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1. Resumen

Los metales y sus aleaciones son los principales candidatos para ser utilizados como
biomateriales en aquellas aplicaciones donde el implante deba soportar grandes cargas, como
en el caso de protesis empleadas en traumatologia y ortopedia. En particular, el acero
inoxidable 316L sigue siendo el mas utilizado en Latinoamérica para implantes permanentes
debido a que se presenta como la opcion mas econdmica, con una buena relacion
costo/beneficio. Dicha aleacion se caracteriza por ser bioinerte, tener excelentes propiedades
mecdnicas y una buena resistencia a la corrosion. Como contrapartida, no presenta
caracteristicas bioactivas por lo que una vez implantado no genera una unién con los tejidos
Vivos.

El medio fisiologico en el cual se encuentra inmerso el implante, posee un alto contenido
de cloruros, caidas de pH y variaciones de los niveles de oxigeno, que generan que el acero
inoxidable sufra corrosion por picado, llevando en muchos casos a la falla. Por lo tanto, la
atencion se ha puesto en mejorar las caracteristicas de la interfaz metal/medio para lograr
aumentar la vida util del implante, recurriendo para ello a modificaciones superficiales. Una
de las estrategias posibles para mejorar la resistencia a la corrosion y lograr bioactividad en el
implante consiste en recubrir el metal con una capa protectora que actiia como barrera para la
difusiéon de iones, y agregar una segunda capa que contenga particulas bioactivas para
favorecer los procesos de osteointegracion.

En el presente trabajo se propone la aplicacion de un recubrimiento hibrido
organico-inorganico de dos capas, obtenido por sol-gel y depositado por dip-coating (técnica
de inmersion-extraccion) sobre un sustrato de acero inoxidable AISI 316L. Como precursores
del sol hibrido se utilizaron tetraetoxisilano (TEOS) y metiltrimetoxisilano (MTMS). El sol
fue funcionalizado agregando un 5% p/p de particulas de vidrio bioactivo de base silicato y
borosilicato, para ser incorporado en la segunda capa del recubrimiento. Al disolverse, las
particulas liberan en el organismo iones que favorecen la generacion de fosfatos de calcio
relacionados con la apatita (principal componente inorganico del hueso) que propician la
union del implante con el hueso existente. Se incorporé ademas cobre como dopante de uno
de los biovidrios, por sus conocidos efectos antibacteriales y angiogénicos.

Se utilizaron diversas técnicas para la caracterizacion de las muestras obtenidas,
incluyendo microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), perfilometria y ensayos de adhesion.

Se realizaron ensayos in vitro sumergiendo a las muestras en solucion fisioldgica simulada
(SBF) y manteniéndolas en estufa a 37°C durante 1, 3, 7 y 14 dias, con el objetivo de evaluar
la deposicion de hidroxiapatita carbonatada (HCA), lo cual es un indicador de posible
bioactividad del sistema.

Se evalu6 el desempefio electroquimico a la resistencia a la corrosion de los sistemas
recubiertos propuestos asi como sus controles, a 1 y 14 dias de inmersion en SBF, utilizando



dos técnicas: espectroscopia de impedancia electroquimica y curvas de polarizacion
potenciodindmica.

Finalmente, se realizd un ensayo de difusion en agar con una cepa de Escherichia Coli
para evaluar el poder antimicrobiano de los recubrimientos con biovidrios dopados con cobre.

Los recubrimientos presentaron buena adherencia al sustrato y no se observaron fisuras ni
defectos que pudieran comprometer la funcién protectora de la primera capa. La dispersion
de particulas en la segunda capa del recubrimiento resulté muy homogénea aunque se
encontrd que presenta porosidad submicronica.

Los ensayos in vitro arrojaron resultados promisorios: en los espectros FTIR se
encontraron sefales que pueden ser asociadas a carbonatos y fosfatos de calcio, indicando
que existe algun grado de bioactividad luego de 7 dias en inmersion. Este hecho sélo fue
confirmado a través de SEM para uno de los biovidrios empleados, donde pueden observarse
clusters de hidroxiapatita.

El recubrimiento con vidrio dopado con cobre, no presento en los ensayos con bacterias un
halo de inhibicion para la cepa bacteriana empleada, lo cual puede atribuirse a una lenta
disolucion del vidrio y a la necesidad de aumentar su concentracion en el recubrimiento.

Los ensayos electroquimicos mostraron que los recubrimientos propuestos en este trabajo
generan un fuerte aumento en el potencial de picado respecto del metal desnudo, con una
disminucién de la densidad de corriente de uno a dos 6rdenes de magnitud. Comparando los
resultados a 1 y 14 dias, no se detectaron cambios significativos demostrando que los
recubrimientos siguen siendo protectores para la corrosion incluso luego de degradarse la
capa externa por disolucion de las particulas bioactivas.



2. Introduccion

2.1. Biomateriales

Un biomaterial se define como un material sintético o natural modificado, que es capaz de
interaccionar con sistemas biologicos para controlar procedimientos terapéuticos o de
diagnostico médico. Se utilizan para reemplazar o mejorar una funcién de los tejidos u
organos que sufren algln tipo de dafio o desgaste y de esta forma mejorar la calidad de vida
de los pacientes [1,2].

En el pasado, cuando se encontraba algin tejido dafado, la tnica alternativa posible
consistia en la remocion del mismo. Desde hace menos de 50 afios se lleva a cabo de forma
sistematica y exitosa el reemplazo de dichos tejidos, ya sea por trasplantes o por implantes, lo
cual contribuy6 al incremento de la expectativa de vida de las personas [3]. Los trasplantes
pueden provenir del mismo organismo (autdogenos), provenir de otro ser humano (alégenos) o
provenir de una especie diferente como porcinos o bovinos (xenodgenos). Los implantes
fabricados de biomateriales presentan ciertas ventajas respecto de los trasplantes, incluyendo
disponibilidad, confiabilidad y reproducibilidad. Sin embargo, atin hoy se producen fallas de
los mismos por inestabilidad interfacial en el organismo (asociado a la biocompatibilidad del
material y sus propiedades superficiales), desajuste biomecéanico por diferencia de mddulo
elastico (stress shielding), desgaste por micro o macromovimientos relativos, etc. Por lo
tanto, se debe poner especial atencion en la interfaz tejido/implante y la forma en que se
produce la fijacion.

Existen distintas formas de fijar implantes: a través de cementos, por uniones bioactivas,
uniones bioldgicas y por fijacion externa. El énfasis en la investigacion actual estd puesto en
la ingenieria de tejidos y en la regeneracion de los mismos a partir de materiales bioactivos,
los cuales no requieren de una fijacion externa o la aplicacion de un cemento acrilico [3].

Los biomateriales pueden ser poliméricos, ceramicos, metalicos o compuestos, y su
seleccion dependerd de la funcion a desempefiar en el organismo (biofuncionalidad) y sus
propiedades mecanicas, quimicas, fisicas y biolodgicas entre otras.

En cualquier caso, el material utilizado en el ambito médico debe ser biocompatible,
entendiéndose por biocompatibilidad a “la habilidad de generar una respuesta apropiada en el
paciente”. Esto implica que no debe producirse un efecto adverso en el receptor del implante,
ya sea de manera local o sistémica, ni tampoco en el implante en cuestion. Por lo tanto, deben
ser compatibles con la sangre y no deben ser toxicos, inflamatorios, pirogénicos, alergénicos
ni cancerigenos [4,5].

De acuerdo con la interaccion biologica entre el implante y el tejido, el material puede
presentar distintos comportamientos. Si se produce la muerte del tejido que lo rodea, el
material es toxico y no puede ser utilizado en el organismo. En el caso de que el material
cause una respuesta nula o minima en los tejidos, se dice que el mismo es inerte o casi inerte,
pudiéndose generar tejido fibroso que encapsule al implante. Finalmente, el material sera



bioactivo si es capaz de dar lugar a una respuesta favorable del organismo, promoviendo la
union con el tejido que lo rodea.

Por otra parte, si el objetivo es que el implante permanezca en el cuerpo, se busca que
presente caracteristicas inertes o bioactivas, pero dependiendo de la aplicacion puede que
resulte conveniente que el material se reabsorba in vivo permitiendo la formacién de tejido
que lo reemplace. Para ello, los productos de la degradacion no deben ser toxicos y deben
poder ser eliminados metabolicamente [1].

El éxito de un biomaterial utilizado como implante o dispositivo biomédico no depende
unicamente de las caracteristicas y propiedades que presente, ya que también son factores
determinantes la condicion clinica del paciente y la competencia del médico que realiza la
operacion y los seguimientos post-operatorios.

2.2. Materiales bioactivos

Todos los implantes poseen una duracion limitada y los intentos por extender la vida util
de las protesis ortopédicas a través de fijaciones morfoldgicas (grandes areas superficiales) o
bioldgicas no han mejorado la durabilidad respecto de la fijacion cementada.

Desde hace algunas décadas, la atencion se centro en el uso de implantes de fijacion
bioactiva donde se forma una unidn interfacial con los tejidos vivos a través de capas de
hidroxiapatita (Ca,,(PO,),(OH),, HAp) biologicamente activas sobre su superficie. Este
mineral se encuentra presente en los huesos aproximadamente en un 60%, aportandoles
dureza y rigidez, mientras que el resto estd conformado por componentes organicos (como
fibras de colageno y células oseas) y agua (Figura 1).

La principal ventaja que presenta esta union es que desarrolla resistencias iguales o
superiores a las del hueso natural luego de 3 a 6 meses de la implantacion. Esto se debe a que
en condiciones in vivo crece una capa densa de aglomerados de hidroxiapatita carbonatada
(HCA), la cual se une a las fibrillas de colageno de los tejidos blandos y duros [6].

Los biovidrios, bioceramicos y vitroceramicos son ejemplos de materiales con dichas
propiedades bioactivas. En particular, los biovidrios permiten controlar el rango de
propiedades quimicas y con ello la cinética de unién con los tejidos. A través de un
tratamiento térmico controlado, el vidrio puede cristalizar parcialmente para dar lugar a un
vitroceramico.
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Fig.1. Estructura del hueso de la macro a la nanoescala (Sadat-Shoja et al. (2013), Synthesis methods

for nanosized hydroxyapatite with diverse structures. Acta Biomaterialia, 9(8), 7591-7621).

2.2.1. Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos son materiales sélidos, inorgénicos y amorfos, caracterizados por

ser duros y fragiles. Estin compuestos por 6xidos que dependiendo de sus caracteristicas

quimicas pueden ser formadores de red (como el SiO,, B,O, y P,O;) o modificadores de red

(Na,O, K,0, Ca0O, MgO, etc). A diferencia de los vidrios comunes, presentan propiedades

bioactivas en medio fisiologico favoreciendo respuestas positivas de los tejidos circundantes.

Los mecanismos fisico-quimicos involucrados en la formacién de una union bioactiva con

los tejidos a partir de la degradacion de vidrios bioactivos fueron estudiados [6-8] y pueden

describirse en 5 etapas:

1.

Reacciones rapidas de intercambio entre los modificadores de red del vidrio (Na" y
Ca®) y los protones del medio, creando silanoles (Si(OH),). El pH aumenta y se crea
una zona rica en silice cerca de la superficie del vidrio.

Si-O-Na"+ H"+ OH — Si-OH" +Na', + OH"  (Ec.1)
Por aumento local del pH se produce la rotura de enlaces Si-O-Si. Se produce la
pérdida de silice soluble hacia la solucion, dejando mas silanoles en la interfaz
vidrio/solucion.

Si-O-Si+ H,0 — Si-OH + OH-Si  (Ec.2)

Condensacion de los silanoles en la superficie del vidrio formando una capa rica en
silice (Si0,) sobre el mismo.
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Si-O + 0-Si — Si-0-Si + H,0 (Ec.3)

4. Adsorcion de grupos Ca** y PO,* del medio, permitiendo la precipitacion de una capa
de fosfato de calcio amorfo (ACP).

5. Cristalizacion de la capa amorfa al incorporar OH™ y CO,*, para dar hidroxiapatita
carbonatada (HCA).

Luego de la formacion de hidroxiapatita, ocurre una secuencia de eventos celulares
asociados con la formacion de la union bioactiva que incluyen: adsorcion de restos biologicos
y factores de crecimiento en la capa de HCA, accion de macrdfagos, adherencia de células
madre, diferenciacion de dichas células (en osteoblastos para el caso de la formacion de tejido
0se0), generacion y cristalizacion de la matriz.

En la Figura 2 puede verse de manera esquemadtica la evolucion de las reacciones del
biovidrio hasta la formacion de tejido nuevo.

Bioactive Glass Surface Reaction

Fig.2. Secuencia de reacciones sobre el biovidrio hasta la obtencion de una matriz de tejido 6seo
(Karasu et al. (2017), Bioactive glasses. E1-Cezerl Journal of Science and Engineering, 4(3);
436-471).

Los primeros biovidrios fueron desarrollados en la década de 1970, resultando materiales
biocompatibles, bioactivos, biodegradables, osteoinductivos (estimulan la sintesis de hueso
nuevo a partir de células) y osteoconductivos (generan un andamiaje que propicia la
formacion de tejido 6seo) [7].

El primer biovidrio estudiado y aprobado para uso clinico pertenece al sistema
Na,0-Ca0-P,0,-Si0, y fue denominado 45S5 Bioglass® [8]. En el diagrama ternario de la
Figura 3, se observa que el nivel de bioactividad que presentan los vidrios de dicho sistema
depende fuertemente de su composiciéon quimica. El biovidrio 45S5 se ubica justo en el
centro del diagrama, presentando una composicion para la cual se encuentra el mayor nivel de
bioactividad.
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Fig.3. Diagrama ternario para el sistema SiO,-Ca0O-Na,O para un 6% p/p de P,O..

Desde el descubrimiento del 45S5, se han estado investigando composiciones de vidrios
bioactivos con respuestas biologicas mejoradas, ya sea por efectos antibacteriales, liberacion
de iones terapéuticos, velocidades de degradacion controladas y otras propiedades que
favorecen la union con el hueso y tejidos blandos.

Uno de los vidrios desarrollados fue el silicato 13-93, el cual también fue aprobado para
ser utilizado en el ambito biomédico y pertenece a un sistema un poco mas complejo que el
del 45S5: Na,0-K,0-MgO-CaO-P,0,-S10, [8]. Las composiciones de ambos biovidrios se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1

Composicion de los vidrios bioactivos 45S5 y 13-93 en % p/p.
Vidrio Si0, Na,O CaO P,O; K,O MgO
4585 45.0 24.5 24.5 6 - -
13-93 56.6 5.5 18.5 3.7 11.1 4.6

En comparacion, el vidrio 13-93 presenta mejores propiedades mecénicas y es mas facil de
procesar a la vez que mantiene un buen nivel de bioactividad, en tanto que el 45S5 muestra
una mayor velocidad de disolucion y reaccidn para la formacion de hidroxiapatita [7].

