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Resumen

TITULO: EVALUACION DE NANOTUBOS DE CARBONO MULTIPARED FUNCIONALIZADOS Y SU
APLICACION EN RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS PCL-QUITOSANO PARA USO EN DISPOSITIVOS
BIOMEDICOS™.

AUTOR: MEDINA FONSECA, JUAN DANIEL™.

PALABRAS CLAVE: POLICAPROLACTONA, SPIN COATING, NANOTUBOS DE CARBONO, MWCNTSs,
MWCNT-.

DESCRIPCION: En este estudio se realizd la funcionalizacion de nanotubos de carbono multipared (MWCNTS) por
el método de carboxilacién, utilizando tres tratamientos diferentes mediante la oxidacion en medios &cidos y su
posterior caracterizacion mediante técnicas de microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia RAMAN y
termogravimetria TGA. A partir de estos resultados experimentales se encontrdé que para uno de los tratamientos la
estructura de los nanotubos se vié afectada rompiendo las paredes de los mismos. Solo uno de los tratamientos no
mostré cambios importantes sobre las paredes de la estructura de carbono y la eliminacion de metales presentes en los
NTC fue la mas efectiva. Adicionalmente se buscd obtener recubrimientos de policaprolactona-quitosano al 50/50 p/p
y el 77 % viv de &cido acético con diferentes proporciones de MWCNT-f sobre la aleacion de Ti6Al4V mediante la
técnica de Spin Coating, realizando 5 capas con un secado de 10 minutos entre ellas, obteniendo para una de las
concentraciones una mejor dispersion del recubrimiento con menos presencia de aglomerados. Asi mismo, se evaluo
el efecto de citoxicidad de estos, mediante ensayos de reduccién del (MTT), presentando su viabilidad celular mayor
al 70% en cada uno de los recubrimientos, indicando que el material no es citotdxico. Estos resultados sugieren que
lo recubrimientos poseen caracteristicas sobresalientes para su uso potencial en aplicaciones biomédicas.

* Proyecto de grado. Modalidad: Proyecto de investigacion.

** Facultad de Ingenieria Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Dario Yesid Pefia
Ballesteros. Codirector: M.sc Nerly Deyanira Montafiez Supelano.
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Abstract

TITLE: EVALUATION OF FUNCTIONALIZED MULTI-WALL CARBON NANOTUBES AND THEIR
APPLICATION IN PCL-CHITOSAN POLYMERIC COATINGS FOR USE IN BIOMEDICAL DEVICES.

AUTHOR: MEDINA FONSECA, JUAN DANIEL™.

KEYWORDS: POLYCAPROLACTONE, SPIN COATING, CARBON NANOTUBES, MWCNTS, MWCNT-f.

DESCRIPTION: In this study performed the functionalization of multiwall carbon nanotubes (MWCNTS) by the
carboxylation method, using three different treatments by oxidation in acid media and its subsequent characterization
by scanning electron microscopy (SEM) techniques, RAMAN spectroscopy and thermogravimetry TGA. From these
experimental results it was found that for one of the treatments the structure of the nanotubes was affected by breaking
the walls of the same. Only one of the treatments didn’t show significant changes on the walls of the carbon structure
and the elimination of metals present in the NTC was the most effective. Additionally, the study sought to obtain
coatings at polycaprolactone-chitosan 50/50 and 77% v/v of acetic acid with different proportions of MWCNT-f on
the alloy of Ti6Al4V usingf the Spin Coating technique, performing 5 layers with a drying 10% of 10 minutes between
them, obtaining for one of the concentrations a better dispersion of the coating with less presence of agglomerates.
Likewise, the effect of toxicity of these was evaluated, by means of assays of reduction of the (MTT), presenting its
cellular viability greater than 70% in each one of the coatings, indicating that the material is not cytotoxic. These
results suggest that the coatings have outstanding characteristics for their potential use in biomedical applications.

** Facultad de Ingenieria Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Dario Yesid Pefia
Ballesteros. Codirector: M.sc Nerly Deyanira Montafiez Supelano.
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Introduccion

En un mundo de constante cambio se hace necesario mejorar el tipo de vida del ser humano, el
cual a través del tiempo experimenta nuevas tecnologias hechas para mejorar la calidad de vida.
Los materiales han tenido una gran participacion, tanto asi que han sido usados en la medicina para
poder restaurar funciones de tejidos dafiados, estos fueron utilizados desde el antiguo Egipto y las
civilizaciones clésicas Griega y Romana. La historia se remonta a mediados del siglo XV1, donde
en Europa se utilizaron tres tipos de materiales para dos ramas de la medicina, el oro y la plata
para reparaciones dentales y el hierro para la inmovilizacion de estructuras 6seas. El estudio de
encontrar un material que fuera completamente adaptable al ser humano se intensifico después de
la segunda guerra mundial, debido a la necesidad de rehabilitar a los afectados por la guerra. En la
década de los 60 se hicieron publicos los primeros estudios sobre las repercusiones en la presencia
de un implante y las lesiones provocadas en el cuerpo humano (Lizarbe, 2007). La primera protesis
articular fue de cadera por Charnley en 1962, pero estas, tenian pares de friccion metal-metal lo
que ocasionaba un deposito de particulas metalicas en la articulacion. Estas particulas metélicas
liberadas por el desgaste y la corrosién no pasa al organismo tal cual, ellas son fagocitadas por las
células para su posterior distribucién por los fluidos corporales (Abujeta Garcia, de Larramendi
Martinez, Mufioz Lejarazu, Lasarte Gastaminza, & Lejarazu Mufioz, 2004).

Para la solucion de este problema,(Abujeta Garcia et al., 2004) afios después se introduce el
término de biocompatibilidad, que se define como la habilidad de un material para actuar con una

adecuada respuesta al huésped (Martinez & Moreno, 1987). Este tipo de material se conoce como
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biomaterial el cual se define como sustancia natural o sintética cuya mision es reemplazar una
parte o alguna funcién de nuestro organismo, de forma segura y fisiolégicamente aceptable
(Haduch & Hernandez, 2007).

