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1. RESUMEN

En este trabajo se investigd el disefio y evaluacion de recubrimientos hibridos de
quitosano y nanoparticulas de biovidrio (BGNs) sobre sustratos de Ti-6AI-4V, con el
objetivo de desarrollar superficies capaces de prevenir infecciones y promover la
osteointegracion en implantes permanentes. Se buscé lograr materiales bioactivos,
estables frente a la corrosion y compatibles con células éseas. El estudio se dividio en
dos etapas principales: en la primera se sintetizaron y caracterizaron BGNs dopadas y
no dopadas con zinc; en la segunda, se incorporaron las nanoparticulas seleccionadas
en recubrimientos obtenidos mediante deposicidn electroforética (EPD), y se evaluaron
sus propiedades fisicoquimicas, electroquimicas y biolégicas.

Las BGNs se sintetizaron por via sol-gel y se sometieron a tratamientos térmicos
a 700 °C. Se analizaron mediante DRX, FTIR, SEM-EDX y ensayos de bioactividad en
fluido fisiolégico simulado (SBF). También se evalu6 su biocompatibilidad con células
preosteoblasticas MG-63 y su potencial actividad antibacteriana frente a E. coli y S.
aureus. Los resultados mostraron que todas las formulaciones presentaron morfologia
esférica, tamafio nanométrico (138 a 165 nm) y estructura amorfa. Las particulas sin
dopar promovieron una rapida formacion de depdsitos compatibles con hidroxiapatita en
SBF, mientras que las dopadas con zinc presentaron un retraso en este proceso.
Asimismo, todas las muestras mantuvieron una viabilidad celular mayor al 80 %, sin
efectos toxicos evidentes, aunque no mostraron accion antibacteriana significativa. El
bajo nivel de incorporacién efectiva de zinc, sumado a la ausencia de ventajas en las
propiedades funcionales, llevé a descartar el dopaje para la segunda etapa del trabajo.

En la etapa de recubrimientos, se optimizaron los parametros de EPD mediante
un disefio Taguchi, seleccionandose una condicién de 15V, 3 min y disolvente metanol
por su buena cobertura, uniformidad y adhesién (clase 1 segun ISO 2409). Los
recubrimientos obtenidos fueron homogéneos, estables en medio fisiologico vy
presentaron una alta incorporacion de nanoparticulas. El analisis por FTIR confirmé la
presencia de los grupos funcionales del quitosano y las bandas caracteristicas del
biovidrio. Las mediciones de angulo de contacto indicaron superficies hidrofilicas,
adecuadas para la adhesion celular. En términos electroquimicos, los recubrimientos

mejoraron significativamente la resistencia a la corrosién del sustrato metalico,
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reduciendo la densidad de corriente de corrosiéon al menos en un orden de magnitud.
Tras 21 dias en SBF, los recubrimientos conservaron sus sefales estructurales y no
mostraron pérdida de integridad evidente. Si bien no se detectaron de forma concluyente
sefales de fosfato asociadas a la formacién de hidroxiapatita, se sugirié, con base en
estudios previos con BGNSs solas, que podria haberse iniciado el proceso de nucleacion
sobre las nanoparticulas embebidas. Finalmente, los ensayos biolégicos mostraron que
las células MG-63 mantenian alta viabilidad y buena distribucion sobre las superficies
recubiertas, superando al metal pulido.

En conclusion, se demostré que las BGNs sin dopar pudieron sintetizarse
exitosamente mediante sol-gel y presentaron caracteristicas adecuadas de bioactividad
y biocompatibilidad. La técnica de EPD permiti6 obtener recubrimientos hibridos de
quitosano y BGNs con buena adhesidn, resistencia a la corrosién, estabilidad quimica y
compatibilidad celular. Aunque no se verific6 de forma directa la formacion de
hidroxiapatita sobre los recubrimientos, su comportamiento en medios simulados y su
desempefio bioldgico indicaron un gran potencial para su uso en implantes déseos
permanentes. En cuanto al dopaje con zinc, no se observaron mejoras significativas en
la bioactividad, citocompatibilidad ni actividad antibacteriana. Se considera que esta falta
de efecto se debid, principalmente, a una baja incorporacién efectiva de Zn en las
particulas (del orden del 1-2 mol %), lo que podria atribuirse a deficiencias en el disefio
del proceso de sintesis, o que habria limitado la liberacién de iones al medio. Ademas,
se observo que el dopaje con Zn retardé la formacién de fosfato calcico en ensayos de
bioactividad. Por estas razones, el zinc fue descartado para su incorporacion en los

recubrimientos desarrollados.



2. INTRODUCCION

2.1. Biomateriales

El término biomaterial se refiere a cualquier material, natural o sintético, que se utiliza
para interactuar con sistemas biologicos con el fin de tratar, aumentar o reemplazar
funciones anatomicas o fisiologicas del cuerpo humano [1]. Estos materiales constituyen
la base de una amplia gama de dispositivos médicos, protesis e implantes, y han
revolucionado el campo de la medicina regenerativa, la cirugia reconstructiva y la
ingenieria de tejidos. Desde su aparicion como disciplina interdisciplinaria, los
biomateriales han evolucionado de meros sustitutos pasivos a plataformas funcionales
capaces de estimular respuestas biolégicas especificas y promover la regeneracion de
tejidos.

Los biomateriales pueden clasificarse segun su origen y composicion en cuatro
grandes grupos: metalicos, ceramicos, poliméricos y compuestos. Cada uno de ellos
presenta propiedades particulares que los hacen adecuados para diferentes
aplicaciones. Los metales, por ejemplo, se destacan por su resistencia mecanica y
durabilidad, y se utilizan comunmente en aplicaciones ortopédicas y dentales [2]. Los
ceramicos, como la hidroxiapatita o los biovidrios, presentan una alta bioactividad y
osteoconductividad, lo que los hace apropiados para recubrimientos e injertos 6seos [3].
Por su parte, los polimeros pueden ser biodegradables o permanentes, y se aplican en
sistemas de liberacidn controlada de drogas, suturas, membranas y soportes para
ingenieria de tejidos [4]. Finalmente, los materiales compuestos combinan las ventajas
de dos o0 mas tipos de biomateriales para lograr propiedades sinérgicas y adaptables a
requerimientos especificos.

Uno de los principales desafios en el disefio de biomateriales es asegurar su
compatibilidad con el entorno biolégico. La interaccion entre un biomaterial y el tejido
circundante determina en gran medida el éxito clinico del implante. Por esta razén,
conceptos como biocompatibilidad, biofuncionalidad, biodegradabilidad y bioactividad
han cobrado especial relevancia. Un biomaterial biocompatible no debe inducir una

respuesta inmunolégica adversa, inflamacién cronica o toxicidad, mientras que un



material bioactivo debe ser capaz de interactuar positivamente con las células y tejidos
para promover procesos como la osteointegracion o la angiogénesis [5].

La osteointegracion 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 unidn directa entre el implante y el hueso circundante, un factor determinante
para la estabilidad a largo plazo de las prétesis. La superficie del implante desempefia
un papel esencial en este proceso, donde propiedades como la quimica superficial, la
rugosidad y la topografia son factores criticos. La interaccion precisa entre la superficie
y el entorno biolégico emerge como un aspecto decisivo en el éxito o fracaso de la
prétesis, siendo fundamental en el inicio de la regeneracién ésea. Sin embargo, diversos
desafios pueden afectar este proceso e incluso llevar al fallo del implante, como la
degradacion del material, la liberacidon de particulas por corrosion (especialmente en
implantes metalicos), infecciones locales o problemas de fijacion. Para mitigar estos
riesgos, se han desarrollado estrategias como la aplicacion de recubrimientos
protectores y bioactivos. Estos recubrimientos no solo mejoran la integridad del material,
sino que también favorecen una interaccién mas armonica entre el implante y el tejido,
incrementando asi su eficacia clinica y durabilidad [6].

Gracias al avance conjunto de la ciencia de materiales, la biologia celular y la
ingenieria biomédica, los biomateriales continuan expandiendo sus aplicaciones en
areas como la ortopedia, la odontologia, la oftalmologia, la cardiologia y la neurocirugia.
Su desarrollo es clave para afrontar los retos que impone una poblacion envejecida y la

necesidad creciente de soluciones personalizadas y regenerativas.

2.1.1. Metales para aplicaciones biomédicas

Los biomateriales metalicos continuan desempefiando un papel crucial en la creacion de
implantes quirurgicos, siendo seleccionados principalmente 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. A pesar de las limitaciones en las
composiciones quimicas aceptables, que responden a requisitos estrictos de
biocompatibilidad, principalmente relacionados con la corrosién y la resistencia al
desgaste, los biomateriales metalicos logran propiedades adecuadas mediante un

procesamiento cuidadoso y la implementacion de disefios de implantes adecuados. La
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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 significativa. La versatilidad de
estos materiales, junto con la familiaridad y accesibilidad de las técnicas de fabricacion
establecidas, como la fundiciéon y el mecanizado, ha contribuido a su prominente
adopcion en la fabricacién de implantes ortopédicos y odontolégicos [7].

Diversos metales y aleaciones se utilizan en la fabricacion de proétesis, 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 6seo. Estas
discrepancias en la rigidez pueden dar lugar al fendbmeno de stress shielding. En donde
la carga desigual entre el hueso y el implante puede conducir a la pérdida de la carga
normal que los huesos experimentan naturalmente, debilitando gradualmente la
densidad 6sea y comprometiendo la integridad estructural y la estabilidad de los
implantes.

Ademas, los metales no poseen afinidad quimica natural con el tejido 6seo, lo que
dificulta la formacion de una interfaz directa y estable entre el implante y el hueso
circundante. Esta escasa capacidad de anclaje biolégico puede retrasar la
osteointegracion y afectar la estabilidad a largo plazo del implante.

En comparacién 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 [8]. 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 [9].

La aleacion Ti-6Al-4V, con una composicion de titanio, aluminio y vanadio, ha sido
particularmente destacada. Esta aleacion forma una estructura bifasica (a + 3) 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 Oxido de titanio (TiOz2) [10].

2.1.2. Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos representan una clase de biomateriales inorganicos que han
revolucionado el campo de la medicina regenerativa desde su introduccion en 1969 por
Larry Hench. A diferencia de los materiales bioinertes, estos vidrios poseen la capacidad
unica de interactuar con los tejidos biolégicos, promoviendo la formacién de una capa de
hidroxiapatita en su superficie al entrar en contacto con fluidos corporales. Esta
caracteristica les permite establecer una unién directa con el tejido 6seo, facilitando
procesos de osteointegracion y regeneracion osea [11].

El vidrio bioactivo original, conocido como Bioglass® 45S5, esta compuesto por
una mezcla especifica de oOxidos de silicio, sodio, calcio y fésforo. Su disefio fue
concebido para imitar la composicién mineral del hueso humano, lo que le confiere
propiedades osteoconductoras y osteoinductoras. Desde entonces, se han desarrollado
diversas composiciones, incluyendo vidrios basados en borato y fosfato, asi como
variantes dopadas con iones terapéuticos como zinc, cobre y estroncio, con el objetivo
de mejorar sus propiedades bioactivas y ampliar su rango de aplicaciones clinicas [12].

Ademas de su capacidad para regenerar tejido éseo, los vidrios bioactivos han
demostrado propiedades angiogénicas, antimicrobianas e inmunomoduladoras. Estas
caracteristicas los hacen atractivos no solo para aplicaciones ortopédicas y dentales,
sino también para la ingenieria de tejidos blandos, la cicatrizacidon de heridas y la
liberacion controlada de farmacos [13].

Una de las propiedades mas destacadas de los vidrios bioactivos es su capacidad
para formar una capa de hidroxiapatita (HA) en su superficie cuando se exponen a fluidos
corporales. Este proceso es esencial para la integracién del material con el tejido 6seo.
Al sumergirse en un entorno fisioldgico, los iones como Na*, Ca?" y Si** se liberan desde
la superficie del vidrio, lo que conduce a la formacién de una capa rica en silice.
Posteriormente, se nuclea y crece una capa de hidroxiapatita carbonatada, que es
quimica y estructuralmente similar al mineral 6seo natural [11], [14]. Este mecanismo de
bioactividad ha sido ampliamente estudiado y confirmado en diversos estudios in vitro e
in vivo [14].
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Existen diversos métodos para obtener vidrios bioactivos, siendo dos de los mas
destacados la colada o fusion (melting) y el método sol-gel. EI 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.

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 estas
propiedades son criticas, asegurando la calidad consistente del material [15].

En este método se parte de una solucion de precursores, como el tetraetil
ortosilicato (TEOS), que mediante reacciones de hidrdlisis y condensacién forma una red
de silice en presencia de disolventes como agua o etanol. Durante este proceso, pueden
incorporarse también iones metalicos, ya sea simultaneamente con la formacion de la
red o en etapas posteriores. El material resultante se presenta inicialmente como un gel
humedo, que luego es sometido a procesos de secado y calcinacion para eliminar los
residuos organicos y densificar la estructura. Las propiedades finales del vidrio bioactivo
dependen de diversos parametros, como el tipo y la concentracién de los precursores, el
pH de la solucion, el tipo de catalizador utilizado, asi como los tiempos y temperaturas
empleados en cada etapa. Ademas, la incorporacion de compuestos organicos o el uso
de técnicas complementarias, como microemulsiones, permite modificar la morfologia y

mejorar la dispersion de las particulas [15].

2.1.3. Vidrios bioactivos dopados con Zinc

La incorporacion de zinc (Zn) en la composicion de los vidrios bioactivos ha demostrado
mejorar significativamente sus propiedades bioldgicas y terapéuticas, haciendo de este
tipo de materiales una alternativa prometedora para diversas aplicaciones clinicas,
especialmente en el area de la regeneracion ésea y dental. El Zn es un elemento esencial
que participa en multiples procesos fisioldgicos, incluyendo la proliferacion y
diferenciacion celular, la mineralizacion 6sea y la actividad enzimatica antioxidante.
Cuando se incorpora a la matriz vitrea, generalmente en forma de 6xido de zinc (ZnO),

puede actuar como modificador o intermediario de red, afectando la conectividad
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estructural del vidrio y, por lo tanto, su reactividad biolégica y tasa de degradacion [16],
[17].