Para mejorar la disolucion del 13-93, se ha ido reemplazando parte del SiO, por B,O;,
obteniendo borosilicatos de la misma familia, donde la velocidad de disoluciéon aumenta con
la relacion B/Si. Estos nuevos biovidrios al degradarse liberan boro, el cual es un componente
importante de los huesos y participa en diversos procesos metabolicos incluyendo aquellos
relacionados con la formacion y salud de los tejidos 6seos [9].
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2.2.2. Biovidrios dopados con cobre

Luego de una cirugia de implantacion, los microorganismos presentes en la herida y el
tejido operado pueden causar infecciones, condicionando el éxito del implante. Existen varios
elementos conocidos como agentes bactericidas incluyendo Ag, Cu, Zn, Ce y Se [8].

Los mecanismos antimicrobianos del cobre son complejos pero se relacionan mayormente
con su facilidad por aceptar y donar sus electrones. Esta propiedad permite que los iones de
cobre alteren las proteinas dentro de las células de los microbios evitando que éstas puedan
realizar sus funciones normales. Por otra parte, el cobre es también el responsable de inhibir
el transporte electronico en las interacciones de la pared celular, desordenando asi las
estructuras helicoidales del ADN [10].

Actualmente, existen varias lineas de investigacion que buscan incorporar 6xidos de cobre
en las formulaciones de los biovidrios para dotarlos de propiedades antibacteriales. Al
degradarse, se produce la liberacion controlada de Cu** contribuyendo con la recuperacion
del paciente. Ademas, el cobre es conocido por sus efectos angiogénicos o de formacion de
vasos sanguineos, y tiene un importante rol en la proliferacion de células osteoblasticas
[11-13].

2.3. Metales para implantes permanentes

Los biomateriales metalicos han tenido éxito clinico al ser utilizados en protesis y
dispositivos de fijacion porque presentan una buena resistencia mecanica y tenacidad a la
fractura ante solicitaciones severas, ademas de ser biocompatibles.

La mayoria de los metales puros no pueden ser utilizados directamente como implantes ya
que presentan propiedades mecénicas insuficientes como en el caso del aluminio, el cobre, el
hierro y los metales nobles, o porque generan toxicidad local como el plomo, zinc o niquel.
Unicamente el titanio y algunos otros elementos como el tantalio pueden ser utilizados en
ortopedia sin la necesidad de aleantes.

Los aceros, las aleaciones base titanio y las aleaciones cromo-cobalto son las tres familias
principales de aleaciones utilizadas para fabricar implantes permanentes [14,15].

La principal limitaciéon que presentan los metales para su uso biomédico es la liberacion,
por procesos de corrosion o desgaste, de iones metalicos que resulten toxicos pudiendo causar
inflamaciones e incluso la falla de la prétesis. Ademas, los metales no tienen la capacidad de
generar uniones naturales con el hueso una vez que son implantados (carecen de
bioactividad).

Al momento de seleccionar un metal o aleacion para el campo biomédico deben tenerse en
cuenta las propiedades mecdnicas que presente, asi como su resistencia a la corrosion y la
relacion costo-beneficio.
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2.3.1. Acero inoxidable AISI 316LL

El acero inoxidable AISI 316L es una aleacion de hierro de tipo austenitico, no magnético
y con estructura cristalina FCC (ctbica centrada en las caras) a temperatura ambiente. Posee
en su composicion molibdeno y es mas resistente a la corrosion generalizada y por picado
que los aceros inoxidables convencionales que so6lo contienen cromo-niquel, como la aleacién
AISI 304. El contenido de cromo debe ser superior al 12% para dar lugar a la formacién de
un 6xido de cromo (Cr,0,) en la superficie que mejora la resistencia a la corrosion. Poseen
buena conformabilidad, maquinabilidad y pueden ser endurecidos por trabajado.

La aleacion AISI 316L es la version de bajo carbono del AISI 316, donde el contenido se
disminuye de 0.08% a 0.03% para tratar de evitar la precipitacion de carburos de cromo
(CryCy) en bordes de grano y generar el consecuente empobrecimiento de cromo en zonas
aledafias, dando lugar al proceso de sensibilizacion por cromo. Ademas, los grados médicos o
quirdrgicos tienen un menor contenido inclusionario para evitar corrosion localizada.

Esta aleacion es cominmente utilizada para fabricar implantes para reparar tejidos duros,
en stents, valvulas y para protesis ortopédicas, debido a sus propiedades a la fatiga, ductilidad
y su capacidad de endurecimiento. La principal limitacién que posee en el campo biomédico
se debe a su falta de bioactividad, por lo cual el implante no puede integrarse a los tejidos
vivos, y la tendencia a corroerse en aquellas regiones del cuerpo donde no hay oxigeno
suficiente para mantener el film pasivo o donde puede formarse corrosion por rendijas
(crevice) [2].

En Latinoamérica, el acero inoxidable AISI 316L sigue siendo el material mas demandado
para implantes permanentes, principalmente por motivos econémicos y de disponibilidad,
respecto de otras partes del mundo donde se utilizan con mayor frecuencia otras aleaciones de
mayor prestacion como las de titanio [16,17]. Es por ello que las investigaciones sobre este
material se centran en mejorar su desempefio en el medio fisioldgico para lograr una mayor
durabilidad del implante, sobre todo en el caso de pacientes jovenes quienes luego de 15 afios
en el mejor de los casos, deben someterse a una nueva cirugia para reemplazarlo.

2.3.2. Corrosion de implantes de acero inoxidable AISI 316L

Una definicion general de la corrosion indica que es el deterioro de los materiales a causa
de su reaccion con el medio que los rodea [18].

Las reacciones de corrosion son de tipo electroquimicas, lo que implica que existe un
proceso redox donde una especie se oxida y otra se reduce pero ademas se produce una
transferencia de electrones en solucién acuosa. Por lo tanto, el metal actia como anodo
generando electrones y su consecuente degradacion, mientras que existe alguna otra especie
que toma esos electrones comportdndose como catodo. En la Figura 4, puede verse
esquematicamente el proceso corrosivo para el hierro en medio acido.
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Fig.4. Esquema del proceso electroquimico en el hierro.

En un electrolito continuo, la superficie alcanza un potencial de estado estacionario
conocido como potencial mixto o de corrosion (Ecorr), indicando que las velocidades de la
reaccion anddica y catddica son iguales. Si se produce un desbalance en la cantidad de
electrones en la superficie, ya sea por exceso o por defecto, puede generarse un potencial que
conlleve a una polarizacion del sistema.

El pH del cuerpo humano varia entre 7.2 y 7.4 a 37°C y 1 atm de presion, el cual resulta
levemente alcalino en condiciones normales, pero puede ocurrir que el mismo caiga a valores
de 3 0 4 si se producen secreciones celulares inflamatorias debido a irritaciones por la cirugia.
Esto claramente presenta una situacion poco ventajosa para cualquier implante, que sumado a
posibles variaciones en los niveles de oxigeno y la presencia de una gran cantidad de cloruros
puede generar procesos de corrosion [19].

Si bien el acero inoxidable AISI 316L puede considerarse como un metal resistente a la
corrosion en medio acuoso, el 90% de las fallas en implantes de este material son causadas
por corrosion por picado y por crevice (formacion de rendijas) en el medio fisiologico [20].
En el caso de stents fabricados de esta aleacion, la liberacion de iones de cromo, molibdeno y
niquel, puede desencadenar reacciones inflamatorias e inmunes, poniendo en riesgo la vida
del paciente. Por lo tanto, los procesos corrosivos generan no solo pérdidas de indole
econémica sino que también pueden reducir la expectativa de vida de las personas
implantadas. De esta cuestion se desprende que resulta fundamental la investigacion que
permita mejorar el comportamiento y durabilidad de los aceros inoxidables AISI 316L [21].

2.4. Recubrimientos por sol-gel

Una de las estrategias utilizadas para la proteccion de metales y sus aleaciones de los
procesos corrosivos es la aplicacion de films o recubrimientos. Ademads, los mismos pueden
ser funcionalizados para lograr uniones con el tejido 6seo sin la necesidad de usar cementos
(implantes no cementados) o dispositivos de fijacion externa.

Existen en la actualidad diversas técnicas para la deposicion de peliculas sobre metales,
incluyendo deposicion fisica en fase vapor (PVD), deposicion quimica en fase vapor (CVD),
deposicion electroquimica, deposicion por plasma-spray y los métodos sol-gel [22].
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El proceso sol-gel es ampliamente estudiado y conocido, y se presenta como la técnica
mas versatil para la obtencion de peliculas delgadas debido a que la sintesis se realiza a bajas
temperaturas (en general a temperatura ambiente), el equipamiento necesario es relativamente
sencillo y de bajo costo, permite recubrir piezas complejas ya que parte de precursores
liquidos, y la microestructura y por ende las propiedades del film pueden ser controladas. Por
otra parte, la mayor limitacién que presenta es que cada capa de recubrimiento no suele
superar lum de espesor, no pueden obtenerse estructuras completamente densificadas y
pueden generarse tensiones térmicas entre el sustrato y el recubrimiento si el tratamiento
térmico no es el adecuado [23-25].

2.4.1. Proceso sol-gel

El método sol-gel es una ruta quimica para la fabricacion de material monolitico o
peliculas delgadas con caracteristicas y propiedades intermedias entre los vidrios y los
polimeros. El proceso implica la sintesis de una solucion de precursores monoméricos en un
solvente organico (sol), y la conversion a un solido que contiene solvente (gel), a través de
reacciones de hidrdlisis y condensacion. La mayor parte del solvente se extrae mediante un
tratamiento de envejecimiento o secado a temperatura ambiente y luego se realiza un
tratamiento térmico para eliminar el agua y el solvente remanente. De esta forma, se logra
densificar la estructura del gel alcanzando el mayor grado posible de policondensacion del
sistema y se obtiene el recubrimiento solido. Las propiedades finales dependen de muchos
parametros como son el tipo de precursor, cantidad de agua empleada, tipo de catalizador,
pH, tiempo de secado, tiempo y temperatura del tratamiento térmico, etc.

Los precursores son generalmente alcoxidos de un metal del tipo R-O-M, donde R es un
grupo alquilo, O es un oxigeno y M es el i6n metalico de interés.

Se ha comprobado que los geles de algunos 6xidos metélicos obtenidos por sol-gel pueden
inducir la formacion de apatita en su superficie luego de inmersién en solucion fisioldgica
simulada (SBF) a través de los correspondientes grupos M-OH [26]. Uno de esos 6xidos es el
SiO,, el cual contiene en su superficie grupos silanoles (Si-OH), siendo los alcoxidos de
silicio los precursores mas utilizados para estos sistemas.

Algunos de los alcoxisilanos mas comunes son el tetraetoxisilano (TEOS) y el
tetrametoxisilano (TMOS), los cuales no poseen grupos funcionales dando lugar a soles
meramente inorganicos. Otros poseen grupos funcionales no hidrolizables, como el
metiltrietoxisilano (MTES), metiltrimetoxisilano (MTMS) y feniltrimetoxisilano (PTMS), los
cuales otorgan un caracter organico al sol.

Al emplearse tanto precursores inorganicos como organicos se obtienen soles hibridos,
donde los grupos no hidrolizables unidos al silicio actiian como modificadores de la red,
disminuyendo el grado de entrecruzamiento. Esto otorga una mayor plasticidad respecto de
un recubrimiento de sol inorganico lo cual permite aumentar el espesor critico sin que existan
fisuras y ademés disminuye la temperatura del tratamiento térmico para la cual se obtienen
las mejores propiedades del sistema [22,25]. Por otro lado, la presencia de grupos no
hidrolizables aumenta el cardcter hidrofébico de la red [25].
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Las etapas del proceso sol-gel para obtener recubrimientos vitreos base silice son las
siguientes:

Si(OR), + H,0 $ HO-Si(OR), + R-OH (Ec.4)
(OR)~Si-OH + HO-Si-(OR), $ (OR),Si-O-Si(OR), + H,0  (Ec.5)
(OR);~Si-OR + HO-Si-(OR), s (OR),Si-O-Si(OR), + R-OH  (Ec.6)

Primero, se produce la hidrélisis del alcoxisilano con el agua (Ec.4) al agregar un
catalizador 4cido, para obtener silanol (-Si-OH). Luego, ese silanol puede unirse con un
monomero parcialmente hidrolizado o con uno que no esté hidrolizado para dar un siloxano
(-Si-O-Si-). Producto de este proceso de policondensacién se forman moléculas de agua
(Ec.5) y de alcohol (Ec.6) [22,24,27]. Una vez iniciada la hidrolisis, tanto dicha reaccioén
como la condensacion ocurren simultdneamente. El proceso se completa con el secado y
posterior tratamiento térmico de consolidacion de la capa. En la Figura 5 puede verse
esquematicamente como evoluciona el sistema hasta obtener SiO, para el caso de un sol
inorganico obtenido a partir de TEOS.
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Fig.5. Evolucion del proceso sol-gel para un sol obtenido a partir de tetraetoxisilano (TEOS).

2.4.2. Funcionalizacion de recubrimientos con particulas bioactivas

Una de las ventajas que presentan los recubrimientos obtenidos por sol-gel es la
posibilidad de que sean funcionalizados mediante el agregado de particulas o compuestos de
interés al sol. En el caso de recubrimientos para implantes metalicos, esto permite no solo
generar una barrera protectora para la corrosion sino también dotar a la interfaz de
caracteristicas bioactivas para favorecer la union con el hueso.
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Los sistemas mas estudiados son aquellos que incorporan al recubrimiento particulas de
vidrio bioactivo de silicatos y borosilicatos. Si bien las propiedades bioactivas que presentan
los biovidrios por si solos son en la mayoria de los casos suficientes para promover la
osteointegracion del implante, no poseen buenas propiedades mecanicas que permitan ser
utilizados en aplicaciones donde existan grandes cargas. Es por ello que un metal con un
recubrimiento bicapa funcionalizado (Figura 6) permite combinar propiedades mecanicas
Optimas y las caracteristicas bioactivas necesarias para obtener un implante duradero y
resistente al medio fisiologico [6,28,29].

Capa bioactiva

Capa protectora

Acero inoxidable 3161

Fig.6. Representacion esquematica de un recubrimiento bicapa funcionalizado.

2.4.3. Dip-coating

Un recubrimiento por sol-gel puede ser aplicado sobre un sustrato metalico a través de
distintas técnicas como son dip-coating, spin-coating y spray-coating [21]. La técnica mas
utilizada es dip-coating (inmersion-extraccion), en la cual el metal es sumergido en forma
vertical dentro del sol y luego es extraido del mismo a una velocidad controlada (Figura 7).
El equipamiento utilizado es sencillo y de relativo bajo costo respecto de otras técnicas.
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Fig.7. Esquema de la técnica dip-coating para recubrimientos por sol-gel (Sanchez-Herencia (2007),
Water Based Colloidal Processing of Ceramic Laminates, Key Engineering Materials Vol. 333 pp.
39-48).

