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RESUMEN

Introduccioén: Las infecciones causadas al usar implantes, protesis y ortesis son
comunes, esto debido a la proliferacion de bacterias y hongos causantes de
enfermedades en los usuarios de este tipo de dispositivos. Una de las soluciones
historicas ha sido el uso de materiales metalicos y dentro de los primeros materiales
usados por el hombre esta la plata. La plata ha sido conocida por sus capacidades
antimicrobianas desde siglos atras, estas propiedades han sido aprovechadas en
diversas areas del conocimiento, pero especialmente en el area médica. Por otro
lado, la nanotecnologia ha permitido la solucion a problemas desde décadas atras,
pero ha tomado mas fuerza en los ultimos afios sobre todo como herramienta para
el desarrollo de la ortopedia.

En este contexto, las nanoparticulas de plata se han usado por sus propiedades
antibacterianas y antifungicas principalmente. Estas nanoparticulas se han usado
también, como material reforzante para diferentes materiales compuestos, sin
embargo, cada vez que se desarrolla un nuevo material, con concentraciones
diferentes de nanoparticulas y con caracteristicas diversas, genera nuevos enlaces
e interacciones quimicas y otros cambios de los cuales se desconoce su potencial
citotoxico, su biocompatibilidad y su buen desempefo para una aplicacion, por lo
cual las pruebas biolégicas y mecanicas se hacen necesarias.

Objetivo: Evaluar la biocompatibilidad un nuevo material compuesto (composite) y
las nanoparticulas de plata por las que esta conformado, adicionalmente, evaluar
la aplicabilidad de este nuevo composite en la fabricacion de dispositivos
ortopédicos, especificamente en el proceso de manufactura de un liner protésico
de miembro inferior, el cual es un revestimiento blando usado en la prétesis y que
tendra contacto directo con la piel. El estudio se hizo con el fin de conocer los
efectos que este composite puede generar en el tejido con el que tendra contacto
ademas de su desempenio y resistencia mecanica del dispositivo protésico para el
que fue pensado.

Metodologia: Para el desarrollo de esta evaluacion se usaron técnicas conocidas
como la prueba MTT para el analisis de la citotoxicidad de las nanoparticulas de
plata mediante viabilidad celular, la citotoxicidad del material compuesto se evalu6
mediante deteccion de la enzima lactato deshidrogenasa, mientras que la
genotoxicidad se valoré por medio del Ensayo cometa. Para analizar la aplicabilidad
del nuevo material en dispositivos protésicos, se fabric6 un prototipo de liner
protésico transtibial de miembro inferior y se usaron muestras del material para la
realizacion de ensayos de traccion y compresioén de acuerdo a las normas ASTM.
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Resultados: La evaluacion citotoxica permiti6 conocer que la concentracion letal
20 de las nanoparticulas de plata en solucion es 5,38 pg/mL, mientras que la
concentracion letal 50 es 13,39 pg/mL. Con relacion a la citotoxicidad del material
composite, a 12 horas de evaluacion, la mortalidad no supera el 10 % en todas las
muestras evaluadas preparadas con las diferentes concentraciones de
nanoparticulas, mientras que a 24 horas la mortalidad en las células aumenta hasta
el 30 %. En la evaluacion gentdxica se encontro que la mayoria de células no
presentaron dafio y un menor porcentaje presentaron un nivel de dafio bajo, tanto
para las nanoparticulas en soluciéon acuosa como para el material composite. Con
dicho material se obtuvo un prototipo de liner protésico transtibial con la forma
conica esperada, la elongacién a la ruptura fue de 549 %, resistencia a la traccion
de 0,89 Mpa y deformacioén por la compresion 21.8 % valores similares a los que
reportan en la literatura para los liners protésicos.

Conclusiones: Mediante la evaluacion realizada se pudo identificar que el nuevo
material composite tiene bajo efecto citotdxico y genotdxico en queratinocitos
humanos a tiempo de exposicion de 12 horas, un excelente proceso de curado y
buenas propiedades mecanicas para la fabricacion de liners protésicos de miembro
inferior.

Palabras clave: Citotoxicidad, genotoxicidad, nanoparticulas de plata, silicona,
protesis, liner protésico, traccion, compresion.
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1. INTRODUCCION

El dltimo informe sobre discapacidad de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), revela que cerca del 15% de la poblacion mundial sufre algun tipo de
discapacidad y alrededor de 190 millones de personas tienen dificultades de
funcionamiento. Segun esta entidad, son los paises en via de desarrollo quienes
presentan mayor porcentaje de personas discapacitadas o con alguna deficiencia
fisica o mental [1]. Estudios del afio 2013, revelan que en Africa, Asia y
Latinoamérica alrededor de 30 millones de personas requieren de algun dispositivo
ortopédico como protesis u Ortesis. Ademas, investigaciones de 2005 muestran que
en Estados Unidos cerca de 1.6 millones de personas presentaban algun tipo de
amputacién y estiman que para el afo 2050 la cifra sera de 3.6 millones de
personas afectadas [2].

Los ultimos datos ofrecidos por el Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica (DANE), en cuanto a discapacidad, indican que para el afio 2010, los
colombianos con discapacidad del sistema motor superaban las 413000 personas
y respecto a Antioquia, las personas con esta discapacidad llegaban a mas de
36000, correspondiente, aproximadamente a un 8.7 % de la poblacién en situacién
de discapacidad del sistema motor en Colombia [3]. De otro lado, estudios de la
Universidad del Rosario, evidencian que Colombia es el cuarto pais en el mundo
con mayor cantidad de victimas por minas antipersonal [4]. De igual modo, segun
estadisticas de la direccidn contra minas del gobierno colombiano, hasta el
presente afo (2019), el numero de victimas por Mina Antipersonal (MAP) y
Municiones Usadas sin Explotar (MUSE) llega a 11789 personas, siendo Antioquia
el departamento con mayor numero de victimas [5]. Teniendo en cuenta que la
unica causa de las deficiencias en miembro inferior no es la violencia, sino que
existen otras causas como accidentes de transito, anomalias congénitas y algunas
enfermedades cronicas o agudas [6], Colombia llega a tener un numero importante
de discapacitados por amputacién de uno o sus dos miembros inferiores.

En vista de que la poblacion mundial con ausencia de alguno o sus dos miembros
inferiores es un numero considerable y hasta hoy va en aumento, personal médico
e investigadores han disefiado, a través de los afios, protesis que ayuden a estas
personas a recobrar su calidad de vida y asi mismo llegar a una vida funcional,
productiva e independiente. La OMS asevera que una persona en condicién de
discapacidad sufre discriminacién no sélo social sino también laboral, atencién
sanitaria insuficiente, falta de accesibilidad y graves problemas econdmicos [1],
ademas, de acuerdo a reportes del banco mundial en 2004, en paises
desarrollados, entre un 50 y 70% de la poblacién discapacitada en edad laboral
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estaba desempleada y la cifra aumenta para paises subdesarrollados, por ejemplo,
en paises latinoamericanos el porcentaje puede estar entre el 80 y 90% [7], asi
mismo, datos del afio 2018 indican que en Colombia la tasa de desempleo para
personas en condicidén de discapacidad llega al 85% [8]; por lo que es fundamental
ofrecer al discapacitado ayudas, desde la ingenieria biomédica, que contribuyan a
ser y sentirse personas utiles para la sociedad.

Con el fin de cumplir este objetivo, de brindar ayudas fisicas a estos pacientes, los
disefios de protesis y ortesis se han fabricado por largo tiempo y en gran cantidad
por empresas en todo el mundo, pero con el uso de estos dispositivos, las personas
en condicién de discapacidad han padecido otras enfermedades asociadas al uso
prolongado de dispositivos protésicos que han entorpecido su proceso de
rehabilitacion. Varios estudios han demostrado que la prevalencia de lesiones en la
piel en personas amputadas alcanza un 36% y que dichos pacientes disminuyen la
distancia que pueden caminar cuando comienza un problema dérmico o indican
que deben suspender el uso de su protesis [9], con lo que retornan a su nivel inicial
de discapacidad, afectando de nuevo su vida personal, social, familiar y laboral.

En los ultimos afos se han estudiado los materiales para dispositivos protésicos,
especialmente para liners (dispositivo que hace parte de la prétesis y tiene contacto
directo con la piel) y las condiciones de calor y humedad que estos generan, se ha
optado por el desarrollo de materiales que permitan mayor ventilacién y de igual
modo control de la humedad y el calor [10] [11], pero aun asi continuan
presentandose altas tasas de infeccion, enfermedades y lesiones en la piel. Como
una solucion alternativa a este problema, se ha pensado en las propiedades
antimicrobianas de algunas nanoparticulas metalicas, entre ellas la plata (Ag), que
podrian servir como complemento en nuevos materiales usados en la ortopedia.

El uso de nanoparticulas de plata (AgNPs) en aplicaciones biomédicas data desde
la antigliedad donde se hacia uso de diferentes metales con el fin de dar solucién
a problemas de salud, pero fue a partir de 1959 que la nanotecnologia desperté
gran interés en la comunidad cientifica con el investigador Richard Feynman [12].
El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido emplearla en un sinnumero de
aplicaciones en campos como la bioingenieria generando avances en equipos
médicos, dispositivos, sensores, terapias de rehabilitacion y tratamientos en
diversas enfermedades [13]. En el area ortopédica, su uso se intensificdé en las
ultimas décadas del siglo XX donde nanoparticulas se empezaron a utilizar como
refuerzo a los materiales empleados para fabricacion de protesis internas [14],
debido sus propiedades especificas, en el caso de metales como la plata (Ag), en
bajas concentraciones, sus propiedades antimicrobianas y baja toxicidad en
humanos [15] las cuales fueron evidentes desde el siglo primero [16]. En la
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actualidad las AgNPs se usan como parte de materiales compuestos, agregando
propiedades antimicrobianas que han sido de gran ayuda en ortopedia, un area en
la que las infecciones internas y externas son de las complicaciones mas comunes.

Teniendo en cuenta lo anterior, es pertinente el uso de AgNPs y materiales
compuestos en dispositivos protésicos que ayuden a controlar el crecimiento de
microorganismos Yy por lo tanto a disminuir las infecciones dérmicas, sobre todo en
la parte de la prétesis conocida como liner, el cual fue disefiado con el objetivo de
brindar comodidad y seguridad al paciente [10] y que ademas esta en contacto
directo y prolongado con la piel, lo que genera estas comunes irritaciones e
infecciones, pero que con la ayuda de nuevos materiales compuestos podria
mejorar para bien de los usuarios.

Como se ha visto, entonces, la creacion de nuevos materiales ha permitido
soluciones alternativas a diversos problemas de salud, pero a su vez se hace
necesario una valoracion funcional y de biocompatibilidad que garantice la
seguridad del usuario. El disefo y la fabricacion de nuevos materiales implica la
interaccion de elementos y moléculas que tiene un impacto en los tejidos y sistemas
del cuerpo, estos efectos pueden ser inocuos o nocivos, por lo cual la evaluacion
de la biocompatibilidad fue fundamental, analizando asi efectos citotdxicos y
genotdxicos que se presentan y de este modo observar los efectos del material en
la viabilidad celular y en el material genético.

Ademas de lo anterior, los materiales para implantes, protesis y ortesis estan
sometidos a diferentes cargas y esfuerzos durante la postura del dispositivo en el
miembro residual y el proceso de la marcha, por lo cual es de gran importancia la
valoracibn mecanica mediante pruebas de traccion y compresion de manera
preliminar y por los alcances del trabajo de grado, aunque se tiene presente la
importancia de otras pruebas adicionales como el coeficiente de friccidn, resistencia
a esfuerzos cortantes, conductividad térmica, ente otras.

El material evaluado se desarrollé por el grupo de investigacion en el marco de un
macro-proyecto (Desarrollo y evaluaciéon de compuestos poliméricos livianos con
alta resistencia mecanica y capacidades antimicrobianas para su aplicacion en
ortesis y proétesis externas de miembro inferior - 121074558661), con el fin de
disefiar materiales alternativos para el control de microorganismos, dicho material
se fabricé con una matriz polimérica comercial de grado médico (Ecoflex™ 00 — 50)
que ha sido trabajada en investigaciones de diversas areas [17] [18] [19] [20] [21],
con el fin de servir como recubrimiento de sensores, simulacion de tejidos blandos
y estructura de dispositivos meédicos. Al agregar nanoparticulas a esta matriz se
cre6 un material con caracteristicas particulares que fue necesario estudiar.
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2. DESCRIPCION GENERAL DEL TRABAJO DE GRADO

El objetivo 1, en el cual se evalud la citotoxicidad de las nanoparticulas en solucion
y del material compuesto, se desarrolla en la seccion 4, alli se encuentra la
metodologia utilizada, los resultados obtenidos y la discusion. Dicha evaluacion se
llevo a cabo en queratinocitos humanos (HaCaT) mediante ensayos in vitro como
la prueba MTT y la deteccion de lactato deshidrogenasa (LDH).

El desarrollo del objetivo 2 se encuentra en la seccion 5, para las actividades de
este objetivo también se uso la linea celular HaCaT y se realiz6 mediante el ensayo
cometa, técnica que permite observar si el ADN ha sufrido algun dafio provocado
por algun agente o sustancia.

Respecto al objetivo 3, su desarrollo se encuentra evidenciado en las secciones 6
y 7 de este trabajo escrito, en la seccidon 6 se presenta la fabricacion del prototipo
del dispositivo protésico (liner protésico), el cual se obtuvo mediante técnicas
manuales, por su parte la seccidn 7 abarca las pruebas de traccion y compresion
realizadas de acuerdo con las normas ASTM.

. Matriz: silicona Ecoflex™ 00-50

Reforzante: Nanoparticulas de plata /

Material compuesto

(composite)
% ™ N g [
Viabilidad celular Viabilidad celular Genotoxicidad Fabricacién liner protésico Pruebas mecanicas
. Ensayo cometa alcalino . o Ensayo Traccion
MTT % Deteccion de LDH % Queratinocitos HaCaT 4 Fabricacion manual (ASTM D412)
Queratinocitos HaCaT “ Queratinogitos HaCaT &2 * 5 Diluciones [0,13 — Fabricacion moldes E i6
20 Diluciones [2,73 x 10% — 5 muestras de material 211 pgimL] de AgNPs Preparacion de material (:SS,?I\:'(I) Sg;”g)res'on
as ce 0 2, de A ” -

14,3 pg/mL] de AgNPs ;Z!?gOSljfn. LS]lIlcona [0 5 muestras: Silicona + Obtencién de prototipo Obtencion de probetas

) 5 HY AgNPs [0 — 24,73 pg/imL] Ensayos

3 W (composite)
— =N = 1
\ e s
N N Y S

Objetivo 1 / Objetivo 2 \_ Objetivo 3

Figura 1. Esquema general.

Representacion de las pruebas realizadas en el trabajo de grado para la evaluacion del
nuevo material composite y su reforzante.
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En la figura 1 se observa las pruebas que se realizaron para lograr los objetivos
planteados. En relacion con la viabilidad celular se usé la prueba MTT para la
evaluacion de las nanoparticulas de plata en solucion ya que al estar en solucion
acuosa se adaptaba facilmente a la metodologia de esta prueba, por el contrario,
para la evaluacion del material composite no era posible la prueba MTT por que se
dificultaba la preparacion de las diferentes muestras y la opacidad del mismo no
permitia la lectura de la densidad optica por lo que se evalué mediante la prueba
de deteccion de Lactato Deshidrogenasa. Para la evaluacion genotoxica tanto de
las nanoparticulas de plata como del material composite se uso la prueba de ensayo
cometa.

Para la fabricacion del prototipo se desarrolld6 una metodologia de fabricacion
manual y las pruebas de traccion y compresion se realizaron bajo pruebas ASTM
para caracterizacion de polimeros elastoméricos o cauchos.
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3. GENERALIDADES

Durante el desarrollo del presente trabajo de grado se hablara de conceptos tanto
biolégicos como mecanicos. Mediante esta seccion se han ampliado dichos
conceptos con el fin de contextualizar al lector, de igual modo, se presentan los
objetivos de la investigacion los cuales se desarrollan en las secciones siguientes.

3.1. ESTADO DEL ARTE

El uso de los metales en la historia de la humanidad es tan antiguo como ella. De
acuerdo a la literatura, los tres primeros metales usados por el hombre fueron el
Oro (Au), el Cobre (Cu) y la Plata (Ag). Los primeros usos, de los que se tiene
registro, se remontan al afno 3400 antes de Cristo, donde el imperio Egipcio uso
dichos metales como dinero primitivo [12] [22][23].

Desde la antigledad, grandes civilizaciones como los griegos y romanos, usaron la
Plata por sus propiedades médicas, preservativas y restaurativas [12] [15]. De igual
modo los Vikingos tuvieron conocimiento de los efectos de la Plata en contra de las
algas ya que usaron este elemento y otros metales como el Cobre en sus
embarcaciones con el fin de evitar el crecimiento de algas y de otros
microorganismos marinos [12].

Los primeros usos que se conocen de la plata en prétesis datan de la época del
antiguo Egipto donde se encontraron algunos esqueletos con clavijas de plata como
meétodo de reparacion dsea en cirugias [12]. Mas adelante, Hipocrates, considerado
como el padre de la medicina, promovié el uso de la plata por sus propiedades
curativas, él mismo recet6 a sus pacientes Plata pulverizada como tratamiento para
ulceras y heridas [12] [24].

De igual modo, el uso de la Plata, para la fabricaciéon de herramientas, ornamentos
y utensilios cotidianos viene de siglos atras, uno de los objetos mas conocidos es
la copa “Cantharus” fabricada en el siglo primero por los romanos, en esos primeros
objetos, sobre todo en algunos recipientes para almacenamiento de agua, notaron
gue no crecian microorganismos, lo que mostraba indicios de este elemento (Ag) y
sus propiedades antimicrobianas [16].

Los primeros usos de nanoparticulas metélicas datan del siglo cuarto, cuando se
fabrico la famosa Copa de Lycurgus, la cual presentaba propiedades dpticas muy
particulares, visualizandose de diversos colores dependiendo si la luz la atravesaba
0 no [16], lo que para la época era una gran novedad aunque la utilizacion de
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nanoparticulas fue de un modo inconsciente y sus fundamentos fisicoquimicos eran
aun desconocidos.

Para el mundo de las nanoparticulas fue de gran importancia los primeros trabajos
en sintesis quimica de estas particulas, Michael Faraday fue de los pioneros en la
sintesis coloidal de nanoparticulas, lo que fue considerado como el mayor paso en
el desarrollo de la nanotecnologia [12].

Cerca del ano 1893 Karl Von Nageli realizé trabajos de caracterizacion de las
propiedades oligodinamicas de la Plata encontrando que este elemento es activo
para dicha propiedad siempre y cuando se encuentre en bajas cantidades.
Igualmente determind las concentraciones especificas en las que la plata tenia
efectos toxicos para algas como la Spirogyra y esporas como Aspergillus niger
entre otros microrganismos [12] [25].

Durante la primera guerra mundial, cuando aun no se tenian antibiéticos, segun
esta reportado, la Plata cumpli6 un papel fundamental para tratamientos a
infecciones y antisepsia, asimismo se trabajoé con este elemento para la mejoria de
problemas dermatoldgicos y afecciones de la piel como granos y verrugas. Los
apositos con particulas de Plata, para tratar heridas, se usaron desde principios del
siglo XX, pero fue después de la Segunda Guerra Mundial que su uso se hizo mas
comun que hasta llegé a ser parte de la lista de Physician’s Desk Reference [12],
el cual es un listado, que se publica anualmente, de recopilaciéon de las
prescripciones de los medicamentos formulados y es ampliamente usado por el
personal médico.

