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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION DE PELICULAS BIOFUNCIONALES DE PEG — QUITOSANO -
HIDROXIAPATITA OBTENIDAS POR DIP COATING SOBRE Ti6AI4V".

AUTORES: NIETO SOTO Ana Maria; DIAZ MALDONADO Dolly Katherine™.

PALABRAS CLAVES: Biomateriales, peliculas biofuncionales, dip coating, hidroxiapatita,
quitosano, polietilenglicol, Ti6AI4V.

DESCRIPCION

Un biomaterial esta definido como cualquier material usado para fabricacion de dispositivos que
reemplacen una parte o una funcién del cuerpo de manera fisiolégicamente aceptable. El objeto del
presente trabajo es la obtencién y caracterizacion de superficies de PEG — Quitosano - Hidroxiapatita
(HAp) sobre la aleacion de Ti6Al4V para la generacion de materiales con propiedades bioactivas y
biocompatibles por medio de la técnica de dip coating. Utilizando técnicas de caracterizaciébn como
SEM, EDS, DRX, absorcion atémica y EIS se evaluaron dichas propiedades de los recubrimientos
creados, asi como la formacidon de apatitas antes y después de la inmersion en fluido corporal
simulado (HBSS), y la degradacion de los recubrimientos en ambientes fisiol6gicos simulados.

Los resultados mostraron la formacion de apatitas debido a la variacion de los polimeros y del
ceramico, donde se observé deposicidn de calcio sobre la superficie de la probeta luego de estar en
contacto durante 5 dias con el fluido corporal simulado (HBSS), ademas el uso de técnicas
electroquimicas permitié determinar la resistencia a la polarizacién junto con el comportamiento del
material a altas y bajas frecuencias. Con base en los resultados obtenidos, es posible decir que la
relaciéon que present6 las mejores respuestas fue la de 50: 50 de Quitosano: PEG con 0,05 % p/v de
HAp, la cual generé una capa bioactiva (altamente capacitiva) sobre la aleacion de Ti6Al4V
consiguiendo que hubiese mayor interaccion con el medio e intercambio de iones, y a su vez logré
conservar las propiedades resistivas del material base considerandose un biomaterial altamente
biocompatible.

* Proyecto de Grado.
" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director; PhD. Dario Yesid Pefia Ballesteros.
Codirector: Anderson Andrés Sandoval Amador.
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ABSTRACT

TITLE: CHARACTERIZATION OF BIOFUNCTIONALS PEG - CHITOSAN — HYDROYAPATITE
FILMS OBTAINED BY DIP COATING ON T6AI4V".

AUTHORS: NIETO SOTO Ana Maria; DIAZ MALDONADO Dolly Katherine .

KEYWORDS: Biomaterials, biofunctional films, dip coating, hydroxyapatite, chitosan,
polyethylenglycol, Ti6AI4V.

DESCRIPTION

A biomaterial is defined as any material used to manufacture devices that replace a part or function
of the body physiologically acceptable way. The purpose of this work is the preparation and
characterization of PEG — Chitosan - Hydroxyapatite (HAp) surfaces on Ti6Al4V alloy for generating
materials with bioactive and biocompatible properties using the dip coating technique. With
characterization techniques like SEM, EDS, DRX, atomic absorption and EIS can evaluate the
porperties of the coatings, also the formation of apatites before and after inmersion in simulated body
fluid (HBSS), and the degradation of the coatings in simulated physiological environments.

The results showed the formation of apatites because the variation of the polymers and the ceramics,
showing calcium deposition on the surface of the sample after being in contact for 5 days in simulated
body fluid (HBSS), also using electrochemical techniques allowed to determine the polarization
resistance with the material behavior at high and low frequencies. Based on the results, we can say
that the relationship provided the best responses was 50: 50 Chitosan: PEG and 0.05% w/v of HAp,
which generated a bioactive layer (highly capacitive) on Ti6Al4V alloy getting had more interaction
with the environment and ion exchange, and at the same time to retain the resistive properties of the
base material considered a highly biocompatible biomaterial.

* Proyecto de Grado.
" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: PhD. Dario Yesid Pefia Ballesteros.
Codirector: Anderson Andrés Sandoval Amador.
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INTRODUCCION

El creciente campo de los materiales biomédicos ha acelerado la demanda de
biomaterial reabsorbible con propiedades biolégicas especificas y un buen perfil de
biocompatibilidad. Gran parte de este interés ha sido estimulado por los avances
recientes en las técnicas de ingenieria de tejidos, en el que los materiales
reabsorbibles se utilizan como una matriz de soporte para la reconstruccion de
tejidos en tres dimensiones [1], [2]. El principal requerimiento de estos materiales
es que sean resistentes a sufrir alguna alteraciébn en su superficie cuando son
implantados en el cuerpo y que posean éptimas propiedades mecanicas enlazadas
con una excelente biocompatibilidad. Los dispositivos fabricados con estos
materiales muestran un alto grado de aceptacion por el cuerpo, buena respuesta
celular y alta resistencia a la corrosion, la cual se deriva de la pelicula estable de
oxido que se forma en su superficie, que al dafarse, se reconstruye en presencia

de fluidos fisiolégicos [3], [4].

El titanio y sus aleaciones, principalmente la aleacién Ti6Al4V, son ampliamente
utilizados como materiales de implantes en aplicaciones biomédicas y dentales,
asociado con una combinaciébn de propiedades que presentan, tales como:
resistencia a la corrosion, biocompatibilidad, resistencia mecénica, baja densidad y
capacidad de integracion con los tejidos y huesos del cuerpo humano; sin embargo
es inerte quimicamente, haciendo de esta aleacién, un material carente de
capacidad bioactiva (bioinerte) [5]. Debido a esto, se han buscado alternativas para
convertir el titanio y sus aleaciones en materiales bioactivos y biofuncionales como
tratamientos quimicos, procesos de oxidacion e incluso el uso de recubrimientos

poliméricos que proporcionan una superficie mas favorable a las condiciones del
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medio, y promueven la mineralizacion del implante y proliferacién celular;

manteniendo las propiedades mecanicas e inertes de la aleacion [6].

Partiendo de la necesidad de producir superficies mejoradas para los materiales de
implantes de regeneracion 6sea y a su vez mejorar la respuesta superficie — medio
bioldgico, en el presente trabajo se estudia la fabricacion de recubrimientos de PEG
— Quitosano — Hidroxiapatita empleando mezclas poliméricas y conformadas por la

técnica dip coating, sobre un sustrato de Ti6AI4V expuesto a tratamientos quimicos.

En ese orden de ideas, el presente trabajo esta conformado en primer lugar por la
fundamentacién tedrica necesaria para entender e interpretar los temas tratados a
lo largo del mismo, partiendo desde conceptos basicos acerca de los biomateriales;
en la segunda parte se expone la metodologia con la cual se logré la formacién de
recubrimientos poliméricos de PEG — Quitosano — Hidroxiapatita sobre la aleacion
Ti6Al4V; seguidamente se aprecian los resultados obtenidos y el respectivo analisis
de las técnicas de caracterizacion usadas; en la cuarta parte se muestran las
conclusiones a las cuales se llegaron con la realizacién del presente trabajo
cumpliendo las expectativas propuestas inicialmente; finalmente, en la ultima parte,
se proporcionan algunas recomendaciones a seguir posterior al trabajo y anexos
como imagenes, espectros y difractogramas proporcionados por las técnicas de

caracterizacion.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar superficies de PEG — Quitosano — Hidroxiapatita en
aleaciones de Ti6Al4V generando materiales con propiedades bioactivas y

biocompatibles.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar recubrimientos de PEG — Quitosano - Hidroxiapatita sobre una

aleacion de Ti6Al4V mediante la técnica de dip coating.

e Realizar la caracterizacibn morfolégica, composicional y estructural de las
superficies recubiertas mediante angulo de contacto, SEM, EDS y DRX,
FTIR.

e Evaluar la capacidad de formacion de apatitas y degradaciéon de las
superficies de PEG — Quitosano - Hidroxiapatita mediante absorcion atomica,
resistencia a la polarizacion lineal y espectroscopia de impedancia

electroquimica, EIS.
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2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Biomateriales

El concepto de biomateriales ha ido evolucionando en el tiempo, de acuerdo a las
necesidades y al entendimiento que se ha logrado de la interaccion material — tejido

vivo [7].