Al retirar el sustrato del sol, comienza a producirse el drenaje del liquido remanente por
fuerzas gravitacionales, al mismo tiempo que ocurre la evaporacion del solvente y la
condensacion. La competencia entre las distintas fuerzas y procesos que ocurren en la
extraccion son las que gobiernan el espesor del film depositado. Es importante que la
deposicion se lleve a cabo a velocidad constante de extraccion para obtener espesores

uniformes, y que dicha velocidad sea menor a la critica para evitar que los films se fisuren
[24].

2.5. Técnicas de caracterizacion

No existe una Unica técnica que permita evaluar el desempefio de un recubrimiento y es
por ello que se recurre a una serie de métodos de caracterizacion complementarios entre si.

En el caso de los materiales bioactivos, el éxito o fracaso del implante viene dado por la
mejora en la resistencia a la corrosion en fluidos fisioloégicos y por el nivel de
osteointegracion logrado. Existen muchos factores que pueden promover o inhibir los
procesos de union con el tejido dseo, pero al ser la superficie del implante la que se encuentra
en contacto directo con el medio fisioldgico, sus propiedades poseen una fuerte influencia
sobre el resultado.

Si bien no existe un consenso acerca de cudles son las caracteristicas ideales para la
interfaz, se sabe que en los procesos de adhesion celular y osteointegracion intervienen tanto
la topografia como la quimica superficial del implante.

En un metal desnudo, las propiedades de la superficie son influenciadas por las
propiedades del seno del material. Desde hace tiempo, se han empezado a introducir
modificaciones sobre la superficie de los implantes para controlar las interacciones con el
tejido vivo y tratar de acortar los tiempos de fijacion 6sea. Estas modificaciones pueden
abarcar la quimica, estructura, energia o reactividad superficial [30].
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2.5.1. Caracterizacion superficial

2.5.1.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Es una técnica capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie de la
muestra. Se basa en la aceleracion de un haz de electrones en un campo eléctrico, para
hacerlo incidir sobre el material. Los electrones chocan contra los 4tomos de la muestra y
producto de la interaccion se despiden electrones secundarios los cuales son captados por un
detector para producir la imagen.

En el caso de recubrimientos funcionalizados, a través de SEM pueden observarse
defectos del film como fisuras, porosidad y particulas no deseadas. Ademas, a partir de las
imagenes pueden hacerse estudios de la dispersion de particulas de biovidrio en el
recubrimiento y determinarse la distribucion de tamafo de particulas.

2.5.1.2. Perfilometria

Un perfilometro es un instrumento de medicién que permite determinar el perfil de una
superficie para cuantificar su rugosidad, a través de pardmetros de amplitud relativa entre los
picos y valles medidos respecto de la longitud abarcada.

Un recubrimiento aplicado uniformemente sobre el sustrato metélico tiende a suavizar su
superficie, tapando las imperfecciones existentes, como ser las rayas del pulido (Figura 8).
Este hecho puede ser evidenciado a través de la variacion de los parametros de rugosidad
medidos.

Aunque una mayor rugosidad mejora el trabado mecanico entre el implante y el hueso,
puede dar lugar a procesos inflamatorios indeseados y a la adhesion de bacterias. Por otro
lado, un perfil en el orden de los micrones o los nanémetros puede aumentar la energia
superficial mejorando la adsorcion de proteinas y la adhesion celular. Por ende, resulta
importante conocer el perfil de rugosidad para poder relacionarlo con el comportamiento
observado en la muestra.

W\f"-’/\_—w

w

Sustrato

Fig.8. Rugosidad generada por el recubrimiento.

Dos de los parametros de la rugosidad mas utilizados son el Ra (rugosidad media
aritmética) y el Rz (rugosidad media).
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El Ra se define como la media aritmética de los valores absolutos de las coordenadas de
los puntos del perfil de rugosidad en relaciéon a la linea media dentro de la longitud de
medicion Lm (Figura 9, Ecuacion 7).

Fig.9. Parametros para la obtencion de Ra.

El Rz da informacion complementaria a la del Ra y es igual a la media aritmética de los
valores de rugosidad parcial Zi correspondientes a cada uno de los cinco modulos integrantes
de la longitud de medicion (Figura 10, Ecuacion 8).
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Fig.10. Parametros para la obtencion de Rz.
2.5.2. Caracterizacion composicional

2.5.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja implica la interaccion de radiacion con la materia, en el
intervalo de longitudes de onda que abarca desde 0.75 hasta 400um. En particular, utiliza la
transformada de Fourier como un método matematico para el desarrollo en serie de la curva
obtenida.

Cada compuesto presente en el material posee modos normales de vibracion de sus
enlaces, generando un espectro caracteristico al interactuar con la radiacion. La interpretacion
de estos espectros permite identificar grupos funcionales y asociarlos con compuestos.

Es un método muy importante para evaluar la bioactividad de las muestras recubiertas
luego de los ensayos in vitro en algin tipo de solucion fisioldgica que simule el entorno del
cuerpo humano donde estara aplicado el implante. Al comparar los espectros de los
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materiales con y sin inmersion permite identificar la evolucion de los compuestos presentes,
asi como la aparicion de nuevas especies quimicas asociadas a la formacion de hidroxiapatita.

2.5.2.2. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-VIS)

Es una técnica espectrofotométrica que utiliza radiacion electromagnética (luz) en las
regiones visibles y ultravioleta cercana. La radiacion absorbida por las moléculas en esta
region del espectro provoca transiciones electronicas desde el estado fundamental hacia un
estado excitado que pueden ser cuantificadas. Se suele utilizar para determinar pequefias
cantidades de cierta sustancia, como pueden ser trazas de un elemento contaminante o un
dopante, a partir de las transiciones electronicas que lo caracterizan.

2.5.3. Caracterizacion electroquimica

Dado que resultaria imposible estudiar el comportamiento a la corrosion de un implante
metalico dentro del organismo, existen técnicas de caracterizacion electroquimica que
permiten evaluar de forma acelerada e in vitro la respuesta del material al medio fisiologico.

Para ello, se utiliza un medio simulado que imita la temperatura, pH y iones inorgénicos
presentes en el plasma sanguineo, aunque no tiene en cuenta componentes organicos que
también existen en el organismo y que pueden interaccionar con el implante.

Por lo tanto, estos ensayos se llevan a cabo en algun tipo de solucién fisiologica simulada
en celdas electroquimicas termostatizadas a 37°C utilizando tres electrodos: un electrodo de
trabajo que sera el metal a evaluar, un electrodo de referencia y un contraelectrodo.

En el caso de un metal con un recubrimiento, las reacciones de oxidacion estaran limitadas
por el contacto del electrolito con el metal en los poros o defectos que pueda tener el film.

Para analizar el comportamiento del material recubierto y compararlo con el metal
desnudo a distintos tiempos de inmersion, se emplean dos de las técnicas disponibles:
espectroscopia de impedancia electroquimica y curva de polarizacion potenciodinamica.

2.5.3.1. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Es una técnica electroquimica no destructiva, en la cual se modula el potencial unos pocos
milivoltios alrededor del potencial de corrosion y se mide la corriente a distintas frecuencias.
Para la medicion, es fundamental que el potencial de corrosion se encuentre estabilizado en el
tiempo. Luego, el equipo procesa las mediciones en el tiempo del potencial E(t) y de la
corriente I(t) dando como resultado valores de impedancia para cada frecuencia (Ecuaciones
9,10y 11).

E(t) = Eo.sin(wt) (Ec.9)
I(t) = Io.sin(wt + ) (Ec.10)
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Z(w) = E(t)/1(t) (Ec.11)

donde O es el angulo de fase entre E(t) y 1(t).

En corriente alterna, la impedancia tiene un significado equivalente a la resistencia en
corriente continua, pero depende de la frecuencia (w) aplicada. La impedancia, a su vez,
puede ser expresada en términos de una parte real y una parte imaginaria segun la Ecuacién
12:

Z=Z].exp(j0) (Ec.12)

Existen dos representaciones posibles de los resultados obtenidos por EIS. En el diagrama
de Nyquist se representa la parte real de Z (Z’) vs la parte imaginaria (Z’’), mientras que en
los diagramas de Bode se representan |Z| vs frecuencia y 6 vs frecuencia. Existe una
correspondencia entre ambas representaciones, dada por las siguientes ecuaciones:

ZP=7?2+27"%  (Ec.13)
tan6 = 2**/Z’ (Ec.14)

La espectroscopia de impedancia permite estudiar las caracteristicas estructurales de las
peliculas superficiales (como 6xidos y recubrimientos), a través del ajuste de los resultados
mediante modelos circuitales e interpretando cada uno de sus elementos.

2.5.3.2. Curvas de polarizacion potenciodinamica

Las curvas de polarizacion son un tipo de analisis que resulta destructivo para la muestra.
En este ensayo, se realiza un barrido potenciodindmico donde a través de un aumento
progresivo en el sobrepotencial aplicado (positivo o negativo) respecto del potencial de
corrosion, se registran las corrientes medidas para el sistema. Para una mayor comprension
del comportamiento, suele invertirse el barrido luego de alcanzar un potencial o corriente
determinado [31].

El estudio de estas curvas permite determinar los potenciales caracteristicos del
desempefio del material en el electrolito. En la Figura 11 se presenta una curva de
polarizacion tipica para un acero inoxidable, susceptible a corrosion por picado. En general,
los resultados se grafican en escala semilogaritmica en funcion de la densidad de corriente.
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Fig.11. Curva de polarizacion caracteristica para un acero inoxidable.

Si bien los potenciales aplicados en estos ensayos suelen superar los potenciales a los que

estard sometido el material a lo largo de su vida util, permiten tener una idea general del
comportamiento al ser sometido a condiciones extremas.
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3. Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es obtener recubrimientos hibridos
organico-inorganicos por la técnica de sol-gel y funcionalizarlos con particulas de vidrio
bioactivo, para ser aplicados mediante dip-coating sobre un sustrato de acero inoxidable AISI
316L, para su posible utilizacién como implantes permanentes no cementados.

Como objetivos particulares se presentan los siguientes aspectos:

e Evaluar una alternativa mas econdmica al precursor organico comunmente utilizado
para este tipo de sistemas.

e (aracterizar los vidrios bioactivos utilizados mediante diferentes técnicas.

e Sintetizar un sol hibrido organico-inorganico por el método de sol-gel y luego
funcionalizarlo mediante el agregado de particulas de vidrio bioactivo en suspension.

e Evaluar los parametros criticos de la técnica de dip-coating y seleccionar el mas
conveniente. Depositar dos capas de recubrimiento por dicha técnica sobre el sustrato
elegido, la primera sin particulas y la segunda funcionalizada.

e Realizar el estudio in vitro de las muestras a diferentes tiempos de inmersion en
solucion fisiologica simulada.
Caracterizar las muestras con y sin inmersion mediante diferentes técnicas.
Evaluar la capacidad antibacterial del recubrimiento que contiene vidrio dopado con
cobre.

e Disenar un portamuestras para realizar los estudios electroquimicos.

e Llevar a cabo ensayos electroquimicos acelerados para evaluar el efecto de los
recubrimientos en la resistencia a la corrosion.
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4. Hipotesis de trabajo

Teniendo en cuenta los resultados satisfactorios obtenidos por otros autores para
recubrimientos sol-gel TEOS/MTES [6,16,17,25,28,29] con particulas de vidrio bioactivo
45S5 y los estudios sobre biovidrios de sistemas mas complejos, se asume que es posible
obtener un recubrimiento integro, uniforme y libre de defectos, a partir de un sol hibrido
TEOS/MTMS funcionalizado con particulas de vidrios bioactivos de diferentes
composiciones, de la familia del conocido 13-93. Los recubrimientos presentaran buena
adhesion al sustrato metalico, actuardn como barrera efectiva para la liberacion de iones
potencialmente toxicos al organismo y desarrollaran bioactividad in vitro para favorecer los
procesos de osteointegracion del implante. De acuerdo con lo reportado en bibliografia, se
espera que los recubrimientos con vidrios de base borosilicato presenten una mayor velocidad
de disolucion en medios fisioldgicos simulados respecto del silicato y que en el caso del
recubrimiento conteniendo vidrio dopado con cobre, el mismo presente algin grado de
actividad antibacteriana.
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5. Materiales y métodos

5.1. Materiales de partida

5.1.1. Sustratos metalicos

En este trabajo se utilizd acero inoxidable AISI 316L (Roberto Cordés S.A., Argentina),
en concordancia con las normas ISO 5832-1 (Implants for surgery - Metallic materials) y
ASTM F138 (Standard Specification for Wrought 18Chromium-14Nickel-2.5Molybdenum
Stainless Steel Bar and Wire for Surgical Implants). La composicion de dicho material se
detalla en la Tabla 2.

Tabla 2
Composicion quimica del acero inoxidable AISI 316L, dada en valores maximos en % en peso.
C Mn Si Cr Ni Mo P S N Fe
0.03 2.00 0.75 18.00 14.00 3.00 0.045 0.03 0.10 | Balance

Las muestras fueron cortadas a partir de una chapa de Imm de espesor, en forma de
rectangulos de 4 x 2cm para los ensayos in vitro y cuadrados de 2 x 2cm para los ensayos
electroquimicos.

5.1.2. Particulas de vidrio bioactivo

Los vidrios bioactivos empleados en este trabajo fueron obtenidos a través de una
colaboracion con el Instituto de Biomateriales de la Universidad de Erlangen-Nuremberg
(Alemania) y la Universidad Abo Akademi (Finlandia).

Se utilizaron vidrios de tres composiciones diferentes, dadas en la Tabla 3: un silicato
(13-93), un borosilicato (BS) y un borosilicato dopado con Cu (BS-Cu).

Tabla 3
Composiciones nominales de los vidrios dadas en % en peso (% moles).
Na,O K,0 MgO CaO B,O, P,O; SiO, CuO
13-93 | 5.5(5.6) | 11.1(7.3) | 4.6(7.0) | 18.5(20.3) - 3.7(1.6) | 56.6(58.1) -
BS 5.5(6.0) | 11.1(7.7) | 4.6(7.4) | 18.521.4) | 36.6(34.2) | 3.7(1.7) | 20(21.6) -
BS-Cu | 5.5(6.0) | 11.1(7.7) | 4.6(7.5) | 15.5(18.2) | 36.6(34.5) | 3.7(1.7) | 20(21.9) | 3.0(2.6)
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Los vidrios fueron obtenidos utilizando el método de fusion y enfriamiento rapido
(melt-quenching). Se utilizaron los siguientes reactivos de grado analitico: Na,CO,, K,CO,,
MgO, CaCO,, H,BO,, (CaHPO,)(2(H,0)), Cu(NO;,),.2.5(H,0) y arena de cuarzo.

