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1 Resumen

Este trabajo se centra en la mejora de implantes permanentes fabricados con
aleaciones de titanio, con un enfoque especial en la ampliamente utilizada aleacion
Ti-6Al-4V en aplicaciones biomédicas. La seleccion de esta aleacion se basa en su
utilidad para implantes intracorporeos, como los de cadera, rodilla y codo, donde se

requiere fijacion 6sea, bajo peso y resistencia a diversas solicitaciones.

Dado el incremento en la expectativa de vida y la prevalencia de problemas
articulares, se reconoce la necesidad de implantes resistentes y biocompatibles.
Aunque las aleaciones de titanio son livianas y resistentes, su capacidad de
integracién ésea natural es limitada y su resistencia antibacterial es nula. Por lo tanto,
se propone la modificacion superficial como una estrategia clave para mejorar estas

propiedades.

En este estudio, la técnica de deposicion electroforética (EPD) se elige como
método para aplicar recubrimientos en la superficie de la aleacion de titanio. Se utiliza
quitosano, un biopolimero biodegradable y biocompatible, junto con gelatina tipo B y
particulas mesoporosas de vidrio bioactivo (MBG) cargadas con gentamicina (Ge).
Esta combinacion tiene como objetivo mejorar la oseointegracion y conferir
propiedades antibacterianas al implante, abordando asi la problematica de las

infecciones postoperatorias, una de las principales causas de falla de implantes.

Los objetivos generales del estudio abarcan el andlisis detallado de las
caracteristicas superficiales de los recubrimientos, la optimizacion de las condiciones
de EPD y la comparacion entre los diferentes recubrimientos. Se busca evaluar
mejoras  especificas en la bioactividad, propiedades antibacterianas vy

hemocompatibilidad.

La metodologia se basa en la premisa de que las caracteristicas superficiales de los
biomateriales desempenan un papel crucial en la respuesta bioldgica. Se propone un
sistema de aleacién de titanio recubierto con quitosano, gelatina tipo B y MBG-Ge, y
se lleva a cabo una caracterizacion exhaustiva que incluye observacién por
microscopia optica, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR),
Tape test, procesamiento digital de imagenes para la cuantificacion del area cubierta
por el recubrimiento, angulo de contacto, rugosidad, resistencia a la corrosion,

bioactividad, hemdlisis y reactividad con plaquetas.



En conclusién, este trabajo se posiciona en la vanguardia del disefio y desarrollo de
implantes biomédicos mejorados, buscando abordar no solo la longevidad de la
poblacion, sino también proporcionar soluciones duraderas y efectivas para mejorar la
calidad de vida. La eleccién estratégica de la aleacion, la aplicacién de la técnica EPD
y la combinacion especifica de quitosano, gelatina y MBG-Ge resaltan como

elementos clave en esta iniciativa innovadora.



2 Introduccion

2.1 Biomateriales

Los biomateriales, piezas fundamentales en la ingenieria de tejidos y la medicina
regenerativa, han transformado la manera en que se abordan terapias y diagndsticos
médicos. Se los define como sustancias meticulosamente disefiadas para adoptar
formas especificas. Ya sea de manera individual o como parte de sistemas mas
complejos, su proposito principal es dirigir, mediante interacciones con los
componentes de sistemas bioldgicos, el curso de procedimientos terapéuticos o
diagnésticos[1]. En esencia, son materiales, ya sean sintéticos o naturales
modificados, que interactian con sistemas bioldgicos, evaluando, tratando, reparando

o sustituyendo érganos o funciones corporales especificas.

Estos biomateriales se dividen en dos categorias principales: los reabsorbibles, que
se desintegran en el entorno tisular después de la implantacion, y los no reabsorbibles,
que permanecen sin cambios [2]. Ademas, su clasificacion puede basarse en la
respuesta que generan en el tejido circundante. Si provocan la muerte del tejido, se
consideran toxicos; si generan la formacién de tejido fibroso que encapsula el
implante, son casi inertes. Asimismo, si hay una unién entre el tejido y el implante por
la formacion de tejido nuevo, se denominan bioactivos, y si el tejido formado

reemplaza al implante, son biodegradables.

La biofuncionalidad es una caracteristica importante de los biomateriales, ya que
deben poseer propiedades que les permitan cumplir su funcién especifica, ya sea
como implantes o dispositivos médicos. Pueden compensar la pérdida de funcién en
tejidos dafiados, reemplazar directamente funciones de tejidos enfermos o dafados, o
utilizarse con fines diagndsticos, es decir, definir el rol que debe cumplir es
fundamental para la seleccién de un biomaterial. En base a esto, es importante tener
en cuenta las propiedades mecanicas como la resistencia, el moédulo elastico, la
resistencia al desgaste, entre otras, para que el biomaterial cumpla su funcién de la
mejor forma posible. En conjunto, todas estas caracteristicas van a definir cual es el
mejor biomaterial, los cuales pueden ser metales, polimeros, ceramicos o materiales

compuestos [2].

Independientemente del tipo de material seleccionado, es fundamental que el
mismo sea biocompatible. Esto quiere decir, de manera resumida, que el biomaterial

posea la habilidad de actuar o desempefarse generando una respuesta adecuada en



el receptor frente a una situacion especifica. Existen diversas variables del material
que pueden condicionar la respuesta del hospedador como, por ejemplo:
caracteristicas del bulk del material, cristalinidad, constantes elasticas, caracteristicas

de la superficie (hidrofilicidad, energia superficial), entre otros [3].

La oseointegracion se destaca como una caracteristica clave en la evaluacion de
biomateriales, especialmente en el contexto de prétesis e implantes. Este fendmeno se
refiere a la union entre el implante y el hueso circundante, un factor determinante para
la estabilidad a largo plazo de las prétesis. La superficie del implante desempeia un
papel esencial en este proceso, donde la quimica, rugosidad y topografia son factores
criticos. La interaccién precisa entre la superficie y el entorno biolégico emerge como
un factor decisivo en el éxito o fracaso de la prétesis, siendo fundamental en el primer
paso de la regeneracién 6sea. Sin embargo, diversos desafios pueden afectar la
oseointegracion y llevar al fallo del implante. La falla del material y del disefio, el
desprendimiento de particulas debido a la corrosién de implantes metalicos, la
posibilidad de infecciones y problemas en la fijacién del implante son algunas de las
causas mas comunes. Para mitigar estos riesgos, se han desarrollado estrategias
como la aplicacién de recubrimientos protectores y bioactivos. Estos recubrimientos no
solo fortalecen la integridad del material, sino que también favorecen una interaccion
mas armoniosa entre el implante y el tejido circundante, contribuyendo asi a mejorar la

eficacia y la durabilidad de los biomateriales en aplicaciones clinicas [2].

Finalmente, es importante remarcar que el éxito de un biomaterial no depende sélo
de las propiedades y biocompatibilidad del implante, sino también de la condicion
clinica del paciente y de la competencia del médico que realiza la operacién y hace el

seguimiento posterior.

2.1.1 Biomateriales metalicos

Los biomateriales metalicos continian desempefiando un papel crucial en la
creacion de implantes quirdrgicos, siendo seleccionados por sus destacadas
caracteristicas de soporte de carga y su resistencia a la fatiga, lo que asegura un
rendimiento satisfactorio a lo largo del tiempo cuando es necesario. A pesar de las
limitaciones en las composiciones quimicas aceptables debido a requisitos estrictos de
biocompatibilidad, principalmente relacionados con la corrosiéon y la resistencia al
desgaste del material, los biomateriales metalicos logran propiedades adecuadas
mediante un procesamiento cuidadoso y la implementacion de disefios de implantes

adecuados. La eleccion de biomateriales metalicos se fundamenta en su excepcional



capacidad para proporcionar estabilidad estructural y resistencia a condiciones
rigurosas, especialmente en areas donde se experimenta una carga mecanica
sustancial. La versatilidad de estos materiales, junto con la familiaridad y accesibilidad
de las técnicas de fabricacién establecidas, como la fundicion y el mecanizado, ha
contribuido a su prominente adopcion en la fabricacion de implantes ortopédicos y

odontolégicos [4].

Diversos metales y aleaciones se utilizan en la fabricacion de protesis, siendo los
mas comunes el titanio, acero inoxidable y aleaciones de cobalto-cromo. Una de las
principales problematicas que enfrentan los biomateriales metalicos radica en las
diferencias en los moddulos elasticos de los metales y el del tejido éseo. Estas
discrepancias en la rigidez pueden dar lugar al fendbmeno de stress shielding. Esta
carga desigual puede conducir a la pérdida de la carga normal que los huesos
experimentan naturalmente, debilitando gradualmente la densidad dsea vy

comprometiendo la integridad estructural y la estabilidad de los implantes.

En comparacion con el acero inoxidable y las aleaciones de cobalto, las aleaciones
de titanio han demostrado ser superiores en términos de biocompatibilidad debido a su
excelente resistencia a la corrosion [5]. También poseen un modulo elastico menor,
aproximadamente de 120 GPa, aunque sigue siendo mayor que el del hueso
trabecular (cercano a 30 GPa) y una menor densidad que las otras dos familias de
implantes metalicos utilizados. El titanio y sus aleaciones tienen excelentes
propiedades anticorrosivas, mecanicas y buena biocompatibilidad, pero no son
naturalmente antibacterianas ni pueden generar una interfaz implante/hueso estable

en un periodo corto de tiempo [6].

La aleacion Ti6Al4V, con una composicion de titanio, aluminio y vanadio, ha sido
particularmente destacada. Esta aleacién forma una estructura bifasica (a + B) que
ofrece una resistencia superior en comparacion con el titanio comercialmente puro,
manteniendo al mismo tiempo una excelente resistencia a la corrosion, por la

formacion rapida de una capa pasiva de 6xido de titanio (TiO,) [7].

2.1.2 Biopolimeros

El quitosano, un polimero natural derivado de la quitina, constituye una parte
esencial en la ingenieria de biomateriales, especialmente en aplicaciones biomédicas.
La quitina, un homopolimero lineal de N-acetil-glucosamina, se somete a un proceso

de desacetilacién alcalina para dar lugar al quitosano. Este ultimo es un copolimero



poli catidnico de N-acetil-glucosamina y N-glucosamina, y se define como tal cuando el

grado de desacetilacion supera el 50% (ver Figura 1).

[ ]
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Figura 1. Estructura quimica de la quitina y el quitosano.

La estructura del quitosano presenta caracteristicas Unicas que lo distinguen. A
diferencia de la quitina, el quitosano carece de grupos de acido urénico. Su
composicion basica, derivada de la quitina, le confiere propiedades excepcionales. Es
un componente primordial en las paredes celulares de hongos y en el exoesqueleto de
crustdceos como camarones, cangrejos Yy langostas. Este origen natural y su
capacidad para ser obtenido por métodos sostenibles lo convierten en un material

atractivo para aplicaciones biomédicas.

La molécula de quitosano, al ser un polimero poli catidnico, exhibe cargas positivas
en sus grupos amino. Esta caracteristica es fundamental, ya que confiere al quitosano
propiedades Unicas para interactuar con otras moléculas en entornos bioldgicos. Su
solubilidad en soluciones acidas diluidas, como acido acético o hidrocloruro, se debe a
la protonacion de estos grupos amino. Este atributo es particularmente valioso en la
formaciéon de hidrogeles de quitosano, que pueden ser utilizados en diversas

aplicaciones biomédicas.

El quitosano ha demostrado ser util en aplicaciones biomédicas por varias razones.
Su capacidad para formar hidrogeles a través de redes entrelazadas, enlaces iénicos o
reticulacion covalente lo convierte en un candidato ideal para matrices tridimensionales
en ingenieria de tejidos. Ademas, su naturaleza biodegradable, metabolizada por
enzimas humanas como la lisozima, asegura una degradacién controlada en entornos

fisioldgicos.

En aplicaciones biomédicas especificas, como en la regeneracion de tejidos vy

apositos para heridas, el quitosano ha sido objeto de extensa investigacidon. Sus

9



propiedades quimicas versatiles, que incluyen multiples sitios funcionales de hidroxilo
y amino, permiten diversas oportunidades de modificacién. La capacidad de
conjugacion de biomoléculas, ya sea por modificacién idnica, adsorcion o enlaces
covalentes, ha ampliado sus posibilidades en la entrega de farmacos, promoviendo el

crecimiento celular y mejorando la eficacia de las aplicaciones biomédicas [8].

Por otro lado, la gelatina tipo B, un biopolimero derivado de la hidrélisis alcalina del
colageno, presenta propiedades unicas que la hacen valiosa en diversas aplicaciones
biomédicas. Su estructura quimica resulta de la modificacion del colageno a través de
procesos alcalinos, lo que afecta sus caracteristicas fisicas y quimicas.
Composicionalmente, la gelatina tipo B se compone principalmente de residuos de
aminoacidos provenientes del colageno, con cambios significativos en su carga idnica
durante el proceso de hidrdlisis alcalina. Este tratamiento elimina parcialmente los
grupos amida de glutamina y asparagina, aumentando asi la proporcién de acido
aspartico y acido glutamico [9], [10]. La hidrdlisis alcalina también da como resultado
una disminuciéon en el tamano de las cadenas polipeptidicas, contribuyendo a su
solubilidad en soluciones acuosas. La gelatina tipo B presenta cargas
predominantemente negativas debido a la presencia de los residuos de acido aspartico
y acido glutamico en su estructura. Estas cargas hacen que la gelatina tipo B sea
particularmente propensa a interacciones iénicas con materiales cargados
positivamente, lo que es relevante en aplicaciones biomédicas donde se busca la
interaccion especifica con células y tejidos. En términos de aplicaciones biomédicas, la
gelatina tipo B ha demostrado ser extremadamente util debido a su biocompatibilidad,
baja inmunogenicidad y capacidad de formar geles reversibles. Se utiliza comunmente
en la fabricacion de matrices para ingenieria de tejidos y en sistemas de liberacion
controlada de farmacos. Su capacidad para formar geles in situ la convierte en un
material valioso para la administracion localizada de terapias, y su interaccién con
células a través de las cargas en su molécula la hace adecuada para su uso en

implantes y andamios para regeneracién de tejidos [10].

2.1.3 Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos son materiales innovadores que han revolucionado el campo
de los biomateriales debido a su capacidad unica para interactuar con tejidos
biolégicos. Estos materiales poseen propiedades que favorecen la union directa entre
el implante y el hueso, promoviendo la regeneracion y remodelacién ésea. La férmula

general de estos vidrios bioactivos puede expresarse como SiO.-CaO-P.Os. Esta

10



composicion imita la estructura mineral del hueso humano, lo que facilita su interaccion

con el medio bioldgico [11], [12].

La interaccion de las particulas de vidrio bioactivo con el medio biolégico es
fundamental para su funcionalidad. Estas particulas, al entrar en contacto con los
fluidos corporales, generan una capa de hidroxiapatita en su superficie, imitando la
mineralizacion natural del hueso [13]. Este proceso se basa en la liberacion de iones
de calcio y fosforo, que inician la formacién de la hidroxiapatita, fortaleciendo la union
implante-hueso. Ademas, la quimica de la superficie del vidrio bioactivo durante esta

interaccion sigue cinco etapas clave:

1. Lixiviacidn vy formacién de silanoles (SiOH): Involucra la liberaciéon de iones,

especialmente mediante el intercambio de iones de metales alcalinos o alcalinotérreos
con iones H* o H;O" de la solucion. En este proceso, se forman silanoles en la

superficie del vidrio.