El mundo de la investigacion trabajo con particulas pequefias mucho antes de que
se tuviera conocimiento de un mundo a escala nano. Sélo hasta 1959 que Richard
Feynman, en un discurso, mencionara la frase “There is still plenty room at the
bottom”, lo que traduce: Todavia hay mucho espacio en el fondo, el mundo de la
ciencia volvi6 su mirada y tuvo conciencia acerca de particulas de tamafno
nanométrico [12] [26]. Aunque desde esta época los cientificos comenzaron a
trabajar con elementos y particulas pequefas, el término Nanotecnologia se
empezo a usar a partir de 1974 cuando Norio Taniguchi, profesor de la Universidad
de Ciencias de Tokio, daba una conferencia sobre su trabajo en mecanizado de
ultra precisién [27] [28].

El uso de particulas a escala nanométrica ya llevaba un recorrido, pero se
intensific6 y mejoré cuando las técnicas microscopicas permitieron una
caracterizacion mas especifica y acertada permitiendo observar y determinar las
propiedades de los nanomateriales usados. Uno de los grandes avances para el
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uso y caracterizacion de nanoparticulas se dio con la invencion del Microscopio de
escaneo tunel por Gerd Binning y Heinrich Roher a principios de los afios 80’s que
permitié ver y manejar atomos de manera individual [29].

Por esa misma época, se tienen los primeros reportes del uso de nanoparticulas en
el ambito ortopédico. Becker y Spadaro generaron iones de plata, por medio de
electricidad, para ser usados en pruebas in vitro en enfermedades como piartrosis
y osteomielitis de rodilla [14].

El mecanismo de accion antimicrobiano de las nanoparticulas de plata ha sido
investigado y analizado por la comunidad cientifica, en la primera mitad de los afos
90 Rusell y su equipo de trabajo analizaron el mecanismo de accion de estas
particulas nanométricas, encontrando que la principal causa de su efecto
antimicrobiano es la liberacién de iones de plata (Ag+) que ingresan a las células
procariotas e interactian con el grupo tiol afectando funciones vitales de los
microorganismos [22]

En 1997, investigadores europeos realizaron un estudio sobre la adhesion de
bacterias en pines de fijacién externa recubiertos con Plata, usados en ortopedia,
comparado con la adhesion bacteriana en aceros inoxidables encontrando que la
cubierta de plata permite una reduccién en la adhesién de microorganismos como
Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, entre otros. Con este estudio se vio la
reduccion de adhesidn bacteriana a niveles similares entre los materiales
analizados, es decir, entre el acero inoxidable (grupo control) y las muestras con
cubierta de Plata, obteniendo mejores los resultados en este ultimo [30].

A inicios del siglo XXI, cientificos analizaron las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata en heridas, concluyendo que las particulas entran en
contacto con la humedad de la piel o algunos fluidos de las heridas, lo cual facilita
la liberacion de iones de plata que se dirigen al material genético de bacterias
inhibiendo su replicacion [15].

Pocos anos después, Li y colaboradores, evaluaron el efecto antimicrobiano de
tapabocas cubiertos con nanoparticulas de plata. Para la fabricaciéon del material
se usaron nanoparticulas sintetizadas a partir de nitrato de plata; el textil usado para
la fabricacién de tapabocas se cubrié con una capa de AgNPs por un solo lado y
posteriormente se fabricd el tapabocas. El analisis antimicrobiano mostré una
reduccion del 100% de proliferacion de E. Coli y Staphylococcus aureus quienes
son de los principales microorganismos causantes de infecciones en la piel [31].
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Por esa misma época en Alemania, Pohle y colaboradores trabajaron las
nanoparticulas de plata en medias ortopédicas con el fin de brindar un efecto
antimicrobiano debido a que dichas prendas, al estar en contacto con la piel por
largo tiempo, generaban afecciones en este tejido, asi que cubrieron medias de
algodon y otras de poliamida (Nylon) por un proceso de recubrimiento de simple
inmersion y encontraron que ambos tejidos exhibian propiedades antimicrobianas
con respecto a la bacteria Escherichia Coli [32].

En 2009, investigadores de Brasil, estudiaron la capacidad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata en apdsitos, los cuales estan en contacto directo con
ulceras, heridas y otras lesiones de la piel, observando que la forma y el tamafio de
las nanoparticulas pueden interferir en el efecto antibacteriano [33].

Al encontrar que la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata depende,
entre otros factores, de la concentracion y el tamafo de estas [13] [34] surgid la
necesidad de controlar dicho parametro, lo que a finales de la década del 2000 dio
sus primeros pasos, cuando Wim De Windt y su equipo de trabajo desarrollaron
una metodologia para la sintesis de nanoparticulas de plata con un area de
superficie especifica [35] lo cual ha sido de gran utilidad para la fabricacién de
materiales compuestos con fines antimicrobianos para el area médica.

El uso de nanoparticulas de plata en prétesis y ortesis se ha hecho comun en los
ultimos anos. En el 2011 un grupo de doctores coreanos utilizaron nanoparticulas
de plata para la fabricacion de proétesis oculares, tras evidenciar una alta tasa de
complicaciones por infecciones al usar, por tiempo prolongado, ojos artificiales o
protesis de ojos, por lo que realizaron un estudio donde evaluaron el crecimiento
bacteriano en una resina con particulas de plata de tamafio nanométrico y un grupo
control de resina sin las nanoparticulas, encontrando que el niumero de bacterias,
en la resina con nanoparticulas de plata, disminuyd en un 99,9%]36].

En ese mismo afo, cientificos de Alemania realizaron estudios in vitro para analizar
la formacién de poblacién de Staphylococcus epidermidis en pines de fijacion
externa en muestras de acero inoxidable cubierto con un polimero reforzado con
nanoparticulas de plata, comparado con muestras de acero inoxidable no recubierto
y muestras de titanio observando una reduccién del crecimiento bacteriano en la
muestra cubierta con el polimero reforzado con nanoparticulas de plata [37].

El titanio es uno de los materiales mas usados en el campo ortopédico y a pesar de
su buena biocompatibilidad tiende a presentar infecciones debido a la adhesién
bacteriana en este material, por lo cual, Zhao y su equipo de trabajo estudiaron la
incorporacion de nanoparticulas de plata en nanotubos de titanio con el fin de evitar
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el crecimiento de bacterias, obteniendo como resultado muestras sin crecimiento
de bacterias por 30 dias lo cual es favorable para la prevencion de infecciones en
el proceso posoperatorio [38].

Foltynowicz y colaboradores impregnaron nanoparticulas de plata en medias de
lino y de algoddn con el fin de evaluar el efecto antimicrobiano y anti-fungico, con
lo cual encontraron que las medias de lino con nanoparticulas presentan efecto
antimicrobiano en diversos microorganismos como bacterias y hongos [39].

Uno de los trabajos importantes en el tema de nanoparticulas de plata para uso en
prétesis u ortesis fue desarrollado por Zhala Meran en la Universidad de Plymouth,
quien recubrié con nanoparticulas de plata una silicona, de uso para protesis
faciales, y realiz6 pruebas in vitro en células fibroblastos para evaluar la
biocompatibilidad y viabilidad celular demostrando con esto la seguridad de las
AgNPs y la capacidad antimicrobiana que adquiere la protesis al ser cubierta con
dichas nanoparticulas, disminuyendo o evitando infecciones por hongos como
Candida albicans que es comun que afecte la piel [40].

Qin y su equipo de trabajo, también investigaron compuestos de titanio y
nanoparticulas de plata para protesis y cirugia ortopédica en el 2014, durante su
estudio realizaron ensayos in vitro e in vivo encontrando que este compuesto no
presentaba citotoxicidad y que ademas reducia la formacién de poblacién
bacteriana reduciendo, de este modo, el riesgo de infecciones peri-protésicas [41].
Otros investigadores, de igual modo, han estudiado el efecto de las nanoparticulas
de plata en el titanio tratando de mejorar la capacidad antimicrobiana de este
obteniendo resultados favorables [42].

Como se ha visto, los textiles fueron de los primeros materiales en ser ampliamente
usados con nanoparticulas de plata para uso externo, como tratamiento de lesiones
dérmicas. Velasquez y colaboradores, fabricaron vendajes con nanoplata para
analizar el efecto antimicrobiano; para la fabricacién de los vendajes se usaron
tejidos de nylon y algodén impregnandolos por inmersion en solucidn con diferentes
concentraciones de AgNPs. La valoracidén antimicrobiana evidencioé una reduccion
importante en las unidades formadoras de colonias para la bacteria Pseudomona
aeruginosa [43].

Las proétesis, ortesis y diversos implantes son altamente propensos a generar
infecciones, ya sea por el medio humedo y calor que proporciona condiciones
agradables para hongos y bacterias, en el caso de implantes y prétesis internas,
las infecciones son comunes debido a los materiales o al procedimiento de
insercion de la misma protesis. A raiz de esto, Mishra, Ferreira y Kannan estudiaron
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un implante de titanio cubierto por un compuesto de quitosano/nanoparticulas de
plata, pretendiendo mejorar la osteointegracién y evitar las infecciones sin disminuir
las propiedades mecanicas del implante. Realizaron pruebas antibacterianas y
como resultado obtuvieron una inhibicion en el crecimiento de bacterias como E.
Coli y Staphylococcus aureus sin necesidad de usar otro tipo de antibidticos y
ademas potencializando las propiedades mecanicas de la prétesis [44]. Otros
investigadores han estudiado, de igual modo, las nanoparticulas de plata como
recubrimiento en protesis e implantes de titanio generando propiedades
antibacterianas [45][46].

Zhao y Ashraf, estudiaron los efectos de nanocompuestos de Plata/Hidroxiapatita
en la formacion de biopeliculas bacterianas en las protesis de articulacion, hallando
disminucién de adhesion bacteriana en las muestras de hidroxiapatita (HA) que
contenian Plata comparada con las muestras de HA sin contenido de plata, ademas
observaron que la liberacion continua de particulas de plata era quienes permitian
el efecto antibacteriano, alterando los genes de la bacteria (Staphylococcus aureus)
que promueven la formacion de la biopelicula en los materiales [47].

En el 2016, investigadores de Portugal analizaron el comportamiento de andamios
impresos en tecnologia 3D con propiedades bactericidas para promover la
regeneracion ésea en el campo ortopédico, para la fabricacion del material usaron
Fosfato tricalcico y Alginato de sodio funcionalizado con nanoparticulas de plata,
observando excelentes propiedades mecanicas, biocompatibilidad adecuada, sin
efectos citotoxicos y apropiada actividad bactericida en contra de Staphylococcus
aureus [48].

En los ultimos afos, las investigaciones de materiales reforzados con
nanoparticulas de plata como alternativa de tratamiento para lesiones en la piel
continuan. Haider y su equipo investigativo fabricaron un material con
nanoparticulas de plata y quitosano para posibles vendajes como tratamiento a
heridas, se fabricé papel filtro a partir de la celulosa y se recubrié con quitosano,
este material fue sumergido durante dos horas en AgNPs en solucion. La
evaluacion del efecto antimicrobiano permitié observar inhibicion del crecimiento de
bacterias como E. Coli y S. aureus [49]. Asi mismo, Pérez-Diaz y su equipo
fabricaron un material nanocompuesto con una biomatriz a partir de Células madres
mesenquimales, reforzada con nanoparticulas de plata. De igual modo, para este
caso la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas generé disminucion en el
crecimiento de bacterias [50].

En la actualidad, los usos de las nanoparticulas de plata en el area ortopédica
abarcan los implantes, proétesis, ortesis, cementos 6seos y recubrimientos en
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protesis e implantes pretendiendo agregar a todos ellos propiedades
antimicrobianas que permitan prevenir o combatir enfermedades dérmicas o
internas, que como se ha visto, en la ortopedia son bastante comunes [51].

En cuanto a materiales poliméricos, estos han llegado a usarse como alternativa a
materiales metalicos que poseen baja biocompatibilidad y son propensos a
corrosion generando infecciones. Los polimeros han sido usados, en el area
ortopédica y de rehabilitacion, como recubrimientos, material de relleno y fijacién o
como material reabsorbible para suturas y similares [52]. En relacion a las siliconas,
son de uso comun en dispositivos médicos que requieran amortiguacion,
recubrimientos y rellenos [53], también en prétesis de reemplazo de tejidos blandos
como zonas faciales o dedos de pies y manos [54] [40].

Todas estas aplicaciones de las siliconas o elastomeros de siliconas se deben a
sus propiedades mecanicas, sobretodo en su uso para liners protésicos, este y
otros materiales similares para tal aplicacion han sido evaluados en los ultimos afos
para conocer las propiedades y comportamiento mecanico con el fin de ofrecer un
conocimiento mas amplio y mejorar la eleccion de un dispositivo de este tipo para
los usuarios y sus necesidades especificas. A finales de los afios 90, Emrich y su
equipo evalud, en diversos materiales como siliconas y poliuretanos, propiedades
como la resistencia a la compresién y coeficiente de friccion, encontrando que la
silicona resistia alta cantidad de ciclos de compresion antes de la falla, ademas que
presentaba alto coeficiente de friccion y por lo tanto buena adhesion y ajuste con el
mufidn [55].

Mas adelante, Sanders y compania evaluaron las propiedades mecanicas de
diversos liners comerciales, las propiedades evaluadas fueron resistencia a la
compresion, a esfuerzos de cortantes, traccion y friccion, donde hallaron que los
diversos elastomeros de silicona evaluados abracaban un amplio rango de valores
de rigidez de estas propiedades y definieron que las siliconas con mayor rigidez a
la compresion y alto coeficiente de friccidn puede ser mas adecuadas para usuarios
con tejido blando abundante, mientras que para un usuario con mufidn 0seo seria
adecuado un liner de silicona con menor rigidez a la compresion y al cizallamiento
y alto coeficiente de friccion. Ademas, indicaron que la rigidez a la traccion debe ser
alta para favorecer la suspensién [56].

Hacia el 2015, investigadores portugueses estudiaron geles y elastdmeros de
silicona para liners protésicos antes y después de un proceso de envejecimiento
bajo sudor sintético encontrando que dichos materiales presentaron estabilidad
quimica y estructural ante el proceso, aunque el elastbmero de silicona tuvo un
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aumento de su rigidez luego del envejecimiento simulado y aumento del médulo de
Young [57].

En afos mas recientes, Cagle y su equipo son quienes han realizado varios
estudios en liners protésicos comerciales y sus propiedades mecanicas, donde han
encontrado que las propiedades mecanicas que mayor efecto tienen en la funcién
del liner es la resistencia a la compresion, a la traccién, a esfuerzos cortantes y el
coeficiente de friccion [58], donde los esfuerzos cortantes son los mayores
responsables de lesiones en la piel, ademas encontraron que el coeficiente de
friccion es mas alto entre el linery la piel que en el linery el socket debido al tejido
de este dispositivo en la parte externa [59].

De igual modo, segun sus estudios, indican que un liner con baja resistencia a la
compresion permiten mayor confort, mientras uno con mayor resistencia permite un
acople mas estable al igual que alta resistencia a la traccién, aunque una rigidez
muy alta evita que el liner se adapte a la forma del miembro residual y generar
incomodidad en el usuario. En relaciéon al coeficiente de friccion, hallaron que
cuando es alto mejora el acople mecanico entre la prétesis y el muidn y puede
proporcionar al usuario la sensacion de seguridad, sin embargo, un coeficiente de
friccion muy alto también incrementa los esfuerzos cortantes y por ende los
problemas de la piel. Finalmente, indican que propiedades como la conductividad
térmica y elasticidad volumétrica también deben ser tenidas en cuenta para
estudios mas rigurosos [60] [61].

Respecto a la silicona Ecoflex™ 00 — 50 ha sido usada en el ambito de la
bioingenieria para uso externo y la electronica desde hace algunos afios. Gorki y
su equipo usaron dicha silicona para la fabricacion de un modelo de pecho humano
para capacitacion médica, esto ha permitido que estudiantes puedan practicar
procesos de colocacion de bypass coronario [20]. Poco tiempo después,
investigadores coreanos desarrollaron un sensor de tension para ser usado sobre
la piel, usando nanotubos de carbono y silicona para su estructura, obteniendo con
ella buena elasticidad y alto médulo de Young [18]. Choi y su equipo, en 2017 hizo
estudios similares para uso en el monitoreo y rehabilitacion de la mano [62].

De igual modo, Pineda y colaboradores usaron la silicona como estructura de
sensores flexibles con el fin de obtener dispositivos con alta elasticidad y flexibilidad
[17]. Oftras investigaciones similares, usaron esta silicona para fines de
recubrimientos electronicos y materiales para estandarizar protocolos de
caracterizacion de materiales blandos [63] [64] [65] [66].
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En 2015, Buffinton y su equipo de trabajo, usaron silicona Ecoflex™ 00 — 50 como
material para simulacién de tejidos blandos con el fin de desarrollar un método que
permita la caracterizacion de biomateriales blandos [67]. Poco después,
investigadores de la Universidad Nacional de Singapur desarrollaron dispositivos
electronicos recubiertos de silicona para ser usado como exoesqueleto de la mano
y asi garantizar flexibilidad y buen movimiento de los dedos mientras se tiene
puesto el exoesqueleto [19].

Otras investigaciones han hecho uso de la silicona para el desarrollo de estructuras
de fibra para disefio de tejidos elasticos con el fin de ser usados en
nanogeneradores [68] y en dispositivos de termoterapia [69]. Por el mismo tiempo,
cientificos de Bélgica usaron la silicona Ecoflex™ 00 — 50 como material control en
la caracterizacion mecanica de tejidos blandos como tendones [70]. En otros
estudios se ha usado la silicona para la fabricacion de manos robdticas para
investigaciones de electromiografia [21], sensores de tension para rodilla [71] y
otros dispositivos electrénicos [72][73], muchos de los cuales tendran contacto con
la piel de usuarios.

Con todo lo anterior, el equipo de investigadores, en el marco del proyecto titulado
“Desarrollo y evaluacién de compuestos poliméricos livianos con alta resistencia
mecanica y capacidades antimicrobianas para su aplicacion en ortesis y prétesis
externas de miembro inferior” asociado a la convocatoria 745 de MINCIENCIAS y
del proyecto interno “Desarrollo de un compuesto polimérico con capacidades
microbicidas, mediante el uso de nano-particulas de plata, para su aplicacion en
Ortesis y proétesis de miembro inferior”, desarrollé6 un material compuesto, de matriz
polimérica, reforzado con nanoparticulas de plata.

Para el desarrollo de dicho material se sintetizaron nanoparticulas de plata a partir
de tres reactivos: nitrato de plata, hidroxido de sodio y quitosano, posteriormente,
las nanoparticulas obtenidas fueron caracterizadas. Para la fabricacién del material
compuesto se usé una matriz polimérica, encontrada comercialmente como silicona
Ecoflex™ 00-50 aprobada para uso de productos que tendran contacto con la piel
segun las especificaciones del fabricante.

Las nanoparticulas en solucién coloidal fueron agregadas a la matriz polimérica y
fueron mezcladas a temperatura ambiente con ayuda de un surfactante; mediante
caracterizacion por SEM se confirmé la presencia de AgNPs en la matriz con
relativa polidispersidad y sin aglomeraciones. Tanto a las nanoparticulas de plata
como al material composite final, se le evalud la actividad antimicrobiana,
encontrando una reduccién importante de unidades formadoras de colonias para
microorganismos como S. aureus y Candida albicans con las AgNPs y para S.
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aureus y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) expuestos ante
el material composite. Los resultados permitieron conocer que dicho composite con
AgNPs a una concentracion de 16,4 ug/mL redujo hasta en un 21 % el crecimiento
de S. aureus y en un 14 % el de SARM [74].