Los mas comunes son las aleaciones con base en titanio. La aleacion Ti6AlI4V es la mas
utilizada entre todas las aleaciones de titanio para aplicaciones biomédicas, ya que presenta
excelentes propiedades mecanicas, resistencia a la corrosion y biocompatibilidad. Siendo la de
mayor utilizacion para protesis articulares, mejorandose sus propiedades triboldgicas por medio
de diferentes procesos de endurecimiento, no obstante se hace necesario mejorar la superficie de
dicha aleacion por medio de recubrimientos poliméricos lo cual genera condiciones adecuadas
para garantizar el proceso de osteointegracion (Gomez Rodriguez, Quintero Jaime, Pefia
Ballesteros, & Estupifian Durén, 2014; Liu, Chu, & Ding, 2010). Sin embargo, su resistencia a la
corrosion le confiere una inercia quimica al titanio afectando su interaccién con el medio bioldgico,
lo que dificulta el proceso de osteointegraciéon, pudiendo presentar desgaste incluso en el
rozamiento con tejidos blandos (Bronzino, 1999; Garcia Rueda, Pefia Ballesteros, & Estupifian
Duran, 2017).

Se han llevado a cabo una serie de investigaciones las cuales buscan modificar la superficie de
Ti6AIl4V para mejorar la interface formada entre la superficie del implante y el medio bioldgico,
por medio de recubrimientos ceramicos o poliméricos biodegradables, como el uso de &cido
polilactico (PLA), &cido poliglicélico (PGA), policaprolactona (PCL), coldgeno y Quitosano (Liu
et al., 2010; Quintero Jaime, Pefia Ballesteros, & Estupinan Duran, 2013).

Los dos polimeros de interés en este estudio son la PCL y el Quitosano utilizados para mejorar
propiedades de la aleacion, la policaprolactona, es un polimero biodegradable debido a sus

propiedades fisicoquimicas lo que lo hace un atractivo para su uso en la medicina, adicional cuenta
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con una 6ptima compatibilidad de mezcla y el quitosano siendo un derivado de la quitina, la cual
proviene de forma natural, lo convierte en el polimero natural més abundante después de la
celulosa.

Estudios realizados por Sarasam et al obtuvieron mezclas 50:50 de PCL y quitosano. Estos
cuando se procesan, muestran una mejora significativa en las propiedades mecénicas, asi como un
soporte para la actividad celular con respecto al quitosano (Sarasam & Madihally, 2005). Dado
esto, se estudia una mezcla de estos dos polimeros, PCL y quitosano, para mejorar la superficie de
la aleacion de Ti6Al4V. En el 2011, Neves et al, estudiaron soluciones poliméricas de PCL-
quitosano 50:50 entre ellas, utilizando como disolvente &cido férmico, obteniendo una buena
dispersion a lo largo de la fase de quitosano, siendo estas analizadas por calorimetria de barrido
diferencial y espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) (Neves et al., 2011).

Estudios recientes lograron obtener recubrimientos biopoliméricos de PCL- quitosano a
diferentes relaciones, con diferente contenido de PCL. Observaron que la cantidad de PCL en la
pelicula tiene un efecto en la retencion del quitosano en la superficie, asi como en las caracteristicas
morfoldgicas de los recubrimientos, concluyendo que la existencia de una matriz porosa de
quitosano en las peliculas con relacion 50/50, facilitan una mayor precipitacion de calcio en dichos
recubrimientos, mostrando un mejor caracter bioactivo (Quintero Jaime et al., 2013).

Ademas, otros estudios muestran que la mezcla de polimeros con nanotubos de carbono (NTC),
pueden mejorar su biocompatibilidad debido a extraordinarias propiedades eléctricas y mecanicas,
que ayudan a mejorar la superficie del biomaterial, dando como resultado una mayor adhesion
celular (Sinnott & Andrews, 2001).

Existen dos tipos de NTC, los nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) y los nanotubos

de carbono multipared (MWCNTSs), los cuales se diferencian segun las capas de grafito que los
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forman. Al adicionar MWCNTSs a una mezcla polimérica, se observa una mejora a la resistencia
del choque térmico y reduce las temperaturas de funcionamiento en el material, gracias a su alta
conductividad térmica (Andrade Guel, Lopez Lopez, & Sdenz Galindo, 2012). Sin embargo, los
NTC presentan un alto grado de toxicidad, cuando las particulas se encuentran en contacto por
largo tiempo con células y tejidos, estas pueden inducir un mayor efecto toxico en comparacion
con aquellas que tienen un corto tiempo de retencion. Este factor incorpora el concepto de
biopersistencia, que es la capacidad de cualquier particula de permanecer en un organismo vivo al
acumularse en 6rganos y/o tejidos (Firme & Bandaru, 2010).

La funcionalizacion de nanotubos de carbono (NTC-f) ayuda a mejorar la biocompatibilidad y
su estabilidad en el entorno biolégico, dicha funcionalizacion puede ser de dos tipos, a través de
interacciones no covalentes (sistemas que interactian débilmente con los nanotubos) y covalentes
(sistemas que interacttan fuertemente con los nanotubos de carbono, causando cambios drésticos
en sus propiedades). En posteriores investigaciones, reportaron que cuando los NTC son
funcionalizados, muchas de sus propiedades fisicoquimicas se pueden ver modificadas, como por
ejemplo la solubilidad, dependiendo del compuesto quimico unido. Cuando éste Gltimo resulta ser
un compuesto quimicamente inestable o toxico, al aumentar el grado de funcionalizacion,
disminuye su toxicidad (Montes Fonseca, Orrantia Borunda, & Sanchez Ramirez, 2014).

Sin embargo, aiin no se han reportado estudios en la utilizacion de la mezcla polimérica PCL-
quitosano con nanotubos de carbono multipared funcionalizados (MWCNTS) en recubrimientos
sobre la aleacion de Ti6Al4V para su posterior uso en dispositivos biomédicos, demostrando ser,
la biomedicina, un area de aplicacion en crecimiento, ya que segun un estudio de la fundacion

OPTI se estima que en un futuro proximo, una de cada dos mujeres y uno de cada cinco hombres
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mayores de 65 afios sufrirn algun tipo de fractura y esto, conlleva a que el mercado crezca entre
un 5y un 10 por ciento en las proximas décadas (OPTI & Fenin, 2004).