2. Pérdida de silice soluble y formacién de silanoles: Implica la pérdida de silice

soluble desde la superficie del vidrio y la formacién continua de silanoles,

contribuyendo a la reestructuracién de la capa superficial.

3. Policondensacion de silanoles para formar un gel de silice hidratado: Los

silanoles se condensan y repolimerizan, formando un gel de silice hidratado. Este

proceso esta asociado con la densificacion y reordenamiento de la capa superficial.

4. Formacion de una capa amorfa de fosfato de calcio: Se produce la migracion

de iones de calcio y fosfato hacia la superficie a través de la capa rica en silice,

formando una capa amorfa de fosfato de calcio.

5. Cristalizacién de una capa de apatita de hidroxicarbonato (HCA): La capa de

fosfato de calcio amorfo se cristaliza con el tiempo, incorporando iones de hidrélisis y
carbonato de la solucién, dando lugar a la formacién de una capa cristalina de apatita
de hidroxicarbonato (HCA).

11
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Figura 2. Reacciones de superficie en el vidrio bioactivo.

Estas etapas representan el proceso secuencial mediante el cual el vidrio bioactivo

interactua con fluidos corporales y desarrolla propiedades de unién ésea [14].

Segun la clasificacion de Hench, los vidrios bioactivos se dividen en tres categorias
segun la tasa de desarrollo de la unién interfacial implante-hueso: bioinertes,
bioactivos y bioactivos reabsorbibles [11]. Los vidrios bioactivos son especialmente
relevantes, ya que promueven una union mas rapida y fuerte entre el implante y el

hueso, facilitando la integracion del material en el sistema bioldgico.

Existen diversos métodos para obtener vidrios bioactivos, siendo dos de los mas
destacados la colada o fusién (melting) y el método sol-gel. El método sol-gel, una ruta
quimica innovadora, destaca por su versatilidad y control preciso sobre la estructura
del material, llevandose a cabo a temperaturas considerablemente mas bajas que las

técnicas convencionales.

Este proceso inicia con precursores liquidos que, mediante reacciones quimicas
controladas, forman una red tridimensional de particulas vitreas, permitiendo mayor
homogeneidad y una estructura mas fina del material. Su singularidad radica en la
capacidad de ajustar con precisidon la composicion del vidrio para adaptarlo a

requisitos especificos.

La preferencia por el método sol-gel se debe a su capacidad para aumentar
significativamente el area superficial especifica del material, mejorando asi la
reactividad y degradabilidad del producto final. Ademas, ofrece un control crucial sobre
la homogeneidad y pureza del vidrio, siendo esencial en aplicaciones donde la

uniformidad y pureza son criticas, asegurando la calidad consistente del material [14].

En este método se sintetiza una solucién de precursores monoméricos que, a
través de reacciones de hidrélisis y condensacion, se convierte en un sdélido con

solvente. Este sdlido se densifica mediante tratamientos térmicos, y las propiedades

12



finales dependen de parametros como el tipo de precursor, cantidad de agua, tipo de

catalizador, pH, tiempo y temperatura [15].

Se ha comprobado que los geles obtenidos por sol-gel, como el SiO,, pueden
inducir la formacion de apatita en su superficie, lo que subraya su aplicabilidad en
contextos biomédicos. La presencia de grupos no hidrolizables en los precursores
otorga propiedades especificas al material resultante, como mayor plasticidad y

caracter hidrofébico [16].

En el contexto del proceso sol-gel, en este estudio se ha introducido una innovacién
significativa: la sintesis de particulas de vidrio bioactivo mesoporosas. Mediante
matrices poliméricas o naturales que luego son eliminadas, se obtienen porosidades
ordenadas o aleatorias, pero por sobre todo, generando una gran area expuesta del
vidrio. En la Figura 3 se muestra un ejemplo de una matriz organica sintética como el
bromuro de etiltrimetilamonio (CTAB), que luego se descompone para generar poros

en la superficie de las particulas.

S A TEP
[ i TEOS *
Pa-b-Pod CafNO,); SRRl
polymeric micelle 5 i
o,

—~P -

LCIAB

CTAB assembly Aggregated polymeric micelles
with inarganic sources with inorganic sources

Figura 3. Ejemplo de sintesis de particulas mesoporosas por método Sol Gel [17].

Estas particulas mesoporosas sirven como sistemas de liberacion controlada de
sustancias terapéuticas. Su alta area superficial y la posibilidad de cargar agentes
terapéuticos en los poros las convierten en candidatas ideales para aplicaciones
biomédicas. La liberacién sostenida de antibidticos desde estas particulas
mesoporosas puede contribuir significativamente a la prevencién y tratamiento de

infecciones en implantes biomédicos [18].

La gentamicina es un antimicrobiano aminoglucésido que ha demostrado ser eficaz
en el tratamiento de diversas infecciones bacterianas. Este grupo de antibitticos se
caracteriza por su estructura quimica unica, comprende tres anillos fusionados, dos de

los cuales son anillos aminociclitol y el tercero es un anillo aminado. Estos anillos
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estdn conectados por puentes glucdsidos, formando un esqueleto ftriciclico

caracteristico (ver Figura 4).
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N
z H
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Figura 4. Estructura quimica de la gentamicina.
2.2 Deposicion electroforética

Existen diversas técnicas para la aplicacion de recubrimientos, como el dip-coating,
spin-coating, spray-coating y la deposicion electroforética (EPD, por sus siglas en
inglés). La EPD es una técnica avanzada que capitaliza la migracion de particulas
suspendidas en un fluido bajo la influencia de un campo eléctrico. Este método se ha
empleado en aplicaciones que van desde recubrimientos ceramicos hasta la
fabricaciéon de dispositivos nanotecnoldgicos, destacando por su versatilidad y ventajas

economicas.

La EPD presenta ventajas notables, siendo altamente versatil y facilmente
adaptable a aplicaciones especificas. Por ejemplo, es posible realizar la deposicion en
sustratos planos, cilindricos u otras formas complejas con minimos ajustes en el
disefio y posicion del electrodo. A pesar de ser un proceso en medio humedo, la EPD
permite un control sencillo del espesor y la morfologia de la capa depositada mediante
ajustes en el tiempo de deposicion y el potencial aplicado. Ademas, destaca por ser

una técnica de bajo costo en comparacion con otros métodos de recubrimiento [19].

El proceso de EPD se lleva a cabo en una celda con dos electrodos (el de trabajo y
un contraelectrodo), como se muestra en la Figura 5. Implica la aplicacion de un
campo eléctrico entre los electrodos, induciendo la migracién de particulas cargadas
hacia el electrodo con carga opuesta (electroforesis). Posteriormente, las particulas se
acumulan en el electrodo de deposicion, creando una pelicula compacta y homogénea
[20].
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Figura 5. Celda de deposicion electroforética.

La técnica de EPD se caracteriza por cuatro variables clave:

Distancia entre electrodos.

Tiempo o duracién del proceso.

Solucion: es importante que sea estable y que contenga particulas cargadas
que puedan moverse libremente cuando se aplica un campo eléctrico (el
tamano, forma y carga de las particulas influyen en su movilidad y en la calidad
del dep0sito).

4. Potencia aplicada.

En resumen, la técnica de EPD, representa una herramienta valiosa en la
fabricacion de recubrimientos avanzados, proporcionando un control preciso,

versatilidad y eficiencia econdmica en diversas aplicaciones.

2.2.1 Procesamiento de imagenes

En la EPD, la evaluacion del area de cobertura se ha llevado tradicionalmente a
cabo mediante pesaje. No obstante, en este estudio se introduce una innovacion
mediante la implementacion de un algoritmo basado en procesamiento digital de
imagenes, en lugar de métodos convencionales. De esta manera, se utiliza un
algoritmo para cuantificar automaticamente el area de cobertura por particulas
mesoporosas cargadas con gentamicina. Este método difiere de los enfoques
tradicionales, permitiendo una evaluacién mas precisa y eficiente ya que puede
personalizarse. El algoritmo puede adaptarse completamente a las necesidades
especificas del problema, teniendo en cuenta todos los detalles y requisitos del mismo.

Da una mayor flexibilidad, ya que se puede ajustar y modificar segun sea necesario a
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medida que se avanza en la comprensién del problema o surgen nuevas restricciones.
Las herramientas predefinidas son mas faciles de usar y rapidas de implementar, pero
pueden tener limitaciones en términos de personalizacion y adaptabilidad. El algoritmo

consta de tres etapas esenciales.

Primero, se convierte la imagen a niveles de gris, ya que la informacién de color no
es crucial para detectar las particulas. Luego, se realza la presencia de particulas
mediante la transformada Top-Hat, una operacion de morfologia matematica. Esta
transformada destaca objetos localmente brillantes u oscuros en la imagen. La
transformada Top-Hat se realiza restando el resultado de una operacion de apertura

morfologica de la imagen original. Formalmente, se define como el residuo entre la

imagen original v y la imagen resultante de un operador de apertura morfolégico

7, ()

sobre la misma [21], [22]:

alL)=I=1\) (o gy

Finalmente, se aplica un umbral basado en el modelo gaussiano adaptativo para
obtener una imagen binaria con las particulas claramente segmentadas. De esta

imagen es posible obtener de una manera rapida y facil el porcentaje de area cubierta.

Eaifial - Deserit
— Aoariurd Moriokigca
Tromsdcd ks r

Figura 6. Transformada Top-Hat por apertura sobre una sefal 1-dimensional.

Mediante el procesamiento de imagenes propuesto en este trabajo se puede
discretizar y cuantificar el area cubierta por recubrimientos y/o particulas de forma
automatizada y no dependiendo de pesajes o el analisis de diferentes operadores u
observadores. Este procedimiento permitiria optimizar el proceso para la obtencion de

recubrimientos de mejor calidad.
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2.3 Meétodos de caracterizacion

2.3.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Es una técnica avanzada de caracterizacién de materiales que utiliza un haz de
electrones para explorar la superficie de muestras sodlidas. A diferencia de los
microscopios 6pticos, la microscopia electronica de barrido tiene una mayor resolucion
y profundidad de campo, permitiendo la observacion detallada de la topografia y
morfologia de las muestras a una escala microscépica. Esto permite revelar detalles
finos de la superficie de los materiales, la visualizacién tridimensional de la topografia

de la muestra, revelando rugosidades, porosidades y otros detalles estructurales [23].
2.3.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia FTIR es una técnica analitica que utiliza la radiacién infrarroja
para estudiar las vibraciones moleculares de los materiales. Se basa en la absorcion
de la luz infrarroja por parte de los enlaces quimicos presentes en las moléculas, lo
que proporciona informacioén sobre la composicidon quimica y la estructura molecular

de una muestra [24].

La técnica de FTIR ha revolucionado la caracterizacion de materiales al
proporcionar una herramienta no destructiva y altamente informativa para

investigaciones en quimica, ciencia de materiales y otras disciplinas cientificas.
2.3.3 Angulo de contacto

La observacién de una gota de liquido en una superficie sélida proporciona
informacion valiosa sobre las propiedades superficiales. EI angulo de contacto,
determinado por la interaccion gota-superficie, mide directamente la mojabilidad de la
superficie, considerandose hidrofilica para angulos menores a 90° e hidrofébica para
mayores, e indirectamente mide la energia superficial. Este equilibrio de fuerzas se

expresa como:

A

(v Y., =Yyt Y, cosB

ya i) \
b

“Ysl

Figura 7. Definicién del angulo de contacto.
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Siendo v.,, Y« Y Yn, 12 tension superficial de las interfases sélido/vapor, sélido/liquido
y liquido/vapor respectivamente. Por otro lado, 6 se corresponde con el angulo de

contacto formado en la interfase.

La medicion del angulo de contacto, realizada con goniometros o sistemas de
video, ofrece una visién directa de como la superficie interactla con su entorno. Esta
técnica simple es esencial para la caracterizacion de materiales, ya que determinar la
hidrofilicidad de la superficie es de gran importancia debido a la influencia que posee
sobre la adhesion de proteinas y la subsiguiente interaccion con las células. Es
importante mencionar que existen otras propiedades de superficie que también

influyen, como por ejemplo la rugosidad [8].

2.3.4 Ensayo de adhesion por cinta

La prueba de cinta adhesiva evalua la adhesion de recubrimientos a través de la
aplicacion y retirada de cinta adhesiva. Se busca determinar la cohesion y adherencia
del recubrimiento, observando cuanto material se desprende. Esta técnica es comun
en la industria de recubrimientos para garantizar la calidad y durabilidad de las capas
aplicadas, norma ASTM D3359-09 (“Métodos de Prueba Estandar para Medir la
Adhesién mediante la Prueba de Cinta”) [25].

2.3.5 Rugosidad

La perfilometria es una técnica de medicion que utiliza un instrumento denominado
perfildbmetro para determinar el perfil de una superficie, permitiendo cuantificar su
rugosidad. Esta medida se realiza a través de parametros que evaluan la amplitud
relativa entre los picos y valles de la superficie en relacién con la longitud medida. En
el contexto de aplicaciones biomédicas, donde la interaccién entre materiales y tejidos

es crucial, la caracterizacion de la rugosidad de las superficies es de gran importancia.

En lineas generales y para diferentes aplicaciones, cuando se aplica un
recubrimiento uniforme sobre un sustrato metalico, se tiende a suavizar la superficie,
ocultando posibles imperfecciones, como las generadas durante procesos de pulido.
Esta transformacion es detectable mediante la variacién de parametros de rugosidad
medidos. En el ambito biomédico, comprender y controlar la rugosidad es esencial
debido a su influencia en la respuesta del cuerpo a los implantes. En los materiales
intracorpéreos algunas veces se necesitan superficies “lisas”, como en cabezas

femorales para mejorar el deslizamiento o en stents cardiacos para evitar la adhesion
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celular; o superficies con un cierto grado de rugosidad, para controlar la adhesion

selectiva de células o mejorar procesos de anclaje, como tornillos éseos o dentales.

La rugosidad superficial es un factor critico, ya que puede afectar tanto la funcién
mecanica como la biolégica de los implantes. Por ejemplo, una mayor rugosidad
puede mejorar el trabado mecanico entre el implante y el hueso, pero también podria
desencadenar procesos inflamatorios no deseados y facilitar la adhesion de bacterias.
Por otro lado, un perfil de rugosidad en la escala de micrones o nandémetros puede
aumentar la energia superficial, mejorando la adsorcién de proteinas y la adhesion
celular, aspectos fundamentales para la integracion de los implantes en el tejido

circundante.

Dos parametros clave en la evaluacion de la rugosidad son el Ra (rugosidad media
aritmética) y el Rz (rugosidad media). El Ra se calcula como la media aritmética de los
valores absolutos de las coordenadas de los puntos del perfil de rugosidad en relacion

con la linea media (ver Figura 8 y Ec.2).

A= = Areas superiores E.&s = EAi
Ai = Areas inferiores e -
Ag= Ares total Age= LA + LA

Figura 8. Determinacion del parametro Ra.