La fusidn se realizd en un crisol de platino a 1360°C para el silicato 13-93 y a 1100°C para
los borosilicatos, durante 3 horas. Los vidrios fueron colados, recocidos a 520°C, molidos y
tamizados para su caracterizacion y posterior uso.

5.1.3. Precursores del sol hibrido

Para obtener el sol con caracteristicas mixtas orgdnicas-inorganicas, se utilizaron dos
alcoxidos de silicio.

La parte inorgéanica del recubrimiento fue obtenida por el uso de TEOS (tetraetoxisilano
también conocido como tetraortosilicato). Luego, para dar lugar al sol hibrido se evalu6 una
alternativa mas econdmica al precursor organico comunmente utilizado MTES
(metiltrietoxisilano) [6,16,23,25,28,29]. Para ello se emple6 al MTMS (metiltrimetoxisilano),
el cual al igual que el MTES posee un grupo metilo no hidrolizable y se diferencian
unicamente por la longitud de sus cadenas carbonadas. En el caso del sol con MTMS, se tuvo
especial consideracion de que no queden restos de metanol luego del tratamiento térmico (ver
apartado 6.3.1.) debido a su posible caracter toxico.

5.2. Recubrimientos

5.2.1. Preparacion de los sustratos

Los sustratos metalicos fueron pulidos con lija al agua de granulometria creciente desde
240 hasta 1000 para obtener un acabado homogéneo en todas las muestras. En cada cambio
de lija, la muestra se gir6 90° y se control6 mediante microscopio optico de reflexion
(Olympus Tokio, Japon) la uniformidad del pulido.

Los sustratos pulidos fueron limpiados y desengrasados antes de ser recubiertos. Para ello,
fueron lavados con agua jabonosa, enjuagados con agua destilada y finalmente puestos en
alcohol isopropilico durante 15 minutos en ultrasonido.

El alcohol no solo contribuye a la limpieza del sustrato, sino que también provee
temporariamente a la superficie metdlica de hidroxidos (Me-OH), los cuales favorecen la
union de los grupos silanoles del sol con el metal, a través de puentes de hidrégeno débiles
(Figura 12) [22,30].
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Fig.12. Hidroxidos en la superficie del metal favorecen la unién con los silanoles del sol.

5.2.2. Sintesis del sol hibrido

El sol se obtuvo a partir de los alcoxidos TEOS (98%, Aldrich) y MTMS (98%, Aldrich),
en una relacion molar 40/60 [6,25,28,29]. La proporcion de agua bidestilada utilizada fue
H,O/TEOS=2 y H,O/MTMS=1.5 para lograr hidrolisis completa (estequiométrica) [24,27].
La reaccion fue catalizada a temperatura ambiente con acido nitrico concentrado (65%,
Cicarelli). Finalmente se afiadi6 etanol anhidro absoluto (Anedra) como solvente para
alcanzar la concentracion de silice deseada [S10,]=200g/L.

Las cantidades necesarias de los reactivos para obtener 100mL de sol estan dadas en la
Tabla 4.

Tabla 4

Cantidades de reactivos en mL para obtener 100mL de sol hibrido.
TEOS MTMS H,O (bidestilada) HNO; (c) Et-OH
30.00 30.00 10.20 0.52 29.80

En primer lugar se mezclaron los precursores TEOS y MTMS, manteniendo una agitacion
vigorosa utilizando un agitador y un buzo magnético. Luego se adiciond el agua y el acido
nitrico concentrado el cual actia como catalizador acelerando la reaccion. Dado que la misma
es de caracter exotérmica, al observarse el cambio de apariencia de turbia a transparente, la
reaccion se detuvo colocando a la mezcla en un recipiente con hielo y manteniendo una
agitacion suave para homogeneizar la temperatura. Finalmente, se afiadid la cantidad indicada
de etanol como solvente para lograr la concentracion de silice necesaria. El pH del sol a
temperatura ambiente fue controlado con cintas reactivas, obteniendo un valor de 0.5.

El sol fue conservado en heladera y utilizado dentro de las 48 hs siguientes.

5.2.3. Preparacion de la suspension de particulas

Para lograr un sol funcionalizado, se procedi6 al agregado de particulas de biovidrio en

suspension.
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Se anadié un 5% p/p de particulas de vidrio bioactivo al sol y se agito manualmente
durante 5 minutos, seguido de 10 minutos en ultrasonido para mantener a las mismas en
suspension.

Se probo el efecto del agregado del dispersante Triton X-100 (Aldrich) en concentracion
0.1% p/p respecto de las particulas de vidrio, con el objetivo de prolongar el periodo en el
cual la suspension es estable. Sin embargo, al observar al microscopio Optico sustratos de
prueba recubiertos con soles funcionalizados con y sin dispersante, no se observaron mejoras
apreciables en la dispersion lograda. Ademas, se controld el pH luego del agregado de las
particulas, resultando entre 1 y 1.5, alejado del punto isoeléctrico de la silice que es 2. Por lo
tanto, se optd por no incorporar dispersantes evitando aumentar el costo del recubrimiento.

De esta forma, las particulas se mantuvieron estables en la suspension durante al menos 30
minutos, pudiéndose obtener distribuciones homogéneas de particulas en los recubrimientos
realizados.

5.2.4. Técnica de Dip-Coating

Los recubrimientos fueron depositados sobre los sustratos mediante la técnica de
inmersion-extraccion en sentido vertical, conocida como Dip-Coating. La unidad de
recubrimiento por inmersion (dip-coater) consistiéo en un brazo mecanico al cual es sujetada
la muestra, conectado a un controlador (Figura 13). Los pardmetros son fijados al comenzar
el proceso y luego se repiten en cada ciclo de inmersion.

Fig.13. Dip-coater.

5.2.4.1 Parametro critico

La variable critica del proceso es la velocidad de extraccion de la pieza, ya que la misma
debe ser lo suficientemente rdpida para obtener los mayores espesores posibles de
recubrimiento, pero no demasiado rapida para evitar superar el espesor critico para el film.
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La velocidad critica serd aquella inmediatamente anterior para la cual se comienzan a
observar al microscopio fisuras en el recubrimiento, luego de ser tratado térmicamente.

Para determinar la velocidad critica de extraccion, asociada al espesor critico del sistema,
se hizo una prueba sobre vidrios portaobjetos a distintas velocidades de extraccion entre 5y
40 cm/min, variando 5 cm/min cada una.

De esta manera, se determind la velocidad de extraccion a utilizar en 10 cm/min tanto para
el sol sin particulas como para el sol cargado.

5.2.4.2. Sistemas estudiados

Se realizaron cuatro tipos de recubrimientos sobre el acero inoxidable, para comparar con
el metal desnudo. En la Tabla 5 se presenta un resumen indicando la nomenclatura utilizada
en cada caso.

Tabla 5
Nomenclatura de las condiciones estudiadas.
S8 (acero ™ 13-93 BS BS-Cu
inoxidable)
1° capa - TEOS/MTMS TEOS/MTMS TEOS/MTMS TEOS/MTMS
20 - - TEOS/MTMS + | TEOS/MTMS + | TEOS/MTMS +
capa 13-93 BS BS-Cu

Los recubrimientos se depositaron por dip-coating a temperatura ambiente y en aire. El sol
empleado presentd una viscosidad similar a la del agua (1 cP) y resultd completamente
transparente.

Cada sustrato previamente desengrasado fue sujetado a la unidad de recubrimiento para la
inmersion en el sol y su posterior extraccion a la velocidad determinada.

Las muestras, luego de cada capa, se dejaron secar tapadas durante 24 horas [24] para
eliminar el solvente y después fueron sometidas a un tratamiento térmico de consolidacion.

5.2.5. Tratamiento térmico

Mediante un tratamiento térmico se eliminaron restos de solvente y agua que pudieron
haber quedado luego del secado, y se alcanz6 el mayor grado de policondensacion del sol
para obtener una capa densa y consolidada. Como consecuencia de los procesos de secado y
tratamiento térmico, se forman uniones covalentes fuertes de tipo metalo-siloxano, logrando
una buena adherencia del recubrimiento al sustrato.

El tratamiento térmico se llevo a cabo en horno eléctrico (Indef modelo 273, Argentina) en
atmosfera de aire. La rampa de calentamiento fue de 5°C/min para evitar fisurar el film hasta
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llegar a 450°C, se mantuvo durante 30 minutos y luego se enfrio dentro del horno hasta
alcanzar temperatura ambiente [6,28,29].

5.3. Ensayos In Vitro

El estudio in vitro de los sustratos recubiertos en solucion fisiologica simulada (SBF)
permiti6 evaluar el comportamiento de las muestras en un entorno que simula la temperatura,
el pH y la concentracion de los iones inorganicos presentes en el plasma sanguineo (Tabla 6).
Luego de la inmersion, se realizd espectroscopia FTIR y microscopia electronica de barrido
(SEM) para determinar si existen zonas con evidente nucleacion de hidroxiapatita
carbonatada (HCA), lo cual es considerado como un primer indicador de bioactividad en el

recubrimiento.
Tabla 6
Concentracion de iones en plasma sanguineo humano y en SBF, dado en mM.
Na* K* Mg* Ca* Cr HCO, | HPO,”
Plasma 142.0 5.0 1.5 2.5 103.0 27.0 1.0
SBF 142.0 5.0 1.5 2.5 148.8 27.0 1.0

5.3.1. Preparacion de SBF

Para preparar la solucion se usé agua destilada como solvente, a la cual se le adicionaron
0.5ml de acido clorhidrico concentrado para facilitar la disolucion. Luego se pesaron en una
balanza analitica (Shimadzu, Japdén) y se agregaron los reactivos de grado analitico en el
orden y las cantidades indicadas en la Tabla 7. Finalmente, el pH se ajust6 hasta 7.3 = 0.05
agregando gotas de acido concentrado.

Una vez obtenida, la solucion de SBF se conservo en heladera hasta su uso.

Tabla 7

Cantidades de los reactivos solidos dados en g, para obtener 1L de SBF.
NaCl KCl CaCl, MgCl,.6H,0 | K,HPO, | NaHCO, TRIS*
8.053 0.224 0.278 0.305 0.174 0.353 6.057

*tris(hidroximetil)aminometano

5.3.2. Inmersion en SBF
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Los ensayos de inmersion se realizaron por duplicado con muestras de 4 x 2cm para cada
una de las cinco condiciones.

Cada muestra se coloco en forma vertical en un recipiente plastico con aproximadamente
85mL de SBF, se tap6 y se mantuvo en estufa a 37°C durante 1, 3, 7 y 14 dias de inmersion,
recambiando la solucién cada 3 dias.

Una vez transcurrido el tiempo indicado, las muestras fueron retiradas de la solucion y se
dejaron secar en aire (sin enjuague previo) para luego ser cuidadosamente guardadas hasta su
caracterizacion.

5.4. Caracterizacion de los materiales de partida y las muestras

5.4.1. Microestructura del acero inoxidable AISI 316

Con el fin de revelar la microestructura del acero inoxidable austenitico utilizado, se
prepararon los reactivos de ataque Vilella y Gliceregia, segun lo recomendado en la norma
ASTM E407-99 (Standard Practice for Microetching Metals and Alloys).

En un matraz, se afiadieron los elementos en el orden y cantidades indicados (ver Tablas 8
y 9) y se procedi6 a agitar manualmente hasta obtener una solucioén de color amarillo para el
Vilella y anaranjado para el Gliceregia, como se observa en la Figura 14.

Se sumergid6 cada pieza previamente pulida hasta granulometria 1000 durante
aproximadamente 30 segundos en el reactivo correspondiente, se enjuagd con abundante agua
destilada y luego se seco con etanol y flujo de aire caliente.

Tabla 8
Compuestos para la preparacion del revelador metalografico Vilella.

Reactivo Vilella

Compuesto Acido clorhidrico (35%) Acido picrico Etanol (96%)
Cantidad 20mL lg 100 mL
Tabla 9

Compuestos para la preparacion del revelador metalografico Gliceregia.

Reactivo Gliceregia

Compuesto Acido acético Acido clorhidrico Acido nitrico Glicerina
P (35%) (65%)
Cantidad 10mL 15mL 10mL 2 gotas
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Fig.14. Reactivos de ataque Vilella (izq.) y Gliceregia (der.).

5.4.2. Resonancia Magnética Nuclear (MAS NMR)

Los estudios por resonancia magnética nuclear fueron realizados en el Instituto de
Biomateriales de la Universidad de Erlangen-Nuremberg (Alemania) en un equipo
VNMRS-300 MHz (Varian, EE.UU.) y sus resultados fueron procesados e interpretados en el
presente trabajo.

Se caracterizo la estructura local de los silicatos y borosilicatos a través de las especies Si,
P y B mediante resonancia magnética nuclear de giro al angulo mégico, dado que los nucleos
atdbmicos resuenan a una frecuencia directamente proporcional a la fuerza del campo
magnético ejercido. Se obtuvieron los espectros ?’Si a una velocidad de giro (spinning speed)
de 4kHz en ppm respecto del TMS (tetrametilsilano), *'P a 8kHz en ppm respecto del H,PO,
(4cido fosforico) y ''B a 10kHz en ppm respecto del H,BO, (4cido borico).

5.4.3. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-VIS)

Los polvos de los tres tipos de vidrios utilizados fueron analizados por espectrofotometria
UV-VIS, para la cual se form¢6 una pastilla comprimiendo el polvo en el portamuestras. Se
empled un espectrofotometro modelo UV-3600 Plus (Shimadzu, Japoén). El espectro fue
recogido en modo reflectancia difusa (DRS) en el rango de longitudes de onda comprendido
entre 300 y 1000nm (UV-VIS-NIR), tomando como referencia polvo de sulfato de bario.

5.4.4. Perfilometria

Se realizaron mediciones de la rugosidad sobre muestras de acero inoxidable desnudo
(SS), con una capa vitrea (TM) y con doble recubrimiento (13-93). Una de las mediciones se
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realiz6 en sentido perpendicular a las lineas de pulido para evaluar el cambio en la rugosidad
superficial al depositar la capa por sol-gel, y la otra se realizé perpendicular al borde de
mojado de las capas con el sol, para tratar de estimar su espesor.

El equipo empleado fue el rugosimetro Surtronic 3+ de la marca Taylor-Hobson, con una
aproximacion de 0.0lum. Se realiz6 un barrido lineal de 4mm de longitud, tomando 8000
puntos.