Un biomaterial puede ser definido como cualquier material utilizado para fabricar
dispositivos para reemplazar una parte o una funcion en el cuerpo de una manera
segura, fiable, econémica vy fisiologicamente aceptable. Dicho de otro modo, un
biomaterial es un material sintético utilizado para sustituir parte de un sistema vivo
o para funcionar en contacto intimo con el tejido vivo. Algunos ejemplos comunes

incluyen suturas, rellenos de dientes, agujas, catéteres, placas de hueso, etc. [8].

Al entrar en contacto el biomaterial con el medio fisiolégico ocurre una interaccion
entre el medio bioldgico receptor y la superficie del biomaterial que promoveran o

no el proceso de crecimiento celular y tisular [6], [9].

El éxito de un biomaterial o un implante depende en gran medida de tres factores
principales: las propiedades y la biocompatibilidad del implante, el estado de salud
del receptor, y la competencia del cirujano que implanta y supervisa su progreso [8].
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2.2 Clasificacién de los biomateriales

Todos los materiales producen algun tipo de respuesta al estar en contacto con los
tejidos organicos. De acuerdo a esta respuesta, se pueden clasificar los

biomateriales como sigue.

2.2.1 Biomateriales naturales. Los biomateriales naturales son materiales que
contienen arquitecturas similares a las del tejido nativo que estan reemplazando con
elementos naturales necesarios para la reconstruccion del tejido adecuado. En el
sistema bioldgico humano se clasifican en tres tipos: blandos, duros y células. El
uso de biomateriales naturales ha requerido pretratamientos fisicos y quimicos con
los que se pretende: (1) preservar el tejido mediante la mejora de la resistencia del
material a la degradacion enzimatica o quimica, (2) la reduccion de la

inmunogenicidad del material, y (3) esterilizar el tejido [10], [11].

2.2.2 Biomateriales sintéticos. Los biomateriales sintéticos son materiales
disefiados artificialmente, que se utilizan para reemplazar o restaurar la funcién de
un tejido corporal y continuamente directa o indirectamente en contacto con las
condiciones del fluido corporal. Una de las razones principales para utilizar
biomateriales sintéticos es reemplazar fisicamente los tejidos duros y blandos que
se han dafiado o destruido por algun proceso patolégico [10]. Los biomateriales
disefiados sintéticamente se pueden clasificar en cuatro tipos principales:
biomateriales metalicos, biomateriales ceramicos, biomateriales poliméricos y

biomateriales compuestos.
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2.2.2.1 Biomateriales metalicos. La mayoria de los biomateriales metalicos son
considerados como casi inertes, su bioactividad en lo que concierne a la formacién
de una interfase hueso - implante es mucho menor que la de otros compuestos,
tales como los fosfatos de calcio. Sin embargo, los metales siguen siendo los mas
utilizados en implantes donde se requiere el soporte de carga (dentales o
artroplastias) debido a su alta resistencia mecéanica. Los principales metales
biocompatibles son aceros inoxidables, aleaciones basadas en cobalto y aleaciones
basadas en titanio. Las aleaciones basadas en titanio tienen una alta resistencia
mecanica y un modulo elastico bajo que se asemeja mas al del hueso que otras
aleaciones metélicas, y a su vez tiene una alta resistencia a la corrosiébn como
consecuencia de la formacion espontanea de la capa pasiva de 6xido de titanio, lo
que las ha convertido en las aleaciones mas utilizadas para aplicaciones

ortopédicas [7].

2.2.2.1.1 Aleacion Ti6Al4V. El titanio ha sido utlizado para dispositivos
biomédicos, como por ejemplo soportes cardiovasculares, cables conductores y
dispositivos de fijacién espinal debido a su biocompatibilidad superior y mejorada
resistencia a la corrosion en comparacion con los aceros inoxidables y las
aleaciones de cobalto [12], [13], [14]. Se han planteado algunas propiedades de
desgaste de las aleaciones de titanio, para esto se han realizado investigaciones
donde se ha encontrado que con ciertas modificaciones de la superficie tales como
implantacion de iones, se podrian mejorar las propiedades de desgaste [1], [15],
[16].

La aleacion de Ti6Al4V ha sido generalmente la mas usada como material de
implante ortopédico debido a la su excelente comunicacion y biocompatibilidad, por

otro lado también presenta una resistencia a la corrosién y propiedades mecanicas
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importantes como su alta resistencia, bajo médulo de elasticidad y buena tolerancia
de los tejidos [3], [17].

Entre sus aplicaciones se encuentran las prétesis de cadera y rodilla, dispositivos
de trauma/ fijacion, los instrumentos y los implantes dentales [18]. La composicion
de esta aleacion ha sido definida por la norma ASTM F136 y se muestra en la Tabla
1.

Tabla 1. Composicion quimica de la aleaciéon Ti6AI4V [19].

Elemento Composicién, % peso

Nitrégeno, max. 0,05
Carbono, max. 0,08
Hidrogeno, max. 0,012
Hierro, max. 0,25
Oxigeno, max. 0,13
Aluminio 5,5-6,50
Vanadio 35—-45
Titanio Balance

2.2.2.1.2 Degradacién de biomateriales metélicos. Para el caso de los metales,
la corrosion o degradacion puede ser considerada como el proceso inverso al de su
obtencién, el proceso es normalmente electroquimico; es decir, una reaccién
quimica en la cual hay transferencia de electrones de una especie a otra. Para
extraer el metal puro del mineral hay que entregarle energia y por ello, la energia
de los metales es mas alta que la de los minerales de los que provienen. Por este
motivo hay una tendencia natural a devolver dicha energia lo que conduce a la

corrosion de los metales y la formacion de compuestos de baja energia [20], [21].
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2.2.2.2 Biomateriales ceramicos. Se trata de estructuras no metalicas que se han
sintetizado por la fusibn o sinterizacion de mezclas complejas de compuestos
inorganicos tales como 6xidos de metal. Resisten a la corrosion y se caracterizan
por propiedades como la resistencia a las altas temperaturas, son buenos aislantes,
presentan modo de rotura fragil y de elasticidad longitudinal alto, son quimicamente
estables, presentan resistencia mecanica al desgaste; todas estas propiedades
hacen que los materiales ceramicos sean imposibles de fundir y mecanizar por
medios tradicionales [10], [12], [20].

El fosfato de calcio mas utilizado en la fabricacion de implantes es la HAp, por ser
el compuesto mas parecido al componente mineral de los huesos, presenta buenas
propiedades como biomaterial, tales como biocompatibilidad, bioactividad,
osteoconductividad y union directa al hueso [22].

2.2.2.2.1 Hidroxiapatita. La HAp, Caio(PO4)s(OH)2, es un biomaterial que se
emplea para reconstruir tejido 6seo dafiado o como recubrimiento de protesis, ya
gue su composicién quimica y su estructura se asemejan a la fase mineral contenida
en el esqueleto; esta similitud favorece la formacion de enlaces con el hueso, siendo

por consiguiente un material biocompatible [23].

La HAp es una variante de la apatita CaPO4 que puede encontrarse con diferentes
iones negativos como fltor, cloro, carbonato o hidréxido. No se degrada al entrar en
contacto con biofluidos o tejido humano, ademas es termodinamicamente estable
bajo pH fisiologico normal y ayuda a la formaciéon de fuertes uniones quimicas con

la superficie del hueso [18].
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2.2.2.3 Biomateriales poliméricos. Los biomateriales poliméricos han sido
ampliamente utilizados en productos médicos desechables. Las ventajas principales
de los biomateriales poliméricos en comparacion con el metal o ceramica son la
facilidad de fabricacion para producir diferentes formas, la facilidad de la capacidad
de proceso secundario, bajos costes y la disponibilidad con propiedades mecénicas
y fisicas deseadas [22].