Una de las ventajas mas estudiadas de los vidrios bioactivos dopados con Zn es
su efecto positivo sobre las células éseas. Numerosos trabajos han demostrado que la
liberacion controlada de Zn?* desde la matriz vitrea puede promover la viabilidad y
proliferacion de osteoblastos, incluso en concentraciones donde otros iones, como el
cobre o la plata, podrian generar efectos citotoxicos [16], [18]. Ademas, el Zn también
modula la expresidn de genes relacionados con la osteogénesis y regula la actividad de
enzimas antioxidantes, reduciendo el estrés oxidativo celular y favoreciendo un entorno
propicio para la regeneracion tisular [18].

Uno de los aspectos mas destacados y prometedores del uso de Zn en vidrios
bioactivos es su potente actividad antibacteriana. A diferencia de otros agentes
antimicrobianos, como la plata, que pueden presentar toxicidad para células humanas a
concentraciones eficaces, el Zn ofrece un equilibrio mas favorable entre seguridad y
eficacia. La accion bactericida del Zn se basa en varios mecanismos sinérgicos: la
liberacién de iones Zn?* puede desestabilizar las membranas bacterianas, interferir con
el metabolismo microbiano y promover la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), todo lo cual conduce a la inhibicién del crecimiento o muerte celular de las
bacterias [18], [19].

Diversos estudios han demostrado que los vidrios bioactivos dopados con Zn son
capaces de inhibir la formacion de biofilms bacterianos, estructuras complejas y
altamente resistentes formadas por comunidades microbianas. En un trabajo clave
realizado por Esfahanizadeh et al. [20], se observdé que un vidrio nanoestructurado
dopado con un 5 mol % de Zn presentaba una actividad antibiofilm significativamente
superior al vidrio 45S5 tradicional, reduciendo la densidad de biofilms de patogenos
periodontales como P. gingivalis, P. intermedia y A. actinomycetemcomitans. Este efecto
fue atribuido tanto a la accion directa del Zn como a su capacidad para alterar el entorno
microbiano mediante cambios en el pH local.

En resumen, los vidrios bioactivos dopados con Zn representan una plataforma
multifuncional que combina bioactividad, capacidad regenerativa y proteccién
antimicrobiana. Su potencial para promover la proliferacion celular, modular el estrés
oxidativo y prevenir infecciones bacterianas los convierte en una alternativa atractiva
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frente a otros materiales terapéuticos convencionales. La versatilidad en su composicion
y procesamiento, asi como la posibilidad de ajustar la liberacion de Zn mediante el control
de la red vitrea, permiten adaptar sus propiedades a distintas necesidades clinicas,
desde implantes ortopédicos y recubrimientos dentales hasta sistemas de liberacion

controlada en terapias regenerativas.

2.2. Deposicion electroforética (EPD)

La deposicion electroforética (EPD, por sus siglas en inglés) es una técnica versatil
utilizada para la formacion de recubrimientos mediante el movimiento de particulas
cargadas suspendidas en un medio liquido, las cuales migran bajo la influencia de un
campo eléctrico hacia un electrodo, donde se depositan de forma controlada [21], [22].
Esta tecnologia, que combina principios electrocinéticos y de ingenieria de materiales,
se ha consolidado como una alternativa eficiente y econémica frente a otras técnicas
como dip-coating, spray-coating o spin-coating.

Una de las principales ventajas de la EPD radica en su capacidad para generar
recubrimientos uniformes sobre sustratos de geometria compleja, ademas de permitir el
ajuste fino del espesor del depdsito mediante la variacion de parametros como el voltaje,
el tiempo de deposicidn, la distancia entre electrodos y la concentracion de particulas
[22]. Su aplicabilidad abarca una extensa gama de materiales, incluyendo ceramicos,
polimeros, compuestos hibridos e incluso nanoparticulas funcionalizadas.

Segun Besra y Liu [22], el proceso puede dividirse en dos etapas fundamentales:
la migracion electroforética de particulas en suspension y su posterior coagulacién sobre
la superficie del electrodo. Este modelo permite un disefio racional del proceso segun las
propiedades fisicoquimicas del sistema y las necesidades del recubrimiento final. La
Figura 1 presenta una representacion general del principio basico de la EPD, incluyendo
el montaje experimental tipico, la direccion del campo eléctrico y el movimiento de las

particulas cargadas.
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Figura 1. Representacion esquematica del principio de la deposicién electroforética, mostrando
la migracion de particulas cargadas hacia el electrodo bajo un campo eléctrico y el montaje

experimental tipico [21].

En el ambito biomédico, como detallan Boccaccini et al. [21], la EPD ha
demostrado un gran potencial en la fabricacion de recubrimientos bioactivos para
implantes metalicos, asi como en la incorporacién de biomoléculas, nanoparticulas
terapéuticas y factores de crecimiento. Su capacidad para trabajar a temperatura
ambiente y en medios acuosos o alcohdlicos suaves permite preservar la integridad
funcional de los materiales sensibles. Asimismo, ha sido utilizada para la fabricacion de
andamios tridimensionales para ingenieria de tejidos, peliculas multicapa y sistemas de
liberacion controlada.

En resumen, la EPD combina fundamentos cientificos soélidos con una
aplicabilidad practica excepcional, lo que la posiciona como una técnica clave para el
desarrollo de materiales avanzados en sectores como la biomedicina, la electrénica, la

energia y la industria ceramica [21], [22].

2.2.1. Quitosano

El quitosano es un polisacarido catidnico natural derivado de la desacetilacion de la
quitina, que se encuentra abundantemente en la naturaleza como componente
estructural del exoesqueleto de crustaceos y en las paredes celulares de hongos. Su

estructura quimica esta compuesta por unidades repetidas de D-glucosamina y N-acetil-
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D-glucosamina, unidas por enlaces (B-(1—4), como se observa en la Figura 2. La
presencia de grupos amino libres (—NH-) en la D-glucosamina es responsable de muchas

de sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas [23].

CH70H ——
H
1 H (R
OH H OH H
H H
H NHZ H

NH2

Figura 2. Estructura molecular del Quitosano [23].

La proporcidn de unidades desacetiladas en la cadena polimérica determina el
grado de desacetilacion (DD), que influye directamente en su solubilidad, reactividad
quimica y comportamiento biolégico. Para que un polimero sea considerado quitosano y
adquiera su caracter catiénico en medio acido, debe poseer un DD superior al 50 % [24].

Gracias a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, hemocompatibilidad y
ausencia de toxicidad, el quitosano ha sido ampliamente estudiado como biomaterial
para aplicaciones médicas. Sus propiedades antimicrobianas, su capacidad para formar
peliculas, su estabilidad quimica y su habilidad para promover la adhesion celular y
quelar iones metélicos lo hacen apto para una gran variedad de aplicaciones, que
incluyen la cicatrizacion de heridas, sistemas de liberacién de farmacos, ingenieria de
tejidos y recubrimientos de implantes [25], [26].

Una de sus aplicaciones mas relevantes en ingenieria de superficies es su uso
como agente aglutinante y funcional en procesos de deposicion electroforética (EPD).
En solucion acuosa acida, las macromoléculas de quitosano se protonan, adquiriendo
carga positiva. Durante el proceso EPD, estas macromoléculas migran hacia el catodo
bajo la influencia de un campo eléctrico. Alli, el aumento local del pH por electrdlisis del
agua induce la desprotonacién de los grupos amino, lo que provoca la formacién de un
depdsito insoluble sobre el electrodo [27].

Cuando se combinan particulas inorganicas, como los vidrios bioactivos basados
en silice, con quitosano en una suspensidén acuosa, el proceso de co-deposicion esta

determinado por la interaccion electrostatica entre el polimero y las particulas cargadas.
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El quitosano, ademas de mejorar la adherencia del recubrimiento, actia como agente
aglutinante, previniendo la formacion de grietas y mejorando la homogeneidad del
depdsito [27]. Sin embargo, la disolucion de particulas durante el proceso puede
modificar el pH y la conductividad de la suspension, lo que puede reducir la velocidad de
deposicion del polimero [28].

Estas propiedades hacen del quitosano un polimero extremadamente versatil, util
tanto como fase activa en sistemas biofuncionales como en el disefio de recubrimientos

hibridos con aplicaciones ortopédicas, odontoldgicas y en medicina regenerativa.

2.4. Técnicas de caracterizaciéon

2.4.1. Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X (XRD) es una técnica clave para caracterizar la estructura
cristalina y amorfa de las nanoparticulas, brindando informacién sobre las fases
presentes, el grado de cristalinidad y parametros estructurales como el tamafo cristalino
y la disposicién atomica. En nanoparticulas de biovidrio, resulta especialmente util para
confirmar su estructura amorfa y evaluar los cambios estructurales tras su inmersién en

solucion fisioldgica simulada (SBF), que imita el entorno del cuerpo humano.

2.4.2. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica no
destructiva altamente eficaz para el analisis en el infrarrojo. Al exponer una muestra a
radiacion IR, parte es absorbida y otra transmitida; el detector registra una senal que,
tras aplicar una transformada de Fourier, genera un espectro legible que actua como una
huella molecular. Este espectro permite identificar grupos funcionales clave, como el Si-
O-Si, gracias a sus bandas caracteristicas. Segun el modo de adquisicién (transmision o
reflexiéon), pueden emplearse distintas técnicas de muestreo con ventajas y limitaciones

especificas.

2.4.3. Microscopia Electronica de Barrido - Espectroscopia de Energia Dispersiva
de Rayos X (SEM - EDX)
La Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y la Espectroscopia de Energia Dispersiva

de Rayos X (EDX) son técnicas complementarias clave para caracterizar nanoparticulas.
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El SEM ofrece imagenes de alta resolucion que revelan morfologia, tamano y distribucion
de particulas. ElI EDX, acoplado al SEM, permite un analisis composicional cualitativo y
cuantitativo, identificando elementos y sus proporciones. Juntas, estas técnicas permiten
correlacionar propiedades estructurales y quimicas, asegurando la uniformidad y pureza

del material.

2.4.4. Angulo de contacto

La medicion del angulo de contacto es una técnica clave para analizar las propiedades
superficiales de materiales sdlidos. Este angulo, formado entre una gota de liquido y la
superficie sélida en presencia de vapor, depende de las interacciones entre las fases
solido, liquido y vapor.

Proporciona una medida directa de la mojabilidad: superficies con angulos
menores a 90° son hidrofilicas, mientras que valores mayores indican hidrofobicidad.
Ademas, permite inferir indirectamente la energia superficial del sélido. El equilibrio entre
las tensiones interfaciales se describe mediante la ecuacion:

Ysv = ¥s.+ Yiv Xcos6 (1)
donde ysv, ysL ¥ yLv son las tensiones superficiales de las interfases sélido/vapor,

sélido/liquido y liquido/vapor, respectivamente, y 8 es el angulo de contacto (Figura 3).

Figura 3. Representacion esquematica del angulo de contacto de una gota de liquido sobre
una superficie sélida, mostrando el equilibrio de tensiones superficiales entre las fases

solido/vapor, soélido/liquido y liquido/vapor.

Para su medicion, se emplean gonidmetros o sistemas de video, que capturan la

imagen de la gota y permiten calcular con precision el angulo en la linea de contacto.
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2.4.5. Test de adhesién

El ensayo de adhesion por rayado y cinta adhesiva, regulado por la norma ISO 2409 [29],
evalua la adherencia de un recubrimiento al sustrato mediante una inspeccion visual tras
aplicar una rejilla de cortes (cross-cut) y retirar una cinta adhesiva normalizada.

El procedimiento consiste en realizar cortes paralelos y perpendiculares con una
cuchilla especial hasta alcanzar el sustrato sin dafarlo. La separacion entre cortes
depende del espesor del recubrimiento, segun lo establece la norma. Luego, se aplica 'y
retira la cinta adhesiva en un angulo de 60° a 90°, y se observa el desprendimiento.

La adhesion se clasifica del 0 al 5: clase 0 indica adhesion perfecta, mientras que
clase 5 sefala un desprendimiento superior al 65%. Es un método cualitativo, rapido y
reproducible, ampliamente utilizado en recubrimientos metalicos, pinturas y capas

protectoras.

2.4.6. Caracterizacion electroquimica

Debido a la imposibilidad de estudiar directamente cémo se comporta un implante
metalico frente a la corrosion dentro del cuerpo humano, se recurre a métodos de
caracterizacién electroquimica que permiten simular, de forma acelerada y en
condiciones controladas de laboratorio, la interaccion del material con el entorno
fisiologico. Para ello, se emplea un fluido simulado que reproduce las condiciones del
plasma sanguineo en cuanto a temperatura, pH y concentracion de iones inorganicos.
Sin embargo, esta solucion no incluye los compuestos organicos presentes en el
organismo, los cuales también pueden influir en la respuesta del implante.

Estos estudios se realizan en solucion fisioldgica simulada (SBF) dentro de celdas
electroquimicas mantenidas a 37 °C, utilizando un sistema de tres electrodos: el material
a evaluar como electrodo de trabajo, un electrodo de referencia y un contraelectrodo.