5.4.5. Tape Test

La adhesion del recubrimiento al sustrato debe ser muy buena para evitar la falla del
conjunto. Para determinar de manera cualitativa qué tan Optima resulta esa adhesion, se
utilizaron los lineamientos propuestos en la norma ASTM D3359-09 (Standard Test Methods
for Measuring Adhesion by Tape Test) y en particular se aplico el Método B, recomendado
para peliculas con espesores menores a 125um.

El procedimiento consistid en realizar un patréon cuadriculado de seis lineas en cada
sentido, con un espaciamiento de Imm entre ellas (Figura 15). Luego se aplico por encima un
trozo de cinta adhesiva marca Doble A (codigo C903) y se retir6 tirando rapidamente de ella,
formando un dngulo de 60° respecto del sustrato.

La clasificacion de la adhesion se realizo observando la superficie del recubrimiento con
un microscopio Optico y comparando con los resultados detallados en la norma.

Fig.15. Patron para Tape Test método B.

5.4.6. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Esta técnica de caracterizacion superficial permitid obtener imagenes de alta resolucion y
magnificacion de las muestras con y sin inmersion en SBF. Se busc6 determinar la posible
presencia de defectos y fisuras en el recubrimiento, y de fosfatos de calcio que puedan indicar
bioactividad luego de la inmersion en SBF.

Las imagenes de los polvos de vidrio bioactivo fueron tomadas en el Instituto de
Biomateriales de la Universidad de Erlangen-Nuremberg (Alemania) con un SEM marca Leo
1530 (Zeiss, Alemania) utilizando un voltaje de 1kV.
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El andlisis de las muestras obtenidas por sol-gel con y sin inmersion en SBF fue realizado
con el microscopio electronico JSM-6460LV (Jeol, Japon) utilizando 15kV.

En todos los casos, las muestras debieron ser metalizadas con una capa de oro-paladio para
obtener una superficie conductora.

5.4.7. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Se utiliz6 la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en modo reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR) para caracterizar los biovidrios y las muestras de las cinco
condiciones a tiempo cero (sin inmersion), y luego de inmersion en una solucion fisioldgica
simulada, en este caso SBF (Simulated Body Fluid, ver seccion 4.5.Ensayos In Vitro). El
barrido se realizo entre 400 y 4000cm™ en el espectrometro Nicolet 6700 (Thermo Scientific,
EE.UU.).

5.5. Ensayo de actividad antibacterial

Para determinar si los recubrimientos funcionalizados con vidrios conteniendo cobre son
capaces de inhibir el crecimiento bacteriano, se utilizé el método de difusion en agar (método
Kirby-Bauer). Este test cualitativo es aplicable a cualquier tipo de microorganismo excepto
aquellos de crecimiento lento o anaerobicos. El ensayo fue realizado en el Instituto de
Investigaciones Bioldgicas (IIB - Conicet) de Mar del Plata.

Se realizé un cultivo de Escherichia Coli (K12 cepa RP437) durante 18 horas a 37°C en
caldo nutritivo de Lisogenia (medio LB) y se diluy6 en una proporcion de 1/100 para ser
dispersado en placas de agar conteniendo 1% p/p de triptona, 0.5% p/p de extracto de
levadura, 0.5% p/p de cloruro de sodio y 1.1% p/p de agar. Las muestras en duplicado de 2 x
Icm de acero inoxidable AISI 316L con y sin doble recubrimiento se colocaron en la
superficie rica en agar de las placas y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

5.6. Ensayos electroquimicos

Con el objetivo de evaluar como el recubrimiento afecta el comportamiento a la
corrosion del acero inoxidable, se llevaron a cabo ensayos acelerados en la unidad
electroquimica Gamry Instruments Reference 600 (Figura 16).
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Fig.16. Unidad electroquimica utilizada.

Cada condicion se estudio por cuadruplicado con muestras de 2 x 2cm, luego de 1 dia
(para estabilizar el potencial de corrosion) y de 14 dias de inmersion en SBF. Durante ese
tiempo las muestras se mantuvieron en estufa a 37°C y se recambi6 la solucion cada 3 dias.

La celda disefiada para las mediciones consistio en un vaso de vidrio en el cual se coloco
SBF, y una tapa fabricada de polioximetileno por la cual se ingresaron los electrodos. Como
electrodo de trabajo se utilizd la muestra bajo estudio, colocada dentro de un portamuestras
también de polioximetileno con un area expuesta de 0.95cm? (Figura 17), cuyos planos
constructivos se presentan en el Anexo. Se emplearon ademas un electrodo de referencia de
Calomel Saturado (SCE) y un contraelectrodo de platino.

La celda se mantuvo a 37°C durante todos los ensayos, mediante un bafio termostatizado
(Vicking 4100, Argentina).

Previo a cada ensayo electroquimico, se midi6 el potencial a circuito abierto de la muestra
durante 1500s, para asegurar que el mismo estuviera estable al momento de comenzar la
secuencia de ensayos.

Fig.17. Detalle del portamuestras disefiado.
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5.6.1. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

Se realizdé un barrido de frecuencias entre 20kHz y 0.05Hz, modulando el potencial
+15mV respecto del potencial de corrosion medido a circuito abierto (OCP) para obtener los
valores de la impedancia del sistema. Luego, los resultados obtenidos se modelaron con
circuitos eléctricos equivalentes utilizando el software Zview.

5.6.2. Curvas de polarizacion potenciodinidmicas

Se obtuvo la curva de polarizacién potenciodinamica para cada muestra, partiendo 0.15V
por debajo del potencial de corrosion medido a circuito abierto (curva catddica) y alcanzando
1.3V respecto del electrodo de referencia (curva anddica). Luego, el barrido de potenciales se
invirti6 al alcanzar el potencial maximo fijado o cuando la densidad de corriente superd 1mA,
para completar la curva ciclica. La velocidad de barrido fue de 2mV/s.
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6. Resultados y discusion
6.1. Caracterizacion de los biovidrios

6.1.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) y distribucion de tamaiio de
particulas

Las imagenes SEM de los polvos de vidrios bioactivos utilizados en este trabajo junto con
los histogramas correspondientes a la distribucion de particulas de cada uno son presentados
en las Figuras 18 y 19.

Los SEM fueron procesados con el software de analisis de imagenes ImagelJ, tomando un
total de 200 particulas. Para cada una, se midi6 el tamafio en dos direcciones y se calcul6 el
promedio. A partir de los resultados se generd el histograma correspondiente para cada
vidrio, utilizando el software OriginPro 8.5.

Fig.18. Imagenes SEM de los vidrios bioactivos a 3000x: A) 13-93, B) BS y C) BS-Cu.
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Fig.19. Histogramas de distribucion de tamafio de particulas para los vidrios 13-93, BS y BS-Cu.

De la Figura 18 puede observarse que existe una distribucion de tamafio de particulas y
que las mismas presentan formas irregulares, consecuencia del proceso de molienda.

A través de los histogramas presentados en la Figura 19, se determina que la mayoria de
las particulas tienen tamafos que varian entre 0.5 y 2.5um, pero que a su vez existen algunas
con tamafios incluso superiores a 8um. Esta distribucion de tamanos de particula tipo
logaritmica normal es caracteristica de los procesos de molienda donde se reduce el tamafio
de las particulas més gruesas y por ende aumenta la cantidad de finos, generando que la
distribucion permanezca sesgada hacia tamafios grandes.

De acuerdo con la norma ISO 13322-1 (Particle Size Analysis - Image Analysis Methods),
la forma correcta de representar en valores numéricos una distribucion de tamanio de
particulas no es a través de un unico valor (como la media aritmética), sino utilizando un
conjunto de valores representativos. De esta manera, se determinaron como especificaciones
para los vidrios los didmetros D, Dy, Dy, y W, donde Dy indica que el X% de la
distribucion posee el tamafio indicado o es menor, y W representa el ancho de la distribucion,
calculado como (Dy,-D,,)/Ds,. En la Tabla 10 se presentan los pardmetros para los tres vidrios
analizados.
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Tabla 10

Especificaciones de la distribucion de tamafio de particulas para cada vidrio.

Vidrio D, (um) D, (um) Dy, (um) 4

13-93 0.47 1.43 3.72 2.27
BS 0.49 1.33 3.23 2.06

BS-Cu 0.50 1.62 4.88 2.70

En comparacion, el vidrio BS-Cu es el que presenta particulas de mayor tamafio,
alcanzando valores de hasta 14um, lo cual a su vez se refleja en una distribucion més ancha
(mayor W). Esto debe tenerse en cuenta ya que es probable que por su peso esas particulas no
queden en el recubrimiento al ser depositadas por dip-coating de manera vertical, y solo
queden adheridas particulas mas pequefias.

Las distribuciones para los vidrios 13-93 y BS resultan similares, variando ligeramente los
parametros entre ellas.

La distribucion de tamafios encontrada resulta conveniente ya que se busca una disolucion
de particulas controlada en el tiempo, lo cual se logra con particulas de diferentes tamafos.
Esto es muy importante sobre todo para el sistema BS-Cu de forma de evitar superar el nivel
critico de Cu*" para la supervivencia de los fibroblastos (10 mg/L) [8], al disolverse la
particula en el medio fisiologico.

Si bien las particulas mas grandes son las que tienen mayor probabilidad de superar
localmente el espesor critico de las capas por sol-gel dando lugar a fisuras que permitan su
liberacion, seran las que tarden mas tiempo en disolverse completamente en el medio. Por su
parte, las particulas mas pequeiias se disolveran mas rapido una vez liberadas de la capa de
recubrimiento introduciendo iones terapéuticos al sistema (ver imagenes de las particulas en
el recubrimiento en la Seccion 6.4.1.).

6.1.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

La espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier, en modo reflectancia total
atenuada, fue utilizada para identificar los grupos funcionales presentes en los distintos
vidrios utilizados (Figura 20). En la Tabla 11 se presentan las asignaciones a los picos del
espectro y la referencia bibliografica correspondiente.
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Fig.20. Espectros FTIR-ATR de los biovidrios utilizados.
Tabla 11
Asignacion de los grupos funcionales del espectro para los biovidrios.
Pico (cm™) Asignacion Vidrio Referencia
1385 B-O (BO,) BS y BS-Cu [8]
1000 Si-O-Si 13-93 [8,33]
934 B-O (BO,) y Si-O-Si 13-93, BS y BS-Cu [8,33]
923 Si-Oyp 13-93 [8,33,34]
770 Si-O 13-93 [8,13]
711 B-O (BO,) BS y BS-Cu [8]
460 Si-O-Si 13-93 [8,13]
437 Si-O-Si 13-93 [8,13]
417 Si-O-Si 13-93 [8,13]

Los espectros de los tres tipos de vidrios se presentan superpuestos para facilitar la
distincion de los picos presentes en cada uno. En el caso del vidrio de silicato 13-93, se
identificaron todos los picos generados por los enlaces del tetraedro SiO,. Para los
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borosilicatos, las sefiales son producto tanto de los SiO, que se encuentran presentes en
menor proporcion respecto del 13-93, como de los BO; y BO,. No se observan diferencias
apreciables entre los espectros del BS y del BS-Cu, presumiblemente por la baja cantidad en
la que se encuentra el dopante en la estructura (3% p/p).

6.1.3. Resonancia Magnética Nuclear (MAS NMR)

Los resultados de la espectroscopia por resonancia magnética nuclear de giro al angulo
magico (RMN-MAS) son presentados en la Figura 21. Se analizaron los elementos
formadores de la red de vidrio para los tres casos estudiados, los cuales presentan ntcleos
activos para la técnica (poseen spin): *°Si, *'P y "B. Como la cantidad de modificadores de
red no varia en los biovidrios utilizados, los mismos no fueron analizados. Para el caso del Cu
las cantidades de dopante no resultan significativas para ser detectadas por RMN.

En el caso de los silicatos, las unidades estructurales del vidrio son mayormente tetraedros
(5,Q) SiO, que se unen entre si por oxigenos puente. Dependiendo del arreglo que adopten los
oxigenos puente (monomeros, dimeros, cadenas, anillos, estructuras tridimensionales, etc) el
espectro generado serd diferente. Para cada vidrio puede predominar un Q" por sobre los
demas (n varia entre 0 y 4 e indica la cantidad de oxigenos que se unen al silicio), dando una
idea general de la estructura del silicato.

Al encontrarse presente el fésforo como formador de red, se espera que existan tetraedros
PO, en la estructura de los vidrios.

Finalmente, en los borosilicatos las estructuras estaran conformadas tanto por tetraedros
Si0, como boros tri y tetracoordinados.

Un estudio mas exhaustivo de la estructura de los vidrios puede llevarse a cabo a partir de
la deconvolucion de las sefiales para cuantificar las especies presentes en cada uno, lo cual
excede el objetivo de este trabajo.
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Fig.21. Espectros RMN de los biovidrios para A) *Si, B) *'P y C) ''B.

Los espectros correspondientes al ?’Si (Figura 21.A) presentan un tnico pico asimétrico en
todos los casos. Para el vidrio 13-93, el rango del desplazamiento quimico (&) se ubica entre
-72 y -109 ppm respecto al TMS, con un maximo centrado en -88 ppm, indicando que
predominan especies 4Q’ pero también existen Q* y Q* en menor cantidad. Para el caso del
BS y del BS-Cu, los espectros se encuentran levemente ensanchados, variando entre -67 y
-109 ppm respecto al TMS y centrados en el § de -86 ppm en ambos casos. Este resultado
indica que las especies mayoritarias son ¢Q’ pero también evidencia especies ;Q*, ;Q* vy Q'
De acuerdo con la literatura, es comun que en los vidrios silicatos se encuentren
conectividades menores a 4, dado que los metales alcalinos y alcalino-térreos introducidos
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como modificadores de red rompen algunos de los enlaces de los tetraedros, dando lugar a
distintas especies de silicatos [34,35].

Los resultados indican que existe mas de una especie de silicato, variando en cada una la
conectividad de los oxigenos puente presente en el vidrio. Comparando entre los tres tipos de
biovidrios, se observa una disminucion en la intensidad del espectro de los borosilicatos
respecto del silicato, lo cual resulta coherente con la sustitucion de parte del SiO, por B,O, en
la composicion del vidrio [36-39].

En la Figura 21.B se observa el espectro para el *'P. El pico exhibido resulta simétrico,
variando entre 13 y -10 ppm respecto del H;PO, y presenta un maximo en el desplazamiento
quimico a 3 ppm. Estos resultados se corresponden con la presencia de pirofosfatos (P,0,*)
en el vidrio [36,40]. Tanto el maximo como el ancho de la sefial se mantienen constantes para
todos los vidrios, en concordancia con la cantidad de P,O, de la composicion quimica la cual
se mantiene invariante.

