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Resumen

Titulo: Estudio del Efecto de la Deposicion Electroforética de Moléculas Funcionales sobre
las Propiedades Antimicrobianas de Superficies de Titanio. *

Autor: Lady Marcela Quintero Pefia,

Dayanna Andrea Rojas Starez. **

Palabras Claves: Deposicion Electroforética, Quitosano (Qs), Polietilenimina (PEI), Poli
(&cido lactico-co-glicdlico) (PLGA), Titanio.

Descripcion:

Para reemplazar y restaurar tejidos se implantan biomateriales que estan expuestos a fluidos
corporales, lo cual requiere que sean biocompatibles. Para obtener recubrimientos
biocompatibles con el cuerpo humano se forman nanoestructuras compuestas de Quitosano,
las cuales son depositadas en la superficie de Titanio. El Quitosano es un polisacarido que
proviene de la quitina obtenido por medio de una reaccion de desacetilacion, el cual se ha
descrito como un polimero cationico lineal, biodegradable, con alto peso molecular y de
extraccion ambientalmente amigable. Se ha demostrado en estudios previos la funcionalidad
de las moléculas poliméricas como Poli (acido lactico-coglicolico) (PLGA) y Polietilenimina
(PEI) en la regeneracion de tejidos debido a sus propiedades de baja toxicidad, buena
adherencia celular y caracteristicas antimicrobianas.

El objetivo de este estudio fue sintetizar nanoestructuras de Quitosano funcionalizadas con
polimeros como Poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA) y Polietilenimina (PEI) para su
posterior deposicion electroforética y estudio antimicrobiano en superficies de titanio. Las
nanoestructuras de Quitosano fueron sintetizadas mediante la técnica de gélificacidn ionica,
afladiendo PLGA y PEI a la solucion de nanoestructuras de Quitosano. Los sistemas se
caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR),
dispersion de luz dinamica (DLS) y microscopia electronica de barrido (SEM). Se obtuvo
tamafos promedios de 150 nm para las nanoparticulas, observando que estas se adherian a las
laminas de titanio a un potencial de 15 V en 15 minutos. Se concluyd en las pruebas
electroquimicas que el PLGA y PEI aportan estabilidad al recubrimiento de Quitosano
afiadiendo bioactividad. Se observé en las pruebas antimicrobianas que el recubrimiento de
Quitosano con PEI tiene una mayor inhibicion en comparacion con los otros recubrimientos.

* Tesis de Grado.
* Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: PhD Sergio Ismael Blanco Vasquez.
Codirector: PhD John Jairo Castillo Ledn. Codirector: PhD Jorge Andrés Gutiérrez.
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Abstract

Title: Study of the Effect of Electrophoretic Deposition of Functional Molecules on the
Antimicrobial Properties of Titanium Surfaces. *

Author: Lady Marcela Quintero Pefia,

Dayanna Andrea Rojas Suarez. **

Key Words: Electrophoretic Deposition, Chitosan, Polyethylenelene (PEI), Poly (lactic-co-
glycolic acid) (PLGA), Titanium.

Description:

To replace and restore tissues are implanted biomaterials that are exposed to body fluids,
which requires they must be biocompatible. To obtain biocompatible covering with the
human body, nanostructures composed of Chitosan are formed which are deposited on the
surface of Titanium. Chitosan is a polysaccharide that comes from chitin obtained through a
deacetylation reaction. It has been described as a linear cationic polymer, biodegradable, with
high molecular weight and environmentally friendly extracted. In previous studies has been
demonstrated the functionality of polymeric molecules such as Poly (lactic-coglycolic acid)
(PLGA) and Polyethyleneimine (PEI) in tissue regeneration, due to their low toxicity
properties, good cell adherence and antimicrobial characteristics.

The objective of this study was to synthesize Chitosan nanostructures functionalized with
polymers such as Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and Polyethyleneimine (PEI) for
their subsequent electrophoretic deposition and antimicrobial study on titanium surfaces.
Chitosan nanostructures were synthesized using the ionic gelification technique, adding
PLGA and PEI to the Chitosan nanostructures solution. Systems were characterized by
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), Dynamic light scattering (DLS), and
Scanning electron microscope (SEM). Average sizes of 150 nm were obtained for the
nanoparticles, observing that they had adhered to the titanium plates at a potential of 15 V in
15 minutes. It was concluded from electrochemical tests that PLGA and PEI provide stability
to the chitosan covering, adding bioactivity. It was observed in the antimicrobial tests that the
Chitosan with PEI covering has higher inhibition compared to the others coverings.

*Thesis work.
** Science Faculty. School of Chemistry. Director: PhD. Sergio Ismael Blanco Vasquez. Co-
director: PhD John Jairo Castillo Leon. Co-director: PhD. Jorge Andrés Gutiérrez.
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Introduccion

En la actualidad, un gran numero de personas posee alguna parte de su cuerpo
reparada o reemplazada artificialmente por piezas denominadas “implantes”.
Tradicionalmente los implantes metalicos se construyeron utilizando aceros inoxidables y
aleaciones de cromo. Sin embargo, con el paso del tiempo, se implemento el titanio y sus
aleaciones, debido a la posible toxicidad que generan los elementos aleantes del acero
liberados en el proceso de corrosion, causado principalmente por los fluidos corpolares.(Gil

& Planell, 1993)

Debido a que cada ser humano posee un sistema inmune especifico, los materiales
unificados usados comunmente actian de manera diferente en cada persona, siendo en
algunos casos rechazados. La causa mas comun de rechazo es la inadecuada cicatrizacion,
debido a que en lugar de acercarse las células del hueso e integrarse con el titanio, se forma
una barrera celular que impide esta unién, causando el crecimiento de un tejido blando

alrededor del implante impidiendo asi un buen ajuste.(Chen & Thouas, 2015)

Otro caso que podria suceder seria la tonalidad negra del tejido huésped que rodea un
implante, un fenémeno conocido como metalosis, y es causada por la liberacién de particulas
del material del implante, lo que finalmente conduce a un “aflojamiento” aséptico.(Bauer,

Schmuki, von der Mark, & Park, 2013)

Una de las consecuencias mas comunes después de una cirugia que involucra
implantes, es la infeccién que suele producirse en el quiréfano o en el postoperatorio
(nosocomiales), de las cuales el 60% de las infecciones son causadas por Estafilococos(Ariza,

Euba, & Murillo, 2008), que puede llevar a procedimientos médicos prolongados, falla
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general del implante y posteriormente a requerir una operacion auxiliar para su retiro,

aumentando el costo financiero y la tasa de mortalidad.(Madhan Kumar et al., 2019)

Algunos casos reportados en implantes dentales  presentan inconvenientes
relacionados con la acumulacion de caries o sarro, causando infeccion bacteriana en la encia

y la destruccion de hueso, fendmeno conocido como peri-implantitis.(Ariza et al., 2008)

Debido a lo casos comentados anteriormente y muchos otros que se presentan, cada
afio se realizan investigaciones de nuevos materiales y/o recubrimientos funcionales éptimos

buscando brindar soluciones eficientes y facilitar su uso en pacientes.

Esta propuesta se fundamenta y justifica en la necesidad de superficies aplicables a
implantes que proporcionen el minimo estrés fisioldgico en el sistema 6seo reduciendo de
manera significativa la problematica del contagio de infecciones en quir6fanos y centros
asistenciales, evitando asi un segundo o tercer procedimiento quirdrgico para su extraccion,

lo cual acarrea costos en el sistema de la salud y posibles complicaciones en los pacientes.

La construccion de implantes metalicos requiere el uso de aleaciones con elementos
inertes fundamentado en la hostilidad bioguimica que se genera en el interior del cuerpo
humano; siendo los implantes de titanio (Ti) los mas comunes en la actualidad por su
biocompatibilidad y baja densidad comparada con otros metales.(Le Guéhennec, Soueidan,

Layrolle, & Amouriq, 2007)

Sin embargo, su bioactividad se puede mejorar afiadiendo compuestos con
caracteristicas antimicrobianas como el Quitosano (Qs), que disminuya la susceptibilidad a
infecciones. El Quitosano es un polimero extraido por medio de una reaccion de la N-
desacetilacion de la quitina, la cual se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos. Este
polimero es ampliamente interesante en medicina, ya que posee caracteristicas

antimicrobianas y baja toxicidad. (Sivakami et al., 2013)
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Asimismo, es importante la funcionalidad que le pueden dar moléculas poliméricas
como Poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), y Polietilenimina (PEI), enmarcados en la

biocompatibilidad que pueden generar a los sistemas.(Zheng et al., 2009)

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo se enfocd en determinar la posibilidad de
incrementar la actividad antimicrobiana del titanio mediante la deposicion electroforética de
nanoparticulas quitosano y otros sistemas de nanoparticulas, ademas de estudiar como varia

la sintesis de las nanoparticulas agregando PLGA y PEI a las nanoparticulas de quitosano.
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1. Objetivos
1.1. Objetivo general
Estudiar el efecto antimicrobiano de moléculas poliméricas depositadas

electroforéticamente sobre superficies de titanio.

