales que no fueran rechazados por el cuerpo humano. Este desafio inspiré a
Hench a explorar nuevos caminos en la ciencia de los materiales, con el objetivo de
descubrir un material que no solo evitara la formacion de tejido cicatricial en la interfaz
con el organismo, sino que ademas estableciera un vinculo vivo con los tejidos del
huésped. Como resultado de esta busqueda, nacid el biovidrio (Bioglass®), un
avance revolucionario en la ingenieria de biomateriales (Hench, 2006). Este material,
debido a su bioactividad y biocompatibilidad ha sido utilizado asiduamente en la
fabricacion andamios para regeneracion 6sea (Ribas et al., 2019).

La formulacién original buscaba la generacién de una capa superficial de
hidroxiapatita para impedir el rechazo del implante por el cuerpo. Contenia 45% SiO2-
24.5% Na20-24.5% Ca0-6% P205 y se denomind 45S5 Bioglass (Hench, 2006). A
partir de entonces se disefiaron diferentes formulaciones para remediar los
inconvenientes que traia la 45S5. En particular, el sinterizado de particulas de 45S5
BG en andamios porosos presenta desafios debido a la cristalizacion que ocurre en
el rango de 600-700°C, lo que dificulta la obtenciéon de una estructura amorfa con
propiedades mecanicas Optimas. Para mitigar esta tendencia a la cristalizacién de
4585, se ha explorado el efecto de alcalis mixtos mediante la incorporacion
simultanea de oOxidos alcalinos y alcalinotérreos en la composicion del vidrio. Este
enfoque ha sido exitoso en el desarrollo del vidrio bioactivo 13-93 BG, cuya
composicion (en % peso) es 53 SiO, - 6 Na,O - 12 K,0O - 5 MgO - 20 CaO - 4 P,0O5
(Schuhladen et al., 2021).

Una propiedad clave de los BGs, incluyendo 13-93 y 45S5, es su capacidad

para formar una capa superficial amorfa de fosfato de calcio o hidroxiapatita durante
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su degradacién. Dado que el contenido de 6xidos formadores de red en estos vidrios
es menor en comparacion con los vidrios convencionales (como el de cal sodada),
presentan una estructura de red mas abierta, lo que facilita la interaccion con
moléculas de agua. El proceso de disolucién del biovidrio inicia con un intercambio
idnico entre Ca?*/Na* y H* en la interfaz del medio de disolucion y el vidrio. Esto
provoca un aumento en la alcalinidad local y la formacién de una capa rica en silice
en la superficie del vidrio, lo que, a su vez, incrementa el pH del medio.
Posteriormente, los iones calcio y fosfato migran a través de esta capa rica en silice
y reaccionan con iones de la solucién para formar una capa amorfa de fosfato de
calcio, que luego cristaliza en hidroxiapatita. Sin embargo, la formacioén inicial de la
capa de silice en los BGs de 13-93 y 45S5 puede ralentizar o incluso limitar su
conversion completa en hidroxiapatita (Hench, 1991).

Para mejorar la conversion a hidroxiapatita, particularmente en la composicion
silicatada 13-93, se han desarrollado vidrios bioactivos boratos (BBGs), en los cuales
la red vitrea esta basada en trioxido de boro en lugar de silice. Estos BBGs presentan
una tasa de degradacion mas rapida y una conversion completa a hidroxiapatita, sin
la formacioén inicial de una capa de silice. Ademas, mediante la sustitucion parcial de
SiO, por B,03;, se han desarrollado vidrios bioactivos borosilicatos con base en la
composicion 13-93, permitiendo ajustar la tasa de disolucién y la formacion de

hidroxiapatita al modificar el contenido relativo de B,O; (Schuhladen et al., 2021).

3.5 Fabricacion de andamios

Existen diversas técnicas para la produccién de andamios, dando lugar a estructuras
tridimensionales (3D) con distintas propiedades estructurales. Estas estructuras
porosas son fundamentales en la ingenieria de tejidos, ya que sirven de soporte para
células madre y factores de crecimiento, ambos esenciales para la formacion de
tejidos. Las técnicas convencionales para la preparacion de andamios porosos son:
espumado con gas, liofilizacidn y evaporacion de solventes con lixiviacion de
particulas, entre otras (Moreno et al., 2016).

Para producir andamios con poros interconectados, porosidad adecuada y un
tamafno de poro que favorezca el crecimiento tisular, la técnica de replicacién de
espuma de polimero es una opcion econdmica. Este método consiste en infiltrar una

espuma de polimero con una suspension coloidal de particulas. Luego, tras el secado,
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la espuma se descompone y el sistema se sinteriza, formando una red solida densa.
La estructura final del andamio depende directamente de la arquitectura de la espuma
utilizada (H. Fu et al., 2009).

3.5.1 Replicado por espuma

El método de réplica de espuma fue desarrollado por Schwartzwalder y Somers en
1963 para la fabricacion de espumas ceramicas. Sin embargo, no fue hasta 2006
cuando Chen et al. y Y.-S. Park et al. introdujeron esta técnica en la ingenieria de
tejidos 6seos (BTE por sus siglas en inglés) para la obtencion de andamios de vidrio
bioactivo. Desde entonces, numerosos grupos de investigacion han empleado esta
metodologia para desarrollar estructuras porosas de vidrio destinadas a aplicaciones
en regeneracion osea (Fiume et al., 2021).

Esta técnica se basa en la replicacion de la estructura porosa de una plantilla
sacrificable para obtener una réplica positiva compuesta por particulas de vidrio o
vitroceramica. En el proceso tipico, la espuma se impregna en una suspension de
polvos vitreos dispersos en una solucion aglutinante, asegurando un recubrimiento
uniforme sobre los filamentos de la plantilla. Las propiedades finales del andamio,
como su resistencia mecanica, permeabilidad y porosidad, pueden ajustarse
seleccionando plantillas con arquitecturas especificas y modificando los parametros
del proceso. Por ejemplo, el espesor del recubrimiento se puede controlar mediante
el numero de inmersiones sucesivas, mientras que la temperatura de sinterizacion o
la concentracion de solidos en la suspension pueden optimizarse para mejorar la
cohesion entre particulas y reducir la presencia de vacios interparticulares (Chen,
2011) .

Tras la impregnacion, el exceso de suspension se elimina por compresion y las
espumas son secadas, formando los llamados "cuerpos verdes". Posteriormente, la
plantilla es eliminada mediante un tratamiento térmico a temperaturas entre 300 y
600 °C para minimizar el dano estructural del recubrimiento de vidrio poroso.
Finalmente, el sinterizado del material se lleva a cabo a temperaturas entre 600 y
1000 °C, dependiendo de la composicion y el tamafio de particula del vidrio. En
algunos casos, la eliminacion de la espuma y el sinterizado del vidrio se combinan en
un solo tratamiento, en el que se emplea una tasa de calentamiento controlada para
evitar dafios en la estructura, seguida de una etapa de mantenimiento a la

temperatura 6ptima para densificar los filamentos de vidrio (Fiume et al., 2021).
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3.5.2 Calidad de andamios fabricados por replicado por espuma

La réplica de espuma presenta varias ventajas, entre ellas la posibilidad de alcanzar
altos niveles de porosidad (hasta un 90 % en volumen) en estructuras trabeculares
que imitan de cerca el hueso esponjoso. Sin embargo, los andamios obtenidos
mediante esta técnica a menudo presentan propiedades mecanicas insuficientes para
su implantacion en tejido 6seo. A pesar de sus numerosas ventajas, el método de
réplica de espuma enfrenta una de las limitaciones mas criticas en aplicaciones
biomédicas: la falta de reproducibilidad en los resultados y el control limitado sobre la
arquitectura macroporosa. Esta problematica se atenua unicamente en muestras
pequefias y de geometria sencilla, pero a medida que aumenta la complejidad y el
tamafo de las estructuras, asi como la cantidad de muestras en un mismo lote,
pueden surgir fenomenos no deseados y dificiles de controlar. Entre estos, se
encuentra la formaciéon de gradientes en la suspension, lo que puede provocar la
oclusion de poros en ciertas zonas y generar variabilidad en la porosidad entre
diferentes muestras (Baino et al., 2019).

Ademas, el fuerte impacto del factor humano en el proceso dificulta su
estandarizacion, lo que limita su transicion hacia aplicaciones clinicas mas concretas.
A diferencia de las tecnologias avanzadas de manufactura aditiva, este método no
permite personalizar la arquitectura y la porosidad del andamio segun las necesidades
especificas de cada paciente. En su lugar, la optimizacién de la estructura final
requiere una cuidadosa seleccidon previa del material base, las caracteristicas de la
plantilla y las condiciones de sinterizado. No obstante, en lo que respecta a la
reproduccion fiel de la compleja arquitectura tridimensional del hueso esponjoso, la
réplica de espuma sigue siendo una de las técnicas mas prometedoras, debido a su
simplicidad y factibilidad de realizacion. Esto justifica la necesidad de continuar con la
optimizacién del proceso para mejorar su aplicabilidad en el campo de la ingenieria

de tejidos 6seos (Fiume et al., 2021).