Para el caso del ''B (Figura 21.C), solo se compara el BS y el BS-Cu ya que el silicato
13-93 no posee boro en su composicion. El ancho de la sefal se extiende entre -1 y -40 ppm
en ambos vidrios. El maximo del desplazamiento quimico esta ubicado a -20 ppm respecto
del H,BO, y posee un pequeno hombro de menor intensidad a -8 ppm. Estos valores
corresponden a unidades BO, y BO, respectivamente, las cuales coexisten en la estructura y
generan una sefial parcialmente superpuesta [34]. La presencia de 6xidos alcalinos favorece la
existencia de estructuras trigonales planas, ya que el i6n borato (BO,*) forma sales con estos
iones metalicos.

El cambio en la intensidad del hombro correspondiente a unidades BO, podria deberse a la
presencia del cobre en el BS-Cu, aunque no puede ser directamente relacionado mediante esta
técnica, sobre todo por las bajas concentraciones en las que se encuentra el dopante.

6.1.4. Espectroscopia UV-VIS (DRS)

Los espectros UV-VIS obtenidos en modo reflectancia difusa (DRS) para los polvos de los
biovidrios, se presentan en la Figura 22.
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Fig.22. Espectros UV-VIS-NIR para los polvos de los biovidrios.
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Para los vidrios 13-93 y BS no existe un maximo en la curva, mostrando un espectro
continuo en todo el rango analizado. En cambio, para el BS-Cu se observa una banda ancha y
asimétrica de absorcion aproximadamente a 800nm, la cual se asigna a la presencia del i6n
caprico (Cu®") en la red de vidrios base silicato, borosilicato y borato [33]. La estructura
electronica del ion Cu?* ([Ar]3d’) da lugar a centros de color y produce una banda de
absorcion en la region visible del espectro, formando vidrios de color azul, turquesa o verde,
de acuerdo a la cantidad y coordinacion en la que se encuentre [33]. De acuerdo con lo
reportado en la literatura, el cation act@ia predominantemente como modificador de la
estructura del vidrio incorpordndose con una coordinacion octaédrica con distorsion
tetragonal, rodeado por dos oxigenos no puente para mantener la electroneutralidad [33,41].

Para el caso del borosilicato, sin embargo, el agregado de 6xidos alcalinos modificadores
de red hace que el oxigeno se incorpore a la red pasando de BO, a BO,, disminuyendo asi la
concentracion de oxigenos no puente [9,41]. Por lo tanto, los iones de 6xidos modificadores
como Na', K*, Mg?*, Ca*", y en particular Cu?*, se sitian en huecos intersticiales de la red. Si
se tienen en cuenta los resultados obtenidos en FTIR y NMR donde no se observan
diferencias entre el borosilicato con y sin dopante, puede concluirse que el Cu®* se encuentra
libre en la estructura del vidrio, lo cual resulta beneficioso a los efectos antibacteriales.

6.2. Caracterizacion del sustrato

6.2.1. Microestructura del acero inoxidable AISI 316L

Luego de atacar quimicamente con los reactivos Vilella y Gliceregia, las muestras
metalicas fueron observadas en un microscopio Optico (Leica, Alemania) a distintos
aumentos. Empleando el reactivo Vilella, la microestructura no pudo ser correctamente
revelada por lo que sélo se presentan los resultados del ataque con Gliceregia (Figura 23).

Fig.23. Microestructura del acero inoxidable AISI 316L a 200 y 500x. Reactivo de ataque Gliceregia.
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En las metalografias puede observarse claramente una estructura de granos austeniticos
equiaxiales, y si bien el contenido inclusionario para este tipo de acero inoxidable es bajo,
puede notarse la presencia de algunos 6xidos globulares (inclusiones metalicas) segun la
comparacion con la norma ASTM E45-13 (Standard Test Methods For Determining The
Inclusion Content Of Steel).

Se observan bandas de maclado (annealing twins) caracteristicas de los aceros inoxidables
austeniticos, los cuales poseen una estructura cubica centrada en las caras (FCC) con baja
energia de falla de apilamiento.

6.3. Caracterizacion del sol hibrido

6.3.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Para evaluar la viabilidad de la utilizacion de MTMS en lugar de MTES como precursor
organico del sol hibrido, se llevo a cabo una caracterizacion mediante FTIR en modo ATR.

Se busco determinar que no existen residuos de productos de reaccion (metanol para el
MTMS) luego del tratamiento térmico, tomando como referencia el espectro del MTES, para
el cual se conoce que tratamientos térmicos entre 400 y 500°C resultan suficientes para
eliminar el etanol remanente sin afectar los grupos funcionales -CH, del sol hibrido [6,25].

En la Figura 24, se observan los espectros FTIR completos obtenidos para los soles
TEOS/MTES y TEOS/MTMS depositados sobre sustratos de prueba, y en la Figura 25 se
puede apreciar el espectro acotado en la regiéon de interés para caracterizar los grupos
funcionales presentes.

47



0,25 -

—— T TEOSMTES
—— TEOSMTMS

0,20 -

3500 - 3200 2880

0,15 -

0,10 4

0,05 +

Intensidad (u.a.)

0,00

0,05 L ——————————————————
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de onda (cm™)

Fig.24. Espectros FTIR-ATR completos de los soles hibridos comparados.

Ambos tipos de alcoholes generados como productos de reaccion (etanol y metanol)
presentan en su espectro FTIR caracteristico un pico estrecho correspondiente al estiramiento
C-0, ubicado en 1055cm™ para el etanol y a 1030cm™ en el caso del metanol. Ademas,
debido al estiramiento C-H, poseen otra sefial estrecha de gran intensidad a aproximadamente
2980cm™ y una banda ancha, generada por los puentes de hidrogeno O-H, entre 3200 y
3500cm™, con un méaximo a 3400cm™ [42].

Dado que los picos a 1030cm™ y a 1055¢cm™ quedarian enmascarados por las sefiales
correspondientes a los enlaces Si-O-Si de los soles, se busco la presencia de la banda ancha a
grandes longitudes de onda o la sefial generada por el enlace C-H.

Al no haber indicio de la presencia de enlaces O-H ni C-H como puede verse en la Figura
24, se llega a la conclusion de que luego del tratamiento térmico, no existen residuos de
etanol ni de metanol. Esto permite utilizar al MTMS como precursor para dar lugar al sol
hibrido, sin generar posibles efectos adversos sobre la salud.
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Fig.25. Espectros FTIR-ATR de los soles hibridos.

En la Figura 25 se presentan los espectros en la region comprendida entre 400 y 1400cm™
de los soles TEOS/MTES y TEOS/MTMS. Se observa claramente que no existen grandes
diferencias ni en la ubicacion ni en la cantidad de picos caracteristicos en ambos casos.

En la Tabla 12 se presenta la asignacion de los mismos, de acuerdo con la bibliografia
disponible.

Tabla 12
Asignacion de los grupos funcionales del espectro para los soles hibridos.
Pico (cm™) Asignacion Referencia

1275 Si-CH, [25,43,44,45]
1130 Si-O-Si [25,44,45,46]
1000 Si-O-Si [8,44]
911 Si-OH [25,44,45]
831 Si-C [44.,45]
771 Si-O [44,45,46]
446 Si-O-Si [25,36,39]
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433 Si-O-Si [25,36,39]

408 Si-O-Si [25,36,39]

6.4. Caracterizacion de las muestras con y sin inmersion en SBF

6.4.1. Perfilometria

Los resultados de los parametros de rugosidad Ra (valor medio de la rugosidad) y Rz
(profundidad de rugosidad media) para el sustrato de acero inoxidable desnudo y con una
capa de recubrimiento (sin inmersion) se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13
Parametros de rugosidad medidos para las muestras SS y TM.
Muestra Ra (um) Rz (um)
SS 0.046 + 0.002 0.27+0.02
SS + TEOS/MTMS (TM) 0.023 £0.002 0.21 £0.02

En el caso del acero inoxidable, la rugosidad superficial medida se corresponde con los
picos y valles generados en el proceso de pulido. Los pardmetros de la muestra con una capa
de recubrimiento son ligeramente menores que en el metal desnudo ya que la pelicula
depositada cubre de forma homogénea toda la superficie, suavizando la rugosidad del
sustrato.

Por otro lado, se intentd hacer una estimacion del espesor del film utilizando la misma
técnica. Para ello se trazaron los ajustes lineales de la medicion antes y después de la gota
generada por dip-coating (salto en el perfil) y se rest6 la diferencia de altura en micrones. En
la Figura 26 se presenta el resultado de una de las mediciones realizadas.
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Fig.26. Estimacion del espesor del recubrimiento sin particulas por sol-gel.

Se obtuvo entonces que en promedio el espesor de las capas sin particulas es de
aproximadamente 0.6 = 0.1um, lo cual coincide con lo esperado para recubrimientos sol-gel
[47]. Se estima que los sistemas con doble capa tendran espesores finales menores a 2um
aunque la medicion se dificulta por la presencia de las particulas de vidrio.

6.4.2. Tape Test

Luego de realizar el ensayo de adhesion, las superficies de los recubrimientos fueron
inspeccionadas con el microscopio Optico en busca de zonas que pudieran presentar
desprendimiento del recubrimiento o rotura del mismo.

En la Figura 27 puede observarse que los recubrimientos se encuentran en perfecto estado
luego del ensayo y no hay dafio visible alrededor del patrén. De acuerdo con la norma, se
determina cualitativamente que los recubrimientos son clase 5B ya que no existe area
removida producto del despegue de la cinta. Se concluye entonces que la adhesion entre el
recubrimiento y el sustrato, y entre ambas capas de recubrimiento es Optima.

Fig.27. Superficie de la muestra luego del ensayo de adhesion (34x).
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6.4.3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

A continuacion se presentan las imagenes tomadas mediante microscopia electronica para
las muestras TM, 13-93, BS y BS-Cu sin inmersion y luego de 14 dias de inmersion en SBF.

Fig.28. Imagen SEM a 1000x del recubrimiento monocapa TM: A) Sin inmersion y B) 14 dias de
inmersion.

En la Figura 28 se observan las imagenes SEM correspondientes al sistema TM. En la
muestra sin inmersion, se observa un recubrimiento integro sin presencia de fisuras ni
defectos, lo cual permite comprobar que no se superd el espesor critico y que ademas el
tratamiento térmico fue el adecuado para lograr la densificacion sin inducir fallas en el film.

Para el mismo recubrimiento con 14 dias de inmersion en SBF no se observan cambios
apreciables sobre la superficie, excepto algunos depositos de sales producto de que las
muestras no fueron enjuagadas luego de ser retiradas de inmersion. Esto indica que el
recubrimiento, si bien pudo suftrir degradacion, sigue manteniendo la proteccion del sustrato
al no observarse roturas del mismo.
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Fig.29. Imagen SEM del recubrimiento con particulas 13-93: A) Sin inmersion a 200x, B) Sin
inmersion a 1000x, C) 14 dias de inmersion a 200x y D) 14 dias de inmersion a 1000x.

Las imagenes para el recubrimiento bicapa funcionalizado con vidrio silicato 13-93 se
presentan en la Figura 29. A bajos aumentos puede observarse de manera general una buena
distribucion espacial de particulas en el recubrimiento asi como de tamafio de las mismas,
visualizandose incluso particulas cercanas a los 10um. De esta manera, se confirma que para
este caso no resulta necesaria la incorporacion de un dispersante en la suspension.

Comparando las imagenes 29.B y 29.D, correspondientes a la muestra sin inmersion y
luego de 14 dias en SBF, se observa que luego de estar en medio fisiologico simulado
comienzan a haber pequefios huecos en el recubrimiento consecuencia de la disolucion y/o
desprendimiento de los vidrios. Las particulas de mayor tamafio son aquellas que primero se
desprenden del film mientras que las mas pequefias siguen incorporadas en el recubrimiento.

Fig.30. Imagen SEM de un cluster de hidroxiapatita en la superficie del recubrimiento 13-93 a 10000x
(A) y a 18000x (B).

En la Figura 30, se presenta a mayores aumentos uno de los clusters encontrados en la
muestra. Por la morfologia tipo coral se considera que puede tratarse de algun fosfato rico en
Ca e incluso hidroxiapatita, la cual nuclea y crece de manera puntual sobre la superficie
funcionalizada con biovidrio, como se demostrd en trabajos previos [13]. Si bien la técnica
indicada para dilucidar la composicion seria EDS (espectroscopia de rayos X de dispersion de
energia), la misma no permite discriminar entre los vidrios bioactivos, fosfatos de calcio e

53



hidroxiapatita. Por lo tanto, se debié tener en cuenta alguna otra técnica complementaria
como FTIR para tratar de confirmar lo hallado.

Dada la alta bioactividad reportada para los biovidrios utilizados por una rapida disolucion
[8], se esperaria que la hidroxiapatita comience a nuclear a tiempos mas cortos de inmersion
en SBF que el presentado. Por lo tanto, luego de 14 dias de inmersion se obtuvo un nivel de
bioactividad més bien moderado para el recubrimiento con biovidrio 13-93, presentando
solamente algunos clusters de pocos micrones.

Fig.31. Imagen SEM del recubrimiento con particulas BS: A) Sin inmersion a 200x, B) Sin inmersién
a 1000x, C) 14 dias de inmersion a 200x y D) 14 dias de inmersion a 1000x.

Los resultados para el recubrimiento con particulas de borosilicato BS se presentan en la
Figura 31. Al igual que para el biovidrio anterior se obtuvo una buena dispersion de
particulas en el film.

Luego del periodo de inmersion en SBF, se observa una gran cantidad de sales depositadas
sobre la superficie. En la imagen 31.D puede verse a mayores aumentos la morfologia de los
depositos, los cuales a diferencia del vidrio 13-93 no presentan la forma caracteristica tipo
coral, por lo cual se descarta que se trate de hidroxiapatita. Ademas, se puede observar que
existen pocos huecos producto de la disolucion de las particulas, las cuales permanecen en el
recubrimiento.
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Fig.32. Imagen SEM del recubrimiento con particulas BS-Cu: A)Sin inmersion a 200x, B) Sin
inmersion a 1000x, C) 14 dias de inmersion a 200x y D) 14 dias de inmersion a 1000x.

Finalmente, las imagenes SEM correspondientes al recubrimiento con particulas de
borosilicato dopado con cobre se observan en la Figura 32. Nuevamente, la distribucion de
particulas lograda fue Optima y se aprecia que quedan en el recubrimiento particulas de
variado tamafio pero todas menores a 10um, indicando que las de mayor tamafio decantaron
en el sol antes de ser depositadas.

Después de 14 dias de inmersion en solucion fisiologica simulada, la zona de la muestra
observada no presenta depositos correspondientes a hidroxiapatita y lo que puede verse es
producto de la deposicion de sales. Practicamente no se generaron huecos por disolucion de
las particulas bioactivas y las cuales permanecen mayormente en el recubrimiento.