3.2. MARCO TEORICO

Como se mencion6 anteriormente, en el desarrollo de este trabajo de grado se
incluyeron temas biologicos y mecanicos, por lo cual conceptos de ambas areas se
describen a continuacion. El area ortopédica abarca la parte de dispositivos
protésicos, el area de materiales conceptos de nanotecnologia y algunas
propiedades requeridas de los materiales para el uso médico, mientras que en el
area bioldgica se mencionan conceptos relacionados a la evaluacién en células.

3.2.1. Area ortopédica

Segun la norma ISO 8549-1:1989, una protesis es un dispositivo externo que se
usa para reemplazar, completa o parcialmente, una parte de un miembro ausente
o deficiente. De igual modo, indica que una ortesis corresponde a un dispositivo de
uso externo empleado para modificar caracteristicas estructurales o funcionales del
sistema 6seo o neuromuscular [75]. Una prétesis de miembro inferior puede ser
transfemoral o transtibial, dependiendo del nivel de la amputacién, esta ultima
consta de tres partes basicas: el socket, que es la parte rigida donde encaja el
munfodn, el vastago, que permite ajustar la altura y el pie protésico [76]. Dentro del
area ortopédica, existe un dispositivo conocido como liner protésico, el cual es un
revestimiento blando, con un espesor promedio entre 3 y 5 mm que se usa en una
prétesis, entre el socket rigido y la piel, con el fin de generar mayor seguridad y
comodidad al paciente, ademas sirve como amortiguador del impacto que se
produce durante el proceso de la marcha [10] y como sistema de sujecion.

3.2.2. Area de materiales

Neal Lane define la nanotecnologia como el conocimiento en ingenieria, disefio y
control de sistemas fisicos, quimicos y biolégicos en una escala nanométrica, es
decir, en un rango de 1 a 100 nanémetros (nm), donde 1 nanémetro equivale a
10-°m [12]. Teniendo en cuenta lo anterior, las nanoparticulas de plata son
particulas o grupos de atomos de plata (Ag) con tamafio entre 1 y 100 nm que,
debido a que su area superficial es muy amplia en comparacion con su volumen,
poseen caracteristicas unicas que incluyen propiedades electronicas, 6pticas y
antimicrobianas las cuales han sido estudiadas y empleadas en los ultimos afios
[16]. Dentro de las propiedades de la plata (Ag), y otros metales, esta una
denominada oligodinamia, que se refiere a que son materiales activos, en
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concentraciones muy bajas, resultando ser mas téxicos para organismos inferiores
(procariotas), inactivando enzimas importantes al reaccionar con grupo SH [25].

Elementos como las nanoparticulas de plata se han usado en la actualidad con otro
tipo de materiales formando asi un nuevo grupo, conocido como materiales
compuestos. Un material compuesto, también conocido como composite, es aquel
que contiene dos o mas materiales constituyentes. Estos se caracterizan porque
presentan una matriz, una interfaz y un reforzante. Uno de los materiales cumple la
funcién de matriz y otros cumplen la funcién de reforzantes quienes son los que le
aportan las propiedades deseadas al material compuesto, la interfaz, por su parte,
es la comunicacion, unién o enlace entre la matriz y el o los reforzantes [77] [78].

Los materiales para uso en el area de la salud deben tener una propiedad muy
importante denominada biocompatibilidad, la cual es una caracteristica que indica
que dichos materiales no generan efectos adversos en sistemas biolégicos como
células y tejidos [79]. Otras propiedades que se analizan en los materiales tienen
que ver con el comportamiento mecanico y dan indicios de la resistencia que puede
tener el material evaluado al estar sometido ante diferentes esfuerzos. Entre las
pruebas que comunmente se hacen a los materiales o biomateriales estan el
ensayo de traccién, compresion, flexion, cizalla, densidad, dureza, prueba de
impacto, entre otras, todo dependiendo de la aplicacion en la que se usara el
material y los esfuerzos a los que se vea sometido en ella [52] [78].

En cuanto a insumos para el area de ortopedia, los materiales que comunmente se
usan para la fabricacion de ortesis y protesis son los termoplasticos y materiales
compuestos avanzados ya que permiten mejor funcionamiento, mayor durabilidad
y seguridad de los dispositivos orto-protésicos. Con el objetivo de mejorar la
comodidad del paciente, también se usan espumas flexibles ademas de
elastomeros de silicona que mitigan la presién en prominencias 0seas y areas
sensibles de presidon. Algunos elastdmeros de silicona se usan con refuerzos de
fibras u otros tipos de refuerzos, este material ha sido ampliamente usado debido a
que permite mayor expansion del musculo durante el movimiento y por lo tanto
mayor comodidad, ademas de ser suave al tacto, muy elastico, presenta buena
absorcion de impacto y amortiguacion [80].

3.2.3. Area biolégica

La célula es considerada como la unidad fundamental funcional de todo organismo
vivo. Los queratinocitos son las células que se encuentran en mayor proporcidn en
la epidermis, es decir, en la capa superficial de la piel, por lo cual adquieren suma
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importancia ya que esta capa es la que protege al organismo frente a dafios
mecanicos, luz ultravioleta, sustancias quimicas y abrasiones [81].

La experimentacion en seres vivos son estudios complejos y restringidos, por ello
las primeras evaluaciones de materiales o cualquier agente se realiza mediante
células mantenidas en cultivos celulares. Un cultivo celular corresponde a células
aisladas de un organismo y mantenidas bajo condiciones que permitan su
conservacion y crecimiento. Los cultivos celulares se establecen en frascos de
cultivo con medio de cultivo, almacenamiento en incubadora a 37°C y ambiente de
CO:2 al 5 %, durante el cultivo celular se hacen pases o subcultivos los cuales son
necesarios ya que al crecer las células en toda la superficie del frasco de cultivo,
estas pueden establecer contacto entre ellas e inhibir su proliferacién lo que puede
alterar su crecimiento [82]. Los cultivos se pueden realizar con diferentes lineas
celulares. Una linea celular es un subcultivo de un cultivo primario de células
extraidas de un determinado tejido y determinado organismo, es un conjunto de
células homogéneas y uniformes que puede ser proliferado, transferido y
almacenado. Existen lineas celulares de diversos tejidos u 6rganos como hepatico,
piel, rindn, pulmon, entre otros [83].

Cabe resaltar que la evaluacion in vitro es el primer escalon en el estudio de la
biocompatibilidad, este se considera un estudio de nivel | o primario, si los
resultados de este son favorables, se puede pasar a un estudio de nivel Il como lo
es una evaluacion en modelo animal y es alli donde se podria identificar de una
mejor manera el efecto a nivel del tejido o a nivel sistémico ya que los resultados in
vitro son mas limitados puesto que en un cultivo faltan muchos componentes del
tejido que ayudan a proteger y a evitar la toxicidad [117].

Las diferentes técnicas que permiten evaluar el buen estado de las células, lo hacen
estudiando si uno o varios de sus componentes funcionan de manera adecuada.
Algunas de estas técnicas analizan la mitocondria, organela celular que produce la
energia y esta encargada de la respiracion celular, otras técnicas evaluan la
membrana celular, que permite la comunicacion de la célula con su medio externo,
percibe estimulos quimicos, regula las sustancias que pueden ingresar o salir de la
célula, entre otros, también existen otras técnicas donde se evalua los dafios en el
ADN quien alberga toda la informacion genética que guia el desarrollo embrionario,
la especializacion de cada célula, la duracién de la vida, la capacidad reproductiva
celular, entre otras funciones [84] .

Teniendo en cuenta esto, existen algunos ensayos y pruebas que permiten evaluar
la citotoxicidad y genotoxicidad que ha causado alguna sustancia en las células
mediante la valoracién del funcionamiento o la morfologia de algunos de los
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componentes anteriores. La citotoxicidad es un dafio provocado por algun agente
o sustancia que provoca efectos toxicos dafnando el funcionamiento de uno o varios
componentes celulares y puede generar hasta la muerte celular [85], por su parte
la genotoxicidad es la capacidad de un agente de causar algun dafio al material
genético [86].

Las técnicas que comunmente se usan para evaluar citotoxicidad permiten evaluar
componentes que reflejan el buen funcionamiento celular como lo son el ensayo de
MTT, evaluacién mediante azul de tripano, deteccién de lactato deshidrogenasa
(LDH), captacion de rojo neutro, entre otros [85][87] y para genotoxicidad y
mutagenicidad ensayo Cometa, ensayo de Micronucleos y ensayo de
mutagenicidad en Salmonella/microsoma (test de Ames) [88].

3.3.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con estudios de varias instituciones, en Colombia existe un numero
importante de discapacitados con amputacién de miembro inferior debido a
incidentes con minas antipersonales y municiones sin explotar, accidentes de
transito, enfermedades como la diabetes y enfermedades congénitas. En vista de
esto, se han fabricado diferentes dispositivos de ayuda al sistema motor como
protesis y ortesis, pero estos han generado otras enfermedades a las personas en
condicion de discapacidad.

Los problemas mas comunes asociados al uso de prétesis en personas amputadas
son las infecciones y problemas dérmicos, todo ello causado por el uso prolongado
de la prétesis el cual genera calor y humedad, lo que favorece infecciones vy
lesiones. Una protesis de miembro inferior consta de tres partes principales: el
socket, el vastago y el pie protésico [76]. El socket rigido, es incomodo para las
personas en situacion de discapacidad por lo cual es fundamental incorporar a la
prétesis un liner, un revestimiento blando, entre 3 y 5 mm por lo general, que genera
mayor seguridad y conformidad, ya que sirve como amortiguador en el proceso de
la marcha [10].

El liner es, entonces, la parte de la protesis que esta en contacto directo con la piel
y que en la mayoria de casos genera un ambiente de calor y humedad que favorece
el crecimiento de microorganismos que a su vez ocasiona infecciones dérmicas
[89]. Los microorganismos mas comunes en personas con amputacion y uso
frecuente de proétesis son la bacteria Staphylococcus aureus y el hongo Candida
albicans, estos generan infecciones que son tratadas con antibiéticos via oral o
cremas toépicas pero muchas veces no se tienen los efectos esperados [6]. Ademas
de las infecciones, se generan heridas, alergias, Ulceras y otras irritaciones y
afecciones en el miembro residual [10][9].
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Con el fin de brindar una posible solucion a este problema, dentro de las
investigaciones de nuevos materiales para la fabricacion de liners, el equipo de
trabajo desarrolld, en el marco de dos proyectos de investigacion: interno (UPB
Innova con radicado 624B-06/16-18) y externo (MINCIENCIAS con cdédigo
121074558661 y contrato FP44842-016-2017), un nuevo material compuesto, de
matriz polimérica (silicona) y nanoparticulas de plata como reforzante, con el objeto
que posea capacidades antimicrobianas para el control de la proliferacion de
bacterias y hongos, mencionados anteriormente, que desencadenan los problemas
dérmicos ya descritos.

La creacion de nuevos materiales compuestos, como polimeros reforzados con
nanoparticulas con actividad antimicrobiana, ha sido una alternativa para materiales
en dispositivos protésicos donde se presenta proliferacion de microorganismos. En
estos materiales, las particulas a escala nanométrica tienen la facilidad de ingresar
a través de las membranas procariotas, permitiendo asi su efecto antimicrobiano.
En muchos estudios se ha hablado de los beneficios del uso de las nanoparticulas
en el area médica, pero por otro lado esta la preocupacidn de su potencial toxicidad
[90].

Los nuevos materiales basados en nanotecnologia tienen propiedades fisicas y
quimicas unicas, muchas de ellas poco investigadas o sus efectos en los seres
humanos son poco conocidos, por lo cual se ha generado la necesidad de identificar
los peligros potenciales que estos nanomateriales pueden ocasionar y asi en la
posteridad poder definir estrategias para manejar los riesgos de los nuevos
productos. Adicional a la toxicidad, dentro de la identificacion de los peligros esta el
estudio del dafio al material genético conocido como genotoxicidad. A pesar de que
muchos nanomateriales como las AgNPs ya han sido ampliamente evaluados,
estos estan siendo constantemente modificados y mejorados por lo cual la
valoracién e identificacion de los peligros genotoxicos también debe ser constante
[91].

Debido a que los nanomateriales que se desarrollaran tendran aplicaciones
biolégicas es indispensable evaluar su biocompatibilidad, es decir que este no
genere danos o efectos no deseados a nivel local o sistémico. De acuerdo con
algunos estudios, las nanoparticulas pueden ser inhaladas, absorbidas o ingeridas
ya sea de manera intencional o no y llegar hasta el fluido sanguineo llevandolas a
diversos érganos, generando toxicidad en ellos. Se ha encontrado que algunos
elementos que contiene AgNPs como cosméticos o vendajes, pueden liberar
cantidad de estas particulas generando muerte celular y estrés oxidativo.
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Las AgNPs inducen a la translocacion de proteinas pro-apoptoticas y liberacion de
citocromo C de las mitocondrias al citoplasma promoviendo procesos de apoptosis.
Otros danos que pueden causar las nanoparticulas en la célula son la disminucion
del potencial de membrana mitocondrial, aceleracion del proceso de apoptosis, el
aumento de las especies oxido-reactivas y reduccion de la viabilidad de macrofagos
alveolares [92]. La generacion excesiva de especies oxido reactivas pueden ser
perjudicial para biomoléculas como lipidos, proteinas y el mismo ADN. Las células
del sistema inmune también pueden reaccionar ante la presencia de una sustancia
extrafia en el cuerpo desencadenando un proceso inflamatorio crénico [91].

Es fundamental evaluar un nuevo material reforzado con AgNPs ya que estas
reaccionan de modo diferente al estar en diversos ambientes y ademas porque
existen muchos factores que tienen implicaciones en la toxicidad de particulas a
escala nanométrica como la forma, el tamafo, el tiempo de exposicion, la dosis, la
superficie quimica, el tipo de células expuesto a ellas [90], la curvatura, la carga de
la superficie y los grupos quimicos con que fueron funcionalizadas [93]. Todas esas
variaciones y la combinacion de todos estos factores hacen que la toxicidad varie,
por lo tanto, es indispensable evaluar la citotoxicidad con las particularidades de la
aplicacién para la que fue disefiado el material compuesto.

Algunos autores presentan a las AQNPs como tdxicas para microorganismos como
hongos y bacterias, pero inocuas para células eucariotas[90]; mientras otros
autores las definen como téxicas para una gran variedad de tejidos, especialmente
organos como pulmon, higado, cerebro y sistema vascular siendo unos mas
sensibles que otros a los efectos téxicos de este nanomaterial [51] [92]. Igualmente,
estudios han evidenciado que durante la interaccidn de nanoparticulas con células
se han generado dafios del ADN que pueden causar cancer y toxicidad que
conlleva a un crecimiento retardado, malformaciones y muerte de embriones [90].

Igualmente, investigadores sugieren que cada metodologia de sintesis de las
AgNPs difiere en sus componentes y concentraciones lo que genera que la
toxicidad de las mismas también varie, es decir, que al tener una nueva sintesis de
nanoparticulas se tendran efectos sobre las células y tejidos humanos aun
desconocidos [51].

Ademas de las nanoparticulas, los efectos en células del nuevo material
desarrollado para la fabricacion de liners protésicos es completamente
desconocido. A pesar de que la matriz usada es comercial y ha sido evaluada por
el fabricante y determinada como segura para uso en piel, no se tiene conocimiento
de los efectos que pueda causar en células y tejidos humanos el nuevo material ya
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que al agregar las AgNPs a la matriz se crean nuevos enlaces e interacciones entre
los componentes de los que no se tiene certeza de su efecto toxicologico.

Ademas de las condiciones antes expuestas, se espera obtener el proceso por el
cual se pueda fabricar el dispositivo orto-protésico (/iner) y adicionalmente verificar
la resistencia mecanica de este ya que los liners tienen exigencias mecanicas
importantes y estan sometidos a otro tipos de condiciones como altas cargas de
tensién y compresién por lo que los materiales para la fabricacion tienen grandes
exigencias que deben ser suplidas, tales como las condiciones mecanicas
requeridas, las condiciones de seguridad, confortabilidad, la funcion de
amortiguacion [10] y en la actualidad se piensa en las propiedades antimicrobianas
que se le puedan agregar para tener un diseiio mas completo y apropiado para las
demandas de los usuarios pero sin afectar su resistencia

Con todas estas condiciones surge la necesidad de identificar los efectos
citotdxicos y genotoxicos que el nuevo material pueda ocasionar en el tejido con el
cual estara en contacto, en este caso la piel y ademas estudiar la resistencia a la
compresion y traccion del mismo, por lo que se plantea la pregunta ¢la
biocompatibilidad y las propiedades mecanicas del nuevo material permiten, de
manera preliminar, determinar si el material es apto para el uso de fabricacion de
liners protésicos?

3.4.0BJETIVOS

3.4.1. Objetivo general
Evaluar la biocompatibilidad de un material compuesto silicona/Nanoparticulas de
plata y aplicabilidad en un liner protésico transtibial de miembro inferior.

3.4.2. Objetivos especificos
1 Evaluar la citotoxicidad en queratinocitos expuestos al material compuesto
de matriz polimérica reforzado con nanoparticulas de plata para un liner
protésico de miembro inferior.

2 Valorar la genotoxicidad en queratinocitos expuestos al material compuesto
de matriz polimérica reforzado con nanoparticulas de plata.

3 Evaluar la utilidad del material a través de la fabricacion de un prototipo de

liner protésico transtibial y el analisis de las propiedades mecanicas de
traccién y compresion en dicho prototipo.
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4, EVALUACION CITOTOXICA EN QUERATINOCITOS EXPUESTOS A
NANOPARTICULAS DE PLATA Y MATERIAL COMPOSITE

En esta seccion se presenta el desarrollo del primer objetivo especifico, este se
llevd a cabo mediante pruebas in vitro en queratinocitos humanos, células que se
encuentran en mayor proporcion en la epidermis y juegan un papel fundamental en
este tejido como lo es la generacién de sefiales para la regeneraciéon de la piel
después de sufrir lesiones, la iniciacion de respuestas inflamatorias y funcién
estructural [94] [95].

Se realizaron pruebas tanto para el nuevo material compuesto como para las
nanoparticulas de plata que sirvieron como reforzante para dicho material. El
material compuesto esta conformado por una matriz, la cual es un elastomero de
silicona conocido comercialmente como Ecoflex™ 00-50, por nanoparticulas de
plata como reforzante y un surfactante que permite la unién de estos componentes
(Tween 80), la citotoxicidad de dicho surfactante ya ha sido evaluada en otros
estudios reportados en la literatura, donde indicaron que entre varios surfactantes
es el que mantiene una viabilidad mas alta, la LC50 fue 210 pg/mL en una de las
investigaciones, mientras que en otras no alcanzaron a determinar la LC50 con las
concentraciones analizadas puesto que estas no alcanzaron a reducir el 50 % de
la viabilidad, reportaron que concentraciones de 16 pg/mL redujeron entre un 10 %
y 20 % la viabilidad celular [96] [97] [98].

4.1.METODOLOGIA

A continuacion, se describe como se realiz el cultivo celular y la metodologia usada
para la evaluacion citotdxica en queratinocitos humanos (HaCaT) expuestos a:
a. Nanoparticulas de plata en solucion acuosa
b. Material composite fabricado con la silicona y diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata.

4.1.1. Mantenimiento de los cultivos celulares

Para los ensayos in vitro, se usaron queratinocitos humanos de la linea celular
HaCaT (CCD 1106 KERTr (ATCC®CRL-2309™)). Como se menciond
anteriormente, son células que se encuentran en la epidermis, cerca de un 95 % de
células en esta capa de la piel son de este tipo. Juegan un papel importante en la
estructura de la epidermis y en la funcién que tiene la piel como barrera ante los
agentes externos, ademas son células implicadas en la iniciacién y procesos de
respuesta inflamatoria e inmunolégica y restauracion de heridas en la piel [94].
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La linea celular HaCaT son queratinocitos humanos inmortalizados de homo
sapiens masculino, son células no tumorales adherentes con un tiempo de ciclo
celular de 24 horas, dicha linea celular conserva la mayoria de caracteristicas de
los queratinocitos humanos primarios, crecen en monocapa, presentan forma de
poligono y alta estabilidad cromosdmica, sintesis de queratina apropiada y fenotipo
epidérmico normal hasta los 300 pases o mas [95][99].

