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Resumen

El acero inoxidable es un material ampliamente utilizado para implantes
traumatolégicos permanentes, principalmente por su resistencia mecéanica y su bajo
costo. Sin embargo, no presenta propiedades osteoinductivas que favorezcan la
union del implante al tejido adyacente y es susceptible a la corrosion en medio
fisioldgico, con la consecuente liberacion de iones metalicos al organismo y la
disminucién de vida util del implante.

En el presente trabajo se realizaron recubrimientos sobre acero inoxidable por
medio de deposicion electroforética (EPD), con el objetivo de contrarrestar las
problematicas y limitaciones del metal. Los recubrimientos fueron fabricados con:
zeina, un polimero natural y biocompatible que proveyé la plataforma para la
incorporacion de materiales funcionales; vidrio bioactivo para favorecer la union del
implante al tejido; y cobre, que se incorpor6 como dopante del biovidrio, para
proveer propiedades antibacteriales, angiogénicas y disminuir posibles riesgos de
infeccidn. Los recubrimientos fueron caracterizados mediante distintas técnicas que
incluyeron microscopia optica y SEM, procesamiento digital de imagenes, FTIR,
perfilometria, ensayos de adhesion y angulo de contacto. Ademas, se realizaron
ensayos electroquimicos, de viabilidad/proliferacién celular, de liberacion de cobre
y actividad antibacteriana.

Los recubrimientos mostraron buena adhesion al sustrato, aumentaron levemente
su rugosidad y redujeron su angulo de mojado. El analisis FTIR demostré cierta
bioactividad de las capas tras 7 dias de inmersion en SBF, por la aparicion de
depositos relacionados a la hidroxiapatita. Sin embargo, los ensayos
electroquimicos realizados tras ese tiempo indicaron una bioactividad baja.
Mediante UV-vis se comprobd la liberacién de cobre de las capas, aunque los
ensayos antibacteriales mostraron una baja actividad antibacterial. No se
observaron mejoras en la resistencia a la corrosion de las muestras recubiertas
respecto del sustrato en los ensayos electroquimicos. Los ensayos in vitro celulares
mostraron una gran adhesion y proliferacion de las células C2C12 sobre las
muestras recubiertas.



Camila A. Aranda - Proyecto final 2021

indice
1. INTRODUCCION ......ooviiiiiecte et ete et ettt ete e eae e, 5
1.1 BIiOMAEIIAIES .ovveiiiii i 5
1.2 VidrioS DIOGCHIVOS .oiiieee et e e e e e e eeeanannnes 6
1.2.1 Vidrios bioactivos dopados con cobre ...........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeenn 9
1.3 Implantes MetAliCOS ......uuiii e 10
1.3.1 Acero inoxidable AIST 3LO6L .........uuiiiiiiiiiiiiiiiieeeie e 11
T4 ZEINA e 11
1.5 Deposicion electroforética (EPD) ........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee 13
1.6  Técnicas de CaracCteriZacCioN..........ceeeeiieeeeieiiieeeieiieer e 15
1.6.1 Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X
de energia dispersiva (EDS). .......cooiiiiiiiii i 15
1.6.2 Perfillometria.........eiieee e 16
1.6.3 AnQUIO de CONLACLO (CA) ....oeeveeeeeee e 17
1.6.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) .......... 17
1.6.5 Espectroscopia Ultravioleta visible (UV-ViS)..........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeee. 18
1.7  ENsayos eleCtroqUIMICOS ......coiiiiiiiiiii e 18
1.7.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica.............cccoeeeeevviveeennnn, 19
1.7.2 Curvas de polarizacion potenciodinAmICas............ccoeeeeeeeviiiieeeeeeeennnnn. 20
1.8  Viabilidad y proliferacion celular ..........cccccooeeieiiiiiiiii i, 21
2. OBJIETIVOS ...ttt e e e e e e 22
3. MATERIALES Y METODOS .....oiiiiiiiie e 23
3.1 Materiales de Partida ......ueeeeeeeeeiiiiiiiiiiieee e 23
3.1.1  SUSEratoS MELANICOS .....uuuiiiiie e 23
3.1.2  Vidrios DIOACHIVOS .....coeeeeiiiieiee e 23
3.2 RECUDIMIENTOS ..o e e 24
3.2.1 Preparacion de SUSIIAtOS............cooviviiiiiiiiiiieee e e eeeeeeeeeee e e e 24
3.2.2 Preparacion de las SUSPENSIONES ..........uuiiieeeieeeeeeeiieeeeiie e 24
3.2.3 Deposicion electroforética (EPD).........ccccuuiuiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeea e 25
3.3 Inmersidn en solucion fisioldgica simulada (SBF)...........coovvvvvvnnnnnnn. 25
3.3.1 Preparacidn de la SBF ..........cooiiiiiiiiiiee e 25
3.3.2 INMErSIiON €N SBF.......ccoiiiiiii e 25
3.4 Caracterizacion del sustrato y los recubrimientos.............cccccveennnnn. 26
3.4.1 Microestructura del acero inoxidable ..............ccccovviiiiiiiiiiiii e 26
3.4.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) ..........coovvviiiiiiiiiiiieeeeeee, 26



Camila A. Aranda - Proyecto final 2021

3.4.3 SECCION traASVEISAl .....uuuuiiiiiiii et 26
3.4.4 Perfillometria.......ccovvieiiiiii e 27
3.4.5 ANQUIO de CONLACIO (CA) ....oooveiieeie ettt 27

B I T 1= o1 (=] APPSR 27
3.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR).. 27
3.4.2 MiCroSCOPIA OPLICA ....ceeveeiiie e e e e e aeens 28
3.4.3 Procesamiento digital de imagenes (PDI)...........uuuuiiiieiiiiiiiiiiiiiennnnenn. 28

3.5 ENnsayos eleCtroqUIMICOS .....uuiiiiiiiiiiiiiiieee e 29
3.5.1 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) ..........ccccceeeeens 29
3.5.2 Curvas de polarizacion potenciodinAmICas............uveeeeeeeeeiiiieieieeeeeeenn. 29

3.6 Evaluacién de actividad antibacterial..........ccccccoeviiiiiiiiiiiiiii. 30
3.7 Evaluacion de liberacion de iones in Vitro ......ccoeeeeeeiieeeeeiiiiiinnnnn. 30
3.8 Evaluacién de laviabilidad celular ..........ccccccceeiiiiiiiiic, 30
38T W ST -8t 31
3.8.2 Microscopia de fluOreSCEeNCIa .........ccoccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 31

4. RESULTADOS Y DISCUSION ......cooiiiiieieiieeie e 32
4.1 Caracterizacion del SUSEIAtO ......uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 32
4.2 Seleccion de condiciones de depoSiCiON......ccccceveeeeeieiiiiiiiiiiie 33
4.3 Caracterizacion de los recubrimientos .......cccccoeveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiceen. 38
4.3.1 Perfilometria y seccion trasversal...........cccooooiiiiiiiiiiiieeeee 38
4.3.2 Angulo de CONtACLO (CA) ....ocveeeeeeeee e 41
TG TR T I T 1= =) APPSR 42

4.4 ENSAYOS IN VILIO cooiiiiiiiiiiiiit ittt ettt e e e e e e e e 43
4.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Trasformada de Fourier (FTIR-ATR).... 43
4.4.2 Microscopia opticay porosidad ............cooeeeeiiiiiiiiiiiiii e 44
4.4.3 ENsayos eleCtroqUIMICOS.........coeieiiiiiiiii e 48
4.5 Ensayos de liberaciéon de cobre y antibacteriales ...............cccceenne. 56
4.6 Evaluacion celular in VItro.......ccooeeiiiiiieee e 59
5. CONCLUSIONES .....ooiiiiiiiiiiieee et a s 61
6. TRABAJO A FUTURO ....coiiiiiiiiitti ettt a e e e e e e e e e e e e e 62
7. REFERENCIAS ..o e e e e e e e 63



Camila A. Aranda - Proyecto final 2021

1. INTRODUCCION

1.1 Biomateriales

Se define como ‘biomaterial’ a cualquier sustancia que ha sido disefiada para dirigir,
sola o como parte de un sistema complejo, el curso de una terapia o diagndstico
meédico, mediante interacciones con componentes de los sistemas bioldgicos [1].

Los biomateriales pueden adoptar la forma de implantes (implantes dentales,
traumatoldgicos, valvulas cardiacas, lentes intraoculares, ligamentos, injertos
vasculares, etc.) o de dispositivos médicos (corazones artificiales, biosensores,
marcapasos, etc.). Se utilizan para reemplazar o mejorar la funcion de aquellos
tejidos u 6rganos que han sido dafiados o han sufrido degeneracién, con el objetivo
de mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Para cualquier aplicacién, un biomaterial dado debe permitir un uso suficientemente
prolongado sin perder su funcion prevista o que el organismo huésped lo rechace.
Para lograrlo, el disefio y la seleccion de biomateriales debe tener en cuenta
multiples propiedades (mecanicas, fisicas, quimicas y biolégicas) y requisitos que
dependeran del contexto especifico, asi como del historial médico del paciente [2].

Los biomateriales deben ser biocompatibles, entendiendo como biocompatibilidad
la capacidad de un material para funcionar con una respuesta adecuada del
organismo huésped en una aplicaciéon especifica [1]. Esto significa que su presencia
no puede provocar efectos adversos o nocivos localmente (en el area de
implantacién), ni en otros 6rganos o tejidos [3]. En caso de utilizar materiales que
se degradaran dentro del organismo, se debe asegurar que los compuestos
liberados seran biocompatibles [2].

Algunos materiales presentan ademas propiedades bioactivas, es decir generan
una respuesta beneficiosa del cuerpo, promoviendo la union al tejido que los rodea

[4]

En el desarrollo de biomateriales, es de vital importancia la interfaz entre el tejido
biolégico y el material implantado. El estudio de diversas interfaces (implante-hueso,
implante-sangre, etc.), asi como estudios in vitro de adhesion y proliferacion celular
de diferentes biomateriales, ha demostrado que los sistemas biologicos tienen la
habilidad de reconocer detalles a nivel molecular [5]. Entre las propiedades fisico-
guimicas superficiales que afectan a la respuesta celular, se encuentran: la
mojabilidad, la energia superficial, la rugosidad, la composicion quimica, la carga
eléctrica superficial y la morfologia [5].

Kasemo y col. [6] describieron la secuencia de eventos que se producen tras la
insercién de un material en el interior del cuerpo humano:
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1) Las moléculas de agua son las primeras que alcanzan la superficie, la interaccion
entre ambas depende de la mojabilidad de la superficie. Si es hidrofilica, las
moléculas de H20 se disocian y forman superficies terminadas en grupos OH". Si es
hidrofobica se unen débilmente a la superficie sin llegar a disociarse.

2) Los iones presentes en el medio biolégico, (tales como Na* y CI), se incorporan
a la capa de agua como iones hidratados, formando una doble capa cuyo grosor
depende de las propiedades electrostéticas entre el medio y la superficie del
implante.

3) Las proteinas son adsorbidas y/o desorbidas por la superficie dependiendo de
las propiedades electrostéticas establecidas con la capa de agua.

4) Finalmente, la respuesta implante-célula dependera, en gran medida, del tipo de
proteinas presentes y su distribucion. El resultado de esta interaccion puede ser la
integracion del implante o bien su encapsulamiento con una capa fibrosa.

Esta secuencia de procesos [6], [5] en la interfaz implante/tejido evidencia la relacion
directa que existe entre las propiedades de la superficie del material y la respuesta
celular.

Para la produccion de biomateriales, se utilizan metales, cerdmicos, polimeros y
materiales compuestos. La necesidad de encontrar el mas adecuado para cada
caso, hace que la eleccion del material esté directamente relacionada con sus
propiedades, procesabilidad, costo y disponibilidad.

1.2 Vidrios bioactivos

En 1969, Hench junto con colaboradores, encontraron que algunos vidrios
compuestos por SiO2, Na20, CaO y P20s, en proporciones especificas, tenian una
excelente biocompatibilidad con el hueso natural y podian formar un enlace quimico
con él [33]. Su principal descubrimiento fue el vidrio 45S5 Bioglass®, que comenzo
a ser comercializado en 1985. Desde entonces se denominé como vidrio bioactivo
(también llamados biovidrios) a “aquel que provoca una respuesta biolégica
especifica en la interfaz del material que da como resultado la formacion de un
enlace entre los tejidos y el material” [4].

El mecanismo de unién Osea se atribuye a la formacion de una capa de
hidroxicarbonato de apatita o hidroxiapatita carbonatada (HCA) en la superficie del
vidrio, después de su disolucion inicial. EI HCA es similar al mineral 6seo y se infiere
gue interactda con las fibrillas de colageno para integrarse (unirse) con el hueso.
Las etapas propuestas para la formacion de HCA, ya sea en fluidos corporales in
vivo 0 en fluidos corporales simulados (SBF) in vitro, se muestran en la Figura 1, y
son [7]:
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1. Formacién de enlaces silanol (Si-OH) en la superficie del vidrio debido a un rapido
intercambio catidnico de Na* y/o Ca?* con H* del medio. Aumento del pH y creacién
de zonas ricas en silice.

2. Rompimiento de los enlaces Si-O-Si por un pH local alto. Pérdida de silice soluble
en forma de Si(OH)s4 y aumento de silanoles en la interface vidrio/solucion.