Tanto en el caso del BS como en el BS-Cu, el hecho de no haber identificado clusters de
interés a través de las imagenes SEM no implica que no estén presentes en la muestra,
teniendo en cuenta que la observacion se hace en zonas puntuales de la misma.

55



Fig.33. Imagen SEM a 18000x de: A) 1° capa y B) 2° capa del recubrimiento.

Por ultimo, se presentan las imagenes SEM a 18000x de la primera capa del recubrimiento
(TM) y de la segunda capa para un film con particulas de biovidrio, ambos sin inmersion en
SBF (Figura 33). Se observa claramente que la primera capa del recubrimiento no presenta
defectos y se encuentra integra, con lo cual resulta una barrera efectiva para evitar la
liberacion de iones metalicos al organismo. En cuanto a la segunda capa, se puede ver que
existe una porosidad submicrdnica la cual no era esperada dado que se us6 el mismo sol para
ambos casos y fueron depositadas en las mismas condiciones. Si bien no se sabe con certeza
qué fue lo que causéd la porosidad encontrada, podria presumirse que fue producto de la
suspension de las particulas de vidrio al quedar aire atrapado producto de la agitacion o por el
envejecimiento prematuro del sol utilizado [27].

6.4.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

A continuacion se presentan los espectros FTIR tomados en modo ATR, comparando
todas las muestras sin inmersion en SBF (Figura 34), con 7 dias de inmersion (Figura 35) y
con 14 dias de inmersion (Figura 36). Los espectros para 1 y 3 dias de inmersion se omitieron
dado que no presentan variaciones sustanciales respecto de las muestras a tiempo cero.
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Fig.34. FTIR de las cinco condiciones a tiempo cero (sin inmersion en SBF).

En la Figura 34 puede observarse que el acero inoxidable AISI 316L no genera un
espectro caracteristico en FTIR, dado que no posee grupos funcionales organicos. Puede
notarse que para el caso del TM los picos del espectro coinciden con los determinados para el
sol hibrido (ver Tabla 12). Los espectros de las muestras funcionalizadas con particulas

bioactivas presentan una combinacion de las sefales del sol y de los vidrios, ambos de base
silice.
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Fig.35. FTIR de las cinco condiciones luego de 7 dias de inmersion en SBF.

Luego de 7 dias de inmersidon en solucion fisiologica simulada, comienzan a apreciarse
variaciones en los espectros (Figura 35). Los picos identificados para las muestras sin
inmersion no son sefialados en el grafico para no entorpecer su comprension.

En el caso del acero inoxidable desnudo, se observa que existen especies hidratadas a
nimeros de onda mayores a 1600cm™ y no se espera que presente otros grupos ya que no es
bioactivo. Por otra parte, las muestras con recubrimientos comienzan a desarrollar en su
superficie carbonatos (a nimeros de onda mayores a 1400cm™) y fosfatos de calcio, los
cuales muestran un indicio de bioactividad en las muestras. Esto puede verse en el espectro
FTIR como la aparicion de una sefial a aproximadamente 1036¢cm™ para el pico mas intenso,
y en menor medida a 1055cm™ y a 600cm™. Se observa para el BS y el BS-Cu un pico
incipiente cercano a 1300cm™ el cual se relaciona con la presencia de boro en la estructura,
pudiendo estar apantallado por sefiales mas intensas en los espectros a tiempo cero. Para el
TM, no se observa la aparicion de dichos picos.
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Fig.36. FTIR de las cinco condiciones luego de 14 dias de inmersion en SBF.

Por ultimo, se presenta el grafico del espectro para las muestras luego de 14 dias en SBF
(Figura 36). Para aquellas con recubrimiento se observa una disminucion de la intensidad del
pico correspondiente a la union Si-CH; respecto de los 7 dias, indicando que estos grupos
estan sufriendo modificaciones y posiblemente estén participando en la formacion de los
fosfatos de la hidroxiapatita carbonatada. El pico a 1036cm™ aumenta ligeramente su
intensidad hacia los 14 dias, aunque se esperaria que también aumenten aquellos ubicados
alrededor de 600cm™, sobre todo para las muestras bioactivas. Esto puede ser un indicio de
que la cantidad de particulas agregadas al sol no fue suficiente para desarrollar el nivel de
bioactividad que alcanzan los vidrios por si mismos para estos tiempos [8].

A modo de resumen, se presenta en la Tabla 14 la asignacion de todos los picos del
espectro para las muestras recubiertas luego de 14 dias en SBF junto con las referencias

correspondientes.

Tabla 14

Asignacion de los picos del espectro FTIR a 14 dias de inmersion para las muestras recubiertas.

Valor de referencia . ., :
(cm™) Asignacion Referencia TM 14d | 13-93 14d | BS 14d | BS-Cu 14d
1630 O-H [48,49] 1630 1626 1628 1630
1460 C-0 [8,13,49,50] - 1458 1460 1458
1300-1500 B-O [8,51] - - 1297 1298
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1275 Si-CH, | [25.43,44,45] | 1275 1272 1273 1272
1130 Si-O-Si | [25,44,45,46] | 1124 1135 1134 1136
1055 P-O [49,50] - 1055 1055 1055
1036 P-O [8,13,48,49] - 1037 1035 1035
1000-1040 Si-0-Si [8,44] 1015 1006 1006 1011
831 Si-C [44.,45] 840 832 835 831
771 Si-0 [44,45,46] 774 773 773 772
600 P-O [8,48,49,50] - 598 598 597
446 Si-0-Si [8,13] 448 446 448 446
433 Si-O-Si [8,13] 432 427 427 434
408 Si-0O-Si [8,13] 416 411 408 412

6.5. Respuesta antibacterial

Los ensayos antibacteriales sobre los recubrimientos que contienen particulas de BS y
BS-Cu se presentan en la Figura 37. Puede observarse que en los duplicados para ambas
muestras no se identificaron halos de inhibicion para el crecimiento de la cepa bacteriana
empleada.

Si bien el biovidrio BS-Cu posee una actividad antibacterial comprobada, resulta evidente
que dicha actividad no puede manifestarse en el sistema conformado por el recubrimiento con
el vidrio. Esto puede deberse a que la concentracion del vidrio incorporado no sea suficiente
como para exhibir el efecto o bien que las particulas que contienen el cobre no pudieron salir
del recubrimiento. Si se tienen en cuenta las imagenes SEM para las muestras sin inmersion y
luego de inmersion prolongada en SBF (Seccion 6.4.3.), donde pudo verse que las particulas
permanecieron en el recubrimiento, puede asumirse que practicamente no existe
disolucion/desprendimiento de las mismas, con lo cual no puede liberarse el ion Cu*'.

Una posibilidad para mejorar la eficiencia antibacterial de estos recubrimientos a tiempos
cortos de implantacion seria incorporar el cobre en el sol hibrido, a través del agregado de
nitrato de cobre (II) (Cu(NO,),), en lugar de incorporarlo al biovidrio.
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Fig.37. Ensayo de halo de inhibicion para los recubrimientos con vidrios BS y BS-Cu.

6.6. Ensayos electroquimicos

6.6.1. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

A continuacion se presentan las representaciones de Bode de los ensayos de
espectroscopia de impedancia electroquimica para todas las muestras luego de 1 y 14 dias de

inmersion en SBF (Figura 38).
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Fig.38. Representacion de Bode para todas las muestras luego de 1 y 14 dias de inmersion en SBF. A
y B: modulo de impedancia vs frecuencia. C y D: angulo de fase vs frecuencia.

Una forma de analizar el comportamiento electroquimico y con ello la integridad y grado
de proteccion del recubrimiento en el tiempo, es a través de ensayos no destructivos como
EIS.

De manera general se observa que todas las muestras recubiertas, ya sea con una o dos
capas presentan un mayor valor de modulo de impedancia (extrapolando a frecuencia cero en
el grafico de Bode |Z| vs frecuencia), respecto del acero inoxidable desnudo, tanto a tiempos
cortos como largos de inmersion. Las muestras con dos capas presentan una mejora mayor a
un orden de magnitud en el moédulo de la impedancia.

Luego de 14 dias en SBF, el SS se mantiene sin variaciones en su comportamiento
electroquimico (Figura 38.B). Para el TM luego de inmersion prolongada se observa que el
recubrimiento pasa a tener tres constantes de tiempo en lugar de dos. Esto puede atribuirse a
un proceso de degradacion del recubrimiento donde se generan poros que permiten el paso de
SBF hacia la base de dichos poros pero a la vez pueden ser tapados por compuestos
provenientes de la solucidon o por productos de corrosion generados. Para el 13-93 a 14 dias
de inmersion se evidencia una importante disminucion en el médulo de la impedancia (Figura
39) debido a la disolucion de las particulas bioactivas, mientras que el BS y BS-Cu
practicamente no muestran cambios en el comportamiento (Figura 40), presumiblemente
porque la velocidad de disolucion de las particulas en el recubrimiento es menor, como pudo
comprobarse por SEM.
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Fig.40. Graficos de Bode para el BS y BS-Cu luego de 1 y 14 dias de inmersion.

Los resultados de todas las muestras, ensayadas por cuadruplicado, fueron modelados a

través de circuitos equivalentes que ajustan los datos experimentales obtenidos y facilitan la

interpretacion de los procesos fisicos y de degradacion que ocurren en el sistema. El modelo

utilizado para todos los casos es el presentado en la Figura 41 [16,53], excepto para el TM

luego de 14 dias de inmersion para el cual se emple6 el circuito de la Figura 42.

R=ol Qrec
AV >
Rrec Cidc
>_
Rtq

Fig.41. Modelo circuital para todas las muestras excepto para TM 14d.

63

0
100000

-90

-80

-70

-60

-50

40

-30

-20

-10

Zphz (°)



Rsol Qrec
VaVe >
Rrec Q1 Cde
> —
Rtg

Fig.42. Modelo circuital para TM 14d.

Ambos modelos tienen tres resistencias, las cuales corresponden a la solucion (Rsol), al
recubrimiento o a los poros del 6xido para el caso del SS (Rrec/Rox) y la resistencia a la
transferencia de carga en la superficie del metal (Rtq). En lugar de capacitores ideales se
utilizaron elementos de fase constante llamados CPE, cuando el dngulo de fase es distinto a
-90°:

CPE = 1/Q(Gw)*  (Ec.15)

Los CPE se utilizan en lugar de capacitores ideales para compensar inhomogeneidades del
sistema, como puede ser una superficie rugosa o porosa. Cada uno de estos elementos de fase
constante se encuentra afectado por un coeficiente o asociado a la homogeneidad del sistema,
siendo 1 el valor correspondiente a un capacitor ideal (angulo de fase constante igual a -90°)
[54].

Asi, se representa la pseudocapacitancia del recubrimiento u oOxido (Qrec/Qox), la
correspondiente a la doble capa electroquimica (Qdc) y una tercera (Q1) para el modelo del
TM 14d, representando productos de corrosion en el fondo de los poros.

Cada muestra fue ajustada al modelo correspondiente obteniendo errores menores al 10%,
y se presentan los resultados promedio de las 4 muestras para cada caso (Tabla 15). A modo
de ejemplo, se presenta en el grafico de la Figura 43 los resultados experimentales y el
modelo empleado para el TM 1d y 14d, demostrando el buen ajuste que generan los circuitos

elegidos.
Tabla 15
Ajuste matematico con modelos de circuitos equivalentes.
Rsol Qrec/0x Rrec/6x Ql Qdc Rtq
Muestra Ao a a
(Qem?) | (S*/Qem?) | O | (Qem?) | (SYQem?) | | (S¥/Qem?) | % (Qem?)
SS 1d 44 2.63E-05 0.911 | 1.40E+02 - - 1.09E-05 |0.898 | 2.03E+06
SS 14d 47 2.77E-05 0.874 | 3.59E+02 - - 1.24E-05 | 0.856 | infinito
™ 1d 45 6.29E-06 0.638 | 2.64E+02 - - 1.70E-05 |0.899 [ infinito
T™ 14d 45 4.09E-06 0.737 | 1.16E+03 | 1.14E-05 [0.734| 1.59E-05 |0.852 | 9.24E+03
13-93 1d 45 1.55E-08 0.927 |2.37E+04 - - 6.47E-07 |0.545 | 1.20E+06
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13-93 14d 45 3.08E-07 | 0.704 |5.33E+03 - 7.77E-07 |0.846 | 1.72E+06
BS 1d 45 1.55E-08 0.900 |3.41E+04 - 4.61E-07 |[0.625| 7.53E+05
BS 14d 45 6.15E-09 0.930 | 4.77E+04 - 5.14E-07 [0.492 | 1.19E+06

BS-Cu 1d 45 7.78E-09 0.908 | 3.96E+04 - 8.90E-07 |0.469 | 3.44E+06

BS-Cu 14d 45 1.54E-08 0.864 | 4.40E+04 - 4.32E-07 |0.648 | 1.44E+07

A 10° ¢ B 1w =

% --o-- TM_1d_imp 10° | —¢ - TM_14d_imp
10° | FitResult _E FitResult
10° F
T N10'E
F 10° |
10 g oF
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Fig.43. Ejemplo de resultados experimentales y ajuste matematico para el TM: A y B moédulo de
impedancia vs frecuencia (1 y 14 dias), C y D angulo de fase vs frecuencia (1 y 14 dias).

Finalmente, se relaciond la pseudocapacitancia del recubrimiento con una capacidad

efectiva (Ceft), a partir de la siguiente ecuacion, siguiendo el modelo de Brugg [55]:

Ceff =01

Rsol.Rrec
Rsol+Rrec

) 2 (Be16)

Los valores promedio de la capacidad efectiva de las cuatro muestras para cada sistema y

la desviacion estandar se presentan en la Tabla 16.
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Tabla 16

Capacidades efectivas obtenidas con el modelo de Brugg.

Muestra Ceff (F/cm?)
SS 1d 1.32E-05 + 7.06E-13
SS 14d 1.05E-05 + 2.39E-12
™ 1d 5.79E-08 + 1.65E-15
TM 14d 1.15E-07 = 2.61E-14
13-93 1d 4.09E-09 + 4.57E-19
13-93 14d 3.41E-09 + 1.11E-17
BS 1d 3.05E-09 + 6.36E-19
BS 14d 1.97E-09 + 1.40E-19
BS-Cu 1d 1.71E-09 + 4.18E-20
BS-Cu 14d 1.55E-09 + 1.76E-19

Si bien todas las muestras con doble recubrimiento se mantienen considerablemente
estables en el tiempo de inmersion estudiado, los resultados del ajuste matematico muestran
que el recubrimiento con particulas de vidrio 13-93 es el que presenta las mayores
variaciones en el tiempo en los parametros del recubrimiento, cambiando un orden de
magnitud Rrec, tal como se observé en los graficos de Bode. Para el TM, el cambio que se
presenta en el modelo luego de 14 dias en SBF puede interpretarse como un deterioro del
recubrimiento confirmado por una disminucion de la resistencia (Rrec). Si bien los poros
pueden ser tapados por especies que se depositen provenientes del electrolito o bien por
productos generados por la corrosion, se observa un aumento de la capacidad efectiva
indicando que no resulta mas protector que el recubrimiento antes de degradarse.