1.2. Objetivos especificos
e Sintetizar nanoparticulas de Quitosano (NPsQs) funcionalizadas con Poli (4cido
lactico-co-glicolico) (PLGA), y Polietilenimina (PEI).
e Analizar la variacion de los pardmetros experimentales de los recubrimientos
obtenidos mediante deposicion electroforética.
e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los nanocompuestos Yy
recubrimientos.

e Determinar la mejor formulacién en términos de propiedades antimicrobianas.

2. Marco tedrico

2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es el estudio y la manipulacion de la materia a escala nanométrica,
abarcando numerosos y diversos campos, que va desde la biomédica, biotecnologia,
farmacéutica, agricultura, materiales avanzados, catalisis, electronica, entre otras.(Taylor et
al., 2013) La sintesis, propiedades y aplicaciones de los materiales y dispositivos por debajo
de los 100 nanémetro (nm) en alguna de sus dimensiones (hanomateriales), han contribuido
considerablemente en la biomedicina, como agentes de imagen, transporte y administracion
de farmacos, herramientas de diagnostico, entre otros.(Liu, Swierczewska, Lee, & Chen,

2010) Desde hace pocas décadas, el inmenso potencial de las nanoparticulas, especialmente
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el campo de la nanomedicina, ha conducido a un amplio interés y atencion dado sus

aplicaciones.

2.2. Implantes Biomédicos

Un implante es un material de uso médico creado para reemplazar, ayudar o mejorar
alguna estructura bioldgica faltante del cuerpo humano. Este debe cumplir con caracteristicas
que ayuden de manera permanente a sustituir parcial o totalmente estructuras destruidas por

alguna enfermedad o lesion.(Hjort, Mathisen, Alves, Clermont, & Boutrand, 2012)

Los implantes pueden actuar interfacialmente con sistemas biologicos, por lo que
pueden estar hechos de biomateriales, los cuales estan disefiados para ser implantados o
incorporados dentro de un sistema vivo. Los biomateriales se implantan con el objeto de
remplazar y/o restaurar tejidos vivientes y sus funciones, lo que implica que estan expuestos
de modo temporal o permanente a fluidos corporales. Sin embargo, algunos biomateriales
pueden estar localizados fuera del cuerpo, incluyéndose en esta categoria a la mayor parte de
los materiales dentales. Los biomateriales deben cumplir con las condiciones de
biocompatibilidad y asegurar una determinada vida media. Ademas, tienen que aportar las

caracteristicas especificas que requiera la aplicacion a la que vayan a ser destinados.

En este sentido, el uso de los biomateriales exige que lleven a cabo una funcion
adecuada sin ocasionar dafio alguno al organismo, por lo que deben cumplir ciertas
caracteristicas:(Smith, Mancini, & Nie, 2009)

e Tener propiedades fisicas y mecanicas apropiadas para efectuar la funcion para la cual es
elegido, esto hace alusion a un largo tiempo de vida.

e No debe generar toxicidad o ser un potencial carcinogénico.



RECUBRIMIENTO NANOPARTICULAS DE QUITOSANO
20

e No debe contener compuestos solubles en el sistema que pueda afectar algin tejido u
organo y/o tenga efectos secundarios.

o Debe ser esterilizable.

Aunque la gran mayoria de implantes cumplen con algunas de estas caracteristicas, no
satisfacen por completo estas condiciones. En este sentido, se han llevado a cabo estudios en
busca de implantes biomédicos que puedan satisfacer las caracteristicas mencionadas

anteriormente, utilizando diferente tipos de materiales.(Sastre, de Aza, & San Roman, 2003)

2.3. Implantes de Titanio (Ti)

De los biomateriales metélicos, podria considerarse que el nimero de elementos
metalicos que se utilizan en la fabricacion de implantes es muy limitado. El primer requisito
para su utilizacion seria la tolerancia en el organismo, por lo que es muy importante la
cantidad que se ingrese a los tejidos vivos.(Rius, 1999) Otro requisito imprescindible es tener
una buena resistencia a la corrosion.

La corrosion es un problema general de los metales, ain mas si estan inmersos en un
medio hostil, como es el organismo humano, y a temperaturas mayores a 37 °C.(L1i, Lee, Cui,
& Choi, 2008) Algunos materiales poseen la propiedad de formar una capa pasiva de 6xido
en su superficie, protegiendo asi el interior del metal al evitar que avance la corrosion, como
ocurre en el titanio. La alta biocompatibilidad del Ti como material de implantologia y en
especial de fabricacion de prétesis de hueso y placas dentales, esta relacionada con las
propiedades del oOxido superficial (TiO2) , ya que tanto en contacto con el aire como
sumergido en soluciones acuosas este material rapidamente forma una capa protectora con un
espesor de 0xido de 3 a 5 nm a temperatura ambiente.(Metikos-Hukovi¢, Tkal¢ec, Kwokal, &
Piljac, 2003) Puede formar numerosos 6xidos de diferente estequiometria, de los cuales TiO-

es el mas comun, haciéndolo resistente al ataque quimico. Esto hace que sea uno de los
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metales mas resistentes a la corrosion en medios acuosos. Otras propiedades que lo hace ideal
como implante es su capacidad de fusionarse con el hueso, ya que permite la colonizacion de
su superficie por parte de las células osteoprogenitoras, proceso que se conoce COmMo
osteointegracion. Otra caracteristica destacable es que no posee magnetismo, lo cual permite
que se puedan realizar analisis de resonancia magnética nuclear en pacientes sin
problemas.(Marmol et al., 2012)

En este sentido, la biocompatibilidad del titanio ha hecho posible su aplicacion en una
gran cantidad de campos médicos.
2.4. Quitosano (Qs)

El Quitosano es un polisacarido que proviene de la quitina por medio de una reaccién
de desacetilacion. En la reaccion se sustituyen los grupos acetamido por grupos amino al
tratar la quitina con alcalis fuertes, como se observa en la (jError! No se encuentra el origen d
e la referencia.).

Figural

Reaccion de Desacetilacion de la quitina.
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Nota: (Di Martino, Sittinger, & Risbud, 2005)

La quitina es un polisacarido compuesto por unidades de N-acetilglucosamina que se
enlazan del mismo modo que la glucosa para dar lugar a la celulosa.(E.-J. Lee et al., 2009) Es
muy comun en la naturaleza, siendo el segundo polisacérido méas abundante seguido de la
celulosa, forma parte de las paredes celulares de los hongos, el exoesqueleto de los
artrépodos y algunos 6rganos de otros muchos animales como las quetas de los anélidos.(Di
Martino et al., 2005) Al ser un biopolimero lineal altamente insoluble en agua y de baja
reactividad sus aplicaciones son limitadas. El Qs es la forma N-desacetilada de la quitina, el
cual se ha descrito como un polimero catidnico lineal, biodegradable, de alto peso molecular
y ambientalmente amigable al ser extraido de la naturaleza.

Este nuevo polisacarido es una sustancia no toxica, biodegradable y biocompatible,
con un gran poder emulsionante, absorbente, antifGngicas, antimicrobianas y
antivirales.(Wang, Layrolle, Stigter, & de Groot, 2004) Es principalmente empleado en la
ingenieria de tejidos al ser un polisacarido de origen natural conocido por inducir una mayor
osteointegracion de las protesis.

2.5. Poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA)

El Poli (&cido lactico-co-glicolico) es un copolimero que se utiliza en una gran
cantidad de dispositivos terapéuticos aprobados porla Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA), debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad . EI PLGA se sintetiza
por medio de la copolimerizacién de apertura de anillo de dos monémeros diferentes, los
dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-diones) de acido glicolico y &cido lactico (Figura 2). Los
polimeros se pueden sintetizar como copolimeros aleatorios o de bloque, impartiendo
propiedades poliméricas adicionales. Los catalizadores comunes usados en la preparacion de

este  polimero incluyen 2-etilhexanoato deestafio (Il), Alcoxidos de estafio
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(1) o Isopropdxido de aluminio . Durante la polimerizacion las unidades monomericas
sucesivas (de acido glicolico o lactico) se unen en PLGA mediante enlaces ester,

produciendo asi un poliéster lineal, alifatico como producto.(Astete & Sabliov, 2012)

Figura 2

Estructura del PLGA.
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Nota: (Astete & Sabliov, 2012)

PLGA se degrada por hidrolisis de sus enlaces éster en presencia de agua. Se ha
demostrado que el tiempo requerido para la degradacién de PLGA esté relacionado con la
proporcién de mondmeros utilizados en la produccion: cuanto mayor es el contenido de
unidades de glicolido menor es el tiempo requerido para la degradacién en comparacién con
los materiales predominantemente lactidas. Esta flexibilidad en la degradacion lo ha hecho
conveniente para la fabricacion de muchos dispositivos medicos, tales como,
injertos , suturas , implantes , dispositivos protésicos , peliculas de sellado quirdrgico, micro
y nanoparticulas. (Legaz, Gilbert, & Paul, 2014)

Entre los diferentes polimeros desarrollados para formar nanoparticulas poliméricas,

el PLGA ha llamado la atencion de la Agencia Europea de Medicina para usarlo en los
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sistemas de administracion de medicamentos para administracion parenteral. Se han descrito
formulaciones y métodos de produccion adaptados a varios tipos de drogas, como moléculas
pequefias 0 macromoléculas hidréfilas o hidrofobas, proteccion del farmaco contra la
degradacion, posibilidad de liberacion sostenida, posibilidad de modificar las propiedades de
la superficie para proporcionar una mejor interaccion con los materiales biologicos y
posibilidad de dirigir nanoparticulas a 6rganos o células especificos.(Bivas-benita, Romeijn,
Junginger, & Borchard, 2004; Danhier et al., 2012; Panyam & Labhasetwar, 2003)

2.6. Polietilenimina (PEI)

ElI PEI es un polimero obtenido a partir de monémeros de etilenimina. Segin su
estructura molecular, este compuesto puede ser lineal o ramificado. En su estructura, el PEI
contiene una gran cantidad de grupos amino, que pueden ser primarios, secundarios 0
terciarios, segun si presentan dos, uno o ningun enlace con atomos de hidrégeno. El PEI
lineal s6lo presenta grupos aminos secundarios, a diferencia del PEI ramificado como se
observar en la Figura 3 el cual contiene los tres tipos de grupos amino.(Pei, Demeneix, &
Behr, n.d.)