Debido a la necesidad de las empresas Quirurgicos Especializados S.A y Jaime Rueda & CIA,
de crear productor innovadores y competir por una parte de este nuevo mercado, Se crea un macro
proyecto denominado “Obtencion y caracterizacion de superficies biomiméticas nanoestructuradas
sobre materiales de osteosintesis para generacion de nuevos productos de innovacion de la empresa
Quirurgicos especializados S.A y Jaime Rueda & CIA.”, del cual se deriva este proyecto, en el
cual se va a realizar un proceso de funcionalizacion de nanotubos de carbono multipared
(MWCNTS), para luego ser caracterizados mediante microscopia electrénica de barrido (SEM),
espectroscopia RAMAN y termogravimetria TGA. Adicionalmente se buscard obtener
recubrimientos de policaprolactona-quitosano con diferentes proporciones de MWCNTS sobre la
aleacion de Ti6AIl4V y evaluar el efecto de toxicidad de estos, mediante ensayos de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

1. Metodologia

En esta seccidn, se describe la metodologia empleada para el desarrollo del proyecto, en el cual se
utilizé un sustrato de Ti6Al4V en el que se realizaron los recubrimientos a las diferentes
proporciones de MWCNTS, con una mezcla polimérica de PCL- quitosano. Finalmente, se

describe la metodologia y las condiciones de operacion empleadas para la evaluacion de toxicidad.
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Figura 1. Diagrama de flujo del desarrollo experimental

1.1 Caracterizacion de NTC pristinos, PCL y quitosano.

Se caracterizaron los nanotubos de carbono pristinos por medio de la técnica de microscopia
electrdnica de barrido (SEM) para evaluar informacion acerca de textura, tamafio y morfologia,
mediante un microscopio electrénico de barrido FEI Quanta 650. Seguidamente, espectroscopia
Raman en un equipo de marca HORIBA Scientific Xplora Plus el cual proporciona informacion
sobre su estructura atdmica, sus condiciones del método de tratamiento de las muestras fue de:
Laser de 638 nm, agujero 500, rejilla 600 (750 nm), tiempo de adquisicion de 15y filtro de 10%.

PCL de marca SIGMA-ALDRICH y quitosano de igual marca derivado de conchas de camaron,

se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) y
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espectroscopia Raman para su identificacion y verificacion de espectros caracteristicos, con la

posibilidad de identificar los cambios estructurales después del recubrimiento.

1.2 Purificacion y funcionalizacion de nanotubos de carbono multipared (MWCNTYS).

Los nanotubos de carbono multipared utilizados fueron de marca SIGMA-ALDRICH con
didmetro 6-13 nm y de longitud 2.5-20 um. Los nanotubos obtenidos por métodos convencionales
generalmente contienen impurezas como metales o carbon amorfo (hollin), las cuales deben
removerse para obtener un material puro (Sajid et al., 2016). Se aplicaron 3 tratamientos para llevar
a cabo su purificacion y funcionalizacién que son los siguientes;

Tratamiento 1

Se hizo un tratamiento inicial durante 3 horas con HNO3z 9M a 110°C vy filtrado al vacio y ajuste
de pH a 7. Luego se neutraliza con NaOH 1M durante 1 hora a temperatura ambiente se filtra al
vacio y se lava con agua desionizada. Después se adiciona una solucion de HCI durante 6 horas
5M a una temperatura de 110°C, se vuelve a llevar a pH 7 con agua desionizada con filtrado al
vacio. Posteriormente se inicia el proceso de secado durante 8 horas a 80°C (Montafiez Supelano,
2017).

Tratamiento 2

En una mezcla de acidos de H2SO4-HNO3 relacion 3:1 a temperatura ambiente se sumergen los
CNT al 0.25 % w/v. Luego se tratan en un bafio de ultrasonido durante 2h y se mantienen durante
15h en la solucidn. Seguido se afiade acido clorhidrico a la solucion y posteriormente se neutraliza
con hidroxido de amonio para finalmente filtrar con agua desionizada hasta llevar pH 6 (Osorio,

Silveira, Bueno, & Bergmann, 2008).
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Tratamiento 3

En una solucién de 50 ml con un 40% w/w de NaOH y 0.25 w/v de NTC, se agita
magnéticamente durante 2 horas se filtra y se neutraliza con agua desionizada. Luego se adiciona
50 ml de HCI, se agita durante 2 horas para posteriormente neutralizar con agua desionizada y se
Ileva a pH neutro, se seca durante 8 horas a 80°C. Luego se prepara una solucion 1 M de H2SO4
de 50 ml a la cual se le adicionan los nanotubos previamente seca, se agitan durante 30 minutos y
se adiciona en agitacion magnética continua gota a gota una solucion de KMNO4 0.1M de 50 ml,
se seca durante 8 horas a 80°C (Kathyayini, Willems, Fonseca, Nagy, & Nagaraju, 2006; Smajda,

Kukovecz, Kénya, & Kiricsi, 2007).

1.3 Caracterizacion de los nanotubos funcionalizados.

Se realiz6 SEM-EDS para ver la morfologia de los MWCNTSs, el tamafio y los componentes
después de realizada la funcionalizacién. La espectroscopia Raman de nanotubos funcionalizados
muestra las bandas espectrales y caracteristicas de este alétropo del carbono para evaluar qué
tratamiento fle el mejor, de los tres mencionados anteriormente. Adicionalmente se utilizo la
técnica de analisis temogravimétrico TGA para medir la cantidad y rapidez del cambio en peso de

la muestra en funcion de la temperatura.