3.6 Caracteristicas adicionales de los andamios de biovidrio

Uno de los principales desafios en el desarrollo de andamios 6seos es encontrar un
equilibrio entre la porosidad requerida y las propiedades mecanicas adecuadas. Es
fundamental que los andamios posean suficiente resistencia mecanica y tenacidad a

la fractura para soportar las condiciones del sitio de implantacion y el manejo previo
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a su aplicacion (Metze et al.,, 2013a). Todo tipo de estructuras de biomateriales
intracorporeos es requerido que evite la adhesion de bacterias en su superficie para
prevenir infecciones. También se busca que este tipo de andamios sea
osteoconductivo y osteoinductivo (Vitale-Brovarone et al., 2008). Multiples
modificaciones se introdujeron en el diseno y fabricacion de los andamios con el fin
de mejorar sus propiedades; desde la aplicacion de gelatina como recubrimiento para
incrementar la resistencia y tenacidad (Metze et al., 2013a), el agregado de
sustancias con propiedades antibacteriales como los aceites esenciales (Unalan et
al., 2021) o incluso con iones con propiedades especificas en la formulacion del

biovidrio (Bejarano et al., 2020).

3.6.1 Recubrimientos en los andamios: gelatina de origen animal

La gelatina es un biopolimero proteico derivado del colageno, la proteina estructural
mas abundante en el tejido conectivo animal. A diferencia de las proteinas globulares
simples, la gelatina no existe como tal en la naturaleza, sino que es el resultado de la
desnaturalizacion irreversible de la estructura fibrosa del colageno insoluble (Liu et
al., 2015).

La gelatina se puede obtener de diferentes seres vivos: mamiferos, peces,
invertebrados, etc. Se ha reportado que las variaciones en la composicion no son
significativas al modificar el tejido que se use (piel, hueso, etc) (Metze et al., 2013b).
Sin embargo, hay ciertas variaciones entre distintas especies que hay que tener en
cuenta. Por ejemplo, el uso de tejidos bovinos para la produccién de gelatina se evita
en ciertas regiones, debido al contagio de la Encefalopatia Espongiforme Bovina (o
BSE por sus siglas en inglés) (Rastilantie et al., 2005).

La capacidad de la gelatina para formar recubrimientos cohesivos es
particularmente valiosa para reforzar materiales inorganicos. En este contexto, se ha
reportado el uso de gelatina para recubrir andamios de biovidrio (como el 45S5),
logrando no solo una mayor biocompatibilidad, sino también una mejora significativa

en sus propiedades mecanicas (Metze et al., 2013b).

3.6.2 Aceites esenciales: clavo de olor

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios volatiles sintetizados por las
plantas, que se almacenan en diversos 6rganos como botones florales, hojas,

semillas, tallos y raices. Debido a su reconocida capacidad para inhibir el crecimiento
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de bacterias, levaduras y mohos, los aceites esenciales han despertado un gran
interés cientifico e industrial como fuentes potenciales de agentes antimicrobianos
naturales, seguros y no téxicos (Sharma et al., 2014).

El aceite esencial de clavo (clove essential oil o CEO), obtenido de los botones
florales secos de la planta (Syzygium aromaticum o Eugenia caryophyllata), es un
compuesto natural ampliamente reconocido por sus aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica. Se ha reportado que el componente principal del aceite
de clavo es el eugenol; en un 79,2%, acompafiado en menor medida por otros
compuestos como el cariofileno y el humuleno (Sharma et al., 2014).

Diversas investigaciones han documentado la eficacia del aceite de clavo y del
eugenol aislado como potentes agentes antimicrobianos frente a una amplia gama de
patégenos transmitidos por alimentos y bacterias de importancia clinica. Se ha
demostrado su actividad bactericida contra cepas Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes, y Gram-negativas, como

Escherichia coli y Salmonella enterica (Friedman et al., 2002).

3.6.3 Dopado de la formulacién de vidrios bioactivos

La modificacion de la composicidn vitrea mediante el dopaje idnico se ha consolidado
como una estrategia fundamental para potenciar la bioactividad de los materiales de
ingenieria de tejidos. Entre las opciones mas comunes para el dopaje se encuentran
iones de elementos como fluor (F), plata (Ag) o magnesio (Mg), pero se ha reportado
el uso de elementos menos frecuentes como el europio (Eu) y terbio (Tb) para
propiedades de luminiscencia, o metales de transicion como el tantalio (Ta) y
tungsteno (W) para mejorar la radiopacidad y el blindaje contra radiaciéon (Pantulap et
al., 2022).

Dentro de las opciones de dopaje, la seleccién de cobre (Cu) y zinc (Zn) para
este trabajo se fundamenta en su capacidad sinérgica para abordar los desafios
criticos de la regeneracion 6sea. El cobre desempefia un rol dual indispensable:
estructuralmente actia como un modificador de la red que aumenta la estabilidad
quimica en sistemas de borosilicatos (Schuhladen et al., 2018) , mientras que
bioldbgicamente es reconocido por su potente capacidad angiogénica y osteogénica.
Esta combinacion permite no solo estimular la formacién de nuevos vasos sanguineos

necesarios para la integracion del injerto, sino también proporcionar una actividad

20



antibacteriana esencial para prevenir infecciones asociadas al implante (Bejarano et
al., 2017)

Por su parte, el zinc es un elemento traza que refuerza la respuesta bioldgica
mediante sus comprobados efectos osteogénicos y antiinflamatorios (NeS¢akova et
al., 2021).
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4.0bjetivos

4.1. Objetivos generales

Se espera el disenar, optimizar y probar y comparar la performance bioactiva,
citocompatibilidad y poder antibacterial de sistemas de andamios generados con
vidrio bioactivo con boro y dopado con Cu y Zn, y el efecto de un recubrimiento de

gelatina con aceite esencial de clavo.

4.2. Objetivos especificos

El proyecto se divide en dos grandes objetivos especificos: disefiar primero, y evaluar

después.

4.2.1 DISENO:

e Definir los parametros morfolégicos, quimicos y fisicos para generar andamios
a partir de particulas de vidrio 13-93 con diferentes variaciones en la
composicion. Generarlos.

e Estudiar el procedimiento, optimizar parametros y realizar el recubrimiento de
andamios, con una de las composiciones seleccionadas, con gelatina y aceite

de clavo. Seleccionar la composicion adecuada.

4.2.2 EVALUACION:

e Caracterizar la integridad, morfologia y estructura de los andamios de

composicién 13-93, 13-93B2, 13-93B2 dopado con cobre y zinc.

e Caracterizar la integridad, morfologia y estructura de los andamios de
composicién 13-93B2 dopado con cobre y zinc tras la adicion de gelatina con
y sin aceite de clavo.

e Caracterizar las propiedades mecanicas macroscopicas de los andamios
generados.

e Estudiar la respuesta in vitro inorganica de los recubrimientos mediante
inmersion en solucion fisioldégica simulada (SBF), por técnicas opticas, de
microscopia electronica, espectroscopicas y de difraccion.

e Evaluar la performance antibacteriana de los andamios logrados y la
citotoxicidad de los mismos.
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5. Materiales y métodos

5.1 Materiales para la fabricacion de andamios y recubrimientos

Para la produccion de los andamios se utilizaron las siguientes formulaciones de

vidrios bioactivos (todos los porcentajes en moles):

e 13-93 (53 SiO, - 6 Na,0O - 12 K,0 - 5 MgO - 20 CaO - 4 P,05)

e 13-93 B2 (21 SiO2 — 34 B203 — 22 CaO — 6 Na20 -— 8 K20 -— 7 MgO — 2
P20s)

e 13-93 B2 con Cu-Zn (22 SiO2 -— 34 B203-— 17 CaO — 6 Na20 — 8 K20 - 7
MgO -2 P205-— 1 ZnO — 3 CuO)

Estos sistemas se fabricaron por un convenio de FAU con la Universidad de
Finlandia, mediante el método de fusidn y enfriamiento rapido utilizando reactivos de
grado analitico (Sigma-Aldrich) y arena de cuarzo belga. Los precursores empleados
incluyeron carbonato de sodio (Na2CQOs), carbonato de potasio (K2COs), éxido de
magnesio (MgO), carbonato de calcio (CaCOs), acido bédrico (H3BO3),
hidrogenofosfato de calcio deshidratado (CaHPO4.2H20), nitrato de zinc (Zn(NOs)2) y
nitrato de cobre hidratado (Cu(NOs)2 . 2.5H20) , segun corresponda en las
formulaciones. La fusién se llevé a cabo en crisoles de platino diferenciando las
temperaturas segun la composicion, donde los vidrios de borosilicato se procesaron
a 1100 °C durante 3 horas y el vidrio 13-93 a 1360 °C durante 3 horas. Tras la fusion,
las composiciones fueron coladas y sometidas a un recocido a 520 °C seguido de una
trituracion; para asegurar la homogeneidad, todos los vidrios se fundieron dos veces
antes de ser finalmente triturados.