Cuando se analiza un metal con recubrimiento, las reacciones de oxidacién se
ven restringidas a las zonas donde el electrolito logra acceder al metal base, es decir, en
defectos o poros del recubrimiento. Para evaluar la respuesta del material recubierto en
comparacion con el metal sin tratar, a distintos tiempos de exposicion, se aplican dos
técnicas principales: la espectroscopia de impedancia electroquimica y la curva de

polarizacion potenciodinamicas.
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2.4.6.1. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)
La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es una técnica analitica no
destructiva utilizada en la caracterizacién de interfaces electroquimicas. Esta técnica
permite estudiar la respuesta de un sistema a una perturbacién sinusoidal de pequeia
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 relacién entre la amplitud de la onda sinusoidal

de la sefal aplicada V(t) y la respuesta resultante I(t), representada por la férmula:

_v@®) . Vpsin(w.t)
zWw) = I(t)  Iysin(w.t +6) (2)

Esta relacion compleja se expresa en forma polar como la magnitud de la
impedancia (|Zl) 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 (Figura 4).

t a0

log Z —»
log 8 -—»

A, a+R
3 7 g log © —»

(@) (b

Figura 4. (a) Grafico de Nyquist, (b) Gréfico 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
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frecuencia angular () y la constante de tiempo ( ¢ ) estan relacionadas por t =1/w. A
muy alta frecuencia, el componente imaginario desaparece, quedando unicamente la
resistencia de la solucion, mientras que, a muy bajas frecuencias, nuevamente
desaparece la componente imaginaria, pero queda la suma de la resistencia de la
solucién 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.

2.4.6.2. Curvas de polarizacion potenciodinamicas

Las curvas de polarizacién constituyen una técnica de analisis electroquimico que implica
un cierto grado de dano en la muestra, por lo que se la considera destructiva. Este
ensayo consiste en aplicar un barrido potenciodinamico, en el cual se incrementa
progresivamente el sobrepotencial (ya sea en direccion positiva o negativa) respecto al
potencial de corrosion, mientras se registran las corrientes que se generan en el sistema.
Para obtener una visidn mas completa del comportamiento electroquimico, es comun
revertir el sentido del barrido una vez alcanzado un valor umbral de potencial o corriente
[30].

El analisis de estas curvas permite identificar distintos potenciales clave que
caracterizan el desempefo del material en el medio electrolitico. Por ejemplo, en la
Figura 5 se muestra una curva de polarizacion tipica de un sustrato de aleacion de titanio
(Ti-6Al-4V). Los datos obtenidos suelen representarse en graficos con escala

semilogaritmica, utilizando la densidad de corriente como variable.
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Figura 5. Curva de polarizacion caracteristica para un sustrato de aleacion de titanio (Ti6A-4V).
Aunque los potenciales aplicados en este tipo de ensayos exceden los valores

que el material enfrentara durante su vida util, estos analisis brindan informacion valiosa

sobre su comportamiento bajo condiciones exigentes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos generales

Se espera disefar, optimizar y probar un sistema de implante-recubrimiento, que mejore
las caracteristicas bioactivas y antibacterianas, para utilizar como implantes
permanentes de aleacién de titanio. El recubrimiento a base de quitosano y biovidrio se
espera que tenga caracteristicas biocompatibles, y bioactivas. También, mediante la
incorporacion de Zinc como dopante en las particulas, se pretende inducir un efecto

antibacterial para evitar infecciones.

3.2. Objetivos especificos
El proyecto se divide en dos grandes objetivos especificos: disefar primero, y evaluar

después.

3.2.1. Diseio
e Sintetizar por el método sol-gel los vidrios bioactivos sin dopar y dopados con
Zinc.
e Estudiar los parametros morfoldgicos, quimicos y fisicos de los materiales de
partida (sustratos de Ti6AIl4V, vidrio bioactivo dopado con Zn y sin dopar).
e Optimizar parametros de EPD para generar recubrimientos homogéneos,

continuos y sin defectos en chapas de Ti6AI4V.

3.2.2. Evaluacion

e Caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas sintetizadas, a fin de evaluar
su morfologia, estructura y composicién mediante técnicas como SEM, DRX y
FTIR.

e Estudiar la respuesta in vitro inorganica de los polvos de vidrio bioactivo mediante
inmersion en solucién fisiolégica simulada (SBF), por técnicas opticas, de
microscopia electrénica, espectroscopicas y de difraccion.

e Estudiar la viabilidad/proliferacion celular de los polvos de vidrio bioactivo

producidos mediante ensayos WST.
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Estudiar la respuesta antibacterial de los polvos dopados con Zinc mediante
ensayos indirectos.

Caracterizar la mojabilidad, espesor y morfologia de los sistemas de
recubrimientos obtenidos. Analizar su adherencia.

Analizar y simular la respuesta a la corrosion de los recubrimientos generados
mediante ensayos electroquimicos en condiciones simuladas.

Estudiar la respuesta in vitro inorganica de los recubrimientos mediante inmersion
en solucion fisiolégica simulada (SBF), por técnicas Opticas, de microscopia
electronica, espectroscépicas y de difraccion.

Estudiar la viabilidad/proliferacion celular en los recubrimientos mediante ensayos

WST, imagenes SEM y fluorescencia.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas de biovidrio bioactivo dopadas con iones (BGNs) se llevd
a cabo mediante un proceso sol-gel. Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich (Alemania) y utilizados tal como se recibieron, sin purificacion adicional.

El procedimiento comenzd con la preparacion de dos soluciones separadas: la
Solucion A, compuesta por 18mL de tetraetilortosilicato (TEOS) y 72mL de etanol (EtOH),
y la Solucién B, preparada mezclando 27mL de hidroxido de amonio (NH40OH, 28%),
48mL de etanol (EtOH) y 150mL de agua desionizada (DIW).

La Solucién A se afiadié a la Solucion B bajo agitacion constante. Después de 30
minutos, se agrego nitrato de calcio tetrahidratado (Ca (NO3)2-4H20), seguido de un
periodo adicional de agitacion de 30 minutos. Posteriormente, se incorporé nitrato de
zinc hexahidratado (Zn (NOs)2:6H20) a la mezcla. La reaccion se dejo bajo agitacion
durante 1,5 horas para asegurar la homogeneidad.

El precipitado resultante se recolecté mediante centrifugacion (Centrifuge 5430R,
Eppendorf, Alemania) a 7380 rpm durante 10 minutos, y se descarto la fase liquida. El
precipitado se lavo dos veces con agua desionizada y una vez con etanol, centrifugando
cada vez bajo las mismas condiciones. El precipitado purificado se secd en un horno a
60 °C durante toda la noche.

El material seco se molié utilizando un mortero, y posteriormente se sinterizé en
un horno a 700 °C durante 2 horas, con una velocidad de calentamiento de 2 °C/min. Se
lograron diferentes niveles de dopaje con zinc variando las cantidades de precursores

de zinc y calcio utilizadas, como se detalla en la tabla 1:
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Tabla 1. Cantidades de reactivos utilizadas para producir BGNs dopadas con Zn.

Muestra Precursor de Zinc [g] Precursor de Calcio [g]
Sin dopar - 8.029
5 Zn-BGN 1.699 6.747
10 Zn-BGN 3.399 5.397
15 Zn-BGN 5.099 4.048

Ademas, la composicion molar nominal de las BGNs sintetizadas se resume en la

tabla 2, donde se muestran

correspondientes a cada muestra:

los porcentajes molares de SiO2, CaO y ZnO

Tabla 2. Cantidades de reactivos utilizadas

Muestra SiO2 (mol%) CaO (mol%) ZnO (mol%)
Sin dopar 70 30 0
5Zn-BGN 70 25 5
10 Zn-BGN 70 20 10
15 Zn-BGN 70 15 15

4.2. Caracterizacion de las nanoparticulas
4.2.1. Difraccion de Rayos X (XRD)

Se realizaron analisis de difraccion de rayos X (XRD) utilizando un difractémetro de rayos
X (MiniFlex 600, Rigaku, EE. UU.) en un rango de 26 de 10-80°. Se utilizé un tamano de

paso de 0,02°, con una velocidad de 3°/min.
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4.2.2. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
Se realizé espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un
espectrofotometro (IRAffinity-1S, SHIMADZU, Japon) en modo de transmitancia, con un

rango de numero de onda de 400 a 4000 cm™'.

4.2.3. Tamano de particula y morfologia (SEM)

El analisis de morfologia se realizé mediante microscopia electronica de barrido (SEM)
(Zeiss Auriga 4750). La distribucién del tamano de particula se determiné utilizando el
software ImagedJ (NIH, EE. UU.).

4.2.4. Espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX)
Se empleo la espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX) (Bruker, Oxford
Instruments) para verificar si el aumento de la cantidad de precursor de Zn durante la

sintesis elevaba efectivamente el contenido de Zn en las nanoparticulas de biovidrio.

4.3. Test de bioactividad in vitro

La formacién de apatita en la superficie de un biomaterial se considera un paso clave
para establecer un fuerte enlace quimico entre el implante y los tejidos corporales
circundantes. Para evaluar la bioactividad de un material al ser introducido en el cuerpo
humano, normalmente se lo sumerge en un Solucion Fisiolégica Simulada (SBF, por sus
siglas en inglés). Aunque la formacion de hidroxiapatita tras un periodo especifico de
inmersion en una solucion que imita el entorno corporal humano sugiere una posible
bioactividad, esto no constituye una prueba definitiva. Se requieren estudios adicionales

in vivo para confirmar las propiedades bioactivas del material.

4.3.1. Preparacion de solucion fisiolégica simulada (SBF)
Las BGNs dopadas con Zn fueron estudiadas para evaluar su capacidad de formacion
de apatita en un fluido corporal simulado (SBF) con concentraciones ionicas
aproximadamente iguales a las del plasma sanguineo humano.

El SBF se preparo siguiendo el método de Kokubo [31].Los reactivos utilizados y

sus cantidades correspondientes se detallan en la tabla 3.
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Tabla 3. Orden y cantidad de reactivos necesarios para producir 1000 ml de SBF.

Cantidad para

Pureza
Orden Reactivo %] preparar 1L de SBF
(o]
[a]
1 Cloruro de sodio (NaCl) 99.5 8.035
2 Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 99.5 0.355
3 Cloruro de potasio (KCI) 99.5 0.225
Fosfato de hidrégeno de dipotasio trihidratado
4 99.0 0.231
(K2HPO4.3H20)
Cloruro de magnesio hexahidratado
5 98.0 0.311
(MgClI2.6H20)
6 1M (mol/l) Acido clorhidrico, 1M-HCI - 39 ml
7 Cloruro de calcio (CaCl2) 95.0 0.292
8 Sulfato de sodio (Na2S04) 99.0 0.072
Tris-hidroximetil aminometano:
9 99.0 6.118
((HOCH2)3CNH2) (Tris)
10 1M (mol/l) Acido clorhidrico, 1M-HCI - 5-10 ml

Para preparar 1000 ml de SBF, se vertieron 700 ml de agua destilada e

intercambiada idnicamente en un Vicker plastico de 1000 ml, equipado con una barra de

agitacion magnética. El agua se calentd y se mantuvo a una temperatura de 36.5 + 1.5°C

bajo agitacion continua. Durante todo el procedimiento, se tuvo cuidado de asegurar que

la solucion permaneciera clara, incolora y libre de depdsitos en la superficie del

recipiente.

Los reactivos, que se detallan en la tabla 3, se disolvieron secuencialmente, del

1° al 8°, siguiendo el orden especificado. Los 9° y 10° reactivos, Tris y HCI
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respectivamente, se anadieron de la siguiente manera: pequefias cantidades de Tris se
introdujeron cuidadosamente para elevar gradualmente el pH a 7.45 + 0.01. En este
punto, se afadieron gotas de HCI para reducir ligeramente el pH a 7.42 + 0.1. Esta
alternancia de Tris y HCI se repitié hasta que se disolvié toda la cantidad de Tris,
realizandose el ajuste final utilizando HCI para lograr un pH de exactamente 7.40.
Finalmente, se llevd la solucion a un volumen total de 1000 ml enjuagando el
Vicker con agua destilada adicional. EI SBF preparado se almacend en un refrigerador a

5-10°C y se utilizé dentro de los 30 dias para asegurar su estabilidad y fiabilidad.

4.3.2. SBF Test
El volumen de SBF utilizado en cada muestra se calculé mediante la ecuacién 3 [31].
Vs = S,/10 (3)

Donde VS es el volumen de SBF (ml) y Sa es el area superficial aparente de la
muestra (mm?).

Para el proceso de incubacion, se midieron 45 mg de cada polvo de BGN y se
sumergieron en 30 ml de SBF preparado en tubos Falcon. Los tubos se colocaron luego
en un incubador (IKA KS 3000 | control) y se mantuvieron a una temperatura constante
de 37°C. Las muestras se incubaron durante duraciones variables de 3, 7, 14 y 21 dias,
y el fluido se renovo dos veces a la semana.

Para cada una de las muestras, se decididé realizar réplicas con el fin de
compensar la pérdida de masa y no interferir con la caracterizacion posterior. Se utilizé
una sola muestra para las muestras de 3 dias, 2 réplicas para las muestras de 7 dias, 4
réplicas para las muestras de 14 dias y 6 réplicas para las muestras de 21 dias.

El polvo se lavo inmediatamente con agua desionizada (DI) y luego con acetona

para finalizar cualquier reaccién [32].

4.4. Prueba de viabilidad celular

Para evaluar los efectos de los productos de disolucién de las nanoparticulas, se llevo a
cabo un ensayo de biocompatibilidad indirecto utilizando células de pre-osteoblastos
humanos MG-63. Las células fueron cultivadas en medio DMEM con glucosa (1 g/L),
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de

penicilina/estreptomicina (P/S), y mantenidas a 37 °C en una atmdsfera con 5% de CO,.
28



Las células MG-63 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de
50.000 células por pocillo y se incubaron durante 24 horas. Posteriormente, los biovidrios
dopados con zinc y sin dopar, previamente esterilizados en horno a 160 °C durante 3
horas, fueron preacondicionados en medio DMEM durante 24 horas a una concentracién
de 5 mg/ml. Para obtener los extractos (DMEM con productos de disolucion), las
suspensiones fueron centrifugadas y filtradas utilizando filtros estériles de jeringa de 0.22
pm. Los extractos se diluyeron hasta alcanzar una concentracion final de 1 mg/ml.