Figura 3

Estructura de PEI.

N > \/\ﬁ/\/ B /\/ §ii

e S e S,
Nota: (Pei et al., n.d.)

El polimero cationico PEI se caracteriza por su potencial de transporte de genes. Cada

tercer atomo de PEI es un atomo de nitrégeno amino protonable, lo que hace que la red
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polimérica sea una "esponja de protones" efectiva a practicamente cualquier pH. (Schermant,

Demeneixt, & Behr, 1995)

Figura 4

Microscopia SEM de biofilm S. aureus.

Nota: Tomado por el laboratorio GIBIM

2.7. Staphylococcus aureus
Las Staphylococcus son un grupo de bacterias en la que hay mas de 30 tipos. Un tipo
llamado Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa, grampositiva,
productora de coagulasa, catalasa, inmovil y no esporulada que causa la mayoria de las

infecciones por estafilococo. Las bacterias de estafilococos pueden causar muchos tipos
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diferentes de problemas, incluyendo infecciones de la piel, infeccion del torrente sanguineo,
infeccion del revestimiento interno de las camaras y valvulas del corazén, intoxicacion por
alimentos, neumonia, sindrome de shock tdxico. Algunas personas tienen estafilococos en la
piel 0 en la nariz sin contraer una infeccion a menos que se corten o hieran, caso en el cual las
bacterias podrian entrar al cuerpo y causarles una infeccién. Los Staphylococcus pueden
propagarse de una persona a otra. También pueden encontrarse en objetos, como toallas,
ropa, manijas de puertas, equipo deportivo y el control remoto. Las infecciones por
estafilococos se tratan con antibioticos, los cuales puede variar en el tipo de presentacion
(crema, unglento, tabletas o intravenosos) segun la infeccion. Algunas infecciones por
estafilococos, como el SARM (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina),
son resistentes a muchos antibioticos.(A et al., 2015; lleana, Lam, Ponce, & li, 2012; Togneri,

Podesta, & Pérez, 2017)

Figura 5

Microscopia SEM de biofilm S. epidermidis.

Nota: Tomado por el laboratorio GIBIM
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2.8. Staphylococcus epidermidis

Es  unaespecie bacteriana  del  género Staphylococcus,  consistente  en
cocos grampositivos arreglados en grupos. Es coagulasa-negativa, termonucleasa-negativo
aunque a veces varia. Se presenta frecuentemente en la piel de humanos y de animales, asi
como en membranas mucosas. La S. epidermidis son las bacterias mas cominmente aisladas
en los laboratorios microbioldgicos. Entre ellas la S. epidermidis, que se caracteriza por ser
novobiacina sensible, la cual fue considerada por mucho tiempo como un germen
contaminante de cultivos. Sin embargo, ahora se le reconoce como un patdégeno importante y
es considerado el agente causal de diferentes infecciones, entre ellas: infecciones urinarias
intrahospitalarias, osteomielitis, endocarditis de valvula nativa, bacteremia en pacientes
inmunosuprimidos, endoftalmitis después de cirugia ocular, infecciones de dispositivos
médicos o cuerpos extrafios (catéteres endovenosos, fistulas para hemodialisis, catéteres de
dialisis peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos vasculares, véalvulas

cardiacas protésicas e implantes de mama).(Coralith, Juan, & Ramos, 2003)

Otra caracteristica importante de las S. epidermidises la susceptibilidad
antimicrobiana que presenta. Han desarrollado resistencia a la meticilina de forma paralela
que las S. aureus, pero mostrando tasas mucho mas elevadas que esta Ultima, la cual se ha ido
incrementando de manera importante en los Gltimos 20 afios. Mientras que a inicio de los 80s
se indicaban tasas de resistencia a la meticilina del 20%, en 1999 estas llegaron al 80%. Esta
es la razon por la cual en la actualidad se considera que la vancomicina es el tratamiento de
eleccién para las infecciones causadas por este germen. EI mayor nimero de infecciones del
lecho operatorio fueron causadas por S. epidermidis. EI 30% de los pacientes con estas

infecciones no tenian una enfermedad simultanea ni presentaba factores predisponentes que
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podian ser correlacionados estadisticamente con un riesgo incrementado de

infeccion.(Coralith et al., 2003; J. Y. H. Lee et al., n.d.)

2.9. Deposicion electroforética (EPD)

La técnica de deposicion electroforética se basa en el fendmeno electrocinético de
electroforesis, en el cual particulas cargadas en medio de suspension liquido migran hacia el
electrodo de carga contraria al de su superficie, al aplicar un campo eléctrico. El aumento del
contenido de iones de carga contraria en el entorno del electrodo provoca la formacién de una
capa de particulas que forma el recubrimiento.(Castro, Ferrari, Moreno, & Duran, 2011) La
EPD permite la fabricacion de una amplia gama de estructuras desde materiales tradicionales
hasta materiales avanzados, desde peliculas finas nanométricas de una fraccion de 1 mm de
espesor, andamios porosos hasta recubrimientos altamente compactos. Estas estructuras
incluyen diferentes composiciones con formas y estructuras complejas que pueden formarse
en un tiempo de experimentacion relativamente corto mediante un aparato simple.(Amrollahi
etal., 2015)

Una celda EPD contiene cuatro partes diferentes: electrodos de trabajo (sustrato y
contraelectrodo), suspension coloidal y fuente de alimentacion (CA o CC) como se puede
observar en la (Figura 6).

Las caracteristicas para distinguir EPD de otras teécnicas similares basadas en deposicion son:
e Las particulas coloidales estan bien dispersas y pueden moverse libremente.
e El equilibrio electroquimico del disolvente es responsable de la carga superficial de
las particulas.
e Las particulas se mueven electroforéticamente en la mayor parte de la suspension al

electrodo con carga opuesta (sustrato)
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e EIl sustrato esta cubierto por una capa de particulas neutralizada y firmemente
depositada.

Figura 6

Partes de la deposicion electroforética.
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La técnica de EPD consta de cuatro pasos: dispersion, carga electroquimica,
electroforesis y deposicion.(Amrollahi et al., 2015)

Generalmente, se prefiere usar liquidos organicos como medio de suspension en una
celda EPD aungue sean peligrosos, caros y poco amigables con el medio ambiente. Sin
embargo, en EPD acuosa se necesitan voltajes mucho mas bajo, se tiene mas control sobre la
temperatura y la deposicion se lleva a cabo mas rapido. La principal desventaja de la
deposicion en medio acuoso es la generacion de burbujas de gas producto de la

descomposicion del agua, lo cual compromete drasticamente la calidad de la capa depositada.
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Entre las ventajas de la técnica encontramos aplicacion altamente versatil, aparatos y equipos
simples, tiempo de procesamiento corto, rentabilidad, modificacion facil, empaque denso de
particulas deseable en la pieza final, la alta calidad de las microestructuras producidas, la facil
produccién de formas geométricamente complicadas y el control simple del grosor y la
morfologia. Esto ha hecho de EPD una técnica interesante tanto en la academia como en la

industria.(Hanaor, Michelazzi, Veronesi, Leonelli, & Romagnoli, 2011)

2.10. Evaluacién Electroquimica

Para determinar experimentalmente la calidad de los recubrimientos se requiere de
instrumentacién electroquimica, las cuales estudian las propiedades eléctricas de disoluciones
0 materiales. Estas mediciones se llevan a cabo dentro de una celda electroquimica (Figura

7) donde se realizan procesos mayoritariamente de reacciones redox.

La celda electroquimicas esta conformada por el uso de un controlador de potencia
(potencidstato / galvanostato) para pasar corriente a través de la muestra o electrodo de
trabajo (W) y un electrodo auxiliar (AUX), mientras se controla el potencial del electrodo de
trabajo con un electrodo de referencia, en este caso de Plata/Cloruro de Plata

(Ag/AgCl)(Parker, 2006).

Los principales analisis electroquimicos que se realizan para evaluar la estabilidad de

recubrimientos son:

Potencial a circuito abierto (OCP): Con esta técnica se estudia la variacion del
potencial en funcion del tiempo sin aplicar ninguna carga o corriente externa. El valor del
potencial registrado se relaciona con el equilibrio electroquimico de las posibles reacciones
que ocurran en la superficie del electrodo y su correspondiente estabilidad termodinamica.