Para los recubrimientos se utilizdé gelatina procedente de piel de cerdo (Sigma-
Aldrich, Alemania), genipina (C11H1405) como agente entrecruzante (Glentham,
Reino Unido) y aceite de clavo de densidad 1.06 g/ml (Sigma Aldrich, Darmstadt

Germany).

5.2 Acondicionamiento de los polvos de biovidrio

El proceso de acondicionamiento del material de partida comenzé con la molienda de

los polvos de vidrio mediante molienda planetaria (Figura 1) (Retsch GmbH,
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Alemania). En primer lugar, se procedi6 a la limpieza del contenedor de molienda
utilizando isopropanol. El proceso se llevé a cabo en dos etapas. La primera, de
molienda gruesa, con bolas de alumina siguiendo una relacién en peso bolas/polvo
de 10:1, con una duracién de 2 horas a 300 rpm y una etapa de molienda gruesa con
bolas de zirconia siguiendo también una relacién en peso de 10:1 bolas/polvo con una
duracion de 1 hora a 350 rpm. Se introdujeron alrededor de 20 gramos del polvo por
ciclo en el contenedor junto con las bolas de molienda previamente lavadas y se
interrumpid el proceso cada 30 minutos con el fin de revolver el recipiente y evitar

aglomerados.

Figura 1. molienda planetaria.

Finalizada la etapa de molienda, se llevé a cabo el tamizado del material
mediante un tamiz analitico (Retsch GmbH, Germany) con el objetivo de obtener un
tamafo de particula inferior o igual a 37 micrometros. Para ello, se construyd una
columna apilando los tamices de manera que las mallas de mayor apertura quedaran
en la parte superior y las de menor apertura debajo, colocando una placa recolectora
en la base de la columna Figura 2. El material remanente en los tamices intermedios
fue sometido a una nueva etapa de molienda y tamizado hasta alcanzar el tamafo
requerido. Finalmente, la limpieza de los tamices se efectué mediante un bafo

ultrasonico para garantizar la eliminacion de residuos.
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Figura 2. Tamiz analitico.

5.2 Obtencion de los andamios

La obtencion de andamios de vidrio bioactivo de silicato, borato y borosilicato se llevo
a cabo mediante la técnica de réplica utilizando espumas de poliuretano (45 ppi,
Eurofoam Deutschland GmbH Schaumstoffe). ElI proceso comenzé con la
conformacion de las muestras utilizando un troquel cilindrico metalico. Al golpear esta
herramienta con un martillo dos o tres veces, se cortan cilindros de 6 mm de altura.
La preparacién de la suspension se adaptoé segun la composicién quimica del
vidrio para garantizar su estabilidad. Para los andamios de la formulacion 13-93, se
preparo una solucion disolviendo un 0.6% en peso de alcohol polivinilico (PVA) (VWR,
Darmstadt, Germany) en agua destilada a 80°C; tras enfriarse, se afiadio el polvo de
vidrio en una relacion de peso 1:1 y se agité durante una hora. Para los andamios de
la formulacién 13-93-B2 y 13-93 B2 dopado con Cu y Zn, se sustituyd el agua por
etanol (Sigma-Aldrich, Steinheim Germany) y el PVA por un 0.6% en peso de
etilcelulosa (Sigma-Aldrich, Steinheim Germany) debido a la baja resistencia del boro
a la disolucién en medio acuoso. La proporcion utilizada para la suspension fue de 5
gr de biovidrio cada 8 ml de solucion de etanol y etil celulosa. Nuevamente se agitaron

las suspensiones durante una hora.
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Una vez lista la suspension, se procedio a la etapa de impregnacion colocando
un agitador magnético en el vaso de precipitados para homogeneizar la mezcla e
introduciendo tres o cuatro cilindros de espuma en su interior. Las espumas se
mantuvieron sumergidas durante un minuto y, al retirarlas, se drend el exceso de
fluido y se frotaron cuidadosamente las tres caras cilindricas con papel absorbente
para liberar los poros. Posteriormente, las muestras se secaron en un horno eléctrico
en atmésfera de aire a 60°C durante una hora. Este ciclo de inmersién y limpieza se
repiti6 una segunda vez, ainadiendo mas suspension si resultaba necesario, pero
dejando secar las espumas en el horno durante un dia completo antes de enviarlas al

proceso de sinterizado.

5.2.1 Ciclo de calentamiento 13-93

El proceso de sinterizado para los andamios de 13-93 se realiza en un horno eléctrico
(Figura 3), con una rampa de calentamiento que comienza a temperatura ambiente
(25 °C) hasta 400 °C con una rampa de calentamiento de 0,5 °C/min. Al llegar a dicha
temperatura, la misma se mantiene constante por una hora

Posteriormente, procede a una segunda rampa de calentamiento desde los
400 °C hasta los 700 °C manteniendo la misma velocidad de calentamiento. Una vez
alcanzados los 700 °C, se mantiene esta temperatura durante dos horas para
completar el sinterizado. Finalmente, se procede a apagar el horno para permitir que

la muestra se enfrie hasta regresar a temperatura ambiente.

5.2.2 Ciclo de calentamiento 13-93 B2

El proceso de sinterizado para los andamios de 13-93 B2 comienza a temperatura
ambiente (25 °C) y se ejecuta mediante una rampa de calentamiento controlada con
una velocidad constante de 0,5 °C/min. En una primera instancia, la temperatura
asciende hasta los 400 °C, al alcanzar este punto, la muestra permanece en una
meseta isoterma durante una hora, al igual que para los vidrios de 13-93.

Finalizada esta etapa, se realiza una segunda etapa de calentamiento desde
los 400 °C hasta 600 °C manteniendo la misma velocidad. Una vez logrados los
600 °C, se mantiene dicha temperatura durante dos horas para completar el
sinterizado. Finalmente se apaga el horno para dejar que la muestra se enfrie hasta

volver a temperatura ambiente.
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Figura 3. Horno eléctrico con las muestras en enfriamiento.

5.2.3 Ciclo de calentamiento para andamios de 13-93 B2 dopados con Cu-Zn

Para el proceso de sinterizado de los vidrios de 13-93 B2 con la sustitucién de parte
de sus iones por Cu y Zn, se utiliza el mismo procedimiento que para los vidrios
anteriores, utilizando la misma velocidad de calentamiento (0,5 °C/min), pero la
segunda etapa del sinterizado se hace mediante un calentamiento hasta los 580 °C.
Una vez alcanzados los 580 °C, se sostiene dicha temperatura durante dos horas
para efectuar el sinterizado. Finalmente, se apaga el horno para permitir que la

muestra se enfrie hasta regresar a temperatura ambiente.

5.3 Recubrimiento de Andamios

Se busco evaluar el efecto sobre las propiedades mecanicas de un recubrimiento de
gelatina y de gelatina junto con aceite esencial de clavo. Se eligié gelatina proveniente
de la piel de cerdo y como agente entrecruzante se utilizé genipina. El protocolo para
el recubrimiento simple de gelatina se inicio con la preparacion de las soluciones base
requeridas segun bibliografia (Unalan et al., 2021): Se prepara una solucion de
gelatina al 5% pl/v (es decir, 0,5 g de gelatina cada 10 ml de solvente) y una solucion
de genipina al 1% p/v (20 mg de genipina cada 2 ml de solvente). En ambos casos se

utilizé como solvente una solucién de etanol al 5% en agua destilada.
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Se procedié a la mezcla de los componentes asegurando una relacion de
entrecruzamiento del 1% en peso de genipina respecto a la gelatina. Para ello, se
adicionaron 0,5 ml de la solucion de genipina cada 10 ml de la solucién de gelatina,
homogeneizando la mezcla mediante agitacion magnética a 50 °C.

Por otro lado, para el recubrimiento de gelatina y aceite de clavo se prepard
una solucién de gelatina y genipina siguiendo el procedimiento anterior y se agregoé
el aceite de clavo manteniendo una proporcién de 2,5 % p/p. La suspension se mezclo
por homogeneizacion (T 18 digital ULTRA-TURRAX®, IKA®-Werke GmbH & Co.KG)
durante 3 minutos.

Finalmente, el tratamiento del andamio consistié en sumergirlo en la mezcla
resultante durante un minuto, tras lo cual se retir6 para dejarlo secar durante 24 horas
a temperatura ambiente. Este ciclo de inmersion y secado se repitido una segunda vez

bajo las mismas condiciones para completar el proceso.

5.4 Caracterizacion de Andamios

5.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un
espectrofotometro (IRAffinity-1S, SHIMADZU, Japdn) en modo de transmitancia, con

un rango de nimero de onda de 400 a 4000 cm™".

5.4.2 Morfologia de los andamios (SEM)

El analisis de morfologia se realiz6 mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) (Zeiss Auriga 4750) a diferentes aumentos.