Lm

_1 [ ] @
0

Ra =
Lm

(Ec. 2)

Por otro lado, el Rz proporciona informacion complementaria al Ra al considerar la
media aritmética de los valores de rugosidad parcial Zi en cinco médulos a lo largo de
la longitud de medicién (Ver Figura 9 y Ec. 3). Estos parametros son fundamentales
para comprender y controlar las propiedades superficiales en aplicaciones biomédicas,

asegurando la eficacia y la biocompatibilidad de los implantes.
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Figura 9. Determinacién del parametro Rz.

R,==(Z,+Z,+Z,+Z,+Z,)

I'\_hl_'

(Ec. 3)

A su vez, esta técnica es empleada con el objetivo de medir el espesor de la capa

depositada por la deposicién electroforética.
2.3.6 Ensayos electroquimicos

Dado que resulta inviable estudiar la reaccion a la corrosién de un implante metalico
in situ dentro del organismo, se recurre a técnicas de caracterizacion electroquimica
que permiten acelerar y realizar evaluaciones in vitro de la respuesta del material en
un entorno fisiolégico simulado. En este contexto, se emplea un medio artificial que
replica la temperatura, pH, y iones inorganicos presentes en el plasma sanguineo,
aunque omite considerar componentes organicos que también interactuan con el

implante en el organismo.

Estos ensayos se llevan a cabo en celdas electroquimicas termostatizadas a 37°C
con un electrolito conductor (solucién fisiologica), utilizando tres electrodos: un
electrodo de trabajo que representa el metal a analizar, un electrodo de referencia y un
contraelectrodo. En el caso de un metal con o sin recubrimiento, las reacciones de
oxidacion se ven limitadas por el contacto del electrolito con el metal en los poros o
defectos que pueda presentar el recubrimiento u éxido. De manera genérica, las

posibles reacciones que se podrian dar en el medio son:
Reaccion anddica: M »>M"" + ne” (M: Metal) (Ec. 4)

Posibles reacciones catddicas:

Evolucion de hidrégeno: 2H" + 2¢ — H, (Ec. 5)
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Reduccién de oxigeno: 02 + 4H + 4e o 2H20 (soluciones &cidas) (Ec. 6)
Reduccion de oxigeno: 0, + 2H,0 + 4e — 40H (soluciones basicas) (Ec. 7)
Reduccion del agua: 2H.0 + 2e - H, + 20H (Ec. 8)

Reduccion de ion metalico: M + ne” —» M (Ec. 9)

De manera mas especifica para las aleaciones de titanio de uso médico, es
importante remarcar la formacion de o6xido de titanio dentro de las reacciones que
ocurren en el sistema, ya que es la encargada de formar una pelicula o capa de

proteccion en la superficie, lo cual le otorga una mayor resistencia a la corrosion.

Ti>Ti'" + 4e (Ec. 10)
Ti + 2H,0-Ti0, + 4H" + 4e_ (Ec. 11)

Ti™ + 4H O-Ti(OH), + 4H" (Ec. 12)

Ti(OH), - Ti0, + 2H,0 (Ec. 13)

Para analizar el comportamiento del material metalico recubierto y contrastarlo con
el metal sin recubrimiento a diferentes periodos de inmersion, se emplean dos de las
técnicas mas utilizadas: la espectroscopia de impedancia electroquimica y la curva de
polarizacién potenciodindmica. Estas técnicas proporcionan informacién crucial sobre
la cinética de las reacciones redox y la corrosion, permitiendo una evaluacion detallada
de la resistencia del material en condiciones simuladas que se asemejan a las del

entorno fisiolégico.

2.3.6.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es una técnica analitica no
destructiva utilizada en la caracterizacion de interfaces electroquimicas. Esta técnica
permite estudiar la respuesta de un sistema a una perturbacién sinusoidal de pequeha
amplitud aplicada a través de un rango de frecuencias. Se implementa comunmente
en sistemas electroquimicos para comprender procesos fundamentales, evaluar la

cinética de reacciones redox y caracterizar la resistencia de la interfaz electroquimica.

La impedancia Z se define como la relacion entre la amplitud de la onda sinusoidal

de la senal aplicada V (1) y la respuesta resultante I(t), representada por la formula:

21



V(t) V. sin{wt)

~1(t)  Isin(wt + 8)
(Ec. 14)

Esta relacibn compleja se expresa en forma polar como la magnitud de la
impedancia (IZ]) y el angulo de fase (¢). El espectro de impedancia proporciona
informacion detallada sobre la resistencia, capacitancia y procesos difusionales en el

sistema estudiado.

La representacion grafica mas comun de los datos de EIS es el diagrama de
Nyquist y el grafico de Bode. El diagrama de Nyquist representa la impedancia
compleja en un plano de coordenadas imaginarias y reales, mientras que el grafico de

Bode muestra la respuesta en frecuencia en una escala logaritmica (ver Figura 10).
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Figura 10. (a) Gréfico de Nyquist, (b) Grafico de Bode.

En el diagrama de Nyquist, la resistencia de la solucion se proyecta sobre el eje
real, y los elementos capacitivos o inductivos se representan en el eje imaginario. La
frecuencia angular (w) y la constante de tiempo (1) estan relacionadas por 1=1/w. A
muy alta frecuencia, el componente imaginario desaparece, quedando Unicamente la
resistencia de la solucién, mientras que a muy bajas frecuencias, nuevamente
desaparece la componente imaginaria, pero queda la suma de la resistencia de la

solucidn y la resistencia de polarizacion.

El grafico de Bode traza la magnitud de la impedancia y el angulo de fase frente a la
frecuencia. Este tipo de representacion permite identificar la frecuencia de relajacion

de los componentes del sistema y evaluar la respuesta a diferentes frecuencias.

2.3.6.2 Curvas de polarizaciéon potenciodinamicas

Las curvas de polarizacion potenciodinamicas desempefian un papel crucial en la

caracterizacion electroquimica, ofreciendo una visién de la cinética de las reacciones
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redox y la corrosién de materiales. Este analisis destructivo se lleva a cabo mediante
un barrido potenciodinamico, donde se varia progresivamente el sobrepotencial
aplicado, ya sea positivo o negativo, en relacién con el potencial de corrosion,

registrando las corrientes resultantes.

Una curva de polarizacién tipica consta principalmente de dos regiones: la catddica
y la anddica. La regién catodica refleja la relacion entre la corriente y el potencial
cuando predomina la reducciéon, mientras que la regidn anddica proporciona

informacién sobre la oxidacion.

Un aspecto clave de estas curvas es el potencial de corrosién (Ecorr), que senala el
punto en el cual la velocidad de oxidacién se iguala a la velocidad de reduccion,

indicando un estado de corrosién minimo.

Por otro lado, también permiten extraer parametros esenciales, como la densidad
de corriente de corrosion (icorr), que cuantifica la velocidad general de corrosion. La
pendiente en la region anddica o catdédica en el punto de corrosién activa se emplea
para calcular la velocidad de corrosion local. Ambos parametros (Ecorr e icorr) pueden
ser obtenidos de la curva de polarizacion potenciodinamica aplicando el método de

extrapolacién de Tafel.

A pesar de que los potenciales aplicados en estos ensayos pueden superar los
valores a los que el material estara expuesto durante su vida util, proporcionan una
comprension general de su comportamiento bajo condiciones extremas. Este enfoque,
aunque destructivo para la muestra, resulta invaluable para disefar estrategias
efectivas de proteccién contra la corrosion en diversas aplicaciones o para evaluar el

comportamiento del material en diferentes medios.

2.3.7 Hemolisis y adhesion plaquetaria

La evaluacién de la hemocompatibilidad en implantes, especialmente en prétesis
permanentes, generalmente no se realiza como parte de la rutina estandar. Estos
ensayos son mas comunes en dispositivos que estan en contacto directo con la
sangre, como los stents. Sin embargo, es crucial tener en cuenta la importancia de la
hemocompatibilidad en todos los tipos de implantes, ya que puede tener

consecuencias significativas si no se aborda adecuadamente.

La hemocompatibilidad se refiere a la capacidad de un material para interactuar con

la sangre sin desencadenar respuestas adversas. Si un implante no es
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hemocompatible, puede provocar respuestas inmunoldgicas, coagulacion no deseada,
o incluso rechazo del dispositivo. En el caso de implantes permanentes, esto puede

llevar a complicaciones graves a largo plazo.

Cuando un implante entra en contacto con la sangre, varias células del sistema
circulatorio entran en juego, incluyendo glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas.
Cada uno de estos desempefa un papel vital en las cascadas biolégicas que ocurren
en respuesta a la presencia del implante. Los glébulos rojos transportan oxigeno vy
nutrientes, los leucocitos participan en respuestas inmunoldgicas, y las plaquetas

estan involucradas en la coagulacion sanguinea.

Las plaquetas, en particular, desempefian un papel crucial en la hemostasia.
Cuando se produce la activacién de las plaquetas, liberan factores de crecimiento y
quimicos que desencadenan respuestas inflamatorias y reparativas. Ademas, aunque
la activacion de las plaquetas a menudo se asocia con eventos tromboéticos no

deseados, también es un parametro de medicion de la bioactividad de un implante.

La bioactividad se refiere a la capacidad de un material para interactuar de manera
beneficiosa con los tejidos circundantes, favoreciendo la integracion exitosa del
implante. La activacion controlada de las plaquetas puede ser utilizada
estratégicamente para mejorar la integracién del dispositivo y promover la

regeneracion tisular alrededor del implante.

En términos de cascadas bioldgicas para la integracidén del implante, se requieren
una serie de eventos bioldgicos y respuestas celulares que deben ocurrir en secuencia
para garantizar que el implante sea bien tolerado y funcione de manera efectiva. La
respuesta inflamatoria inicial debe ser controlada y seguida por procesos de
reparacion y regeneracion tisular. La activacion de células clave, como fibroblastos y
osteoblastos, es esencial para la formacion de tejido alrededor del implante y esta es
promovida por la liberacion de moléculas por las plaquetas activadas. De manera
experimental la activacién de las plaquetas se puede determinar por la morfologia que

adoptan.

En el presente trabajo se buscara poner a punto un protocolo que permita evaluar la
hemocompatibilidad y adhesién plaquetaria para analizar la biocompatibilidad de la

aleacion recubierta.
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2.3.8 Actividad antibacterial

Los ensayos de actividad antibacterial juegan un papel fundamental en la
evaluacion de implantes, garantizando su seguridad y eficacia al prevenir potenciales
infecciones. Estos ensayos son esenciales para determinar la capacidad de los
materiales recubiertos en la inhibiciéon del crecimiento bacteriano, especialmente en
presencia de Staphylococcus aureus (Gram-positivo) y Escherichia coli
(Gram-negativo), dos bacterias comunmente asociadas con infecciones en entornos

médicos [26].

La importancia de estos ensayos radica en la necesidad de prevenir infecciones
relacionadas con implantes, ya que la presencia de bacterias puede conducir a
complicaciones graves en pacientes. En el contexto de los implantes, la actividad
antibacterial es crucial para asegurar que el material recubierto sea capaz de resistir la
colonizacién bacteriana, reduciendo asi el riesgo de infecciones postoperatorias y la

posterior administracion de antibioticos de manera prolongada y por via sistémica.

La presencia de bacterias en implantes y prétesis representa un riesgo significativo
para la salud del paciente. Staphylococcus aureus y Escherichia coli, dos de los
microorganismos mas comunes, tienen la capacidad de adherirse a la superficie de los
materiales implantables, formando biopeliculas [27]. Estas biopeliculas son
comunidades bacterianas altamente resistentes, capaces de desencadenar
infecciones persistentes y dificiles de tratar. Ademas, la resistencia adquirida por las
bacterias dentro de las biopeliculas complica aun mas su erradicacion. La presencia
de estas biopeliculas bacterianas en implantes y prétesis aumenta significativamente
el riesgo de infecciones cronicas, rechazo del implante y la necesidad de
intervenciones quirdrgicas adicionales. En consecuencia, es importante que los
materiales recubiertos con propiedades antibacterianas sean capaces de prevenir la
formaciéon de biopeliculas y conserven asi la integridad y funcionalidad de los
implantes biomédicos. En este contexto, la medicion del crecimiento bacteriano a lo
largo del tiempo proporciona informacién valiosa sobre la eficacia antibacteriana de los

implantes, resultando indispensable para su evaluacion y desarrollo continuo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Se espera disefiar, optimizar y probar un sistema de implante-recubrimiento, que
mejore las caracteristicas bioactivas y antibacterianas, para utilizar como implantes
permanentes de titanio gr. 5. El recubrimiento a base de quitosano y biovidrio
mesoporoso se espera que tenga caracteristicas biocompatibles, y bioactivas.
También, mediante la incorporacion de gentamicina como dopante en las particulas
mesoporosas, se pretende inducir un efecto antibacterial para evitar infecciones.
También se pondra a punto un protocolo de hemocompatibilidad y adhesion

plaquetaria para analizar biocompatibilidad de la aleacion recubierta.
3.2 Objetivos especificos

El proyecto se divide en dos grandes grupos de objetivos especificos: disefar

primero, y evaluar después. Posteriormente se presenta una etapa de comparacion.
3.2.1 Diseno
e Optimizar la sintesis de particulas mesoporosas de vidrio y su dopaje con

gentamicina de uso médico.

e Optimizar parametros de EPD para generar peliculas homogéneas, continuas y

que contengan las particulas sobre muestras de Ti gr 5.
e Adaptar y sistematizar un protocolo de ensayos de hemdlisis y adhesion
plaquetaria en solucion para los nuevos materiales.

3.2.2 Evaluacion

e Estudiar mediante microscopia, espectroscopias, y métodos complementarios,
la estructura de la aleacion y del recubrimiento, asi como sus propiedades

superficiales.

e Estudiar la respuesta in vitro inorganica de los materiales mediante inmersion
en solucion fisiolégica simulada (SBF), por técnicas 6pticas, de microscopia

electrénica, espectroscopicas y de difraccion.
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3.2.3

Analizar y simular la respuesta a la corrosion de los materiales mediante

ensayos electroquimicos en condiciones simuladas.
Estudiar la hemdlisis y adhesién plaquetaria sobre la aleacion.

Estudiar la capacidad antibacterial de los materiales resultantes.
Comparacioén

Realizar un estudio de costos de mercado para la implementacion de los
recubrimientos en prétesis de cadera, comparadas con recubrimientos de

apatita que se encuentran disponibles en el mercado.
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4 Materiales y métodos

4.1 Materiales

El sustrato utilizado consistié en discos de aleacion de titanio Ti-6Al-4V, con un
didmetro de 15 mm y espesor de 1 mm (Torlopp, Industrie und Masstechnik GmbH,
Alemania). Estos discos se prepararon mediante un proceso de pulido con papel de lija
hasta llegar a una granulometria 1000 (tamafio del abrasivo de 9.6 micrones), seguido

de una limpieza en un baro de ultrasonido durante 10 minutos con alcohol isopropilico.