En el caso particular de los biomateriales poliméricos, se puede hacer una
clasificacion segun el tiempo que deben mantener su funcionalidad cuando se
aplican como implantes quirargicos: segun el tiempo de permanencia y su caracter

de degradacion [24].

2.2.2.3.1 PEG. ElI polietilenglicol (PEG) son oligébmeros anfipaticos solubles en
agua, se utilizan con frecuencia para aplicaciones biomédicas, como excipientes
hidrofilicos dotados de biocompatibilidad y baja biodegradabilidad. Se conoce que
presenta una accion antitrombogénica [25] y son adecuados para cosméticos, que
van desde lapices labiales hasta aerosoles para el cabello [26]. Las pomadas,
supositorios, comprimidos, inyecciones preparaciones y capsulas se formulan con
PEG [2].

2.2.2.3.2 Quitosano. El quitosdn o quitosano es un biopolimero natural,
biocompatible, biodegradable derivado de la quitina presente en el caparazon de
crustaceos, mariscos e insectos [27]. La quitina y el quitosano estan compuestos
principalmente por unidades de N-acetilglucosamina y de N-glucosamina en su
cadena polimérica [28], [29].

El quitosano ha sido utilizado como un excipiente farmacéutico en formas de

dosificacion de liberacion sostenida, como un inmunoestimulante y para promover

27



la curacion de la herida [30]. El quitosano se produce comercialmente mediante la
desacetilacion de la quitina, polisacaridos de origen natural que es el elemento

estructural [29].

2.2.2.3.3 Degradaciéon de biomateriales poliméricos. Los biomateriales
poliméricos también experimentan deterioro mediante interacciones con el
ambiente. La degradacion polimérica es un proceso fisicoquimico en donde tienen
lugar varias reacciones y consecuencias adversas. Estos materiales se deterioran
por hinchamiento y por disolucién. La ruptura de enlaces covalentes, generalmente
va acompafada de una disminucion de la integridad mecanica. Debido a la
complejidad quimica de los polimeros, los mecanismos de su degradacion no se

conocen suficientemente [21].
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3. ESTADO DEL ARTE

El uso de materiales para la elaboracién de utensilios se asocia a la historia de la
humanidad desde tiempos remotos y dio lugar al desarrollo de tecnologias, las que
en muchos casos, definieron el avance de las grandes civilizaciones [31].

Se conoce que el uso humano del quitosano se remonta a 1811 cuando la quitina,
la fuente de la que se deriva, fue descubierta por primera vez por Braconnot,
profesor de historia natural en Francia. Segun los historiadores, mientras Braconnot
realizé investigaciones sobre las setas, aislo o que mas tarde seria llamada quitina
[29], [30].

La primera aplicacion de biomateriales en medicina no se produce hasta 1870,
cuando el cirujano inglés Lord Joseph Lister introduce las técnicas quirdargicas
asépticas. Durante los siguientes afios las aleaciones metalicas constituyen la Unica
forma de biomateriales en uso; sus aplicaciones se extienden desde reparaciones
Oseas hasta sistemas de liberacion de medicamentos. No es hasta la segunda
guerra mundial que se produce un rapido avance en la ciencia de los polimeros,

principalmente enfocado a las aplicaciones médicas [24], [31], [32].

Hacia 1940 se mejord la resistencia a la corrosion de los aceros mediante el
agregado de 2 - 4% de molibdeno. En 1960 se redujo la cantidad de carbono en
estos aceros inoxidables a menos del 0,03 %, por lo que se logré una mejoria
adicional. Posteriormente, la introduccién del titanio y de sus aleaciones con niobio

y tantalio, extendié el campo de aplicacién de los metales [24], [31], [32].
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Se cree que el uso médico de la hidroxiapatita se debe a la obra del profesor Per-
Ingvar Branemark. En 1952, se llevd a cabo un experimento que implicé el uso de
un implante de titanio en el hueso de conejo. Cuando el profesor fue a retirar el
implante, segun los informes, se encontré que el implante se habia integrado con el
hueso completamente que no podia ser eliminado. Esto despertd el interés en su
uso para fines médicos humanos [33]. Durante la década de los 60 se publicaron
los primeros estudios sobre las lesiones provocadas por la presencia de un
implante, e hizo su aparicion el término biocompatibilidad para definir el grado de

tolerancia del material por parte de la materia viva [24], [31], [32].

En 1999, Sanchez et al. [3] llevaron a cabo un estudio de las causas de la rotura
prematura de una protesis de cadera constituida por una pieza metélica de aleacion
Ti6AlI4V conformada en molde y recubierta por dos capas superficiales, una de
titanio puro poroso de 50 um de espesor y otra de ceramica de hidroxiapatita de 150
Mm. Mediante el uso de diversas técnicas espectroscépicas se analizd cada
recubrimiento y el estado de las interfases, asi como el tipo de rotura presente en la
superficie de fractura, llegando a la conclusion de que la rotura de la protesis tuvo
lugar por un proceso de fatiga compuesta por los propios esfuerzos del apoyo al
caminar. La propagacion de dicha fisura se dio por defectos de la pieza,

principalmente por falta de recubrimiento.

En el 2001, Zhang et al. [34] estudiaron la biocompatibilidad del quitosano a nivel
celular y proteico usando diferentes métodos fisicos y biolégicos. Se analizaron
cinco tipos de materiales mediante la mezcla de quitosano con cinco tipos diferentes
de polietilenglicol (PEG), observando que las propiedades mecanicas del material
mejoraron ligeramente con la cantidad adecuada de PEG. A través de estudios
bioldgicos y fisicos se demostré que el PEG mejoré eficazmente la biocompatibilidad

de los materiales, aumentando la adsorcién de proteinas y la adhesion celular.
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También se evidencié que una concentracion éptima de PEG ayudaba a mantener
la estructura natural de la proteina adsorbida en este y que el mantenimiento de la

estructura molecular beneficid el crecimiento celular.

En el 2008, Le6n B., A. y Martinez G., L. [35], realizaron una evaluacion comparativa
de la biomineralizacion del acido polilactico — biovidrio y acido polilactico — HAp con
el fin de reconocer cual de estas mezclas de materiales presentaba una mejor
respuesta a la oseointegraciéon en presencia de fluidos del cuerpo humano. Ademas,
se realiz6 una comparacion entre las resistencias a la polarizacion de las distintas
muestras obtenidas a diferentes dias de inmersion en SBF, y se obtuvo una
condicion favorable a los 14 dias de inmersibn en SBF para las dos mezclas
estudiadas, siendo la mezcla PLA/HAP la de mayor resistencia a la polarizacion y

por tanto la de mejor efecto de biomineralizacion.

En el afio 2011, Montafiez S., N. [36] evalud la interaccion de un biomaterial
polimérico electrodepositado sobre Ti6Al4V compuesto por acido polilactico - acido
poliglicolico - HAp, modificado con quitosano y colageno en presencia de medio de
cultivo celular y medio de cultivo de células osteoblasticas, mediante técnicas
electroguimicas que incluian potencial de corrosion con respecto al tiempo,
espectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria ciclica. Finalmente se
encontré la mejor superficie para la adhesion y crecimiento celular mediante andlisis
estadistico, correspondio al recubrimiento con la mayor concentracién de quitosano

y colageno.

En el 2013, Quintero J., A. [6] estudi6 la obtencion y evaluacion de superficies de
policaprolactona (PCL)/quitosano patronadas por ablacion laser sobre sustratos de

Ti6Al4V. Se trabajé con soluciones poliméricas en las cuales la relacion de
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PCL/quitosano variaba asi: 30/70, 50/50 y 70/30. Los resultados mostraron que en
las peliculas con relacion 50/50 la presencia de mayor cantidad de grupos hidroxilo

facilitaba la adsorcion de calcio mostrando un mejor caracter bioactivo.