3. Condensacion de grupos Si-OH cerca de la superficie del vidrio y formacion de
una capa rica en silice.

4. Migracién de los grupos Ca?* y PO4* a la superficie a través de la capa rica en
silice. Formacion de una pelicula rica en CaO-P20s amorfo sobre la capa rica en
silice.

5. Incorporacion de hidroxilos y carbonatos de la solucion y cristalizacién de la
pelicula de CaO-P20s en HCA.

Bioglciss Silica Rich Calcium Phosphate
Sphere Layer Layer

Figura 1. Etapas propuestas para la formacion de HCA en vidrios bioactivos.

Una vez que se ha formado la capa de HCA, la unién del hueso implica la adsorcion
de proteinas, incorporacion de fibrillas de colageno, unién de las células
progenitoras 6seas, diferenciacion celular y excrecién de la matriz extracelular 6sea,
seguida de su mineralizacién [7].

La bioactividad de un vidrio y su capacidad para estimular la regeneracion 6sea a
nivel celular, dependera de su velocidad de disolucién y formacion de la capa de
HCA. Estos parametros pueden controlarse mediante la composicion y estructura
atomica del vidrio [7].

Los vidrios bioactivos de silicato estan formados por tetraedros de silice conectados
por oxigenos puente (ver Figura 2). El silicio actia como atomo formador de red,
dando a la estructura de vidrio estabilidad quimica. Los modificadores de red, como
el sodio y el calcio, forman enlaces de oxigeno no puente que interrumpen la red.
La velocidad de reaccién bioactiva con el medio y la posibilidad de reabsorcion del
material, estaran dadas por la relacion entre oxigenos puente y oxigenos no puente
presentes en el vidrio. Es decir, a menor concentracién de SiOz en el vidrio bioactivo

7
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y mayor cantidad de Na:O o CaO, la estabilidad quimica disminuye y la tasa de
reactividad aumenta [7], [8].
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Figura 2. Estructura de vidrios de silicato. Oxigenos puente (rojos) estabilizan el material,
oxigenos no puente (negros) facilitan la disolucién en medio biolégico.

En la Figura 3 se presenta un diagrama de fase ternario SiO2-CaO-Na2O con un
valor fijo de 6% en peso de P20s, que muestra los limites de bioactividad para
distintas composiciones de vidrio [9]. Los materiales de clase A son
osteoproductivos y osteoconductivos, poseen una superficie bioactiva, que puede
ser colonizada por células madre osteogénicas debido a que el material induce
respuestas tanto intracelulares como extracelulares. Tienen la capacidad de unirse
tanto a huesos como a tejidos conductivos blandos. Un ejemplo de material clase A
es el 45S5 Bioglass®. Los vidrios de clase B son osteoconductores y proporcionan
una superficie biocompatible para la migracion 6sea. Las composiciones de la
region C, que poseen un alto contenido de silice, son quimicamente estables y se
comportan como materiales inertes. Las composiciones de la regién D son
degradables dentro del cuerpo y pueden reabsorberse en 10 a 30 dias. Finalmente,
los materiales de clase E tienen altas proporciones de (Na2O+CaO) / SiO2 y, por lo
tanto, desvitrifican o producen vidrios no practicos con un rango de trabajabilidad
muy corto [4], [9], [8].

SiO2 . o

- Class-A bioactive
- Bioactive

- Bio-inactive

- Resorbed

- Non-glass forming

mooOm®X

Ca0O Na.O

Figura 3. Diagrama ternario de vidrios con distintos niveles de bioactividad [9].
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Se pueden agregar muchos aditivos, incluidos MgO, K20, B20s3, Al203, Zr.03, CaF:
y Ta20s al vidrio bioactivo para mejorar sus propiedades mecanicas y térmicas o
para mejorar su rango de trabajabilidad. Sin embargo, una condicion de frontera que
limite la modificacion de la composicion del vidrio sera la propiedad de bioactividad

[8].

En la actualidad existen varios tipos de vidrios bioactivos, que incluyen: los silicatos
convencionales, vidrios a base de fosfato; y vidrios a base de borato.

La mayoria de los materiales ceramicos, poliméricos y metalicos utilizados para
fabricar implantes no son bioactivos, y la respuesta tisular tras su implantacion suele
ser una encapsulacion fibrosa. El tejido fibroso formado impide la integracion del
implante con el hueso, debilitando la unién entre ambas superficies. Por esta razon,
la creacion de superficies bioactivas, a través de la generacion de recubrimientos
con materiales vitreos, ceramicos o poliméricos, es una alternativa ampliamente
utilizada para mejorar la fijacion biolégica de los implantes, ya que no conlleva la
fibro-encapsulacion. Ademas, permite que las células 6seas se adhieran y formen
una matriz 6sea sobre la superficie del implante [8], [5].

1.2.1 Vidrios bioactivos dopados con cobre

En las dltimas décadas, se han realizado esfuerzos para mejorar el rendimiento
biolégico de los vidrios bioactivos y las cerdmicas mediante la incorporacion de
iones metalicos en la matriz del vidrio. Tras la disolucion de la matriz inorganica,
estos iones se liberan e inducen efectos terapéuticos adicionales en el entorno
fisiologico [10].

Para este propdésito, el cobre es un candidato de gran interés ya que es conocido
por ser un fuerte agente antibacteriano y tener un efecto anginogénico [11].Se ha
demostrado que promueve el crecimiento de células endoteliales humanas vy
conduce a una diferenciacidon mejorada de células madre mesenquimales (MSC) en
el linaje de la médula ésea [12].

El mecanismo antibacteriano del cobre es complejo y no se comprende en su
totalidad. La secuencia que se ha propuesto incluye 4 pasos [13]:

1. Los iones de cobre se desprenden de la superficie, penetran a la célula bacteriana
y dafian la membrana citoplasmatica.

2. La ruptura de la membrana citoplasmética favorece la entrada de iones cobre, lo
gue conduce a disfuncién de la membrana y aumento del estrés oxidativo.

3. A nivel de citoplasma se produce alteracion de la sintesis proteica y dafio
funcional de enzimas esenciales.

4. Muerte celular y degradacion del ADN bacteriano.
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Se debe tener en cuenta que exceder las concentraciones Optimas de iones de
cobre en el organismo puede resultar en citotoxicidad debido a la generacién de
especies de radicales libres, y conlleva el riesgo de enfermedades
neurodegenerativas. Por lo tanto, el dopaje de vidrios bioactivos con pequefas
cantidades de cobre proporciona un enfoque prometedor para la liberacién de iones
controlada y sostenida [14].

1.3 Implantes metalicos

Los metales y sus aleaciones son ampliamente empleados en aplicaciones
biomédicas por su biocompatibilidad, buena resistencia mecanica y tenacidad a la
fractura, su resistencia a la corrosion y costo razonable [15].

Actualmente, los mas utilizados para implantes permanentes son: titanio y sus
aleaciones, cromo-cobalto y acero inoxidable. Ademas, se esta evaluando el uso de
metales como hierro, zinc y magnesio para implantes temporales en los que, una
vez completada su funcion, se degradan de forma natural en el organismo [3]. Los
metales nobles como el oro, la plata y el platino también se utilizan como
biomateriales. Su alto costo, alta densidad y resistencia insuficiente hacen que su
uso sea extremadamente restringido en el panorama actual de biomateriales en
comparacion con los metales descritos anteriormente [3].

Uno de los principales problemas de los implantes metalicos permanentes es la
liberacion de iones por procesos de corrosion o desgaste. Los iones metalicos
pueden acumularse en los tejidos cercanos o ser transportados a otras partes del
organismo y generar efectos adversos en la salud del paciente, haciéndolos no
biocompatibles. La liberacion de iones ha sido asociada con necrosis de los tejidos,
ostedlisis, reacciones alérgicas, acumulacibn de iones en sitios remotos,
inflamacion, etc. [2], [16], [17].

Por otro lado, el desgaste o corrosion del implante también reduce su vida util,
puede hacerlo mas fragil y susceptible a fracturas o fallas mecanicas, y hacer que
el paciente requiera una segunda cirugia. Los procesos de corrosion que prevalecen
en biomedicina son por fatiga, friccibn o rozamiento (fretting), picaduras/crevice y
desgaste [18].

El disefio inadecuado del implante, su degradacién/corrosion no deseada y/o el
desarrollo de una reaccion adversa en el tejido del huésped provocaran la falla del
implante.

10
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1.3.1 Acero inoxidable AISI 316L

Los aceros inoxidables se utilizan principalmente en implantologia debido a su bajo
costo, facilidad de conformado y maquinado, resistencia a la corrosion y gran
disponibilidad [15], [18]. El mas utilizado en aplicaciones médicas es el acero
austenitico AISI 316L, una aleacion en base hierro que contiene cromo, niquel y
molibdeno como sus principales aleantes. La letra “L” hace referencia al bajo
contenido de carbono (“low carbon”) en su composicién, lo que es deseable porque
reduce el riesgo de precipitacién de carburos de cromo durante la fabricacion del
acero, que da lugar a la sensibilizacion por cromo y corrosion intergranular [19].

La concentracion de cromo en los aceros inoxidables debe ser superior al 12% para
gue se forme una pelicula pasiva de 6xido de cromo en todo el material, la cual evita
la propagacion del oxigeno por el resto de la aleacion y le proporciona resistencia a
la corrosion [19]. El niguel estabiliza la fase y-austenita a temperatura ambiente y
mejora la resistencia a la corrosién (aunque la estabilidad de esta fase depende
también del contenido de cromo). Ademas, la presencia de otros aleantes como
molibdeno y nitrégeno mejoran la resistencia a la corrosion localizada del acero [18].

Sin embargo, se debe considerar que el medio fisiolégico del paciente representa
un medio hostil para el metal (presencia de cloruros, temperatura, etc.) y favorece
su corrosion. Entre las causas mas comunes de fallas de implantes de 316L se
destacan: corrosién por picadura/crevice y fatiga [18]. Como se mencioné
anteriormente, la corrosién reduce la vida util del implante y libera iones metélicos
gue causan efectos indeseados.

Ademas, debe tenerse en cuenta que las concentraciones de oxigeno y los valores
del pH del organismo pueden estar sujetos a cambios, y un implante que funciona
bien en un estado del cuerpo puede experimentar un nivel indeseable de corrosion
en otro. Bajos niveles de oxigeno no permiten mantener ni desarrollar la pelicula de
Ooxido pasivo que proteja al implante, lo que acelera su corrosién. Los fluidos
corporales tienen un pH cercano a 7.2-7.4 a 37 °C y 1 atmésfera de presién, pero
por ejemplo durante la cirugia o una lesién puede haber una irritacion que haga que
el pH descienda a 3-4 por secreciones de las células inflamatorias, favoreciendo la
corrosion del implante [20].

1.4 Zeina

Los polimeros naturales basados en proteinas han ganado gran interés en
aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y a su
procesabilidad [21]. Se los clasifica en biopolimeros basados en proteinas de origen
animal o de origen vegetal, dentro de estos ultimos se encuentra la zeina.

La zeina es una de las principales proteinas de almacenamiento del maiz, fue
descubierta por John Gorham en 1821 [22]. Su produccion se comercializé en 1939
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y desde entonces ha sido investigada ampliamente como un excelente candidato
de polimeros ecoldgicos en varias aplicaciones [23].

El maiz contiene varios tipos de proteinas que, basados en su solubilidad, se
clasifican en cuatro grupos: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en
solucion salina acuosa), prolaminas (insolubles en agua y 70% solubles en alcohol)
y glutelinas (insolubles en agua y alcohol) [24]. La zeina pertenece a la clase de
prolaminas, es separada del endospermo del maiz y representa alrededor del 80%
de las proteinas presentes en él [25].

Segun la solubilidad y la masa molar, se distinguen cuatro grupos: a-, -, y- y o-
zeina. En el proceso de extraccion comercial se obtiene en mayores cantidades la
fraccion de a-zeina (es aproximadamente el 80% del total de prolamina presente en
el maiz) y su masa molar esta en el rango de 20-25 kDa [24], [26].

Todos los grupos de la zeina estan compuestos por aminoacidos neutrales e
hidrofoébicos, como leucina (20%), prolina (10%) y alanina (10%) y contienen
ademas gran cantidad de aminoacidos polares e hidrofilos, como la glutamina (21-
26%) [26]. La presencia de ambos tipos de aminoacidos hace que la proteina sea
anfifilica, de modo que posee tanto propiedades hidrofilicas como hidrofébicas [24].

En la Figura 4 se presentan dos modelos de estructura tridimensional propuestos
para la a-zeina. En ambos casos se considera que la estructura esta formada por
segmentos helicoidales hidréfobos, plegados entre si de manera antiparalela,
estabilizados por enlaces hidrogeno y unidos en la parte superior e inferior por
regiones polares ricas en glutamina [26]. Argos [27] propuso que existen 9 unidades
repetitivas que forman una estructura elipsoidal (Figura 4a), mientras que
Matsushima [28] propuso junto con un grupo de colaboradores que la estructura
estaba formada por 10 u 11 segmentos helicoidales dispuestos como se muestra
en la Figura 4b.
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Figura 4. Estructuras tridimensionales de la a-zeina propuestas por: (a) Argén vy (b)
Matsushima [26].
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Debido a su peso molecular, grado de polimerizacion y estructura quimica, la zeina
exhibe buenas propiedades para la formacion de films [24]. Ademas, dada su
facilidad de procesamiento se pueden fabricar laminas, fibras, microesferas y
nanoparticulas de zeina [21].