1.4 Preparacion superficial del ti6al4v.

Para este proceso se hizo un desbaste de las probetas de Ti6Al4V que tienen 14 mm de didametro

y 3 mm de espesor con papel de carburo de silicio de tamafio (180, 280, 360, 400, 600) en medio
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seco, con el fin de mejorar la adhesion del recubrimiento al quitar partes del maquinado que se
obtienen en la obtencion de las mismas (Garcia Rueda et al., 2017). Seguido se hizo un bafio
ultrasénico en etanol al 96% durante 10 minutos para eliminar impurezas. Se prepard una solucion
de decapado que tiene la funcion de eliminar impurezas de la superficie del biomaterial asegurando
un recubrimiento libre de trazas obtenidas durante el desbaste.

La solucion se prepar6 con 30 ml de HNOs; 10 ml de HF; 50 ml H2O. Luego de tener la solucion,
fueron sumergidas las probetas previamente lijadas, por un tiempo de 20 segundos, posteriormente

se lavaron con agua desionizada por 10 minutos en bafio ultrasénico.

1.5 Funcionalizacion de policaprolactona/quitosano 50:50 con MWNTCS.

Se prepard una mezcla de policaprolactona-quitosano al 50/50 p/p y el 77 % v/v de &cido acético.
Se tom6 como referencia la preparacion de la mezcla polimérica de Garcia Rueda et al, donde
inicialmente se prepar6 la solucion de quitosano, en una solucién de &cido acético al 0.5 M, luego
se disuelve quitosano al 1% p/v y se agita durante 1800 s a 83.78 rad/s y 1800 s a 20.94 rad/s
(Garcia Rueda et al., 2017). Luego se prepar0 la solucion de policaprolactona, en una solucién de
acido acético al 100%, se disolvid policaprolactona al 0.3% p/v y se agita durante 7200 s a 136
rad/s. Despueés de tener las dos soluciones se mezclan en relacion 10:3 v/v lo que equivale a una
solucién PCL- quitosano 50/50 p/p y 77% v/v de &cido acético y se agitd durante 3600 s a 41.89
rad/s. Posteriormente se agregaron MWCNTs a la mezcla de PCL- quitosano en diferentes
composiciones (0.5, 1 y 1.5) mg/ml. Con el fin de mejorar la dispersion y la adhesion interfacial

de los MWCNTSs, las mezclas fueron puestas en un procesador ultrasonico marca SONICS VCX
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750 en un tiempo de 30 minutos, un pulso de 2:1 y una amplitud de 45% hasta llevar a soluciones
estables, teniendo un tiempo total de sonicacion de 45 minutos.

Finalmente, las soluciones fueron sometidas a agitacion mecénica a una velocidad de 300 rpm
y temperatura ambiente durante 30 minutos, para posteriormente ser llevadas al bafio ultrasonico

durante el mismo periodo de tiempo.

1.6 Recubrimiento de aleacién TI6AL4V CON PCL-Quitosano-MWCNTS funcionalizados.

Los recubrimientos se obtuvieron mediante la técnica de Spin Coating utilizando un equipo de
marca Laurell WS-650HZB-23NPPB para cada mezcla polimérica, esta técnica consiste en la
fabricacion de peliculas finas de espesor uniforme mediante la utilizacion de la fuerza centrifuga
durante el proceso de deposicion sobre un sustrato de una disolucion polimérica (Ladeiro, Coterillo
Casado, & Téllez Ariso, 2011).

El recubrimiento se llevo a cabo mediante la deposicion de 5 capas cada una con un volumen
de 30 pl para obtener un recubrimiento homogéneo. Antes de iniciar el recubrimiento el sustrato
tuvo un precalentamiento de 10 minutos a 50 °C en la estufa, el secado entre capas a las mismas
condiciones incluyendo la etapa final. La primera capa se ejecuté a 3000 rpm vy las siguientes
cuatro capas a una velocidad de 4000 rpm con un intervalo de paso de 1:2 por un tiempo de 60
segundos en los dos pasos. Las condiciones anteriores se encontraron por medio de pruebas

preliminares.
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1.7 Caracterizacion morfoldgica de policaprolactona/quitosano con MWCNTS

funcionalizados.

La mezcla de PCL- quitosano y MWCNTS se caracteriz6 mediante microscopia SEM.

1.8 Evaluacién de citotoxicidad mediante reduccién MTT.

Cada una de las muestras (problema y control) fueron colocadas en medio de cultivo RPMI-1640
al 10% de SFBi (suero fetal bovino inactivado) e incubadas a 37°C £ 0.5°C, durante 30 dias. Para
evaluar la toxicidad, las células HOS (osteosarcoma humano) fueron incubadas con diluciones
seriadas por triplicado de cada uno de los sobrenadantes. Como control las células fueron dejadas
sin tratamiento. Después de 72 h la viabilidad celular sera medida mediante la prueba colorimétrica
de reduccion del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). La medida de la densidad

Optica es realizada a 570 nm en un lector de microplacas (Montafiez Supelano, 2017).

2. Resultados y anélisis

2.1 Caracterizacion de NTC pristinos.

En la caracterizacion de NTC, se pudo evidenciar que en el espectro Raman presentan los

espectros caracteristicos con la denominadas banda D y G, con una longitud de onda de 1331 cm’
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1y 1595 cm™ respectivamente. La banda G sefiala la banda del grafito y la banda D, el trastorno de
defectos en la estructura (Flahaut, Laurent, & Peigney, 2005). En la Figura 2 se presenta el espectro
Raman que muestra la intensidad vs el nimero de onda. A la gréfica se le aplicé tratamiento de
deconvolucion para calcular el area bajo cada pico con respecto a su intensidad para cada una de

las banda D, G, D’ y G” de NTCs obtenido comercialmente.

—NTC

Intensidad ( arb)

T T T T * 1 T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Numero de onda ( cm’1)

T T T

Figura 2. Espectro Raman de MWCNTS pristinos

Las micrografias SEM muestran nanotubos en aglomeraciones, los cuales presentan fuerzas de
atraccion tipo Van Der Waals que hacen que se mantengan unidos unos a los otros. Asi mismo, se
evidencia concentraciones de NTC, mostrados en circulos, que actian como agentes que
minimizan la posibilidad de dispersarlos en materiales poliméricos como se muestra en la Figura

3a (Fernandez & Hernandez Sanchez, 2011). Los MWCNTs cumplen con las caracteristicas
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requeridas, teniendo en cuenta que los tubos no se encuentran cortados y que su diametro de
particula es de 13 a 30 nm, lo cual corresponde de acuerdo a la literatura como se observa en la

Figura 3b.