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS): En esta técnica se genera una

perturbacion del potencial de electrodo a través de una onda sinusoidal con diferentes
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frecuencias registrandose la corriente generada con lo que se calcula la impedancia. La
variacion de los valores de impedancia total, real e imaginaria y su variacion en funcion de la
frecuencia, se pueden relacionar con diferentes valores caracteristicos como la resistencia del
electrolito, la resistencia de transferencia de carga, la resistencia de poro de los
recubrimientos y la capacitancia de la doble capa eléctrica. Este andlisis es adecuado para el
estudio de materiales de uso habitual como biomateriales, ya que permite evaluar la

estabilidad electroquimica de los materiales y recubrimientos.
Figura7

Montaje celda electroquimica.

\

Nota: (Parker, 2006)

Voltametria lineal o Curva de polarizacion: Permite la determinacion del potencial

y la corriente de corrosién por medio de la extrapolacion de la pendiente Tafel, las cuales se
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hallan de las curvas obtenidas. También se puede determinar la velocidad de corrosion

realizando una aproximacion con la ecuacion Stern-Geary.

2.11. Técnicas de caracterizacion.
Para la caracterizacion de las nanoestructuras se utilizard espectroscopia IR,
microscopia electronica de barrido (SEM), dispersion dinamica de luz (DLS). A

continuacion, se muestra una breve descripcion de cada técnica mencionada.

Espectroscopia IR: Es una técnica de analisis que utiliza la region infrarroja del
espectro electromagnético. Se basa en las vibraciones moleculares que se producen en la
region del infrarrojo del espectro, permite observar las frecuencias de los grupos funcionales
en una molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie, la geometria

molecular, las masas atdmicas y el acoplamiento vibracional.(Diccionario de ciencias, 2000)

Microscopia electronica de barrido (SEM): en el microscopio electronico de
barrido se construyen imagenes y contrastes, aprovechado los electrones secundarios y
retrodispersados de una muestra, cuando sobre ella incide un haz enfocado de electrones de
alta energia. La muestra también emite rayos X, los cuales pueden ser analizados para obtener

informacidn sobre la composicion del material.(Vazquez & Echeverria, 2000)

Dispersion dinamica de luz (DLS): tiene en cuenta la variacion de la intensidad de
dispersion respecto a la frecuencia, la viscosidad y el indice de refraccion del medio. Se
emplean estas variables para determinar el diametro hidrodindmico en funcion al nimero de
particulas en movimiento browniano.(Cuadros-Moreno, Pimentel, Martin-martinez, & Yariez

Fernandez, 2014)
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3. Estado del arte
Estudios arqueoldgicos muestran que los implantes se han empleado desde hace mas
de 3500 afios, donde se utilizaban sustitutos a base de madera.(Rodas Rivera, 2014) Estos
vienen cumpliendo su funcion de sustituir la parte del cuerpo faltante o dafiada, asi como
hacer la vida del paciente méas placentera. En la edad media cuando se caian uno o dos
dientes, se podian reponer uniéndolos con hilos de oro para mantenerlos en su lugar. Durante
este periodo, cirujanos del imperio romano, hacian trasplantes dentales para nobles, donde los

donantes eran plebeyos o sirvientes.(Leticia Maria Lemus Cruz, Urrutia, & Castell, 2009)

Ya en el siglo XIX més exactamente en 1911, Strauss & Marrer patentaron la formula
del acero inoxidable (FeCrNi 74, 18,8%), y en los siguientes afios se realizaron avances en la
calidad del materia y mecénica, afiadiendo elementos como molibdeno y carbono. Aunque
estos cumplian con eficiencia, causaban efectos secundarios como la toxicidad generada por
la corrosion y/o la degradacion del implante. La corrosion se genera debido a la liberacion de
iones metalicos hacia el medio corporal donde se encuentre, siendo un parametro

fundamental para definir si el implante es biocompatible o no.(Rodas Rivera, 2014)

Para que un material sea biocompatible debe contar con la capacidad para actuar de
manera adecuada en el entorno bioldgico en el cual se encuentre en contacto directo. En 1940
Bothe y en 1951 Leventhal, ambos de EEUU, fueron los primeros en reportar las
caracteristicas bioldgicas del Ti, realizando sus pruebas en animales.(Lemus Cruz, Justo
Diaz, Almagro Urrutia, Saez Carriera, & Triana, 2009)Encontraron que no producia efectos
inflamatorios causados por la corrosion y que la rapida accién de este con el oxigeno produce
una fina capa superficial de 6xido impermeable que forma una capa protectora. Aunque el
aluminio también tiene esta caracteristica, el Ti es mas eficiente y pose capacidades de baja
densidad y mayor resistencia, siendo biocompatible al no reaccionar de manera negativa con

tejidos y tener la capacidad de buena adherencia al hueso en comparacién a los otros aceros,
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destacandose en la industria quimica como unos de los materiales mas adecuados en

implantes quirargicos.(Gil & Planell, 1993)

A pesar de su gran éxito en la aplicacion clinica, todavia se encuentran desafios para
el disefio de implantes exitosos relacionados a la mala calidad del hueso y prevencién de
inflamacion aguda alrededor del implante, debido a que las propiedades superficiales de los
implantes de Ti juegan un papel importante en la osteointegracion. Se han desarrollado
superficies para inducir, guiar y controlar curaciones dseas réapida, incluida la alteracion de
las propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y bioquimicas de la superficie de implante de

Ti.(Jiang et al., 2010)

El Qs es un polisacarido cationico natural, al ser soluble en soluciones acuosas es mas
facil de procesar que la quitina. Las principales investigaciones se enfocan en su preparacion
variando sus pesos moleculares, su grado de desacetilacion, la distribucién de los grupos
acetilos, la longitud de la cadena y la estructura que influyen tanto en la solubilidad como en

su biocompatiblilidad y otras propiedades.(Devlieghere, Vermeulen, & Debevere, 2004)

Por su naturaleza de polimero natural ha sido tratado para métodos similares que la
celulosa, en donde el Qs puede ser reticulado, fabricado para hidrogeles y nanotubos. La
ventaja del Qs en tales materiales no es solo su biodegradabilidad y su actividad
antibacteriana, sino también la hidrofilia introducida por la adicion de los grupos polares
capaces de formar interacciones secundarias (—-OH y -NH2 grupos involucrados en enlaces H

con otros polimeros).(Rinaudo, 2006)

Los esfuerzos de investigacion y las aplicaciones que involucran Qs han aumentado
significativamente en las Ultimas dos décadas(Abdul Khalil et al., 2016), lo que se hace
evidente al trazar el nimero total de articulos que contienen la palabra "Quitosano™ en el

titulo publicado en los ultimos 80 afios. La deposicion electroforética del Qs se remonta a
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2002. El grupo de investigacion dirigido por Payne lo depositd con éxito en el 2002(L. Q. Wu
et al., 2002) y luego demostro la deposicion de nanoparticulas de Qs en el 2005 (L. Q. Wu et
al., 2005; Yi et al., 2005). Propusieron que la carga positiva de que lleva su estructura en
condiciones ligeramente acidas permite el deposito en el catodo bajo un voltaje aplicado(L.

Q. Wu et al., 2005; Yi et al., 2005).

Los grupos de investigacion liderados por Altomare (2014)y Benzoni
(2016) (Benzoni et al., 2016) utilizaron laminas de aluminio y Ti como catodos durante la
EPD y finalmente introdujeron andamios compuestos porosos basados en Qs obtenidos a

través de EPD(Avcu et al., 2019).

Aprovechado asi en el campo de la medicina, el Qs se encuentra siendo util para
muchas aplicaciones entre ellas (geles, peliculas, fibras, floculantes para recuperaciéon de
proteinas, descontaminacion, etc.). Siendo asi un biomaterial de propiedades antimicrobianos
y de bajo costo, por lo que ha ganado considerables atenciones como recubrimiento en
implantes de Ti en los dltimos afios.(Rinaudo, 2006) Entre polimeros biodegradables como el
Qs se encuentra el PLGA y el PEI. ElI PLGA al degradarse por metabolismo en poliglicélico
acido (PGA) y acido polilactico (PLA) le da la caracteristica de biocompatiblilidad, lo cual ha
sido ampliamente estudiado para preparar nanoparticulas cargadas de farmacos para producir
la liberacion de control de farmacos, principalmente antibiéticos. (Dinarvand et al.,
2012)(Dinarvand et al., 2012)(Dinarvand et al., 2012)(Dinarvand et al., 2012)(Dinarvand et
al., 2012)EIl uso de biopeliculas compuestas, que poseen propiedades antibacteriales, causan

la inhibicién de bacterias Staphylococcus aureus y Escherichiacoli.(Dinarvand et al., 2012)

En cuanto al PEI, teniendo en cuenta la biocompatibilidad que presenta se ha
empleado en el area biotecnologia como vector no viral para llevar a cabo procesos de

transfeccion de genes, estabilizador de proteinas y desarrollo de biosensores. Las
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nanoparticulas de PEI en varios estudios exhibieron un fuerte efecto antibacteriano contra
todas las bacterias S.aureus, S.epidermidis, E.faecalis , P.aeruginosa y E. coli.(Beyth et al.,
2008) La alta actividad de los agentes policationicos se refleja en la absorcion de polimeros
cargados positivamente sobre superficies celulares bacterianas cargadas negativamente,
encontrando que la PEI alquilada en N era efectiva contra una variedad de bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas.(Lin, Qiu, Lewis, & Klibanov, 2002)
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4. Metodologia

Figura 8

Metodologia para el desarrollo del proyecto.
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4.1. Sintesis de recubrimientos

Figura 9

Diagrama de flujo de la sintesis de recubrimientos.