5.4.3 Microscopia oOptica y procesamiento de imagenes

El registro fotografico de las muestras se llevé a cabo utilizando un microscopio 6ptico
digital portatil de fabricacién genérica. Este dispositivo, equipado con iluminacion LED
integrada ajustable, se acoplé mediante interfaz USB a una computadora que sirvio
como unidad de visualizacion y almacenamiento. Las imagenes fueron capturadas
directamente en formato digital utilizando el software predeterminado del dispositivo
de visualizacién. Mediante herramientas de procesamiento digital de imagenes, se
pudo estimar el tamano promedio de poros de cada sistema, asi como el promedio

del espesor de las trabéculas de los andamios generados.
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La segmentacién de las trabéculas es el primer paso en el analisis estructural.
La segmentacion de las trabéculas se realiz6 utilizando una adaptacion del algoritmo
propuesto por Pastore, Moler, & Meschino (2005) y Pastore, Moler, & Ballarin (2005).
Este algoritmo consiste en aplicar Filtros Secuenciales Alternados (ASF) por
reconstruccion para obtener una nueva imagen en la que las trabéculas se
homogenizan, seguido de un criterio de etiquetado de regiones basado en la distancia
geodésica, el cual puede evolucionar para adaptarse a la topologia de los objetos en
la imagen (Pastore et al., 2006; Pastore, Moler, & Ballarin, 2005) .

Después de la segmentacion de las trabéculas, es posible cuantificar el area
ocupada por los poros y el ancho promedio de las trabéculas. A partir de la imagen
binaria resultante (con valores binarios 0 para las trabéculas y 1 para los poros), se
determina el area de cobertura dividiendo el numero de 1 por el tamaio total del area
seleccionada.

Finalmente, para completar el analisis estructural, se calcula el ancho promedio
de las trabéculas. Para ello, es necesario definir una medida que cuantifique con
precision este parametro, manteniendo su aplicabilidad general. En este estudio,
definimos el ancho promedio de las trabéculas como la media del conjunto de
diametros de las bolas maximas a lo largo del esqueleto topoldgico (Figura 4).

El esqueleto topolégico de una forma es una version delgada de esa forma que
permanece equidistante de sus fronteras. El esqueleto generalmente enfatiza las
propiedades geométricas y topoldgicas de la forma, tales como su conectividad,
topologia, longitud, direccion y ancho. Esta construccion resulta en una estructura de

un pixel de ancho que captura la forma esencial del objeto (Figura 5).

AMF’s
shape

O

(not maximal)

OO

Maximal ball
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Figura 4. Diagrama conceptual de bolas maximas.

(@) (b)

Figura 5. (a) Imagen artificial, (b) Esqueleto de una imagen artificial.

5.4.4 Ensayos Mecanicos

Se realizaron ensayos de compresion controlados a deformacion constante utilizando
una maquina instron (Emic 23-50, Figura 6), con una velocidad de la traversa de 0,5
mm/min, a 22°C y 70% de humedad. Los ensayos se realizaron por lo menos a 10
muestras, con el objetivo de evaluar la resistencia y elasticidad de los andamios de
13-93 B2 Cu-Zn, con y sin gelatina. La altura de las muestras varié entre los 1,45y 2

mm.
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Figura 6. Maquina Universal para ensayos mecanicos Instron Emic 23-50.

Para la estimacion del modulo elastico de los andamios estudiados, se utilizd
una aproximacion hasta una carga considerada la primera de ruptura. Esta porcién
lineal permitié estimar la pendiente de la recta, y asi el médulo elastico aparente de
los diferentes andamios. Se muestra un ejemplo de la aproximacion lineal en la Figura
7.
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Figura 7. Aproximacion lineal en un grafico de tensién deformacion.

5.5 Test de bioactividad in vitro

La capacidad de un material para unirse al hueso vivo se evalua frecuentemente
examinando la formacion de apatita sobre su superficie en un medio fisiolégico
controlado, siguiendo la norma ISO 23317:2025 para materiales bioceramicos. Se ha
propuesto que el requisito esencial para que un material artificial se una quimicamente
al hueso es la formacién de una capa de apatita biolégicamente activa en su superficie
al implantarse. Este fendmeno de mineralizacién in vivo puede ser reproducido in vitro
en el laboratorio utilizando una Solucién Fisiolégica Simulada (SBF, por sus siglas en
inglés), una solucion con concentraciones idnicas ( Na*, K*, Mg?*, Ca?*, etc.) casi
idénticas a las del plasma sanguineo humano (Kokubo & Takadama, 2006).-Sin
embargo, las pruebas in vitro suelen ser insuficientes para comprobar la bioactividad

de los implantes; deben hacerse luego pruebas in vivo.

5.5.1 Preparacioén de solucién fisioldgica simulada (SBF)

Los andamios de las tres formulaciones (13-93, 13-93 B2 y 13-93 B2 Cu-Zn) se
estudiaron para evaluar su capacidad de formar hidroxiapatita en SBF con
concentraciones idnicas aproximadamente iguales a las del plasma sanguineo

humano.
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El SBF se prepard siguiendo el método de Kokubo (Kokubo & Takadama,

2006). Los reactivos utilizados y sus cantidades correspondientes se detallan en la

tabla 1

Tabla 1. Orden y cantidad de reactivos necesarios para producir 1000 ml de SBF.

1 Cloruro de sodio (NaCl) 99.5 8.0756

2 Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 99.5 0.3532

3 Cloruro de potasio (KCI) 99.5 0.2250
Fosfato de hidrogeno de dipotasio trihidratado

4 99.0 0.2310
(K2HPO4.3H20)
Cloruro de magnesio hexahidratado

5 98.0 0.3033
(MgCl2.6H20)

6 1M (mol/l) Acido clorhidrico, 1M-HCI - 39 ml

7 Cloruro de calcio (CaClz) 95.0 0.3638

8 Sulfato de sodio (Na2S0a4) 99.0 0.0716
Tris-hidroximetil aminometano:

9 99.0 6.0568
((HOCH2)3CNHg2) (Tris)

10 1M (mol/l) Acido clorhidrico, 1M-HCI - 5-10ml

El SBF es prepara en un recipiente con 700 ml de agua destilada y se calienta

mediante bafio Maria. Se introduce una termocupla en el contenedor y un medidor de

pH en el recipiente. La solucidn debe mantenerse bajo agitacion continua mediante

un mezclador magnético y a 36,5 £ 1.5°C. Los componentes se deben introducir en

el orden expuesto en la tabla. Al afadir el noveno componente (Tris) debe controlarse
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el pH: este debe ser menor a 7.45. Si el valor es mayor se agrega HCI hasta que el
pH descienda a 7.4 y luego se afiade mas Tris. Luego se deben agregar 300 ml extras
para completar los 1000 ml. EI SBF se puede almacenar a 5-10°C y utilizarla dentro

de los 30 dias para prevenir la formacion de bacterias.

5.5.2 Ensayo de inmersion y pérdida de peso

Para verificar la formacion de hidroxiapatita se sumergieron los andamios en el fluido
corporal simulado. El volumen de SBF utilizado en cada muestra se determind
mediante la relacién 1.5 mg de andamio/ml de SBF. Para el proceso de incubacion,
se peso cada andamio se los coloco en tubos Falcon. De acuerdo con el peso se
anadio el volumen correspondiente de SBF. Los tubos se colocaron luego en un
incubador (IKA KS 3000 | control) y se mantuvieron a una temperatura constante de
37°C. Las muestras se incubaron durante duraciones variables de 3, 7 y 14 y el fluido
se renovo cada tres dias.

Para estudiar la degradacion y/o deposiciéon de compuestos ricos en fosfatos
de calcio en los andamios, se procedid a calcular la variacion en el peso de los
andamios. Tras los intervalos mencionados se retiré el liquido del recipiente, se secé
el andamio y se lo peso. El calculé de pérdida/diferencia de peso se realizd con la

siguiente formula.

o wWi—-wf
%Pérdida de peso = —wi " 100%

Donde Wi es el peso inicial y Wf el peso final.

5.6 Actividad antibacteriana

Para evaluar las propiedades antibacterianas de los andamios recubiertos con una
capa de gelatina con aceite de clavo y compararlos con los andamios sin el
compuesto, se realizé6 un ensayo de proliferacion bacteriana in vitro utilizando S.
aureus como cepa. En este ensayo, los andamios de la formulacién 13-93 B2 dopados
con cobre y zinc, sin recubrimiento, con recubrimiento simple de gelatina y con
recubrimiento de gelatina y aceite de clavo fueron puestos en contacto directo con la
suspension bacteriana. Para la preparacion de dicha suspension, la cepa de S. aureus

fue cultivada en 10 mL de medio de cultivo lisogénico (LB) a 37 °C durante 24 horas.
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En paralelo, los distintos tipos de andamios fueron esterilizados mediante irradiacion
con luz ultravioleta durante 1 hora.