Para el BS y el BS-Cu, tanto los parametros del ajuste con el modelo como la capacidad
efectiva indican que casi que no presentan variaciones en los tiempos estudiados.

A partir de estos resultados puede asegurarse que las muestras con recubrimientos bicapa
son un mejor dieléctrico respecto del recubrimiento con una sola capa. Como era de
esperarse, el recubrimiento monocapa es mas capacitivo que el metal desnudo con una capa
de oxido superficial. Ademas, los resultados del modelado electroquimico resultaron del
orden de los reportados para sistemas semejantes obtenidos a partir de soles hibridos
TEOS/MTES [16].
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6.6.2. Curvas de polarizacion potenciodinamicas

En la Figura 44 se presentan las curvas de polarizacion potenciodinamicas para todas las

muestras luego de 1 y 14 dias de inmersion en SBF, y en la Tabla 17 se presenta la

comparacion para los potenciales mas significativos de cada una.
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Tabla 17
Potenciales significativos para todos los sistemas a 1 y 14 dias de inmersion en SBF.
Muestra Eocp (V) Erup (V) Erup-Egp (V)
SS 1d -0.18 0.45 0.63
SS 14d -0.16 0.41 0.57
™ 1d -0.16 1.06 1.22
T™M 14d -0.14 0.77 0.91
13-93 1d -0.13 1.01 1.14
13-93 14d -0.13 0.97 1.10
BS 1d -0.14 1.27 1.41
BS 14d -0.15 1.04 1.19
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BS-Cu 1d -0.13 1.11 1.24

BS-Cu 14d -0.17 1.11 1.28

Para el acero inoxidable luego de 1 dia de inmersion en SBF se observa el comportamiento
correspondiente a una pelicula pasiva estable hasta 0.23V. A partir de alli y hasta 0.45V
(Erup) se observa una zona con picaduras metaestables las cuales crecen y se repasivan
sucesivamente como puede verse en el grafico de la Figura 45. A potenciales mayores que el
de ruptura, la repasivacion espontinea ya no es posible y las picaduras crecen de forma
autocatalitica, dando lugar a la disolucion activa del material.

0,4

0,3

E vs SCE (V)

0,2

i(Afem®)

Fig.45. Zona metaestable de pasivacion del acero inoxidable.

En comparacion con el SS a 1 dia de inmersion, las muestras con recubrimientos de una y
dos capas presentan potenciales de ruptura cuyo valor al menos duplica al del metal desnudo,
variando entre 1.01 y 1.27V. Por otra parte, las densidades de corriente medidas para estas
muestras son entre uno y dos 6rdenes de magnitud menores que para el acero inoxidable,
evidenciando el caracter protector de los recubrimientos. El material no sufre picado hasta
Erup, manteniendo una densidad de corriente con una variacién menor a una década en todos
los casos. A partir de las curvas de polarizacion, no se observa una mejora significativa en la
respuesta de los sistemas bicapa respecto de TM con 1 dia de inmersion, lo cual puede
asociarse a la porosidad de la capa mas externa de los recubrimientos funcionalizados con
particulas, tal como fue corroborado por SEM.

Luego de 14 dias en solucion fisiologica simulada, el SS presenta una pelicula pasiva
estable donde tanto el Erup como la densidad de corriente se mantienen practicamente sin
variaciones. Para el TM se observa un corrimiento de la densidad de corriente hacia valores
menores respecto de las curvas para 1 dia de inmersion, indicando que pudieron haberse
depositado compuestos provenientes de la solucidon o productos de corrosion en los poros que
pudiera tener la capa. Lo mismo ocurre para la muestra BS donde la densidad de corriente
disminuyo respecto de 1 dia de inmersion (Figura 46). Esto puede correlacionarse con lo
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observado en las imagenes SEM donde se ve que practicamente no se produjo disolucion de
las particulas y que existen depdsitos de especies en la superficie de las muestras, los cuales
pueden generar una mayor resistencia al paso de la solucion.
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Fig.46. Corrimiento de la curvas de polarizacion para el TM (izq.) y BS (der.) hacia densidades de
corriente menores luego de inmersion prolongada en SBF.

La curva para el BS-Cu se mantuvo practicamente sin cambios luego de 14 dias en SBF,
por lo cual no es presentada.

Para el recubrimiento con vidrio 13-93 se observa un muy ligero aumento en la densidad
de corriente para tiempos de inmersion prolongados (Figura 47), lo cual puede relacionarse a
través de las imagenes SEM con la disolucion de las particulas bioactivas las cuales dejan
huecos que permiten un mayor paso de la solucion a través del mismo.
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Fig.47. Corrimiento de la curva de polarizacion para el 13-93 luego de 14 dias en SBF.

El potencial de ruptura para el TM disminuye considerablemente respecto de 1 dia en SBF
aunque sigue manteniéndose por encima del correspondiente al acero inoxidable, lo cual
indica que el recubrimiento comenz6 a degradarse. Para los recubrimientos con particulas de
vidrio 13-93 y BS, el potencial de ruptura también disminuyd un poco pero se mantiene en
valores cercanos a 1V, mientras que para el BS-Cu el Erup no mostr6 variaciones.
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7. Analisis economico

La relacion costo/beneficio que presenta una protesis es uno de los puntos a evaluar al

momento de su seleccion. En Argentina, los costos de fabricacion de implantes de acero

inoxidable de grado quirtrgico resultan mucho menores que para las aleaciones de mayor

prestacion como las de titanio, razon por la cual siguen siendo los mas demandados por el

mercado.

Con el objetivo de evaluar la posible insercion en el mercado nacional de implantes de

acero inoxidable AISI 316L recubiertos por sol-gel, se realizd un estudio de los costos

asociados al recubrimiento y se compard el costo final con los correspondientes a piezas
semejantes fabricadas de la aleacion Ti-6Al-4V. Se considerd para el estudio un vastago
femoral que compone una protesis total de cadera, y no se tuvo en cuenta la inversion inicial
por la instalacion de la planta ni los procesos de fabricacion de la pieza sin recubrimiento.

Tabla 18

Costos de fabricacion asociados a los recubrimientos por sol-gel para producir 30000 piezas anuales.

Costos directos de produccion (USD/aiio)

Materias primas 66200
Mano de obra (6 operarios) 60000
Supervision (2 supervisores) 12000
Servicios (electricidad dip-coater y hornos eléctricos) 25000
Mantenimiento 5000
Suministros 20000
Gastos de laboratorio 3000
Costos fijos (USD/aiio)
Depreciacion (300000 USD a 30 afios por construccion de la planta y 40400
152000 USD a 5 afos por equipos comprados)

Impuestos 2500
Seguros 15000

Costos generales (USD/afio)
Administracion 15000
Gastos generales de la planta 20000
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Total (USD/afio) 284100

A partir de la estimacion de los costos de fabricacion presentada en la Tabla 18,
considerando una produccion anual de 30000 piezas, el costo del recubrimiento resulta de
9.47 USD/pieza el cual debe sumarse al costo base del implante.

Los precios de los vastagos disponibles actualmente en el mercado internacional son los
siguientes:

- AISI 316L cementado (TecnoProt S.A., Argentina): 160 USD
- Ti-6Al-4V cementado (MBA Surgical Empowerment, Espana): 760 USD

- Ti-6Al-4V no cementado, con HAp por plasma spray (MBA Surgical Empowerment,
Espana): 1550 USD

Por lo tanto, para el vastago de acero inoxidable el incremento en el precio dado por el
recubrimiento bicapa es de un 6%, dando un valor final de aproximadamente 170 USD/pieza.
Si se tiene en cuenta que el recubrimiento mejora la resistencia a la corrosiéon y que la
presencia de las particulas de vidrio le confiere un cardcter bioactivo pudiéndose
osteointegrarse con el hueso, los implantes AISI 316L resultan una opcion econdmicamente
favorable frente a los de Ti-6Al-4V, siendo factible su produccion en Argentina.
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8. Conclusiones

Se pudieron obtener exitosamente recubrimientos a partir de un sol hibrido
organico-inorganico, funcionalizado con particulas de vidrios bioactivos sobre acero
inoxidable de uso quirurgico. Los resultados y conclusiones mas importantes del trabajo
realizado son enumerados a continuacion.

e Resulta factible emplear un sol hibrido TEOS/MTMS que reemplace en funcionalidad
al conocido sistema TEOS/MTES pero a un menor costo, asegurando que los
productos de la reaccion potencialmente toxicos para el organismo son correctamente
eliminados a través del tratamiento térmico.

e A partir de los estudios por FTIR y NMR, no se observaron cambios estructurales en
el vidrio borosilicato con y sin agregado de dopante. Mediante espectrofotometria
UV-VIS fue posible confirmar que el cobre se encuentra libre en la estructura como
ion chprico (Cu?") y se ubica en huecos intersticiales.

e [os recubrimientos obtenidos presentaron buena adherencia con el sustrato y se
comprobd su integridad mediante microscopia Optica y electronica, donde no se
observaron fisuras ni defectos que puedan perjudicar la capacidad protectora de los
mismos.

e Se encontrdé mediante SEM que las capas mas externas de los recubrimientos bicapa
presentan porosidad submicronica, y si bien se desconoce su origen en esta etapa de
estudio, se estima que puede deberse a un envejecimiento prematuro del sol
funcionalizado.

e Los recubrimientos con particulas bioactivas presentaron en los estudios in vitro
signos de bioactividad luego de 7 dias de inmersion en solucidn fisioldgica simulada,
debido a la presencia de sefiales de carbonatos y fosfatos de calcio en los espectros
FTIR.

e Las muestras recubiertas con vidrios dopados con cobre no presentaron halos de
inhibicién de crecimiento para la cepa de Escherichia Coli empleada, con lo cual su
poder antibacterial no pudo ser comprobado. Esto puede deberse a que la cantidad de
vidrio incorporado no fue suficiente o bien que las particulas no pudieron salir del
recubrimiento para liberar el Cu*".

e Todas las muestras recubiertas presentaron en los ensayos de espectroscopia de
impedancia electroquimica moédulos de impedancia mayores que para el acero
inoxidable desnudo, mientras que las capacidades efectivas resultaron mucho
menores. En las curvas de polarizacidn, se observa que todas las muestras presentaron
potenciales de ruptura mayores que para el metal desnudo y densidades de corriente
entre uno y dos ordenes de magnitud menores antes de la inmersion en SBF,
evidenciando en conjunto el caracter protector de los recubrimientos. Luego de 14
dias en SBF, la muestra con una unica capa comenz6 a degradarse, lo cual se infiere
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tanto de la curva de polarizacion como de EIS. Las muestras con recubrimientos
funcionalizados mostraron muy poca degradacion con el tiempo, sobre todo para el
BS y BS-Cu, mientras que el 13-93 es el que presento leves variaciones indicando que
la velocidad de disolucion de las particulas resulté un poco mayor.

Son necesarios mayores tiempos de inmersion para observar en las muestras
cantidades apreciables de hidroxiapatita en la superficie. Esto indica que la cantidad
de biovidrios incorporados no fue suficiente como para lograr un alto nivel de
bioactividad de los recubrimientos a tiempos cortos, semejante al obtenido para los
vidrios sin ser incorporados en el recubrimiento, segin bibliografia.

La fabricacion en Argentina de prétesis de acero inoxidable no cementadas con los
recubrimientos propuestos en este trabajo resulta economicamente factible, frente a
los costos de protesis analogas de Ti-6Al-4V cementadas o recubiertas con
hidroxiapatita por plasma spray fabricadas en el exterior.
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10. Trabajo a futuro

A partir de lo desarrollado en el presente trabajo, se proponen los siguientes items para
continuar con el estudio de los sistemas propuestos:

e Estudiar la evolucion del sistema a mayores tiempos de inmersion (por ejemplo a 21 y
30 dias) tanto electroquimicamente como in vitro.

e [Estudiar el origen de la porosidad hallada en las capas externas de los recubrimientos
funcionalizados.

e Aumentar la cantidad de particulas bioactivas anadidas al sol (por ejemplo a 10 0 15%
p/p) para tratar de mejorar la bioactividad del sistema a tiempos cortos y el poder
antibacterial de los recubrimientos.

e Caracterizar mediante difraccion de rayos X (DRX) los sustratos con y sin inmersion
en SBF para comprobar la existencia de fases cristalinas de HAp luego del ensayo in
Vitro.

e Efectuar ensayos de adhesion y proliferacion celular sobre el recubrimiento.

e Estudiar en un modelo in vivo el desempeno de los recubrimientos que presenten los
mejores resultados in vitro.
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Anexo

Diseifio y obtencion de la celda electroquimica

Se disefio y confeccion6 una celda electroquimica de tres electrodos, adaptada al sistema
implante-recubrimiento para el cual se evalu6 la resistencia a la corrosion. La misma consta
de un recipiente, una tapa y un portamuestras, cuyos planos constructivos son adjuntados a
continuacion.

En particular, para el disefio del portamuestras se consideraron los siguientes aspectos:

- Exponer un area controlada y repetitiva de las muestras, en la cara de interés.

- Lograr un completo sellado de forma que el electrolito alcance inicamente dicha area
de la muestra.

- Evitar inducir corrosion por rendijas (crevice).

- Evitar introducir materiales que puedan reaccionar con el electrolito o contaminarlo.

Para la fabricacion tanto de la tapa como del portamuestras se seleccioné como material el
polioximetileno (POM) mas conocido por su marca comercial Delrin®, que es un polimero
termoplastico de gran dureza y resistencia. Posee estabilidad dimensional desde -40 hasta
115°C permitiendo su uso a 37°C, temperatura a utilizar en los ensayos.

Este material es facilmente mecanizable, permitiendo tornear roscas y realizar secciones
controladas a partir de una barra redonda del material.

Para lograr un sellado eficiente del sistema se utilizaron juntas redondas (o ’ring) de
elastomero resistente a la temperatura y la presion. Esto permitié delimitar un area de manera
controlada para exponer al electrolito en el portamuestras, y evitar la evaporacion del
electrolito en el caso de la tapa.

El vaso o recipiente fue obtenido a partir de vidrio de borosilicato por su durabilidad y
resistencia quimica y a la temperatura.

Una vez obtenido el prototipo de celda y portamuestras, se procedio a verificar el disefio a
través de pruebas electroquimicas para comprobar el correcto sellado del sistema y la
reproducibilidad de los resultados obtenidos. Las pruebas realizadas fueron exitosas y el
sistema electroquimico pudo ser empleado de forma confiable para el andlisis de las
muestras.
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