Figura 3. Micrografia SEM MWCNT pristinos

2.2 Caracterizacion de PCL y Quitosano.

El espectro FTIR de la PCL se muestra en la Figura 4. Una banda a 1717 cm™ es asignada a la
vibracidn en tension del enlace carbonilo —C=0 presente en la union del éster, de igual manera se
observan dos picos a 2941 y 2861 cm™ que se relacionan con la vibracion en tension de enlaces —
CH. Vale la pena resaltar que se ve una pequefia sefial marcada con un nimero de onda en 3439,38
cm™ a la que se le puede asignar el estiramiento de grupos hidroxilo —OH, aunque esto se puede
dar debido a la humedad absorbida por el material polimérico. El espectro se compara con los
principales espectros reportados por Cardenas et al en la tabla 1, dando como resultado una buena

aproximacion (Cardenas, HERNANDEZ, & PEREA, 2011).
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Tabla 1.

Principales enlaces en un espectro FTIR del PCL.
Banda Enlace Correspondiente (Grupo Funcional)
[em™]
3439,92 Humedad remanente en la superficie
29442 Estiramiento Metileno C-H del (-CH2-)
2865,26 Estiramiento Simétrico Metileno -CH>-
1720,67 Ester 0

R-C-O-H

1471,07 Flexion Metileno  C-H del (-CH2-)
1436,67 Flexién Simétrico C-H del (-CH3-)

100

98_' ! W(Aﬂm ﬂ% q {fﬁw

{1 343938 / 2861,52

96 -
2941,73

%T

92

— PCL 1717,87
\

90
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Figura 4. Espectro Quitosano
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Figura 5. Espectro de PCL

La Figura 5 muestra el espectro de quitosano proveniente de forma comercial. Donde se revela
la presencia de grupos carboxilos que pertenecen a una banda ubicada en 3348 cm™, acorde con lo
reportado en la literatura. La banda a 2868 cm™ corresponde a una vibracion tension del enlace C-
H, mientras que la banda a 1633 cm™ se aprecia una banda de amida I, acorde con los aportes
hechos por Céardenas et al (Cardenas Otero, Mina Hernandez, & Toro Perea, 2011).

Igualmente se usé la técnica de caracterizacion por espectrometria Raman, en la que se pudo
evidenciar los espectros caracteristicos de cada polimero, en las Tablas 2 se resume la asignacion
de bandas de PCL y para el quitosano genera la mismas sefiales de los grupos funcionales y en la

misma zona del espectro, sus graficas correspondientes se encuentran en el Anexo A.
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Tabla 2.
Asignaciones de banda para PCL.
ASIGNACION DE BANDAS

NUmero de onda (cm™) Grupo funcional Referencia
916 CHs (Speight, 1999)
1068 C — O (CH2-OH, alcohol (Speight, 1999)
primario)
1119 CHs (Speight, 1999)
1285, 1307 CH> (Speight, 1999)
1434 CHs (Speight, 1999)
1727 C=0 (Speight, 1999)
2917 CHz, CHs (Speight, 1999)

2.3 Purificacién y funcionalizacion de MWCNTS.

Los NTC usualmente se encuentran contaminados con catalizadores metalicos, carbonos amorfos
y nanoparticulas de grafito que pueden influir en sus propiedades, lo cual puede introducir defectos
en las paredes laterales de los NTC causando un acortamiento de los tubos para su posterior su
aplicacién biomédica. En la actualidad, los MWCNTS purificados cuestan alrededor de US$ 3000
por gramo, que es 10 veces mayor que los CNT no purificados disponibles comercialmente (De
Volder, Tawfick, Baughman, & Hart, 2013).

La funcionalizacién consiste en la modificacion de las propiedades por la adsorcion de &tomos
0 moléculas en las paredes exteriores de los NTC. Por medio de oxidacion quimica se busco
obtener grupos funcionales como acidos carboxilicos para asi obtener cambios en las propiedades

fisicas de las superficies, tales como solubilidad y dispersion. Se aplicaron tres metodologias de
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oxidacion, descritas en la seccién 1.2 (Kathyayini et al., 2006; Montafiez Supelano, 2017; Osorio

et al., 2008).

2.4 Caracterizaciéon de nanotubos funcionalizados.

La caracterizacion se llevo a cabo mediante espectroscopia Raman y microscopia electronica de

barrido SEM para los tratamientos utilizados, y asi, poder evaluar el mejor método de

funcionalizacion.

2.5 Caracterizacion por espectroscopia raman.

En esta técnica, se realizd la comparacién de los espectros obtenidos de los MWCNTS pristinos y

los MWCNT-f lo cual es una técnica frecuente que proporciona diferentes espectros caracteristicos

para sp?, sp? y carbones sp.
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Figura 6. Espectro Raman de MWCNT y MCNTSs con cada uno de los tres tratamientos.

Como se observa en el espectro, se identifican los mismos espectros caracteristicos de los
MWCNT pristinos, de lo que se puede concluir que los MWCNTSs no sufrieron ningun dafio
estructural con los tratamientos acidos, a excepcion del tratamiento 3, que presenta un pico no
caracteristico en la longitud de onda de 576 cm, el cual se puede atribuir a un dafio estructural en
las paredes de los MWCNTSs (Osorio et al., 2008).

Se ha reportado que el uso de la relacién de la intensidad de las bandas D y G, denotada como
le/lp (area bajo la banda), se usa para la caracterizacion del grado de desorden estructural que
presentan los MWCNT, describiendo que a mayor relacion se le atribuye un mayor grado de
funcionalizacion (Boyer, C.Albano, & Navarro, 2010). Las relaciones de areas de estas bandas, asi

como el area de cada una de estas bandas se presentan en la tabla 3.
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Tabla 3.