Simultaneamente, en ese mismo afio, Camero, S. et al. [5] evaluaron el
comportamiento de la corrosion de una aleacion de Ti6Al4V con tratamiento
superficial mecénico y quimico. Las muestras se sometieron a un ensayo de
corrosion estético durante 0, 180, 360 horas para simular las condiciones de los
implantes en el cuerpo. Finalmente encontraron que el tratamiento corrosivo de la
aleacion cambiaba con el tiempo de inmersién y los distintos tratamientos
superficiales aplicados; ademas, la caracterizacion de la capa de productos permitio
verificar la presencia de calcio en la superficie de las muestras pulidas sugiriendo la

formacion de apatita sobre la superficie.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo del presente trabajo de investigacion se llevd a cabo mediante las

etapas descritas en la Figura 1.
Figura 1. Diagrama desarrollo experimental.
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4.1Etapa 1. Preparacion superficial

Se partié de muestras de Ti6AL4V con un diametro de 14 mm y un espesor de 4
mm. Inicialmente la superficie fue desbastada con papel de carburo de silicio No.
120, 180, 240, 320, 400, 600, 1000 y 1200, obteniendo una superficie lisa; se
continué con un pulido con alimina de 3 um y 0,05 um. Luego las muestras se
enjuagaron en bafio ultrasénico con etanol durante 10 minutos y fueron secadas
con aire caliente para posterior almacenamiento en el desecador. Se seleccion6 una
muestra de forma aleatoria y se atacd con reactivo Kroll para revelar su
microestructura, cuya composicion fue 5% v/v de HNOs, 10% v/v de HF y agua

destilada, para realizar andlisis microestructural mediante el microscopio optico.

Figura 2. Dimensiones de la probeta de Ti6Al4V.

14 mm

4 mm

A las muestras se les realiz6 tratamiento alcalino para activar la superficie, llevado
a cabo con inmersién en solucién de NaOH con concentracion de 10 M a 60°C por
24 horas en un bafo hidrotermal. Las muestras se lavaron y secaron, para ser
sometidas a tratamiento térmico de recocido a 450°C con rampa de calentamiento
de 10°C/segundo, y sostenimiento de 1 hora. Las muestras, posteriormente, se

dejaron enfriar en el horno hasta temperatura ambiente.
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4.2 Etapa 2. Preparacion de soluciones poliméricas y de la HAp

Se preparé una solucion de acido acético 0,5 M en agua destilada, dicha solucion
fue empleada como solvente para diluir las cantidades estequiométricas de
quitosano, cada solucion fue agitada hasta obtener una mezcla homogénea;
seguidamente, se adicionaron los gramos necesarios de polietilenglicol (PEG),
obteniendo tres soluciones con relaciones 30: 70, 50: 50 y 70: 30 de Quitosano:
PEG, a las cuales posteriormente se les agregd HAp variando su concentracion,

obteniendo asi una Unica solucién con volumen final de 50 mL.

Tabla 2. Cantidades y concentraciones de polimeros en solucion para la
preparacién de las soluciones Quitosano: PEG.

Solucién quitosano Solucion PEG

Relacion

_ Solucién
Cantidad de Cantidad de | . 1424 de Quitosano:

quitosano [g] acido acetico PEG [q] PEG

[mL]
0,1511 0,45 0,3503 30: 70
0,2514 0,75 0,2538 50: 50
0,3501 1,05 0,1541 70: 30

Para la sintesis de la HAp se utilizaron diversos métodos experimentales reportados
en la literatura, con el fin de obtener el material con las mejores caracteristicas

estructurales.
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Método 1: Se us6 el método de precipitacion acuosa para obtener sus cristales, se
partié de 2,955 g nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)24H20) y 0,8649 g fosfato
de amonio dihidrogenado (NHsH2POa4) en concentraciones 0,042 M y 0,025 M,
respectivamente. Se mezclaron las soluciones hasta disolucibn completa y se
basifico la solucidn final utilizando amoniaco con agitacion continua obteniendo un
pH de 9,40. Se sometid la solucién a envejecimiento por 144 horas a temperatura
ambiente y luego fue secada a 60°C por 24 horas. Finalizando con una calcinacion
a 1050°C durante 1 hora [35], [36].

Método 2: Se partio de soluciones acuosas de nitrato de calcio tetrahidratado
(Ca(NO3)24H20) usando 4,9579 g y fosfato de amonio dibasico ((NHa)2HPOa)
usando 1,6507 g, en concentraciones 0,042 M y 0,025 M, respectivamente y
ajustando a pH 10 con amoniaco. Las soluciones obtenidas se mezclaron en
cantidades tales que permitieron obtener una HAp estequiométrica, y fueron
mantenidas bajo agitacion constante por 24 horas. Una vez completada la reaccién
se realizaron varios lavados con agua destilada, eliminando asi el nitrato de amonio
formado como subproducto. El secado del precipitado obtenido se realiz6 en una
estufa a 120°C durante 4 horas. El producto se calciné a 1050°C/2 horas para
evaluar la cristalinidad. Una vez corroborada dicha cristalinidad, se realiz6 una

calcinacion a 850°C/2 horas para obtener la HAp deseada [37].

Método 3: Se partié de soluciones de acido fosférico (HsPOa4) 0,6 M usando 1081
ML y de hidroxido de calcio (Ca(OH)2) 1 M usando 37,04 g, se ajusto el pH con
amoniaco y se sometid6 a reflujo a 90°C/1 hora. La solucion se dejé en
envejecimiento durante 72 horas, seguidamente se filtro el precipitado y se lavo con
agua destilada para eliminar el amoniaco formado como subproducto. El producto

obtenido fue secado a 110°C/3 horas para eliminar el agua en exceso y luego se
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sometié a proceso de calcinacion a 1050°C/5 horas para favorecer la formacion de
la fase [38].

Tabla 3. Cantidades y concentraciones de HAp empleadas para los recubrimientos.

Concentracién de

HAD [%p/iv] Cantidad de HAp [g]

0,01 0,0016
0,03 0,0048
0,05 0,0080

Se adicion6 HAp a las mezclas de Quitosano: PEG, de las cuales se extrajeron 16
mL con el fin de obtener tres partes de cada una de las relaciones establecidas, es
decir, se obtuvieron nueve soluciones de las tres relaciones; a cada una de las
partes se les agregd HAp conservando las concentraciones mostradas en la Tabla
3. La Tabla 4 muestra las cantidades finales utilizadas para obtener las nueve

soluciones.

Tabla 4. Cantidades de quitosano, PEG e HAp utilizadas para los recubrimientos.

Relacién Cantidad de Cantidad de Concentracién de
Quitosano: PEG |  quitosano [g] | PEG [g] | HAp [%p/v]
0,01
30: 70 0,1511 0,3503 0,03
0,05
0,01
50: 50 0,2514 0,2538 0,03
0,05
0,01
70: 30 0,3501 0,1541 0,03
0,05
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4.3 Etapa 3. Conformacién de los recubrimientos

Las soluciones poliméricas se utilizaron para obtener un recubrimiento sobre la
aleacion de titanio previamente sometida a tratamiento alcalino, por medio de la
inmersion y extraccion del sustrato haciendo uso de la técnica “dip coating”, seguido
de la evaporacion del solvente (acido acético y agua). Las probetas fueron
sumergidas durante 10 segundos en la solucion polimérica a una velocidad de 1,5
cm/min, luego se realizé un proceso de secado en una estufa precalentada a
60°C/30 min (se depositaron tres capas poliméricas sobre el sustrato; cada una

conformada después de 30 minutos de secado en la estufa).

Figura 3. Equipo de dip coating para la realizacion de los recubrimientos, Grupo de
investigaciéon en mineral, biohidrometalurgica y ambiente (GIMBA), UIS — Sede
Guatiguara. (a) Probeta lista para inmersion, (b) Probeta en proceso de inmersion

en solucién polimérica, (c) Inmersion total de la probeta.
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4.4 Etapa 4. Pre caracterizacion de las superficies.

Los analisis de las superficies se realizaron mediante técnicas como SEM, para
conocer su morfologia; EDS, para conocer su composicion y angulo de contacto,
para conocer su mojabilidad.