Para los recubrimientos se utilizé quitosano de peso molecular medio con un grado
de desacetilacion del 75-85% (Sigma Aldrich, Alemania), gelatina tipo B (Sigma
Aldrich, Alemania) comerciales, y particulas de vidrio bioactivo, sintetizadas en el
laboratorio, que son una opcion adecuada como fase de refuerzo en un recubrimiento
compuesto para implantes metalicos, ya que imparten resistencia y capacidad de
bioactividad al recubrimiento. Al ser fabricadas mediante el proceso sol-gel con una
matriz flexible, se obtienen particulas mesoporosas, las cuales con su gran superficie
especifica permiten ser cargadas con diferentes agentes terapéuticos, lo que conduce
a un posible sistema de administracion de farmacos. Para este trabajo se utilizé sulfato

de gentamicina (Ge) (Parapharm) en polvo, que es un antibiético de amplio espectro.
4.2 Sintesis de particulas MBG y carga
4.2.1 Sintesis de particulas MBG

Se ha demostrado que ciertas composiciones de vidrios bioactivos producen la
union con el tejido 6seo, principalmente las compuestas por SiO,, Na,O, CaO y P,0s
en diferentes proporciones. Las particulas de vidrio bioactivo mesoporoso (MBG) que
se sintetizaron tienen una composicién nominal de 60% SiO,, 30% CaO, 10% P,05 en
moles, y se produjeron utilizando el método sol-gel (Stéber modificado) [28], [29]. En la
sintesis se utilizaron tetraetil ortosilicato [TEOS]-99% (Sigma-Aldrich, Alemania), trietil
fosfato [TEP]-99% (Sigma-Aldrich, Alemania) como fuentes de silice y fosforo, y nitrato
de calcio [Ca (NO,),.4H,0] —98% (Sigma-Aldrich, Alemania) como fuente de calcio.
Ademas, se empled bromuro de cetyltrimethylammonium [CTAB]—(Merck, Alemania),
etilacetato y una solucién de hidréxido de amonio al 28% (Biopack, Argentina) durante

la sintesis.

Los pasos llevados a cabo en la sintesis de MBG se describen a continuacion:
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Se disolvieron 1.4 g de CTAB en 66 mL de agua bidestilada bajo agitacion
continua durante 15 minutos.

Se agregaron 20 mL de acetato de etilo gota a gota a la mezcla anterior y se
continud agitando por 30 minutos.

Se afadieron 1.4 mL de solucion de hidroxido de amonio al 28% para mantener
un pH de 10.5 y se agit6 por 30 minutos.

Se incorporaron 7.2 mL de TEOS a la mezcla y se agité durante 30 minutos
adicionales.

Finalmente, se anadieron las fuentes de calcio (3.84 g de Ca (NO;),.4H,0) y
fésforo (1.84 mL de TEP), y se agité durante 4 hs.

La suspension resultante se centrifugd durante 10 minutos a 8258 rpm (7700 g)
(neofunge 1600-instrumentalia).

Se realizaron dos lavados con agua y uno con etanol (entre cada uno se
centrifugd por 10 minutos).

Las particulas obtenidas se secaron durante la noche en estufa a 60 °C
Finalmente, se calcinaron a 700 °C durante 3 horas, con una velocidad de

calentamiento de 2 °C/min (Horno Indef 332).

Figura 11. Parte del proceso de sintesis de particulas.
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4.2.2 Carga de particulas MBG

Se llevd a cabo la carga de las particulas asumiendo que la absorcién de

gentamicina por las particulas mesoporosas es del 60% aproximadamente, y que

posteriormente la liberacion ronda en un 75% [29]. Los siguientes pasos describen el

proceso:

Se preparé una solucion de etanol 99% con 50 ug/mL de gentamicina.

Se sumergieron 0.5 g de particulas de MBG en 100 mL de solucion durante 6
horas bajo agitacién continua.

Luego, se centrifugaron a 4800 rpm durante 10 minutos.

Las particulas cargadas se secaron durante la noche a 60 °C.

4.3 Preparacion de soluciones de quitosano y gelatina

Con el propdsito de utilizar la técnica de deposicion electroforética (EPD) se

preparé un complejo polielectrolitico coloidal de quitosano [0.5 g/L] y gelatina [1 g/L]

mediante los siguientes pasos:

Quitosano (100 mL de solucién):

Se mezclaron 0.05 g de quitosano en 20 mL de agua destilada y 1 mL de acido
aceético bajo agitacion magnética durante 30 minutos.

Luego, se agregaron 79 mL de etanol (99% pureza) y se agité durante 24 horas
a temperatura ambiente.

La solucion resultante se almacend en la heladera a 4 °C

Gelatina (100 mL de solucién):

2.

Se mezclaron 0.1 g de gelatina en 20 mL de agua destilada y 1 mL de acido
acético bajo agitacion magnética durante 1 hora a 45 °C.

A temperatura ambiente, se incorporaron 79 mL de etanol (99% pureza) y se
agito durante 20 minutos.

La solucion de gelatina se almacend en la heladera a 4 °C

Al momento de preparar el complejo polielectrolitico coloidal, se mezclan las

soluciones almacenadas en cantidades iguales.

30



4.4 Sistemas estudiados

Se compararon tres condiciones durante los ensayos:

Sustrato desnudo (disco de aleacion de Ti6Al4V sin recubrimiento).

2. Sustrato recubierto con quitosano y gelatina, con una concentracion final de 0.5
g/L y 1 g/L, respectivamente.

3. Sustrato recubierto con quitosano-gelatina en igual concentracion que la
condicion 2, con la adicién de 2 g/L de particulas de vidrio bioactivo cargadas

con gentamicina.

A lo largo del trabajo se hara referencia a la condicidon 2 de recubrimiento con
quitosano y gelatina como CG, y a la 3 como CG/MBG-Ge, del recubrimiento

completo.

Todos los ensayos que se llevaron a cabo a lo largo del trabajo se realizaron por

duplicado, en algunos casos hasta triplicado o cuadruplicado de ser necesario.

4.5 Preparacion y optimizacién del recubrimiento mediante EPD

El recubrimiento se aplicé mediante el método de deposicién electroforética (EPD),
seleccionado debido a su capacidad para modificar faciimente las superficies y su

idoneidad para producir recubrimientos a temperatura ambiente.

Los depdsitos realizados por EPD se llevaron a cabo con corriente continua, a
temperatura ambiente, con una placa de acero inoxidable como contraelectrodo, y con
una distancia de 10 mm entre electrodos (variable de la técnica que se mantuvo fija

para todos los ensayos).

Teniendo en cuenta que la solucién es otra variable de la técnica, para cada tipo de
recubrimiento se variaron los potenciales aplicados entre 10-30 V y los tiempos entre

1-4 minutos, hasta definir las condiciones mas favorables para cada solucion.

En la Figura 12 se muestra la configuracion utilizada para llevar a cabo la EPD, con
el propédsito de reducir y optimizar la cantidad de solucion empleada en cada
deposicion (se buscé emplear el minimo volumen que permita un recubrimiento total

de la muestra)..
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Figura 12. Configuracion de la celda implementada para la deposicion electroforética.
4.5.1 Procesamiento digital de imagenes

Al momento de definir los parametros de agitacion y sonicacion de la soluciéon con
particulas MBG-Ge empleada para la EPD, se obtuvieron diferencias en el area de
cobertura de la superficie dependiendo del tiempo de agitacion y sonicacion. Para
esto, se conté con la ayuda del grupo ICYTE de CONICET, donde el Dr. Juan Pastore
implementé un algoritmo basado en técnicas de procesamiento digital de imagenes
con el objetivo de cuantificar automaticamente el area de cobertura, por las particulas

de MBG-Ge, en cada muestra. Los siguientes pasos describen el proceso:

1. Se convierte la imagen obtenida por microscopia a procesar a una imagen en
niveles de gris (Figura 13b), dado que la informacién de color no es relevante
para la deteccion de las particulas.

2. Para cuantificar el area de cobertura, se realzan las particulas (Figura 13c)
utilizando la transformada Top-Hat definida dentro de la teoria de la Morfologia
Matematica [30]. Esta transformada es ampliamente utilizada para extraer
objetos localmente brillantes u oscuros de una imagen en escala de grises.

3. Se aplica un umbral basado en el modelo gaussiano adaptativo [31] con el
objetivo de obtener una imagen binaria con las particulas segmentadas (Figura
13d). De esta imagen es posible obtener de una manera rapida y facil el

porcentaje de area cubierta.
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Figura 13. Resultados en cada etapa del algoritmo. (a) Imagen original. (b) Imagen en niveles de gris. (c)
Transformada Top-hat por apertura. (d) imagen binaria con las particulas segmentadas.

4.6 Caracterizacion superficial

La morfologia de los depdsitos generados fue analizada por microscopia optica y
microscopia electrénica de barrido. Luego, las muestras como sus componentes se
estudiaron por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La
hidrofilicidad de la superficie se evalué mediante la técnica de angulo de contacto. Por
otro lado, la adhesién del recubrimiento a los sustratos de Ti6Al4V fue evaluada
mediante el ensayo cualitativo normalizado de “Tape test” (ASTM 3362) y también se

analizé la rugosidad de la superficie.
4.6.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se implementé esta técnica para evaluar la superficie de la muestra de TiGAI4V
pulidas, asi como también para las muestras con recubrimientos con el objetivo de
evaluar la integridad de los mismos y la caracterizacién del recubrimiento de
CG/MBG-Ge.
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Esta técnica también se utilizd posteriormente para evaluar la presencia de
depdsitos de fosfato con los ensayos In vitro en las muestras a diferentes tiempos de
inmersion en un fluido corporal simulado, al igual que para observar el cambio en los

recubrimientos.

En todos los casos estudiados, las muestras fueron previamente metalizadas y se
utilizé el Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo Zeiss Crossbeam
350.

4.6.2 Espectroscopia infraroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se llevo a cabo un analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (Nicolet 6700 FTIR, Thermo Scientific™, USA), en transmitancia (ATR-FTIR),
en un intervalo de longitud de onda entre 400 y 4000 cm™, con una resolucion de 4
cm™ y 32 scans, para caracterizar los polvos de las particulas de MBG, las particulas
cargadas con gentamicina, la gentamicina y las muestras de las tres condiciones tanto
en el punto inicial (sin inmersion) como después de la inmersiéon en una solucion de
fluido corporal simulado (SBF, consulte la seccién 4.9 Ensayos In vitro) a los tiempos:
1, 7 y 28 dias. El rango de escaneo abarcd desde 400 hasta 4000 cm™, con una
resolucion de 4 cm™, utilizando 32 escaneos en el espectrometro Nicolet 6700 de
Thermo Scientific (EE. UU.).

4.6.3 Angulo de contacto

Se realiz6 el ensayo de angulo de contacto para evaluar la hidrofilicidad de las tres
condiciones estudiadas, una propiedad critica que influye en la adhesiéon y
propagacion de bacterias/células en las superficies de los implantes. Este andlisis se
llevé a cabo utilizando el goniometro Ramé Hart, donde se ensayaron tres muestras

para cada condicion con una gota de agua y otra de diiodometano (DIM) en cada una.
4.6.4 Ensayo de adhesioén por cinta

Se llevdé a cabo una evaluacion cualitativa de la adhesiéon del recubrimiento al
sustrato (en la jerga, mencionado como “Tape test”), siguiendo los criterios
establecidos en la norma ASTM D3359-09 (Métodos de Prueba Estandar para Medir la
Adhesion mediante la Prueba de Cinta), mediante la aplicaciéon del Método B

recomendado para laboratorio, para las muestras recubiertas con CG y CG/MBG-Ge.
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Para el procedimiento, se cred un patron cuadriculado con seis lineas en
direcciones horizontal y vertical, con un espaciado de 1 mm entre ellas. A
continuacion, se aplicé un trozo de cinta adhesiva sobre el patrén y se retird de

manera rapida (ver Figura 14).

Figura 14. Cuadricula Tape Test en muestra con CG/MBG-Ge.

La clasificacion de la adhesion se llevd a cabo mediante la observacién de la
superficie del recubrimiento utilizando un microscopio 6ptico, comparando los

resultados obtenidos con los criterios detallados en la norma.
4.6.5 Rugosidad

Se llevaron a cabo mediciones de rugosidad en las muestras del sustrato sin
recubrimiento para evaluar la superficie posterior al pulido. Ademas, se midid la
rugosidad en las muestras recubiertas con quitosano-gelatina y en aquellas con el
recubrimiento completo. Por otra parte, se traz6é una "raya" en las muestras después
de aplicar el recubrimiento por EPD, es decir, antes de que se sequen por completo. El
objetivo de este procedimiento era obtener una aproximacién del espesor de los

recubrimientos.
4.7 Ensayos in vitro (inmersion en SBF)

Se llevd a cabo un estudio in vitro de las tres condiciones estudiadas en solucién
fisioldgica simulada (SBF, por sus siglas en inglés), a diferentes tiempos (1, 7 y 28
dias), para evaluar el comportamiento de las muestras en un entorno que simula la
temperatura, el pH y la concentracién de los iones inorganicos presentes en el plasma
sanguineo. Tras la inmersion, se realizaron analisis mediante espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) y microscopia electrénica de barrido (SEM) con el
proposito de identificar zonas con evidente nucleacién de hidroxiapatita carbonatada

(HCA), considerado como un primer indicador de bioactividad en el recubrimiento.
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Para poder realizar los ensayos, se utilizé la norma ISO/FDIS 23317 para la sintesis
de la solucién y para el calculo de los mL necesarios para la inmersién de las
muestras. En base a esta norma, en la Tabla 1 se reportan las concentraciones de

iones de la SBF y del plasma sanguineo.

lones SBF Plasma sanguineo
Na* 142 142
K* 5 5
Mg? 1.5 1.5
Ca* 2.5 2.5
Cl 147.8 103
HCOs 4.2 27
HPO,* 1 1
SO,* 0.5 0.5

Tabla 1. Concentracién de iones (10° mol) en SBF y plasma sanguineo.

Los pasos a seguir para la sintesis de 1 Litro de SBF consistieron en:

1. En un matraz aforado colocar colocar aproximadamente 250 mL de agua
destilada con 1 mL de HCI concentrado.

2. Luego, agregar en orden los siguientes reactivos (para lo cual se utilizé una
balanza analitica):

8.053 g de NaCl

0.224 g de KCI

0.368 g de CaCl,.2H,0

0.305 g de MgCl,.6H,0

0.174 g de K,HPO,

0.353 g de NaHCO;

7. 6.057 g de Tis(hidoximetil)Jaminometano (Buffer)

ok w b=

3. Agregar 0.5 mL de HCI concentrado y medir el pH, continuar agregando de a

gotas hasta que el pH final esté entre 7.25y 7.35
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4. Completar a 1 Litro con agua destilada.

Para la inmersion se utilizaron tubos falcon y la disposicion de las muestras fue
como indica la Figura 15. Luego, se colocaron en la estufa a 37°C los tiempos

indicados.

Figura 15. Disposicion de las muestras para inmersion.
4.8 Ensayos electroquimicos

Se llevaron a cabo ensayos electroquimicos con el propésito de evaluar la
resistencia a la corrosion en las diferentes condiciones estudiadas. Dado el buen
desempefio de la aleacion Ti-6Al-4V en entornos intracorpoéreos, el objetivo principal
fue asegurar que la adicién de un recubrimiento no comprometa esta caracteristica del
sustrato desnudo. Se realizaron evaluaciones en tres momentos distintos: al inicio
(tiempo 0), es decir, sin inmersion en SBF, y posteriormente después de 1y 7 dias de

inmersion a 37 °C en SBF.