Areas y relacion de areas de MWCNT pristinos y funcionalizados.

MWCNT pristinos
Tratamiento 1
Tratamiento 2

Tratamiento 3

area del pico
Banda D Banda G
88415,66522 31278,22376
123180,5518 49826,23499
51860,18775 19815,69851
7831124142 2634096159

IG/ID

0,35376337
0,40449758
0,38209847
0,33636246

|32

Se evidencia un aumento del valor de la relacién de areas bajo la curva de los espectros

obtenidos por medio del método de deconvolucion, realizado en el software OriginPro 8,

identificado como IG/ID. Obteniendo que el tratamientol tiene una relacion mayor, en

comparacion con los dos tratamientos consecuentes con una relacion de 0,4 en comparacion a los

MWCNT pristinos que presentan una relacion de 0,35. Los dos primeros tratamientos presentaron

un aumento en su relacion de area como se esperaba después de su funcionalizacion por medio

acido, en cambio, el tratamiento 3, present6 una disminucidn con respecto a los nanotubos pristinos

demostrando con el espectro RAMAN que tuvo un cambio estructural y su grado de

funcionalizacion se le puede atribuir que fue menor. Cada uno de los espectros junto con su

relacion de area para los tres tratamientos se presenta en el Anexo B.

2.6 Caracterizacién SEM-EDS de MWCNTS.

En la figura 7 se presenta la microestructura morfolégica de los MWCNTSs obteniendo informacion

sobre su morfologia y los elementos presentes en las diferentes muestras se evaluaron por SEM-

EDS.
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Figura 7. Micrografias de MWCNTSs a) tratamiento 1, b) tratamiento 2, ) tratamiento 3.

Las micrografias de los tres tratamientos evidencian que no hubo dafios a las paredes de los
MWCNTSs, ya que se mantuvo el diametro en cada uno, en un rango entre 13y 30 nm. Sin embargo,
en el tratamiento 3 (ver figura 7c) se puede observar que los nanotubos se aglomeraron tomando
una forma esponjosa y produciendo formaciones de cluster lo que puede afectar su dispersién en

las soluciones poliméricas a tratar. Adicionalmente los nanotubos en este tratamiento no presentan
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una estructura definida en comparacion con los otros dos, que a su vez, presentan cadenas de
nanotubos enrolladas mas definidas.

En el tratamiento 1, se evidencia un mayor didmetro de nanotubos, puede ser debido a la
inclusion de grupos funcionales a sus paredes, adicionalmente, una cadena de nanotubos méas
definida en comparacion a los otros dos tratamientos &cidos realizados, haciendo que éste, se
visualice mejor a una misma resolucion.

Las gréficas correspondientes al anélisis EDS en el que se reportan el porcentaje en peso de los
compuestos de MWCNTS en cada uno de sus tratamientos se observan en el Anexo C. En los que
se evidencia un mayor porcentaje en peso de carbono y oxigeno en el tratamiento 1 en comparacion
a los tratamientos 1 y 2, siendo en este ultimo la aparicion de compuestos tales como Al, Si, K,
Mn, Fe, que corresponde a elementos no deseados que estan presentes en este tratamiento, esto

puede ser debido a contaminacién de la muestra.

2.7 Caracterizacion por medio de Termogravimetria (TGA).

Como se muestra en la Figura 8, los MWCNTSs funcionalizados en los tratamientos 1y 2 y
nanotubos pristinos, tienen una pérdida inicial de peso a 200 °C, la cual es atribuida a la remocién
del agua fisisorbida. La segunda pérdida del 4% para los tratamientos 1 y 2 y del 14% para los
pristinos se observa hasta los 500 °C, lo cual puede ser atribuido a la oxidacién del carbono amorfo
conteniendo nanotubos con defectos en su estructura (Misra, Tyagi, Singh, & Misra, 2006). Esta
pérdida es pequefia sugiriendo que la cantidad con estructuras desordenadas es relativamente baja.

Se puede observar que la funcionalizacion en el tercer tratamiento comenzé a descomponerse mas
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temprano que las otras dos metodologias utilizadas para oxidar nanotubos, esto puede indicar cierta

ineficiencia en la adsorcion de grupos quimicos en los MWCNTSs.

Peso (%)
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20 +

10 4

0

Pristinos
Tratamiento 1.
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Tratamiento 3.

0
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
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Figura 8. TGA obtenidos para MWCNT pristinos y funcionalizados.

Se concluye que el tratamiento 1, luego de la caracterizacién por medio de las técnicas de SEM,

TGA y FTIR, fue el método més efectivo presentando cambios estructurales, atribuidos a la

inclusion de un grupo funcional a las paredes de MWCNTSs sin causar una ruptura en ellas, para

asi, ser utilizado en la mezcla polimérica.
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2.8 Andlisis de la superficie de la aleacion ti6al4v.

La probeta utilizada como sustrato para los recubrimientos por medio de la técnica de Spin coating,
tuvo que ser tratada por medio de la solucion de decapado con el fin de eliminar impurezas
adquiridas luego del lijado mecénico y posiblemente en su proceso de corte y transporte.

En la Figura 9 se observa la micrografia SEM-EDS, de la probeta después de ser decapada, en
la que se evidencia las fases presentes en la aleacion de Ti6Al4V siendo estas, la fase alfa o y la
fase B. El aluminio tiende a estabilizar la fase a, que es el aumento en la temperatura de
transformacion de la fase a-f y el vanadio estabiliza la fase B bajando la temperatura de la
transformacion de o a . Se puede apreciar que la aleaciéon de Ti6Al4V posee una matriz 3
contenida en o, donde las partes oscuras pertenecen a la estructura f y las partes claras a la
estructura a.. lgualmente se observa los granos con forma alargada, debido al ataque con la solucion
de decapado. En el anélisis EDS se obtuvo los porcentajes en peso de la aleacién comprobando

sus valores por medio de la norma ASTM F- 136 (Centres., 2017).