La actividad antibacteriana de los andamios se evalué cuantitativamente a
partir de la absorbancia de la luz generada por la turbidez de la suspension bacteriana.
En primer lugar, la suspension de bacterias se diluyé con medio LB hasta alcanzar un
valor de densidad optica (DO) de 0,015 a 600 nm (medido con Thermo Scientific™
GENESYS 30™, Alemania), de acuerdo con los métodos estandar de medicion de
turbidez bacteriana. Luego, los andamios se incubaron con 20 pL de la suspensién
bacteriana a 37 °C durante 3, 6, 24 y 48 horas. La suspension bacteriana sin
andamios se utilizé como control en este estudio. En cada punto temporal, se retiraron
100 uL de cada muestra y se transfirieron a una placa de cultivo de 96 pocillos. La
DO a 600 nm se midié utilizando un lector de microplacas (PHOmo, Anthos
Mikrosysteme GmbH, Alemania). La viabilidad bacteriana relativa se calculd utilizando

la siguiente ecuacion:

ODmuestra

Viabilidad bacteriana relativa (%) = * 100%

ODcontrol

5.7 Citotoxicidad de Células MC3T3-E1

La evaluacion de citotoxicidad de los andamios de la formulacion 13-93 B2 dopados
con cobre y zinc, sin recubrimiento, con recubrimiento simple de gelatina y con
recubrimiento de gelatina y aceite de clavo, se realizé utilizando el kit de ensayo de
proliferacion celular WST-8 (Sigma Aldrich, Alemania) mediante el método de
contacto indirecto.

Para generar la solucién de extracto, se esterilizaron 100 mg de andamios
molidos en polvo mediante radiacién UV durante 1 hora. Posteriormente, el andamiaje
se sumergio en 10 ml de medio a-MEM durante 24 horas a 37 °C para producir una
solucion extracto con una concentracion de 10 mg/ml. Luego de la incubacion de 24
horas, la solucién extracto de 10 mg/ml se diluyé con medio a-MEM para obtener
soluciones extracto con concentraciones de 1y 0,1 mg/ml.

Para los experimentos de citotoxicidad, se utiliz6 medio esencial minimo (a-
MEM) suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS, F7524), 1 % (v/v) de
penicilina-estreptomicina (PS, que contiene 10.000 unidades/ml de penicilinay 10.000

pug/ml de estreptomicina) y 1 % (v/v) de L-glutamina. La linea celular de osteoblastos
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MC3T3-E1 se cultivd en medio a-MEM y se incub6é a 37 °C en una atmésfera
humidificada con 5% de CO, en aire. Las células se sembraron en placas de 24
pocillos a una densidad de 100.000 células por pocillo y se incubaron durante 24
horas. Tras este periodo, el medio a-MEM en cada pocillo se reemplazé por 1 ml de
solucion extracto a distintas concentraciones (10, 1y 0,1 mg/ml), y se incubé durante
48 horas adicionales.

Luego de la incubacion de 48 horas, la viabilidad celular se evalué utilizando el
ensayo de viabilidad celular WST-8 (1 % v/v). Se retiraron los extractos y las células
se incubaron con WST-8 durante 3 horas. El grupo control consistio en células
MC3T3-E1 tratadas con medio a-MEM, mientras que el grupo de referencia incluyo
medio a-MEM con WST-8. Finalmente, se midié la densidad optica a 450 nm
utilizando un lector de microplacas. El porcentaje de viabilidad celular se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

Absorcién — Absorcioén
Viabilidad celular (%) = _Mmuestra — blanco . 100%
Absorcion,.r — Absorcionygneo

6. Resultados y discusion

6.1 Obtenciéon de Andamios por el método de réplica

Se obtuvieron los andamios de las tres formulaciones mencionadas: 13-93, 13-93 B2
y 13-93 B2 dopados con Cu y Zn. En la figura 6. puede verse la apariencia final a

partir de microscopia 6ptica.

Figura 9. Fotografias realizadas con microscopia éptica de los tres tipos de andamios.
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Como puede verse, los tres tipos de andamios muestran la estructura
trabecular que imita la estructura de la espuma de poliuretano. La formulacién dopada

con Cu-Zn tiene una tonalidad azul debido a la presencia del cobre.

6.2 Caracterizacién composicional y morfolégica

6.2.1 Espectroscopia infrarroja

Se realizaron analisis por espectroscopia infrarroja para corroborar la composicion de

los andamios.

— 1393
—— 1393 B2
—— 1383 B2 Cu-Zn

Q40 — = —a— 1020

475

Absorbancia (u.a.)
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T T T

T T T T T T T T T T T T T T T
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Nro de onda (cm™)

Figura 10. Grafico de espectroscopia infrarroja de los tres tipos de andamios.

Los picos presentes en el espectro (Figura 10) indican la existencia de modos
vibracionales de los enlaces moleculares; de ahi que su presencia permita comprobar
la composicion quimica de los andamios (Ismail et al., 1997)

Los espectros FTIR revelan una banda de absorcion en la regiéon de 475 cm™’
atribuida a la flexion del enlace Si-O-Si, lo cual confirma la presencia de silice en la
estructura mas notable en el espectro de la formulacion 13-93 que en el de la 13-93
B2 y 13-93 B2 dopada con Cu y Zn debido a la sustitucion parcial de la silice de la red
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por boratos. En el rango de mayores frecuencias, el espectro del vidrio base se
caracteriza por una resonancia predominante en 940 cm' y en 1020 cm
correspondientes a la vibracidon de estiramiento del Si unido a oxigenos no puentes.
En las muestras modificadas se observa un desplazamiento asociado a modos de
vibracion adicionales de la red Si-O, evidenciando una clara reorganizacién en la
conectividad del silicato (Q. Fu et al., 2007).

En la muestra de la formulacion, 13-93 la region alrededor de 1400 cm™ es
plana. Al introducir boro en la muestra 13-93 B2 (espectro rojo), el cambio mas
significativo es la aparicion de una nueva banda ancha centrada en ~1400 cm™. Esta
banda, ausente en la muestra original, se atribuye a la vibracion de tension de los
enlaces B-O en grupos borato (BO3), confirmando la exitosa incorporacion del boro a
la red del vidrio (Gautam et al., 2012).

6.2.2 Porosidad y espesor de trabéculas

Mediante técnicas avanzadas de procesamiento de imagenes, fue posible estimar el

porcentaje de porosidad de los diferentes andamios generados.

13-93: 3744 +/-46% 13-93 B2: 34 +/-8.2% 13-93 B2 Cu-Zn: 49 +/-4.7%
Figura 11. Procesamiento de imagenes a mismo aumento de los tres andamios
base estudiados definiendo el borde de las trabéculas. Bajo cada imagen, el

porcentaje de porosidad obtenido.

Puede notarse (datos en la Figura 11) que hay un aumento en la porosidad de
los andamios cuando las estructuras son dopadas con Cu-Zn. Esto podria estar
relacionado con el sinterizado de los andamios y la capacidad de reorganizacién de
los iones que componen la red vitrea con la presencia de Cu y Zn. También podria

deberse a una mayor contraccion de la estructura después del sinterizado.
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La comparacion entre los espesores de trabéculas encontrados en las
estructuras de vidrio 13-93, 13-93 B2 y 13-93 B2 Cu-Zn puede verse en la Figura 12.
Se observa una disminucién en el espesor de trabéculas cuando el vidrio esta dopado
con boro (250 micrones vs 170 micrones), y este espesor practicamente no varia si
hay sustitucion con Cu y Zn en la estructura. Esto podria deberse a la capacidad de
ordenamiento de las redes trigonales planas del BO3, en relacién con los tetraedros
de silicatos de los vidrios sin boro, lo que se traduciria en estructuras mas compactas

luego del sinterizado.
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Figura 12. Tamano medio de espesor de trabéculas y su desviacion para las

tres composiciones de andamios estudiadas.

Con respecto a las estructuras de 13-93 B2 Cu-Zn, sin y con gelatina, y con el
agregado de extracto de clavo, la porosidad de los andamios con Cu-Zn no se
modifica demasiado con el agregado de gelatina (45 +/- 6.7%), aunque aumenta
levemente cuando se agrega esencia de clavo en el recubrimiento (52.1 +/- 6.5). Esto
podria estar relacionado a un mayor entrecruzamiento o “relleno” de la estructura
plastica de la gelatina en la superficie del andamio.

Y en relacion con el tamafo de las trabéculas, los valores pueden observarse
en la Figura 13, y no se observan cambios significativos, lo que esta relacionado con
una capa muy delgada de gelatina y esencia de clavo, que puede a su vez estar

cubriendo fisuras o poros de las estructuras trabeculares. Cabe destacarse que se
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lograron estructuras mas uniformes (menores dispersiones) con los andamios de 13-
93 B2 Cu-Zn con y sin recubrimiento, que con los andamios sistetizados con los
vidrios 13-93 y 13-93 B2.
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Figura 13. Tamano medio de espesor de trabéculas y su desviacion para los

andamios 13-93 B2 Cu-Zn con y sin recubrimiento de gelatina y gelatina/clavo.