Al ser biodegradable, biocompatible, provenir de fuentes renovables y poseer
propiedades de material barrera (baja permeabilidad al vapor de agua, grasas,
aceites, etc.) es utilizada en mudltiples rubros, incluyendo el farmacéutico,
alimenticio, textil y en el campo biomédico. [24].

En general se incorporan plastificadores junto con la zeina para reducir su fragilidad,
aungue si se usan en gran cantidad pueden perjudicar sus propiedades de barrera
[29]. El més utillizado es el glicerol que también es un producto natural,
biodegradable y no téxico [30].

La naturaleza anfifilica de la zeina hace que sea muy versatil para unirse con
polimeros hidréfilos e hidréfobos y modificar las propiedades de los componentes
individuales [24].

En la biomedicina, se la suele utilizar en ingenieria de tejidos junto con materiales
inorganicos que tienen un impacto positivo en las propiedades hidréfilas de las
matrices de zeina, e inducen un entorno adecuado para la adhesion y proliferacion
celular [21]. Ademas, segun los materiales afiadidos, la zeina puede adquirir nuevas
funcionalidades como propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacteriales,
etc. [21].

Su estructura en espiral permite cargar suficiente cantidad de farmaco para ser
utilizada en implantes de liberacién sostenida [31].

Dentro de las potenciales aplicaciones de la zeina se destacan: liberacion
controlada de farmacos, apdsitos para heridas, dispositivos nanofluidicos,
superficies adhesivas celulares, recubrimientos antibacterianos e ingenieria de
tejidos [32]. En donde la biocompatibilidad, biodegradabilidad y relativa hidrofilicidad
aparecen como factores clave.

1.5 Deposicion electroforética (EPD)

La deposicion electroforética es una técnica mediante la cual se generan
recubrimientos a partir de suspensiones coloidales o0 soluciones de
macromoléculas.

Para realizar una deposicion electroforética se necesita una celda conformada por
dos electrodos de trabajo (el sustrato y el contra-electrodo), la suspension coloidal
o solucion de macromoléculas y una fuente de alimentacion que puede ser corriente
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continua (DC) o alterna (AC) (Ver Figura 5). En el proceso de EPD las particulas se
mueven a través de la suspensién coloidal debido a la aplicacion de un campo
eléctrico y se depositan en el sustrato conductivo que tiene una carga opuesta a la
de las particulas.

Fuente de
alimentacion
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Figura 5. Dibujo esquematico del proceso de deposicion electroforética.

Para que la deposicion ocurra correctamente, se requiere en primer lugar que la
suspension sea estable; las particulas 0 macromoléculas deben estar dispersas y
poder moverse libre e independientemente. Debido a que la estabilidad solo es
necesaria durante la deposicion (que suele durar pocos minutos), diversos
mecanismos de estabilizacién pueden ser utilizados, como por ejemplo baja
concentracion de particulas, deplecion de polimeros, copolimeros en bloque,
adsorcion de homo-polimeros, etc. [33].

Por otro lado, las particulas o macromoléculas deben adquirir carga superficial, lo
gque dependera del equilibrio electroquimico del solvente. Una vez cargadas
migraran electroforéticamente, bajo la influencia del campo eléctrico, hacia el
electrodo de carga opuesta. Por ultimo, se depositaran en el electrodo formando el
recubrimiento. Debido a que existen diversos mecanismos tanto para la
estabilizacion como para la desestabilizacion de las particulas, no hay un
mecanismo unico de EPD.

Hay una serie de factores que influyen y deben ser considerados al realizar una
deposicion electroforética, se los divide en dos grupos: los parametros de la
suspension y los del proceso. Los primeros incluyen: tamafio de particula, potencial
z, constante dieléctrica, viscosidad, concentracion de sdlidos, conductividad y
estabilidad de la suspension. Una vez que esos parametros se fijaron, se procede
a definir los parametros relacionados con el proceso, que incluyen: tiempo de
deposicion, corriente o voltaje aplicado y conductividad del sustrato [34].

Las deposiciones pueden realizarse a voltaje constante o a corriente constante. En
el primer caso, el potencial entre los electrodos se mantiene constante, pero al
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aumentar la deposicion, aumenta también la resistencia eléctrica. Por lo tanto, el
potencial que induce la electroforesis disminuye y el movimiento de particulas
también. En cambio, en EPD a corriente constante, el potencial que induce la
electroforesis se mantiene durante el proceso porque al aumentar la resistencia
eléctrica con la deposicion, aumenta también la caida de potencial entre los
electrodos. Por lo tanto, se evita la deposicién limitada y los problemas de velocidad
de deposicion [35]. Se ha reportado que las deposiciones a corriente constante son
mas eficientes y proveen un mejor control del proceso que aquellas a voltaje
constante [33], [36].

Este proceso permite la deposicion de una amplia variedad de materiales como
polimeros, ceramicos, metales y materiales compuestos [37], [32]. Ademas,
requiere un equipamiento simple, de bajo costo, con tiempos de procesamiento
relativamente bajos [32], [33].

Es una técnica de interés para aplicaciones biomédicas debido a la alta pureza de
los depdsitos generados y la deposicion uniforme que se logra sobre sustratos de
formas complejas o materiales porosos (como scaffolds) [37], [38]. Es importante
para la ingenieria de tejidos y la fabricacion de implantes porque permite la
deposicion de biopolimeros, proteinas y enzimas que son criticos para el desarrollo
de recubrimientos con funcionalidad mejorada [37]. Esto se debe a que su
deposicion provee una plataforma para la incorporacion de materiales funcionales
como: agentes antimicrobiales, bioceramicos, vidrios bioactivos y drogas [37], [39].
Al ser un procesamiento que se realiza a temperatura ambiente, se pueden
depositar proteinas y biomoléculas sin alterar su estructura [39].

1.6 Técnicas de caracterizacion

1.6.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos
X de energia dispersiva (EDS).

La microscopia SEM es una técnica indispensable para la caracterizacion de los
materiales, permite obtener imagenes de alta resolucion de la superficie de las
muestras, proporcionando informacién sobre su topografia. Consiste de
microscopio electronico de barrido que posee un filamento emisor de electrones que
son acelerados y focalizados mediante una serie de lentes electronicas sobre la
muestra a analizar. Las sefiales originadas por la interaccion entre el haz de
electrones y la muestra, son registradas por detectores, para ser luego procesadas
y visualizadas en el sistema final de observacion (monitor o pantalla de
computadora).
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Por otro lado, la espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) es una
técnica que permite la caracterizacién quimica/analisis elemental de materiales. Si
se adosa un sistema EDS al microscopio electrénico de barrido, se pueden analizar
los rayos X caracteristicos que son emitidos por la muestra tras ser alcanzada por
el haz de electrones de alta energia e identificar asi los elementos que la componen.

1.6.2 Perfilometria

Un perfilbmetro es un dispositivo que permite medir la rugosidad o perfil de una
superficie. Un pin captador entra en contacto con la muestra y le transmite a un
amplificador las irregularidades superficiales detectadas. En un ensayo de
perfilometria se determinan ademas diferentes parametros de la rugosidad
superficial. Los mas comunmente utilizados son:

¢ Rugosidad media aritmética (Ra): definido como la media aritmética de los
valores absolutos de las coordenadas de los puntos del perfil de rugosidad,
en relacion a la linea media dentro de la longitud de medicién (Lm).
Entendiendo linea media como la linea localizada en la parte media del perfil
de rugosidad, de modo que la suma de las areas por encima de ella sea
exactamente igual a la suma de las areas que estan por debajo (ver Figura
6).

Figura 6. Representacion de los pardmetros utilizados en el célculo de Ra [40].

e Rugosidad media (Rz): Es la media aritmética de los valores de rugosidad
parcial Zi correspondientes a cada uno de los cinco moédulos integrantes de
la longitud de medicion (ver Figura 7). Se calcula segun:

1
Rz = g (Zl+ZZ +Z3 +Z4+Zs)
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Figura 7. Representacion de los parametros utilizados en el calculo de Rz [40].

En aplicaciones biomédicas, la rugosidad es un factor importante a considerar,
debido a que influye en el comportamiento celular, la adhesion de bacterias y en la
velocidad y la calidad de formacién de nuevos tejidos que puedan estar en contacto
estrecho con el implante. Una mayor rugosidad facilita el anclaje del hueso al
implante, aunque también podria generar procesos inflamatorios indeseados. Si
esta en el rango de micrones o nanémetros mejora la adsorcion de proteinas y la
adhesion celular [41].

1.6.3 Angulo de contacto (CA)

La mojabilidad de un material influye en la adhesion de proteinas y células sobre su
superficie [42]. Una de las formas de medir la mojabilidad es por medio de ensayos
de angulo de contacto. Para ello, se deposita una gota de un liquido sobre la
superficie del material a estudiar. La imagen de la gota se proyecta sobre el objetivo
de un microscopio y con ayuda de un goniémetro se obtiene el angulo de contacto.

1.6.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

En esta técnica se utiliza un espectrofotdmetro que emite un haz de luz infrarroja
desde una fuente de cuerpo negro incandescente. El haz pasa a través de un
interferdmetro donde tiene lugar una codificacion espectral. La recombinacion de
haces con diferentes longitudes de trayectoria en el interferometro crea una
interferencia constructiva y destructiva denominada interferograma. El haz pasa por
la muestra, que absorbe frecuencias especificas de energia. Luego, el detector mide
la sefial de interferograma para todas las frecuencias simultaneamente. Finalmente,
mediante la transformada de Fourier se convierte la salida del detector en un
espectro interpretable, que proporciona informacién de los grupos funcionales
presentes en el material y permite asociarlos con compuestos.

Ademas, mediante FTIR se puede estudiar la cinética de algunas reacciones e
identificar, por ejemplo, si ocurre la deposicion de hidrioxiapatita o depdsitos
relacionados con ella tras la inmersion del material en solucién biolégica simulada.
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1.6.5 Espectroscopia Ultravioleta visible (UV-vis)

Esta técnica implica la espectroscopia de fotones en la region de radiacion
ultravioleta-visible. El espectrofotdmetro mide la intensidad de luz que pasa a través
de una muestra (), y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de
la muestra (lo). Utiliza la luz en los rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV)
cercano e infrarrojo cercano). En esta region del espectro electromagnético, las
moléculas se someten a transiciones electronicas. La espectrometria de absorcion
mide transiciones desde el estado basal al estado excitado.

Las longitudes de onda de los picos de absorcién pueden correlacionarse con los
tipos de enlace en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los
grupos funcionales presentes en ella.

La ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia (A) de una solucion es
directamente proporcional a la concentracién de la solucion:

I
A:10g1—= eclL
0

Donde L es la longitud de ruta a través de la muestra y c la concentracion de las
especies absorbentes. Para cada especie y longitud de onda, € es una constante
conocida como absortividad molar o coeficiente de extincion. Por tanto, la
espectrometria UV/VIS puede usarse para determinar la concentracion de una
solucion. Para ello, es necesario saber con qué rapidez cambia la absorbancia con
la concentracion. Esto puede ser obtenido a partir de referencias, o se lo puede
determinar a partir de una curva de calibracion, para mayor exactitud.

La espectrometria UV/Vis se utiliza habitualmente en la determinacién cuantitativa
de soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos organicos muy
conjugados [43].

1.7 Ensayos electroquimicos

El conocimiento y evaluacion del proceso corrosivo que tiene lugar en los distintos
biomateriales dentro del organismo es un factor esencial en el disefio de implantes,
no solo para aumentar su durabilidad sino para minimizar la posible liberacion de
iones metalicos [44].

Los ensayos electroquimicos son ampliamente utilizados para caracterizar el
comportamiento a la corrosion de los materiales. Permiten evaluar de forma
acelerada la respuesta del material en un entorno fisiolégico. Ademas, en el caso
de pinturas o recubrimientos, los ensayos electroquimicos ayudan a dictaminar su
resistencia o degradabilidad.
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La celda electroquimica estad formada por tres electrodos (el de trabajo, el de
referencia y un contralectrodo) sumergidos en una solucién bioldgica simulada, que
es mantenida a 37 °C. La unidad de medicién electroquimica permite cambiar el
potencial de la muestra en la solucidon de manera controlada y registrar la corriente
gue fluye a medida que se polariza la muestra.

Dentro de los ensayos electroquimicos realizados en biomedicina, se destacan: la
espectroscopia de impedancia electroquimica y las curvas de polarizacion
potenciodinamicas.

1.7.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica

En esta técnica, se aplica una perturbacion senoidal de voltaje con una amplitud del
orden de los milivoltios, se varia la frecuencia, y se mide la corriente que circula por
el circuito formado. El equipo procesa las mediciones de potencial y corriente en el
tiempo, dando como resultado una serie de valores de impedancia correspondientes
a cada frecuencia estudiada:

_E®) Epsin(wt) sin(wt)
TI) T I sin(wt+ 6) 70 sin(wt + 6)

Z(w)

donde Eo € lo son las amplitudes de las sefiales de potencial y corriente, w es la
frecuencia radial y 8 es el angulo de fase entre E(t) y I(t).