06.50

90.99 86.75
02.51 02.25
Correction ZAF

Figura 9. Micrografia SEM-EDS de Ti6Al4V después de decapado
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2.9 Caracterizacion de los recubrimientos PCL, quitosano, PCL- quitosano y pcl- quitosano-

MWCNTS.

Cada una de las morfologias superficiales de los recubrimientos de PCL, quitosano y PCL-
quitosano, fueron estudiadas por medio de la técnica SEM. En las imagenes de menor aumento
(Figura 10a, Figura 10b y Figura 10c) se puede observar que los recubrimientos realizados logran
cubrir la totalidad de la superficie de la aleacidn en los tres casos a las mismas condiciones.

No obstante, el recubrimiento realizado con PCL al 0,3 %p/v sobre la aleacion de Ti6Al4V,
presentd un grosor de recubrimiento inferior al de quitosano, evidenciando las raspaduras
originadas por el desbaste mecanico al que fue sometida la superficie de la aleacion,
adicionalmente presentd puntos en el recubrimiento atribuido a imperfecciones en la superficie, lo
que afirma un recubrimiento delgado a esta concentracion de PCL, sin embargo, en comparacion
a lo realizado por Herrera Paola et al, quienes reportaron recubrimientos de PCL al 2,5 %p/v,
consiguieron una pelicula polimérica completamente homogénea, aunque, a pesar de obtener
homogeneidad en el recubrimiento se presentaron defectos en el pulido de la misma manera que
al 0,3 %p/v pero utilizando una mayor concentracion (Herrera Ardila, Lopez Lozada, Pefia
Ballesteros, & Montafiez Supelano, 2018). Se puede deducir que la utilizacion de este polimero
para recubrimientos tendria que ser en un mayor porcentaje para tener una capa homogénea y mas
gruesa.

En la Figura 10b, se observa el recubrimiento de quitosano al 1 %p/v de forma mas homogénea
y gruesa, ya que se refleja de manera tenue el pulido mecanico a diferencia del recubrimiento de
PCL. Esto, se puede deber a que la solucidn del quitosano es méas densa que la de la de la PCL. En

la figura 10c el recubrimiento de PCL- quitosano, es mas uniforme que los dos anteriores, sin
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presentar lineas del desbaste, infiriendo que el recubrimiento es méas grueso y que la mezcla de
estos dos polimeros crea una solucion homogénea, formando capas homogéneas y poco porosas
que siguen la morfologia del sustrato, actuando como inhibidores de la corrosion (Quintero Jaime
etal., 2013).

Lo anterior se afirma con micrografias a mayor aumento (ver Anexo D) las cuales indican la
homogeneidad del recubrimiento por parte de la solucion de quitosano y PCL- quitosano, donde
se evidencias pequefias rugosidades que son atribuidos a particulas de quitosano que no se

disolvieron en la solucién.
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Figura 10. Micrografias SEM tomadas a 50X, a) PCL b) Quitosano ¢) PCL- Quitosano.
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Las imagenes de las micrografias a un aumento de 5000X de los recubrimientos se presentan
en las Figuras 11 a), b) y c) para las tres concentraciones de MWCNTs (0,5, 1 y 1,5) mg/ml
respectivamente. En la Figura 11a se observa la micrografia de la mezcla de PCL- quitosano-
MWCNTS, en la que se puede observar nanotubos de carbono sobre la superficie del sustrato de
manera no uniforme, formandose aglomerados de nanotubos en algunas regiones de la aleacion de
Ti6AIl4V inmersos en la matriz polimérica. Esto se puede presentar por la falta de funcionalizacion
de MWCNTS, ya que esto contribuye a su dispersion en la solucion o a la falta de MWCNTSs
presentes en la solucion polimérica. En las regiones en las que quedaron depositados se puede
observar una mejora en el recubrimiento del biomaterial. En las regiones donde no se presentan
nanotubos de carbono se afirma la homogeneidad del recubrimiento polimérico.

En la figura 11b se observa que el recubrimiento permite consolidar una capa continua de
polimeros y MWCNTS, densa y homogénea sobre el sustrato, mejorando la biocompatibilidad y
su estabilidad en el entorno biolégico como lo reporta la literatura. Se observa que en la matriz
polimérica se encuentra una cantidad importante de MWCNTS cubriendo gran parte del sustrato,
obteniéndose asi un porcentaje ideal de MWCNTS en la solucion polimérica, en comparacion a
una distribucién uniforme de poliestireno (PS) o polimetilmetacrilato (PMMA), el porcentaje en
peso de NTC debe ser inferior al 1%, ya que al aumentar este porcentaje incrementa el nimero de
inconvenientes con respecto a sus ventajas (Corrales, Catalina, & Peinado C, 2002).

En la Figura 11c, se observa la no uniformidad de MWCNTSs sobre la superficie del sustrato,
debido a que como los MWCNTSs presentan aglomerados como se representa en los circulos, lo
cual es un reto lograr una dispersion eficaz en cuanto se aumenta su concentracion. Esto se debe

a que la transferencia de carga de la matriz polimérica a los MWCNT-f esta condicionada por la
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union interfacial, por la estructura molecular del polimero y su capacidad de formar hélices
ordenadas alrededor del nanotubo individual (Pascual Bolufer, 2009).

En el Anexo E, se encuentran la micrografias a mayor aumento a las distintas concentraciones
de MWCNTSs (0,5, 1y 1,5) mg/ml respectivamente, que demuestran la formacion de aglomerados
sobre la superficie del sustrato, describiendo una dispersion no uniforme de MWCNTS a diferencia
de la concentracion de 1 %p/v, que presenta mayor dispersion dicho anteriormente, aunque se

puede notar aglomerados de menor tamafio con respecto a las dos concentraciones anteriores.
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Figura 11. Micrografias tomadas a 5000X de recubrimientos obtenidos a concentraciones de
MWCNTSs de a) 0,5 mg/ml, b) 1 mg/ml, ¢) 1,5 mg/ ml.
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2.10 Andlisis de citotoxicidad mediante reducciéon MTT.