4.5 Etapa 5. Induccion de la formacién de apatitas

Después de realizar los recubrimientos, las muestras se sumergieron en recipientes
de polipropileno con 30 mL de solucioén fisiol6gica simulada (HBSS o solucion salina
de Hank’s) durante 5 dias (120 horas) para inducir la formacién de apatitas, el HBSS
fue preparado con base en Tamilselvi et. al [39]. Las muestras se introdujeron en
una incubadora a 37 °C durante los dias ya mencionados, se tomé una alicuota de
la solucién como punto inicial y transcurridos 5 dias se tomaron alicuotas para cada
una de las nueve probetas inmersas en HBSS para asi determinar la variacion de

calcio en la solucién, mediante la técnica de absorcion atémica.

De la solucion de HBSS en la que fueron sumergidas las probetas con
recubrimientos poliméricos, se tomaron alicuotas de 0,125 mL las cuales fueron
llevadas a un volumen de 25 mL en un balon aforado, trabajando de esta manera

con un factor de dilucién de 200.
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Figura 4. Prototipo de la dilucion de las alicuotas tomadas de HBSS.

0.125 mL Sellevd a 25 mL

-
>

k2

Tabla 5. Curva de calibracion para la determinacion de calcio en las muestras.

Concentracion del .
Absorbancia

patréon [ppm]

0,5 0,066
2,5 0,153
3,5 0,195

Figura 5. Grafica para la curva de calibracion para la determinacion de calcio en las

muestras.

0,25
y = 0,0431x + 0,0447
02 R? =0,9999
o
2 0,15
©
2
o
3
2 01
0,05
0
0 1 2 3 4

Concentracion [ppm]

40



4.6 Etapa 6. Caracterizacion de las superficies

Para identificar las caracteristicas superficiales obtenidas tras la formacion de

apatitas se hizo uso de las técnicas SEM y EDS.

4.7 Etapa 7. Evaluacioén electroquimica

Mediante el uso de la técnica de espectroscopia de impedancia electroguimica se
evaluaron las muestras recubiertas por quitosano, PEG e HAp, analizando asi la
influencia de la variacion de las concentraciones en los recubrimientos poliméricos

y Su comportamiento en presencia de la solucion salina simulada.

El montaje experimental constaba de una celda con tres electrodos: el electrodo de
trabajo (aleacidon Ti6Al4V recubierta), el contraelectrodo (electrodo de grafito) y un
electrodo de referencia (electrodo de Ag/AgCl). El electrolito empleado fue HBSS
(Solucion salina de Hank’s), utilizado para evaluar la formacién de apatitas sobre la

superficie y su respuesta frente a procesos de degradacioén [40, 41].
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Figura 6. Montaje de celda para la caracterizacion por espectroscopia de
impedancia electroquimica de las muestras Ti6Al4V recubiertas con quitosano, PEG
e HAp.
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de Ag/AgCl
Contraelectrodo de
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Caracterizacion inicial de la aleacion Ti6Al4V

Se realiz6 un analisis de espectroscopia de energia dispersada (EDS) a la aleacién

para determinar su composicion estructural. En el espectro obtenido se corroboro la

presencia de elementos como titanio, aluminio y vanadio confirmando que en mayor

proporcion porcentual se encuentra el titanio, representado con 90,26 % peso y
87,50 % atomico.

Figura 7. Espectro EDS de la aleacién Ti6Al4V recién pulida y micrografia de la

superficie lisa.
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Con el ataque realizado con el reactivo Kroll se evidencio la aparicion de una capa

opaca y homogénea sobre la superficie de las probetas.
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En la Figura 8 se presenta la micrografia de la aleacion atacada con reactivo de
Kroll, en esta se observa la aparicion de la fase a (color claro) rica en aluminio que

contiene a la fase 3 (color oscuro) rica en vanadio.

Figura 8. Micrografia aleacion Ti6Al4V atacada con reactivo Kroll.

La fase B presenta una buena conformabilidad debido a su alta ductilidad y es
posible mejorar su comportamiento mecanico mediante tratamiento térmico. La fase
a por su parte presenta poca plasticidad, buen comportamiento a la fluencia y tiende
a exhibir propiedades mecéanicas y fisicas anisotropicas. Es por ello que la
optimizacion de las propiedades mecanicas en las aleaciones de titanio se logra con
una microestructura tipo a+f, ya que la mezcla de ambas fases proporciona un
equilibrio entre la resistencia mecanica y la capacidad de conformado, obteniéndose
las excelentes propiedades mecéanicas en este tipo de aleacion [42].
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Las reacciones que tuvieron lugar durante el ataque con el reactivo Kroll fueron las

siguientes:

— Tratamiento con HF y HNOs: Este tratamiento se realizé con el fin de revelar la
microestructura y la aparicion de las fases a y 8 de la aleacién [43]. La presencia
de la mezcla acida formada por HF y HNO3s reacciona con el Ti de la probeta,
formando un &cido hidrofluorotitdnico (H2TiFs); este proceso involucra la

siguiente reaccion.

Ti + 6HF + 4HNO; - 3H,TiF, + 4H,0 + 4NO,

El tratamiento se realizé con la mezcla &cida, pues si se realizaba con cada acido
de forma individual era posible que el HF causara fragilizacion mediante la
formacion de iones hidruros en el material y el HNOs formara una capa no
deseada de TiOz2 [44].

2Ti + 6HF - 2Ti3* + 6F~ + 3H, [Reaccién para el decapado con HF]
Ti+ 2HNO; - TiO, + 2HNO, [Reaccion para el decapado con HNOs]

5.2 Tratamiento superficial alcalino con NaOH de la aleacion Ti6Al4V

Este tratamiento fue necesario para el mejoramiento de la bioactividad,
biocompatibilidad y osteoinduccion del material. El TiO2 reaccion6 con el NaOH
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formando el ion metatitanato de hidrogeno (HTiOz). La reaccion que tuvo lugar
durante el proceso fue [45]:

TiO, + NaOH — HTiO; + Na*

La capa de TiO2 fue disuelta parcialmente debido al ataque por los grupos hidroxilo.

5.3 Obtencién de recubrimientos poliméricos Quitosano: PEG y de HAp

Las soluciones de Quitosano: PEG se obtuvieron a través de la mezcla de
soluciones individuales de quitosano y polietilenglicol; el quitosano fue disuelto en
una solucion de acido acético hasta formar un gel, mientras que el PEG fue disuelto
en agua hasta solucion homogénea. ElI PEG se adicion6 al quitosano y la soluciéon

final se sometid a agitacion constante hasta observar una sola fase.

— Sintesis de la HAp

La reaccion que tuvo lugar en la sintesis por el Método 1 y el Método 2, es la
siguiente:
10Ca(NO3), - 4H,0 + 6(NH,)H,P0O, + 14NH,0H
- Cayo(P0,)(0OH), + 20NH,NO; + 52H,0

Para el Método 3 la reaccion es la siguiente:
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10Ca(0H), + 6H;P0, - Cayy(P0,)s(OH), + 18H,0

Tabla 6. Precursores utilizados para la sintesis de HAp.

Método Ca(N03)2 . 4H20 / Ca(OH)Z (NH4)H2P04 / H3P04

1 2,955 g Ca(N03)2 : 4’H20 0,8649 g (NH4)H2P04
2 4,9579 g Ca(NOs), - 4H,0 1,6507 g (NH,)H,PO,
3 37,04 g Ca(OH), 1081 pL HsPO,

La HAp fue adicionada a las mezclas poliméricas en las proporciones mostradas en
la Tabla 3, se observé que a mayor concentracion de quitosano el proceso de
disolucién de la hidroxiapatita es mas rapido, es decir, para la relacion 70: 30

(Quitosano: PEG) la HAp fue disuelta en menor tiempo.

47



Figura 9. Comparacion de las fases obtenidas en los métodos utilizados para la
sintesis de HAp.
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Tabla 7. Determinacién de las fases encontradas en los difractogramas mostrados

en la Figura 9.