6.3 Bioactividad in vitro

6.3.1 Cambio de peso

Los tres tipos de muestras de andamios sintetizadas sin el recubrimiento de gelatina
se sumergieron en fluido liquido simulado durante 3, 7 y 14 dias tras lo cual se calcul6
el cambio de peso debido a la accidon conjunta de la degradacion (pérdida de peso) y
la formacion de hidroxiapatita.

En la Figura 14 puede apreciarse la tendencia esperada. Los andamios 13-93
B2 presentaron una pérdida de peso notablemente mayor, debido a la naturaleza del
oxido de boro con una geometria triangular plana en la estructura del vidrio, pues este
se coordina solo con tres oxigenos frente al oxido de silicio coordinado con cuatro. La
consecuente red vitrea es menos densa en enlaces y por ende mas facil de degradar.
Ademas, la sustitucion por boro elimina parcialmente la barrera de silice (Fu et al.,
2009 ; Schuhladen et al., 2021 ), llevando a una rapida precipitacion de hidroxiapatita.
Por otro lado, la degradacion en los andamios dopados con Cu-Zn resulté ser mayor
que en los andamios 13-93 B2 sin dopar. Esto contradice lo encontrado en
bibliografia; la presencia de Cu y Zn retrasa la liberacién de SiO2 presente en la
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formulacién 13-93 B2 parcialmente sustituida (Schuladen, 2018). Por ultimo, de la casi
inexistente variacion del peso en los andamios 13-93 se concluye que la pérdida de
peso por degradacion se compensa enteramente por el aumento de peso al formarse
la hidroxiapatita. Si bien se esperaba que la reactividad del 13-93 fuese menor que la
de las formulaciones con boro (13-93 B2), los resultados de este trabajo difieren de
otros reportes. Especificamente reportaron una pérdida de peso cercana al 20% para
andamios de 13-93 tras 14 dias (Schuhladen, 2021). Esta aparente discrepancia se
atribuye a las condiciones experimentales del ensayo. Para las muestras 13-93, que
poseian una masa mayor, el volumen de SBF (limitado a 50 ml por la capacidad del
recipiente) resulté en una baja relacion de fluido/area superficial. Se postula que este
volumen de SBF, operando "en defecto", se saturd rapidamente con los iones
liberados por el vidrio. Esta rapida saturacion idnica habria provocado un doble efecto:
habria frenado la disolucion neta del vidrio (evitando la pérdida de peso), ya que el
medio alcanzé un equilibrio, y al mismo tiempo habria favorecido la precipitacion de
hidroxiapatita (generando ganancia de peso) al existir una alta concentracion local de
iones Ca?*, fosfatos y silicatos. Por lo tanto, el cambio de peso neto (casi nulo)
observado en este estudio no indica una falta de reactividad, sino que representa el
equilibrio entre una disolucién lenta y una precipitacién acelerada por las condiciones
de saturacién del medio.
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Figura 14. Gréfico de pérdida de peso de los tres tipos de andamios luego de

diferentes tiempos de inmersién. (*) Valor obtenido de una sola muestra
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Por otro lado, los andamios 13-93 B2 Cu-Zn presentan la pérdida de peso mas
rapida y significativa. Esto indica que los iones de cobre y zinc aceleran la degradacion
del vidrio. Esto podria deberse a que los iones de cobre se conectan preferentemente

al Si favoreciendo la ruptura de los enlaces de la red (Schuladen, 2018)

6.3.2 Caracterizacion Morfolégica (SEM)

Luego de la inmersién de los andamios en SBF, se buscé comprobar la formacion de
hidroxiapatita en la superficie de los andamios y sus caracteristicas morfoldgicas a
través de microscopia electrénica de barrido. Se tomaron muestras para cada tiempo
de inmersién y para cada tipo de andamio.

En la Figura 15 se muestra la superficie de los andamios de la formulacion 13-
93 tras la inmersion en SBF durante 3 dias a diferentes aumentos. Puede observarse
en las imagenes superiores la formacién de una capa de pequenos aglomerados de
lo que podria ser hidroxiapatita, debido a la apariencia de coliflor documentada en
otros estudios (Li et al., 2014). Sin embargo, se requeririan mayores aumentos para
comprobar la estructura en agujas que presentan dichos aglomerados en su

superficie.
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Figura 15. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones, de la superficie de un
andamio 13-93 a 3 dias de inmersion en SBF.

A 7 dias de inmersion, ya puede observarse claramente la presencia de HA
cristalina en la superficie del andamio. En las imagenes superiores se aprecian las
estructuras de coliflor reportadas en bibliografia (Li et al., 2014). Ademas, en las
imagenes inferiores se comprueba la presencia de grietas en las trabéculas del
andamio que actuarian como concentradores de tension ante una solicitaciéon

mecanica; en detrimento de la tenacidad y resistencia de la estructura.

 EHT= 1.00kV

Figura 16. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones de la superficie de un

andamio 13-93 a 7 dias de inmersién en SBF.

La Figura 17 presenta la micrografia SEM de la superficie del andamio de

biovidrio 13-93 tras 14 dias de inmersién en SBF. Sobre la capa de apatita de fondo
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se aprecia la nucleacion y crecimiento de una segunda fase con una morfologia en
bloque, romboédrica, claramente distinta.

Esta segunda fase podria ser Carbonato de Calcio (CaCQO3), probablemente
en forma de calcita. Este fendbmeno podria explicarse como una precipitacion
secundaria secuencial, que ocurre una vez que la reaccion de formacion de apatita
ha avanzado. La formacion de la capa de hidroxiapatita (HA) se debe al intercambio
de iones entre el biovidrio y el medio, que eleva el pH local y sobresatura la solucion
en calcio y fosfato. Sin embargo, el SBF es una solucion compleja disefiada para
imitar el plasma humano que contiene una alta concentracién de iones bicarbonato
(HCQO3-), por lo que el fendmeno propuesto seria posible.

El trabajo de Clineyt Tas (2000) respalda esta hipétesis. En su estudio, el autor
utilizé una formulaciéon de SBF modificada precisamente para igualar la concentracion
de bicarbonato del plasma humano, fijandola en 27.0 mM. Este bicarbonato se
introduce mediante el reactivo NaHCO3, El autor observd que, en sus experimentos
de precipitacion, se formaba CaCO3 como fase secundaria con una estructura similar

a la de los precipitados ya mencionados. En este articulo, se explica que esta fase se

origina por la combinacién del exceso de iones Ca*? (disponibles en el medio) con los
iones CO3?% provenientes del bicarbonato del SBF alterado (Ciineyt Tas, 2000).
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EHT = 1.00kV

Figura 17. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones, de la superficie de un

andamio 13-93 a 14 dias de inmersién en SBF.

En la Figura 18 se ven las imagenes de microscopia electronica de barrido
SEM para los andamios 13-93 B2. Comparado con la Figura 19, donde estan los
andamios de 13-93 a 7 dias de inmersion, en los de 3 dias puede apreciarse una
mayor formacion de HA en los que contienen boro. Esto se fundamenta en la
presencia de 6xido de boro en la formulacion donde la red de borato es quimicamente
menos estable y no forma una barrera de gel de silice en la superficie al
disolverse/degradarse. En su lugar, el vidrio se disuelve rapidamente, liberando una
gran cantidad de iones de calcio Ca?*y elevando el pH local. Esta alta sobresaturacion
idnica fuerza la precipitacion directa y rapida de la hidroxiapatita sobre la superficie

del vidrio (Schuhladen et al., 2021)
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EHT = 1.00 kV

49mm

Figura 18. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones de la superficie de un

andamio 13-93 B2 a 3 dias de inmersion.

= 4.1 mm

Figura 19. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones de la superficie de un
andamio 13-93 B2 a 7 dias de inmersion en SBF.
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Figura 20. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones de la superficie de un

andamio 13-93 B2 a 14 dias de inmersion en SBF.

Por ultimo, el proceso se repitié con los andamios de la formulaciéon 13-93 B2
dopados con Cu-Zn. En las Figuras 21 a 23 se muestran las imagenes SEM para
los tiempos evaluados (3, 7 y 14 dias de inmersién en SBF) para estos andamios.
La estructura de trabéculas se ve mas rugosa en todos los casos, como puede
verse en mas detalle en la Figura 23. Esto podria atribuirse a imperfecciones en el
método de obtencion de andamios y en el proceso de sinterizado. Puede
observarse la presencia de HA en estructuras de coliflor globulares a 7 y 14 dias de
inmersion. Esto podria deberse a la gran rugosidad del andamio que brinda
multiples sitios de nucleacién aunado con la presencia del Cu unido a los atomos
de silicio que facilita la liberacién de este ultimo y disminuye el efecto de la capa de

hidréoxido de silicio retardante en la difusidon de iones.
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10 pm

Figura 21. Micrografia SEM a diferentes magnificaciones de la superficie de un
andamio 13-93 B2 dopado con Cu-Zn a 3 dias de inmersion en SBF.