Con el fin de evaluar la citotoxicidad de los recubrimientos de PCL, quitosano y MWCNT-f -PCL-
quitosano, se evaluaron muestras por triplicado de cada uno de los polimeros y para cada una de
las diferentes proporciones de MWCNT-f sobre la probeta de Ti6Al4V igualmente por triplicado.
El estudio se realiz6 de acuerdo a la norma ISO 10993-5 (Estudio de citotoxicidad en materiales
de uso biomédico), la cual establece que un material no es citotoxico siempre que su viabilidad
celular sea mayor al 70%. Para el anlisis de estos datos se utilizo la herramienta R project version
3.4.2 el cual ayudd a realizar un analisis de varianza ANOVA con p<0,05 y analisis Tukey, el cual
corrige la tasa de error del experimento empleando una distribucion Ilamada studentized range
distribution en lugar de la distribucién-t (Team, 2017). En la Figura 12 se muestran los
recubrimientos aplicados sobre la aleacion de Ti6AI4V los cuales no presentaron diferencia

significativa en ninguno de los recubrimientos obtenidos.

95
|

20

% wiabilidad

PCL- quitosano PCL- quitosano  PCL- quitosano PCL Quitosano
0,5 mg/ml 1 mg/ml 1,5 mg/ml
MWCNT-f MWCNT-f MWCNT-f

Figura 12. ANOVA de dos vias con p<0.05 y andlisis de Tukey para recubrimientos sobre
Ti6AIl4V a diferentes proporciones de MWCNT-f
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La viabilidad de los recubrimientos fue mayor al 70%, por lo que se puede decir que el
biomaterial con los recubrimientos poliméricos y reforzado con MWCNT-f no es citotoxico. Se
evidencia que el recubrimiento de PCL-quitosano-MWCNTSs con concentracion 1mg/ml reporta
un mayor porcentaje de viabilidad celular del 98% haciendo este recubrimiento el mas atractivo
para su aplicacién y reafirmado por las pruebas SEM y Raman. En los Anexos F-J se presentan las
comparaciones de los recubrimientos con cada una de las tres diluciones utilizadas, obteniendo
una viabilidad celular por encima del 70% en cada una de estas diluciones para cada recubrimiento
indicando que no presenta citotoxicidad cada recubrimiento de PCL, quitosano y PCL-quitosano-

MWCNT-f con cada una de las concentraciones de MWCNT-f.

3. Conclusiones

Se evaluaron tres tratamientos acidos a distintas condiciones de temperatura y concentracién, sobre
nanotubos de carbono multipared, identificando los cambios en las intensidades de las bandas, las
temperaturas de degradacion y su morfologia. El tratamiento 1 fue el de mayor grado de
funcionalizacion y el que menor dafio estructural tuvo, ratificado por los tres anélisis,
espectroscopia (Raman), microscopia (SEM) y termogravimetria (TGA).

La presencia de MWCNT-f con concentracion de 1 mg/ml presentd mayor dispersion en la
solucion polimérica formando aglomeraciones de menor tamafio con respecto a las

concentraciones de 0,5 y 1,5 mg/ml, infiriendo que a esta concentracion se obtiene una mejora
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significativa de la superficie del material ya que mejora las propiedades eléctricas y mecanicas del
biomaterial, dando como resultado una mayor adhesion celular.

La respuesta de la técnica de reduccion del MTT indica que los recubrimientos a las diferentes
concentraciones de MWCNT-f no presentan citotoxicidad aparente, obteniendo que el
recubrimiento de PCL-quitosano-MWCNT-f de concentracion 1mg/ml fue el mejor dado
posiblemente por la dispersion de MWCNTSs en el refuerzo de la matriz polimérica, indicando que
lo recubrimientos poseen caracteristicas sobresalientes para su uso potencial en aplicaciones

biomédicas.

4. Recomendaciones

Emplear méas tratamientos oxidacion quimica con el fin de minimizar tiempo y mejorar el grado
de funcionalizacién con el fin de obtener mayor cantidad de grupos funcionales a las paredes de
los MWCNTSs como por ejemplo el uso de perdxido de hidrogeno.

Incrementar el nimero de capas en o0s recubrimientos con un mayor tiempo de secado entre
capas para lograr obtener un recubrimiento con una capa mas gruesa y asi garantizar una mejora
en la superficie del material.

Evaluar en las mismas condiciones del presente trabajo pruebas de adherencia y compararlas

con las recomendaciones anteriormente mencionadas.
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Apéndices

Apéndice A. Espectros RAMAN para los polimeros PCL y quitosano.

——Raman PCLl Raman Quitosana
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Apéndice B. Espectros Raman para los tratamientos &cidos.

B1. Espectro Raman tratamiento 1 MWCNTSs.
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B2. Espectro Raman para tratamiento 2 de MWCNTS.
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B3. Espectro Raman para el tratamiento 3 de MWCNTSs.
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Apéndice C. Andlisis EDS a MWCNTSs.
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B. Tratamiento 2.

Spectrum 1
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Apéndice D. Micrografias SEM tomadas a 500X, PCL a), Quitosano b), PCL- Quitosano c).
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Apéndice E.. Micrografias SEM tomadas a 20 K, PCL a), recubrimiento 0,5 mg/ml b),

recubrimiento 1 mg/ml c¢) recubrimiento 1,5 mg/ml
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Apéndice F. ANOVA de dos vias con p<0.05 y analisis de tukey para recubrimiento PCL-

quitosano- 0.5 mg/ml MWCNT-f
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Apéndice G. ANOVA de dos vias con p<0.05 y anélisis de tukey para recubrimiento PCL-
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Apéndice H. ANOVA de dos vias con p<0.05 y anélisis de tukey para recubrimiento PCL-

quitosano- 1,5 mg/ml MWCNT-f .
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Apéndice I. ANOVA de dos vias con p<0.05 y anélisis de tukey para recubrimiento PCL
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Apéndice J. ANOVA de dos vias con p<0.05 y analisis de tukey para recubrimiento PCL
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