A continuacién, los extractos se incubaron con las células MG-63 en las placas de
24 pocillos (800 ul por pocillo) durante 24, 48 y 72 horas a 37 °C. La viabilidad celular se
evalué mediante el ensayo WST-8 (Kit CCK-8, Sigma-Aldrich). Tras la incubacién con
una solucién al 2% v/v de WST-8 en DMEM durante 3 horas, se transfirieron 100 pl de
cada pocillo a una placa de 96 pocillos para medir la absorbancia a 450 nm utilizando un
lector de microplacas (Thermo Scientific GENESYS 30, Alemania).

La viabilidad celular (%) se calcul6 utilizando la ecuacion 4:

Viabilidad celular (%) = (OD’”“””“_ OD““""”") X 100 (4)

ODcontrot— ODplanco

Las células MG-63 cultivadas unicamente con DMEM se utilizaron como control
positivo (CNT) y la solucién de WST-8 pura como blanco. El experimento se realizé por

triplicado para cada muestra. La absorbancia del control se normalizé al 100%.

4.5. Prueba de efecto antibacteriano

Para evaluar el efecto de los productos de disolucion idnica de los biovidrios dopados
con Zinc y sin dopar sintetizados, se realizé un estudio antibacteriano indirecto utilizando
E. coli (Gram-negativa, ATCC25922) y S. aureus (Gram-positiva, ATCC25923). Las
bacterias E. coliy S. aureus fueron incubadas en medio LB durante 24 horas a 37 °C.
Posteriormente, la densidad éptica (OD) de ambas bacterias fue ajustada a 0.015
(Thermo Scientific GENESYS 30, Alemania) a 600 nm.

En resumen, tras esterilizar las nanoparticulas a 160 °C durante 3 horas en un
horno (Naberthem, Alemania) y luego mediante luz UV por 1 hora, estas se afadieron al
medio LB a una concentracion de 5 mg/ml, seguido de una incubacion por 24 horas a 37
°C. Para recolectar el extracto (sobrenadante libre de particulas), los medios LB que
contenian las particulas fueron centrifugados y filtrados utilizando filtros con poros de
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0.22 um y luego diluidos a 1 mg/ml. Posteriormente, los extractos se afiadieron a placas
de 24 pocillos (1 ml de cada extracto) junto con 20 pl de suspension bacteriana a una
concentracion de 10” UFC/ml, y se incubaron durante 8, 10 y 24 horas a 37 °C.

La suspension de células bacterianas en medio LB fue utilizada como control. El
experimento se realizé por triplicado para cada muestra. Después de cada punto
temporal, se midieron los valores de OD y se calcul6 la viabilidad bacteriana relativa

como se muestra en la ecuacioén 5:

Actividad bacterial relativa = (%) x 100 (5)

control

4.6. Deposicion electroforética de recubrimientos de quitosano/BGNs

4.6.1. Preparacion de los sustratos

Las muestras utilizadas para la deposicién de recubrimientos consistieron en chapas de
aleacion de titanio (Ti6Al4V) con dimensiones aproximadas de 3 cm de largo, 1,5 cm de
ancho y 1 mm de espesor. Para su preparacion, las muestras fueron inicialmente
montadas en resina epoxi, con el fin de facilitar su manipulacién y garantizar una
superficie estable durante el proceso de pulido.

El montaje se realiz6 utilizando una resina epoxi comercial (EpoClear®, Schmitz
Metallographie GmbH, Alemania), que se mezcld en una proporcién de 100 partes de
resina por 55 partes de endurecedor, conforme a las recomendaciones del fabricante. La
mezcla se vertid6 en moldes adecuados, asegurandose de que las muestras quedaran
completamente cubiertas, y se dejo curar a temperatura ambiente durante toda la noche.
Una vez completado el proceso de curado, las muestras fueron cuidadosamente
desmoldadas de manera manual, quedando listas para los siguientes pasos del
procedimiento experimental.

Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un proceso de pulido manual,
siguiendo el procedimiento habitual empleado para la preparacion de sustratos
destinados a micrografias metalograficas. El objetivo de esta etapa fue obtener una
superficie lisa y libre de imperfecciones, apta para la posterior deposicion de
recubrimientos.

El pulido se llevdé a cabo de manera secuencial utilizando papeles de lija de

carburo de silicio de diferentes granulometrias, comenzando con una lija de grano 80
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para eliminar las irregularidades mas gruesas de la superficie. Luego, se utilizaron lijas
con granos progresivamente mas finos (120, 240, 400, 600, 800, 1200 y 1500) para
reducir la rugosidad y conseguir un acabado homogéneo. Durante todo el procedimiento,
se empled agua como lubricante para minimizar el sobrecalentamiento de las muestras
y evitar la introduccidén de nuevas tensiones en el material.

Una vez concluido el pulido, las muestras presentaban una superficie suave y
uniforme, lista para el tratamiento quimico posterior.

Tras el pulido, las muestras fueron sometidas a un ataque quimico con el objetivo
de modificar su topografia superficial y favorecer la adherencia de los recubrimientos.
Para ello, se preparo una solucién compuesta por peroxido de hidrégeno (H202) al 50%
y acido sulfurico (H2SO4) al 50% en volumen. Debido a la naturaleza exotérmica de la
reaccion entre ambos componentes, la mezcla se prepardé en un bafo de hielo para
controlar el aumento de temperatura y evitar reacciones violentas.

Las muestras se sumergieron en la solucion durante 1 hora y 30 minutos a
temperatura ambiente, asegurando una modificacion homogénea de toda la superficie.

En la figura 6 se muestran imagenes del proceso de ataque quimico de las muestras.

Figura 6. Imagenes del proceso de ataque quimico de las muestras.

Finalizado el ataque quimico, las muestras se enjuagaron cuidadosamente con

abundante agua destilada y se dejaron secar al aire. Posteriormente, para eliminar
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cualquier residuo o contaminante adherido, las muestras fueron sometidas a un bafo
ultrasénico en etanol durante 20 minutos.

Tras el primer proceso de limpieza, con el fin de facilitar su posterior manipulacion
y seguimiento durante los ensayos, cada muestra fue identificada individualmente
mediante un marcado superficial.

Una vez marcadas, se llevo a cabo una segunda etapa de limpieza por ultrasonido
para garantizar la eliminacion de cualquier residuo generado durante el marcado. Las
muestras fueron sometidas a bafos ultrasénicos secuenciales: primero 5 minutos en
etanol, luego 5 minutos en acetona y finalmente 5 minutos en agua destilada.

Este protocolo de limpieza permitidé obtener superficies limpias y libres de
contaminantes, preparadas para el proceso de deposiciéon electroforética.

Finalmente, con el objetivo de delimitar la zona a recubrir durante la deposicidn
electroforética, se procedi6é a cubrir cuidadosamente la mitad de la superficie de cada
muestra utilizando cinta aislante. Esta operaciéon se realizé con especial atencion para
evitar cualquier tipo de contaminacion o dano en las superficies ya preparadas. La cinta
actud como una barrera fisica, permitiendo definir de manera precisa el area expuesta al
recubrimiento, lo que facilita la posterior evaluacion de la adherencia y uniformidad del

recubrimiento obtenido.

4.6.2. Busqueda de parametros

Con el objetivo de optimizar las condiciones de deposicion electroforética de
recubrimientos de quitosano/vidrio bioactivo, se implementd un disefio experimental
basado en el método de Taguchi, buscando maximizar el rendimiento de deposicidon
(deposition yield).

El disefio experimental utilizado fue el método Taguchi, especificamente un
disefio L4 (2%), que permite evaluar tres factores con dos niveles cada uno en solo 8
experimentos. Los factores considerados fueron el tipo de solvente (metanol o etanol),
el voltaje de deposicion (10 V o 15 V) y el tiempo de deposicion (2 minutos o 3 minutos).
Cada experimento fue replicado tres veces para asegurar la consistencia y precision de
los resultados. En la tabla 4 se presenta el disefio experimental con las combinaciones

de los factores y sus respectivos niveles.
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Tabla 4. Combinacién de factor y nivel para cada experimento.

Experimento Voltaje (V) Tiempo (min) Solvente
1 10 2 Metanol

2 10 2 Etanol

3 10 3 Metanol

4 10 3 Etanol

5 15 2 Metanol

6 15 2 Etanol

7 15 3 Metanol

8 15 3 Etanol

Para cada condicibn experimental, se prepararon las suspensiones

correspondientes y se realizaron las deposiciones utilizando un sistema electroforético

convencional, manteniendo constante la distancia entre los electrodos (1 cm) y la

geometria de las muestras. Posteriormente, las muestras fueron secadas a temperatura

ambiente. La composicidn de las suspensiones se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Composicién de cada suspension utilizada en los recubrimientos.

Componente Concentracion
Quitosano 0.549l/
Nanoparticulas de biovidrio 7.54¢l/

Acido acético 1%

Agua destilada 20%

Etanol o Metanol 79%

En la figura 7 se puede observar una fotografia del set-up experimental utilizado

para llevar a cabo la deposicion de los recubrimientos.

Figura 7. Configuracion del equipo para realizar los recubrimientos por deposicion
electroforética.

El rendimiento de deposicion se determind midiendo la masa de las muestras

antes y después del proceso, utilizando una balanza analitica de alta precision. La
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diferencia de masa entre la muestra recubierta y la muestra inicial, dividida por la
superficie recubierta, se tomé como el deposition yield.

Una vez finalizadas todas las pruebas, se calcularon los valores promedio de
deposition yield para cada combinacion de parametros. Finalmente, se seleccionaron las
dos condiciones experimentales que presentaron los mayores valores de deposicion

para caracterizarlas de forma mas completa y asi definir los parametros finales.

4.6.2. Seleccion de parametros

Una vez identificadas las dos combinaciones de parametros que presentaron los
mayores valores de deposition yield en el paso anterior, se procedié a una evaluacién
adicional para seleccionar el mejor set de parametros.

Para ello, se realizaron ensayos de adhesién mediante el método conocido como
Tape-test, siguiendo los lineamientos de la norma ISO 2409:1999 [29]. El procedimiento
consistié en realizar una serie de cortes cruzados sobre el recubrimiento utilizando una
cuchilla, aplicar una cinta adhesiva sobre la zona cortada vy retirar la cinta de manera
rapida y controlada. La cantidad de recubrimiento desprendido se evalud visualmente,
proporcionando una medida cualitativa de la adherencia del recubrimiento al sustrato.

Adicionalmente, los recubrimientos obtenidos bajo ambas condiciones
seleccionadas fueron analizados mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)
para evaluar la morfologia superficial y la homogeneidad de las capas depositadas.

La combinacion de resultados obtenidos del tape-test y las imagenes SEM
permitid seleccionar el set de parametros 6ptimo, considerando tanto la tasa de

deposicion como la calidad estructural y la adhesion del recubrimiento.

4.7. Caracterizacion de los recubrimientos
Ademas de la evaluacién de la adherencia y la morfologia superficial, se realizaron otras
caracterizaciones complementarias para analizar las propiedades de los recubrimientos
seleccionados.

Por un lado, se llevd a cabo un analisis por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) para identificar los grupos funcionales presentes en las
muestras y confirmar la presencia de los componentes del recubrimiento, como el

quitosano y el biovidrio.
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Por otro lado, se evalud el angulo de contacto (d4ngulo de mojado) con agua
destilada sobre la superficie de los recubrimientos, con el objetivo de analizar su
hidrofilicidad, una propiedad clave en aplicaciones biomédicas debido a su influencia en
la interaccion inicial con las células. La medicion se realizé depositando una gota de agua
sobre la superficie del recubrimiento y determinando el angulo formado entre la gota y la
superficie mediante un sistema de analisis de imagen.

Los ensayos se efectuaron en modo estatico utilizando un equipo DSA30 (Kruss,
Alemania) y gotas de agua desionizada como liquido de prueba. Se caracterizaron tanto
el sustrato sin recubrimiento como el sistema multicapa final, para comparar la
mojabilidad de ambas superficies. Los resultados corresponden al promedio de diez

mediciones realizadas en distintas zonas de cada muestra.

4.8. Ensayos electroquimicos
Con el objetivo de evaluar cdmo el recubrimiento afecta el comportamiento a la corrosion
de la aleacion de titanio utilizada, se llevaron a cabo ensayos acelerados en la unidad

electroquimica Gamry Instruments Reference 600 (Figura 8).

G AMRY

Reference 600™

Potentiostat/Galvanostat/ZRA

Operator's Manual

Figura 8. Unidad electroquimica utilizada.
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Cada condicion se estudié por duplicado con muestras de 4.5 cm?, se emplearon
muestras en dos condiciones: a tiempo 0 (sumergidas al inicio del ensayo) y muestras
previamente inmersas durante 14 dias. Durante ese tiempo las muestras se mantuvieron

en estufa a 37°C y se recambid la soluciéon 2 veces por semana.

La celda disefiada para las mediciones (Figura 9) consistié en un vaso de vidrio
en el cual se coloco SBF, y una tapa fabricada de polioximetileno por la cual se
ingresaron los electrodos. La muestra en estudio se utiliz6 como electrodo de trabajo,
mientras que se emplearon un electrodo de referencia de calomel saturado (SCE) y un
contraelectrodo de platino.

La celda se mantuvo a 37°C durante todos los ensayos, mediante un bafio
termostatizado (Obertec TC-800M, Argentina).

Previo a cada ensayo electroquimico, se midi6 el potencial a circuito abierto de la
muestra durante 3600s, para asegurar que el mismo estuviera estable al momento de

comenzar la secuencia de ensayos.

Figura 9. Imagen de la celda utilizada para los ensayos electroquimicos.
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4.8.1. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

Se realizé un barrido de frecuencias entre 20kHz y 0.02Hz, modulando el potencial =
15mV respecto del potencial de corrosion medido a circuito abierto (OCP) para obtener
los valores de la impedancia del sistema. Luego, los resultados obtenidos se modelaron

con circuitos eléctricos equivalentes utilizando el software Zview.