1.00 kV
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Figura 22. Micrografias SEM a diferentes magnificaciones de la superficie de un

andamio 13-93 B2 dopado con Cu-Zn a 7 dias de inmersion en SBF.

Figura 23. Micrografias SEM de la superficie de un andamio 13-93 B2 dopado con

Cu-Zn a 14 dias de inmersiéon en SBF.

6.3.3 Caracterizacion Composicional (FTIR)

Se realizaron ensayos de espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier

(FTIR) sobre las muestras tras la inmersién durante 14 dias en SBF, para corroborar
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la formacion de hidroxiapatita en los andamios producidos con las diferentes
formulaciones. En la Figura 24 puede verse el espectro de una muestra de
andamios producidos con vidrio 13-93 de 14 dias de inmersion, comparada con un

andamio sin inmersiéon en SBF.

¥ 1020
-~

13-93 sin inmersion

Absorbanca (u.a)

1242 1400

13-93 con 14 dias de inmersidn

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Nro de onda (cm™)
Figura 24. Espectros de FTIR de un andamio 13-93 antes y después de 14 dias de

inmersion.

La banda ancha de estiramiento del fosfato se forma en la region de 900-1100
cm™', sobreponiéndose a la sefal original del Si-O-Si lo que verifica la presencia de
hidroxiapatita. Otro modo de vibracion de los fosfatos también se puede encontrar
alrededor de los 600 cm-! (Q. Fu et al., 2007). También el pico alrededor de 1060
cm™' esta relacionado con los carbonatos, los cuales podrian también estar
presentes en la HCA, sustituyendo a los OH-. Se puede apreciar a ~1400 cm™ un
ligero pico que estaria asociado al ion carbonato (C-O) consistente con la
precipitacion de la fase secundaria de carbonato de calcio (CaCOs) (calcita), que
se habria observado en las micrografias SEM como inclusiones sobre la capa de
apatita. Sin embargo, dada la pequefiez del pico, no se puede garantizar que no
sea ruido (Peitl et al., n.d.).

Se realizaron también los espectros de FTIR para los andamios de

composicién 13-93 B2 y 13-92 B2 Cu-Zn, que se muestran en la Figura 25.
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Figura 25. Espectros de FTIR de un andamio 13-93 B2 antes y después de 14 dias
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Figura 26. Espectros de FTIR de un andamio 13-93 B2 Cu-Zn antes y después de

14 dias de inmersion

En ambos espectros a tiempo cero pueden observarse dos bandas: una
centrada en ~1060 cm™ que corresponderia a la tensidn asimétrica de los oxigenos
puente (Si-O-Si) (Hench, 1991) y otra centrada en ~1400 cm™ que se atribuye a la
vibracion de tension de los enlaces B-O en grupos borato (BO3) (Balestriere et al.,
2020). Se puede ver que, a catorce dias, estos picos disminuyen notablemente
evidenciando la degradacion del andamio. La banda ancha de estiramiento del
fosfato se forma en la regién de 1000-1100 cm™ posiblemente sobreponiéndose a
la senal original del Si-O-Si (Peitl et al., n.d.) lo que verificaria la presencia de
hidroxiapatita. También se observan los picos de vibraciones de fosfatos en los 675

cm™', en ambos casos (Q. Fu et al., 2007).

Una vez caracterizados los tres tipos de andamios se optd por recubrir los
andamios de la formulacion 13-93 B2 dopados con Cu y Zn con gelatina y luego
con una combinacién gelatina y aceite esencial de clavo, con el objetivo de mejorar

sus propiedades mecanicas iniciales.

6.4 Obtencion de los andamios con recubrimientos

Se realizaron los recubrimientos con gelatina sin y con clavo a los andamios de la
formulacion 13-93 B2 dopado con Cu y Zn. En la Figura 27 puede verse el aspecto
final a partir de microscopia 6ptica. Puede notarse que su estructura macroscopica
no ha sufrido grandes cambios, lo que también pudo ser corroborado por el porcentaje

de porosidad y el espesor de las trabéculas medido.
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Figura 27. Andamios recubiertos con gelatina (izquierda) y con gelatina y aceite

esencial de clavo (derecha).

6.5 Evaluacion de Propiedades Mecanicas

La Figura 28 muestra de forma representativa los resultados del ensayo mecanico a
compresion de tres andamios de biovidrio; se compara la condicion sin recubrimiento
de una muestra de la formulacién 13-93 B2 dopado con cobre y zinc con otras dos

del mismo tipo recubiertas con gelatina y con gelatina y aceite esencial de clavo.

Gelatina + Aceite de Clavo
Gelatina
Sin recubrimiento

144

L — =125MPa
12 -

—_
o
|

~7.4 MPa

s

5,3 MPa

Tension (MPa)

0.0 0.1 0.2 0.3 04
Deformacion (s.u.)

Figura 28. Grafico comparativo de tension vs deformacion para el ensayo de

compresion con las tres condiciones.

Tabla 2. Valores medios de Resistencia para los tres tipos de andamios evaluados

Resistencia Cu-Zn Gelatina Gelatina + clavo
Media (MPa) 5,4 7,97 10,69
Desviacion standard

(MPa) 1,76 4,2 4,04
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El andamio Cu—Zn presenta los valores mas bajos de tension de rotura a la
compresion, indicando una menor resistencia mecanica y mayor fragilidad. La
incorporacion de gelatina mejora notablemente la resistencia, lo que se atribuye a su
capacidad de recubrir las trabéculas con una segunda fase mas elastica y rellenar las
microfisuras presentes en sus superficies. Ademas, el recubrimiento transforma las
trabéculas originales, débiles y fragiles, en estructuras compuestas mas fuertes y
tenaces en la que la gelatina actua como fase organica que distribuye las cargas y
mejora la cohesion estructural del material (Li et al., 2014).

Aunque la incorporacidon de aceite de clavo se planteo inicialmente con fines
antibacteriales, los ensayos mecanicos revelaron un efecto sinérgico inesperado en
la resistencia a la compresion. En este caso, el andamio recubierto de gelatina y aceite
de clavo alcanzé tensiones maximas superiores comparado con la gelatina pura. Esta
tendencia también se refleja en los valores medios como se puede apreciar en la
Tabla 2. Esta diferencia era esperada inicialmente, debido a un previsible aumento
en el espesor de trabéculas (area resistente), pero éste no fue notorio comparado con
las muestras sin recubrimiento.

Este refuerzo mecanico puede atribuirse a la interaccion quimica entre el
eugenol (componente mayoritario del aceite) y la matriz de gelatina. Se ha reportado
que los compuestos fendlicos pueden inducir un entrecruzamiento fisico mediante la
formacion de puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas con las cadenas de
aminoacidos de la gelatina, generando una red polimérica mas rigida y cohesiva
(Zhang et al., 2010). Asimismo, el caracter hidrofébico del aceite podria limitar la
absorcion de humedad ambiental en el recubrimiento, reduciendo el efecto
plastificante del agua y preservando la rigidez estructural del andamio (Tongnuanchan
et al., 2012).

En conjunto, estos resultados indican que el recubrimiento con gelatina mejora
significativamente el comportamiento mecanico del andamio de biovidrio, y que la
adicion de aceite de clavo potencia aun mas esta mejora, sin comprometer la
estabilidad del material.

Por otro lado, el recubrimiento de gelatina les confiere a los andamios cierto
caracter elastico que no se daba antes debido a la fragilidad de los vidrios. Se tratd
de calcular un médulo aparente de elasticidad para los tres tipos de andamios de 13-
93 B2 Cu-Zn estudiados (sin y con recubrimientos) tomando la fase inicial de la

deformacion y aproximando los puntos a una recta tension vs deformacién. El médulo
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aparente de elasticidad es la pendiente de la recta. Los datos presentan una
dispersién notable, debido a la fuerte dependencia de los calculos con el intervalo
elegido.

La Tabla 3 resume los resultados obtenidos. Al comparar los valores medios
se evidencia un claro aumento del valor de médulo elastico aparente con el agregado
de gelatina. El andamio original tiene una baja resistencia, debido a su estructura
trabecular y a la presencia de fisuras provenientes del proceso de sinterizado, como
se discutié previamente. Cabe destacarse que debido al método experimental (no es
enteramente correcto mecanicamente calcular el modulo elastico en un ensayo de

compresion), la desviacion estandar de los resultados es muy elevada.

Tabla 3. Valores medios de modulo de elasticidad para los andamios de 13-

93 B2 Cu-Z con los dos tipos de recubrimientos.

;Médulo elastico (E, en MPa)

Gelatina
Tipo de muestra Cu-Zn Gelatina clavo
Media 48,91 124,75 125,96
Desviacioén standard 32,48 50,1 22,66

Como ya se mencioné anteriormente, la gelatina rellena parcialmente las
grietas de las trabéculas. Estas resisten mas la flexion al comprimirse el andamio, por

lo que se requerira mayor fuerza para el mismo desplazamiento.
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6.6 Evaluacién Biologica (Actividad Antibacteriana y Citotoxicidad)

6.6.1 Actividad Antibacteriana

Tipo de Andamio
120 -
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—_ [ 11393 B2 Cu-Zn + Gelatina+ aceite de clavo
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Figura 29. Grafico de viabilidad bacterial de las tres condiciones de recubrimiento a

diferentes tiempos.