Se eligio esta linea celular ya que el material que se evalué fue disefiado para ser
usado en dispositivos orto-protésicos que tendran contacto con la piel como los son
los liner protésicos, asi que las células mas apropiadas para la evaluacion son los
queratinocitos.

Para la realizacion de los ensayos, las células fueron cultivadas en frascos de
75 cm?, se mantuvieron con medio de cultivo DMEM (dulbecco modified Eagles
minimal essential medium) suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino y 1 %
de antibidtico (Penicilina 1000 U y Estreptomicina 1000 pg/mL). El cultivo se
mantuvo en incubadora a 37°C y atmosfera de 5 % de COz2. Se realiz6 cambio de
medio cada dos o tres dias y pases celulares cuando la confluencia superaba el
85 % del crecimiento celular.

Durante este proceso, las células se despegaron con Tripsina con EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) e incubacién a 37 °C por 7 minutos. Para cada ensayo
se verificd viabilidad celular superior al 85 % con azul de tripano (0.4 %) y se
observo la morfologia celular (ver figura 2) antes de trabajar los cultivos. Para
agregar los tratamientos se definio que las células tuvieran una confluencia del
80 % y cada 30 pases se realizd6 cambio de cultivo.

Figura 2. Morfologia de queratinocitos HaCaT sin tratamiento observados en microscopio
invertido a 40X.
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Una manera de corroborar el impacto del tratamiento en las células, es observarlas
al microscopio sin y con tratamiento. Para esto, se realizo tincion de células
cultivadas en la silicona para verificar que si se encontraban adheridas al material
ya que no se pueden observar en el microscopio invertido por la opacidad de la
silicona. La tincion se realizé con Hematoxilina, colorante basico que tifie el nucleo
y Eosina, colorante acido que tifie el citoplasma (ver figura 3) [100].

Para esta tincion, se prepar6é una muestra de silicona con nanoparticulas de plata
(16 pyg/mL) en caja de Petri y se dejo curando a temperatura ambiente 24 horas
para asegurar su completa solidificacion. Se cultivaron 500000 queratinocitos
(HaCaT) en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovinoy 1 % de
antibiodtico, posteriormente, se incubé en ambiente de CO2 a 37 °C durante 24
horas.

Pasado este tiempo, se agregd Hematoxilina hasta cubrir la superficie y se dejo
durante 10 minutos, se retird y se lavo con agua, luego, se agregd Eosina hasta
cubrir completamente la superficie y se dejo por 2 minutos. Posteriormente, se retird
la Eosina, se lavo cuidadosamente con agua, al retirar el agua, la muestra del
material composite permanecié como se observa en la figura 3.

Figura 3. Material composite luego de la tincidon con hematoxilina y eosina a 1X

Para una mejor observacion se uso el microscopio Optico a 10X y 40X
respectivamente como se observa en la figura 4, donde se puede ver la coloracion
del citoplasma y nucleo de las células.
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Figura 4. Observacion en microscopio 6ptico a 10X y 40X respectivamente de
queratinocitos HaCaT en material composite resultado de la coloracion. Los nucleos se
observan de color violeta oscuro y el citoplasma de rosa.

4.1.2. Obtencién del material de trabajo

4.1.2.1. Nanoparticulas de plata en solucién acuosa

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas por el equipo de investigacion del
macroproyecto mediante sintesis fotoquimica de nitrato de plata (AgNOs3), hidroxido
de sodio (NaOH) y quitosano. Esta sintesis de nanoparticulas de plata fue
caracterizada por espectroscopia de absorcion atdomica (AAS) en la que se
determiné una concentraciéon de plata (Ag) de 129 ug/mL. La caracterizacion
fisicoquimica demostré que se obtuvo nanoparticulas de plata de forma esférica y
semiesférica, con tamano entre los 5 y 50 nm, siendo el 86 % menores a 11.6 nm
[74].

El efecto antimicrobiano de estas nanoparticulas de plata en soluciéon acuosa se
evalud, en estudios previos, en Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina y Candida albicans logrando una mortalidad de un 99.9 %
a concentraciéon de 16.5 pg/mL de AgNPs para las cepas de Staphylococcus aureus
y 6.18 ug/mL para Candida albicans [74].
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4.1.2.2. Material composite.

El material evaluado es un compuesto nanoestructurado de matriz polimérica como
se menciono con anterioridad, para efectos de diferenciar entre la matriz y el
material final, se referira a la matriz como silicona y al material final desarrollado
como material composite o material (silicona con diferentes concentraciones de
AgNPs), un analisis mediante microscopia SEM permitié observar una distribucién
homogénea de las nanoparticulas de plata en la matriz [101].

Las muestras del material composite se prepararon en cajas de 24 pozos, la matriz
de dicho material es la silicona Ecoflex™ 00 — 50 fabricada por la empresa Smooth-
On Inc. Esta silicona presenta caracteristicas que favorecen la preparacion del
material como baja viscosidad y curado a temperatura ambiente, ademas presenta
buena elasticidad y ha sido caracterizada bajo la norma I1SO 10993-10 la cual
evalua la irritacion y sensibilizacion cutanea con resultados favorables para el uso
en piel [102].

El material composite se preparé con las nanoparticulas de plata a diferentes
concentraciones: 4.12, 8.24, 16.48 y 24.73 pg/mL (ver figura 7), las cuales fueron
elegidas a partir de los resultados obtenidos de una evaluacién de la actividad
antimicrobiana que se realizd previo a este trabajo de grado. Esta evaluacién
mostré para las dos concentraciones mas altas de AgNPs en la silicona, una
reduccion entre el 20 y el 30 % para los microorganismos Staphylococcus aureus'y
alrededor del 15 % para Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. También
se evalud la matriz del material composite, es decir, la silicona sin nanoparticulas
de plata [74].

4.1.3. Ensayo de viabilidad celular por reduccién del compuesto MTT en
queratinocitos expuestos a nanoparticulas de plata en solucion acuosa

Para la evaluacion del efecto de las nanoparticulas de plata en los queratinocitos
se uso la prueba de MTT (Bromuro de 3-(4 ,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio,
sal de tetrazlio) con el fin de encontrar concentraciones letales y subletales (figura
6). Esta prueba permite evaluar la correcta funcién mitocondrial, el MTT ingresa a
las células llegando a la mitocondria, la cual tiene la capacidad de reducir el MTT a
cristales de formazan y acumularlo, la reduccion de MTT sdélo se da en células
metabodlicamente activas y el nivel de esta actividad se asocia con la viabilidad
celular [87].

Para la esta prueba, mediante reduccion de MTT [103], se prepararon 20 (1:2)
diluciones seriadas partiendo de la concentracién stock (14.33 ug/mL) hasta la
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concentracion 2.73 x 10-° ug/mL. Se us6 medio DMEM suplementado como control
medio (CM) y control negativo (CC), como control positivo (C*) se uso
dimetilsulféxido (DMSO) puro e hidroxido de sodio (NaOH) como control solvente.

Se realizaron tres ensayos en momentos independientes, en cada ensayo las
concentraciones de AgNPs se evaluaron por triplicado. Se sembraron 3500 células
por pozo en cajas de 96 pozos en medio DMEM suplementado, y al alcanzar una
confluencia del 80 % se agregd 10 uL de tratamiento (concentraciones de AgNPs
mencionadas) a los pozos de la caja de acuerdo a un disefio aleatorio que se puede
observar en la figura 5, donde d1 es la concentraciéon menor y d20 la concentracion
mas alta de AgNPs. Los tratamientos se dejaron durante 24 horas.
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Figura 5 Disefio aleatorio para tratamientos en el cual se muestra la ubicacién de las
diferentes diluciones (d1 a d20) y los controles. Control positivo (C*): DMSO, Control
negativo (CC): DMEM suplementado.
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Posteriormente, se agregé 10 pL de solucion de MTT (5 mg/mL) y en oscuridad se
dejo durante 5 horas en incubacion de 37 °C en agitacion constante. Luego, se
agrego 100 pL de Isopropanol para solubilizar los cristales de formazan y se llevd
a agitacion constante y 37 °C alrededor de 12 horas.

Pasado este tiempo, se midi6 la densidad 6ptica (OD) mediante espectrofotometria
a 570 nm en el equipo Multiskan Go, la cual es la longitud de onda a la que se mide
la absorbancia del formazan. Los datos obtenidos sirvieron para calcular el
porcentaje de viabilidad celular mediante la siguiente formula:

o 0D células tratadas — 0D control medio
% viabilidad = 0D control negativo * 100%

% Mortalidad = 100 — viabilidad
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Con los datos de mortalidad para cada concentracion de AgNPs evaluada y
mediante el software IBM SPSS Statistics 23.0 se realizé un andlisis Probit el cual
calculé la probabilidad de muerte para las concentraciones de nanoparticulas,
determinado asi las concentraciones letales y subletales, entre ellas la
concentracion letal 50 (LC50) que indica la concentracion de AgNPs que ocasiona
la muerte del 50 % de la poblacion celular expuesta al tratamiento y la
concentracion subletal 20 (LC20) que indica la concentracion de AgNPs donde
muere el 20 % de la poblacion.

L

Cultivo celular

Siembra » Tratamiento 24 h
3500 células/pozo _ Prwaracpn
Diluciones seriadas 1:2

MTT ésr\

Isopropanol

Analisis

@12+h

Figura 6. Metodologia de la prueba MTT para la evaluacion viabilidad de queratinocitos
expuestos a nanoparticulas de plata en solucién acuosa

4.1.4. Prueba de deteccion de Lactato deshidrogenasa para evaluaciéon de
queratinocitos expuestos al material composite (silicona + AgNPs)

En esta parte del objetivo, se evalué el nuevo material desarrollado (silicona +
AgNPs), se realiz6 mediante ensayo de viabilidad por medio de la deteccion de la
enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) (figura 9), esta prueba permite detectar la
fuga de dicha enzima en el medio de cultivo analizando asi la permeabilidad de la
membrana [87]. La LDH es una enzima citoplasmatica estable presente en todas
las células, la cual se libera al medio de cultivo cuando las células son expuestas a
un elemento o sustancia toxica para ellas. Un aumento en el numero de células con
la membrana dafnada o muertas conduce a una mayor actividad de la LDH en el
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sobrenadante del cultivo y de este modo es posible cuantificar la viabilidad por
medio colorimétrico sobre el medio [104].

Para el ensayo, se prepar6 un stock del material para las diferentes
concentraciones de AgNPs por mezclado manual de los componentes liquidos
(tabla 1), se agregd a cada pozo 500 pL de la preparacion y se dejo curando a
temperatura ambiente, cuando estuvo completamente sélido se esterilizd por
radiacion Ultravioleta durante 20 minutos antes de iniciar el ensayo.

Tabla 1. Cantidades de cada componente para la preparacion del stock de las
muestras del material composite

Concentracion AgNPs Surfactante

en material (ug/mL) Silicona (mL) (Tween 80) (uL) AgNPs (uL)
Silicona 6 0 0
4.12 6 62.58 200.16
8.24 6 64.80 41412
16.48 6 69.60 889.50
24.73 6 75.18 1441.38

Figura 7. Material composite preparado con diferentes concentraciones de AgNPs
previo al ensayo. CM equivale a Control Medio, CC a control celular (DMEM
suplementado), C* a control positivo (solucion de lisis). Los pozos con Silicona no
contienen AgNPs.

Para esta prueba se usé un kit comercial llamado RayBio® LDH-Cytotoxicity Assay
Kit Il fabricado por RayBiotech Inc. (ver figura 8), quien provee el protocolo para el
ensayo. La prueba se realizé en 3 momentos independientes y cada muestra por
triplicado, el tiempo de exposicién fue de 12 y 24 horas. Inicialmente la prueba fue
realizada a 24 horas, pero debido a que el porcentaje de mortalidad super6 en
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algunas muestras el 20 % se decidié hacer una prueba adicional a menor tiempo
de exposicion y poder observar si el porcentaje de mortalidad presentaba algun
cambio

Figura 8. Kit RayBio® LDH-Cytotoxicity Assay: Buffer, sustrato, enzima LDH, solucién
stop, solucién de lisis.

Después de la preparacion de las muestras a evaluar (figura 7) en la caja de 24
pozos las células se cultivaron directamente en el material composite, se sembro
sobre le material sélido 90000 células por pozo en medio DMEM suplementado, se
dejo incubando a 37°C y ambiente de CO2 durante un tiempo de exposicion de 12
y 24 horas. En la prueba, se usé como control negativo células sembradas en pozos
sin material composite, un grupo de blancos (control medio) con DMEM
suplementado, como control positivo un grupo de células lisadas y el grupo
experimental. Adicional, el kit provee la enzima LDH para que también sea usada
como control positivo de modo que se pueda verificar la absorbancia de la enzima.

Cumplido el tiempo de exposicion, se agregd solucion de lisis al control positivo y
se incubd durante 3 horas. Posteriormente, se extrajo 10 yL de medio de cada pozo
y se llevd a una caja limpia, se agrego el substrato para la enzima LDH a todos los
pozos y se llevo a incubar en oscuridad durante 30 minutos, finalmente se realizé
espectrofotometria para medir la densidad éptica (OD) a 450 nm en el equipo
Multiskan Go.

Las células lisadas liberaron al medio la enzima LDH y estas se compararon, por
medio de la OD, con el grupo experimental y la cantidad de enzima que estas
liberaron. Con los datos obtenidos, se calculé la viabilidad mediante la siguiente
férmula proporcionada por el protocolo del fabricante:

(0D muestra evaluada — OD Control negativo)

. ralidad — X 100 9
Yo mortalida (OD control positivo — 0D control negativo) &
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Con esta informacion se calculé el porcentaje de mortalidad para cada muestra
evaluada.

Cultivo Siembra

Preparacion 90000 células/pozo
Silicona+AgNPs
¢ ) 24n

lisis (C+) 10 pl medio Reactivo LDH

Sobrenadante @ 30 min Analisis

Figura 9. Metodologia para la prueba de deteccién de LDH para evaluacion de
queratinocitos expuestos al material composite. Control negativo: DMEM suplementado.
Control positivo: solucion de lisis

4.2.RESULTADOS

4.2.1. Ensayo de viabilidad celular por reduccién del compuesto MTT en
queratinocitos expuestos a nanoparticulas de plata en solucién acuosa

Se realizaron tres ensayos de viabilidad celular por reduccion de MTT en momentos
independientes, cada concentracion de nanoparticulas se evalué por triplicado en
cada ensayo con un tiempo de exposicion de 24 horas, los resultados obtenidos se
estudiaron mediante analisis Probit, la LC10 de queratinocitos expuestos a
nanoparticulas de plata en solucién es de 1.19 yg/mL, la LC20 es de 5.38 ug/mL y
la LC50 es de 13.39 pg/mL.

Esto indica que concentraciones superiores a 13.39 yg/mL de este tipo de
nanoparticulas de plata en solucioén, causan la mortalidad del 50 % de la poblacién
celular expuesta a ellas y concentraciones por debajo de 5.38 ug/mL se consideran
concentraciones subletales.

En la figura 10 se observa el resultado de la prueba MTT después de disolver los
cristales de formazan obteniendo la coloracién morada, se observa que para la
dilucion mas alta (14.33 ug/mL) la coloracion morada no se presenta, pues esta
concentracion ya supera la LC50.
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mas alta (d20) no presenta la coloracion morada fuerte. Control positivo (C*): DMSO,
Control negativo (CC): DMEM suplementado.

La figura 11 representa la probabilidad de muerte ante diferentes concentraciones
de las nanoparticulas de plata evaluadas, se observa en el grafico una relaciéon
directamente proporcional entre la concentracion de AgNPs y el porcentaje de
mortalidad, es decir que a mayor concentracion de nanoparticulas mas se ve
afectada la viabilidad celular en los queratinocitos.

100 —

90

80 —

70

60 —

50

40

30

20

10

Mortalidad (%)

0

LIS L LT o SO0 T O PO L ) 20 T L9 L
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Concentracion AgNPs (ug/ml)

Figura 11. Porcentaje de mortalidad de queratinocitos expuestos a diferentes
concentraciones de AgNPs. Control positivo: DMSO (Mortalidad 100 %), Control negativo:
DMEM suplementado. Se observa aumento en la mortalidad al aumentar la concentraciéon

de nanoparticulas de plata.
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4.2.2. Prueba de deteccion de Lactato deshidrogenasa para evaluaciéon de
queratinocitos expuestos al material composite (silicona + AgNPs)

La prueba de viabilidad celular por deteccion de la enzima lactato deshidrogenasa
se realizo en tres momentos independientes y cada muestra del material, preparado
con diferentes concentraciones de nanoparticulas, por triplicado, el ensayo se
realizé a tiempos de exposicion de 12 y 24 horas.

En la figura 12 se relaciona el porcentaje de mortalidad con las diferentes
preparaciones del material composite a un tiempo de exposicion de 12 horas, en
esta se observa que en ningun caso la mortalidad supera el 10 %, ademas se puede
notar que entre las muestras evaluadas no hay diferencia significativa entre ellas,
aunque si presentan diferencia con el control celular.

100

807

60

% Mortalidad

40

Comrollcelular 0 (silicona) 412 8,24 16,48 2473
Concentrancion de AgNPs en material (ug/mL)
Error bars: 95% CI
Figura 12. Porcentaje de mortalidad de queratinocitos expuestos al material composite
durante 12 horas. Control negativo: DMEM suplementado. Control positivo: solucién de

lisis (Mortalidad 100 %). En todas las muestras evaluadas el porcentaje de mortalidad no
supera el 10 %
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de queratinocitos expuestos al material composite

por 24 horas. Control negativo: DMEM suplementado. Control positivo: solucién de lisis
(Mortalidad 100 %). Los porcentajes de mortalidad se encuentran entre 20 y 30 %.

Respecto a la evaluacién a 24 horas, se observa (Figura 13) que la mortalidad en
las células aumenta hasta el 30 %, todas las muestras evaluadas presentan
diferencia significativa con el control celular, por otro lado, el material composite
con concentracién de 8.24 pg/mL de AgNPs presenta diferencia significativa con el
preparado a 24.73 ug/mL de AgNPs (P = 0.0008). En ambos casos se observa que
el material composite preparado con nanoparticulas a concentracién de 8.24 ug/mL
causa una mortalidad menor que el resto de muestras evaluadas.

4.3.DISCUSION

Los resultados obtenidos de las nanoparticulas de plata en solucion, evidencian
que el efecto de estas en las células depende de la concentracion a la cual se
exponen, algunos investigadores, han encontrado resultados similares donde
evaluaron concentraciones de AgNPs de 0 a 150 ug/mL encontrando que para las
concentraciones mas bajas la viabilidad no se ve afectada, mientras que para las
concentraciones mas altas se observaba una disminucion en la viabilidad para
células HaCaT [105], otros autores también han reportado en sus trabajos una
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disminucioén en la viabilidad celular al aumentar la concentracién de nanoparticulas
evaluadas [106].

Ademas de la concentracion de AgNPs, existen otros factores que influyen en la
reduccion de la viabilidad celular como la forma, el tamafio, el tiempo de exposicion,
la aglomeracion y la presencia de recubrimiento superficial [106]. Respecto a la
forma, las nanoparticulas evaluadas son de forma esférica y semi-esférica, de
acuerdo a otras investigaciones, nanoparticulas de cualquier forma tienen una
capacidad potencial de ingresar al tejido de la piel, pero existen otras formas, como
las barras, las cuales presentan mayor capacidad de permear en el tejido [107].