Los ensayos electroquimicos fueron realizados utilizando el equipo Gamry
Instruments Reference 600, con pruebas aceleradas por triplicado para cada
condicion. La configuracion de la celda consisti6 en un recipiente de vidrio que
contenia la SBF (30 mL aproximadamente), un portamuestra con el electrodo de
trabajo (con un area expuesta de 1 cm?), un electrodo de referencia de calomel
saturado (SCE) y un contraelectrodo de platino, como se ilustra en la Figura 16. La
temperatura se mantuvo constante a 37 °C mediante el uso de un bafo termostatico a

lo largo de todo el ensayo.
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Figura 16. Celda electroquimica empleada para los ensayos.

Se inici6 la fase experimental con la mediciéon del potencial de circuito abierto,
realizada durante un periodo comprendido entre 2500 y 3600 segundos, con el
proposito de verificar la estabilidad antes de emprender los ensayos. Posteriormente,
se procedié con el ensayo de impedancia electroquimica, una técnica no destructiva,
seguido por las curvas de polarizacion potenciodinamicas, las cuales son

consideradas ensayos destructivos.

4.8.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Se llevé a cabo un barrido de frecuencias en el rango de 20 kHz a 0.005 Hz,
implementando una modulacién del potencial de 15 mV con respecto al potencial de

circuito abierto (Eoc) para obtener los valores de la impedancia del sistema.

4.8.2 Curvas de polarizacién potenciodinamicas

Se procedid a generar la curva de polarizacion potenciodinamica para cada
muestra. Inicialmente, se partié 0.15 V por debajo del potencial medido en circuito
abierto (Eoc), trazando la curva catédica hasta alcanzar 1.6 V respecto al electrodo de
referencia en la curva anddica. Este proceso se llevé a cabo con una velocidad de
barrido de 1 mV/s. Luego, para completar la curva ciclica, se invirtié el barrido de
potenciales al llegar al potencial maximo predefinido o cuando la densidad de corriente

supero 1 mA.

Posteriormente, a los resultados obtenidos se les aplicoé el método de extrapolacién

de Tafel con el objetivo de obtener los parametros cinéticos de corrosion. Esta técnica
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consiste en extender las porciones donde se observa una relacion lineal entre la
densidad de corriente y el potencial aplicado, la cual se corresponde con la regién de
polarizacién activa de la curva de polarizacién en una gréafica semilogaritmica. Esto
permite determinar dos parametros importantes: el potencial de corrosién de equilibrio
(Ecorr) y la densidad de corriente de corrosion de equilibrio (icorr). Ecorr representa el
potencial en el cual la velocidad de oxidacion del metal es igual a la velocidad de
reduccion, lo que indica un estado de equilibrio electroquimico donde la corrosién neta
del material es cero. Por otro lado, icorr es la corriente de corrosion de equilibrio, que

indica la tasa de oxidacién o reduccién del metal en este punto de equilibrio.

4.9 Ensayos de hemocompatibilidad

La evaluacion de la hemocompatibilidad es importante para los nuevos
biomateriales que estaran en contacto con érganos irrigados, como el hueso. Sin
embargo, a pesar de su importancia, no es comun que esta evaluacién se realice para
materiales con aplicaciones en traumatologia. Por ello, uno de los objetivos de este
proyecto fue poner a punto ensayos de hemocompatibilidad para los materiales

desarrollados en el laboratorio, sobre la base de lo que esta reportado.

La prueba de hemdlisis evalua la tasa de lisis de glébulos rojos inducida por
contacto directo con biomateriales en relacién a los controles positivos y negativos, y
de acuerdo a lo establecido en la norma ISO 10993-4, la tasa de hemolisis debe ser

inferior al 5% para ser considerado hemocompatible.

Por otro lado, la adhesion plaquetaria también es un indicativo de
hemocompatibilidad y bioactividad, donde se realiza una cuantificacién aproximada y

se evalua la morfologia y activacion plaquetaria a través de imagenes de SEM.

Ambos ensayos se realizaron por triplicado para las 3 condiciones estudiadas.
4.9.1 Ensayo de hemdlisis

Para el ensayo de hemodlisis, en primer lugar se prepard una silicona para recubrir
la cara inferior de las muestras y evitar su interaccién con la sangre. Para esto se
empled silicona SYLGARD (184 Silicone Elastomer Base, marca Dow) e iniciador
(SYLGARD Silicone Elastomer Curing Agent) en una relacion 10:1 en peso. Se dejo

curar por 24-48 hs previo al ensayo.
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Luego, se llevd a cabo el protocolo estandarizado [32] y mas empleado en literatura

para los ensayos de hemdlisis. El cual consiste en:

1.

11.
12.

Obtencién de sangre entera anticoagulada (colecta con 3.8% de citrato de
sodio: 1 mL de citrato cada 9 mL de sangre entera).

Diluir la sangre anticoagulada en solucion salina fisiologica (9 g de NaCl por
cada litro de agua); 1.25 mL de solucién salina cada 1 mL de sangre.
Preparar, por triplicado, controles positivos y negativos. Para el control
negativo C-, poner en cada tubo Falcon 10 mL de solucion fisiologica salina
y 0.2 mL de sangre anticoagulada y diluida. Para el control positivo C+,
poner en cada tubo 10 mL de agua destilada y 0.2 mL de sangre
anticoagulada y diluida.

Colocar cada muestra en un tubo y adicionar 10 mL de solucién fisiologica
salina en cada uno. Acomodar todos los tubos en forma vertical en una
gradilla (Son tres condiciones por triplicado, es decir, nueve tubos).

Llevar a estufa a 37 °C y dejar incubando todo durante 30 min.

Sacar los tubos de la estufa y a cada uno (con muestras y controles) agregar
0.2 mL de la sangre anticoagulada y diluida, y volver a meter en estufa a 37
°C durante 60 min.

Sacar los tubos de la estufa. Con una pipeta automatica con tip descartable
resuspender 5 veces en cada Falcon la sangre (anticoagulada, diluida e
incubada) para mezclar bien todos los componentes. Usar un tip distinto
para cada tipo de muestra. Tomar 1.5 mL de cada muestra y guardarlo en un
tubo eppendorf previamente rotulado.

Centrifugar los tubos a 3000 rpm durante 5 min.

. De cada tubo aspirar cuidadosamente solo el sobrenadante con la pipeta,

procurando que no se aspiren los glébulos sedimentados. Ya con el UV
Visible (UV-160A - Shimadzu) prendido poner en la cubeta de cuarzo de
referencia la solucion fisioldgica salina y en la otra cubeta el sobrenadante
recuperado a medir (1.5 mL aprox.), procurando que no queden burbujas.
Cuidar de dejar bien limpio los laterales no opacos (que sera donde pasa el
haz verde).

Leer absorbancia a 540 nm.

Calcular la tasa de hemodlisis para cada muestra (triplicados).

Posteriormente, debido a que el primer protocolo trabaja con sangre entera y en

condiciones muy diluidas, se opt6 por emplear un segundo protocolo, también
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reportado en literatura, que emplea soélo glébulos rojos en solucién y en una

concentracion mayor. Los pasos llevados a cabo fueron:

1.

Obtencién de sangre entera anticoagulada (colecta con 3.8% de citrato de
sodio: 1 mL de citrato cada 9 mL de sangre entera).

Centrifugacion a 1500 rpm, 15 min y recupero de la fraccion con glébulos
rojos (GR). (La fraccién de plasma rico en plaquetas (PRP) se conserva
para el ensayo de adhesion de plaquetas).

Diluir los GR al 2% en solucion fisiolégica. Diluir GR al 2% en agua

deionizada para usar como control positivo [33].

Incubacion con las muestras:

En placas de 24 wells (pocillos) (diametro 1.5 cm) colocar cada muestra por
triplicado. Dejar 6 wells vacios para los controles.

Colocar 2 mL de GR al 2% en cada well e incubar 3 h a 37 °C. Colocar 2 mL
de GR 2% en 3 wells vacios como control negativo y 2 mL de GR 2% en
agua deionizada en 3 wells como control positivo.

Centrifugar 1 mL de cada well a 3000 rpm, 5 min. Recuperar el
sobrenadante.

De cada tubo aspirar cuidadosamente solo el sobrenadante, , cuidando que
no se aspiren los glébulos sedimentados. Ya con el UV Visible prendido
poner en la cubeta de cuarzo de referencia la solucién fisioldgica salina y en
la otra cubeta el sobrenadante recuperado a medir (1.5 mL). Cuidar de dejar
bien limpio los laterales no opacos (que sera donde pasa el haz verde) y que
no haya burbujas en la cubeta.

Leer absorbancia a 540 nm.

Calcular la tasa de hemdlisis para cada muestra (triplicados). Para ambos

protocolos la tasa de hemdlisis se calcul6 segun:
Hemolisis (%) = (0ODs — 0Dn)/(0ODp — 0ODn) x 100% (Ec. 15)

ODs: abs. Muestra (promedio triplicados)
ODn: abs. control negativo (promedio triplicados)

ODp: abs. Control positivo (promedio triplicados).

En todos los protocolos se empled sangre humana aportada por personas

pertenecientes al grupo de trabajo.
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4.9.2 Ensayo de adhesién plaquetaria

Para el ensayo de adhesién plaquetaria los pasos llevados a cabo fueron [34]:

1. En placas de 24 wells (didametro 1.5 cm) colocar cada muestra por triplicado.
Dejar 6 wells vacios para los controles.

2. Utilizar la fraccion PRP obtenida anteriormente. Colocar cuidadosamente
200 uL PRP sobre cada muestra. Incubar 1 h, 37° C.

3. Lavar las muestras con solucion fisioldgica, dos veces, para remover
plaguetas no adheridas.
Fijar con glutaraldehido 2.5%, 3 h a 4° C.
Deshidratar en serie de alcohol: 50%, 70%, 90%, 100% alcohol, 15 min cada
paso. Secar a temperatura ambiente.
Observar en SEM. Tomar 10 imagenes aleatoriamente de cada muestra.
Contar plaquetas en las imagenes. Promediar y calcular el niumero de
plaquetas por unidad de area. Realizar un analisis cualitativo de la

morfologia de las plaquetas adheridas.
4.10 Ensayo de actividad antibacterial

Los ensayos de actividad antibacterial estuvieron a cargo de Ingrid E. Redersdorff y
Maria K. Herrera Seitz, que se desempefian en el Instituto de Investigaciones
Bioldgicas (I1I1B), UNMdP — CONICET.

Para los ensayos de reaccion a bacterias se prepararon suspensiones stock de
Staphylococcus aureus (Gram-positivo) y Escherichia coli (Gram-negativo) en 10 mL
de medio LB estéril (Luria/Miller LB es Luria Bertani o Luria Broth medium, Carl Roth,
Alemania) y se cultivaron durante la noche a 37 °C con agitacion. La suspensién se
diluydé para alcanzar una concentracién de bacterias con un valor de absorbancia
inicial de 0,015 (medido a 600 nm utilizando un espectrofotdmetro Ultrospec (OD600)).
Estos cultivos se colocaron en los pocillos de una placa de 24 wells, y se incubaron a
37 °C con agitacion en presencia o no de los materiales recubiertos. A los tiempos
indicados (6, 24 y 48 horas), se extrajeron alicuotas de la suspension bacteriana de
cada pozo y se midi6 el crecimiento bacteriano (OD600 nm). La viabilidad relativa de

las bacterias se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Viabilidad bacterias (%) = D muestra 100 (Ec. 16)

0D control
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OD muestra: abs. muestra.

OD control: abs.control.
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5 Resultados y discusién

5.1 Determinacion de variables para la técnica de EPD

Se logré con éxito la deposicion de los recubrimientos compuestos mediante la
técnica de EPD. Después de varios intentos y analisis 6pticos (inspeccion visual a ojo
desnudo y microscopia Optica 5X o 10X), se determinaron los parametros que
condujeron a la aplicacion éptima de los recubrimientos. En la Figura 17 se pueden
observar a modo de ejemplo, varios intentos realizados tanto para los recubrimientos
de CG/MBG-Ge (columna de la izquierda, 2 minutos) como los de CG (columnas
correspondientes a 3 y 4 minutos). Finalmente, se establecié que la aplicacién de una
corriente continua de 30 V durante 2 minutos fue la mas efectiva para las muestras
que contenian quitosano, gelatina y particulas de MBG-Ge cargadas. En el caso de las
muestras recubiertas con quitosano y gelatina tipo B, pero sin la adicién de particulas
de MBG-Ge, el proceso se llevé a cabo de manera similar (con 30 V), pero con una

duracion de 4 minutos en lugar de 2 minutos en el proceso de EPD.
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Figura 17. Muestras obtenidas en los ensayos llevados a cabo para definir parametros de EPD con
CG/MBG-Ge (2 min) y CG (3 y 4 min).

5.1.1 Procesamiento digital de imagenes

Como se menciond anteriormente, se implementd un procesamiento digital de
imagenes para definir los tiempos de agitacién y sonicacién previos a la EPD para los

recubrimientos de CG/MBG-Ge, con el objetivo de maximizar la deposicion de
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particulas en los sustratos. Para ello se analizaron a razén de 6 imagenes obtenidas

por microscopia 6ptica a 20 X de al menos 4 muestras para cada situacion.

El porcentaje de area cubierta, como se muestra en la Figura 18, esta directamente
vinculado con la cantidad de particulas de MBG-Ge depositadas en la superficie. En
este trabajo, se emplearon dos intervalos de agitacion y sonicacion diferentes. La
condicion A consisti6 en 30 minutos de agitacion seguidos de 20 minutos de
sonicacion, mientras que la condicion B implico 90 minutos de agitacion y 40 minutos
de sonicacion. En este contexto, al prolongar el procedimiento de agitacion y
sonicacién antes del recubrimiento, se observa un incremento del 30% en la cantidad
de particulas depositadas en la superficie. Este método sencillo y eficaz se utiliza para

evaluar cualitativamente la eficiencia de los parametros de agitacion y deposicion en el

proceso de EPD.
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Figura 18. a) Imagenes 6pticas de recubrimientos CG/MBG-Ge y su procesamiento digital, para dos
condiciones de agitacion: A (30 min agitacion y 20 min sonicado), y B (90 min agitacion y 40 min
sonicado); b) Grafico Box-Plot para resumir y comparar ambos conjuntos de datos.

El método de procesamiento de imagenes propuesto en este estudio posibilita la
discretizacién y cuantificacion del area cubierta por las particulas de MBG-Ge en
ambos casos, permitiendo asi una optimizacion del proceso para obtener
recubrimientos de mayor calidad. Al analizar el grafico Box-Plot, se puede rapidamente
inferir que, en promedio, las muestras obtenidas con el método de mayor tiempo de
sonicacion generan recubrimientos con una mayor densidad de particulas en la
superficie, indicando una mejora significativa en el proceso. Este hallazgo destaca la
importancia de la duracion adecuada de la agitacion y sonicacion para optimizar la

eficiencia del recubrimiento por EPD.
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Finalmente, previo a la deposicion, la solucién de CG/MBG-Ge se agité durante 90
minutos y se sonicd 40 minutos. En cambio, la soluciéon de CG se agité durante 30

minutos y fue sonicada por 20 minutos.