Método Fases encontradas ‘
HA
Sinté'ﬁ ca 100% (Caq0,00P, 6,00028,00)
HA 57% Buchwaldita (CalzlooNalzlooplzloo04_8'00)
p 0 (i .
Método 1 25% Oxido de calcio (Cay,0004,00)

18% Fluorapatlta (Ca10,00P6’00024]00F2’00)
HAp 79% HIdrOXIapatlta (Ca10'00P6'00026’00)
Método 2 20% Whitlockita (Caeo,69Mg2,31P42,000168,00)
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1% Oxido de calcio (Cay 0904,00)
60% Oxido de calcio (Cay 004,00)
27% Fluorapatita (Ca; g 0oPs,00024,00F2,00)
13% Hidroxiapatita (Cao 0o Ps,00028,00)

HAp
Método 3

De las fases encontradas en los diferentes difractogramas se concluyé que la HAp
sintetizada por el Método 2 fue la que mejor resultado proporciond, pues el 79% del
material corresponde a HAp, acomparfiado de un 20% correspondiente a whitlockita,
que se considera una apatita con funciones similares a la HAp y que tiene la
capacidad de integrarse al medio debido a su alto contenido de magnesio; el
porcentaje de 6xido de calcio presente es practicamente nulo en comparacion con
las fases obtenidas por el Método 1 y el Método 3. Con base a estos resultados, se
decidié utilizar la HAp sintetizada por este método para conformar los
recubrimientos poliméricos, ya que es posible observar la similitud y coincidencia de
los picos presentes en los difractogramas y la presencia de un alto porcentaje de
HAp.

5.4 Caracterizacion de los recubrimientos por angulo de contacto

Después de conformar los recubrimientos poliméricos de PEG — Quitosano - HAp,
se sometieron las nueve probetas a pruebas de angulo de contacto, con esta técnica
fue posible determinar la mojabilidad del biomaterial, en otras palabras, determinar
el angulo que formaba la superficie del liquido (HBSS) al entrar en contacto con el

solido (recubrimientos poliméricos).
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Figura 10. (a) Equipo utilizado para las pruebas de angulo de contacto (Equipo OCA
15EC — Dataphysics), Laboratorio de electroquimica, UIS — Sede Guatiguara (b)

Probeta sometida a pruebas de angulo de contacto.

\ i &
Bl

Tabla 8. Angulo de contacto promedio para las variaciones de concentracion de los

recubrimientos poliméricos.

QUIT:PEG [HAP] 01zouierpa | OpERECHA

0,01 46,35 45,80
30:70 0,03 38,20 36,35
0,05 30,45 32,55
0,01 28,15 27,35
50:50 0,03 24,20 26,25
0,05 22,45 23,00
0,01 36,55 35,75
70:30 0,03 37,10 35,85
0,05 45,90 47,15
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Segun los resultados observados en la Tabla 8, debido a que los angulos de
contacto obtenidos son inferiores a 90° se considera que el material posee una alta
mojabilidad, es decir, es hidrofilico. Para la primera relacién de Quitosano: PEG (30:
70) es notable que con el aumento en la concentracién de HAp el angulo de contacto
disminuye lo que lo hace mas hidrofilico, es decir, a menor concentracion de
quitosano, mayor concentracion de PEG y de HAp, el recubrimiento absorbe mejor
el fluido. En el caso de la relacion 50: 50, en donde la cantidad de quitosano y PEG
es la misma, la concentracion de HAp que corresponde a 0,05 % p/v es la que menor
angulo de contacto presenta por lo que se considera la concentracion mas
hidrofilica. Para la relacion 70: 30, la menor concentracion de HAp es la que menor
angulo de contacto mostro, siendo la mas hidrofilica, es decir, a mayor
concentracion de quitosano, menor concentracion de PEG y de HAp, el

recubrimiento se vuelve méas hidrofilico.

A modo general, la relacion existente entre el PEG y la HAp en los recubrimientos
poliméricos es directamente proporcional, cuando aumentan de forma simultanea el
material se vuelve mas hidrofilico [46], lo que lo hace mas permeable y compatible
con el medio bajo condiciones fisiol6gicas simuladas, esto se debe a que las fuerzas
adhesivas con la superficie del sélido son muy grandes en relacion a las fuerzas
cohesivas haciendo que el liquido moje con mas facilidad la superficie. El caracter
hidrofilico del recubrimiento se atribuye a dos factores: el primero es la presencia
de PEG en la mezcla superficial debido a que su estructura posee terminaciones
con grupos hidroxilo (-OH) que interactuan facilmente con el agua presente en el
fluido; el segundo factor se relaciona con la HAp presente en la mezcla polimérica,
que a pesar de no ser afin con el agua se considera un material ceramico
microporoso, dichos poros permiten la absorcion del agua que hace parte del fluido,

estas dos propiedades disminuyen el efecto hidrofébico del quitosano haciendo que
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el biomaterial sea mas compatible con el medio biolégico y el recubrimiento pueda

ser aceptado por el mismo.

Figura 11. Imagenes de angulo de contacto para las diferentes relaciones de
Quitosano: PEG e HAp, (a) Relacién 30: 70 (b) Relacién 50: 50 (c) Relacion 70: 30.

| r |
(a {b) (c)

5.5 Caracterizacion de los recubrimientos por microscopia electronica de
barrido (SEM)

Para examinar la morfologia de los recubrimientos, se tomaron micrografias a cada
una de las nueve probetas por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM),
evaluando asi el comportamiento de los polimeros y el cerdmico con la variacion de

Sus concentraciones.
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Figura 12. Equipo para microscopia electronica de barrido (Microscopio electronico
de barrido Quanta FEG 650), Laboratorio de microscopia, UIS — Sede Guatiguara.

Las micrografias mostraron que para la mayor concentracién de HAp (0,05 % p/v),
en las diferentes relaciones de Quitosano: PEG, la morfologia de la superficie se
ajusta mas al perfil esperado ya que se observa un aumento en el numero de
particulas precipitadas de HAp presentes en el recubrimiento debido a la variacién
en la concentracion de la misma. Se encontraron zonas libres de recubrimiento,
mostradas en la Figura 12, donde se observo la composicidén del sustrato (aleacion
de Ti6Al4V) debido a que la mezcla polimérica no logré adherirse de forma uniforme,
densa y continua, y ademas el nimero de capas depositadas no fue suficiente para

darle una proteccion compacta al metal [47].
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Figura 13. Andlisis SEM y EDS de las zonas libres de recubrimiento.
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La relacion 30: 70 de Quitosano: PEG presenta una matriz de color negro
correspondiente a la estructura porosa del quitosano mostrada en la Figura 13
(zona verde), que a su vez contiene particulas de PEG y aglomerados de HAp
apreciados de color blanco, en cambio en las fracciones separadas por las grietas
el color blanco se desvanece conservando la estructura debido a que en la mezcla
polimérica los polimeros (quitosano y PEG) encapsulan el ceramico (HAp)

adoptando su estructura (zona roja).
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Figura 14. (a) Micrografia SEM del recubrimiento con relacion 30: 70 de Quitosano:
PEG y 0,05% p/v de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relaciéon 30: 70 de
Quitosano: PEG y 0,05% p/v de HAp a 40.000X.
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Fésforo (P-K) 0,22 0,21 Silicio (Si-K) 1,19 1,05
Calcio (Ca-K) 0.46 035 Fosforo (P-K) 0,42 0,33
Titanio (Ti-K) = 67,05 4193 Calcio (Ca-K) 0,95 0,58
Vanadio (V-K) 1,93 1,14 Titanio (T-K) 50,23 2594

Vanadio (V-K) 1,40 0,68

A diferencia de la relacion 30: 70 de Quitosano: PEG, la relacién 50: 50 presenta

una superficie mas homogénea, con mas zonas cubiertas y menos grietas, lo cual

se observa en la Figura 14 en donde se muestra el recubrimiento a dos aumentos

diferentes: (a) corresponde al recubrimiento en general y (b) se refiere a la

estructura de la HAp; esto se atribuye a la variaciéon en la concentracion de los
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polimeros. Las grietas formadas corresponden a la matriz porosa del quitosano
debido al fendmeno de degradacion hidrolitica del polimero y a su contraccion
durante el proceso de secado para eliminar solventes, el quitosano precipita primero
por la evaporacion del agua causando la aparicion de la matriz con estructura
agrietada. Ademas, las precipitaciones de HAp se observan como aglomerados de
mayor tamafio y mayor composicion estructural, es decir, las particulas del ceramico
tendieron a unirse con mayor facilidad distribuyéndose de manera uniforme sobre
la superficie del sustrato. El proceso de encapsulamiento entre los polimeros y el

ceramico se sigue generando con mayor frecuencia.