, : l Solucion de Quitosano
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Nota: Autor

4.1.1. Sintesis de nanoparticulas de Quitosano (NpsQs)

La formacion de nanoparticulas de Qs se realiz6 mediante la técnica de gélificacion
i6nica. El Qs se disolvidé en una solucion de &cido acético al 1%(v/v) para obtener una
solucién al 0,5% (p/v), luego se elevd el pH de 4.6-4.8 con hidréxido de amonio diluido. Las
nanoparticulas de Qs se formaron espontaneamente afiadiendo un 1 mL de una solucion
acuosa de tripolifosfato (0.25% p / v, 4 °C) a 3 mL de solucién de Qs bajo agitacion
magnética. Las nanoparticulas se purificaron por centrifugacién a 9000 g durante 30 min. El
sobrenadante se descartd y las nanoparticulas se lavaron con agua destilada para eliminar
cualquier residuo de hidroxido de amonio, luego se resuspendieron en acido aceético al 2%

para su posterior deposicion.(Sivakami et al., 2013)



RECUBRIMIENTO NANOPARTICULAS DE QUITOSANO
39

4.1.2. Sintesis de la solucidon de PLGA con las nanoparticulas de Qs.

Las nanoesferas se prepararon mediante una técnica de emulsion, difusion vy
evaporacion. Se disolvieron 200 mg de PLGA en 10 ml de acetato de etilo a temperatura
ambiente, durante 2 horas de agitacion magnética. La fase organica se agregd luego a la
solucion de nanoparticulas de Qs sintetizadas anteriormente. La emulsion se agitdé a
temperatura ambiente durante 3 horas, después se homogenizé utilizando un ultrasonido de
punto ULTRASONIC PROCESSOR 130 WATT 20 HZ durante 2 minutos con pulsos 20
segundos ON-10 segundos OFF y amplitud 80%. Para esta emulsion el agua se afiadié bajo
agitacion dando como resultado nano-precipitacion. La agitacion contindo en un bafio de

agua mantenido a 40 °C para eliminar el solvente organico.*

4.1.3. Sintesis de la solucion PEI con las nanoparticulas de Qs.
Se afiadi6 una cantidad predeterminada 5 mg/mL de PEI a la solucién de

nanoparticulas Qs, agitando la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente.(Fan, 2017)

4.2. Deposicion electroforética

4.2.1. Deposicion electroforética de las NPsQs

Se utilizaron ldminas de Titanio de alta pureza (99,5%) (Alfa Aesar) de 1 cm de ancho
por 4 cm de largo (Figura 10) como material para recubrir, las cuales se usaron como
electrodos de trabajo. Las laminas son lavaron con etanol al 90% en un bafio de ultrasonido

durante 10 minutos para su posterior uso.

Para la deposicion se realiz6 el montaje que se muestra en la (Figura 11), en el cual se
tomé 10 mL de soluciones de NPsQs, se varié parametros como voltaje (12, 15,20y 25V)y
tiempo de deposicion (5, 10 y 15 minutos). Esto para elegir las condiciones que generaran

recubrimientos con mejores caracteristicas.
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Figura 10

Lamina de Titanio

Nota: Lamina de Titanio de 1x5 cm de dimensién. Autor

Figura 11

Montaje experimental para la deposicion electroforética.

Nota: Montaje experimental para la deposicion electroforética. 1) solucion a depositar, 2)
contraelectrodo (lamina de acero), 3) electrodo de trabajo (Iamina de titanio) y 4) fuente de
voltaje. Autor
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Para depositar las soluciones de NPsQs-PEI y NPsQs-PLGA se tuvo en cuenta las

condiciones de recubrimiento con mejores caracteristicas seleccionados para las NPsQs.

4.3. Andlisis fisicoquimicos
Se realizé analisis fisicoquimico a las nanoparticulas de Qs, las soluciones de Qs-
PLGA, Qs-PEl, las laminas de titanio con recubrimientos (nanoparticulas de Qs, Qs-PLGA y

Qs-PEI).
4.3.1. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

El equipo que se utilizé es el BRUKER Tensor 27. Se recolectaron un total de 32
medidas a una resolucion de 0.5 cm-1, las cuales se obtuvieron por absorcion en una platina
soporte de ATR. Se colocd un poco de muestra liofilizada de la soluciéon en la que se
encuentran las NPs de Qs y la solucién del polimero. Las laminas depositadas se colocaron

sobre el soporte de ATR.
4.3.2. Dispersion dinamica de Luz (DLS)

Se utilizé un equipo Zetasizer Nano S90 Malvern, realizando un total de 3 medidas
cada una consistié en 10 scans para un total de 30 scans. Esto se realizdé con el fin de
promediar las medidas en un valor confiable. La medida se tomé en una celda de 4 caras
transparente para la recoleccion de datos a 90°. Se tomaron los datos de diametro

hidrodindmico obtenidos por nimero y el indice de polidispersidad a temperatura constante.
4.3.3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las laminas de titanio se colocaron sobre stubs (discos metalicos con cinta adhesiva
de carbon). Se realizo el andlisis en el Microscopio Electronico de Barrido FEG (Field
Emission Gun) QUANTA FEG 650, tomando imagenes con altovacio y voltaje de

aceleraciéon 5kV.
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4.4. Pruebas electroquimicas

Para las pruebas electroquimicas se realizo el montaje de la (Figura 12). Constituida
por una celda con 3 electrodos, usando las laminas con recubrimiento como electrodos de
trabajo. Se us6 como electrodo de referencia Ag/AgCl y como contra electrodo una barra de
grafito. Se empled suero fisioldgico como medio para las pruebas. Todo lo anterior conectado

al Potenciostato-Galvanostato Autolab 302.
Figura 12

Montaje para pruebas electroquimicas.

[ S e )

Nota: Montaje para pruebas electroquimicas. a) Potenciostato-Galvanostato Autolab 302, b)
Celda electroquimica: 1) electrodo de trabajo, 2) electrodo de referencia y 3) contraelectrodo.
Autor

Se establecieron los siguientes parametros en las pruebas para evaluar la calidad del

recubrimiento.

4.4.1 Potencial a circuito abierto (OCP)
Se realizo una lectura de potencial de 60 minutos establecido por la noma ASTM G3

(Conventions Applicable to Electrochemical Measurements in Corrosion Testing 1, 2004).
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4.4.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica
Un barrido de frecuencia de con la aplicacion de un potencial periddico de +10 mV

respecto al OCP, una frecuencia de 100000 hasta 0.01 Hz

4.4.3 Curva de polarizacion lineal
Se realiz6 la prueba de LSV con un potencial aplicado de -30 mV hasta 1200 mV con

respecto al OCP.

4.5. Pruebas antimicrobianas

4.5.1. Evaluacion preliminar del efecto antimicrobiano de los recubrimientos.

La actividad antimicrobiana de los recubrimientos en estudio fue evaluada frente a dos
cepas Gram positivas, aerobias de importancia clinica, S. epidermidis ATCC 12228 y S.
aureus ATCC 29213. La evaluacidn inicial se realizé mediante el ensayo de difusion en disco
(Kirby-Bauer), permitiendo la observacion de la inhibicion del crecimiento microbiano por la
formacion de un halo alrededor de la muestra evaluada. Se utilizé un cultivo fresco (menor a
48h) para realizar un inoculo en medio Mdeller-Hinton (MH) a una densidad optica
(D.O.595nm) entre 0.08 a 0.1 (equivalente a ~1x10° UFC/mL). Con un hisopo se sembro cada
una de las cepas en una placa de agar MH de forma homogénea. Una vez sembrada la placa
se colocaron cada una de las muestras en su lugar correspondiente y se dejé incubar 24h a

37°C en aerobiosis(Hudzicki, 2016) (Figura 13).

Adicionalmente se verifico el efecto de cada uno de los recubrimientos de inhibir la
adhesién de microorganismos a la lamina mediante la evaluacion del ndmero de
microorganismos adheridos a la superficie. Se utilizé un cultivo fresco (menor a 48h) para
realizar un inoculo en medio Miieller-Hinton (MH) a una concentracion de 1x10’UFC/mL).

Se introdujeron las ldminas recubiertas y se incub6 por 48h a 37°C. Se extrajeron las ldminas
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y se lavaron con PBS para remover células no adheridas. Luego se sonicaron en 1 mL de PBS
en bafio frio por 5 minutos para remover las células adheridas. Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas y se sembraron en medio solido MH para realizar conteo de unidades

formadoras de colonias.
Figura 13

Metodologia de Kirby-Bauer.