La Figura 29 muestra la viabilidad bacteriana de S. aureus en contacto con distintos
andamios (Cu-Zn, gelatina y gelatina con aceite de clavo) a lo largo del tiempo. Se
postuld la hipotesis de que el agregado de gelatina promueve la proliferacion de
bacterias (Foster & H60k, 1998) . De ahi que se haya decidido agregar una sustancia
con conocidas propiedades antibacteriales como el aceite de clavo (Damian-Buda et
al., 2025).

A las 3 horas, el andamio recubierto con gelatina presenta la mayor viabilidad
bacteriana, indicando una baja o nula actividad antibacteriana. Esto podria deberse a
que la gelatina previene la liberacion de iones Cu y Zn; ademas se ha reportado que
el colageno presente en la gelatina favorece la adhesién del S. aureus (Foster & HOOKk,
1998). En cambio, el andamio con Cu-Zn muestra una reduccién moderada, mientras
que el recubierto con gelatina y aceite de clavo presenta la menor viabilidad; lo que
evidencia un efecto bactericida mas pronunciado por la presencia del extracto. Con el
paso del tiempo, la viabilidad disminuye en todos los grupos, aunque la tendencia se

mantiene, siendo siempre menor para el andamio con gelatina y aceite de clavo. Este
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comportamiento podria atribuirse principalmente a la accién antimicrobiana del
eugenol presente en el aceite de clavo, que potencia la capacidad antibacteriana del
recubrimiento en comparacion con los demas sistemas, como ya se ha reportado
(Damian-Buda et al., 2025).

La potente actividad antimicrobiana del eugenol se fundamenta en su
naturaleza lipofilica y en la reactividad de su grupo hidroxilo libre, caracteristicas
estructurales que le permiten penetrar la capa de lipopolisacaridos de las bacterias.
Al interactuar con la bicapa lipidica, el compuesto desestabiliza la integridad de la
membrana bacterial provocando una alteracion irreversible de su permeabilidad, lo
que resulta en la fuga masiva de macromoléculas intracelulares criticas, incluyendo
proteinas, acidos nucleicos y ATP, privando a la bacteria de su fuente de energia
primaria. Una vez en el citoplasma, el eugenol desencadena un estado de estrés
oxidativo mediante la generacidn excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS),
proceso que satura y agota los sistemas enzimaticos de defensa antioxidante como
la dismutasa, la catalasa y el glutation peroxidasa, conduciendo a la oxidacion de
lipidos y proteinas vitales. Ademas, el eugenol se une a la enzima enoil-ACP
reductasa (Fabl), que esta presente en la S. aureus, con un un rol importante en la
creacion de los acidos grasos importantes para el mantenimiento de la membrana
bacterial, bloqueando asi su biosintesis. Por ultimo, su interaccion directa con el
material genético induce la escision del ADN y suprime la actividad bacteriana al

inhibir la formacién y actividad metabdlica de los biofilms (Bai et al., 2023).
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6.6.2 Citotoxicidad
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Figura 30. Grafico de viabilidad celular de las tres condiciones de recubrimiento a

diferentes concentraciones de extractos de andamios.

La Figura 30 muestra la viabilidad celular de osteoblastos MC3T3-E1 tras la
exposicidon a extractos de andamios de Cu-Zn, gelatina y aceite de clavo a diferentes
concentraciones (10, 1 y 0,1 mg/ml). Se observa una clara tendencia dependiente de
la concentracion: a medida que la concentracion del extracto disminuye, la viabilidad
celular aumenta. A 10 mg/ml, todos los materiales muestran una reduccion
significativa en la viabilidad, especialmente el aceite de clavo, que presenta valores
cercanos a cero, indicando una alta citotoxicidad a concentraciones elevadas. Esto
podria deberse a que, a altas concentraciones, los componentes liberados generarian
estrés oxidativo en el caso de los iones metalicos (Jomova & Valko, 2011) o afectar
la funcionalidad de las células en el caso del eugenol presente en los andamios
recubiertos con aceite de clavo y gelatina, debido a este ultimo componente (Ho et
al., 2006). En el caso de los andamios recubiertos con gelatina, la disminucién podria
relacionarse con la presencia de genipina residual utilizada como entrecruzante que

reduce la viabilidad celular a determinadas concentraciones (Li et al., 2014) dado que
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la gelatina es de por si biocompatible (Bikuna-lzagirre et al., 2022). En cambio, a1y
0,1 mg/ml, la viabilidad supera el 80 % en todos los casos, lo que sugiere buena
biocompatibilidad en rangos mas diluidos. Estos resultados indican que, aunque los
componentes activos del aceite de clavo y los iones metalicos del Cu-Zn pueden
ejercer efectos citotoxicos a altas concentraciones, en condiciones mas diluidas los

materiales no afectan significativamente la viabilidad celular.
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7. Conclusiones

Se han logrado fabricar los andamios de las tres formulaciones planteadas (13-93,
13-93 B2 y 13-93 B2 dopados con cobre y zinc). Estos andamios son integros y
poseen porosidades alrededor del 45%, con tamafos promedio de trabéculas de entre
170 y 250 micrones. Esta porosidad seria 6ptima para la vascularizacion e irrigacion
de los andamios. Los ensayos de cambio de peso han arrojado que la tercera de estas
formulaciones, la que contiene Cu y Zn presenta la pérdida de peso mas rapida,
mientras que para los andamios de la formulacion 13-93. La pérdida de peso por
degradacion se compensa enteramente por el aumento de peso al formarse la
hidroxiapatita lo que conllevo una pérdida de peso casi nula, lo que haria suponer de
una integridad relativamente buena en un mediano plazo de los andamios.

Se pudo evidenciar la presencia de depodsitos de hidroxiapatita con su
estructura de coliflor o de agujas en la superficie de los andamios para todos los
casos, mediante microscopia electronica de barrido, luego de su inmersion en
solucion fisiolégica simulada. Pudo observarse también esta presencia desde el punto
de vista composicional, mediante ensayos de FTIR. La bioactividad lograda es clave
para este tipo de estructuras, para favorecer la oseointegracion del andamio.

Los andamios de la formulacién 13-93 B2 dopados con Cu y Zn fueron
recubiertos con gelatina y con gelatina y aceite de clavo, para mejorar su performance
mecanica a la compresién, asi como también mantener caracteristicas
antibacteriales. La resistencia mecanica se vio favorecida de forma significativa
obteniendo valores mas altos para los andamios recubiertos con gelatina y aun mas
para los de gelatina y aceite de clavo, debido a la impregnacion del biopolimero en la
superficie de las trabéculas. El extracto, por otro lado, se postula que remarca este
mecanismo, aumentando aun mas la resistencia a la compresion y el médulo elastico
del sistema compuesto. Por otro lado, los ensayos antibacteriales arrojaron que la
viabilidad bacteriana de los andamios aumenta con el agregado de gelatina, pero
disminuye con la incorporacion del extracto de clavo, lo que verifica que la gelatina
promueve la proliferacion bacterial y el aceite de clavo la impide, como era
hipotetizado. Por ultimo, los estudios de viabilidad celular verificaron que la
citocompatibilidad de los andamios aumenta con el agregado de gelatina y con
extracto de clavo aumenta aun mas, analizado de forma indirecta con bajas

concentraciones de productos de liberacion.
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En conjunto, los andamios de 13-93 con boro y a su vez con Cu y Zn,
recubiertos con un biopolimero como gelatina, y con un extracto natural antibacterial
como es el de clavo, genera estructuras mas resistentes, bioactivas y con resistencia

a las bacterias, lo que podrian ser potenciales candidatos como sustitutos 6seos.

8. Trabajo a futuro

e Realizar ensayos de inmersion en andamios con recubrimiento de gelatina y
gelatina y aceite de clavo a 3, 7 y 14 dias. Corroborar la formacién de depdsitos
de hidroxiapatita mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

e Realizar recubrimientos sobre los andamios de las otras dos formulaciones
(13-93 y 13-93 B2). Realizar nuevos recubrimientos sobre ellos.

e Repetir los ensayos de inmersion con alternativas al SBF, como solucion de
Hanks o medio dMEM.

e Realizar recubrimientos de gelatina y aceite de clavo sobre andamios de otras
formulaciones para seguir explorando el efecto sinérgico de ambos
componentes sobre las propiedades mecanicas

e Utilizar otros aceites esenciales con el fin de evaluar sus efectos sobre las
propiedades mecanicas de los andamios.

e Explorar ensayos in vivo para la viabilidad de los andamios estudiados.
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