4.8.2. Curvas de polarizacion potenciodinamicas

Se obtuvo la curva de polarizacién potenciodinamica para cada muestra, partiendo 0.15V
por debajo del potencial de corrosion medido a circuito abierto (curva catédica) y
alcanzando 1.3V respecto del electrodo de referencia (curva anodica). Luego, el barrido
de potenciales se invirti¢ al alcanzar el potencial maximo fijado o cuando la densidad de
corriente superé 1mA, para completar la curva ciclica. La velocidad de barrido fue de
1mV/s.

4.9. Ensayo de bioactividad de los recubrimientos

Para confirmar la bioactividad de los recubrimientos, se realizé un nuevo ensayo de
bioactividad, esta vez aplicado al conjunto sustrato-recubrimiento. El procedimiento
seguido fue nuevamente el protocolo propuesto por Kokubo [31]. Para este ensayo, el
volumen de fluido corporal simulado (SBF) utilizado por muestra se calculé del mismo
modo que en el ensayo de bioactividad realizado previamente sobre las particulas
individuales (apartado 4.3.), resultando en 45 mL por muestra, dado que cada una
presenta un area expuesta de 4,5 cm?.

Durante el proceso de incubacion, las muestras se colocaron en una estufa a
37 °C y se mantuvieron alli durante 21 dias, renovando el SBF dos veces por semana
para mantener condiciones similares a las del entorno fisioldgico.

Con el objetivo de comparar la capacidad de formacion de apatita de los
recubrimientos, se emplearon tres sets de muestras: titanio pulido sin recubrimiento
(utilizado como control), titanio recubierto Unicamente con quitosano, y titanio recubierto
con quitosano mas las particulas de biovidrio sin dopar previamente sintetizadas.

Finalizado el periodo de incubacién de 21 dias, las muestras fueron analizadas
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), utilizando un
espectrofotometro (Nicolet™ 6700, Thermo Fisher Scientific, EE.UU) en modo de
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transmitancia, con un rango de nimero de onda de 400 a 4000 cm-', con el objetivo de

detectar la presencia de hidroxiapatita en la superficie de los recubrimientos.

4.10. Ensayo de viabilidad celular sobre los recubrimientos

Se evalué la viabilidad celular de células osteoblasticas humanas (linea celular
MG-63) cultivadas sobre recubrimientos de quitosano y BGNs depositados en discos de
Ti6Al4V, asi como sobre sustratos no recubiertos (previamente lijados y atacados con
acido). Las muestras presentaban un diametro de 10 mm y un espesor de 1,5mm. Para
cada condicion experimental se utilizaron tres réplicas. Las evaluaciones se realizaron
en dos tiempos de cultivo, 7 y 14 dias.

Las células se cultivaron en medio DMEM con baja concentracion de glucosa,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibiético-antimicotico
(penicilina/estreptomicina). La densidad de siembra fue de 14.000 células por pocillo.
Las muestras fueron esterilizadas previamente mediante exposicién a luz ultravioleta
durante 1 hora por cada lado. El cultivo celular se llevé a cabo en condiciones estandar
de incubacion, en una atmésfera humidificada con 95% de aire y 5% de CO,, a 37 °C.
La viabilidad celular se cuantific6 mediante la técnica colorimétrica basada en la
reduccion del reactivo WST-8. Similar al ensayo realizado sobre los polvos mencionado
anteriormente.

La adhesion y morfologia celular sobre las muestras se evalué mediante
imagenes SEM tras 14 dias de cultivo. Las células adheridas fueron fijadas con una
solucion de glutaraldehido al 2,5% durante 1 hora. Posteriormente, se procedié a la
deshidratacion gradual utilizando una serie creciente de concentraciones de etanol (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95% y 99%). Finalmente, las muestras fueron secadas mediante
un equipo de punto critico y recubiertas con una fina capa de oro mediante sputtering
antes de ser observadas en el microscopio SEM.

Con el objetivo de visualizar la viabilidad celular y la distribucion de las células
adheridas, se realizaron estudios de microscopia de fluorescencia luego de 14 dias de
cultivo. Para ello, las células fueron incubadas con una solucién de Calceina (4 pl/ml)
durante 1 hora a 37 °C, permitiendo tedir el citoplasma viable con fluorescencia verde.
Luego, las células fueron fijadas con una solucion de formaldehido al 3,7% y se tifieron

los nucleos celulares con DAPI (1 pl/ml), lo que permite su visualizacién en color azul.
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Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio de fluorescencia Axio Scope

A1 (Carl Zeiss Microimaging).
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5. NANOPARTICULAS DE BIOVIDRIO

5.1. Resultados y discusion
5.1.2. caracterizacion fisicoquimica
La primera caracterizacion realizada a las nanoparticulas de biovidrio, tanto sin dopar

como dopadas con zinc, fue la difraccion de rayos X (XRD).
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Figura 10. Patrones de difraccion de rayos X de las nanoparticulas sintetizadas.

Como se puede observar en la Figura 10, el analisis de rayos X de los conjuntos
de nanoparticulas de biovidrio (BGNs) con diferentes contenidos de dopante confirma su
caracter vitreo, ya que no se identifica ningun pico en el espectro obtenido, sino que se
observa una banda ancha entre 15-30°, lo que demuestra la presencia de una fase vitrea
[18].
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Figura 11. Espectros de FTIR para las nanoparticulas sintetizadas.

Los espectros de FTIR de las particulas, mostrados en la Figura 11, no revelan
diferencias significativas a medida que aumenta el contenido del ion dopante. Todas las
muestras exhiben predominantemente vibraciones de estiramiento y flexion de los
enlaces Si—O-Si [33]. Especificamente, el pico a 1058 cm™ corresponde al estiramiento
asimétrico del enlace Si—O-Si, el pico a 799 cm™ al estiramiento simétrico y el pico a
448 cm™ a las vibraciones de flexion del mismo enlace [34].

Las imagenes de SEM presentadas en la Figura 12 demuestran que las
nanoparticulas de biovidrio sintetizadas poseen formas esféricas y homogéneas. Las
particulas estaban bien dispersas, y la adicion de precursores de Zn, incluso a
concentraciones mas altas, no alteré su morfologia [18].
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Figura 12. Morfologia de las BGNs sintetizadas: (a) sin dopar; (b) BGN con 5% de Zn; (c) BGN
con 10% de Zn; (d) BGN con 15% de Zn.

El tamafio promedio de particula del biovidrio sin dopar fue de 138,3 + 25,4 nm.
Para las nanoparticulas de biovidrio dopadas con un 5% de Zn, el tamafo promedio fue
de 161,4 £ 17,1 nm; para las dopadas con un 10% de Zn, fue de 156,3 + 15,0 nm; y para

las dopadas con un 15% de Zn, el tamafo promedio fue de 164,9 + 16,2 nm.
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Tabla 6. Resultados EDX.

Composicion (mol %) | Sin dopar 5 Zn-BGN 10 Zn-BGN 15 Zn-BGN

Si 90.1 88.8 88.8 88.4
Ca 9.9 9.7 9.4 9.5
Zn - 1.4 1.8 2.1

Como se puede observar en la tabla 6, un aumento en la cantidad afnadida de
nitrato de zinc hexahidratado, utilizado como precursor de Zn en el proceso de sintesis,
resultdé en un aumento correspondiente en el contenido de iones de zinc dentro de las
nanoparticulas. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante EDX indican que la
incorporacion efectiva de Zn en la red vitrea fue significativamente menor a la esperada,
considerando la cantidad de reactivo afladida durante la sintesis. Esta baja eficiencia de
dopado puede estar asociada a limitaciones propias del método sol-gel empleado, como
una inadecuada integracién de los precursores metalicos en la etapa de gelificacién o
lavado, o a problemas de disefio del proceso que favorecieron la eliminacién parcial del
Zn antes de la calcinacion final.

En contraste con los resultados obtenidos en este trabajo, otros estudios que
utilizaron métodos similares de sintesis sol-gel reportaron una incorporacién de Zn
significativamente mayor en la red vitrea. Por ejemplo, NeS¢akova et al. lograron una
incorporacion de hasta ~8 mol % de Zn en vidrios bioactivos mesoporosos sin evidencia
de segregacion, gracias a un control optimizado del pH y del tratamiento térmico, asi
como también un elevado control durante el agregado de los reactivos [18]. Por otro lado,
el trabajo de Aina et al. reportdé una incorporacion del orden del 7-9mol %,
considerablemente mas alta que la detectada en nuestro analisis (<2 mol %) [35]. Estas
diferencias sugieren que factores de disefio como el pH del gel inicial, la relacién
agua/precursor y el régimen térmico juegan un rol critico en la incorporacion eficiente de

Zn en la red vitrea, y que podrian optimizarse para mejorar nuestros resultados.

44




5.1.2. Test de bioactividad

Los resultados de DRX mostrados en la Figura 13 confirman la presencia de
hidroxiapatita (HA) en las nanoparticulas de vidrio bioactivo sin dopar mediante la
aparicion de un pico de difraccion definido a 32°(20), el cual es consistente con el patrén
de DRX de la hidroxiapatita cristalina (JCPDS 72-1243). La presencia de este pico solo
es visible después de 3 dias de inmersion y aumenta su intensidad con el tiempo. Por el
contrario, en los espectros a, b y c de la Figura 13, correspondientes a las nanoparticulas
dopadas con Zn, no se observa ningun pico caracteristico, lo que demuestra la

naturaleza amorfa del material durante todo el periodo de inmersion [18].
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Figura 13. Patrones de difraccién de rayos X de las BGN sintetizadas: (a) Sin dopar; (b)
5% Zn-BGN; (c) 10% Zn-BGN; (d) 156% Zn-BGN después de inmersiéon en SBF por 0, 3, 7, 14,
y 21 dias.
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También se realizaron estudios de SEM para caracterizar completamente la
formacion de HA en las nanoparticulas. La Figura 14 presenta las imagenes de SEM de
nanoparticulas tanto sin dopar como dopadas. Las imagenes (a) y (d) muestran las
micrografias obtenidas para las nanoparticulas sin dopar a los 3 y 21 dias de inmersion,
respectivamente. En ellas se confirma lo observado en los analisis de DRX, evidenciando
que la formacion de hidroxiapatita (HA) comienza a partir del tercer dia, seguida de un
crecimiento progresivo. En contraste, las imagenes (h), (1) y (p), correspondientes a las
muestras dopadas con 5 %, 10 % y 15 % de zinc respectivamente, obtenidas tras 21
dias de inmersion, revelan un incipiente proceso de nucleacion de nanocristales de HA.
Sin embargo, estas muestras presentan una bioactividad limitada, ya que la formacién
de HA solo se observa levemente después del dia 21. Asimismo, la cantidad de HA
depositada en las nanoparticulas dopadas varia en funcién del contenido de zinc.

Se ha encontrado que el zinc tiene una gran influencia en la cinética de
crecimiento de la HA en soluciones seudofisioldgicas. Por ejemplo, se ha reconocido que
el ZnO retrasa la nucleacion cristalina de HA durante los periodos iniciales de estudios
de bioactividad in vitro en SBF, pero no afecta el crecimiento de HA después de largos
periodos de inmersion [36], [37]. Esta reduccion en la cinética de nucleacion de HA se
atribuye a la adsorcién de iones de zinc en los sitios activos de crecimiento de HA durante
la etapa inicial de nucleacién de apatita, lo cual inhibe el crecimiento de la cara cristalina
(001) de la HA. Con la prolongacion del tiempo de inmersion, el Zn en la superficie fue
cubierto gradualmente por la capa de HA, y fue mas dificil que el Zn dentro de las
muestras de vidrio se difundiera desde la red hacia la solucién en comparacién con el
Ca, debido a la mayor energia de enlace del Zn—O (180 kJ/mol) en comparacion con la
del Ca—0 (110 kJ/mol), por lo que la influencia de los iones Zn?* en el crecimiento de la
HA se redujo, y la HA creci6é de forma constante con el tiempo de inmersién [38].

También se observo que la velocidad de deposicion de HA disminuia con el
aumento del contenido de zinc, y se vio que una concentracion elevada de zinc impedia

el crecimiento de la HA [36].
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Figura 14. Morfologia de las BGN sintetizadas observada mediante microscopia electronica:
(a—d) BGN sin dopar; (e—h) BGN dopadas con 5 % de Zn; (i—) BGN con 10 % de Zn; y (m—p)
BGN con 15 % de Zn, después de la inmersion en SBF. Las imagenes de cada grupo, de

izquierda a derecha, corresponden a los dias 3, 7, 14 y 21 de inmersion, respectivamente.

5.1.3. Prueba de viabilidad celular
En la Figura 15 se presentan los resultados del ensayo de biocompatibilidad indirecta
realizado con células MG-63 en contacto con extractos de biovidrios, tanto dopados con

zinc como no dopados. En todos los casos analizados, la viabilidad celular se mantuvo

47



por encima del 80 % a las 24, 48 y 72 horas de incubacion, lo que indica que ninguna de
las formulaciones evaluadas induce efectos citotdéxicos bajo las condiciones del
experimento. Este hallazgo es fundamental, ya que garantiza la citocompatibilidad de los
materiales, condicion indispensable para su posible aplicacion en el ambito biomédico.

A las 24 horas de exposicion, se observa una leve mejora en la viabilidad celular
en los grupos tratados con biovidrios dopados con Zn en comparacién con el biovidrio
no dopado (U-BGN), llegando incluso a superar el valor del grupo control en algunos
casos. Esta diferencia sugiere un posible efecto bioactivo inicial del zinc, vinculado a su
participacion en procesos de proliferacion y regeneracion celular. No obstante, este
efecto no se sostiene con el tiempo: a las 48 horas, los valores de viabilidad celular se
nivelan entre todos los grupos, y a las 72 horas, las diferencias entre las distintas
formulaciones practicamente desaparecen, mostrando un comportamiento muy similar
al del control.