5.2 Caracterizacién superficial

En la Figura 19 (a) y (b), se presentan los aspectos morfoldégicos de los
recubrimientos CG y CG/MBG-Ge, obtenidos mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM). Los recubrimientos que carecen de particulas de vidrio bioactivo
exhibieron una superficie lisa que cubre los defectos del sustrato. En contraste, el
sistema CG/MBG-Ge reveld un aspecto de depdsito homogéneo pero no continuo, con
las particulas distribuidas uniformemente en la matriz y presentando un diametro

aproximado de 280 nm con morfologia ovoide.

Figura 19. Imagenes obtenidas por SEM de los recubrimientos a distintos aumentos: a) CG y b)
CG/MBG-Ge.

5.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se llevo a cabo la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en modo
reflectancia total atenuada para las tres condiciones ensayadas, asi como para los
polvos de gentamicina, particulas de vidrio bioactivo sintetizadas (MBG) y particulas
cargadas con gentamicina (MBG-Ge). La Figura 20 presenta los espectros resultantes,
y a partir de su analisis, se destaca la imposibilidad de detectar la gentamicina
mediante esta técnica debido a la superposicion de sus picos principales con los del
recubrimiento de quitosano/gelatina (CG) y las particulas de MBG (picos alrededor de
1600 y 1050 cm™). La identificacion y liberacion de gentamicina de las particulas se

evaluaran indirectamente mediante ensayos antibacterianos en fases posteriores.
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En cuanto al sistema CG/MBG-Ge, los analisis FTIR revelaron algunas de las
bandas mas intensas correspondientes a MBG y los componentes de
quitosano/gelatina/gentamicina. Los picos presentes a 1540 y 1630 cm™” son
relacionados mayoritariamente con las vibraciones C-O y N-H de la gelatina y el
quitosano, aunque también se encuentran en compuestos nitrogenados como la
gentamicina [35], [36]. Sin embargo, estas ultimas se observaron con una intensidad
considerablemente menor debido a que al estar presente en una capa delgada, su
presencia en la muestra es menor. Se puede observar a 1056 cm™ y 450 cm™, las
vibraciones de estiramiento y las vibraciones de flexion del Si-O-Si, respectivamente
[37]. Ademas, el estiramiento simétrico de Si-O esta presente en 794 cm™ y podria
indicarse un hombro en 950 cm™ relacionado con el modo de vibraciéon de Si-O-Ca
[38].
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Figura 20. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para los componentes de los

recubrimientos y los tres sistemas estudiados.
5.2.2 Angulo de contacto

Se evalud la mojabilidad de las tres condiciones estudiadas mediante la técnica de
angulo de contacto, como se observa en la Figura 21. En el caso de las muestras con

CG/MBG-Ge, al depositar una gota, esta se dispersé instantaneamente, lo cual se
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consider6 como un angulo de contacto de 0°, indicando una superficie altamente
hidrofilica, debido a que se considera que una superficie es hidrofilica o mojable

cuando el angulo de contacto es inferior a 90°.

Los resultados obtenidos para las otras muestras se resumen en la Tabla 2, para el
sustrato de aleacién de titanio, y para los recubrimientos CG sin y con MBG. Aunque
se han registrado los datos tanto para DIM como para agua, cabe destacar que los
valores de mojabilidad en agua son de especial relevancia para aplicaciones en

entornos bioldgicos.

Muestra Agua [°] DIM [°]
Ti6AI4V 56 +2 3812
CG 55+3 45 +1
CG/MBG-Ge 0 0

Tabla 2. Resultados obtenidos en el ensayo de angulo de contacto.

Ti6Al4V

CG/MBG-Ge

Figura 21. Medicién de angulo de contacto para las muestras de Ti6Al4V, CG y CG/MBG-Ge con agua
destilada y DIM.

La hidrofilicidad de la superficie es de gran importancia para la adhesion celular y
de proteinas, ya que las superficies hidrofilicas favorecen la interaccién con el entorno

biolégico [39]. Una superficie hidrofilica facilita la adsorcién de moléculas biolégicas,
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promoviendo la adherencia celular y mejorando la respuesta biocompatible de los
implantes. Ademas, la mediciéon del angulo de contacto proporciona informacion
valiosa sobre la capacidad de la superficie para interactuar con fluidos biolégicos, lo
que es esencial para comprender la respuesta del material implantado en un entorno
fisiologico.

A partir de los resultados obtenidos, se puede observar que los valores de angulo
de contacto entre el sustrato desnudo y el recubierto con CG son muy similares, a
diferencia de las muestras con CG/MBG-Ge donde hay un marcado aumento de la
hidrofilicidad. Las particulas bioactivas presentes en este recubrimiento pueden ser las
responsables de este aumento, acorde a lo reportado por otras experiencias [40], [41].
Esta propiedad y la exposicion de particulas mesoporosas al entorno acuoso una vez
implantadas promoverian la disoluciéon del recubrimiento y la consecuente liberacién

de gentamicina.

5.2.3 Ensayo de adhesion por cinta

Por microscopia optica se pudo observar los resultados del ensayo de Tape test
(Figura 22) y de acuerdo a lo establecido por la norma ASTM D3359-09 se clasificd a
los recubrimientos de CG como “4B” y CG/MBG-Ge como “5B”, donde los bordes de
los cortes son completamente lisos; ninguno de los cuadrados de la celda se
desprende. Es decir, presentan una excelente adherencia al sustrato, donde menos
del 5% del recubrimiento se desprendié con la cinta para CG y el 0% para el
recubrimiento de CG/MBG-Ge.
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Figura 22. a y b) Imagenes épticas de los recubrimientos de CG y CG/MBG-Ge luego del ensayo. C)
Tabla de clasificacion de la norma ASTM D3359-09 [25].

5.2.4 Rugosidad

En la Tabla 3 se resumen los resultados obtenidos de los parametros Ra y Rz para

las tres muestras estudiadas. En el caso del sustrato desnudo, la rugosidad se

corresponde con los picos y valles del pulido.

Ti6AI4V CG CG/MBG-Ge
Ra [um] 0.06 % 0.01 0.10+ 0.01 0.90 £ 0.12
Rz [um] 0.48 +0.05 0.70 £ 0.05 5.42 +1.21

Tabla 3. Parametros Ra y Rz de las muestras.

Como se puede observar, la rugosidad de la muestra CG/MBG-Ge aumenta. Este
incremento puede atribuirse a la forma inhomogénea y facetada que adoptaron los
depdsitos al aplicarse sobre el sustrato mediante la técnica de EPD, por la

incorporacion de las particulas mesoporosas.
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Mediante la medida de la profundidad de la “raya” generada en los recubrimientos,
se puede estimar el espesor de las capas. Para las de CG el valor esta en 1.5
micrones aproximadamente, y en 2 micrones para las capas de CG/MBG-Ge. En la
Figura 23 se ve la estimacion del espesor para esta ultima capa, y puede verse el

efecto de la inhomogeneidad y alto Rz de dicha capa.

Altura maxima 241 pm
Altura meadia 2,07 ym
Ancho 0.236 mm

Figura 23. Estimacion del espesor de la capa de CG/MBG-Ge

5.3 Ensayos in vitro (inmersién en SBF)

5.3.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se tomaron imagenes mediante microscopia electronica de barrido (SEM) tras 1, 7
y 28 dias de inmersion en un fluido fisiolégico simulado (SBF), con el propdsito de
evaluar la respuesta de las muestras: sustrato desnudo Ti6AI4V, recubrimiento de
quitosano/gelatina (CG), y recubrimiento compuesto CG/MBG-Ge. Las imagenes
correspondientes a cada periodo de inmersion, asi como el estado inicial (tiempo 0)

para cada muestra, se presentan en figuras sucesivas.

En la Figura 24, se observan las imagenes obtenidas para la aleacion de Ti6AI4V.
En los cuatro casos resaltan las marcas de pulido del sustrato, siendo mas notorio en
las Figuras 24a y 24c. En las Figuras 24b y 24d, se observan depésitos atribuibles al
cloruro de sodio del SBF en los periodos de 1y 28 dias, lo que puede atribuirse a que
estas muestras no fueron lavadas suavemente al ser retiradas de la solucion, previo a
la toma de imagenes. Es crucial senalar que no se logro visualizar la formacion de

hidroxiapatita en ninguna de las imagenes analizadas.
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Figura 24. Fotografias SEM de la aleacion de Ti6AI4V al tiempo 0 (a), 1 dia (b), 7 dias (c) y 28 dias (d)
luego de la inmersion en SBF.

En la Figura 25, se observan las imagenes de los 4 tiempos correspondientes del
recubrimiento de CG. La comparacién entre las imagenes 25a y 25b, correspondientes
a 0 y 1 dia respectivamente, revela una notable pérdida de integridad del
recubrimiento, y esta disminucién continda a los 7 dias. Al igual que en el sustrato
Ti6Al4V, no se observaron depdsitos de hidroxiapatita, y los depdsitos que se denotan
a los dias 1y 28 (25b y 25d) se atribuyen al cloruro de sodio del SBF por la omisién
del lavado. A su vez, en la imagen 25d se observa una pérdida total del recubrimiento.

Figura 25. Fotografias SEM del recubrimiento CG al tiempo 0 (a), 1 dia (b), 7 dias (c) y 28 dias (d)
luego de la inmersién en SBF.
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En el caso del recubrimiento CG/MBG-Ge, observable en la Figura 26, se evidencia
una pérdida de integridad del recubrimiento menos pronunciada entre los periodos de
0, 1y 7 dias en comparacién con el de CG. A mayores aumentos, se pudo distinguir la
persistencia de particulas bioactivas. Por otro lado, al igual que en las otras muestras
anteriores, los depdsitos observados en los periodos de 1 y 28 dias se relacionan con
cristales de cloruro de sodio provenientes de la solucion de inmersién. Esto se debe al
inadecuado protocolo de limpieza de las muestras, previa a la observacion por
microscopia. Tampoco se observa la clara presencia de estructuras o cristales de
hidroxiapatita, cuya morfologia es de depdésitos globulares, compuestos por agujas o

aciculas cristalinas.

Figura 26. Fotografias SEM del recubrimiento CG/MBG-Ge al tiempo 0 (a), 1 dia (b), 7 dias (c) y 28
dias (d) luego de la inmersién en SBF.

Es esencial recalcar que la no visualizaciéon de depdsitos de fosfato por esta técnica
no implica su ausencia. Para abordar esta limitacion, se complementara con el analisis
mediante la técnica de FTIR, y se llevaran a cabo ensayos electroquimicos para
examinar como la degradacién de los recubrimientos afecta al poder de cobertura de

la aleacién y su resistencia a la corrosion.

5.3.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para evaluar la degradacion en el tiempo de los recubrimientos estudiados, asi

como también su bioactividad, se realizaron ensayos de inmersién a temperatura
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corporal (37 °C) y en fluido simulado (SBF). Luego de 1, 7 y 28 dias de inmersion, las
superficies resultantes fueron evaluadas cualitativamente por FTIR para determinar la

presencia remanente de capa, particulas y posibles depdsitos que podrian haberse

generado.
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Figura 27. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de los tres sistemas estudiados luego de

1 dia de inmersion.

En la Figura 27 puede observarse la presencia de recubrimiento de quitosano y
gelatina en la muestra CG, luego de 1 dia de inmersién. Las muestras conteniendo
particulas MBG-Ge no muestran la significativa presencia de las bandas
correspondientes a las amidas y aminas de los componentes quitosano y gelatina de
manera marcada, debido a su deposiciébn en escamas y posible disolucion, como
también la menor cantidad de las mismas. Aun asi una banda alrededor de 1064 cm
y otra en 450 cm™ se presentan indicando la presencia de las particulas conteniendo

uniones Si-O-Si.
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Figura 28. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de los tres sistemas estudiados luego de

7 dias de inmersion.

Después de 7 dias de inmersion de las muestras en solucion fisiolégica simulada
aun se ven vestigios de las MBG y de restos de quitosano y gelatina, marcado por la
presencia de picos alrededor de 1540 y de 1070 cm™. Pero lo que comienza a
marcarse es, al igual que en las muestras de material sin recubrir, son bandas en
1297, 1038, 670 y 648 cm™, relacionadas con vibraciones de grupos PO;*, HPO; y
vibraciones en uniones Ca-P, como se observa en la Figura 28 [42]. Lo que hay que
destacar es la presencia de las mismas incluso en la aleacién de titanio sin
recubrimiento, lo que indica la bioactividad ya probada del material de osteosintesis.
Luego de 28 dias de inmersion, los tres sistemas ya se encuentran en igual
condiciones, demostrando que se ha perdido la capa y se ha generado una pequena

capa de fosfatos (capa bioactiva) sobre las tres superficies (ver Figura 29).
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Figura 29. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de los tres sistemas estudiados luego de

28 dias de inmersion.
5.4 Ensayos electroquimicos

Para evaluar la degradacién de los recubrimientos y la deposicion de especies
sobre la superficie, otra serie de técnicas in vitro es la de los ensayos electroquimicos,
donde mediante la aplicacion de una corriente 0 un potencial podemos medir la
respuesta del sistema en un cierto medio, al flujo de corriente. En nuestro caso resulta
indicado para evaluar la reactividad de las capas después de 1 y 7 dias de inmersién
en SBF, ya que a tiempos mas largos como 28 dias, la capa de CG o CG/MBG-Ge se
encuentra degradada y se hallan depdsitos de fosfatos al igual que lo que sucede con
el sustrato desnudo en inmersion, como se pudo observar en las imagenes de SEM y
FTIR anteriores. Cabe aclarar que en este sistema no se espera que el recubrimiento
sea protector a la corrosion, ya que la aleacion de Ti6Al4V ya posee capacidad

anticorrosiva frente a los fluidos fisiolégicos [43].
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5.4.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Mediante la Espectroscopia de Impedancia electroquimica se puede monitorear el
comportamiento del sistema, con una muy pequefia perturbaciéon del mismo, es decir,

sin tener que sacrificar la muestra ni interferir en la superficie de la misma.
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Figura 30. Graficos de Nyquist para los sistemas Ti6Al4V, CG y CG/MBG-Ge: a) tiempo 0, b) tiempo 1 dia

y c) tiempo 7 dias de inmersioén en SBF.

La Figura 30 muestra los graficos de Nyquist para los tres sistemas estudiados sin
inmersién previa en SBF, y luego de 1y 7 dias de inmersion en la solucion fisioldgica
simulada a 37 °C. Cualitativamente puede verse como se comportan los diferentes
sistemas para tiempos iniciales: el recubrimiento CG, que se observé por SEM integro
y continuo, presentaria la mayor impedancia total del sistema, asi como la resistencia
total, la cual podria estimarse prolongando el semi-circulo correspondiente hasta que
Zimag sea cero (Figura 30 a)). Y cuando se incorporan las particulas a la capa, la
impedancia disminuye, pero sigue siendo mayor que la del implante desnudo. Es claro
por la disminucidon en la impedancia y resistencia del sistema, que la capa de
CG/MBG-Ge es un depésito irregular que permite el paso de fluido hacia el sustrato
metalico. Por el contrario, luego de la inmersion en SBF por 1 y 7 dias, tanto los
recubrimientos CG como CG/MBG-Ge se degradan paulatinamente, con una

resistencia total del sistema menor. Esto se supone que se debe al bloqueo de la
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superficie metalica a ser pasivada por la presencia del recubrimiento [44], impidiendo

parcialmente el ingreso de solucién. A medida que las capas se degradan y la solucion

entra en contacto con el metal, la aleacién de Ti6Al4V puede pasivarse en SBF e ir

adquiriendo su comportamiento pasivo. Luego de 7 dias de inmersién (Figura 30 c)), el

depdsito de CG/MBG-Ge mejora su comportamiento a la corrosién con respecto al

sistema CG y con respecto a tiempos menores de inmersion, ayudado por los

depdsitos de fosfatos que se dan en la superficie.