Figura 15. (a) Micrografia SEM del recubrimiento con relacion 50: 50 de Quitosano:
PEG y 0,05% p/v de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 50: 50 de
Quitosano: PEG y 0,05% p/v de HAp a 20.000X.

(a) (b)
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Vanadio (V-K) 212 1,42 Vanadio (V-K) 0,70 0,28

La morfologia superficial de los recubrimientos 70: 30 de Quitosano: PEG presentan
una estructura similar a la de la relacion 50: 50, con aglomerados de HAp,
precipitaciones de quitosano y encapsulamiento uniforme de los polimeros,
mejorando la presencia de estos sobre la superficie, permitiendo una mejor
adhesion de las capas a la aleacién. La Figura 15 muestra el recubrimiento a dos
aumentos diferentes: (a) corresponde al recubrimiento en general y (b) se refiere a

la estructura de la HAp.
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Figura 16. (a) Micrografia SEM del recubrimiento con relacion 70: 30 de Quitosano:
PEG y 0,05% p/v de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacion 70: 30 de
Quitosano: PEG y 0,05% p/v de HAp a 20.000X.
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Las morfologias observadas en los recubrimientos 50: 50 y 70: 30 sugieren que el
aumento en la concentracién de quitosano proporciona una mejor adhesion de las
capas poliméricas depositadas sobre el sustrato, simultaneamente, el aumento en
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la concentracion de HAp permite obtener una superficie casi uniforme debido a la
distribucién de las particulas de la misma. La presencia del ceramico en la
composiciéon de la mezcla polimérica permite la aparicion de una estructura
homogénea, pues los polimeros tienden a adoptar su forma. Los analisis por SEM
indican que la cantidad de quitosano, PEG e HAp no son suficientes para
proporcionar una proteccion total al sustrato en el sentido de homogeneidad y

continuidad.

Sin embargo, la cantidad de calcio presente en los recubrimientos y obtenida en los
analisis de EDS sobre los precipitados de HAp, permite sugerir que la adhesion del
ceramico a la superficie es mejor cuando la concentracion de los polimeros esta
bajo la relacién 50: 50 en donde las cantidades poliméricas son las mismas y la
superficie porosa y precipitada de quitosano es mas uniforme y homogénea. Para
el caso de la matriz polimérica, el contenido de calcio no varia notablemente, tiende
a permanecer constante, esto se debe a que la hidroxiapatita no se disolvié en la
mezcla polimérica, simplemente adopté un tamafio de particula muy pequefio, dificil
de observar a simple vista, por lo cual se deposit6 como precipitados sobre la

superficie.

Tabla 9. Calcio presente en los recubrimientos para una concentracién de 0,05%
p/v de HAp, obtenidos por EDS.

Relacién Precipitados de HAp Matriz Polimérica

Quitosano: PEG

% Peso 9% Atdmico % Peso % Atdmico

30: 70 0,95 0,58 0,46 0,35
50: 50 1,11 0,65 0,44 0,32
70: 30 0,98 0,51 0,45 0,38
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La cantidad de fosforo presente en los recubrimientos es baja en relacion a la
cantidad de calcio que se observo, esto se atribuye a que quiza la HAp sufrié un
proceso de disociacion liberando fosforo en forma de fosfatos que se depositaron
sobre la superficie uniéndose con otros iones. A pesar de esto, es notable que la
relacion 50: 50 es la que mayor proporcion de fosforo presenta, al igual que de

calcio.

Tabla 10. Fosforo presente en los recubrimientos para una concentracion de 0,05%
p/v de HAp, obtenidos por EDS.

Relacion Precipitados de HAp Matriz Polimérica
Quitosano: PEG

% Peso % Atomico % Peso % Atdmico

30: 70 0,42 0,33 0,22 0,21
50: 50 0,44 0,33 0,22 0,21
70: 30 0,38 0,25 0,22 0,25

5.6 Caracterizacion de los recubrimientos después de inmersion en fluido

corporal simulado (HBSS) por microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el fin de evaluar la formacion de apatitas sobre los recubrimientos de PEG —
Quitosano - HAp, las probetas fueron sumergidas en fluido corporal simulado
(HBSS) durante cinco dias a 36,5°C, permitiendo de esta manera la formacién de

fosfatos de calcio sobre la superficie.
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El analisis morfologico indica que para la mayor concentracion de HAp presente en
las diferentes relaciones de Quitosano: PEG, es decir 0,05% p/v de HAp, se observa
aparicion de mayor cantidad de precipitados de apatitas debido a la presencia de
precursores de calcio en el fluido empleado (HBSS) y a la afinidad del recubrimiento
con el mismo, pues la mezcla polimérica tiene la capacidad de absorber con
facilidad los fosfatos de calcio debido a las propiedades quimicas que presentan
cada uno de sus componentes. Las micrografias muestran que para todas las
relaciones de Quitosano: PEG con 0,05% p/v de HAp, la superficie es mas
homogénea, esta recubierta de forma continua y los precipitados de HAp presentan
un tamafo de grano mas pequefio y distribucién uniforme en comparacion con los

datos obtenidos para pre-inmersién, lo cual se observa en la Figura 17.

Es notable que para la relacién 50: 50 de Quitosano: PEG hay un aumento en la
presencia de precipitados de apatitas, por lo cual se considera que la superficie esta
recubierta de forma mas homogénea en comparacién con las demas relaciones de
polimeros, esto permite confirmar el patrén observado en las micrografias pre-
inmersion, para las cuales, la mejor superficie fue la de relacién 50: 50, punto en el
cual la concentracién de los polimeros es la misma y la concentracién de HAp es la
qgue ejerce influencia en la morfologia superficial. Ademas, en la micrografia para
ésta relacion, la superficie toma una coloracién gris en su totalidad pues esta siendo
recubierta en mayor proporcién por fosfatos de calcio suministrados por el fluido
compensado con la cantidad de HAp ya presente en el recubrimiento.
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Figura 17. Micrografias SEM post-inmersion a 200X de los recubrimientos con
relacion (a) 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,05% p/v de HAp, (b) 50: 50 de Quitosano:
PEG y 0,05 % p/v de HAp, (c) 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,05% p/v de HAp.

(a) (b)

()
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Los datos proporcionados por los analisis de EDS sobre la cantidad de calcio y
fosforo presentes en los recubrimientos, muestran que el calcio aumenta
notablemente respecto a las muestras pre-inmersion, lo cual era de esperarse ya
gue hay mayor presencia de calcio en el medio y la superficie tiende a presentar
fenomenos de adsorcion. Para el caso del fosforo, es evidente su disminucion para
las relaciones 30: 70 y 70: 30 de Quitosano: PEG, esto debido a que estas
relaciones poliméricas no facilitan la precipitacion del fésforo; lo contrario ocurre
para la relacion de 50: 50, para la cual hay un aumento significativo del fosforo
presente, lo que se atribuye a que la cantidad de los polimeros en el recubrimiento
es la misma y permite que haya una precipitacion tanto de fésforo como de calcio.

La presencia de elementos como carbono, oxigeno, sodio, magnesio, aluminio,
cloro y potasio se debe a los precursores que se encuentran en el fluido corporal
simulado (HBSS), compuesto por NaCl, KCI, MgS0a4.7H20, CaCl2.H20, Na2HPOs4,
KH2PO4, Glucosa y NaHCOs. El titanio y el vanadio hacen parte de la aleacion de

Ti6AI4V sobre las que se realizan los recubrimientos.
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Figura 18. Analisis SEM y EDS de los precipitados de HAp sobre la superficie para
la relaciéon 30: 70 de Quitosano: PEG con 0,05% p/v de HAp.
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Figura 19. Analisis SEM y EDS de los precipitados de HAp sobre la superficie para
la relaciéon 50: 50 de Quitosano: PEG con 0,05% p/v de HAp.
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Figura 20. Analisis SEM y EDS de los precipitados de HAp sobre la superficie para
la relacién 70: 30 de Quitosano: PEG con 0,05% p/v de HAp.
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5.7 Determinacion de la formacién de apatitas después de inmersion en fluido

corporal simulado (HBSS) por absorcién atbmica

La determinacion de la concentracion de calcio presente en el HBSS en el cual
fueron sumergidas las probetas, se llevo a cabo utilizando la técnica de
espectroscopia de absorcién atdbmica en un equipo como el de la Figura 20. Se

realizaron una serie de patrones para obtener la curva de calibracién del equipo y
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luego se procedi6 a medir la absorbancia correspondiente a las respectivas

muestras.