En relacion al tamafio, algunos autores indican que nanoparticulas de plata de
menor tamano pueden generar mayor citotoxicidad. Estos evaluaron AgNPs de
tamanos entre 15 y 55 nm encontrando que las mas pequefias pueden llegar a
generar mayor cantidad de especies oxido reactivas (ROS) comparadas con las de
55 nm, la sobre produccién de ROS puede generar dafnos de proteinas y acidos
nucleicos [106]. Otra investigacion, determiné la LC50 para nanoparticulas de plata
de cuatro tamanos diferentes en células HaCaT, los resultados indicaron que los
valores de LC50 mas bajos correspondian a las AgNPs de menor tamafio (5 nm),
mientras que para AgNPs de mayor tamafio (110 nm) la LC50 podria llegar a ser
de hasta el doble, indicando que las nanoparticulas de menor tamano, presentaron
mayor toxicidad [108].

En relacién al tiempo de exposicion, Perder [108], evalud la captacion de AgNPs en
células HaCaT y se midi6 la concentracion intracelular de Plata (Ag) a tiempo de
exposicion de 4 horas y 24 horas, encontrando que, a 4 horas, los niveles de Plata
(Mg) no presentaban diferencias significativas respecto al control, mientras que, a
las 24 horas, los niveles de Ag habian aumentado considerablemente respecto al
control, especialmente para las células expuestas a AgNPs de plata de mayor
tamano (50 — 110 nm) presentandose mayor acumulacién del nanomaterial y
causando disfuncion mitocondrial, mayor generacién de ROS ocasionando dafio en
proteinas y acidos nucleicos. Otros estudios han evaluado las nanoparticulas a 24,
48 y 72 horas en células humanas, encontrando que la toxicidad de estas depende
significativamente del tiempo de exposicidn ya que ante mayor tiempo se vio
reducida el contenido de ATP en la célula [109], en el presente estudio no se realizé
evaluacion de las AgNPs en solucién acuosa a diferentes tiempos de exposicion lo
cual seria pertinente hacer si se desea complementar los estudios de
biocompatibilidad del material.

Segun los resultados encontrados en el presente trabajo de grado, la LC50 es una
concentracion de 13,39 ug/mL de nanoparticulas de plata en soluciéon. Reportes de
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otros estudios han encontrado valores de LC50 mas altos, esto tal vez debido a
que, en la mayoria de estudios, durante la sintesis, se hace un recubrimiento a las
nanoparticulas con el fin de mejorar su biocompatibilidad. Algunos de los
recubrimientos usados son polimeros como polietilenglicol, AgNPs con este
recubrimiento fueron evaluadas a concentraciones de hasta 150 pg/mL
contrastando el ensayo con AgNPs sin recubrimiento, determinando que la
concentracion mas alta de AgNPs con recubrimiento (150 ug/mL) mantiene la
viabilidad celular mientras que para las que no presentan el recubrimiento alcanzan
esta misma viabilidad a una concentracién solo de 50 ug/mL [105].

Estudios similares reportan que algunos recubrimientos permiten mejorar la
biocompatibilidad de las AgNPs sin afectar su capacidad antimicrobiana [105].
Reportes de investigaciones con diferentes recubrimientos para AgQNPs indican que
para estas nanoparticulas los valores de LC50 estan cercanos a 40 ug/mL [110], lo
que es una diferencia notable respecto al valor encontrado en este estudio,
posiblemente se deba a que las nanoparticulas de plata evaluadas no tiene ningun
tipo de recubrimiento que permitan mejorar su biocompatibilidad.

Ademas de los recubrimientos, las sintesis mediante extractos de plantas permiten
mejorar la biocompatibilidad. Investigaciones de AgNPs sintetizadas a partir de
extractos, de tamafio entre 20 y 30 nm lograron mantener la viabilidad celular hasta
en un 96 % para concentraciones de 500 pg/mL, mientras que AgNPs elaboradas
mediante sintesis quimica llegan a reducir la viabilidad hasta llegar a un 30 % [111].
En el presente estudio se usaron nanoparticulas sintetizadas a partir de quitosano,
a pesar de ser sintesis mediante extracto natural, las concentraciones que
mantienen alta viabilidad no llegan a esos valores tan grandes, puede ser debido al
tamano de las AgNPs, puesto que las de este estudio, en su mayoria presentan un
tamano de 11,6 nm.

Es fundamental tener en cuenta, que el tipo de células también influye en la
citotoxicidad que puede causar las nanoparticulas de plata [106], para otro tipo de
células los datos obtenidos en este estudio pueden variar, de ahi radica la
importancia de que los ensayos de biocompatibilidad se desarrollen en un tipo de
célula relacionada al tejido con el que las nanoparticulas de plata tendran contacto
ya que dependiendo del tipo de célula puede interactuar con las proteinas de
membrana y activar rutas de sefializacion causando dafios debido a la fuerte
afinidad de la plata (Ag) con el azufre.

En relacién a la evaluacion del material composite, este tuvo una notable reduccion
de la viabilidad entre las muestras evaluadas a 12 horas y a 24 horas, esto se puede
deber a que en algunas zonas la superficie del material presentaba rugosidades y
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algunas burbujas de aire ya que este material no fue sometido a desgasificaciéon
por vacio y esto posiblemente no permitia una buena adhesion en el tiempo. Las
diferencias entre la viabilidad de las muestras del material respecto al control
negativo pueden deberse a la misma razén puesto que algunos reportes en la
literatura senalan la importancia de una adecuada adherencia e indican que esta
es fundamental para que las células inicien su proceso de proliferacion, segun este
estudio, las células tienen mayor adherencia entre mas rigido sea el material [112].

No se encontraron otros reportes de estudios de elastomeros de silicona en células
HaCaT mediante actividad de lactato deshidrogenasa, pero se han hecho reportes
de estudios en otras lineas celulares. Un estudio de una silicona con recubrimiento
de AgNPs fue realizado en fibroblastos, tanto en la muestra con mayor
concentracion de AgNPs como en la menor se encontré una actividad de la LDH
similar al control, cabe resaltar que para este estudio el control se tom6 como la
matriz del material sin recubrimiento de AgNPs, no se encontraron reportes de un
control negativo sin exposicidn a ningun tipo de material [113]. En este trabajo de
grado se encontré que entre las muestras con AgNPs y la matriz (silicona sin
AgNPs) no se presentaron diferencias significativas en la viabilidad celular tanto
para el ensayo de las 12 horas como para el de las 24 horas y de manera general
no se hallaron diferencias significativas en la viabilidad celular de las células
expuestas a las diferentes muestras del material con sus variaciones de AgNPs.

En algunas investigaciones, se realizaron mediciones al medio de cultivo para
identificar la cantidad de plata en él y poder asi demostrar si el material libera iones
o AgNPs que tengan contacto y algun efecto en las células. Las investigaciones
demostraron que en cultivos de fibroblastos en la silicona con recubrimiento de
AgNPs durante 72 horas se percibia cada 24 horas liberacion de particulas de plata
pero se encontraron bajas concentraciones que no tuvieron efecto negativo notable
en la viabilidad celular [113]. Para estudios a futuro del material evaluado en el
presente trabajo, seria pertinente evaluar el efecto a mayor plazo, es decir, 48 0 72
horas, ademas de hacerlo tratando de desgasificar las muestras para adquirir una
superficie mas homogénea para el cultivo celular, adicionalmente se sugiere
evaluar la liberacion de Ag o AgNPs en el medio de cultivo e identificar la cantidad
de estas particulas que el material puede liberar al medio circundante.

En este caso las células fueron cultivadas en el material composite, en otros
estudios han evaluado materiales similares mediante la prueba de MTT sin
necesidad de cultivar las células directamente en el material, solo agregando trozos
de pequefias dimensiones al medio de cultivo en cada pozo, alli se encontré que
hasta en las concentraciones mas altas de AgNPs en el material la reduccion de
viabilidad no supera el 20 % [114].
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La evaluacién citotoxica del efecto de materiales como silicona con refuerzo de
AgNPs en células HaCaT ha sido poco reportada, pero materiales compuestos de
matriz polimérica y reforzado con iones o AgNPs para aplicaciones de contacto con
la piel han sido evaluados encontrando que los materiales poliméricos favorecen la
biocompatibilidad, en muchos casos haciendo que el efecto citotdxico respecto a
las nanoparticulas en solucion sea mucho menor [115].

En esta investigacion la LC50 de las AgNPs en solucién fue cercana a los 13 pg/mL,
mientras que el material composite, preparado con concentracion de 16,4 ug/mL de
AgNPs tan so6lo tuvo una reduccién de la viabilidad de un 10 % para la exposicion
a 12 horas y cercana al 30 % para la exposicion de 24 horas, dando a entender que
el hecho de que las AgNPs estén inmersas en la matriz polimérica mejora la
biocompatibilidad, algo similar a lo que sucede con los recubrimientos en AgNPs, o
también puede ser que la reduccion en la mortalidad se dio debido a que la interfaz
de unidén entre la matriz (silicona) y el reforzante (AgNPs) permanecié estable y
evitd una liberacién a gran escala de iones de Ag o AgNPs que pueden generar
mayor efecto citotdoxico como ocurre en las AgNPs en solucion.

Es importante resaltar que la técnica usada para el estudio de los queratinocitos
expuestos a las nanoparticulas de plata y la usada para los expuestos al material
composite detectan diferentes afecciones en la célula, la prueba con MTT permite
evaluar la funciéon mitocondrial, mientras que la prueba con LDH estudia el dafio en
la membrana, esto puede causar diferencias entre los resultados de las
concentraciones usadas de nanoparticulas en solucion y las muestras de material
composite aunque un estudio analizé el efecto de cloruro de cadmio en dos lineas
celulares con diferentes técnicas de evaluacion, entre ellas MTT y LDH encontrando
que para cortos tiempos de exposicion no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en la pérdida de viabilidad celular, ademas indicaron
que la prueba de MTT parecia ser mas sensible en detectar toxicidad temprana
comparada con LDH y encontraron ademas que la LC50, en ambas lineas
celulares, fue mas alta con la prueba MTT que con la LDH [87].

Otros ensayos realizados a materiales composites para uso en piel pueden llevarse
a cabo para completar la caracterizacién bioldgica a este material como pruebas de
alergias [31], pruebas in vivo [116], pruebas de irritacion, entre otras, ya que las
pruebas in vitro puede llegar a ser limitadas para un analisis completo puesto que
muchas respuestas biolégicas no pueden ser completamente simuladas [117].
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5. EVALUACION GENOTOXICA A TRAVES DEL USO DEL ENSAYO
COMETA ALCALINO EN QUERATINOCITOS EXPUESTOS A MATERIAL
COMPUESTO Y NANOPARTICULAS DE PLATA

5.1.METODOLOGIA

El ensayo de electroforesis alcalina de células individuales, conocido como ensayo
cometa, es una prueba que permite evaluar el dafio que un material, sustancia o
agente ha causado al ADN en células individuales. A través de la electroforesis,
fragmentos de ADN, resultado de roturas y dafos, migran generando un efecto de
cometa que se puede observar en cada célula mediante microscopia de
fluorescencia [118].

Este ensayo permite la evaluacion en cualquier célula eucariota, detecta dafos no
solo de doble cadena, sino también de cadena simple, no requiere grandes
cantidades de muestra de la sustancia a evaluar, se puede realizar en corto tiempo
y facilita un analisis estadistico riguroso [119].

5.1.1. Mantenimientos de cultivos celulares

Para el desarrollo de este objetivo se uso la misma linea celular descrita en el item
4.1.1. y el mantenimiento de los cultivos fue de igual manera.

5.1.2. Obtencioén del material de trabajo

5.1.2.1. Nanoparticulas de plata en solucién acuosa

Para la evaluacion genotoxica mediante ensayo cometa se usaron las
nanoparticulas de plata en solucion, descritas en el item 4.1.2.1., se eligieron
concentraciones subletales de AgNPs basadas en los resultados de la prueba de
MTT, teniendo en cuenta que la LC20 fue de 5,38 ug/ml, se determinaron las
concentraciones presentadas en la tabla 2 para los tratamientos:
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Tabla 2. Concentraciones de nanoparticulas de plata en solucion acuosa
evaluadas en ensayo cometa

Concentraciones de
exposicion (ug/mL)
2.11
1.05
0.53
0.26
0.13

5.1.2.2. Material composite

Se eligieron muestras de material composite preparado con las mismas
concentraciones de nanoparticulas que se evaluaron en la prueba de lactato
deshidrogenasa (4.1.2.2.), es decir, 24.73, 16.48, 8.24, 4.12 pg/mL y silicona
(Ecoflex™) sin AgNPs, como control negativo se usé queratinocitos sin tratar y
como control positivo peroxido de hidrogeno (H202) a 300 uM.

Del material a evaluar (silicona sin AgNPs y silicona con AgNPs) se prepar6 un
stock para cada concentracion de AgNPs en silicona con los volumenes indicados
en la tabla 3, en la preparacién se realizO mezclado manual de los componentes
liquidos, se usé un volumen de 5 mL de silicona y material composite en cada caja
Petri, se desgasificé usando vacio durante 3 minutos para eliminar el aire que
ingres6 al material durante el proceso de mezclado y asi generar una superficie
mas homogénea, compacta y lisa. El material se dejé curando a temperatura
ambiente como se muestra en la figura 14.

Tabla 3. Cantidades de los componentes para la preparacion del stock de las
muestras de material composite

Concentracion AgNPs en - Surfactante
material (pgl?nL) Silicona (mL) —  cengo) ) AINPS (ML)
Silicona 12 0 0
412 12 125.2 400
8.24 12 129.5 826.2
16.48 12 139.1 1775
24.73 12 150.2 2876
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Figura 14. Material composite preparado con diferentes concentraciones de AgNPs para
evaluacién de genotoxicidad. Caja 1 silicona sin AgNPs, caja 2 a caja 5 silicona con
AgNPs a concentraciones de 4.12, 8.24, 16.4 y 24.7 ug/mL respectivamente.

5.1.3. Ensayo cometa en queratinocitos expuestos a nanoparticulas de plata
en solucion acuosa

Para el ensayo de electroforesis alcalina de células individuales (ensayo cometa)
(ver figura 15), se sembraron queratinocitos HaCaT en cajas de 6 pozos, se
sembraron 100000 células por pozo en medio DMEM suplementado al 10 % con
Suero Fetal Bovino. Se dejaron incubando a 37 °C en ambiente de CO2 hasta
alcanzar una confluencia del 80 %.

Se agrego 50 ul de tratamiento (AgNPs) a las concentraciones anteriormente
indicadas, como control negativo se usé medio de cultivo DMEM suplementado al
10 % con Suero Fetal Bovino (SFB) y como control positivo se empled Perdxido de
Hidrégeno (H202) a 300 uyM. El tiempo de exposicion fue de 24 horas a 37 °C y
ambiente de CO2z al 5 %.

Pasado este tiempo, se realizé el proceso de cosecha, para lo cual, con tripsina, se
despegaron las células y se llevaron a tubos Falcon de 15 mL, se centrifugaron a
1200 rpm durante 7 minutos, se descartd el sobrenadante, las células se
resuspendieron en medio DMEM vy se verifico viabilidad celular superior al 85 %.

Para este ensayo se siguié la metodologia propuesta por Singh y colaboradores
[118]. En oscuridad, de las células resuspendidas se tomaron 20 yL, se mezclaron
con 80 pL de agarosa de bajo punto de fusion disuelta en PBS libre de calcio y
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magnesio y de esta forma se obtuvo una suspension de células en agarosa para
formar gotas en una lamina de GelBond®, las gotas se dejaron a temperatura
ambiente hasta la solidificacion.

El GelBond®, con las muestras, se dejé en solucion de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM de Tris, 10 g/L de Lauryl sacrcosinato de sodio, 1 % de Triton X-100,
10 % de DMSO a un pH de 10 ajustado con NaOH) a 4 °C durante 24 horas. Al
cumplirse este tiempo, la lamina de GelBond® se lavo con PBS y se dejo durante
20 minutos en solucion de electroforesis fria (H20 destilada, 200 mM EDTA, 10 N
NaOH a pH=13). Posteriormente, se corrio la electroforesis durante 30 minutos a
25V y 300 mA. Al finalizar la electroforesis, las muestras se lavaron con buffer
neutralizante frio (0.4 M de Tris en H20 destilada a pH=7.5) y se fijaron con metanol
por 4 minutos.

El GelBond® se cortd y se dispuso en placas de acuerdo a la concentracion de la
muestra evaluada, cada placa se tifid con bromuro de etidio (20 yg/mL) y se
observo en microscopio de fluorescencia con filtro verde y objetivo de 20X. Se usoé
la medida de la longitud de cometa (um) para cuantificar la migracién del ADN. El
ensayo se hizo en tres momentos independientes y cada muestra por duplicado, se
realizd, con reglilla, la medicién de 100 células (50 por placa) para cada muestra,
teniendo un total de 300 células por muestra.

Con los resultados obtenidos, se ordend una base de datos y con el software IBM
SPSS Statistics 23.0 se corrobord la homogeneidad entre las repeticiones del
ensayo, asi como la no normalidad de los datos mediante el test Kolmogorov-
Smirnov y se eligié estadistica no paramétrica para el analisis de los resultados. Se
realizd analisis bivariado con el test Kruskal Wallis, se realizé también el test de
Mann-Whitney U con correccién de Bonferroni. Para este analisis el nivel de
significancia fue de 0.05 y se reportd la mediana debido a la distribucion no normal
de los datos. Finalmente, se categorizé el indice de dafio ponderado de acuerdo a
la siguiente ecuacion:

IDP = (# células dafio 0 * 0) + (# células dafo 1 * 1) + (# células dafios 2 * 2) +
(# células dano 3 * 3) + (# células dafio 4 * 4)

Los criterios para considerar una célula danada estan dados en niveles de dafno de
0 a 4 dependiendo del tamafio de la cola (Rango en um), estos niveles se
determinaron como la media de la longitud de cometa del control negativo mas una
desviacion estandar mas uno (X+DE+1) y de acuerdo a esto se clasificaron como
se indica en la tabla 4:

55



Tabla 4. Niveles de dano del ADN para ensayo cometa de queratinocitos
expuestos a nanoparticulas de plata en solucién acuosa

Niveles de dafio Categoria de daiio Rango (um)

Dafio 0 Sin dafio <9
Daro 1 Dafo bajo 10-19
Dafio 2 Dafio medio 20-29
Dafio 3 Dafio alto 30-39
Dano 4 Dafo total > 40
y 4
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de fluorescencia

Figura 15. Metodologia para prueba de ensayo cometa de queratinocitos expuestos a
nanoparticulas de plata en solucién. Control negativo: DMEM suplementado. Control
positivo: Peroxido de hidrégeno.

5.1.4. Ensayo cometa en queratinocitos expuestos al material composite
(silicona + AgNPs)

Para esta parte del segundo objetivo, se sembraron 900000 células (queratinocitos)
en medio DMEM suplementado, las cajas se dejaron incubando a 37 °C y 5 % de
CO2 durante 12 horas (ver figura 16).