5.4.2 Curvas de polarizaciéon potenciodinamicas

En la Figura 31 se presentan las curvas de polarizacion potenciodinamicas para las

muestras a 0, 1 y 7 dias de inmersion en SBF, y en la Tabla 4 se presenta la

comparacion de los parametros electroquimicos mas significativos de cada una.
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Figura 31. Curvas de polarizacién potenciodinamicas para los sistemas Ti6Al4V, CG y CG/MBG-Ge a
tiempo 0 y luego de 1y 7 dias de inmersién en SBF.

A tiempo inicial, sin inmersion, la capa de CG presenta un comportamiento

protector, y donde no se puede ver el efecto del sustrato ya que esta perfectamente

cubierto. En el caso del depdsito de CG/MBG-Ge, el mismo tiene un pequeio caracter

protector, pero puede verse claramente el comportamiento activo del sustrato, por la
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pendiente de la rama anddica. En el caso de los tiempos iniciales, tanto el
recubrimiento CG como el depdsito con MBG-Ge las ramas anddicas se ven muy
afectadas, lo que demostraria que hay cargas en la superficie activas y que se estaria
impidiendo la reduccién del oxigeno. A medida que las capas se van degradando, al 1
y 7 dias de inmersion, ya la rama catddica es igual en todos los casos al metal
desnudo, mostrando que ya estaria sucediendo el mismo proceso de reduccidon en
todos los casos. Igualmente puede observarse que, al haber mas superficie
“descubierta” al degradarse el recubrimiento, la superficie de la aleacion comienza a

pasivarse, asimilandose con el tiempo al material desnudo pasivado.

Tiempo de )
inmersion en SBF Ecorr (V) i corr (Alcm2)
0 -0.44 8.72x 108
Ti6AlI4V
1d -0.21 2.1x10%
rd -0.22 1.45x 108
0d -0.51 1.13x 108
CG
1d -0.25 1.74 x 107
7 -0.18 3.43 x 107
0d -0.38 2.16 x 108
CG/MBG-Ge
1d -0.22 1.4 x 107
7d -0.23 6.4x10°®

Tabla 4. Valores de potencial de corrosion y densidad de corriente de corrosion estimadas

graficamente por extrapolacion de Tafel.

La aleacién Ti6Al4V sin depodsitos de CG o CG/MBG-Ge presenta un
comportamiento que vale la pena resaltar. Para el estudio de la misma, las muestras
fueron pulidas y limpiadas antes de su inmersion en SBF, o antes de su andlisis a
tiempo cero. En este caso se puede ver que la superficie esta activa, por la pendiente
de la curva anddica de polarizacién. Una vez que transcurre el tiempo de inmersién en
la solucién, el material se comienza a pasivar y eso puede verse en la pendiente de la
curva anddica con un corrimiento a mayores valores de la misma (curva mas “parada”,

mostrando una capa protectora).

Esto indicaria que a tiempos mayores, el material recubierto tendria un

comportamiento a la corrosion similar al material desnudo, lo que no seria indeseado

59



ya que la aleacion Ti6AI4V es muy resistente a fluidos agresivos como el corporal, y un

material altamente recomendado para implantes.

5.5 Ensayos de hemocompatibilidad

5.5.1 Ensayo de hemdlisis

En el ensayo de hemodlisis, se evalua la liberacion de hemoglobina como resultado
de la lisis de los glébulos rojos. La hemoglobina, una proteina rica en hierro que
transporta oxigeno en la sangre, se encuentra encapsulada en los glébulos rojos.
Cuando estos se someten a condiciones que inducen la lisis, la hemoglobina se libera
al entorno circundante. La medicion de la hemoglobina libre es indicativa del grado de
hemolisis experimentado por los gldbulos rojos y proporciona informacion valiosa
sobre la compatibilidad sanguinea y la seguridad de los materiales en contacto con la
sangre. Este ensayo es crucial para evaluar el impacto potencial de los dispositivos
meédicos o implantes en la integridad de los globulos rojos y garantizar la

biocompatibilidad en aplicaciones clinicas.

De acuerdo a lo establecido en la norma ISO 10993-4 (“Biological evaluation of
medical devices —Part 4: Selection of tests for interactions with blood”) y siguiendo el
protocolo de mayor consenso en la literatura, se procedié a evaluar la
hemocompatibilidad de las muestras. En este protocolo, tanto las muestras de Ti6AI4V
como las de CG/MBG-Ge revelaron tasas de hemolisis del 0%, indicando una
completa compatibilidad con los glébulos rojos. No obstante, las muestras recubiertas
con CG mostraron una tasa de hemolisis del 1.3%, las cuales también se mantuvieron

dentro del umbral aceptable del 5% para considerarse hemocompatibles.

Es relevante destacar que los valores de absorbancia obtenidos para estimar la
hemoglobina libre fueron del orden de 10, los cuales estuvieron por debajo del rango
confiable de deteccion del equipo (valores de absorbancia de 0.15 a 1), lo que impide
una interpretacion correcta de las diferencias entre las muestras. Por ello, se decidi6
implementar un segundo protocolo, menos comun en la literatura, que utiliza una
soluciéon mas concentrada de glébulos rojos (del 2%) en comparacion con el 0.016%
de sangre entera utilizado en el protocolo anterior. Con este enfoque, se obtuvo una
tasa de hemodlisis de Ti6Al4V, CG y CG/MBG-Ge del 5%, 6.5% y 3.1%,
respectivamente. Estos resultados confirman que Ti6Al4V y CG/MBG-Ge presentan
valores similares de hemodlisis, y que el recubrimiento CG/MBG-Ge mejora la

hemocompatibilidad de la aleacién de titanio. Este segundo protocolo proporciona una
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evaluaciéon mas concreta del efecto de los materiales sobre los glébulos rojos (ya que
los aisla de otros componentes de la sangre entera) y confiable (ya que los valores de
absorbancia caen en el rango apropiado del espectrofotometro), permitiendo una

mejor comprensiéon de su comportamiento.

En la parte superior de la Figura 32 se observan algunas muestras luego de ser
centrifugadas, donde se pueden evidenciar los glébulos rojos en la base del tubo y, el
sobrenadante, que es el liquido que se toma para la medicién. En la parte inferior de la

figura, se observa el equipo utilizado para la medicion de la absorbancia.

Figura 32. Superior: Muestras utilizadas para andlisis de hemocompatibilidad. Inferior: equipo
UV-Visible.

5.5.2 Ensayo de adhesién plaquetaria

La evaluacion de la adhesién plaquetaria a un implante es de vital importancia en la
investigacion biomédica y en el disefio de biomateriales, ya que proporciona
informacién crucial sobre la biocompatibilidad y la respuesta del sistema circulatorio a
los dispositivos implantables. La adhesién plaquetaria es una interaccion clave que
determina la respuesta inicial del sistema circulatorio a los biomateriales, y puede
tener implicaciones criticas en la biocompatibilidad y la seguridad a largo plazo de los
implantes, debido a que la sangre es el primer tejido que entra en contacto con su
superficie. Las plaquetas son componentes clave de la sangre que liberan moléculas
que determinan los primeros pasos de la curacion, también fundamentales para el

correcto proceso de regeneracion a largo plazo y la modulacién de la respuesta
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inmunoldgica. Al activarse, las plaquetas forman el coagulo inicial necesario para la
estabilizacion del implante y la atraccion quimica de otros tipos de células [45]. Dentro
de los factores que se liberan con la activacion de las plaquetas en la cascada de
coagulacion, se encuentra el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG), el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF), los cuales tienen implicancias en la osteogénesis [46].

En base a esto, para la evaluacion de la adhesién plaquetaria se realizé un analisis
cuantitativo de las mismas por medio de imagenes obtenidas por SEM, asi como
también de la morfologia que presentaban, la cual es un sinbnimo de su nivel de
activacion. En la Figura 33, se observa de bibliografia la morfologia que puede ir

adoptando la plaqueta [47].

sD

Figura 33. Morfologia tipica de las plaquetas adheridas: R (Round), D (Dendritic), SD (Spreading
Dendritic), S (Spreading), FS (Fully Spreading)

En la Figura 34 se muestra a modo de ejemplo las imagenes SEM de muestras de
Ti6Al4V (a), CG (b) y CG/MBG-Ge (c) y como se marcaron las plaquetas para su

cuantificacion y posterior analisis de su morfologia.

En el analisis de las imagenes, se observd que tanto las muestras de Ti6Al4V como
las de CG/MBG-Ge presentaron una notable cantidad de plaguetas adheridas en
comparacion con las muestras de CG (Figura 34 d), sugiriendo una induccion rapida
del proceso de respuesta celular en ambas superficies. Es relevante sefalar que la
identificacion de plaquetas en las muestras de CG/MBG-Ge resulté dificil debido a la
complejidad topografica de la superficie, por lo cual, el recuento podria estar

subestimado.
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T
TigAl4V CG CGMBG-Ge

Figura 34. Fotografias SEM de muestras de a) Ti6Al4V, b) CG, c) CG/MBG-Ge, con identificacion de
plaquetas para su cuantificacion. d) Gréfico de cuantificaciéon de adhesién plaquetaria. * Los asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

El analisis morfoldgico cualitativo de las plaquetas reveld respuestas distintas segun
la superficie. En Ti6AI4V, la mayoria de las plaquetas mostraron una forma redonda
con seudopodos incipientes (Figura 35 a); en cambio, en las muestras de CG, las
plaquetas eran predominantemente redondeadas y carecian en su mayoria de
seudopodos (Figura 35 b). Estas morfologias se asocian con un estado no activado.
Sin embargo, en la superficie de CG/MBG-Ge, las plaquetas exhibieron
consistentemente extensiones dendriticas largas e incluso formaron agregados (Figura
53 c¢), indicando un estado activado [48]. En base a estos hallazgos, se puede inferir
que el recubrimiento completo favorece la adhesion y activacion de las plaquetas, con
respecto al recubrimiento de CG, elementos cruciales para la rapida formaciéon de un

coagulo que estabiliza el implante e inicia el proceso de cicatrizacion.
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Figura 35. Imagenes SEM tipicas de plaquetas adheridas en las diferentes muestras: Ti6Al4V (a), CG
(b) y CG/MBG-Ge (c).

5.6 Ensayo de actividad antibacterial

La aplicacion de recubrimientos funcionales mediante la técnica de
electrodeposicion ha revelado el distintivo efecto antibacteriano del recubrimiento
CG/MBG-Ge. Este fendbmeno se atribuye a la liberacién y disolucién controlada de las
particulas de MBG-Ge, evidenciando su eficacia contra microorganismos Gram
positivos y Gram negativos, como se detalla en la Tabla 5. Es importante destacar que,
aunque la liberacion directa de gentamicina no pudo ser medida, ni tampoco la
cantidad especifica de gentamicina cargada en las particulas, la confirmacién de la
carga y la liberacion se lleva a cabo mediante el método indirecto de ensayos
antibacterianos.

En el contexto de estos ensayos, se observa una disminucién significativa en la
cantidad de E. coli en contacto con las muestras recubiertas con CG/MBG-Ge a las 24
horas, manteniéndose este efecto hasta las 48 horas. Por otro lado, las muestras
recubiertas solo con CG exhiben un efecto antibacteriano, aunque este se manifiesta
Unicamente a las 48 horas. En el caso de S. aureus, el efecto antibacteriano es
evidente desde las primeras 6 horas para las muestras recubiertas con CG/MBG-Ge. A

las 24 horas, la cantidad de bacterias aumenta temporalmente antes de disminuir
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significativamente a las 48 horas de contacto. Las muestras recubiertas solo con CG
también muestran una reduccion, pero solo después de 48 horas. Estos resultados
subrayan que la inclusion de particulas de MBG-Ge en la matriz de quitosano potencia
la actividad antibacteriana de los implantes de Ti6Al4V, proporcionando una valiosa

contribucién a la resistencia antimicrobiana del material implantado.

6 hs 24 hs 48 hs
Control 100 100 100
£ coj | TIBAI4V 97.3+1.9 108.5 + 8.4 100+ 5
(media + SD) | cg 98 + 0.9 105.1 £ 13.2 68.6 £ 4*
CGIMBG-Ge | 104.7+23.6 65.2 + 6* 71.8 £ 0.5*
Control 100 100 100
S Aureus | TIBAI4V 104.6 + 0.6 101 + 0.1 100.9 + 5.8
(media £ SD) | ¢ 1201+18.7 | 100+13.4 67.3 £ 6.2*
CG/IMBG-Ge 20.6 + 8.4* 759+1.8 35.3%0.4*

*Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas entre grupos dentro de un mismo tiempo
(ANOVA de medidas repetidas, test post-hoc de Tukey).
Tabla 5. Viabilidad bacteriana de los recubrimientos y sustrato.

5.7 Discusién general

A lo largo de este trabajo sobre recubrimientos para implantes de aleacién de titanio
(TiBAI4V), se busco llevar a cabo una evaluacion de las propiedades superficiales,
funcionales, electroquimicas y de hemocompatibilidad de los recubrimientos de
quitosano/gelatina (CG) y CG/MBG-Ge. Esta evaluaciéon nos proporciona una idea
parcial de cdmo responderia el material en el cuerpo humano. El propésito principal ha
sido mejorar las caracteristicas funcionales de los implantes, particularmente

enfocandonos en propiedades antibacterianas y bioactivas.

En términos de la caracterizacion superficial, las técnicas empleadas, como la
microscopia electronica de barrido (SEM) y la espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR), han proporcionado una visiéon detallada de la
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morfologia y composicién de los recubrimientos luego de la electrodeposicion y en
distintos periodos de inmersién en fluido fisiolégico simulado (SBF). Se ha observado
una variacion en la integridad de los recubrimientos a los diferentes tiempos. Cabe
destacar que la concentracién de las soluciones precursoras de gelatina y quitosano
en las capas CG y en las capas CG/MBG-Ge fueron las mismas, pero la presencia de
las MBG cargadas genera un desbalance en el potencial de la solucién (por la
presencia de las particulas cargadas eléctricamente), cambiando drasticamente la
morfologia de los depdsitos logrados. Aun asi, la capa lograda se ve que es

adherente, pareja y con rugosidad constante.

El analisis electroquimico, a través de técnicas como la Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica (EIS) y las curvas de polarizacién potenciodinamicas, se
ha centrado principalmente en los tiempos cortos (0, 1 y 7 dias). Esto se debe a una
decision estratégica de evaluar la condicion de tiempo real donde se liberara el
antibiético en el medio circundante, y también debido a que a tiempos mas
prolongados (28 dias) se observa una pérdida total del recubrimiento. Este enfoque
permite destacar la degradacion de los recubrimientos en etapas criticas y relevantes
para su funcionalidad a corto plazo, asi como también podemos estimar que luego de
un tiempo, las condiciones superficiales del implante de Ti6Al4V seran similares a la
de las proétesis en el mercado, con una capa pasiva altamente protectora a la

corrosion.