La impedancia, a su vez, puede ser expresada en términos de una parte real y una
parte imaginaria segun:

E()  Eqexp(jwt)

Z(w) = I1(t) I,exp(jwt — 6)

= Zyexp(jO) =Z2'+ 27"

Existen dos representaciones gréficas de los resultados obtenidos:

1) Diagrama de Nyquist: se representa la parte imaginaria multiplicada por -1 (-Z”)
vs la parte real (Z').

2) Diagramas de Bode: se representan el logaritmo del médulo de la impedancia
(Iog| Z| ) y el desfase (8) en funcion del logaritmo de la frecuencia (log w).

En muchos materiales y sistemas electroquimicos la impedancia varia con la
frecuencia del potencial aplicado en una forma que esta relacionada con las
propiedades de dichos materiales. Esto se debe a la estructura fisica del material,
a los procesos electroquimicos que tengan lugar, 0 a una combinaciéon de ambos.
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Por consiguiente, si se hace una medida de impedancias en un rango de frecuencias
adecuado, es posible relacionar los resultados con las propiedades fisicas y
guimicas de los materiales y sistemas electroquimicos [45]. La interpretacion del
espectro de impedancias requiere la seleccion de un modelo eléctrico apropiado
gue se ajuste a los datos experimentales.

La principal diferencia con el resto de técnicas electroquimicas es que la
perturbacion del sistema a estudiar se realiza mediante corriente alterna en lugar de
continua. La mayor ventaja es la posibilidad de medir procesos separados que
ocurren en el mismo material en funcién de la constante de tiempo de cada uno de
ellos, y obtener valores como el de la resistencia del recubrimiento. Esto hace que
sea una técnica muy utilizada para la evaluacion de recubrimientos protectores, ya
gue proporciona informacion adicional a la obtenida por técnicas basadas en
corriente continua. Ademas, es un método no destructivo, ya que habitualmente se
aplica una pequefia perturbacién (£ 10 mV respecto del potencial de corrosion) [46].

1.7.2 Curvas de polarizaciéon potenciodinamicas

Se obtienen mediante un ensayo destructivo que consiste en el registro de la
intensidad de corriente que circula a través del sistema electroquimico de trabajo,
cuando se impone sobre él un barrido de potenciales. La velocidad del barrido de
potenciales ha de ser lo suficientemente lenta como para permitir el intercambio de
cargas que se produce en la interface del material. Para una mayor comprensiéon
del comportamiento, suele invertirse el barrido luego de alcanzar un potencial o
corriente determinados. En las curvas obtenidas mediante esta técnica es posible
identificar el potencial de corrosion, potencial de picado o de ruptura, procesos de
pasivacion y transpasivacion (ver Figura 8).

Transpasivo
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Densidad de corriente, escala log

Figura 8. Representacion de una curva de polarizacion de un metal que presenta un
rango de pasividad.
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1.8 Viabilidad y proliferacién celular

La viabilidad celular es una medida de la proporcién de células vivas sanas dentro
de una poblacion.

La proliferacion celular hace referencia a un aumento en el numero de células
debido a la divisién celular (citocinesis), que ocurre como el paso final del ciclo
celular. Las células sanas proliferan activamente, mientras que las células
detenidas, senescentes o muertas no lo hacen.

Los ensayos de viabilidad y proliferacion celular de un biomaterial son de suma
importancia para la reparacion de tejidos. Pueden proporcionar informacion
relevante sobre la idoneidad de las modificaciones de la superficie, la arquitectura
tridimensional, el transporte de oxigeno, la compatibilidad del producto de
degradacion y muchos otros aspectos del material o la estructura. Favorecer la
adhesion y proliferacion celular resulta imprescindible para lograr una integracion
con el tejido huésped. Para evaluar estos factores, en primer lugar, se realizan
ensayos in vitro mediante cultivos celulares y posteriormente se procede a estudiar
implantes en animales.

Los cultivos de células pueden definirse como en un sistema formado por células
provenientes de un 6rgano o un tejido, normal o tumoral, mantenidas en medios de
cultivo de composicion quimica definida y en condiciones de temperatura, pH,
aireacion y humedad controladas. De esta forma se asegura su supervivencia y
multiplicacion, manteniendo todas sus funciones metabdlicas de una manera
semejante a las que tenian en el huésped.

En general, los ensayos de viabilidad celular proporcionan una lectura de la salud
celular mediante la medicién de la actividad metabdlica, el contenido de adenosin
trifosfato (ATP) o la integridad de la membrana celular. Los ensayos de proliferacion
celular pueden controlar el nimero de células a lo largo del tiempo, el nimero de
divisiones celulares, la actividad metabdlica o la sintesis de ADN. EIl recuento de
células usando tintes de viabilidad como azul tripdn o Calceina-AM puede
proporcionar tanto la tasa de proliferacion como el porcentaje de células viables [47],
[48], [49].
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo general obtener, mediante deposicion
electroforética, recubrimientos a base de zeina y biovidrio sobre acero de uso
quirargico, para ser utilizado en implantes permanentes. Se espera que el
recubrimiento tenga caracteristicas biocompatibles, bioactivas y antibacteriales y
gue no modifique negativamente la resistencia a la corrosion del acero.

Los objetivos especificos del trabajo son:

e Optimizar los parametros de EPD para generar recubrimientos homogéneos,
continuos y sin defectos.

e Caracterizar la superficie de las muestras mediante distintas técnicas.

e Estudiar la respuesta in vitro inorganica de los recubrimientos mediante
inmersion en solucion fisiologica simulada (SBF) por diversas técnicas.

e Analizar la respuesta a la corrosion de los materiales generados mediante
ensayos electroquimicos en condiciones simuladas.

e Estudiar la liberacion de iones in vitro de los recubrimientos que contienen
biovidrio dopado con cobre, y evaluar su performance antibacteriana.

e Evaluar la viabilidad/proliferacion celular en los recubrimientos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales de partida
3.1.1 Sustratos metalicos

Se utilizé acero inoxidable AISI 316L (ThyssenKrupp AG, Essen, Alemania) de 0.2
mm de espesor como sustrato. Su composicion se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1.Composicién quimica del acero inoxidable AISI 316L en porcentaje en peso.

C Si Mn P S N Cr Mo Ni Fe
16.50- 2.00- 10.00-
<0.030 <1.00 <2.00 <0.045  <0.015 <0.11 1850 250 13.00 balance

Para los ensayos biolégicos se emplearon discos de acero inoxidable AISI 316L
(Advent Research Materials, Inglaterra) de 1.25 cm de diametro.

3.1.2 Vidrios bioactivos

Se utilizaron dos vidrios bioactivos: 45S5 y 45S5 dopado con cobre, de aqui en
adelante seran nombrados como BG y BG-Cu respectivamente. Sus composiciones
se encuentran detalladas en la Tabla 2.

Tabla 2. Composiciones de los vidrios bioactivos en porcentaje en peso.

Si0; NaxO CaO P05 CuO

BG 450 245 ‘ 24.5 ‘ 6.0 0.0
BG-Cu 450 245 220 6.0 2.5

El vidrio bioactivo 45S5 BG con un tamafio medio de particula de 2 um fue comprado
en Schott AG (Alemania).

Para obtener el vidrio bioactivo 45S5 BG dopado con cobre se procedié segun
bibliografia [10]. Se mezclé oxido de silicio (SiOz2), carbonato de sodio (Na2COs) y
carbonato de calcio (CaCOs) provenientes de Merck, Darmstadt, Alemania con
fosfato tricalcico (Cas(POa4)2) y carbonato de cobre (CuCOs.Cu(OH)2) provenientes
de Sigma-Aldrich, Alemania. Se fundié y homogeneiz6 la mezcla a 1450 °C durante
45 min en un crisol de platino. Posteriormente se realizé un fritado, se triturd el vidrio
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obtenido en una trituradora de mandibula y se lo molié en un molino planetario hasta
obtener un tamafo final de particula de dso= 5 um. Debe destacarse que la
distribucion de tamafio de particula obtenida para este biovidrio es mucho mas
ancha que la correspondiente al biovidrio BG.

3.2 Recubrimientos
3.2.1 Preparacion de sustratos
Se cort6 el acero inoxidable AISI 316L en muestras de 30 x 15 mm.

Para asegurar que la superficie de los sustratos estuviera limpia se los sumergié en
acetona durante 10 minutos en ultrasonido y posteriormente se los sec6 con aire
comprimido.

3.2.2 Preparacion de las suspensiones

Tres suspensiones distintas fueron utilizadas para recubrir los sustratos metalicos:
1) solucion de zeina, 2) suspension de BG, 3) suspension de BG-Cu.

Solucién de zeina

Se prepar6 una solucion de glicerol (Sigma-Aldrich, Alemania), etanol con 99% de
pureza (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania) y agua. Se agrego zeina (Z3625) en
polvo (Sigma-Aldrich, Alemania) en las cantidades indicadas en la Tabla 3.
Finalmente se agitd la mezcla por medio de un agitador y buzo magnético hasta
alcanzar la disolucion total de la zeina.

Tabla 3. Composicién de la solucién en porcentaje en peso.

Etanol Agua Zeina  Glicerol
64 25 10 1

Suspensién de BG y BG-Cu

A la solucion de zeina se le afadieron 10 g/L de vidrio bioactivo o vidrio bioactivo
dopado con cobre para obtener las suspensiones de BG y BG-Cu respectivamente.
Se continud agitando la mezcla en el agitador con buzo magnético durante 5 min
para lograr una dispersion homogénea de las particulas. Las suspensiones
obtenidas fueron colocadas en un bafio ultrasénico durante 10 min.

24



Camila A. Aranda - Proyecto final 2021

3.2.3 Deposicion electroforética (EPD)

Los recubrimientos fueron obtenidos mediante la técnica de deposicion
electroforética (EPD) a corriente constante. Los electrodos fueron colocados con
una separacion de 10 mm y sumergidos en una de las tres suspensiones
mencionadas anteriormente. El area de deposicion en todos los casos fue de 15 x
15 mm?2. Una misma suspension se utilizé para recubrir dos o tres muestras.

Con el objetivo de obtener recubrimientos de mayor espesor, menor porosidad y
con la menor cantidad de fisuras posibles, se estudiaron sistemas a distintas
corrientes y tiempos de deposicion.

Los sustratos fueron pesados antes y después de realizar la EPD.

3.3 Inmersion en solucidn fisiolégica simulada (SBF)

3.3.1 Preparacion de la SBF

En primer lugar, se colocaron 250 ml de agua destilada en un matraz y se afiadio 1
ml de acido clorhidrico concentrado. Luego se agregaron los reactivos mencionados
en la Tabla 4 en el orden y las cantidades indicadas.

Tabla 4. Cantidad de reactivos en gramos para obtener un volumen final de 1L de SBF.

NacCl KCI CaCl2.2H20 MgCl2.6H.0 K:HPO4 NaHCOs  TRIS*

8.053 = 0.224 0.368  0.305 0.174 0.353 6.057
*tris(hidroximetil)laminometano

Finalmente se adicion6 acido clorhidrico concentrado hasta obtener una solucion
con un pH de 7.3 + 0.05 y se agreg6 agua destilada hasta llegar a un volumen final
de 1 litro.

3.3.2 Inmersién en SBF

Las muestras fueron cortadas en 15 x 15 mm. Se colocd una cinta polimérica
aislante sobre la cara no recubierta de las muestras, de modo que solo el
recubrimiento estuviera en contacto con la solucion. De acuerdo con la norma ISO
23317:2007(E) (“Implants for surgery-In vitro evaluation for apatite-forming ability of
implant materials”) se sumergié cada muestra en 22.5 ml de SBF y se las dej6 en
una estufa a 37 °C durante 3y 7 dias.
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3.4 Caracterizacion del sustrato y los recubrimientos
3.4.1 Microestructura del acero inoxidable

Se utilizé Vilella como reactivo de ataque para revelar la microestructura del acero
inoxidable AISI 316L. Su composicidén se encuentra detallada en la Tabla 5.

La muestra fue sumergida en el reactivo durante 4 min y posteriormente enjuagada
con agua destilada. Una vez seca se la observd en el microscopio Optico Leica
DMI3000 M.

Tabla 5. Composicion del reactivo de ataque Villela.

Acido picrico  Acido clorhidrico Etanol
1lg 5 ml 100 mi

3.4.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para evaluar la morfologia superficial de los tres tipos de recubrimientos se realiz
una microscopia electronica de barrido (SEM). Se buscé identificar bajo qué
condiciones (tiempo-corriente) las deposiciones obtenidas presentaban menos
fisuras y/o defectos.

Para hacer conductivas las muestras, se las pulverizé con oro en atmosfera de
argon utilizando un Sputter Coater (Q150T, Quorum Technologies Ltd., Darmstadt,
Alemania). Luego, se las observé mediante microscopia SEM (Auriga 0750 Zeiss,
Jenna, Alemania). Ademas, para asegurar la presencia de las particulas de
biovidrio en los recubrimientos, se realizé un andlisis de espectroscopia de rayos X
de energia dispersiva (EDS) con el espectémetro LEO 435VP, Carl Zeiss AG.

3.4.3 Seccion trasversal

Con el objetivo de observar la seccion trasversal de los distintos recubrimientos y
poder estimar su espesor, muestras de cada condicién fueron incluidas en resina
epoxi. Una vez endurecida la resina, fueron cortadas y pulidas hasta granulometria
2000 para luego ser observadas en el microscopio Optico Leica DMI3000 M.
Finalmente, se utilizo la herramienta ImageJ para tomar las medidas de espesor.
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3.4.4 Perfilometria

Se midié la rugosidad de los recubrimientos utilizando el rugosimetro Surtronic 3+
de Taylor-Hobson, con una aproximacion de 0.01 pum. Se realiz6 un barrido lineal
de 4mm de longitud, tomando 8000 puntos.