Estos resultados indican que, en las concentraciones evaluadas (5%, 10% vy
15 %), la incorporacion de Zn no genera un beneficio sostenido en la viabilidad celular.
Sibien se evidencia una posible respuesta positiva inicial, esta no se mantiene a mediano
plazo, lo que sugiere que la presencia de Zn en la matriz vitrea no proporciona una

ventaja significativa con respecto al biovidrio no dopado.
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Figura 15. Viabilidad celular tras 24, 48 y 72 horas de incubacion.

5.1.4. Prueba de efecto antibacterial
En la Figura 16 se muestran los resultados de viabilidad bacteriana relativa obtenidos
para E. coliy S. aureus tras 8, 10 y 24 horas de incubacion. Tanto las particulas sin dopar

como las dopadas con zinc presentan un comportamiento similar frente a ambos tipos
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de bacterias y en todos los tiempos evaluados. Como se observa, en los tiempos de
incubacion mas cortos (8 y 10 horas), la viabilidad bacteriana relativa se mantiene
cercana al 80 % en todos los casos, independientemente de la presencia de Zn en la
composicion del vidrio. Esta similitud en los resultados sugiere que la incorporacion de
zinc no aporta un beneficio diferencial en términos de actividad antibacteriana bajo estas
condiciones, por lo que su inclusion podria no justificarse desde el punto de vista
econdmico, considerando el gasto adicional en reactivos. Una posible causa de esta falta
de efecto del Zn es su baja incorporacion en la matriz vitrea, como se evidencio
previamente a través de los anadlisis de EDX. Ademas, dado que incluso las particulas
sin dopar muestran un efecto comparable, es probable que el mecanismo antibacteriano
observado no se deba exclusivamente a la presencia de este ion. En este sentido, es
posible que otras caracteristicas del material, como la presencia de grupos hidroxilo (—
OH) en la superficie vitrea, estén jugando un rol relevante. En un estudio reciente, se
observo que superficies ricas en grupos —OH, como las obtenidas mediante métodos sol-
gel, pueden interferir en las interacciones entre las bacterias y el material, afectando
negativamente su adhesion y contribuyendo a la desestabilizacion de la membrana
celular, lo cual inhibe el establecimiento de biofilms y reduce la viabilidad bacteriana [39].
Este fendmeno podria explicar el comportamiento similar observado entre las distintas
formulaciones evaluadas, independientemente del dopaje con Zn.
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Figura 16. Viabilidad bacteriana relativa de E. Coli y S. Aureus tras 8, 10 y 24 horas de
incubacioén en contacto con muestras sin dopar y dopadas con 5 %, 10 % y 15 % de zinc.
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5.2. Conclusiones

En esta primera parte del trabajo se sintetizaron nanoparticulas de biovidrio mediante el
meétodo sol-gel, tanto sin dopar como dopadas con zinc en concentraciones de 5 %, 10
% y 15 % molar. Todas las formulaciones mantuvieron una morfologia esférica y amorfa
segun lo evidenciado por SEM y DRX, sin que el dopaje con Zn alterara
significativamente su estructura.

Sin embargo, uno de los principales resultados negativos del estudio fue la baja
incorporacion efectiva de zinc. A pesar de haberse incrementado la cantidad de
precursor de Zn en la sintesis, el analisis EDX revelé que los niveles reales de Zn
incorporados en la red vitrea fueron considerablemente inferiores a los esperados. Esta
baja eficiencia de dopado, inferior al 2 mol %, contrasta marcadamente con otros
estudios que reportan incorporaciones de hasta 8-9 mol %. Esta discrepancia podria
deberse a una integracién ineficiente de los precursores metalicos, posiblemente
relacionada con una agitaciéon inadecuada (insuficiente o excesiva), un orden de
incorporacion incorrecto, o pérdidas durante etapas criticas del proceso sol-gel, como la
gelificacion, el lavado o la calcinaciéon. En conjunto, estos resultados sugieren que el
disefio experimental empleado no fue 6ptimo para lograr una incorporacion efectiva de
Zn.

En términos de bioactividad, las nanoparticulas sin dopar demostraron una
capacidad clara de formar hidroxiapatita (HA) tras pocos dias de inmersion en SBF. Por
el contrario, las formulaciones dopadas con zinc mostraron una bioactividad reducida,
con un inicio de nucleacion de HA solo incipiente después de 21 dias. Este
comportamiento fue atribuido a la adsorcién de Zn?* sobre los sitios activos de
crecimiento de HA, que retrasa la nucleacion sin impedir el crecimiento a largo plazo.
Aun asi, el efecto inhibidor inicial del zinc reduce la utilidad del dopaje desde el punto de
vista bioactivo.

En los ensayos de viabilidad celular, todas las formulaciones mostraron buena
biocompatibilidad, sin evidencia de citotoxicidad. Aunque se observé una mejora leve a
corto plazo en los grupos dopados, este efecto no se mantuvo con el tiempo, por lo que
la presencia de Zn no aportd un beneficio sostenido en la regeneracién celular.

Por ultimo, los resultados mas contundentemente negativos se observaron en los

ensayos de efecto antibacteriano. Las muestras dopadas con zinc no mostraron un
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efecto superior frente a E. coli ni S. aureus respecto al biovidrio sin dopar. La viabilidad
bacteriana se mantuvo elevada incluso tras 24 horas de exposiciéon, cercana al 100% en
todos los casos, lo que indica una accion limitada del Zn como agente antibacteriano.
Esta falta de efecto se relaciona directamente con la baja incorporacién de zinc en la
matriz vitrea, y también sugiere que otros factores, como la presencia de grupos —OH en
la superficie (comun en vidrios sintetizados por sol-gel), podrian estar jugando un rol
mayor en la leve accion antibacteriana observada. Por ende, la inclusion de Zn no solo
no mejora el comportamiento antimicrobiano de las nanoparticulas, sino que tampoco se
justifica econdmicamente debido al mayor costo en reactivos y la escasa efectividad
demostrada.

En conjunto, los resultados permiten concluir que la estrategia de dopar biovidrios
con zinc, bajo las condiciones empleadas, no resulté efectiva ni en términos de
incorporacion quimica ni en la mejora funcional del material. Se recomienda una revisiéon
critica del proceso de sintesis si se desea lograr un dopado eficiente y funcionalmente

relevante.

51



5.3. Trabajo futuro

El trabajo futuro puede enfocarse en diversas direcciones para profundizar y mejorar los

resultados obtenidos. Algunas sugerencias para considerar son:

Optimizar el proceso de sintesis: Para mejorar la eficiencia del dopado, se
proponen diversas modificaciones al protocolo de sintesis, tales como ajustar la
velocidad de agitacion durante la incorporacién de los reactivos, alterar el orden
de incorporacion de los iones metalicos, y revisar las concentraciones de los
precursores utilizados.

Ampliar los ensayos de biocompatibilidad: Realizar ensayos tanto de
citotoxicidad como antibacterial de forma directa, ya que estos permitirian evaluar
no solo la liberacion de iones, sino también posibles efectos provocados por la
superficie del material, como alteraciones en la membrana, adhesion celular o
dafo bacteriano.

Analizar la liberacion de iones en el medio: Evaluar la concentracion de iones
liberados al medio permite verificar si los elementos incorporados durante la
sintesis son efectivamente liberables desde la estructura, lo cual es clave para su

funcionalidad en aplicaciones bioactivas.
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6. RECUBRIMIENTOS DE QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE BIOVIDRIO

A partir de los resultados obtenidos en la primera etapa del trabajo, se determiné que la
incorporacion de zinc en las nanoparticulas de biovidrio no produjo mejoras significativas
en términos de bioactividad, viabilidad celular ni efecto antibacteriano. Por el contrario,
el dopaje con Zn mostré una baja eficiencia de incorporacion, una notable reduccion en
la formacién de hidroxiapatita y una accion antimicrobiana limitada, sin justificar su uso
desde el punto de vista funcional ni econdmico. En base a estas observaciones, se
decidié continuar la siguiente etapa del trabajo, centrada en el desarrollo de
recubrimientos mediante la técnica de deposicion electroforética, utilizando
exclusivamente las nanoparticulas de biovidrio sin dopar, que mostraron un mejor

desempeno general y mayor estabilidad en los ensayos in vitro.

6.1. Resultados y discusion

6.1.1. Determinacion de parametros para la técnica de EPD

Previo al proceso de recubrimiento, se realizaron observaciones de la superficie de las
muestras mediante microscopia electronica de barrido (SEM), con el objetivo de evaluar
las condiciones iniciales del sustrato. En la Figura 17 se presentan imagenes de la
superficie de los sustratos tras el proceso de pulido y posterior ataque quimico, como

parte del tratamiento previo a la deposicion.

Figura 17. Micrografia SEM de la superficie del sustrato metalico tras el pulido y ataque acido.

53



En particular, la micrografia SEM mostrada en la Figura B revela una superficie
con una rugosidad homogénea y uniformemente distribuida a lo largo de toda el area
analizada. La textura superficial se caracteriza por una topografia irregular pero
consistente, sin evidencia de defectos localizados, grietas ni acumulaciones de
contaminantes.

Esta rugosidad superficial regular es favorable para el proceso de deposicion
electroforética (EPD), ya que se espera que contribuya a una mejor adherencia de la
capa de recubrimiento al sustrato metalico, promoviendo una mejor adhesion del
recubrimiento.

Los dos sets de muestras que presentaron una mayor tasa de deposicion fueron
las rondas 5 y 7, correspondientes a 15V, metanol como solvente, y tiempos de 2y 3
minutos, respectivamente. La ronda 5 alcanzé un deposition yield de 0.55g/cm?,
mientras que la ronda 7 registrd un valor aun mayor, de 0.83 g/cm?. A modo de ejempilo,
la ronda 2, que resulté en recubrimientos defectuosos, presentd un deposition yield
significativamente menor, de 0.31 g/cm?.

En la Figura 18 se presentan los resultados de los ensayos de adhesién realizados
sobre ambos conjuntos de muestras, con el objetivo de evaluar si el aumento en el tiempo
de recubrimiento influye en la adherencia del recubrimiento al sustrato. Dentro de los
criterios establecidos por la norma ISO correspondiente [29], ambas muestras se
clasifican dentro de la categoria 1, lo que indica que los recubrimientos presentan una
muy buena adherencia al sustrato. Esta clasificacién implica que la cantidad de
desprendimiento del recubrimiento es minima o inexistente, lo cual sirve como indicador
positivo de la calidad del proceso de deposicion. Por lo tanto, se puede concluir que,

independientemente del tiempo de recubrimiento, la adhesion lograda es adecuada.
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Figura 18. Resultados del ensayo de adhesion realizados sobre los recubrimientos: A) Ronda
5; B) Ronda 7.

Con el fin de determinar cual de las dos rondas de experimentos presenta mejores
resultados, se realizaron observaciones de la superficie de las muestras mediante SEM.
Esto permitié analizar en detalle la morfologia del recubrimiento y detectar posibles
diferencias en la uniformidad, continuidad y presencia de defectos entre ambas rondas.

Como se observa en la Figura 19, la imagen c, correspondiente a la Ronda 7 de
experimentos, presenta una superficie visiblemente mas homogénea y con una mayor
densidad de particulas en comparacion con la imagen a, que pertenece a la Ronda 5.
Esta diferencia sugiere que un mayor tiempo de recubrimiento podria favorecer una
distribucidon mas uniforme del material sobre el sustrato. Ademas, en las imagenes b y d,
tomadas a mayor aumento, se aprecia que el recubrimiento de ambas muestras es
continuo y no presenta poros visibles, lo cual permite confirmar que la calidad del

recubrimiento es adecuada para este tipo de aplicaciones.
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Figura 19. Imagenes de las superficies recubiertas de las muestras obtenidas mediante

microscopia electronica de barrido (SEM): a) y b) correspondientes a la Ronda 5; c) y d)
correspondientes a la Ronda 7.

Teniendo en cuenta que ambos sets de parametros obtuvieron resultados
similares en los ensayos de adhesién, y considerando que las imagenes obtenidas por
SEM evidencian una mayor homogeneidad y concentracion de particulas en las
muestras de la Ronda 7, se decidié continuar con los analisis posteriores utilizando los

parametros de recubrimiento empleados en dicha ronda de experimentos.
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6.1.2. Caracterizacion de los recubrimientos

Luego de seleccionar la ronda 7 de experimentos, como se menciono anteriormente, se

procedio a realizar un analisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR) sobre los recubrimientos obtenidos. El objetivo fue comparar la composicién

quimica del recubrimiento compuesto por quitosano y nanoparticulas de biovidrio con la

de un recubrimiento constituido unicamente por quitosano. Ademas, se incluyeron en el

analisis el sustrato metalico pulido y el sustrato atacado con acido, con el fin de identificar

posibles sefales provenientes de la superficie base y establecer un contraste adecuado

con los recubrimientos aplicados.

Figura 20. Espectros FTIR correspondientes al sustrato metélico pulido, sustrato atacado,
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recubrimiento de quitosano puro y recubrimiento compuesto por quitosano con nanoparticulas

de biovidrio.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 20, donde pueden observarse

las principales bandas de absorcion asociadas a los diferentes grupos funcionales

presentes en cada muestra. En particular,

en el espectro correspondiente al

recubrimiento compuesto por quitosano y nanoparticulas de biovidrio se identifican

57



claramente tres bandas caracteristicas asociadas a las vibraciones del enlace Si—O-Si,
propias de la fase vitrea. Estas incluyen el pico a 1058 cm™ correspondiente al
estiramiento asimétrico, el pico a 799 cm™ relacionado con el estiramiento simétrico, y
el pico a 448 cm™ asociado a las vibraciones de flexion del mismo enlace. La presencia
de estas bandas confirma la incorporacion efectiva de las nanoparticulas de biovidrio en
la matriz de quitosano. Cabe destacar que no se observan sehfales atribuibles al
quitosano, lo cual podria deberse a que la capa formada es muy delgada y su
contribucion al espectro es menor en comparacion con las sefiales del biovidrio.