Inoculo medio MH

daR T

D.0.595nm : 0,08-0,1
- . s jesca |

~1x10° UFC/mL s \\\
/ \
—_—
" ~
Mediaihoeulads Colocar muestras ’ Evalu‘ac.io'n de ‘
Incubar 24h a 37°C_ | crecimiento

-/

Medio MH

Nota: Diagrama de la evaluacion de actividad antimicrobiana por la metodologia de Kirby
Bauer.Autor

Figura 14

Diagrama de la evaluacion de la adhesion microbiana.

7 Bama D\
- Incubar 37°C 1 . @ \
por 48h w : 6%
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o e I
Inoculo medio MH s Extraer muestra LavarconPBSpara  Adicionar PBS (1mL)y Realizar conteo de
~1x107 UFC/mL v remover células no  sonicar en bafio frio UFC/mLen placa

adheridas por 5 minutos

Nota: Autor
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5. Resultados y Discusion

5.1. Sintesis de Recubrimientos

5.1.1. Sintesis de Nanoparticulas de Quitosano (Qs)

Se realizaron ensayos preliminares para determinar la concentracion de Qs,
estudiando 2 concentraciones (0.5 y 1%) siendo la concentracion de 0.5% de Qs disuelto en
1% de acido acético la concentracion en la cual se daba la formacion de nanoparticulas con
los tamafios deseados y alta estabilidad.

Las nanoparticulas en solucién se analizaron por dispersion dindmica de luz (DLS)
para determinar su tamafio y la polidispersidad. Se determind la carga superficial de las
particulas mediante la medicion de potencial zeta. Para analizar las interacciones moleculares

existentes se realizaron medidas de FT-IR.
Tabla 1

Datos obtenidos por el DLS para las NPs de Qs.

Count rate Pdl Tamafio (nm) Potencial zeta (mV)
167.6 0.4 70.2 53.6
168.0 0.4 309.2 54.4
160.8 0.3 109.0 53.7
Promedio 162.8 53.9

Segun los datos obtenidos, se obtuvieron nanoparticulas con tamafio promedio de 160
nm, con un indice de polidispersidad de 0.4 y potencial zeta ~54 mV, sugiriendo que las
NPsQs presentan tamafios similares.(Goycoolea, Remufian-Lépez, & Alonso, 2009)(Kim &
Kang, 2006) La variacion de tamafio que presentan puede deberse a una aglomeracion de las
particulas en solucion.

A continuacion, se muestran los espectros FT-IR correspondiente al Qs y NPsQs (Figura 15).
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Figura 15

Espectroscopia IR de Qs comercial y NPsQs liofilizadas.
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Nota: Espectroscopia IR de Qs comercial y NPsQs liofilizadas. a) Espectro de 4000cm * a
1750 cm 1. b) Espectro de 1750 cm -1 a 400 cm %, Autor

En el espectro FTIR del Qs se observan tres bandas caracteristicas, en 3354 cm
correspondiente a la v(OH), 1154 cm™ para la v(COC) y 1578 cm? para la v(NH>).
Presentando también bandas de grupos funcionales como 3289 cm™ para N-H, 2867cm™ para
C-H, y 1063-1027 cm™ para vibraciones de su estructura piranosa.(Rodr, Negr, & Alarc,
2010) El espectro de las NPsQs (Figura 13) se muestra diferente al espectro del Qs en la
banda correspondiente a la v(OH) (3354 cm™), lo que sugiere la formacién de puente de
hidrogeno entre los oxigenos del tripolifosfato y los hidrogenos de los grupos amino del
quitosano, dado por con un desplazamiento del maximo de absorcién a menor frecuencia y un
ensanchamiento de la banda.

En la vibracion correspondiente a NH; (1578 cm™), aparecen dos nuevas bandas a
1638 cm™ y 1700cm; esto probablemente es debido a la protonacion de los grupos NHz y a

la formacion de puente de hidrogeno entre los O-TPP y amino libres.
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5.1.2. Sintesis de Nanoparticulas de Quitosano- Poli (acido lactico-co-glicélico) (NPsQs-
PLGA)

Las nanoparticulas en solucién se analizaron por dispersion dindmica de luz (DLS)
para determinar el tamafio y la polidispersidad de las particulas. Se determin6 la carga
superficial de las particulas mediante la medicion de potencial zeta. Para analizar las

interacciones moleculares existentes se realizaron medidas de FT-IR.
Tabla 2

Datos obtenidos por el DLS para las NPsQs-PLGA.

Count rate Pdl Tamafio (nm) Potencial zeta (mV)
253.8 0.4 188.9 50.7
246.9 0.3 282.4 52.3
277.3 0.4 186.0 54.3
Promedio 219.1 52.4

Se obtuvieron nanoparticulas con tamafio promedio de 220 nm, con un indice de
polidispersidad de ~0.4 y potencial zeta ~53 mV, lo que sugiere que las NPsQs-PLGA
presentan tamafios similares. El uso de polimeros confiere alta estabilidad electrodindmica al

sistema de NPsQs.(Goycoolea et al., 2009)

Para analizar las interacciones moleculares existentes entre las NPsQs y el NPsQs-PLGA, se
realizaron medidas de espectroscopia infrarroja. (
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Figura 16

Espectroscopia FT-IR de PLGA comercial, Qs comercial y NPsQs-PLGA liofilizadas.
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Nota: Espectroscopia FT-IR de PLGA comercial, Qs comercial y NPsQs-PLGA liofilizadas.
a) Espectro de 4000 cm -1 a 1800 cm -1. b) Espectro de 1800 cm -1 a 450 cm -1. Autor

Figura 17

Espectroscopia FT-IR NPsQs y NPsQs-PLGA.
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Nota: Espectroscopia FT-IR NPsQs y NPsQs-PLGA. a) Espectro de 4000 cm *a 1800 cm 2.
b) Espectro de 1800 cm "t a 450 cm . Autor

Se analiz6 el espectro de las NPsQs-PLGA, haciendo una comparacion con los espectros de
Qs y PLGA comercial, observando que en la region entre 2700- 3500 cm™ solo presenta las
bandas caracteristicas del Qs atribuidas al estiramiento del enlace O-H del grupo hidroxilo y
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protonacion del grupo amino(N-H). En la region del 2800-3000 cm™ se puede observar las
bandas (2994,2948,2853 cm™) del PLGA que corresponden a sefiales de estiramiento C-H.
La banda 1745 cm-1 esta dada por el enlace C=0 (estiramiento); también aparece la posible
vibracién del enlace C-O en 1050-1250 cm-1, finalmente aparecen sefiales de los enlaces C-H
en 870,693 y 569cm-1.(Taufig Rohman, S.Pd.l, 2019) Se observé en los espectros de las
NPsQs-PLGA y PLGA comercial que no presentan diferencias en corrimiento o
ensanchamiento, lo cual sugiere que las NPsQs-PLGA pueden presentar una estructura tipo
core-shell. En la (

Figura 17) se puede determinar que no se encuentra ninguna similitud con el espectro

de las NPsQs.(Mainardes, Gremido, & Evangelista, 2006)

5.1.3. Sintesis de Nanoparticulas de Quitosano-PEI (NPsQs-PEI)

Las nanoparticulas en solucién se analizaron por dispersion dindmica de luz (DLS)
para determinar el tamafio y la polidispersidad de las particulas. Se determin6 la carga
superficial de las particulas mediante la medicién de potencial zeta. Para analizar las

interacciones moleculares existentes se realizaron medidas de FT-IR.
Tabla 3

Datos obtenidos por el DLS para las NPsQs-PEI.

Count rate Pdl Tamafio (nm) Potencial zeta
132.5 0.4 8.3 54.3
145.9 0.5 9.7 56.3
83.2 0.5 3.6 56.5

Promedio 7.2 55.7

Se obtuvieron nanoparticulas con tamafio promedio de 7.2 nm con un indice de
polidispersidad de ~0.5 y potencial zeta ~56 mV, lo cual sugiere que las NPs Qs-PEI
presentan monodispersidad aceptable. Un ligero aumento en el valor del potencial zeta
sugiere una alta estabilidad termodinamica en el sistema de las NPs Qs-PEI y un aumento en

el tamafio de las nanoparticulas.(Ali, Joshi, & Rajendran, 2011)
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Para analizar las interacciones moleculares existentes entre las NPs Qs y el NPs Qs-PEI se
realizaron medidas de espectroscopia infrarroja. (Figura 18,

Se puede observar que el espectro NPsQs-PEI se asemeja al espectro NPsQs, esto
sugiere que al adicionar el PEI comercial a las NPsQs la interaccion entre las moléculas no
presenta cambios significativos. Un ensanchamiento de bandas causando solapamiento se
debe probablemente al incremento de grupos C-H del PEI. Un aumento de la banda del grupo
N-H tanto del Qs como del PEI, sugiere que las moléculas si se encuentran en interaccion y

posiblemente no se observan cambios significativos debido a la baja concentracion del PEI.

La ausencia de la banda entre 900 a 1300 cm™* caracteristica del enlace éter (C-O-C) de Qs, es
debido a la interaccién de puente de hidrogeno entre los oxigenos del Qs y los hidrégenos del
PEI. La banda ancha entre 500 a 1000 cm™ caracteristica del grupo -C-H: representa la
formacion de enlace C-H entre los carbonos del Qs y los de H del PEI.