Por otro lado, se midi6 la altura del escalén formado en la muestra, que divide el
sustrato desnudo del sustrato recubierto, para determinar su espesor.

3.4.5 Angulo de contacto (CA)

Se utilizdé un gonidmetro Ramé-Hart 100-25-A para calcular el angulo de contacto
de los recubrimientos. En cada muestra se deposité agua destilada y se tomaron 10
mediciones por segundo del &ngulo de contacto. El procedimiento se repitié varias
veces por cada muestra.

3.4.6 Tape test

El nivel de adhesion de los distintos recubrimientos se evalu6 cualitativamente
mediante el ensayo tape test, de acuerdo a lo establecido en la norma ASTM D3359-
09 (Standard Test Methods for Measuring Adhesion by Tape Test). Se siguieron los
lineamientos propuestos para el método B, utilizado para recubrimientos de
espesores menores a 125 um.

Sobre cada muestra se realizé con un bisturi una cuadricula de seis lineas paralelas
en ambas direcciones, distanciadas 1 mm entre si. Se aplico una cinta Doble A C903
por encima ejerciendo presion suavemente. Luego de 90 + 30 segundos se la retird
rapidamente formando un angulo cercano a 180° respecto de la muestra.

Mediante inspeccion visual y por medio del microscopio Optico se observo la
superficie luego de la remocion de la cinta. Se la compard con las imagenes
presentes en la norma para evaluar el nivel de dafio del recubrimiento y poder
clasificar su nivel de adhesion.

3.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Para obtener los espectros FTIR de los distintos recubrimientos, se realizé un
barrido de 400 a 4000 cm™ en el espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo Scientific,
EE.UU.). Se ensayaron las muestras luego de 0, 3 y 7 dias de inmersion en SBF a
37°C.
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3.4.2 Microscopia 6ptica

Los recubrimientos obtenidos mediante las distintas condiciones estudiadas fueron
observados y fotografiados con un microscopio oOptico (Leica DMI3000 M). Se
tomaron imagenes de las muestras sin inmersion y tras 3 y 7 dias de inmersion en
SBF a 37 °C.

3.4.3 Procesamiento digital de imagenes (PDI)

Mediante técnicas de procesamiento digital de imagenes se midié el area cubierta
en las muestras recubiertas con zeina y se caracterizaron los poros presentes. Para
ello, en primer lugar, se aplicé la técnica de realce denominada “estiramiento de
contraste”, la cual permiti6 mejorar aspectos relacionados al contraste, ruido,
distorsiones, luminosidad y falta de nitidez [50], [51]. A la imagen resultante se le
realizd6 un umbralamiento con un valor umbral “u” [52], definido por el método de
Otsu, el cual permitié obtener el mayor porcentaje de los poros del recubrimiento en
la imagen binaria de salida.

Luego, se llevd a cabo un filtrado de los objetos de interés e identificacién sobre la
imagen binaria obtenida previamente. Para eliminar el ruido, producto de la
binarizacion, sin alterar la forma de los poros se aplicaron en forma secuencial los
operadores morfoldégicos “area opening” y “area closing” [53], [54]. Cada
componente conectada, que se corresponde con las zonas descubiertas de la
imagen, fue identificada por su centro de masa [50] y se la etiquetdé con un valor
entero.

Finalmente, se procedid a la caracterizacion y estimacion de parametros de forma
y andlisis de la distribucién de tamafio. Se midieron los didmetros maximos (eje
mayor) y minimos (eje menor) de cada poro presentes en la imagen binaria (ver
Figura 9). La longitud del eje mayor se encuentra calculando la distancia de pixeles
entre cada combinacion de pixeles de borde en el limite de la elipse y encontrando
el par ((x1, y1) y (x2, y2)) con la longitud maxima. Con esta informacion fue posible
determinar el factor de forma que caracteriza la esfericidad y obtener el histograma
correspondiente a la distribucién de tamafio de los mismos considerando el diametro
maximo. El proceso se repitié con imagenes de diferentes muestras. La distribucion
del tamafio de las zonas descubiertas se define como la funcion discreta:

p(d) = ni|

donde dkes el k-ésimo didmetro medido y nk es el nimero de particulas con ese eje
mayor.

De forma similar, a partir del area de cada una de las zonas descubiertas se
determind el porcentaje de area cubierta.
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“Centoid

Major: axis length

Figura 9. Medicién de diametros maximo y minimo de los poros presentes en el
recubrimiento de zeina.

3.5 Ensayos electroguimicos

Para evaluar si la presencia de los recubrimientos modifica la resistencia a la
corrosion del sustrato metalico, se llevaron a cabo ensayos electroquimicos en las
unidades electroquimicas Solartron 1280 (UK) y Gamry Instruments Reference 600
(EE.UU.).

Se ensayaron muestras luego de 0 y 7 dias de inmersion en SBF a 37 °C. Se utiliz6
una celda de vidrio que contenia: un electrodo de referencia de Calomel Saturado
(SCE), un contraelectrodo de platino y una muestra sumergidos en SBF a 37 °C. La
muestra a su vez se encontraba dentro de una celda de polioximetileno con un area
expuesta de 0.78 cm?.

En primer lugar, se midi6 el potencial a circuito abierto (OCP) hasta su
estabilizacion, luego se realizé la espectroscopia de impedancia y finalmente la
curva de polarizacion potenciodinamica.

3.5.1 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

Se realiz6 un barrido de frecuencias de 20 kHz a 0.05 Hz, modulando el potencial
+15 mV respecto del potencial de corrosién medido en OCP. Las curvas obtenidas
fueron modeladas con circuitos eléctricos equivalentes mediante el software ZView.

3.5.2 Curvas de polarizacion potenciodinamicas

Se volvié a medir el potencial de circuito abierto hasta su estabilizacién. Luego se
procedié a obtener las curvas de polarizacién. Se partié6 de un potencial 0.15 V
debajo del potencial de corrosion hasta llegar a 1 V, empleando una velocidad de
barrido de 2 mV/s. Al alcanzar el potencial méximo fijado, el barrido de potenciales
se invirtié para completar la curva.
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3.6 Evaluaciéon de actividad antibacterial

Se esterilizaron muestras recubiertas con zeina-BG y zeina-BG-Cu mediante UV
durante 30 minutos de cada lado. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Para los ensayos antibacteriales se utilizaron dos cepas celulares: una gram positiva
(Staphilococcus aureus) y otra gram negativa (Escherichia coli). Se colocaron los
cultivos de E.coliy S.aureus en medio Luria-Bertani (LB) y se diluyeron en LB diluido
1/5 de modo de tener una densidad 6ptica (OD) inicial igual a 0,015. Se traspasaron
2 ml de estas diluciones a tubos Falcon (estériles) de 45 ml. Cada muestra fue
colocada en uno de los tubos de modo de quedar semi-sumergida en el medio con
bacterias. Se incubaron a 37°C con agitacion y se midié la OD luego de 0, 3, 4, 5,
24 y 48 horas. Al finalizar ese tiempo, se descart6 el cultivo remanente, se lavaron
los tubos y materiales con agua destilada y se agregaron 3 ml de solucién de cristal
violeta 0,1% para tefir biofilm. Se incubo los materiales durante 10 min, se los lavo
y fotografié. Finalmente, se disolvi6 el cristal violeta retenido con acético 30% y se
midio su absorbancia.

3.7 Evaluacion deliberacidon de iones in vitro

La liberacion de iones cobre se evalu6 mediante espectrofotometria UV-VIS. Para
ello, se prepararon soluciones de agua bidestilada y nitrato cuprico a distintas
concentraciones. Se mezclaron 900 pl de cada solucién con 300 pl de etilendiamina
para complejar el cobre.

Por otro lado, se sumergio una muestra recubierta con zeina y BG-Cu en agua
bidestilada y se la dejé en inmersion a 37 °C durante 13 dias. Pasado ese tiempo,
se tomaron 900 pl del agua bidestilada y se afiadieron 300 ul de etilendiamina.

Finalmente, se midi6é la absorbancia de las soluciones entre 400 y 800 nm
empleando un espectrofotometro UV-3600 Plus (Shimadzu, Japon).

3.8 Evaluaciéon de la viabilidad celular

Para la evaluacion biolégica se utilizaron células C2-C12. Se las mantuvo a 37°C
en una incubadora de CO2 en un medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
con 10% en volumen de suero fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich, Alemania) y 1% en
volumen de antibidticos (penicilina-estreptomicina).

Las células fueron cultivadas en frascos de cultivo hasta la confluencia, se retiro el
medio, se las lavé dos veces con solucion salina tamponada con fosfato, conocida
como PBS (Gibco, Alemania), y se agregaron 3 ml de tripsina/EDTA (Gibco,
Alemania). Posteriormente se las llevo a la incubadora de CO2 a 37 °C durante 2
min, se afiadié medio de cultivo y se las centrifugd durante 5 min a 1400 rpm.
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Luego del centrifugado, se retir6 el sobrenadante y se afiadié medio de cultivo
nuevamente. Se guardé el frasco de cultivo en la incubadora de CO2 a 37 °C para
Su posterior uso.

Para contar la cantidad de células presentes se retiraron 100 ul del medio con
células y se los mezclo con 100 pl de azul tripano (trypan blue). Este ultimo permite
distinguir las células muertas de las viables, para evitar contabilizarlas. Por medio
de un microscopio Optico y una camara de Neubauer se cont6 la cantidad de células
viables.

Por otro lado, las muestras fueron esterilizadas por calor seco. Se las colocé en un
recipiente de vidrio, que fue recubierto con papel de aluminio, y se las mantuvo a
130 °C durante 2 hs en el horno (Naberthem, Alemania). Luego se las traspasoé a
una microplaca estéril de 24 pocillos para cultivo celular. Se afiadieron 50000
células en cada pocillo con 700 ul de medio de cultivo.

3.8.1 WST-8

La viabilidad de las células se evalu6 mediante un ensayo WST-8 (Sigma-Aldrich,
Alemania) luego de 1, 3y 7 dias de cultivo.

Se retir6 el medio de cultivo en el que se encontraban las muestras y se las lavé
con PBS para remover los restos de medio que pudieran quedar. Se prepard una
solucién 1% WST y 99% DMEM incoloro y se afiadieron 500 pL de la solucién sobre
cada muestra. Posteriormente se las incubé a 37 °C durante 3 hs en la incubadora
de CO:..

Se retiraron 200 pL de la solucion que cubria cada muestra y se los traspaso a una
microplaca de 96 pocillos. Se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de
microplacas (PHOmo, China).

3.8.2 Microscopia de fluorescencia

Se retir6 el medio de cultivo en el que se encontraban las muestras, se las lavé con
PBS y se las traspas6 a una microplaca de 12 pocillos. Se afiadieron 2 ml de Fluofix-
PBS para fijar las células a la superficie de las muestras. Luego de 15 minutos se
volvieron a lavar las muestras con PBS, se permeabilizaron y se afiadioé una solucion
fluorescente de isotiocianato (Phalloidin, Sigma-Aldrich, USA) para colorear el
citoesqueleto de las células. Las muestras fueron dejadas una hora en oscuridad.
Una vez transcurrido el tiempo necesario se agreg6 1 pg de DAPI (Sigma—Aldrich,
USA) por ml de PBS durante 5 minutos para colorear el nucleo de las células. Las
muestras fueron cubiertas con PBS y dejadas en la oscuridad para su posterior uso.
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Finalmente fueron observadas por medio de un microscopio de fluorescencia (Axio
Scope Al, Carl-Zeiss, Jena, Alemania).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizaciéon del sustrato

En la Figura 10 se muestran las imagenes del sustrato luego de ser atacado con el
reactivo Vilella. El acero 316L es un acero austenitico, las zonas oscuras que se
ven en la metalografia corresponden a ferrita delta. Si bien con el reactivo no se
marcaron los bordes de grano, pueden distinguirse ciertos limites de los mismos.
No se observan carburos precipitados, principalmente debido al bajo contenido de
carbono que poseen los aceros 316L en su composicion. Puede verse una
distribuciéon medianamente homogénea del tamafio de grano, sin ninguna
orientacion o deformacion preferencial de los mismos.

Figura 10. Microestructura del sustrato a 200x y 500x luego del ataque con Vilella.

A partir de los ensayos de perflometria realizados, se obtuvieron valores de
rugosidad Ra =0.08 + 0.03 pum y Rz = 0.52 £ 0.10 pum. Estos resultados son acordes
con la superficie de un acero inoxidable pulido con granulometria entre 1000 y 2000
grit comercial.

El valor del &ngulo de contacto para el sustrato fue 92.6 + 0.1 °.
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4.2 Seleccion de condiciones de deposicion

Para determinar las condiciones 6ptimas de deposicion, es decir aquellas que
generen recubrimientos mas homogéneos, con menor porosidad y menos fisuras,
se realizaron EPD a distintos tiempos y corrientes.

En primer lugar, se depositaron capas de zeina y zeina-BG a 20, 50, 80 y 100 mA
durante 5 y 10 min. Durante el procedimiento se registraron los valores de voltaje
alcanzados por el sistema.