En cuanto a la concentracion de gentamicina utilizada, esta eleccién se fundamenta
en estudios previos que reportan la capacidad de absorcidn de las particulas
mesoporosas Y la posterior liberacidn. La intencion es lograr una liberacién controlada
del antibiético, crucial para abordar posibles infecciones postoperatorias. Esta
liberacion local permitiria evitar el tratamiento preventivo del paciente con antibiéticos
por via sistémica, ademas de minimizar la dosis. Aun asi, la dosis local suministrada
por las particulas en la zona de la interfase implante/recubrimiento, es mayor a la
concentracion minima inhibitoria para las bacterias hospitalarias comunes, asi como

es menor a la concentracion toxica para las células [49], [50].

A medida que reflexionamos sobre el proyecto en su conjunto, se destaca la
importancia de abordar no sélo la eficacia antibacteriana sino también la integridad y la
capacidad de los recubrimientos para resistir condiciones simuladas del cuerpo. Las
exclusiones estratégicas en el analisis electroquimico, centradas en tiempos

prolongados, subrayan la relevancia de comprender la dindmica de degradacion en las
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primeras etapas, proporcionando una vision mas especifica y aplicable para

aplicaciones clinicas.

La aleacion Ti6Al4V, ampliamente utilizada en tornillos, placas e implantes
traumatologicos, no presenta un impedimento a la deposicion de compuestos
inductores de bioactividad, por el contrario, con el tiempo generan una fina capa
bioactiva que podria ayudar a la oseointegracion de las piezas. Al agregar un
recubrimiento con capacidad bioactiva, ésto se incrementa en periodos cortos de
tiempo, aunque a tiempos mas largos al liberarse las particulas y disolverse las capas,
el efecto se diluye. Sin embargo, no hay que perder de vista uno de los objetivos
troncales de este proyecto, que es brindar a la aleacién un comportamiento que de por
si no podria tener nunca, que es el caracter antibacterial, logrado por la incorporacion

de gentamicina en las particulas mesoporosas.
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6 Analisis econémico

El mercado de recubrimientos para protesis intracorporeas incluye diversas técnicas
de aplicacién de hidroxiapatita, siendo una de las mas empleadas la deposicién por
plasma spray tanto en el vastago de prétesis de cadera como en tornillos. Esta
tecnologia se ha destacado por su eficacia en la mejora de la osteointegracion. Sin
embargo, dada la alta inversion requerida en equipamiento para aplicar estos
recubrimientos, se ha generado un interés creciente en buscar alternativas de
aplicacion y otros recubrimientos bioactivos que puedan ser mas accesibles en
términos de costos. Ademas, otro aspecto de importancia es la incorporacion local de
antibiéticos en los recubrimientos. Esto se debe a que los antibidticos suelen
administrarse por via sistémica y se busca optimizar su aplicacion para prevenir
posibles infecciones posteriores a la intervencion quirdrgica. Este enfoque responde a
la necesidad de mejorar la durabilidad y seguridad de los implantes, especialmente en

pacientes jévenes y activos.

Con base en esta informacion, se llevara a cabo un estudio de mercado para
evaluar la viabilidad de implementar los depdsitos de CG/MBG-Ge en protesis de
cadera, en comparacion con los recubrimientos de hidroxiapatita (HAp) . Este analisis
permitira comprender la demanda del mercado y las oportunidades de penetraciéon
para los nuevos recubrimientos. Ademas, se realizard un estudio econémico para
evaluar la posibilidad de producir estas modificaciones en el vastago del implante de
cadera de titanio grado 5. Se compararan los costos asociados con la implementacion
de los depdsitos de CG/MBG-Ge mediante deposicion electroforética, frente a los
costos de la misma aleacion con depdsito de apatita por plasma spray que existen hoy

en el mercado.
Estudio de Mercado:

e Demanda del Mercado: La demanda de prétesis de cadera en Argentina esta
influenciada por factores demograficos, como el envejecimiento de la poblacién
y el aumento de la esperanza de vida. Se espera que la demanda de prétesis
de cadera crezca en linea con estos factores, asi como con una mayor
conciencia sobre la calidad de vida y la disponibilidad de tecnologias médicas

avanzadas [51].

e Tendencias del Mercado: Las tendencias mundiales en el campo de la

ortopedia indican una preferencia creciente por materiales y tecnologias

biomédicas avanzadas que mejoren la durabilidad, la biocompatibilidad y la
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funcionalidad de las protesis de cadera [52]. Los recubrimientos CG/MBG-Ge
pueden alinearse con estas tendencias al ofrecer propiedades antibacterianas

y bioactivas.

e Beneficios y Ventajas: Los recubrimientos CG/MBG-Ge pueden proporcionar
ventajas sobre los recubrimientos de HAp al reducir el riesgo de infeccion y
poseer caracteristicas similares respecto a la integracion del implante con el
hueso circundante. Estas propiedades pueden traducirse en una mejor tasa de

éxito a largo plazo y una menor incidencia de complicaciones postoperatorias.

e Precios y Competencia: Los precios de las prétesis de cadera varian segun el

fabricante, el tipo de implante y los materiales utilizados. Los recubrimientos
CG/MBG-Ge podrian presentar un costo inicial menor en comparacion con los
de HAp por plasma spray debido al método de deposicién empleado, en base a
los costos de equipamiento requeridos para cada caso. Ademas tienen un
beneficio adicional debido al caracter antibacterial que presentan por la

incorporacion de la gentamicina.

e Regulaciones y Normativas: En Argentina, la fabricacion y comercializacion de
dispositivos médicos, incluidas las protesis de cadera, estan reguladas por la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) [53]. Los recubrimientos CG/MBG-Ge deberan cumplir con los

estandares de calidad y seguridad establecidos por esta autoridad regulatoria.
Analisis Econémico:

e Costos de Produccion de CG/MBG-Ge: Los costos de produccion de los
recubrimientos CG/MBG-Ge pueden incluir materiales (quitosano, gelatina,
particulas de vidrio bioactivo mesoporosas, gentamicina), mano de obra,
equipos y procesos de fabricacion. Los costos directos y fijos de produccién
variaran segun la escala de produccion y la eficiencia operativa de la

instalacion de fabricacion.

e Costos de Producciéon de HAp: Los costos de produccion de los recubrimientos
de HAp pueden seguir una estructura similar a la de los CG/MBG-Ge, pero
pueden diferir en funcién de los materiales y procesos especificos utilizados en
su fabricacion. Los costos de materiales y equipos pueden ser comparables,
pero pueden variar segun la disponibilidad de materias primas y la tecnologia

utilizada para la deposicion del recubrimiento.
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e Comparacién de Costos: Para realizar un analisis econémico detallado, se
requeririan datos especificos sobre los costos de produccién de ambos tipos de
recubrimientos en Argentina. Estos costos podrian variar segun la ubicacion
geogrdafica, los proveedores de materiales y otros factores logisticos. Seria
necesario realizar un estudio de costos especifico para determinar con

precision la viabilidad econdmica de cada opcion de recubrimiento.

e Analisis de Costo-Beneficio: Ademas de los costos de produccion, se deben

considerar los beneficios clinicos y econdmicos a largo plazo de cada tipo de
recubrimiento. Esto incluye la reduccion de complicaciones postoperatorias, la
durabilidad del implante y los costos asociados con posibles reintervenciones o
tratamientos adicionales debido a complicaciones. Un analisis completo de
costo-beneficio permitiria evaluar mejor la rentabilidad de cada opcion de

recubrimiento en el contexto de la atencién médica en Argentina.

Para realizar el analisis econdmico, se tuvieron en cuenta las siguientes
consideraciones. En primer lugar, se excluy6 el costo de fabricacion de la protesis en
si misma, enfocandonos Unicamente en el proceso de recubrimiento. Se estimé que la
planta seria capaz de producir 30000 recubrimientos anualmente, cubriendo
completamente el vastago de cada una. Para determinar la cantidad de materia prima
requerida, se tomoé en cuenta un vastago de tamafo intermedio, considerando que
existen en el mercado protesis con diferentes dimensiones. A partir de estas medidas,
se calculd el volumen de un recipiente adecuado para la electrodeposicion, estimando
asi el volumen anual de la solucidon necesaria. Los costos de las materias primas se
basaron en los precios proporcionados por las mismas marcas mencionadas a lo largo
del trabajo. Utilizando las cantidades obtenidas durante la sintesis de particulas en el
trabajo experimental, se establecié una relacién para determinar la cantidad necesaria
de cada materia prima para el volumen estimado de produccion de 30000
deposiciones. Ademas, se tuvo en cuenta que cada solucién empleada en el proceso
puede recubrir 2 piezas. En cuanto a la mano de obra, se calculé por tablas que era
necesaria la participacion de 6 operarios y 2 supervisores en el proceso. Estas
consideraciones fueron la base para calcular los costos de produccion del
recubrimiento CG/MBG-Ge. Finalmente, se estima el precio de una pieza unitaria de la
protesis recubierta con este material, sumando el costo del recubrimiento al precio de

mercado de la prétesis de Ti6Al4V desnuda.

70



Andlisis econémico detallado para la produccion anual de 30000 vastagos de
Ti6Al4V recubiertos con CG/MBG-Ge

Costos de fabricacion del recubrimiento:

Costos variables USD/aio

Materias primas 34430.6
Mano de obra (6 operarios) 67530
Supervisién (2 operarios) 13506
Servicios 28137.5
Mantenimiento 562.75
Suministros 22510
Gastos de Laboratorio 3376.5
Subtotal costos variables 170053.35

Costos fijos USD/ano
Depreciacion anual 1290
Impuestos 500
Seguros 1500
Subtotal costos fijos 3290
Total gastos de fabricacion 173343.35

Costos de produccion:

Costos fijos USD/aiio
Administracién y direccion 4830
Total costos de produccion 4830

Gastos totales: 178173.35 USD/ano
Gasto de recubrimiento por pieza: 6 USD/pieza

A partir de un contacto de una ortopedia de Neuquén, sin permiso para hacer
mencion de la misma, se obtuvieron los precios a los que ellos acceden a las protesis

de Ti6AI4V y las mismas recubiertas con HAp por plasma spray, siendo de:

Vastago de cadera de Ti6AI4V recubierto con HAp por plasma spray: 1150 USD
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Vastago de cadera de Ti6AI4V: 856 USD.

Si a este costo le agregamos el valor del recubrimiento obtenemos un valor de 862

USD, siendo considerablemente mas rentable que el existente hoy en el mercado.
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7 Conclusiones

El presente estudio se enfoco en el disefo, optimizacion y evaluacion de un sistema
de implante-recubrimiento destinado a mejorar las caracteristicas bioactivas y
antibacterianas de implantes permanentes de titanio Gr. 5. El recubrimiento,
compuesto por quitosano, gelatina y biovidrio mesoporoso, demostré ser
biocompatible y exhibié propiedades antibacterianas, gracias a la incorporacion de

gentamicina en las particulas mesoporosas.

En relacion con el objetivo general, se logré disefiar y optimizar un recubrimiento
que cumplioé con los criterios de biocompatibilidad y presentd una destacada actividad
antibacterial. Aunque la evaluacion de la bioactividad, en términos de formacién de
hidroxiapatita, no otorgd resultados significativos, la eficacia antibacteriana resulté ser

un componente crucial y exitoso del recubrimiento.

En cuanto a los objetivos especificos, la fase de disefio alcanzo todos sus objetivos.
Se optimizé la sintesis de particulas mesoporosas de vidrio, su dopaje con
gentamicina y los parametros de EPD para generar peliculas homogéneas, aunque no
continuas, para el recubrimiento de CG/MBG-Ge, sobre las muestras de titanio Gr. 5.
Ademas, se implementd un protocolo de ensayos de hemdlisis y adhesion plaquetaria
que brindé informacion valiosa sobre la biocompatibilidad de la aleacion recubierta.
Este protocolo no se encontraba disponible en el laboratorio, y fue puesto a punto para

poder utilizarse en diferentes sistemas de implantes metalicos que trabaja el grupo.

En la fase de evaluacién, se estudiaron en detalle la estructura de la aleacién, las
propiedades superficiales y la respuesta in vitro inorganica de los materiales mediante
diversas técnicas analiticas. Aunque no era un objetivo especifico que los
recubrimientos tuvieran una mejor respuesta a la corrosion que el sustrato desnudo, lo
que se pretende es que a tiempos largos el implante tenga las mismas condiciones
pasivas y protectoras que se espera de estos materiales, sin sufrir corrosién localizada
0 picado. Este proyecto exploré el comportamiento sobre todo a tiempos cortos del
sistema, ya que se vio enfocado en la capacidad antibacterial de estos materiales,

funcionalidad que per se no tienen.

Finalmente, se logré realizar un analisis econdmico para estimar los costos de
produccién para implementar este tipo de recubrimientos. Adicionalmente se lo
comparo con el de HAp por plasma spray, el cual se encuentra disponible actualmente
en el mercado. Se pudo observar que los recubrimientos de CG/MBG-Ge resultan ser

mas econdémicos que los de HAp por plasma spray.
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8 Trabajo a futuro

El trabajo futuro puede enfocarse en diversas direcciones para profundizar y

mejorar los resultados obtenidos. Algunas sugerencias a considerar son:

Optimizar la homogeneidad de la capa depositada: Trabajar en la mejora de
la uniformidad y la morfologia de la capa depositada. Esto podria lograrse
mediante la modificacion de los parametros de deposicion, explorando
diferentes condiciones experimentales para obtener recubrimientos mas

homogéneos y menos facetados.

Lograr una liberacion mas controlada del antibiético: Investigar y
desarrollar estrategias para optimizar la liberacion controlada de Ia
gentamicina. Se pueden explorar nuevos meétodos de encapsulacion o
recubrimiento que permitan una liberacion mas gradual y sostenida, lo que

podria ser beneficioso en aplicaciones clinicas.

Cuantificar la liberacion de gentamicina de forma directa: Buscar métodos
directos de cuantificacion de la liberacion de gentamicina, como la
cromatografia. Esto proporcionaria una medicion mas precisa de la cantidad de
antibiético liberado en diferentes momentos, lo que seria fundamental para

ajustar y optimizar las cargas de gentamicina en las particulas mesoporosas.

Anadlisis a largo plazo del efecto de los depédsitos en la capa de éxido
pasiva: Realizar estudios a intervalos mas prolongados, como 28 dias 0 mas,
para examinar en detalle como los depdsitos afectan la formacion y estabilidad
de la capa de 6xido pasiva en los sistemas estudiados después de la inmersidn
en SBF. Esto permitiria una comprension mas completa de la respuesta a largo

plazo de los materiales frente a condiciones similares a las del cuerpo humano.

Profundizacion en los estudios de impedancia utilizando modelos
eléctricos equivalentes: Emplear modelos eléctricos equivalentes para
analizar con mayor detalle las propiedades electroquimicas de los sistemas
estudiados. Esto podria proporcionar informacién adicional sobre la interaccién
entre los recubrimientos y el entorno circundante, asi como mejorar la
comprension de los mecanismos subyacentes involucrados en la respuesta

electroquimica de los materiales.

Complementar los ensayos celulares: Llevar a cabo estudios celulares a 1, 4

y 7 dias utilizando un linaje celular especifico del sistema 6seo.
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