Figura 19)
Figura 18

Espectroscopia IR de PEI comercial, Qs comercial y NPsQs-PEI.
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Nota: Espectroscopia IR de PEI comercial, Qs comercial y NPsQs-PEI. a) Espectro de 4000
cm-1a 1750 cm -1. b) Espectro de 1750 cm -1 a 450 cm -1. Autor
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Se puede observar que el espectro NPsQs-PEI se asemeja al espectro NPsQs, esto
sugiere que al adicionar el PEI comercial a las NPsQs la interaccion entre las moléculas no
presenta cambios significativos. Un ensanchamiento de bandas causando solapamiento se
debe probablemente al incremento de grupos C-H del PEI. Un aumento de la banda del grupo
N-H tanto del Qs como del PEI, sugiere que las moléculas si se encuentran en interaccion y

posiblemente no se observan cambios significativos debido a la baja concentracion del PEI.

La ausencia de la banda entre 900 a 1300 cm™ caracteristica del enlace éter (C-O-C) de Qs, es
debido a la interaccién de puente de hidrogeno entre los oxigenos del Qs y los hidrégenos del
PEI. La banda ancha entre 500 a 1000 cm™ caracteristica del grupo -C-H: representa la
formacion de enlace C-H entre los carbonos del Qs y los de H del PEI.

Figura 19

Espectroscopia FT-IR de PLGA comercial, Qs comercial y NPsQs-PLGA.
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Nota: Espectroscopia FT-IR de PLGA comercial, Qs comercial y NPsQs-PLGA. a) Espectro
de 4000 cm -1 a 1800 cm -1. b) Espectro de 1800 cm -1 a 450 cm -1. Autor

5.2. Deposicion Electroforética de Recubrimientos
Al aplicar una diferencia de potencial de 15 V durante el mismo tiempo se obtuvo un
depdsito homogéneo sobre la superficie del electrodo de titanio con carga negativa,

confirmando asi el efecto del campo eléctrico sobre las particulas y que este potencial es
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suficiente para vencer la fuerza de arrastre. Al aplicar una diferencia de 20 V entre los
electrodos se observo una deposicion masiva de las nanoparticulas sobre el electrodo con alta
rugosidad y porosidades macroscépicas. Estas porosidades se deben a la reaccion de
evolucion de hidrogeno que bajo estas condiciones experimentales generan una gran cantidad
de moléculas de H2 que superan la concentracion méaxima en solucion promoviendo la
formacion de burbujas en la superficie del electrodo, las cuales al formarse, crecer y
desprenderse dejan gran cantidad de poros en el recubrimiento obtenido. Considerando estas
observaciones se decidié mantener fija la diferencia de potencial en 15 voltios para estudiar el
efecto de la variacion del tiempo en las caracteristicas del depdsito. Entre los diferentes
potenciales y tiempo se escogié como mejor deposito los parametros de 15 voltios a tiempo
de 15 minutos. Con los mismos pardmetros anteriormente comentados se realizaron los

recubrimientos de NPsQs-PEI y NPsQs-PLGA.
Figura 20

Laminas de Titanio con deposicion de NPsQs.
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Nota: Laminas de Titanio con deposicién de NPsQs aplicando una diferencia de potencial de
15 V. durante: a) 5 minutos, b) 10 minutos y ¢) 15 minutos.

En el proceso de deposicidn electroforética ocurren dos pasos consecutivos: primero
se presenta el transporte de las nanoparticulas a través de la solucion y luego ocurre la
deposicion sobre la superficie del titanio. El transporte de las nanoparticulas se encuentra
controlado por migracion y depende del potencial aplicado, la movilidad electroforética, la
fuerza de arrastre y el tamafio de las particulas. Donde la fuerza electrostatica debe ser mayor
a la suma de las fuerzas de retardo electroforético y la friccion inducida por el medio. En la
figura 24 se muestran las cronoamperometrias registradas durante la deposicion
electroforética de los tres sistemas coloidales estudiados: NPsQs, NPsQs-PEIl y NPsQs-
PLGA. Para los tres sistemas se presentd un incremento continuo de la corriente registrada en
funcion del tiempo, lo cual se puede relacionar con la baja resistencia eléctrica de los
recubrimientos permitiendo su deposicion a lo largo del experimento. Adicionalmente, el
aumento de la corriente puede estar relacionado con la rugosidad del depdsito. Si este
presenta un crecimiento tridimensional, el area electroquimicamente activa aumentara a lo
largo del experimento y por lo tanto podrd aumentar la corriente registrada. Estas
caracteristicas de los recubrimientos fueron confirmadas al analizar las imagenes obtenidas

por SEM.
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Figura 21

Laminas de Titanio depositadas a un potencial de 15v en 15 minutos.

a) b)

Nota: Laminas de Titanio depositadas a un potencial de 15v en 15 minutos. a) (NPsQs-PEI) y
b) (NPsQs-PLGA). Autor

Se realizé espectroscopia FTIR y microscopia SEM a las laminas depositadas para

confirmar que la capa observada corresponda a las nanoparticulas sintetizadas.

En el apéndice D se grafico el espectro IR de la lamina de titanio y la lamina de titanio
con el recubrimiento, sin embargo, la intensidad de los picos no permite determinar con
claridad si las nanoparticulas sintetizada se adhirieron a las laminas de titanio. Por tanto, el
analisis de los recubrimientos se realiz6 con las graficas de las NPsQs, NPsQs-PLGA,
NPsQs-PEI y las graficas de las laminas con los recubrimientos para cada uno de los

sistemas.
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Figura 22

Grafica de Corriente vs tiempo de NPsQs, NPsQs-PEI y NPsQs-PLGA
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Figura 23

Espectros FTIR de la solucion de NPsQs y lamina de Ti con recubrimiento de NPsQs.
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Nota: Espectros FTIR de la solucion de NPsQs y ldmina de Ti con recubrimiento de NPsQs.
a) Espectro de 4000 cm™ a 1750 cm™. b) Espectro de 1750 cm™ a 400 cm™. Autor

Figura 24

Micrografia SEM de laminas de Ti recubiertas con NPsQs.

Nota: Autor

Como se puede observar en la figura 24, la lamina de titanio presenta un
recubrimiento homogéneo de NPsQs con pequefias acumulaciones en ciertas zonas, esto se

correlaciona en la figura 23, donde los espectros FT-IR son similares. Por otro lado, se
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pueden observar especies de diferentes tamafios promedio de 180 nm sobre el recubrimiento,

de morfologia esférica, baja monodispersidad y ciertas aglomeraciones de las nanoparticulas.
Figura 25

Espectros FTIR de la solucion de NPsQs-PLGA y lamina de Ti con recubrimiento de NPsQs-
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Nota: Espectros FTIR de la solucion de NPsQs-PLGA y ldmina de Ti con recubrimiento de
NPsQs-PLGA. a) Espectro de 4000 cm™ a 1750 cm™. b) Espectro de 1750 cm™ a 400cm™.
Autor

Figura 26

Micrografia SEM de laminas de Ti recubiertas con NPsQs-PLGA.

Nota: Autor
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En la Figura 26 se puede apreciar que la ldmina de titanio presenta un recubrimiento
homogéneo de NPsQs-PLGA con pequefias acumulaciones en ciertas zonas y mayor
rugosidad en la superficie del recubrimiento, lo cual se puede correlacionar en la figura 25
con el espectro FT-IR donde se observan diferencias significativas en las bandas de ambos
espectros. Esto infiere que hubo un cambio significativo en las nanoparticulas depositadas. Es
probable que la deposicion de la solucion haya generado un cambio estructural en donde el
producto de algun tipo de degradacion genere nuevas especies, ya que el espectro es bastante
diferente. Las particulas tienen un tamafio promedio de 200-100 nm, de morfologia esférica y

alta monodispersidad.
Como se puede observar en la

Figura 28 la lamina de titanio presenta un recubrimiento con una capa delgada y
ligeramente homogénea de NPsQs-PEI con morfologia de red irregular porosa. En el espectro
FT-IR (Figura 27) no se identifican diferencias significativas en las bandas de ambos
espectros, lo que sugiere que no hubo modificaciones en la molécula durantela deposicion y
que el recubrimiento corresponde a la solucion depositada. Por otro lado, no se observan
nanoparticulas de menor tamafio por fuera de la red, lo que puede resultar favorable a un

recubrimiento méas homogéneo.
5.3. Evaluacion de la estabilidad electroquimica de los recubrimientos.

Luego de determinar los mejores parametros de deposicion se procedid a analizar la
calidad y estabilidad electroquimica de los recubrimientos empezando con la medicién de
potencial a circuito abierto (OCP). El potencial promedio en cual se estabilizo el titanio fue
de 0,07 mV vs Ag/AgCl, el valor obtenido para el recubrimiento de NPsQs fue de -0,2 mV vs
Ag/AgCl), el recubrimiento de NPsQs-PEI fue de 0,26 mV vs Ag/AgCl) y el recubrimiento

de NPsQs-PLGA de (0,28 mV vs Ag/AgCl)), lo que evidencia recubrimiento en la superficie
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y que existe un cambio al incorporar el PEl y PLGA a las NPsQs siendo asi recubrimientos

mas activos que el Ti por si solo.
Figura 27

Espectros FTIR de la solucion de NPsQs-PEI y [amina de Ti con recubrimiento de NPsQs-

PEI.
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Nota: Espectros FTIR de la solucion de NPsQs-PEI y lamina de Ti con recubrimiento de
NPsQs-PEI. a) Espectro de 4000 cm™ a 1750 cm™. b) Espectro de 1750 cm™ a 400 cm™.