En las deposiciones a bajas corrientes el voltaje se mantuvo cercano a 10-12 V,
mientras que cuando se utilizo corrientes altas, se alcanzaron valores cercanos a
45-48 V. Segun bibliografia [12] en casos en los que se ha utilizado el mismo
sistema de partida para realizar EPD a voltaje constante, se ha reportado que los
mejores resultados se obtuvieron a 10 V.

Se observo que, al utilizar corrientes més altas durante la EPD, las suspensiones
gue eran de color amarillo se tornaron de color marron. Esto puede deberse a un
cambio conformacional de las moléculas de zeina [55]. Segun Cabra [56] una gran
cantidad de cargas positivas en las moléculas de proteina puede conducir a un
cambio conformacional de la estructura secundaria de a-hélice a B-hoja y espirales
aleatorias. Un campo eléctrico elevado, que se aplica durante la EPD, puede influir
en el campo eléctrico local alrededor de la proteina en combinacion con las cargas
de la propia proteina. Por tanto, puede producir un cambio conformacional de la
estructura, lo que genera el cambio de color.

Mediante inspeccion visual se determind que el recubrimiento de mejor calidad se
obtuvo a 20 mA, la capa formada era mucho mas homogénea y densa. A corrientes
mas altas la calidad disminuyd notablemente: las capas perdieron uniformidad e
incluso llegd a corroerse el metal, como puede observarse en la Figura 11.

|
|
|

Figura 11. Recubrimientos de zeina-BG realizados por EPD durante 5 min a distintas
corrientes.
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Se procedio a realizar deposiciones electroforéticas de zeina y zeina-BG a bajas
corrientes: 10 y 20 mA, durante 1, 3, 5, 7, 10 y 15 minutos. Se hicieron cinco
muestras de cada condicion. Los electrodos fueron pesados antes y después de
las deposiciones para estimar en qué casos el espesor de la capa formada era
mayor. En la Figura 12 se detallan los pesos obtenidos. A pesar de que las barras
de error son muy grandes, puede verse una tendencia a aumentar el espesor a
mayores tiempos, especialmente en las EPD a 10 mA.

2.2 B 10 mA
20 [ 20 mA

1.8 o

16
14
12
104

Peso (mg)

0_8—.
0_6—.
0_4—.
0_2—.

0.0 5
1 min 3min 5 min 7 min 10 min 15 min

Figura 12. Pesos de recubrimientos de zeina-BG realizados por EPD a 10 y 20mA con
distintos tiempos de deposicion.

Las muestras sintetizadas fueron observadas mediante microscopia SEM y ademas
se realizd un andlisis EDS para asegurar la presencia de particulas de BG en las
capas. En la Figura 13 pueden verse los resultados del EDS, la existencia de Ca, Si
y Na indica que hay particulas de BG en los recubrimientos.
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Electron Image 2

- Spectrum

cps/eV
1

Figura 13. Resultados de analisis EDS en
recubrimientos de zeina-BG.

En la Figura 14 se presentan las imagenes SEM tomadas para las distintas
condiciones estudiadas. Puede observarse que los recubrimientos mas
homogéneos y con menor cantidad de fisuras, poros y defectos se lograron con
deposiciones a tiempos cortos, particularmente la de 10 mA en 3 min y la de 20 mA
en 1 minuto.
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Figura 14. Imagenes SEM a 5000x de recubrimientos de zeina-BG obtenidos bajo
distintas condiciones de EPD.

En base a los resultados obtenidos y principalmente a las imagenes SEM, se
determiné que los mejores parametros de deposicion fueron: 20 mA y 1 minuto. En
la Figura 15 se muestra el recubrimiento obtenido bajo estas condiciones a menor

aumento.

Figura 15. Micrografia SEM a 1000x del recubrimiento de zeina-BG obtenido por EPD a
20 mA durante 1 min.
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4.3 Caracterizacién de los recubrimientos
4.3.1 Perfilometria y seccion trasversal

En la Tabla 6 se muestran los resultados de las medidas de rugosidad Ra (valor
medio de rugosidad) y Rz (profundidad de rugosidad media) del sustrato y de los
distintos recubrimientos.

Tabla 6. Parametros de rugosidad Ra y Rz para distintas superficies.

Superficie Ra (um) Rz (um)
Sustrato 0.08 + 0.03 05+0.1
Zeina 0.29 £ 0.10 1.8+0.3
Zeina-BG 0.25 + 0.02 24+0.3
Zeina-BG-Cu 0.38 £ 0.07 3.0+£05

La rugosidad superficial presente en el sustrato se debe al proceso de pulido que
se realiza sobre el acero cuando finaliza su fabricacion.

La rugosidad de las muestras recubiertas se debe a la deposicion no uniforme de
las particulas sobre el sustrato durante la EPD, y a la distribucién de tamafio que
presentan.

Las particulas del vidrio bioactivo BG tienen un diametro menor a las de BG-Cu (2
MM vs 5 pum) y presentan una distribucion de tamafio mucho mas estrecha (ver
seccion materiales y métodos). Al ser las particulas de tamafios similares, se espera
mayor uniformidad en la capa formada y menor rugosidad.

En el caso del recubrimiento de zeina que no tiene particulas de biovidrio, la
rugosidad puede deberse a una deposiciéon no uniforme sobre el sustrato durante la
EPD y a la presencia de fisuras, defectos y/o poros en la capa.

Por otro lado, continuando con la técnica de perfilometria, se intent6 estimar el
espesor de los recubrimientos. Para ello se traté de medir el escal6n que se forma
en las muestras, en la zona donde comienza la capa. En la Figura 16 se muestra el
gréfico obtenido para una de las mediciones, hacia la izquierda se encuentra el
sustrato desnudo y hacia la derecha el recubrimiento. Como puede verse, hay una
pendiente donde comienza la capa y no se forma un escalon bien definido
separando una region de la otra.
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Figura 16. Perfil obtenido para estimacion de espesor del recubrimiento de Z-BG-Cu.

En la Tabla 7 se detallan los resultados obtenidos para cada recubrimiento. El
espesor calculado para las muestras de zeina-BG-Cu resulté mucho mayor a los
demas. Esto puede deberse al mayor tamafio de las particulas de vidrio bioactivo
dopado con cobre en comparacion a las de BG.

Tabla 7. Espesor de los recubrimientos medido por perfilometria.

Recubrimiento Espesor (um)
Zeina 10+ 4
Zeina-BG 19+6
Zeina-BG-Cu 70+ 13

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que realizar las mediciones por esta técnica
presenta cierta complejidad y existen varios puntos a considerar, que pueden sumar
errores. La curvatura o alabeo de las muestras, la ausencia de un escalon definido
para la medida, la presencia de particulas en los recubrimientos, asi como también
una gran cantidad de poros (especialmente en el caso de la zeina) o fisuras generan
espectros mas ruidosos Y dificultan la correcta lectura de las mediciones.

Por estos motivos, se calculé nuevamente el espesor de los recubrimientos, pero
utilizando otro método: se observo la seccion transversal de las muestras con un
microscopio optico. En la Figura 17 puede verse la imagen de la seccion trasversal
de una de las muestras, donde se distingue claramente el sustrato (parte superior),
el recubrimiento (parte central) y la resina donde fue incluida (parte inferior).
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50 um

Figura 17. Seccion trasversal de muestra recubierta con zeina-BG.

Realizar medidas de espesor mediante esta técnica también presenta varias
dificultades. Por un lado, cuando las muestras son incluidas deben quedar
completamente perpendiculares a la superficie, si presentan un pequefio angulo de
inclinacion, las medidas resultaran erréneas. Por otro lado, antes de observarlas en
el microscopio las muestras deben ser pulidas, lo que puede generar
desprendimiento o arrastre de material, asi como dificultad para delimitar donde
comienza y donde termina el recubrimiento.

En la Tabla 8 se muestran los valores de espesor obtenidos. Puede verse que el
correspondiente a la muestra recubierta con zeina-BG resulté bastante mayor a los
de las demas. Esto puede deberse, o0 bien a que el espesor es efectivamente mayor
para las muestras recubiertas con zeina-BG, o puede ser un error debido a las
limitaciones propias de la técnica empleada.

Tabla 8. Medidas de espesor de los recubrimientos a partir de seccién trasversal.

Recubrimiento Espesor (um)
Zeina 302
Zeina-BG 48 £ 1
Zeina-BG-Cu 311

Luego de realizar las mediciones por ambos métodos, puede estimarse que los
espesores de los recubrimientos con biovidrio se encuentran entre 20-70 um. Es
necesario mayor numero de muestras para medir el espesor con los dos métodos
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utilizados de manera estadisticamente significativa, y poder obtener valores mas
representativos de los recubrimientos obtenidos.

4.3.2 Angulo de contacto (CA)

Otra caracterizacion de los recubrimientos consistié en medir el angulo de mojado
de cada uno de ellos. Es un parametro importante a considerar porque influye en la
adhesién de proteinas y células sobre la superficie [57]. Los valores obtenidos se
muestran en la Figura 18.

El sustrato fue la superficie que exhibio el caracter mas hidrofébico dado por un
angulo de contacto alto, mientras que las muestras recubiertas presentaron valores
menores. La zeina posee un cardcter anfifilico y la adicion de una fase inorgéanica,
en este caso los biovidrios, favorece su hidrofilicidad [21], disminuyendo en
consecuencia el angulo de contacto.

Menzies y Jones [57] han reportado que las superficies con angulos de contacto
entre 35 - 80 ° favorecen la adhesion de osteoblastos y que la misma se encuentra
limitada en superficies altamente hidrofébicas o altamente hidrofilicas. Por otro lado,
segun bibliografia [42], un angulo de contacto de 55 ° provee condiciones éptimas
para la adhesion y el crecimiento celular.

Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que todas las muestras recubiertas
generarian un entorno amigable para la adhesion celular, en especial el
recubrimiento de zeina-BG-Cu por presentar el valor de angulo de mojado mas
cercano al “optimo”. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la adhesion celular
dependera también de otros factores.
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Figura 18. Angulo de contacto del sustrato y los recubrimientos.
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4.3.3 Tape test

Mediante inspeccién visual y microscopia Optica se observo la superficie de las
muestras luego de la remocién de la cinta.

Ninguno de los recubrimientos present6 dafios, desprendimientos ni roturas tras la
realizacion del ensayo. En la Figura 19 puede verse una de las muestras antes y
después del tape test.

Figura 19. Recubrimiento de zeina-BG-Cu (a) antes y (b) después del tape test.

En la Figura 20 se muestran imagenes del microscopio o6ptico con mayor
amplificacion de uno de los recubrimientos estudiados. Puede verse un ligero
desprendimiento en algunas zonas como la cercana la linea superior de la
cuadricula. Sin embargo, dado que es apenas notorio con un aumento de 50x, se
determina segun la norma ASTM D3359-09 que los recubrimientos son clase 5B.
Se puede considerar 6ptima la adhesién entre la capa y el sustrato.

Figura 20. Recubrimiento de zeina-BG a 50x (a) antes y (b) después del tape test.
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4.4 Ensayos in vitro
4.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Trasformada de Fourier (FTIR-ATR)

En la Figura 21y Figura 22 pueden verse los espectros obtenidos para las muestras
recubiertas sin inmersion y con siete dias de inmersion en SBF, respectivamente.
En todas las muestras recubiertas se distinguen las cuatro bandas caracteristicas
de las proteinas. Entre 2800 y 3500 cm™ aparece una banda llamada amida A, que
corresponde al estiramiento de los enlaces N-H y O-H de los aminoé&cidos de la
zeina. Alrededor de 1650 cm™ se encuentra la banda amida |, correspondiente al
estiramiento del carbonilo (C=0) de los grupos amida pertenecientes a los grupos
peptidicos. La banda a 1540 cm™ se llama amida Il y se debe a vibraciones de
deformacion angular del enlace N-H. Por ultimo se encuentra la banda amida Il a
1230 cm que corresponde a las vibraciones de deformacién axial del enlace C-N
[24], [58]. El pico a 2930 cm también es caracteristico de la zeina y corresponde
al estiramiento del enlace C-H [25].

Por otro lado, también se distinguen picos debidos a grupos funcionales presentes
en los vidrios bioactivos. A 1043 cm " puede verse un pico debido al estiramiento
asimétrico de Si-O-Si [25]. Alrededor de 1430 cm™ hay un pico correspondiente a
las vibraciones por estiramiento y flexion del enlace P-O [25]. Este pico se solapa
en parte a otro pico mas pequefio a 1460 cm™ relacionado con carbonatos
adsorbidos en la superficie del BG por reaccion entre el CO2 atmosférico y algunos
iones superficiales Ca?* disponibles [10], [59].
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Figura 21. Espectro FTIR de los distintos recubrimientos sin inmersion en SBF.
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Luego de la inmersion, no se observan grandes variaciones en los espectros. La
diferencia mas notoria es el pico alrededor de 1040 cm™ que aparece en todas las
muestras recubiertas. Este pico se atribuye a la vibracion de flexion del enlace P-O
e indica la formacion de hidroxiapatita en la superficie del recubrimiento [25]. Por
otro lado, en la muestra recubierta con zeina-BG-Cu puede observarse un pico
ancho o banda alrededor de los 600 cm™ que corresponde a los modos de vibracién
de los grupos P43 caracteristicos de la hidroxiapatita [10].
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Figura 22. FTIR de los recubrimientos y el sustrato luego de 7 dias de inmersién en SBF.