Ademas de su composicion quimica, otra propiedad critica de los recubrimientos
destinados a aplicaciones biomédicas es su mojabilidad, ya que influye directamente en
la respuesta biolégica del material, particularmente en la cinética de adhesion de
proteinas, asi como en la adhesion y proliferacion celular sobre la superficie [40]. En la
Figura 21 se muestran los valores de angulo de contacto correspondientes a los
diferentes tipos de superficies que se estudiaron durante este trabajo.

Angulos de contacto en el rango de 35°-80° resultan ser adecuados para la
adhesion de osteoblastos [41], [42], que son las células encargadas de la formacion del
tejido dseo. Las cuatro superficies analizadas presentan un comportamiento hidrofilico,
lo cual, segun lo mencionado anteriormente, resulta favorable para la adhesion celular.

Sin embargo, si bien el angulo de mojado obtenido en algunas de las muestras es
menor al considerado optimo para la adhesion celular, esto no implica necesariamente
un efecto negativo. Al entrar en contacto con el fluido fisioldgico, la superficie del material
sufre una serie de modificaciones, incluyendo la adsorcion de proteinas, que juegan un
rol fundamental en la mediacion de la adhesion celular. En este sentido, una alta
humectabilidad puede incluso favorecer la rapida adsorciéon de proteinas como la

fibronectina o la vitronectina, que son claves para el posterior anclaje de los osteoblastos.
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Figura 21. Angulo de contacto de las superficies de las probetas pulidas, atacadas
quimicamente, recubiertas solo con quitosano, y recubiertas con quitosano y biovidrio, junto

con sus perfiles de gota.

6.1.3. Ensayos electroquimicos

Para evaluar la degradacién de los recubrimientos y la deposicion de especies sobre la
superficie, se recurre a una serie de técnicas in vitro, entre ellas los ensayos
electroquimicos. Mediante la aplicacion de una corriente o un potencial, es posible medir
la respuesta del sistema en un determinado medio frente al flujo de corriente. En este
trabajo, estos ensayos resultan apropiados para evaluar el comportamiento de las capas
tanto inmediatamente después de la inmersién en SBF como luego de 21 dias. A los 21
dias, se espera un cierto grado de degradacion del recubrimiento, dado que el quitosano
comienza a degradarse a partir de la primera semana [43]. Cabe sefalar que en este
sistema no se busca que el recubrimiento actue como barrera contra la corrosién, ya que
la aleacion Ti6Al4V posee por si misma una alta resistencia a la corrosion en medios

fisiologicos [44].
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6.1.3.1. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)
La espectroscopia de impedancia electroquimica permite monitorear el comportamiento

del sistema aplicando una perturbacion minima, lo que posibilita obtener informacion sin

interferir en la superficie ni dafiar de forma significativa la muestra.
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Figura 22. Representacion de Nyquist para todas las muestras a 0 y 21 dias de inmersion en
SBF.

En la Figura 22 se presentan los diagramas de Nyquist y en la Figura 23 las
correspondientes representaciones de Bode, obtenidas para todas las muestras tras 0 y
21 dias de inmersién en SBF.

En la representacion de Nyquist, se observa que la muestra de titanio pulido
presenta, en general, un arco de circunferencia de menor amplitud. Esto implica que, si
se extrapolaran los valores hasta completar el semicirculo, se obtendria una resistencia
total del sistema significativamente menor. Este comportamiento sugiere que la capa
pasiva de o6xido formada en la superficie es menos estable o mas delgada en
comparacioén con las otras muestras analizadas.

Por otro lado, las muestras atacadas sin recubrimiento, recubiertas con quitosano
y recubiertas con quitosano mas nanoparticulas de biovidrio muestran un
comportamiento muy similar entre si. Estas tres superficies fueron sometidas al mismo
tratamiento quimico previo, con el objetivo de generar una rugosidad homogénea que

favorezca la adhesion de los recubrimientos. Este tratamiento también contribuy6 a la
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formacion de una capa pasiva de 6xido considerablemente mas estable que la observada

en el titanio unicamente pulido.
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Figura 23. Representacion de Bode para todas las muestras a 0 y 21 dias de inmersioén en

SBF. A y C: Médulo de impedancia vs frecuencia. B y D: Angulo de fase vs frecuencia.

En la representacion de Bode se observa un comportamiento consistente con lo
descripto en los diagramas de Nyquist. El médulo de impedancia correspondiente a la
muestra de titanio pulido es menor, tanto a los 0 como a los 21 dias de inmersion,
especialmente en la regidon de bajas frecuencias, asociada a la respuesta de la interfaz
mas cercana al metal. Este resultado refuerza la interpretaciéon de que dicha muestra
posee una capa de 6xido mas delgada o menos protectora.

En cuanto al angulo de fase, las muestras atacadas y recubiertas muestran

valores mas negativos y picos mas amplios en el rango medio de frecuencias, lo cual
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indica un comportamiento mas capacitivo. Esto sugiere una interfaz electroquimica mas
eficiente y una mejor respuesta dieléctrica en comparacion con la muestra de titanio
pulido, cuya curva de fase presenta menor amplitud.

Tras 21 dias de inmersion, las diferencias entre las muestras tienden a reducirse,
pero se mantiene la misma tendencia general. La muestra de titanio pulido continua
mostrando una impedancia menor y un angulo de fase menos pronunciado, mientras que
las otras dos condiciones (recubierta con quitosano y recubierta con quitosano/BGNs)
presentan un comportamiento practicamente superpuesto. Este resultado indica que la
estabilidad de la capa pasiva generada por el ataque quimico se mantiene incluso luego
de una exposicion prolongada al medio fisioldgico simulado.

En términos generales, los resultados obtenidos a partir de las representaciones
de Nyquist y Bode indican que el tratamiento superficial por ataque quimico tiene un
efecto determinante sobre el comportamiento electroquimico de las muestras, al
promover la formacion de una capa pasiva mas estable. Por otro lado, los recubrimientos
de quitosano y quitosano/BGNs no modifican de forma significativa la respuesta
electroquimica frente al titanio atacado sin recubrimiento, lo cual sugiere que, bajo las
condiciones ensayadas, el comportamiento dominante esta dado por la capa de o6xido
generada sobre la superficie rugosa del sustrato.

Con el fin de profundizar en la interpretacion de los resultados obtenidos a partir
de las representaciones de Nyquist y Bode, y comprender en mayor detalle los procesos
fisicoquimicos involucrados en la respuesta electroquimica de las distintas muestras, se
procedioé al ajuste de los datos experimentales mediante el uso de circuitos equivalentes
eléctricos, mostrados en las Figuras 24, 25 y 26. Estos modelos permiten representar de
manera simplificada los fendbmenos de transferencia de carga, formacion de capas

pasivas y comportamiento capacitivo del sistema.

Rsol CPEdc
A '\ L
F i
Rdc

Figura 24. Modelo circuital para las muestras de titanio pulido a 0 dias.
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Rsol CPEec
A P L%
ri 4
Rrec Cox

Figura 25. Modelo circuital para las muestras de titanio atacado, recubierto con quitosano y

con quitosano/BGNs a 0 dias.

Figura 26. Modelo circuital para las muestras de titanio pulido, recubierto con quitosano y con

quitosano/BGNs a 21 dias.

En los tres modelos se identifica en primer lugar una resistencia asociada a la
solucion, denominada Rsol. En la Figura 25 se observa, ademas, una segunda resistencia
correspondiente al recubrimiento, designada como Rrec. Finalmente, tanto en la Figura
24 como 26 se incluye una tercera resistencia, Rdc que representa la resistencia a la
transferencia de carga en la superficie del metal.

Para representar los recubrimientos se utilizaron elementos de fase constante,
conocidos como CPE (Constant Phase Elements), aplicados cuando el angulo de fase

difiere de —90°. Su comportamiento se describe mediante la siguiente expresion:
1

QUjw)* ©)

Los CPE se emplean en lugar de capacitores ideales para representar

CPE =

inhomogeneidades del sistema, tales como rugosidad o porosidad superficial. Cada uno
esta caracterizado por un exponente a, asociado al grado de homogeneidad: cuando «a
=1, el comportamiento se asemeja al de un capacitor ideal (dngulo de fase de —90°) [45].

De este modo, los modelos circuitales permiten representar las
pseudocapacitancias asociadas tanto a la doble capa electroquimica como al propio
recubrimiento. En la Figura 25 también se incluye un capacitor ideal Cox, vinculado a la

presencia de una capa densa de oxido.
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Cada conjunto de datos experimentales fue ajustado al modelo correspondiente,

obteniéndose errores inferiores al 10%. En la tabla 7 se presentan los valores promedio

obtenidos para cada muestra, junto con sus respectivos errores. A modo ilustrativo, la

Figura 27 muestra los resultados experimentales y el modelo ajustado para la muestra

recubierta con quitosano y nanoparticulas de biovidrio tras 21 dias de inmersion,

evidenciando la buena correlacion alcanzada con los modelos propuestos.

Tabla 7. Ajuste matematico con modelos de circuitos equivalentes.

Muest Tipulido | Tiatacado | Quitosano | Quit/BGNs | Tipulido | Quitosano | Quit/BGNs
uestra
0D 0D 0D 0D 21D 21D 21D
Rsol 29.24 8.24 34.17 £ 37.15 34.76 = 48.24 51.78 £
(Q.cm2) 3.22 - 1.63 2.02 1.48 13.31 6.13
CPERrec
6.91E-5 3.32E-5+ | 3.71E-5% | 7.03E-5% | 2.82E-5+ | 2.17E-5 ¢
(S 1.42E-4
2.12E-5 4.99E-6 2.66E-6 7.21E-5 3.42E-6 4.03E-6
Q.cm?)
0.799 0.942 0912+ 0.818 £ 0915+ 0.940
A rec 0.894
0.028 0.058 0.005 0.152 0.006 0.052
Rrec 4.20E+5 £ 30.20 495.15 132.00+ | 1296.13 59.49 57.34
(Q.cm?) 1.68E+5 ' 487.83 20.51 1788.80 30.45 11.65
7.53E-6 + | 8.49E-6 &
Cox - 5.00E-5 - - -
2.82E-7 1.30E-6
CPEqdc
(s 452E-5+ | 201E-5+ | 3.08E-5+
8.70E-6 7.93E-6 3.84E-6
Q.cm?)
0.845 % 0913+ 0.882 +
a - - - -
* 0.157 0.051 0.021
Rac 147E+5+ | 227E+5+ | 1.94E+5 ¢
(Q.cm?) 3.86E+4 4.07E+4 1.23E+5
10° E —O— EIS_BG_21_DIAS_MUESTRA_1.dat -100
10° %\ —— FitResult s :
_10'g g [
NoOE T -50 |
00 5 |
107 ; 25 |-
1015 I T S T T 1 1 O | IR WA T T [ TN T T Y T O ¥ 0 I W Y| A
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Frequency (Hz)

Figura 27. Ejemplo de resultados experimentales y ajuste matematico.

Frequency (Hz)
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Al analizar los datos obtenidos a partir de los ajustes matematicos realizados para
cada muestra, presentados en la tabla 7, se pueden identificar distintos comportamientos
segun el tipo de tratamiento superficial y el tiempo de inmersion.

En las muestras correspondientes a los 0 dias de inmersion, se observa que el
titanio unicamente pulido presenta una unica constante de tiempo asociada a la
presencia de una doble capa electroquimica en la superficie metalica. En cambio, en la
muestra de titanio atacado quimicamente, se evidencia un comportamiento capacitivo
caracteristico de la capa de 6xido generada durante el ataque. Esta capa se comporta
de manera similar a un capacitor ideal, ya que es compacta y con pocos defectos
estructurales.

En el caso de las muestras recubiertas a 0 dias, se identifican dos constantes de
tiempo. La primera se asocia a la zona mas externa del sistema, es decir, al
recubrimiento superficial, mientras que la segunda corresponde a la capa de o6xido
formada por el ataque quimico. En estas muestras, la capacitancia asociada a dicha capa
de 6xido es menor en comparaciéon con la del titanio atacado sin recubrimiento, lo que
indica un mayor almacenamiento de carga (comportamiento tipico de un capacitor de
mejor rendimiento). Esta diferencia podria explicarse por la presencia adicional de una
pelicula fina de recubrimiento adherida a la superficie del 6xido, lo cual puede observarse
en las imagenes SEM previamente presentadas (ya sea de quitosano o de
nanoparticulas de biovidrio).

Para el analisis de las muestras sometidas a 21 dias de inmersiéon en SBF, se
calculé la capacidad efectiva (Ceff) asociada a la segunda pseudocapacitancia del circuito
equivalente. Este valor fue obtenido a partir de la Ecuacion 7, siguiendo el modelo de
Brugg [46], el cual relaciona la pseudocapacitancia del recubrimiento con los parametros

eléctricos del circuito:

1-a

Cetr = QM (M)T (7)

Rso1+Rrec

Los valores calculados de Ceff se presentan en la tabla 8. Al compararlos con las
capacidades asociadas a la constante de tiempo Cox, se observa que los valores
efectivos son mayores, lo que indica una menor capacidad de almacenamiento de carga.
Esta variacion puede atribuirse a la degradacion del recubrimiento durante la inmersién,
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junto con un posible deterioro o transformacién de la pelicula de 6xido generada

inicialmente por el ataque quimico.

Tabla 8. Capacidades efectivas obtenidas con el modelo de Brugg.

Ti atacado Quitosano Quit/BGNs Ti pulido Quitosano Quit/BGNs
oD oD oD 21D 21D 21D
7.53E-6 + 8.49E-6 +
Cox 5.00E-5 - - -

2.82E-7 1.30E-6

- + _ +

Ceft ] ] ] 2,68E-05 1.05E-05 + 1,32E-05 *

5,93E-06 8,71E-06 4,45E-06

6.1.3.2. Ensayo de polarizacion ciclica

La Figura 28 presenta las curvas de polarizacién ciclicas para las distintas muestras

Ti6AI4V (pulido, atacado, recubierto con quitosano, y recubierto con quitosano mas

nanoparticulas de biovidrio), tras 0 y 21 dias de inmersion en SBF. Este tipo de ensayo

permite evaluar la resistencia a la corrosién general, asi como detectar la posible

ocurrencia de fendmenos localizados, como el picado.
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Figura 28. Curvas de polarizacién potenciodinamicas para los sistemas Ti6Al4V, pulido y

atacado, Quitosano y Quitosano + BGNs a tiempo 0 y luego de 21 dias de inmersién en SBF.