El resto del proceso se llevd a cabo de igual modo que la evaluacién de las
nanoparticulas en solucion (5.1.3.) de acuerdo a la metodologia de Singh et al. y el
analisis estadistico, de igual modo, mediante el software IBM SPSS Statistics 23.0.
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Como en el ensayo anterior, el criterio para considerar una célula danada, dados
en niveles de dafo de 0 a 4 dependiendo del tamafio de la cola (Rango en um), se
determind como la media del control mas una desviacién estandar mas uno
(X£DE+1), para este caso los niveles son los indicados en la tabla 5:

Tabla 5. Niveles de dafo del ADN para ensayo cometa de queratinocitos
expuestos a material composite

Niveles de dafio Categoria de daiio Rango (um)

Dano 0 Sin dafo <7

Daro 1 Dafo bajo 8-15
Dafio 2 Dafio medio 16 — 23
Dafio 3 Dafio alto 24 — 30
Dafo 4 Dafo total > 31

Cultivo Preparacion m:estras h Sien;ra S
Silicona+AgNPs 900000 células/pozo @ 12h

Cosecha

Electroforesis

Andlisis

Conteo en microscopia
de fluorescencia

Figura 16. Metodologia para prueba de ensayo cometa del material composite

5.2.RESULTADOS

5.2.1. Ensayo cometa en queratinocitos expuestos a nanoparticulas de plata

en solucion acuosa

Las muestras evaluadas se observaron en microscopio de fluorescencia, en la
figura 17 se tienen imagenes a 20X de las muestras de nanoparticulas a
concentracion de 0.26 ug/mL y a la concentracién mas alta (2.11 ug/mL), ademas
del control celular, en ninguna de ellas se observaron gran cantidad de cometas.
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Control negativo 0,26 pg/mL 2,11 pyg/mL

Figura 17. Microscopias de fluorescencia a 20X de la prueba de ensayo cometa de
queratinocitos expuestos a nanoparticulas de plata. En la imagen se observa el control
negativo y las concentraciones de 0.26 ug/mL y 2.11 ug/mL de AgNPs. Control negativo:
DMEM suplementado. Control positivo: peréxido de hidrégeno 31 um

Para el ensayo cometa se realiz6 estadistica no paramétrica, el resumen se
presenta en la tabla 6. donde se aprecia la mediana de la longitud de cometa (um)
de las muestras evaluadas. De acuerdo a los resultados, se observa diferencia
estadisticamente significativa entre cada concentracién de nanoparticulas evaluada
y el control negativo.

Tabla 6. Resumen de la longitud de cometa de queratinocitos expuestos a
nanoparticulas de plata en solucién acuosa

Concentraciones LLongitud cometa
AgNPs (ug/mL) Mediana (Q4,Q2) Valor P*

Control negativo 8 (6,9)

0.13 8 (7,9) 0.0001
0.26 8 (8,9) 0.0001
0.53 9 (8,10) 0.0001
1.05 9 (8,10) 0.0001
2.11 9 (8,10) 0.0001

* Se considera diferencia estadisticamente significativa cuando

el valor P < 0.01. Los valores P corresponden a las comparaciones
del control negativo con el resto de concentraciones.

Control negativo: DMEM suplementado. Control positivo:

peroxido de hidrogeno 31 um

En la tabla 7 se aprecia la cantidad de células por nivel de dafio, donde dafio 1
equivale a dafio bajo, dafo 2 a dafio medio, dafio 3 a dafo alto y dafio 4 a dafo
total del ADN. De acuerdo a los resultados, las concentraciones mas bajas de
AgNPs no causaron dafo del ADN u ocasionaron un daio bajo, mientras que las
dos concentraciones mas altas causaron hasta dafo alto o inclusive dafo total,
aunque en muy baja cantidad. La mayoria de células se encuentran sin dafio o en
dano bajo para todas las concentraciones de nanoparticulas de plata.
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Tabla 7. Distribucion de células por nivel de dafio de queratinocitos expuestos a
nanoparticulas de plata en solucidén acuosa

fgoﬁgi'}t@frff) Sindafio Dafio1 Dafio2 Dafio3 Dafio 4

Control negativo 241 58 1 0 0
0.13 238 62 0 0 0
0.26 230 69 1 0 0
0.53 182 113 3 0 2
1.05 167 114 15 4 0
211 198 83 10 5 4

El porcentaje de células por nivel de dafio, se observa en la figura 18. En esta se
confirma lo dicho anteriormente, el mayor porcentaje de células se encuentran sin
dafio para todas las concentraciones evaluadas, incluyendo el control negativo. Las
tres concentraciones mas altas, presentan mayor cantidad de células en dafio bajo
que las concentraciones mas bajas de AgNPs. El IDP tiende a aumentar, al
aumentar la concentracion de nanoparticulas hasta la concentracion de 1.05 pg/mL,
para la concentracion mas alta el IDP disminuyd, precisamente para esta
concentracion se tuvo menor porcentaje de células con dafio 1 que las dos
concentraciones anteriores, aunque tuvo un pequeio porcentaje de células en dafo
medio, alto y dafo total.
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Figura 18. IDP - Porcentaje de células dafiadas expuestas a AgNPs. El mayor porcentaje
de células en cada concentracion no presenta dafio. Control negativo: DMEM
suplementado. Control positivo: perdxido de hidrégeno

59



5.2.2. Ensayo cometa en queratinocitos expuestos al material composite
(silicona + AgNPs)

En la figura 19 se tienen las imagenes observadas en el microscopio de
fluorescencia del control negativo y las muestras evaluadas, para todos los casos
no se observaron cometas de gran tamano. Entre las células observadas en el
material composite, no presentaban grandes diferencias entre un material
composite con concentracion de AgNPs mas baja y uno con concentracion de
nanoparticulas mas alta. Tampoco se notaron diferencias entre las células
expuestas al material composite respecto a las que estuvieron expuestas a la matriz
del material, es decir a la silicona.

Control negativo Silicona (sin AgNPs) S + AgNPs 4,12 pg/mL

S + AgNPs 8,24 ug/mL S + AgNPs 16,4 pg/mL S + AgNPs 24,7 pg/mL

Figura 19. Microscopias de fluorescencia a 20X del ensayo cometa de queratinocitos
expuestos al material composite. Control negativo: DMEM suplementado. Control
positivo: perdxido de hidrégeno 31 um

Los resultados del analisis estadistico se presentan en la tabla 8. De acuerdo a
estos, la matriz del material (silicona) y el material composite preparados con las
concentraciones mas bajas de AgNPs presentan diferencias significativas con el
control celular, de otro modo, el material preparado con las concentraciones mas
altas de nanoparticulas no presenta diferencias significativas con el control celular.
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Tabla 8. Resumen longitud de cometa de queratinocitos expuestos a material

composite
Concentracion Longitud cometa
de AgNPs (ug/mL) en
Silicona Mediana (Q41,Q>) Valor P*
Control negativo 7 (6,7)
Sin AgNPs 6 (6,7) 0.004
412 6 (6,7) 0.004
8.24 6 (6,7) 0.004
16.48 6 (5,7) 0.133
24.73 6 (5,8) 0.091

* Se considera diferencia estadisticamente significativa cuando el

valor P < 0.01. Los valores P corresponden a las comparaciones del
control negativo con el resto de concentraciones de AgNPs en la Silicona.
Control negativo: DMEM suplementado. Control positivo: peroxido de
hidrégeno 31 pm

También se realizé analisis estadistico para identificar las diferencias del nuevo
material desarrollado respecto a la matriz comercial (silicona Ecoflex™) (ver tabla
9), encontrando que el material composite, preparado con cualquiera de las
concentraciones de nanoparticulas elegidas, no presenta diferencia significativa
con la silicona inicial.

Tabla 9. Resumen analisis Silicona vs. material composite

Concentracion Longitud cometa
de AgNPs en Silicona Mediana (Q+1,Q>) Valor P*
Sin AgNPs 6 (6,7)
4.12 pg/ml 6 (6,7) 0.673
8.24 ug/ml 6 (6,7) 0.493
16.48 pg/ml 6 (5,7) 0.599
24.73 pg/ml 6 (5,8) 0.982
* Se considera diferencia estadisticamente significativa cuando el
valor P < 0.01

Los valores P corresponden a las comparaciones de la matriz (silicona
sin AgNPs) con el resto de concentraciones de AgNPs en la Silicona.
Control negativo: DMEM suplementado. Control positivo: peréxido

de hidrégeno 31 pm

Para este caso, también se identifico la cantidad de células para cada nivel de dafio,
los datos obtenidos se muestran en la tabla 10. De acuerdo a esta informacion, en
cada muestra evaluada la mayoria de células no sufri6 dafio del ADN y algunas
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sufrieron dafo bajo, también se observa que en el material composite, preparado
con las concentraciones mas altas de nanoparticulas de plata, una poca cantidad
de células sufrieron desde dano medio hasta dafo total.

Tabla 10. Distribucién de células por nivel de daio de queratinocitos expuestos a
material composite.

Concentracion AgNPs

" Sin dafio Dafio 1 Dafio 2 Dafio 3 Dario 4

en silicona (ug/mL)
Control negativo 170 30 0 0 0
Silicona sin AgNPs 180 20 0 0 0
412 172 27 0 1 0
8.24 165 35 0 0 0
16.48 157 40 0 2 1
24.73 149 43 2 5 1

En la figura 20 se tiene informacion del porcentaje de células con dafio para cada
nivel y de cada muestra, para todas las muestras las células sin dafo corresponden
al 70 % o mas, las células con dafo bajo no superan por mucho el 20 % para cada
muestra y los porcentajes mas altos, en dafio bajo, son para las células expuestas
al material composite con la concentracion de nanoparticulas mas alto. Se observa
un bajo porcentaje de células con dafio medio, alto o total.

Se nota en el IDP una tendencia a aumentar conforme aumenta la concentracion
de nanoparticulas de plata en la silicona.
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Figura 20. IDP — Porcentaje de células dafadas expuestas al material composite. En
cada muestra el mayor porcentaje de células no presenta dafio. Control negativo: DMEM
suplementado. Control positivo: perdxido de hidrégeno
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5.3.DISCUSION

En la evaluacion de la genotoxicidad de las nanoparticulas de plata en solucién, se
obtuvieron imagenes de microscopias que no muestran grandes dafios del ADN,
sin embargo, el analisis estadistico indica que hay diferencias significativas
respecto al control celular. De acuerdo a la literatura, las AgQNPs pueden inducir a
danos leves e ir incrementando el dafio segun el tiempo de exposicion, algunos
estudios reportan que al hacer un analisis en queratinocitos a un tiempo de
exposicion corto, los dafos presentados fueron leves y no se evidencian grandes
diferencias con el control celular, pero al aumentar el tiempo de exposicion, el dafio
en las células también aumentaba llevando a diferencias significativas con el control
de células sin tratamiento [120].

Los resultados de la cantidad de células por nivel de dafio, indican que la mayoria
se encontraron entre ADN sin dafio y dafo bajo, soélo las concentraciones mas altas
evaluadas llegaron a tener pocas cantidades de células con dafios mayores del
ADN, lo que indica que la concentracion de AgNPs a las que se exponen las células
es un factor que influye en el dafo del ADN.

En algunas investigaciones obtuvieron conclusiones similares, en otro tipo de linea
celular, se evaluaron diferentes concentraciones de AgNPs en solucion
encontrando que las concentraciones mas altas incrementaban el dafio del ADN
observando longitud de migracion de mayor tamano. Con el fin de corroborar que
el dafio no fuera causado por algun otro factor, hicieron analisis de microscopia
TEM de secciones delgadas de células después de ser expuestas a AgNPs
pudiendo comprobar la presencia de estas nanoparticulas en el nucleo y en otras
partes de la células [109].

Otros resultados de investigaciones, han comprobado de igual manera la presencia
de AgNPs al interior de las células mediante imagenes microscopicas, después de
24 horas de exposicion se observaron AgNPs libres en el citoplasma, en
endosomas y especialmente en el nucleo celular, lo que permite inferir que las
AgNPs pueden ingresar por endocitosis a la célula [108]. Otros estudios, sugieren
que las AgNPs llegan al nucleo celular y a tener contacto con el ADN durante la
mitosis, cuando se genera ruptura de la membrana nuclear o cuando de alguna
manera se da disponibilidad de interaccion directa con el ADN causando dafio del
mismo o inestabilidad genética, lo cual esta asociado con el desarrollo de cancer
[120].

Las nanoparticulas evaluadas son en su mayoria de tamafo pequefio (11.6 nm), al
igual que para el efecto citotoxico, algunos autores han hallado que las AgNPs de
menor tamano presentan mayor efecto genotdxico, evaluando cuatro tamanos
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diferentes de AgNPs en queratinocitos, se obtuvo mayor dafo del ADN para el
tamafo mas pequefio (5 nm)y para el tamafo mas grande (110 nm), las de tamafio
intermedio (25, 50 nm) no presentaron longitud de cometa de gran tamarno [108].

Segun lo reportado, al igual que para la accion citotoxica, para la genotoxica de las
AgNPs influye la capacidad de estas nanoparticulas para producir ROS causando
dano directo del ADN, ademas de la reduccion en la produccion de ATP relacionado
al dano mitocondrial y la cantidad de AgNPs que tengan la capacidad de llegar
hasta el ADN [121]. Asi mismo, el tipo de célula expuesto a las AgNPs puede hacer
que difiera el efecto genotoxico de las AgNPs. Resultados obtenidos de algunos
estudios indican que los queratinocitos presentan menor sensibilidad al efecto
causado por AgNPs, existen otro tipo de células con mayor sensibilidad evidenciado
en un mayor dafio del ADN [108].

Los recubrimientos a las nanoparticulas de plata también tienden a mejorar el
efecto genotdxico de estas, a bajas concentraciones [122]. Otras consideraciones
importantes para mejorar la biocompatibilidad es ajustar el tamafno de las
nanoparticulas al momento de la sintesis, elegir la concentracibn mas baja que
cumpla con el objetivo deseado sin que genere efecto genotdxico, tener claridad
del tejido con que tendra contacto por la diferencia de sensibilidad entre las células.
En relacion al material composite, no se encontraron reportes de evaluacion
genotoxica mediante ensayo cometa para elastomeros de silicona, en los
resultados del presente trabajo no se hallaron grandes dafos del material genético,
a pesar de tener diferencias significativas de algunas muestras con el control
negativo, la mayoria de las células evaluadas para todas las concentraciones de
AgNPs en la silicona, se encontraron sin dafio.

Al no encontrar diferencias significativas entre la matriz del material (silicona) y el
material final con las concentraciones de AgNPs, permite inferir que las
nanoparticulas no causaron efectos nocivos en el ADN y que el dafio bajo que se
obtuvo en menos del 20 % de las células en cada muestra corresponde a pequefios
dafos causados por una exposicion muy baja de las células ante las AgNPs.
Aunque las diferencias no sean significativas entre los datos obtenidos entre la
matriz y las diferentes muestras del material composite, si se observa una
tendencia de aumento de dafio en el ADN en tanto aumenta la concentracién de
AgNPs en la silicona, esto podria indicar que las muestras mas concentradas,
liberan mayor cantidad de AgNPs a las células, pero no una cantidad tan grande
que genere mayores danos del ADN.
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6. DESARROLLO DE UN PROTOTIPO DE LINER PROTESICO
TRANSTIBIAL

En esta seccidon se presenta el desarrollo del tercer objetivo, relacionado con la
construccion del prototipo de liner protésico.

6.1. METODOLOGIA

De acuerdo a los ensayos realizados en los objetivos anteriores se determin6 que
la concentracion de nanoparticulas mas apropiada para la fabricacion del liner
protésico es de 16.48 uyg/mL, ya que no se obtuvo diferencias significativas del
material preparado con esta concentracion y con el material preparado con
concentraciones menores e incluso con la matriz en cuanto a la evaluacion de la
viabilidad celular y genotoxicidad, adicionalmente su evaluacion antimicrobiana
previa demostré la reduccién en el crecimiento del microorganismo Staphylococcus
aureus en un 21 % y en un 14 % para SARM siendo la preparacion del material
con mejor respuesta antimicrobiana [74]. Las pruebas desarrolladas y presentadas
en las secciones anteriores determinaron que el material no tiene efectos nocivos
para el tejido de la piel al usarse durante un periodo de tiempo continuo cercano a
las 12 horas y que ademas no causa alternaciones notables en el ADN de las
células de la piel.

La fabricacion del liner protésico con el nuevo material composite desarrollado
requirio de la fabricacion de moldes con la forma del dispositivo deseado y una
estructura que permitiera sostener y manipular los moldes, ademas de generar una
alineacion vertical de los mismos.

6.1.1. Fabricacion de moldes y estructura

Se detalla a continuaciéon la manera en que se fabricaron los moldes en fibra de
vidrio y el sistema de soporte de los mismos para lograr un sistema de produccion
de liners de elastdmero de silicona con AgNPs (material composite).

6.1.1.1. Moldes en fibra de vidrio

Para la fabricacién del liner protésico con el material composite (silicona con
AgNPs) fue necesario fabricar moldes con la forma de dicho dispositivo para
trabajar la silicona. Inicialmente, se solicitdé asesoria a la empresa Cenop, para
identificar las dimensiones o tallaje mas usado por las personas con amputacion de
miembro inferior transtibial.
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Asi, se determind que el liner protésico que mas usan es el denominado como ‘talla
M’, que tiene un rango de medidas entre las que se encuentran las indicadas en la
figura 21, donde la longitud de la circunferencia proximal es de 41 cm, la
circunferencia distal es de 24 cm vy el largo total de 42 cm.

a1
cm

42 cm

Figura 21. Medidas para el molde inicial del liner protésico

Con el fin de tener un molde de referencia, se realizé un disefio en CAD (figura 22)
en el software Solid Edge con las medidas anteriores. Este diseno, se imprimi6 en
la impresora 3D SeeMeCNR Rostock Max v2 del laboratorio de metalmecanica de
la Universidad EIA, el material usado para la impresién fue Acido polilactico (PLA)
(figura 23).

Figura 22 Diseno CAD molde inicial. Figura 23. Molde inicial en impresién 3D
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Esta impresion 3D sirvio como molde de partida para la fabricacién de dos moldes
en fibra de vidrio, uno interno y otro externo que permitirian obtener la forma cénica
del liner protésico y en el interior el espacio para el mufién del usuario. Este molde
se forré con trozos rectangulares de fibra de vidrio (ver figura 24), los cuales se
pusieron longitudinalmente y se impregnaron de resina poliéster (Resiglas T) con
el fin de fabricar el molde interno. La resina se prepar6 con catalizador de resina
poliéster al 2 % en peso. Se cubri6 toda la superficie del molde 3D con dos capas
de fibra de vidrio, dejandose secar completamente entre capa y capa a temperatura
ambiente.

Figura 24. Fibra de vidrio Figura 25. Proceso de pulido

Cuando las capas de fibra de vidrio secaron completamente, la superficie externa
se pulié con pulidora eléctrica (ver figura 25) y con papel de lija de varios calibres
para lograr una superficie lisa y suave. Posteriormente, el molde interno de fibra de
vidrio se cubrié con capas de Etilvinilacetato (foamy) hasta lograr un espesor
aproximado de 3 mm por toda la superficie, esto, con el fin de obtener el espacio
entre los dos moldes de fibra de vidrio (interno y externo) donde se debe poner el
material (silicona) para el liner protésico.

Sobre esta capa de Etilvinilacetato, se agregaron, de nuevo, trozos de fibra de vidrio
para obtener el molde externo. De igual manera que se hizo para el molde interno,
la fibra de vidrio se impregno con la resina poliéster, se hicieron dos capas de fibra
de vidrio que se dejaron secar a temperatura ambiente.
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Luego, se separaron los moldes de fibra de vidrio y se retirdé la capa de
Etilvinilacetato que habia quedado entre los moldes interno y externo (ver figura 26)
y que es el espacio, como se indicd, que se debe llenar con el material composite.
Posteriormente se pulio la parte interna de este molde con papel lija de varios
calibres.

Figura 26. Moldes interno y externo de fibra de vidrio

Para finalizar esta parte, al molde interno se le puso una varilla para sostenerlo
facilmente y se llend con yeso para generar peso; el molde externo se corté por la
mitad de manera longitudinal con el fin de poder abrir y cerrar para hacer mas facil
el proceso de desmoldado a la hora de la fabricacion del liner protésico. Con
angulos de aluminio se hizo un sistema que permitiera abrir y cerrar dicho molde
para cada ensayo.