4.4.2 Microscopia Optica y porosidad

En la Figura 23 se presentan imagenes de los sistemas recubiertos analizados
tomadas luego de 0,3 y 7 dias de inmersion en SBF a 37 °C y del sustrato luego de
0 y 7 dias de inmersion en las mismas condiciones. Puede verse que los
recubrimientos de zeina poseen una porosidad alta, seguidos de los de zeina-BG-
Cu, mientras que las capas de zeina-BG cubren una mayor area superficial del
sustrato. Esto puede ser debido a que las particulas de biovidrio logran cubrir parte
de la porosidad inherente de la capa de zeina. Luego, dependiendo del diametro y
distribucion de tamafio de particula, asi como de las condiciones de la deposicion,
se logra una mayor o menor cobertura de los poros.
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La disolucion de las capas de zeina y las particulas, cuando las muestras estan en
inmersion, provoca un aumento de porosidad. Pero, si a la vez ocurre la formacién
de depdsitos ricos en Ca y P o incluso hidroxiapatita, se puede contrarrestar el
aumento de poros y no dejar expuesto al sustrato. En las imagenes tomadas luego
de tres y siete dias de inmersion, se nota un deterioro de las capas y un marcado
aumento de la porosidad, lo que muestra una rapida disoluciéon de los
recubrimientos, sin que los poros lleguen a cubrirse con los depoésitos de
compuestos relacionados con la apatita.

En la Figura 24 se aprecian con mayor detalle y aumento algunos recubrimientos
luego de estar en inmersion en SBF durante 7 dias. En el centro de ciertos poros,
se distinguen unas formas circulares que se infiere que podrian ser formaciones de
depositos ricos en Ca y P.

Sin inmersioén 7 dias de inmersién

Sustrato

Sin inmersién 3 dias de inmersiéon
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Figura 23. Microscopias Opticas a 200x de las muestras recubiertas tras 0,3 y 7 dias de
inmersién en SBF y del sustrato tras 0 y 7 dias de inmersion en SBF.

Figura 24. Microscopia 6ptica de recubrimiento de (a) zeina-BG-Cu a 500x y (b) zeina a
200x, luego de 7 dias de inmersién en SBF.

Posteriormente, se procedié a evaluar la porosidad de los recubrimientos de zeina
mediante procesamiento digital de imagenes, en colaboracion con el Laboratorio de
Procesamiento Digital de Imagenes del ICyTE (UNMdP-CONICET). En la Figura 25
se muestra parte del procedimiento realizado. En primer lugar, se seleccionaron los
poros, luego se transformaron las imagenes a binarias, separandolas en zonas
correspondientes al recubrimiento y poros para poder calcular el porcentaje de area
cubierta. Se repitié el procedimiento con distintas muestras de zeina sin inmersion
y con 7 dias de inmersién en SBF a 37 °C.

En las muestras cuyas capas tenian particulas de biovidrio no se realizé este
analisis debido a la dificultad para diferenciar los poros de las particulas, dado que
ambos tienen tonalidades de gris similares.
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Figura 25. Imagenes del procedimiento realizado para el calculo de porosidad, (a)
seleccidn de poros, (b) pasaje a sistema binario.

En la Tabla 9 se muestra el porcentaje de area cubierta de los recubrimientos
estudiados. Puede notarse un gran aumento de la porosidad tras la inmersion,
generado por una rapida disolucion de la capa.

Tabla 9. Porcentaje de area cubierta y descubierta de los recubrimientos de zeina.

Sin inmersién 7 dias de inmersién
Area cubierta (%) | 91.1+1.7 | 77+2

Por otro lado, se realiz6 un histograma de la distribucién de tamafio de los poros
(ver Figura 26). Para ello, se analizaron los poros como circulos o elipses, y se
consideré que su longitud caracteristica estaba dada por el eje mas largo,
estimandose como eje mayor de la elipse o diametro del circulo (ver seccién
materiales y métodos).

Tanto antes como después de la inmersion, los poros presentaron una distribucion
de Poisson en donde la mayor frecuencia se encuentr6 a tamafios de 10-30 pum. Sin
embargo, puede verse que luego de la inmersion, la distribucion se ensanchoé
llegando a dimensiones de poro mucho mayores.
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Figura 26. Histograma de distribucién de poros de recubrimientos de zeina antes
(izquierda) y después de inmersion en SBF (derecha).

La zeina es conocida por tener multiples propiedades beneficiosas para ser utilizada
en biomateriales o medicina [24]. La misma es biocompatible, y algunos autores
mencionan sus capacidades antibacteriales. Sin embargo, no muestra bioactividad,
por lo que no presenta en ensayos acelulares in vitro una capacidad de
oseoinduccién con generacion de compuestos relacionados con Cay P. De ser asi,
el aumento de la superficie desnuda estaria en detrimento ya que parte se estaria
cubriendo por estos compuestos relacionados con la apatita. Primeros indicios de
presencia de compuestos ricos en fosfatos, se ven luego de 7 dias de inmersion,
pero éstos todavia no son lo suficientemente voluminosos para impedir la
disminucion del area cubierta de las muestras.

4.4.3 Ensayos electroquimicos

En este apartado se muestran los resultados correspondientes a los distintos
recubrimientos tras realizar la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y
las voltametrias.

En la Figura 27 se presentan los graficos de Bode obtenidos para el sustrato
desnudo y la capa de zeina sin inmersion en SBF (esta representada una muestra
por condicion, pero los ensayos se hicieron de 3 a 5 veces con diferentes muestras).
Puede notarse que los resultados fueron casi iguales para ambos casos. Esto se
debe a que el recubrimiento de zeina posee micro-porosidades que dejan al
descubierto el metal, como pudo verse en las imagenes de microscopia optica
(Figura 23).
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Figura 27. Graficos de Bode de la capa de zeina y el sustrato desnudo sin inmersion.

Por otro lado, en la Figura 28 se presentan los graficos de Bode obtenidos para las
capas de zeina-BG sin inmersion, donde se los compara ademés con el obtenido
para el sustrato. Los ensayos se realizaron por quintuplicado. En los recubrimientos
estudiados se distinguen dos comportamientos electroquimicos: (1)
comportamiento similar a la capa porosa de zeina y por lo tanto al sustrato, (2)
comportamiento de capa mas densa, pero no mas resistiva.

En el caso de las muestras con zeina-BG que presentan el comportamiento (2) se
considera que las particulas que tapan los poros, y que a su vez permiten acumular
el agua dentro, entre las moléculas de zeina. Esto se infiere porque las resistencias
totales del sistema, que se obtienen extrapolando las curvas obtenidas a frecuencia
cero en el gréafico del médulo de impedancia, son muy similares a las muestras que
presentan el comportamiento (1). Ademas, el angulo de fase es muy bajo (alrededor
de 25 grados), de modo que el sistema no estaria mostrando un comportamiento
protector, sino uno mas difusivo dentro de la capa.

En el caso de los recubrimientos de zeina-BG-Cu, ambos comportamientos fueron
encontrados en la variacion de las muestras, pero la gran mayoria presentdé un
comportamiento de capa porosa, similar al metal desnudo.
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Figura 28. Gréficos de Bode de la capa de zeina-BG sin inmersién en SBF.

La existencia de dos comportamientos distintos para recubrimientos fabricados con
un mismo sistema de partida puede deberse al propio proceso de generacion de las
capas. Para hacer las electrodeposiciones se partié de una solucién con 10 g/L de
particulas de biovidrio, pero la misma suspension fue utilizada para realizar tres
electrodeposiciones consecutivas. Por lo tanto, pudo haber una merma en la
concentracion de especies disponibles para generar las capas, de modo que unas
resultaron mas porosas o menos densas que otras. No fue posible distinguir esto a
ojo desnudo por lo que, al momento de la sintesis, las muestras no fueron
identificadas segun el orden de deposicién.

Los resultados fueron modelados a través de circuitos equivalentes que ajustan los
datos experimentales obtenidos y facilitan la interpretacion de los procesos de
degradacion y procesos fisicos que ocurren en el sistema.

Con base en un mismo circuito equivalente se modelaron: el sustrato, las capas de
zeinay las capas de zeina-BG y zeina-BG-Cu que presentaban un comportamiento
poroso (ver Figura 29).
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Figura 29. Gréficos de Bode del sustrato y de los recubrimientos que presentaron un

Se utilizé el

comportamiento de capa porosa.

modelo de doble capa de la Figura 30, que incluye dos

pseudocapacitores (capacitores no ideales o con pérdida) y tres resistencias. En
lugar de capacitores ideales se utilizaron elementos de fase constante llamados
CPE, los cuales se emplean cuando el angulo de fase es distinto a -90°:

1
CPE= QGar

Cada uno de estos elementos de fase constante se encuentra afectado por un
coeficiente n asociado a la homogeneidad del sistema, siendo 1 el valor
correspondiente a un capacitor ideal.

Rsol CPEzein/ox
\,

Figura 30. Modelo de circuito equivalente de doble capa utilizado.
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La pseudocapacitancia de la capa de 6xido en el metal o la capa del recubrimiento
esta representada por el elemento CPEreciox, mientras que el elemento CPEq4c se
relaciona con la doble capa electroquimica. Por otro lado, las resistencias estan
asociadas a los poros (Rporo) Y a la resistencia a la transferencia de carga (Rtc). Rsol
hace referencia a la resistencia de la solucion.

En la Tabla 10 se presentan los valores que ajustan al modelo propuesto para cada
condicion estudiada.

Tabla 10. Valores gque ajustan al modelo de circuito equivalente propuesto.

Rsol CPE-reciox CPEadc Rtc

(Qcm?) Q (S/Qcm?) 0 Rporo(Qcm?)  Q (S/Qcm?) N (?cmz)

(*1E+05) (~LE+05) ("1E-5)

Sustrato 353  2.27+0.06 0.85:0.05 8640 17+02  0.85:0.03 4230
Zeina 5215 4+1  0.89:0.01  98+50 0.6:0.1  1.00£0.00 75
Z-BG 361  16:04  0.97+0.01 25405  27:0.4 0.83:001 76
Z-BG-Cu  46:l  14:03  100:000 29.3:0.2  3.8#0.3 0.79:0.01 3¢l

Para el caso de los recubrimientos de zeina-BG que presentaron el comportamiento
mas difusivo, se podria utilizar un modelo de circuito equivalente como el de la
Figura 31, que posee un elemento difusivo de Warburg.

Rsol CPEcapa
A% >>
Rporo Wdifld
Wz

Figura 31. Modelo de circuito equivalente para las capas de zeina-BG con
comportamiento difusivo.

La impedancia de Warburg es utilizada para modelar la conductividad iénica
creciente debido a procesos electroquimicos o de corrosion que ocurren dentro de
defectos o poros, lo que incrementa la difusividad de los mismos. Cuando el espesor
de los recubrimientos o capas de Oxido es pequefio, bajas frecuencias penetraran
a través del espesor, creando un elemento de Warburg de longitud finita [60]:

tanh(jTw)™
= oo TGray
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El modelo solo fue aplicable a los recubrimientos de zeina-BG y no a los de zeina-
BG-Cu, debido a que éstos ultimos presentaron espectros muy dispersos que no
pudieron modelados. En la Tabla 11 se presentan los valores que ajustaron al
circuito equivalente propuesto.

Tabla 11. Valores que ajustan al circuito equivalente propuesto.

R | CPErec/ox Rporo W
*° Q (*1E+06) n (*1E-05) R (*1E-05) T n
Z-BG 670+ 300 6£3 0.46+0.07 11+12 34+07 11+2 0.60+£0.05

En la Figura 32 se presentan los graficos de Bode obtenidos para el sustrato
desnudo y los distintos recubrimientos luego de 7 dias de inmersion en SBF a 37
°C. Se observa que las capas se deterioraron durante la inmersion, ya sea por la
disolucion de las particulas de biovidrio o por la disolucion de la zeina. Este efecto
se demuestra porque todas las muestras presentan el mismo comportamiento y
pueden ser modeladas con el mismo circuito equivalente que el metal desnudo (ver
Figura 30). Solo se observan leves cambios en los valores de pseudocapacitancias
y de resistencias obtenidos (ver Tabla 12). Los resultados concuerdan con las
imagenes Opticas encontradas luego de la inmersion.
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Figura 32. Gréaficos de Bode del sustrato y los recubrimientos luego de 7 dias de
inmersion en SBF a 37 °C.

53



Camila A. Aranda - Proyecto final 2021

Tabla 12. Valores que ajustan al modelo de circuito equivalente tras 7 dias de inmersion.

Res C|=2>Erec/ox o CIZEdc m
Qo) QM%erY o Ten@m) QA n (1E9)
Sustrato  34+1  3.7#0.6  0.86+0.01  116+30 645 0.940.1 2.9+0.4
Zeina  35+1  4.2+0.8  0.88+0.02  86+30 4+1 1.0+0.1 1.7+0.3
Z-BG 38+2  95+0.6  0.84+0.01  85+50 606 0.840.0 0.5+0.2
Z-BG-Cu  35+7  4.2+0.1  0.86+0.01  103+4 42+04  1.0£0.0 1.4+0.01

Segun el modelo de Brug [61], la pseudocapacitancia de los recubrimientos puede
ser relacionada con una capacidad efectiva (Ceff), a partir de la siguiente ecuacion:

Rso1 * Rporo (A=1)
———) n
Rsol + Rporo

1
Ceff = Qn (

En la Tabla 13 se encuentran los valores de la capacidad efectiva calculados para
el sustrato y las muestras recubiertas (de comportamiento poroso) antes y después
de la inmersion en SBF. Puede notarse que las Ceff casi no varian, esto se debe a
gue los recubrimientos presentaban una alta porosidad previa a la inmersién y no
presentaron suficientes depdsitos luego de la misma como para cubrir la superficie
expuesta.