Inmediatamente después de la inmersién (0 dias), la muestra de titanio pulido

muestra una densidad de corriente anddica considerablemente mayor que las demas
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condiciones, lo que indica una mayor actividad electroquimica y menor resistencia a la
corrosion. Este comportamiento concuerda con los resultados de impedancia, donde
esta muestra presentdé menor impedancia y una capa pasiva menos estable. Por el
contrario, las curvas correspondientes a las muestras atacadas, recubiertas con
quitosano y con quitosano/BGNs exhiben valores de corriente significativamente mas
bajos y similares entre si, lo que sugiere que la proteccion esta principalmente
determinada por la capa de 6xido generada durante el tratamiento quimico, mas que por
los recubrimientos en si.

Luego de 21 dias de inmersion en SBF, las curvas de todas las muestras tienden
a converger, debido al desarrollo natural de una capa de 6xido sobre la superficie del
titanio pulido. A pesar de esta convergencia, las muestras recubiertas siguen mostrando
una ligera reduccion en la densidad de corriente anddica, lo que indica que los
recubrimientos no deterioran la pasividad del sustrato, sino que contribuyen a
mantenerla.

Un aspecto relevante es la forma ciclica de las curvas. En todas las condiciones
ensayadas, tanto a 0 como a 21 dias, el barrido inverso muestra una disminucion
progresiva de la densidad de corriente, lo que indica la ausencia de corrosion por picado.
La falta de bucles positivos 0 sobrecorrientes durante el regreso confirma que ni los
recubrimientos ni los tratamientos superficiales inducen procesos de degradacién
localizada.

Los parametros electroquimicos extraidos mediante ajuste de Tafel, resumidos en
la tabla 9, respaldan estas observaciones. Para realizar dicha extrapolacion, ademas de
las curvas anddicas mostradas, se registraron también curvas catédicas, lo cual permitié
una caracterizacion mas completa del comportamiento electroquimico de las muestras.

La ecuacioén de Tafel utilizada para el ajuste se expresa como:
n=a+b-log(i) (8)
Donde 1 es el sobrepotencial, i la densidad de corriente, a una constante

relacionada con el potencial de corrosion, y b la pendiente de Tafel (anddica o catddica).
Esta relacion permite estimar el potencial de corrosidén (Ecor) y la densidad de corriente

de corrosion (icor) mediante un ajuste lineal de la region correspondiente de la curva.
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La muestra de Ti6AIl4V pulido presenta el mayor valor de icor inmediatamente tras
la inmersion (2.15 x 1077 A/lcm?), mientras que las muestras recubiertas muestran valores
mas bajos por un orden de magnitud. Incluso tras 21 dias, las muestras tratadas o
recubiertas mantienen valores inferiores al inicial del pulido, lo que demuestra la eficacia
del ataque quimico y la estabilidad del sistema.

Si bien la extrapolacion de Tafel permite estimar velocidades de corrosion a partir
de la densidad de corriente de corrosion, en sistemas como el Ti6AI4V esta informacion
debe interpretarse considerando las caracteristicas especificas del material. Debido a la
alta pasividad de la aleacién, la corrosion generalizada no es el mecanismo
predominante, siendo mas relevante la posibilidad de fendmenos localizados como la
corrosion por picado. No obstante, los resultados obtenidos en los ensayos
potenciodinamicos muestran la ausencia sobrecorrientes en el barrido inverso, lo que
indica que, bajo las condiciones ensayadas, tampoco se produjo este tipo de
degradacion. Por lo tanto, aunque se pueda calcular una velocidad de corrosion tedrica,
esta no representa un proceso activo o significativo en este contexto.

En conjunto, estos resultados confirman que, aunque el objetivo principal de los
recubrimientos no sea mejorar la resistencia a la corrosién, ya elevada por la pasividad
intrinseca de la aleacién, su presencia no compromete esta propiedad y, en cambio,

puede contribuir a su mantenimiento a lo largo del tiempo.

Tabla 9. Valores de potencial de corrosion y densidad de corriente de corrosion estimadas por

extrapolacion de Tafel.

Tiempo de
inmersion en SBF Ecorr [MmV] lcorr [A/CmM?]
[Dias]

0 -207.75 2.15x 107

Ti6Al4V pulido
21 -316.35 1.04 x 107
0 -234.00 3.07 x 108

Quitosano

21 -152.9 4.70x 108
0 -203.25 4.52x 108

Quitosano + BG
21 -290.25 2.05x 108
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6.1.4. Ensayo de bioactividad de los recubrimientos

En la Figura 29 se presentan los espectros FTIR obtenidos para las muestras recubiertas
con quitosano y con quitosano mas nanoparticulas de biovidrio, tanto antes (0 dias) como
después de 21 dias de inmersion en SBF. Esta comparacion permite identificar los
cambios inducidos por la exposicion al medio fisiolégico y evaluar la posible formacion

de nuevas fases asociadas a la bioactividad del sistema.

Particulas 21 dias
Particulas 0 dias
Quitosano 21 dias

l—Quitosano 0 dias
WM“VVH WV W }\.
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Figura 29. Espectros FTIR de los recubrimientos antes (0 dias) y después (21 dias) de la
inmersion en SBF. Se presentan los espectros correspondientes a muestras recubiertas
unicamente con quitosano (curvas negra y roja) y con quitosano mas nanoparticulas de

biovidrio (curvas azul y verde).

Aunque en los espectros FTIR mostrados en la Figura 29 tras 21 dias de inmersién
no se observan de forma evidente las bandas caracteristicas asociadas a grupos fosfato
(particularmente en las regiones cercanas a 560-600 cm™ y 1000—-1100 cm™), esto no
implica necesariamente la ausencia de formacién de hidroxiapatita. Como se discutio en

el capitulo anterior, el analisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)
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evidencio un notable crecimiento de cristales sobre las nanoparticulas de biovidrio sin
dopar tras su inmersién en SBF durante 21 dias, los cuales presentan una morfologia
compatible con la nucleacion y crecimiento de hidroxiapatita. Estos cristales, de escala
nanomeétrica, se forman a partir de nucleos del tamafio de unas pocas nanoparticulas, lo
que puede dificultar su deteccion mediante FTIR, ya que esta técnica requiere una
cantidad minima de material y una organizacion estructural suficiente para generar una
sefal clara.

Por otro lado, se observa que las bandas caracteristicas del enlace silicio-oxigeno
(Si—O-Si y Si—0O") permanecen presentes incluso después de 21 dias de inmersion, lo
que indica que el recubrimiento sigue siendo detectable en la superficie. Este
comportamiento puede atribuirse a la elevada concentracion de nanoparticulas
incorporadas en el recubrimiento (7,5 g/L), lo que refuerza su estabilidad durante el
tiempo de ensayo.

Ademas, es posible que el recambio frecuente del medio de inmersion dificulte la
formacion continua de hidroxiapatita, ya que al renovar el SBF se elimina parcialmente
los iones y precursores necesarios para su nucleacion y crecimiento. Asimismo, a
medida que el recubrimiento se degrada y libera particulas, puede que no se otorgue el
tiempo suficiente para que estas transformen adecuadamente en hidroxiapatita.
Finalmente, la propia degradacién del recubrimiento podria impedir la formacion estable

de hidroxiapatita al alterar las condiciones superficiales requeridas para su cristalizacion.

6.1.5. Ensayo de viabilidad celular sobre los recubrimientos
La Figura 30 muestra los resultados de los ensayos de viabilidad celular en contacto
directo con las muestras pulidas, atacadas y recubiertas con quitosano y BGNs, luego
de 7 y 14 dias de incubacién. A los 7 dias, se observa que la viabilidad celular sobre la
superficie recubierta es inferior en comparacion con el control y las muestras sin
recubrimiento. Sin embargo, los valores rondan el 80%, lo que indica que los
recubrimientos no presentan citotoxicidad.

Después de 14 dias de incubacion, las tres muestras ensayadas muestran un
comportamiento muy similar, con viabilidad celular cercana al 100% del control. La
condicion de titanio pulido, similar a la que se encuentra en implantes comerciales,

representa la referencia base para la biocompatibilidad. Sin embargo, las superficies
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recubiertas con quitosano y nanoparticulas de biovidrio (BGNs) mejoran esta condicion,
proporcionando un ambiente aun mas favorable para el crecimiento y la proliferacion
celular. Estos resultados sugieren que los recubrimientos no solo mantienen, sino que
potencian la biocompatibilidad a largo plazo, favoreciendo la proliferacién celular sin

efectos adversos.

Tiempo 7 dias Tiempo 14 dias

120

120

Viabilidad celular %
Viahilidad celular %

o . 0
Control Pulida Atacada  Quitosano + BGN Control Pulida Atacada  Quitosano + BGN

Figura 30. Viabilidad celular tras 7 y 14 dias de incubacion.

Los resultados mostrados en la Figura 31 corresponden a las imagenes de
fluorescencia y SEM obtenidas tras 14 dias de incubacién celular. En las imagenes a, b
y C, se observa que la calceina, ademas de marcar las células vivas mediante
fluorescencia, también emite senal desde el quitosano, lo que genera cierto
apantallamiento en las imagenes. A pesar de esto, se aprecia que, entre las muestras
sin recubrimiento, la superficie atacada presenta un entorno mas favorable para el
desarrollo celular, posiblemente debido al tipo de capa pasiva formada durante el ataque
quimico. Ademas, en la superficie pulida, las células muestran una orientacion
preferencial alineada con la direccion del pulido. Como era de esperar, tanto en las
superficies pulida como atacada se observa una alta densidad de células vivas. En la
muestra recubierta con quitosano y BGNs, las células aparecen distribuidas de forma
homogénea, lo que sugiere un ambiente mas favorable para su adhesion y proliferacion.

En las imagenes SEM se observa confluencia celular en las tres muestras, es
decir, la formacién de una capa continua de células sobre la superficie. En la imagen d,

correspondiente a la muestra pulida, se aprecia una leve separacion entre las células.

71



En la imagen e, correspondiente a la muestra atacada, se confirma lo observado en las
imagenes de fluorescencia, evidenciando que el 6xido pasivo generado por el ataque
guimico resulta mas favorable para el desarrollo celular.

En las imagenes fy g, que corresponden a las muestras recubiertas con menory
mayor aumento respectivamente, se observa que las particulas de biovidrio presentes
no afectan negativamente el crecimiento celular, ya que las células mantienen una
morfologia no redondeada. Sin embargo, en estas imagenes también se identifican leves
indicios de despegue, posiblemente asociados a la degradacion natural del

recubrimiento.
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B Ts

Figura 31. Imagenes de fluorescencia (a—c) y SEM (d-g) de células MG-63 tras 14 dias de
cultivo sobre superficies de titanio: pulida (a, d), atacada (b, e) y recubierta con quitosano +
BGN (c, 1, g).
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6.2. Conclusiones

En esta etapa del trabajo se logré desarrollar recubrimientos compuestos por
quitosano y nanoparticulas de biovidrio mediante la técnica de deposicion electroforética
(EPD), los cuales mostraron un buen desempeno tanto en su estructura como en su
funcionamiento. Las imagenes SEM confirmaron que se formaron capas continuas,
homogéneas y con una alta concentracion de nanoparticulas, lo que permitié obtener
recubrimientos gruesos, estables y con buena adherencia al sustrato metalico.

Los analisis por FTIR confirmaron que las nanoparticulas quedaron bien
incorporadas en la matriz de quitosano, y que todavia estaban presentes luego de 21
dias de inmersion en SBF, lo que demuestra que el recubrimiento se mantiene con el
tiempo. Esta estabilidad también fue observada mediante ensayos electroquimicos, que
no mostraron un deterioro importante del recubrimiento ni un aumento en la corrosion
del material. Por el contrario, los recubrimientos ayudaron a conservar la capa protectora
del titanio.

Ademas, los ensayos con células MG-63 mostraron que los recubrimientos fueron
bien aceptados biolégicamente, con alta viabilidad y buena distribucidén celular después
de 14 dias de cultivo. En conjunto, estos resultados indican que los recubrimientos
obtenidos no solo son duraderos y estables, sino que también resultan adecuados para

aplicaciones biomédicas gracias a su buena compatibilidad celular.
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6.3. Trabajo futuro

A partir de los resultados obtenidos, se proponen las siguientes lineas de trabajo para

continuar con el desarrollo y optimizacion de los recubrimientos:

Incorporacion de particulas con mayor contenido de Zn: Evaluar la
incorporacion de nanoparticulas de biovidrio con mayor contenido de Zn, con el
objetivo de determinar si niveles mas altos permiten mejorar sus propiedades
bioactivas o antimicrobianas.

Realizar ensayos electroquimicos de mayor duracion: Extender los tiempos
de inmersion en SBF para analizar el comportamiento a largo plazo de los
recubrimientos y su posible degradacion o modificacién estructural.

Estudiar la liberacién idénica: Investigar la liberacion de iones desde el
recubrimiento, especialmente de silicio y calcio, y su posible relacion con la
bioactividad del sistema.

Aplicar la técnica a geometrias mas complejas: Evaluar la eficacia del proceso
de deposicidn electroforética sobre sustratos con formas mas representativas de
dispositivos reales, como tornillos o implantes con superficies curvas o porosas.
Probar otros sustratos o matrices poliméricas: Analizar el comportamiento de
los recubrimientos sobre diferentes materiales base, asi como el uso de otras
matrices poliméricas que puedan ofrecer mejoras en cuanto a degradacion,

adhesioén o respuesta biologica.
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