6.1.1.2. Estructura para moldes

Con la fabricacion de los moldes de fibra de vidrio se vio la necesidad de una
estructura que los pudiera sostener durante el proceso de fabricacion del liner
(figura 27), pero principalmente, que se pudieran alinear de manera longitudinal y
que permitiera centrar los moldes y asi generar un espacio homogéneo entre ellos.
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La estructura se fabricé con perfiles y angulos de aluminio teniendo en cuenta la
medida de los moldes de fibra de vidrio. Se construy6é una base de madera donde
encaja el molde externo y alrededor de esta se construyo la estructura de aluminio.
Se agregaron rodamientos lineales que se pudieran fijar a la varilla del molde
interno y permitir levantar y bajar este molde en el proceso de la elaboracion del
liner protésico.

Soporte
para
molde
interno

Rodamiento
I lineal

— Molde
- externo

Figura 27. Partes de la estructura para moldes

6.1.2. Fabricacion de liner protésico de miembro inferior

Inicialmente, se realizaron pruebas preliminares con la matriz del material, es decir,
silicona Ecoflex™ 00 — 50 sin nanoparticulas de plata, con el objetivo de analizar el
proceso, verificar el estado de los moldes y el funcionamiento de la estructura, asi
como identificar problemas y hacer los ajustes pertinentes.
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Se dispuso la estructura con los moldes de fibra de vidrio para el proceso (ver figura
28). Se puso el molde externo en la base de madera. Al molde interno se le
agregaron unos trozos de madera de 3 mm de espesor por la superficie (figura 29)
para ayudar a centrar el molde interno y se introdujo en el molde externo, alli, de la
varilla se fijé al soporte y con ayuda de los rodamientos lineales y se levantd, se le
extrajeron los trozos de madera y se preparo la silicona.

N .
R L.V 4 =
Figura 28. Molde interno y externo Figura 29. Molde interno

p—

Para este fin, se mezcldé el mondmero y catalizador de la silicona Ecoflex™ en
partes iguales por volumen, para este caso se usaron 400 mL del monémero y
400 mL del catalizador, es decir, 800 mL de silicona. Se mezclé en agitador
mecanico durante 3 minutos a 450 rpm (ver figura 30). La silicona preparada se
vertio al interior del molde externo y se descargo el molde interno haciendo que la
silicona ocupe todo el espacio entre los moldes.

La silicona se dejo curando a temperatura ambiente durante por lo menos 24 horas
para asegurar que estuviera completamente sélida. Posteriormente, se retiraron los
moldes de la estructura, se abrid el molde externo y se extrajo el prototipo de liner
protésico.

Luego, se hizo el prototipo del liner protésico con la concentracion de
nanoparticulas elegida (16.48 pg/mL), para esto, se preparé el material con 800 mL
de silicona total. En primer lugar, se mezclé 118.5 mL de AgNPs y 9.3 mL de
surfactante (Tween 80) con 400 mL del catalizador en agitador mecanico a 450 rpm
hasta obtener una mezcla homogénea, posteriormente se agregé 400 mL del
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monomero de la silicona y se mezcld durante 3 minutos mas (figura 30). La mezcla
debe someterse a vacio para evitar que quede aire y cure con este al interior del
dispositivo (figura 31).

Figura 30. Mezclado a 450 rpm Figura 31. Desgasificacion del material

El resto del proceso se llevé a cabo como se indicé anteriormente con la silicona
sin AgNPs. La estructura con los moldes siempre debe adecuarse previamente,
para que, al momento de tener la preparacion del material lista, esta se pueda verter
inmediatamente. El material en los moldes se dejo curando a temperatura ambiente
para luego ser desmoldado como se indicé anteriormente.

6.2. RESULTADOS

Se obtuvo una estructura con moldes de forma cénica para la fabricacion de liners
protésicos transtibiales, los moldes en fibra de vidrio son resistentes y permiten
abrirse y cerrarse para un facil desmoldado como se muestra en la figura 32. La
estructura tiene rodamientos lineales, los cuales permiten levantar y descargar el
molde interno luego de agregar el material a trabajar (ver figura 33). La estructura
permitié la alineacion vertical de los moldes y mejorar la repetitividad de los
ensayos; aunque es un prototipo inicial, permitio la fabricacion del liner protésico
con la forma esperada.
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Figura 32. Moldes para liner protésico Figura 33. Estructura para fabricacion
de liner protésico

Se obtuvo también un primer prototipo de liner protésico con la matriz, es decir,
silicona Ecoflex™ sin AgNPs de plata (ver figura 34). Esto permitio iniciar con la
metodologia de fabricacion del liner protésico, asi como también hacer los ajustes
necesarios en la estructura y en los moldes de fibra de vidrio.

El liner de silicona sin AgNPs, se midi6 en un molde de yeso obtenido de una
persona con amputacion logrando un buen ajuste. La superficie es suave y la buena
elasticidad de la silicona permite el movimiento.

72



Figura 34. Liner protésico usando la matriz de material composite. Se adapta faciimente
al molde de mufion

Finalmente, se obtuvo el prototipo de un liner protésico transtibial con el nuevo
material composite desarrollado durante el macro-proyecto como se muestra en la
figura 35. Durante el proceso de preparacion del material composite se deben hacer
dos ciclos de mezclado y posteriormente un proceso de desgasificacion mediante
vacio lo que genera mayor viscosidad a la mezcla y menos tiempo de trabajo, por
lo que se debe tener la estructura preparada previamente y el procedimiento claro.

Figura 35. Prototipo de liner protésico con material composite
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6.3. DISCUSION

Los prototipos obtenidos permitieron el buen desarrollo del objetivo planteado en
cuanto a la fabricacién de un liner protésico transtibial. Cabe resaltar que para este
fin no se parti6 de alguna metodologia previa ni resultados preliminares de otras
investigaciones, fue desarrollado con iniciativa y recursos del grupo de trabajo.

En relacion a la estructura, como se indicé con anterioridad, permite el soporte,
manipulacion y alineacion de los moldes de fibra de vidrio, permite también
repetitividad de los prototipos fabricados, el vaciado del material composite
desarrollado y que este fluya por los moldes.

Los moldes de fibra de vidrio tienen buena rigidez y dureza, son resistentes y se
pueden usar las veces que se requieran para hacer todos los ensayos deseados,
se lograron construir con la forma cénica esperada, que es dificil obtener. Con el
uso de la pulidora se obtuvo una superficie lisa y suave lo que permite que el
material composite fluya con mayor facilidad. Es pertinente resaltar que dichos
moldes permiten la fabricacion de un solo tamano de prototipo de liner protésico,
en caso de requerir otros tamanos se deben fabricar otros moldes con dimensiones
diferentes, lo cual se puede realizar mediante la metodologia planteada en el
presente trabajo de grado.

Respecto al prototipo del liner protésico, se obtuvo la forma deseada con medidas
aproximadas a las presentadas en la figura 22, si se desea mayor longitud se puede
aumentar el volumen de material composite que se agrega a los moldes. Al medirlo
en el molde de yeso de un muidn, presentd buena elasticidad y se adaptd
facilmente a la forma de dicho molde.

Algunos autores presentan al liner protésico como un contribuyente fundamental
para ajuste entre el miembro residual y el socket. De acuerdo a ellos, el liner tiene
dos funciones claves: proteger el miembro residual y acoplar el miembro a la
protesis. De esta manera, este dispositivo juega un papel importante en el buen
ajuste, confortabilidad y miembro protésico funcional [58] [123], ademas ayuda a
minimizar los problemas por el cambio de volumen del muiién durante el dia y
distribuir los esfuerzos que se generan durante el movimiento [60] [57]. De ahi
entonces radica la importancia de avanzar en investigaciones relacionadas a
materiales, disefo y desarrollo de estos dispositivos.

En relacion al material composite usado, elastdmero de silicona, es uno de los mas
usados en la fabricacion de liners protésicos, aunque también se usan otros como
copolimeros, poliuretano, silicona, termoplasticos y geles de silicona [58] [56], los
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elastomeros de silicona poseen cierta condicion antideslizante que ayuda a
mantener el contacto total con el miembro residual reduciendo el desplazamiento y
el cizallamiento comparado con otro tipo de materiales [56]. También presenta baja
rigidez convirtiéndose en material adecuado para uso donde se requiere confort
[57].

Durante el proceso de fabricacion con este material, en relacion al curado del
material composite, este fue exitoso, curd en el tiempo esperado y en todo el
volumen del prototipo del liner, las nanoparticulas de plata usadas como reforzante
no influyeron de forma negativa en el curado completo del prototipo, de igual
manera los moldes de fibra de vidrio tampoco entorpecieron el curado del material.

El nuevo material composite puede ser usado con otras técnicas de fabricacion para
liners protésicos personalizados para pacientes que lo requieran debido a las
caracteristicas particulares del muidn, ademas podria usarse también en
fabricacion de liners transfemorales o incluso de miembro superior. Para esto, es
importante ajustar el disefio de acuerdo a las necesidades especificas de los
usuarios.

Segun reportes de algunos estudios, los requerimientos en cuanto a disefio y
fabricacion de liners mas solicitados por los usuarios son la durabilidad, confort,
caracteristicas de suspension, la apariencia y estética, asi como el control de
temperatura, facilidad al ponerlo y retirarlo y el rango de movimiento que este
permite. También la forma del munon, calidad de la piel y nivel de actividad [58]
[60]. Todo esto es importante tener en cuenta a la hora de la eleccion del disefio y
material para la fabricacién de un liner o la eleccion de un dispositivo comercial, ya
que una mala eleccion puede generar pistoneo, lo cual conlleva a la pérdida de
estabilidad y caidas, adicional a las lesiones dérmicas y finalmente a la interrupcién
del uso de la protesis[60].

En los ultimos afos, los disefios de socket intentan disminuir los picos de presion
generados por las cargas entre el mufidn y el socket, lo cual se esta haciendo desde
el disefio y uso de materiales de los liners protésicos, especialmente de materiales
elastoméricos ya que permiten expandirse y “fluir” ante el esfuerzo de compresioén
y de esta forma redistribuir las presiones [59]. Como se menciond con anterioridad,
el liner protésico es la parte de la protesis que tiene contacto directo con el miembro
residual y permite la proteccion de los tejidos blandos ya que cumple la funcién de
amortiguador de cargas durante la marcha que al ser repetitivas generan dolor y
lesiones [57]. Por lo que todos los nuevos desarrollos en pro de mejorar el confort,
el ajuste y la redistribucion de esfuerzos se esta llevando a cabo desde la
investigacion en nuevos materiales y disefios de liners protésicos.
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Durante el proceso de fabricacién del prototipo se encontraron algunos aspectos
que se pueden mejorar como la alineacion de los moldes (interno y externo) para
perfeccionar y homogeneizar el espesor del prototipo en toda su area y aumentar
la altura de la estructura para extraer con mayor facilidad los moldes de fibra de
vidrio. Agregar en la parte superior de la estructura un sistema que permita fijar o
sostener el molde interno cuando esta levantado ya que ahora se sostiene mediante
una prensa en ‘C’, pero una modificacién en este sentido le agregaria mayor
funcionalidad. Mejorar la superficie interna del molde externo, que da el acabado
exterior del liner ya que su forma no permitio el uso de maquina pulidora.

En relacion al prototipo del /iner, se espera reducir el espesor de este en pro de
disminuir su peso. En los liners comerciales se suele usar un recubrimiento de tela
que mejora las propiedades mecanicas, lo cual no se contemplé en los alcances de
este proyecto, pero se visualiza como un trabajo futuro. Deben ser consideradas
algunas pruebas mediante inyectado de la silicona para optimizar y mejorar el
prototipo, lo cual requiere de la fabricacion de otros moldes, posiblemente en otro
material, para garantizar una superficie mas lisa donde el material pueda fluir con
mayor facilidad.

En cuanto a la preparacion del material composite, en caso de que se requiera una
concentracion de nanoparticulas superior a 16.4 pg/mL, lo que exige mayor tiempo
de mezclado ya que es mas dificil de homogeneizar y que conlleva a que el tiempo
de gel del material se reduzca notablemente respecto a la matriz inicial (Ecoflex™),
se pueden buscar productos y alternativas para disminuir la viscosidad y aumentar
el tiempo de trabajo.

Aunque los prototipos requieren ajustes y mejoras, son un punto de partida
funcional para la fabricacion de liners protésicos, un area en la cual el pais y la
ciudad no cuentan con un amplio recorrido investigativo. Como consecuencia de
esto la informacion de la fabricacion es escasa, al igual que las herramientas para
su desarrollo y evaluacion.
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7. PRUEBAS MECANICAS DEL PROTOTIPO DE LINER PROTESICO
TRANSTIBIAL

Después de tener el prototipo del liner protésico construido se procedié a realizar
las pruebas mecanicas, tal como se detalla en las siguientes subsecciones.

7.1.METODOLOGIA

Se realizaron pruebas de traccién y compresion bajo las indicaciones de normas
ASTM D2240 y D412. Estas normas son especificas para la valoracion de cauchos
y elastdmeros termoplasticos. La prueba de traccién permitié evaluar la resistencia
del material a esfuerzos de tension, mientras que la prueba de compresién evalué
la resistencia y porcentaje de compresion ante determinada carga, estas pruebas
son de gran importancia ya que diariamente los liners protésicos se ven sometidos
a esfuerzos de tension cuando el usuario esta poniéndose el dispositivo en el
mufon y a compresidon durante el proceso de la marcha o al estar de pie por el peso
del usuario y de acuerdo a estudios reportados, estas son de las principales
propiedades que afectan la funcionalidad de un liner protésico, adicionalmente se
corrobord en la literatura que en los estudios realizados se evaluaban estas dos
propiedades [58].

Previo a las pruebas realizadas, se estudiaron los posibles factores (figura 36) que
intervienen y podrian afectar la fabricacion del material y sus propiedades tales
como el tiempo de curado, la temperatura de curado, las diferentes concentraciones
de AgNPs y velocidad de mezclado [74].

Factores controlables

Salida:

Entrada: Material con propiedades

Preparacion del material| Fabricacidn del material mecanicas R

composite Y

V4
1
Factores no controlables
Figura 36. Factores que influyen en el experimento
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Doénde:

X,: Tiempo de curado

,. Temperatura de curado
5- Concentracion de AgNPs
: Velocidad de mezclado

X
X
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N

Z,: Incorporacién de aire

En cuanto al tiempo y temperatura de curado, el fabricante de la matriz usada
(Ecoflex™ 00-50) determina que 3 horas es el tiempo adecuado a temperatura
ambiente, aunque para lugares de temperatura menor a 18 °C sugieren realizar un
proceso adicional en horno a 80 °C y 100 °C [102]. Previo a este trabajo de grado,
se realizd un ensayo con tres muestras como se observa en la tabla 11. para
observar el efecto de la temperatura de curado que indica el fabricante en la matriz
del composite.

Tabla 11. Muestras para ensayo de temperatura de curado

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Temperatura (°C) Tiempo (h)
25 (ambiente) 3 3 3
80 0 2 2
100 0 0 1

Posteriormente, se realiz6 a cada muestra una prueba de dureza bajo la norma
ASTM D 2240-5. Con los resultados de esta prueba no se encontraron diferencias
significativas entre las muestras con curado a diferente temperatura. Por lo que se
decidié realizar el proceso de fabricacién con curado a temperatura ambiente como
lo sugiere el fabricante y ademas facilita el proceso de fabricacion del prototipo y
reduce los costos del mismo [74].

En relacidn a la concentracion de nanoparticulas de plata, previamente se evaluo
la actividad antimicrobiana del material composite con diferentes concentraciones
de AgNPs [74], asi como la biocompatibilidad (secciones 4 y 5), con lo cual se
definié la mejor concentracion para la fabricacion del dispositivo como se menciond
en el item 6.1. Adicional a esto, se evalué la velocidad de mezclado con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata con curado a temperatura ambiente
como se indica en la tabla 12 [74].
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Tabla 12. Velocidades y concentraciones de AgNPs evaluadas

Velocidad Concentracion

(rpm) de AgNPs
(ng/mL)
250 0
450 8.25
650 16.49
24.73

Para este caso, también se evaluo la dureza mediante la norma ASTM D 2240-5,
los resultados se compararon mediante analisis de varianza multifactorial
encontrando diferencias significativas entre las muestras preparadas a 250 y 650
rpm, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las muestras
preparadas a velocidades de 250 y 450 rpm, ademas tampoco entre las velocidades
450 y 650 rpm, por lo que se decidié la preparacion del material composite con la
velocidad de 450 rpm [74].

Asi mismo, no se hallaron diferencias significativas entre las muestras preparadas
con las diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata [74] por lo que la
concentracion de nanoparticulas de plata se definié de acuerdo a los resultados de
la evaluacion antimicrobiana y de biocompatibilidad como se mencioné antes.

Las valoraciones realizadas previas a estas pruebas permitieron determinar que no
se encontraban diferencias significativas al variar el proceso de curado con
variacion de la temperatura ni con las diferentes velocidades de mezclado [74].
Ademas se siguid la indicacién del fabricante sobre el tiempo de curado [102].

7.1.1. Ensayo de resistencia a la tracciéon

Se realizé el ensayo de traccidn de material composite con la concentracion de
nanoparticulas elegida (16.4 ug/mL) de acuerdo a la norma ASTM D412 — 152
(2015) “Métodos de prueba estandar para caucho vulcanizado y elastémeros
termoplasticos”, mediante el método de evaluacibn A: Muestras rectas y
mancuernas [124].
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7.1.1.1. Obtencidén de probetas

Se elaboraron las probetas D (mancuerna) segun la norma ASTM D412 (figura 37),
para esto, se hizo una lamina del material (silicona con AgNPs a concentracion de
16.4 yg/mL) de 3 mm de espesor en un molde acrilico, se dej6 curando a
temperatura ambiente. Cuando estuvo completamente sdlida, se cortaron con un
troquel con la forma y dimensiones de la probeta de acuerdo a la norma como se
muestra en la figura 38. Finalmente, se verificd con un micrometro que las
dimensiones de las probetas correspondieran con la norma [124] (ver figura 39).

= S |

3 mm 16 mm

L e L

A1

Figura 37. Probeta D de la norma ASTM D412

Figura 38. Troquel para probeta D ASTM D412

Figura 39. Probetas para ensayo de traccion
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7.1.1.2. Procedimiento

El ensayo de traccion se realizé en la maquina universal de ensayos marca Instron
5582, se usaron mordazas de accionamiento neumatico para la sujecion de las
probetas, una celda de carga de 1000 N y se llevo a cabo el ensayo a velocidad de
250 mm/min [125]. Se midié la longitud inicial y se realiz6 la prueba hasta producir
la rotura de la muestra.

7.1.1.3. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron para encontrar el promedio y la desviacion
estandar.

7.1.2. Ensayo de resistencia a la compresion

Para evaluar la resistencia a la compresion que presenta el material composite, se
siguié la norma ASTM D395 — 16° (2016) “Métodos de prueba estandar para
propiedad del caucho — Equipo de compresion”, por medio del método de
evaluacion B: “Conjunto de compresién bajo deflexion constante en aire” [126].

7.1.2.1. Obtencién de probetas

Se elaboraron cuatro probetas en forma cilindrica con un molde acrilico con las
dimensiones estipuladas en la norma (figura 40), para esto se preparo un stock del
material composite (silicona con AgNPs a concentracion de 16,4 ug/mL) y se vertio
en el molde. Se dej6é curando a temperatura ambiente, al solidificarse, se retiraron
del molde y se verificaron las dimensiones con micrémetro. El diametro de las
probetas fue de 29 mm y su espesor de 11,5 + 0.2 mm (figura 41).