Tabla 13. Valores de Cer (F/cm?) de las muestras, multiplicados por 1E+05.

Sustrato Zeina Z-BG Z-BG-Cu
O dias 0.6 +0.3 20+0.5 1.2+0.1 1.4+0.3
7 dias 1.1+0.1 1.6 +0.3 3.1+0.6 1.4+0.2

En la Figura 33 se presentan las curvas de polarizacion obtenidas para las muestras
recubiertas y el material desnudo, antes y después de 7 dias de inmersién en SBF.
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Figura 33. Curvas de polarizacion de las muestras recubiertas y el sustrato sin inmersiéon
(izquierda) y tras 7 dias de inmersion en SBF (derecha).

En el caso de las curvas obtenidas sin inmersidn previa a los ensayos
electroquimicos, puede verse que las muestras con zeina-BG-Cu tienen densidades
de corriente levemente inferiores respecto de las otras tres condiciones, de modo
gue presentan una sutil diferencia positiva en cuanto a la proteccion. Las muestras
recubiertas con zeina-BG, en cambio, presentaron un comportamiento similar a la
zeina. Esto puede deberse a que los ensayos se realizaron después que las
muestras estuvieran en inmersion por lo menos 3 horas, ya que fueron sometidas a
la medida de potencial de corrosion e impedancia electroquimica antes. Ese tiempo
puede haber sido suficiente para permitir que comience la disolucion de las
particulas de BG y generar poros similares a las muestras de zeina.

Luego de 7 dias de inmersion se observa una empeora de las muestras conteniendo
BG, indicando que la utilizacién del sistema zeina-BG no seria aconsejable en este
tipo de recubrimientos. En el caso del sistema zeina-BG-Cu puede verse un
aumento en el potencial de corrosion, pero también se observa que la densidad de
corriente de pasividad es menor que para el resto de los sistemas, logrando una
leve proteccion a la corrosion luego de 7 dias de inmersion.

A partir de estos resultados y los obtenidos en ensayos de FTIR, puede inferirse
gue no se presenta gran cantidad de depdsitos superficiales (fosfatos relacionados
con apatita). Podrian realizarse en un futuro, ensayos a 30 dias de inmersién en
SBF, para ver si se presenta una capa mas continua y compacta de fosfatos, que
modifiquen el comportamiento electroquimico del sistema. Dadas a las condiciones
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de aislamiento en relacion al COVID-19, no se pudieron estudiar mayores tiempos
de inmersion en el presente trabajo.

4.5 Ensayos de liberacion de cobre y antibacteriales

Por causa de las condiciones de aislamiento y restricciones para ir al laboratorio, no
se pudieron realizar ensayos cuantitativos de calibracion y de liberacién de iones
cobre para diferentes tiempos de inmersion.

Se realizd una medicién cualitativa de la presencia de iones Cu?* en una muestra
recubierta con zeina-BG-Cu que estuvo inmersa en agua bidestilada por 13 dias a
37°C. Para ello, por medio de espectroscopia UV-vis, se busco la presencia del pico
de absorcion de Cu?* en alrededor de 700 cm™. Se compard el espectro obtenido,
con espectros de diferentes soluciones patrén con concentraciones variables del ion
cobre. Los resultados se muestran en la Figura 34. Puede verse que el Cu*? esta
presente en la muestra problema, dado que la curva se encuentra entre algunas de
las concentraciones medidas. Sin embargo, debido a la falta de ensayos no fue
posible cuantificar este efecto.
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Figura 34. Espectros UV-vis para la muestra problema y soluciones con distintas
concentraciones de cobre.
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Por otro lado, los resultados de las mediciones de densidad Optica para la
evaluacion antibacterial se presentan en la Figura 35. No se ven diferencias notorias
en el crecimiento de bacterias en presencia o ausencia de iones cobre en ningun
caso. En S.aureus incluso pareceria que las muestras de zeina-BG tienen alguna
disminucién a las 48 horas, lo que puede estar asociado a una gran disolucion de
las particulas de BG y a la generacién de un medio acido, o también a la formacién
de un biofilm y la disminucién de células planténicas en la suspension.
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Figura 35. Densidad oOptica de diluciones de S.aureus y E.coli tras estar en contacto con
recubrimientos de zeina-BG y zeina-BG-Cu durante distintos tiempos.

Luego de retirar las soluciones, tanto los materiales recubiertos como los tubos
guedaron tefidos con cristal violeta, como se observa en la Figura 36. Las muestras
recubiertas con zeina-BG y zeina-BG-Cu se tifieron todas por igual. No podria
afirmarse que los recubrimientos retienen cristal violeta por algin mecanismo
especial que no sea referido a la capa en si y no al biofilm. Por otro lado, en los
tubos puede observarse que aquellos que contenian S. aureus y material recubierto
con zeina-BG-Cu parecen tener menor cantidad de biofilm tefiido en las paredes.
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Figura 36. Tubos y muestras recubiertas tefiidas con cristal violeta tras retirar las
soluciones con bacterias.

Al medir la densidad 6ptica de las bacterias remanentes en los biofilms formados en
las paredes de los tubos (ver Figura 37), se observé que las muestras con S.Aureus
generaron mas biofilm que las que tenian E.coli (lo que es lo esperado para este
tipo de bacterias). Ademas, ambas bacterias mostraron tendencia a menos
formacion de biofilm en la pared del tubo en presencia de cobre.
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Figura 37. Densidad Optica de bacterias remanentes en los biofilms formados en las
paredes de los tubos.
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4.6 Evaluacion celular in vitro

En la Figura 38 se presentan los resultados de la densidad 6ptica medida tras el
ensayo de WST-8. Puede verse que la cantidad de células aumenta con el paso de
los dias en todas las condiciones estudiadas. Ambos recubrimientos con particulas
de biovidrio presentaron un comportamiento similar, independientemente de la
presencia 0 ausencia de iones cobre. Por otro lado, los recubrimientos de zeina
fueron los que mostraron una mayor proliferacion celular luego de 7 dias de
inmersion. Cabe destacarse que no se observan diferencias significativas en la
cantidad de células para 1 dia de cultivo, en los tres materiales estudiados.
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Figura 38. Densidad Optica de las distintas muestras a 450 nm vs tiempo.

En la Figura 39 puede verse el resultado de las imagenes de microscopia de
fluorescencia donde se tifien los nucleos de las células cultivadas en la superficie
de los materiales, de color azul, y sus citoplasmas de rojo.

Luego de 24hs de cultivo, se observa adhesioén y proliferacion de las células en las
muestras recubiertas con zeina y zeina-BG-Cu. No se observa el mismo
comportamiento en las muestras con zeina-BG, donde se ven células dispersas,
pero sin gran proliferacién. Esto puede deberse a que las particulas de BG se
disuelven mas rapido que las de BG-Cu debido a su menor tamafio y mayor area
reactiva superficial. Al disolverse, liberan acido silicico y generan una alcalinizacion
del medio circundante que afecta el crecimiento celular en las primeras 24 hs [62].
Luego de un dia de transcurrido el ensayo, el medio de cultivo de las células se
recambia, asi que las mismas tendran medio neutro y rico para seguir
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reproduciéndose, como se ve en los casos a mayores tiempos. Igualmente, la
cantidad total de células medida por el método del WST-8 nos indicaria que la
cantidad de células en los tres materiales es similar, pero no nos brinda informacién
acerca de la adherencia o forma de las mismas.

Al cabo de tres dias de ensayo, la monocapa celular es continua en los tres casos
de recubrimientos estudiados. Luego de 7 dias, en las tres condiciones trabajadas,
las células confluyen y forman una o dos capas, cubriendo toda la superficie. Puede
verse gque esa capa comienza a desprenderse (espacios negros), lo que podria
deberse al crecimiento exagerado de las células o podria estar también relacionado
con una superpoblacion de células sembradas al momento de realizar el ensayo.

1 dia 3 dias 7 dias

Zeina

Zeina-BG

Zeina-BG-Cu

Figura 39. Microscopia de fluorescencia de muestras recubiertas luego de 1,3 y 7 dias de
cultivo celular.

60



Camila A. Aranda - Proyecto final 2021

5. CONCLUSIONES

Se logré fabricar recubrimientos a partir de deposiciones electroforéticas,
optimizando los parametros tiempo-corriente en base a imagenes SEM, de modo
de lograr capas homogéneas con baja cantidad de fisuras y defectos presentes.

Los recubrimientos mostraron buena adhesién al sustrato, ademas de aumentar
levemente la rugosidad del mismo y disminuir su angulo de mojado, lo que favorece
la adhesion y el crecimiento celular.

Las capas de zeina presentaron una porosidad alta, como pudo observarse en las
imagenes de microscopia Optica. Las particulas de biovidrio (tanto las de BG como
BG-Cu) lograron cubrir parte de los poros, pero no su totalidad.

Mediante FTIR se reconocieron los picos caracteristicos de la zeina y las particulas
de biovidrio, cuya existencia fue asegurada previamente con el analisis EDS.
Ademas, la presencia de picos de fosfatos en el espectro, indic6 signos de
bioactividad en las muestras recubiertas, tras 7 dias de inmersion en SBF. La
formacion de depdsitos de compuestos ricos en fosfatos, fue acompafiada con un
gran aumento de la porosidad de las capas, como pudo verse en la microscopia
Optica. Esto indica una rapida disolucion del recubrimiento que no logra ser
contrarrestada con la formacion de depdsitos suficientemente voluminosos, que
cubran la superficie descubierta.

Por otro lado, los recubrimientos no modificaron la resistencia a la corrosion del
sustrato. La gran mayoria de las muestras presentd un comportamiento
electroquimico de capa muy porosa, otorgando resultados casi idénticos al sustrato
desnudo. Algunas de las repeticiones de las muestras recubiertas con zeina y BG
mostraron un comportamiento diferente, mas inestable y quizas asociado a un
comportamiento difusivo de la capa, aunque no por ello de caracter mas protector.
Se considera que la razén de la existencia de comportamientos tan diferentes,
podria ser la distinta concentracion de particulas presentes en la suspension al
momento de realizar la deposicion electroforética, debido al uso de una misma
suspension para hacer tres EPDs seguidas. Por lo tanto, se deberia evaluar el
comportamiento electroquimico de las capas realizadas mediante deposiciones en
las que se utilice una suspension nueva cada vez.

En los ensayos electroquimicos que se hicieron luego de 7 dias de inmersion en
SBF se observo el mismo comportamiento para todas las capas, que resulté igual
al del sustrato. Esto indica una baja bioactividad de los recubrimientos a tiempos
cortos.

Mediante UV-vis se observo liberacion de iones cobre luego de 13 dias de inmersion
en agua bidestilada, aunque no se la pudo cuantificar.
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Si bien algunos resultados mostraron leves indicios de actividad antibacteriana, la
misma fue muy baja. Puede que la cantidad de cobre presente en las capas haya
sido demasiado baja o que las particulas de biovidrio fueran demasiado grandes por
lo que no lograron disolverse lo suficientemente rapido para lograr el efecto
antibacterial esperado.

Finalmente, en los ensayos de viabilidad celular se observé una gran proliferacion
de las células en las tres condiciones de recubrimiento estudiadas, lo que indicaria
gue los recubrimientos con zeina y BG-Cu no interfieren en la adhesion y
proliferacion, al contrario, estarian mejorando la misma.

6. TRABAJO A FUTURO

Para continuar con la investigacion y el desarrollo de recubrimientos de zeina y
particulas de biovidrio, obtenidos por deposicion electroforética, se propone:

e Realizar ensayos electroquimicos a mayores tiempos de inmersion en
solucion fisiolégica simulada, para evaluar si se forma una cantidad de
depositos de fosfatos apreciable que genere cambios en el comportamiento
de las muestras recubiertas respecto del sustrato.

e Estudiar la formacion de depoésitos de fosfatos en las muestras mediante
difraccidon de rayos X.

¢ Incrementar la cantidad de particulas de vidrio bioactivo presentes en la capa
(aumentando la concentracion de las particulas en la suspension de partida)
o disminuir su tamafio, para tener una disolucion mas rapida y aumentar asi
la bioactividad de los recubrimientos a tiempos cortos.

e Efectuar ensayos cuantitativos de liberacion de iones cobre luego de distintos
tiempos de inmersion en SBF.

e Estudiar la posibilidad de aumentar la cantidad de cobre presente en la
composicion del biovidrio, para incrementar la actividad antibacterial de las
capas, o reducir el tamafio de particula del BG-Cu para acelerar su disolucion
(por tener mayor area superficial expuesta) y lograr asi una respuesta
antibacterial mas marcada en el mismo tiempo.

Otros sistemas de partida deben ser evaluados para obtener recubrimientos con
mayor bioactividad y propiedades antibacteriales que puedan ser aplicados en
ingenieria de tejidos.
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