Figura 28

Micrografia SEM de laminas de Ti recubiertas con NPsQs-PEI.

Nota: Autor
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El diagrama Nyquist de la (Figura 29), calculada por espectroscopia de impedancia
electroquimica, muestra que para el titanio y los diferentes recubrimientos inicia en el eje y

desde 550 (Q/cm?) debido a la alta resistencia que presenta la solucion electrolitica, también

por las graficas se observa que cumple con un proceso por control de difusion (Bard, A. J et

al 2001).
Figura 29

Espectroscopia de impedancia electroquimica. (Nyquist).
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En cuanto a la gréafica de Bode de la figura 30, se observa la transferencia de carga del
Tiy de los recubrimientos sobre Ti donde se observa que cuando se afiade el PEIl y PLGA al
Qs, por lo que daria mayor resistencia a la degradacién dando asi estabilidad al quitosano y
agregando bioactividad a este. Para la grafica de phase por la curvatura se observa un control

por activacion ya que no termina en 45° como deberia para un control por difusion (Bard, A. J

et al 2001).
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Figura 30

Gréficas de a) Bode y b) Phase de los recubrimientos.
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Se analiz6 la curva de polarizacion (LSV) como se observa en la (Figura 31), donde
graficamente se aprecia una diferencia del Ti con los recubrimientos. Se grafico
separadamente cada curva (ver Apéndice K) para hallar los pardmetros de icorr, Ecorr Y Pa que

se encuentra en la (Tabla 4) (Bard, A. J et al 2001).

Al realizar las mediciones se obtuvieron las pendientes de las curvas de cada
recubrimiento dando valores experimentales mas altos a fo > 118. De acuerdo con la
ecuacién de Butler-Volmer (Bard, A. J et al 2001) se podria decir que se aleja un control
cinético. No se podria decir que en su totalidad es control por transporte puro ya que la

corriente es independiente al potencial por lo que se diria que se tiene un control mixto.

Al observar que los valores icorr del NPsQs son mayores a los valores icorr de NPSQs-
PEI y NPsQs-PLGA se muestra que tanto el PEI como PLGA le dan gran estabilidad a las
NPsQs, disolviéndolo en el medio casi 10 veces mas lento. Por los resultados de los espectros
IR 'y SEM se puede afirmar que las ldminas con recubrimientos de NPsQs y NPsQs-PLGA

tienen mejor cobertura y mejores respuestas electroquimicas.
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Figura 31

Curva de polarizacion del Titanio y el recubrimiento obtenido y evaluados en solucion de

suero fisiologico.
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Tabla 4

Parametros electroquimicos y resistencia de los recubrimientos evaluados en solucion de

suero fisiologico.

Muestra OCP (mV) lcorr (MA/CM?)  Ecorr (MV) Ba (mV/dec)
Titanio 0,07 7,22*108 0,068 478
NPsQs -0,2 8,88*10 -0,22 417
NPsQs-PEI -0,26 1,31*10” -0,28 394

NPsQs-PLGA -0,28 2,34*10°7 -0,33 342
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5.4. Pruebas antimicrobianas

Se realizé la evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el ensayo de difusion en
disco (Kirby-Bauer) frente a las cepas de S. epidermidis ATCC 12228 y S. aureus ATCC
29213. El efecto de las muestras en cada una de las cepas fue similar. Para el control y los
recubrimientos de NPsQs-PLGA y NPsQs no se observaron halos de inhibicion o
disminucion del crecimiento alrededor o debajo de las muestras (Figura 32). Por el contrario,
para el recubrimiento de NPsQs-PEI se observaron areas de inhibicion pequefias alrededor de
la muestra de forma discontinua, evidenciando que no hay una concentracion uniforme en el
recubrimiento, presentdndose zonas con diferente inhibicion (
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Figura 33). Lo anterior puede ser debido a que el recubrimiento se depositd en una capa muy

fina sobre la lamina en proceso de deposicién como se puede observar en la

Figura 28, lo cual no garantiza un recubrimiento homogéneo de la misma

concentracion del material.
Figura 32

Evaluacidn de actividad antimicrobiana por la metodologia de Kirby-Bauer de las muestras

frente a S. aureus y S. epidermidis.

Control

Nota: Autor
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Figura 33

Efecto del recubrimiento de NPsQs-PEIl sobre los microorganismos evaluados A) S.

epidermidis y B) S. aureus.

i

Nota: Autor

Se verifico el efecto de cada uno de los recubrimientos de inhibir la adhesion de
microorganismos al material mediante la evaluacion del nimero de microorganismos
adheridos a la superficie. En este proceso se observo que ninguno de los recubrimientos

presento una inhibicién de la adhesion de los microorganismos significativa (Tabla 5). El



RECUBRIMIENTO NANOPARTICULAS DE QUITOSANO
67

recubrimiento con NPsQs-PEI present6 una pequefia disminucion de 10° a 10° y de 10° a 10*
para S. aureus ATCC 29213 y S. epidermidis ATCC 12228, respectivamente.
Adicionalmente es de resaltar que incluso en algunos de los recubrimientos como el de
NPsQs presentd un aumento en la adhesion de microorganismos a la superficie del material.
Esto puede ser ocasionado por el aumento de rugosidad en la superficie, lo cual puede
incrementar el area superficial a la cual puede adherirse con mayor facilidad los
microorganismos(Costa de Medeiros Dantas et al., 2016)(S. Wu, Zhang, Liu, Suo, & Li,

2018).

Tabla b

Resultados obtenidos de la prueba de adhesion para cada una de las muestras

S. aureus S. epidermidis
Muestra Promedio en UFC/mL Promedio en UFC/mL
Control 1,12E+06 2,53E+05
NPsQs 2,38E+06 3,83E+06
NPsQs-PLGA 1,57E+06 5,68E+05
NPsQs-PEI 1,55E+05 6,33E+04

Para mejorar los resultados favorables en el recubrimiento del PEI, se puede
considerar aumentar la concentracion del PEI que recubre la superficie del material sin
alcanzar concentraciones que puedan ser toxicas para las células humanas. Adicionalmente se
recomienda mejorar la homogeneidad del recubrimiento para que las diferentes zonas de la

muestra presenten la misma cantidad del agente a evaluar.
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6. Conclusiones
Se sintetizaron NPsQs monodispersas, esféricas con tamafios promedios de 54 nm
mediante gelificacion idnica con TPP. Las NPsQs se funcionalizaron con PLGA por el
método de emulsion, difusion y evaporacion, exhibiendo un aumento de tamarfio promedio de
220 nm y una posible morfologia tipo core-shell. La funcionalizacion de NPsQs con PEIl y
agitacion magnetica dieron como resultado nanoparticulas de tamafio promedio de 7.2 nm y

baja concentracion.

Variaciones en el tiempo y voltaje de las deposiciones electroforéticas, generaron
cambios con recubrimientos visiblemente homogeneos. Los recubrimientos éptimos fueron

los 15 voltios y tiempo de 15 minutos.

Las soluciones de NPsQs Y NPsQs-PEI se depositaron sobre la superficie de titanio
sin modificaciones significativas en su estructura, por el contrario, la solucion de NPsQs-
PLGA presento diferencias en los espectros FT-IR de los recubrimientos, infiriendo aparicion

de especies.

Los resultados electroquimicos sugieren que la adicion de PLGA Y PEI a las NPsQs

aportan estabilidad a los recubrimientos.

Los resultados de la evaluacion del nimero de microorganismos adheridos a la
superficie sugieren que el recubrimiento de NPsQs-PEI present6 una pequefia disminucion de
10° a 10° UFC/mL para S. aureus ATCC 29213 y de 10° a 10* UFC/mL para S. epidermidis
ATCC 12228. Por el contrario, los recubrimientos de NPsQs y NPsQs-PLGA presentaron un

aumento en la adhesion de microorganismos a la superficie del material.
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7. Recomendaciones
Se recomienda evaluar la superficie de los recubrimientos antes y despues de los

ensayos electroquimicos para observa la degradacion del recubrimiento.

Analiza y evaluar la actividad citotoxica de las nanoparticulas sintetizadas y los
recubrimientos para determinar las concentraciones minimas de aplicacion para el desarrollo

de implantes o instrumentos quirargicos.

8. Divulgacion de resultados
Los resultados se publicardan en eventos cientificos nacionales e internacionales.
Adicionalmente se elaborara un articulo cientifico, el cual serd4 publicado en una revista
internacional de alto impacto. Los resultados de este proyecto quedan soportados en un

documento escrito en la biblioteca de la Universidad Industrial de Santander.
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Apéndices

Apéndice A. Espectro FTIR. a) Qs comercial y NPsQs sintetizadas.
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Apéndice B. Espectro FTIR. a) PEI comerci