Figura 40. Molde para fabricacion Figura 41. Probetas para compresion
de probeta para compresion
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7.1.2.2. Procedimiento

Para el ensayo de resistencia a la compresion se us6 un dispositivo de compresion
formado por dos placas de acero con tornillos. Las muestras se ubicaron entre las
placas, a lo largo de estas de manera equitativa, se aplicé una compresion del 25 %
de su espesor total como lo indica la norma y se fijé con los tornillos como se
muestra en la figura 42. Se verificd, con el micrometro, que la compresion fuera
homogénea en todo el perimetro de las placas para evitar que unas muestras
estuvieran sometidas a mayor compresion que otras.

e - ~ = i

Figura 42. Dispositivo para prueba de compresién

El dispositivo de compresion, con las muestras, se llevé al horno durante 22 horas
a 70 °C. Alfinalizar este tiempo, se retiraron las muestras del dispositivo, se dejaron
a temperatura ambiente durante 30 minutos y se midié el espesor final con
micrometro. Cabe resaltar que en estudios previos a este trabajo de grado se realizdé
pruebas de curado a diferentes temperaturas, se realiz6 prueba de dureza y no
hubo diferencias significativas en las de temperatura ambiente y las expuestas a 80
y 100 °C [74].

La compresion de la muestra se calculé mediante la formula:

% C = ((Eo— Ey)/(Eo — Ep)) x 100

Donde E, equivale al espesor inicial de la probeta, Ef el espesor final de la probeta
y E, el espesor medido entre las placas al momento de la compresion.

La deflexion de las placas de acero no se tomd en cuenta ya que no se evidencio
cambios en la misma al finalizar la prueba, con el micrometro se verifico que el
espacio de compresion correspondiera al que se midio inicialmente.
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7.1.2.3. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron para encontrar el promedio y la desviacion
estandar.

7.2.RESULTADOS

De acuerdo a los ensayos previos, descritos en la metodologia se decidié para
estas pruebas la fabricacién de probetas a tiempo de curado de 3 horas, a
temperatura ambiente y concentracidén de 16.48 pg/mL nanoparticulas en la matriz,
mezclado de 450 rpm y desgasificacion durante 5 minutos, pues este serian las
condiciones de preparacidon del material composite para el liner protésico.

7.2.1. Ensayo de resistencia a la traccién

El ensayo de traccion fue llevado a cabo de acuerdo a lo estipulado en la norma
ASTM D412, método A, se obtuvo la grafica de esfuerzo vs. Deformacién que se
muestra en la figura 43. Se observa en la grafica, que las probetas evaluadas
tuvieron un comportamiento similar, con una elongacion entre 500 y 600 % de su
longitud inicial.

ASTM D412

]..O: i

0.81

Nombre de la probeta

Silicona NP_01|
Silicona NP_02
Silicona NP_03
— Silicona NP_04
—— Silicona NP_05

0.61

0.41

0.2+

Esfuerzo de traccién (MPa)

0.0 . t . t
4] 100 200 300 400 500 600 700

Deformacion por traccion (%)

Figura 43. Grafica de esfuerzo vs. Deformacion

En la tabla 13, se observan las propiedades mecanicas del material composite
reforzado con nanoparticulas de plata a concentracion de 16,4 ug/mL. Se observa
alto porcentaje de elongacion.
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Tabla 13. Propiedades mecanicas derivadas del ensayo de tracciéon

Propiedad mecanica Valor promedio
Resistencia a la traccion (Mpa) 0,896 +0,065
Resistencia a la rotura (Mpa) 0,890 + 0,066
Elongacién a la ruptura (%) 546,996 + 32,521
Médulo de elasticidad (Mpa) 21,875+ 7,078

7.2.2. Ensayo de resistencia a la compresion

Los datos del ensayo de compresidn se observan en la tabla 14 en la que se
presenta la deformacion por compresion de las muestras evaluadas. Se evaluaron
4 muestras con lo que se obtuvo un promedio del porcentaje de deformacién. En
las tres primeras muestras se observa porcentajes de compresion similares. El
porcentaje de deformacion 21,8 promedio estuvo por debajo del porcentaje de
deformacion reportado por el fabricante para la matriz [102]. Los resultados
sugirieren una buena capacidad de comprimirse y reponerse casi hasta su espesor
inicial.

Tabla 14. Datos - Ensayo de compresion

Espesor Espesor Deformacion

Pl Espesor Desviacion
Probeta inicial " de la por .
final (mm) <2 7o estandar
(mm) barra compresioén (%)
1 11,49 11 8,62 17,07317073 NA
2 11,4 11 8,62 14,38848921 NA
3 11,75 11 8,62 23,96166134 NA
4 11,31 10,5 8,62 30,11152416 NA
Promedio 11,5 10,87 8,62 21,875 7,0789462
7.3.DISCUSION

Muestras del material composite (silicona con AgNPs) fueron sometidas a dos
ensayos para conocer su comportamiento mecanico. Los liners protésicos deben
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resistir esfuerzos de traccién, compresion, cortantes, entre otras, que se generan
durante la postura del dispositivo, el ejercicio de la marcha durante cada fase, por
ejemplo, durante la fase de balanceo donde la protesis queda en el aire y el liner
debe ayudar a sostener el socket o encaje experimentando elongacion axial o el
simple hecho de estar de pie soportando el peso del usuario. También durante el
dia se pueden presentar cambios de volumen en el muidn y afectar la distribucion
de las cargas soportadas sobre todo en las prominencias 6seas [59] [127] [76].

Como se ha mencionado, entre las funciones de un liner protésico esta el generar
confort, redistribuir las cargas y mejorar el ajuste a la protesis [58] [57], sin embargo,
estas funciones se pueden ir reduciendo en un periodo corto de tiempo debido al
cambio en las propiedades del material al verse sometido a cargas ciclicas y al
ambiente biolégico que le genera la piel del miembro residual [57], asi que el reto
esta en el uso de materiales que de acuerdo a sus propiedades permitan mayor
durabilidad [58].

En el presente trabajo de grado, se evalué de manera preliminar, las propiedades
de traccion y compresion del material composite, en algunos estudios indican que
estas propiedades se encuentran entre las mas importantes y que afectan la
funcionalidad del liner [58] aunque hay otras propiedades de gran importancia como
el coeficiente de friccion y la rigidez al cizallamiento [60] [56] o incluso la
conductividad térmica y la elasticidad volumétrica [60].

De acuerdo a la literatura, el ensayo de compresion permite evaluar como el liner
distribuye los esfuerzos y presiones concentradas en el miembro residual durante
la fase de apoyo de la marcha, mientras que el ensayo de traccion, la capacidad
del liner de resistir la elongacion durante la fase de balanceo, lo cual influye en la
calidad de suspensién y soporte que proporciona el dispositivo al caminar [60] y de
esta manera conocer si el liner protésico es apropiado para las necesidades
particulares de determinado usuario.

Algunos autores establecen que las nanoparticulas pueden alterar las propiedades
mecanicas de los polimeros, aumentando las fuerzas de union de los monémeros
del material [128] [129]. En este trabajo se encontrd que la resistencia a la traccion,
resistencia a la rotura, elongacion a la ruptura, moédulo de elasticidad y la
deformacion por compresion del material se encontraron dentro de los rangos
admisibles para su uso de acuerdo con la literatura de materiales similares usados
en liners protésicos [61]. Algunos autores reportaron valores menores de rigidez,
sobre todo en otros materiales como geles de silicona, aunque para elastomeros
hallaron un amplio rango de valores de rigidez, lo cual indica que dispositivos
fabricados con elastomeros de silicona puede ser aplicable para el uso en diversos
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pacientes, cabe resaltar que materiales con mayor rigidez permiten buena
suspension en la fase de balanceo [56], por lo que seria mas aplicable en usuarios
con mayor actividad fisica.

Kelley et al. report6 valores de elongacion entre 400 y 560 %, mientras que Sanders
et al. reporta valores entre 30 y 249 KPa en resistencia a la traccion de varios
materiales usados para la fabricacion de liners, lo que indica que el material
estudiado presenta mayor resistencia (0,89 Mpa) lo cual es favorable ya que la
resistencia a la traccién influye en la calidad de suspensién que proporciona este
dispositivo protésico [60]. Algunos estudios de compresion en liners protésicos de
miembro inferior han reportado valores entre 8 y 59 % de deformacion por
compresion [56] [130], mientras que otras investigaciones han reportado
porcentajes entre 7 y 26 % lo cual es similar a lo encontrado en este trabajo de
grado (21.8 %) [61]

En el ensayo de compresion realizado se observdo que el material composite
presenta buena recuperacion luego de ser sometido a compresion. Un liner con alta
elasticidad a la compresion permitira optimizar la estabilidad entregando las
presiones concentradas a las areas deseables que soportan cargas.
Adicionalmente, los liners de elastdmero se expanden y fluyen al ser comprimidos
permitiendo deformarse libremente pero al mismo tiempo recuperarse al ser
liberado de la carga [60].

Estos resultados fueron favorables debido a que la matriz empleada (Ecoflex™ 00-
50) para desarrollar el prototipo del liner presenta condiciones adecuadas de uso
certificadas por sus fabricantes [102] y la concentracion definida de AgNPs no fue
significativa para cambiar las propiedades mecanicas de forma relevante.

Algunos autores indican que las propiedades mecanicas de los materiales para
liners protésicos afectan de manera directa la funcionalidad de estos dispositivos,
propiedades como coeficiente de friccion, resistencia a la compresion, a esfuerzos
cortantes y a traccion impactan en la capacidad del liner de ajustarse al mufion, de
causar lesiones en la piel, limitar el pistoneo y proteger prominencias 6seas [58].

Las pruebas realizadas en el presente trabajo de grado, fueron pruebas en modo
estatico (traccion y compresién) brindan informacién preliminar sobre el material
con que se fabrico el dispositivo, sin embargo, no son suficientes para determinar
la aplicabilidad total que podria tener tanto el material como el dispositivo, por lo
cual seria pertinente, complementar la caracterizacién con otras pruebas como las
que se mencionaron antes, es decir, coeficiente de friccidn, resistencia a esfuerzos
cortantes y conductividad térmica.
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Estas pruebas, permitirian conocer mejor el ajuste y deslizamiento que puede tener
el dispositivo en el muidn, la abrasién que le puede generar a los tejidos [59], la
propagacion de esfuerzos cortantes, la capacidad de distribuir esfuerzos
concentrados [60] [56], la habilidad del material del liner para transmitir calor hacia
fuera del mufidn, cabe recordar que una de las mayores quejas de los usuarios es
el calor y la transpiracion, adicionalmente permitiria identificar si el liner es mas
adecuado para climas frios o calidos [60], asi que es importante en el caso de una
evaluacion mas rigurosa incluir el estudio de estas propiedades adicionales.
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CONCLUSIONES

La evaluacion del efecto citotoxico de las nanoparticulas de plata en solucién en
queratinocitos humanos permiti6 encontrar las concentraciones subletales
(< 5,38 ug/mL) adecuadas para ser usadas sin causar dafios a las células. También
se encontrd que concentraciones de 13,39 pg/mL ocasionan la mortalidad del 50 %
de la poblacién celular, asi que el uso directo de estas AgNPs en solucidon no debe
superar estas concentraciones ya que podria generar efectos como ruptura de
membrana y disfuncién mitocondrial lo que ocasiona la muerte celular.

La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa se tomé como una medida de la
viabilidad de las células expuestas a un material composite, de matriz polimérica
(silicona Ecoflex™) reforzando con nanoparticulas de plata, los resultados
mostraron que las AgNPs al estar inmersas en la matriz polimérica reducen su
potencial toxicidad, sin embargo, el aumento de concentracion de AgNPs en el
material composite y el tiempo de exposicion tienden a aumentar el efecto
citotoxico.

En relacion a la evaluacion genotdxica, segun las microscopias, no se observaron
niveles altos de dafio en el ADN de las células, pero en analisis estadistico indica
una diferencia significativa con los resultados del control negativo, tanto para las
AgNPs en solucién, como para algunas muestras del material con concentraciones
de AgNPs. No se encontré diferencia significativa en el ADN de las células
expuestas a solo a la matriz (silicona sin AgNPs) y a las expuestas al material
composite con sus diferentes concentraciones de AgNPs. En cuanto a los niveles
de dafio, el mayor porcentaje se encontrd para las células sin dafio, seguido de las
células con dafo bajo para todos los casos evaluados. Las células con dafio bajo
del ADN, se presentaron en mayor porcentaje para las expuestas a las AgNPs en
solucién que para el material composite.

Con la evaluacion realizada de biocompatibilidad y estudios previos a este trabajo
de grado de la actividad antimicrobiana se pudo elegir la concentraciéon de
16,48 pg/mL, como una concentracion adecuada para la preparacion del material
composite para la fabricacion del prototipo del liner protésico. Para la fabricacion
del mismo, se diseid una estructura que permitid hacer el dispositivo con la forma
deseada, a pesar de necesitar ajustes, los prototipos desarrollados son funcionales
y sirven como punto de partida para investigaciones futuras. Las propiedades
mecanicas evaluadas evidenciaron el material con alta capacidad de elongacion y
buena resistencia a la compresién y a la traccién lo que hace que sea un material
util para la fabricacion de liners protésicos.

88



DIFICULTADES PRESENTADAS

A lo largo del trabajo de grado se presentaron dificultades a las cuales se les pudo
dar solucion, una de ellas es que la opacidad de la silicona no permitia hacer una
observacion de las células cultivadas en la misma con microscopio Optico asi que
se decidio realizar la prueba de tincion con eosina y hematoxilina y asi se pudo
observar que efectivamente las células se adherian al material composite y
presentaban morfologia propia de los queratinocitos.

Otra dificulta fue el hecho de que el protocolo usado para realizar ensayo cometa
no se habia trabajado para evaluar células cultivadas en un material sélido, asi que
tomé tiempo ajustar el protocolo para este tipo de ensayo, pero finalmente se logré
realizar el procedimiento con resultados favorables para la aplicacion deseada.

La fabricacién de los moldes y estructura para el desarrollo del prototipo de liner
protésico también fue un reto que tomo tiempo, la forma cénica es compleja de
trabajar y poder ajustar un espesor homogéneo entre los moldes para lograr un
dispositivo uniforme fue una de las mayores dificultades. Adicional a esto, una de
las grandes dificultades para trabajar en el area de desarrollo de liners protésicos
es que no se cuentan con equipos especificos para evaluacion mecanica de este
tipo de dispositivos protésicos ya que es un campo poco explorado en la ciudad y
el pais.
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TRABAJOS FUTUROS

Agregar un recubrimiento a las nanoparticulas de plata con el fin de mejorar la
biocompatibilidad y dispersion.

Realizar ensayos que permitan verificar la liberacion de iones de Plata o
nanoparticulas de plata al medio de cultivo al medio de cultivo durante las pruebas
del material composite.

Realizar pruebas adicionales de biocompatibilidad tanto in vitro como in vivo que
permitan completar el analisis bioldgico y tener una caracterizacion mas amplia de

los efectos del nuevo material.

Optimizar la estructura para la fabricacién del liner protésico con el fin de mejorar
la homogeneidad en el espesor del mismo y el acabado de la superficie.

Ajustar el protocolo de la preparacién del material composite para evitar que su
viscosidad aumente y con esto se reduzca el tiempo de trabajo con el material.

Realizar pruebas de simulacion de cargas en la maquina de la EIA para someter el
sistema a un comportamiento similar a las condiciones de marcha en un sujeto.
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PRODUCTOS

Se enuncian a continuacion los productos asociados al desarrollo del presente
trabajo de grado:

ARTICULOS DE INVESTIGACION

Titulo: Optimization of a silver nanoparticle synthesis by chemical reduction and
evaluation of its antimicrobial and toxic activity. | Autores: Catalina Quintero Quiroz,
Natalia Acevedo Yepes, Jenniffer Zapata Giraldo, Julian Quintero, Diana Zarate
Trivino, Vera Z. Pérez, Luz Elena Botero, Jorge Enrique Saldarriaga Escobar. |
Revista: Biomedical Research. Revista Q1. Publicado.

Titulo: Synthesis and characterization of a silver nanoparticle- containing polymer
composite with antimicrobial abilities for application in prosthetic and orthotic
devices. | Autores: Catalina Quintero Quiroz, Luz Elena Botero, Diana Zarate
Trivifo, Natalia Acevedo Yepes, Jorge Enrique Saldarriaga Escobar, Vera Z. Pérez,
Luis Javier Cruz Riafio. | Revista: Biomedical Research. Revista Q1. Publicado.

Articulo en desarrollo: Evaluacion de la biocompatibilidad de material composite
nanoestructurado para dispositivos protésicos. | Autores: Natalia Acevedo Yepes,
Isabel Cristina Trujillo, Diana Zarate Trivifio, Jorge Enrique Saldarriaga Escobar,
Vera Z. Pérez.

PARTICIPACION EN EVENTOS CIENTIFICOS INTERNACIONALES

Evento: XLII Congreso de la Sociedad Ibérica de Biomecanica y Biomateriales |
Tema: Compuestos poliméricos reforzados con tejidos para su aplicacion en
encajes rigidos para proétesis y ortesis externos | Autores: Catalina Quintero-Quiroz,
Natalia Acevedo Yepes, Jorge Saldarriaga, Luis Javier Cruz Andrés Torres, Vera Z.
Pérez | Lugar y Fecha: 15Y 16 de noviembre de 2019 Madrid, Espafa.

Evento: LatinXChem Twitter Conference 2020 | Tema: Evaluacion citotoxica de
nuevo material nanoestructurado blando para protesis externa | Autores: Natalia
Acevedo Yepes, Vera Z. Pérez, Isabel C. Ortiz | Fecha: 7 de septiembre de 2020

PROTOTIPOS

Prototipo: Liner protésico con actividad antimicrobiana. | Autores: Natalia Acevedo
Yepes, Catalina Quintero Quiroz, Vera Z. Pérez, Jorge Enrique Saldarriaga Escobar
Andrés Torres Velasquez. | Fecha: Junio a septiembre de 2019. | Radicado: 09-
16947-03/20
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Prototipo: Maquina para fabricacion de liner protésico con actividad antimicrobiana.
| Autores: Natalia Acevedo, Catalina Quintero Quiroz, Vera Z. Pérez, Andrés Torres,
Jorge Saldarriaga. | Fecha: Enero a junio de 2019. | Radicado: 09-16948-03/20

PARTICIPACION EN PROYECTOS

Proyecto: NANOTECH: Desarrollo de un compuesto polimérico con capacidades
microbicidas, mediante el uso de nano-particulas de plata, para su aplicacion en
Ortesis y prétesis de miembro inferior| Radicado:624B-06/16-18 |Tipo de
proyecto: Investigacion | Investigadores: Jorge Saldarriaga, Luis Javier Cruz, Vera
Z. Pérez, Lina Hoyos, Luz Elena Botero, Catalina Quintero Quiroz, Jorge Isaac
Jaramillo | Financiacion: Interna | Convocatoria: Interna | Participacion  de
Escuelas: Ingenierias — Ciencias de la Salud | Grupos de investigacion
involucrados: Grupo de investigaciones en Bioingenieria — Grupo de investigacion
sobre Nuevos Materiales | Entidades involucradas: UPB - EIA| Fecha de inicio:
18/07/2016/ Fecha de finalizacion:18/07/2017. Estado actual: Paz y salvo

Proyecto: NanO&P: Desarrollo y evaluacion de compuestos poliméricos livianos
con alta resistencia mecanica y capacidades antimicrobianas para su aplicacion en
ortesis y protesis externas de miembro inferior| Radicado: 765B-05/17-18 |Tipo de
proyecto: Investigacién | Investigadores: Jorge Saldarriaga, Luis Javier Cruz Riafno,
Vera Zasulich Pérez Ariza, Maria Del Pilar Rivera Vega, Lina Marcela Hoyos, Juan
Camilo Suarez, Isabel Ortiz Trujillo, Luz Elena Botero Palacio, Andrés Torres
Velasquez, Carlos Pelaéz| Financiaciéon: Externa| Convocatoria: External
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