Figura 21. Equipo de espectroscopia de absorcion atomica (Thermo Electron
Corporation S4 AA System), Laboratorio de andlisis instrumental, UIS — Campus

Central.

Tabla 11. Concentracién de calcio presente en el fluido para las diferentes

relaciones de los recubrimientos poliméricos.

Concentracion mezcla .
Concentracion

Muestra  polimérica (Quitosano:

PEG + HAp) 2(2 CEV [Nl
Co Blanco HBSS 145,24
1 30: 70 + 0,01 % p/v 53,71
2 30: 70 + 0,03 % p/v 52,55
3 30: 70 + 0,05 % p/v 53,71
4 50: 50 + 0,01 % p/v 51,39
5 50: 50 + 0,03 % p/v 50,23
6 50: 50 + 0,05 % p/v 49,91
7 70: 30 + 0,01 % plv 51,39
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8 70: 30 + 0,03 % plv 53,71
9 70: 30 + 0,05 % plv 53,71

Figura 22. Grafica para la concentracion de calcio presente en el fluido para las

diferentes relaciones de los recubrimientos polimeéricos.
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(*)Corresponde a una ampliacion de la linea que representa la variacion de la
concentracion de calcio de las tres relaciones poliméricas, observando con mayor

claridad el cambio en la misma.

Es posible observar en los resultados obtenidos en la Tabla 12 y Figura 21, la
variacion en la concentracion de calcio para cada una de las alicuotas de HBSS
extraidas al sumergir las nueve probetas, debido a la presencia de HAp en los

recubrimientos al comparar la muestra B (Blanco) con las demas concentraciones.
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Se presento el fendmeno de adsorcidn de calcio de la solucién de HBSS por parte
de las nueve probetas, disminuyendo asi la concentracion del metal presente en las
alicuotas, esto debido a que los recubrimientos poseian en su estructura HAp
haciendo que el biomaterial fuera mas compatible con el medio y tendiera a atraer
con mayor facilidad los iones calcio presentes en la solucion para formar

precipitados de fosfato de calcio sobre la superficie.

Con el aumento en la concentracion de HAp es notable un aumento en la
concentracion de calcio para 0,03 y 0,05% p/v, este fendbmeno ocurre para los
recubrimientos con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG. Otro factor que afecta el
proceso de adsorcién de calcio es la composicibn de los recubrimientos, el
quitosano se considera una matriz porosa y tiene mayor area superficial facilitando
la interaccion entre el polimero y los iones de calcio, favoreciendo de esta manera
la nucleacion y el crecimiento de los fosfatos de calcio, por lo tanto, la concentracion
de calcio se hace mayor en la solucion para aquellas superficies con relaciones 30:
70 y 70: 30 de Quitosano: PEG, considerando que la perdida de iones calcio en el
fluido no es significativa en comparacion con la relacion 50: 50 de los polimeros.

Kokubo et al. proponen que el mecanismo de formacién de la capa bioactiva en un
recubrimiento con HAp se produce de la siguiente manera. Al sumergir las muestras
en la solucién salina simulada, la HAp posee una carga negativa debido a los iones
OH- y el fosfato PO43 que se encuentran en la superficie. Estos iones
selectivamente se combinan con los iones de Ca?* que se encuentran en el fluido,
para formar el fosfato de calcio rico en calcio. Cuando los iones de calcio se
acumulan, la superficie adquiere una carga positiva, y entonces, pueden
combinarse con los iones de carga negativa del fosfato que se encuentra en el

medio formando asi un fosfato de calcio amorfo (pobre en calcio) con una relacién
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Ca/P baja. Esta es una fase metaestable y eventualmente se transforma en una
apatita similar a la fase mineral del hueso [44, 45].

Figura 23. Representacion esquematica para la formacién de apatitas sobre la
superficie de los recubrimientos en presencia de HAp.
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Ca: O POa: OH 8 Calcio (Rico en Calcio)

Tiempo de remojo en HBSS =

Fuente: Kokubo, T. et al. [47]; Traduccion: Autores.

5.8 Caracterizacién de los recubrimientos por espectroscopia de infrarrojo

con transformada de Fourier (IR)

Los espectros infrarrojos para los recubrimientos poliméricos permitieron identificar
los enlaces presentes entre los grupos funcionales de la mezcla polimérica a través
de las vibraciones de los atomos en las moléculas, dentro de las cuales se
consideran: deformaciones, estiramientos, flexiones, tijeretas, entre otros. Una de

las variables a considerar al momento de realizar una comparacion entre los
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espectros obtenidos es la concentracion, aunque los cambios entre un espectro y
otro no son tan notables, es indispensable tener en cuenta que por la ley de
Lambert-Beer la concentracion del analito esta relacionada de forma exponencial
con la tansmitancia lo cual es evidente en la intensidad de los picos, a mayor
concentracion de HAp el pico de menor longitud de onda se hace mas intenso pero

las demas interacciones se conservan de forma similar.

Figura 24. Equipo para espectroscopia de infrarrojo (Espectrémetro infrarrojo
Bruker Tensor 27 con celda Platinum ATR), Laboratorio de analisis instrumental,

UIS — Campus Central.

En la Figura 24 se muestra el espectro infrarrojo correspondiente a la relacién 30:
70 de Quitosano: PEG y concentracion de 0,01% p/v de HAp. En la Tabla 12 se
observan las asignaciones de las bandas que aparecen en el espectro tomado como
prototipo, que son caracteristicas de los polimeros y el ceramico; la asignacién de
las vibraciones se realiz6 teniendo en cuenta las tablas de interpretacion de
espectros infrarrojo y con base en autores como Arias R., D. et al. [50]; Azzaoui, K.
et al. [51]; Bhattarai, N. et al. [52]; Ganji, F. et al. [53]; Gregori, B. et al. [54];
Rodriguez, N. et al [55].
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Figura 25. Espectro de Infrarrojo para la relacion 30: 70 de Quitosano: PEG con
0,01% p/v de HAp.
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Tabla 12. Asignacién de las bandas presentes en el espectro de Infrarrojo para la
relacion 30: 70 de Quitosano: PEG con 0,01% p/v de HAp.

Banda (cm™) Asignacion
3.263.14 Vibracion N-H amlo!a primaria asociada
del quitosano
2.861,50 Vibracion C-H del quitosano
1.637.46 Deformacion del N-H de la amida

primaria asociada del quitosano
1.238,98 -1.279,86 Vibracién C-O del PEG

Vibracion O-Ti-O
1.104,79 Estiramiento asimétrico del grupo PO, *
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1.091,67 Deformacion del C-O-C del PEG

961,12 Vibracién simétrica del grupo PO, *
841,64 Deformacion C—!—| fuera del plano del
quitosano
Deformacion del C-H fuera del plano del
770,39 anillo aromético monosustituido del
quitosano
468,68 Interaccion O-Aly POy *

Los espectros infrarrojo para cada una de las relaciones poliméricas presentaron
semejanzas demostrando asi que el mismo material estaba presente en todos los
recubrimientos de las probetas. Tomando como referencia el pico ubicado en 468,68
cm? (sefialado con verde en la Figura 24), correspondiente a la interaccion del
sustrato y el oxigeno de los polimeros, y al fosfato presente en la HAp, en la relacion
de 30: 70 se evidencia la variacién en la intensidad con el aumento en la
concentracion de HAp, este mismo fendmeno se presenta para la relacion 50: 50 y
70: 30 mostrando de nuevo un aumento en la intensidad de la banda. EI mismo
patrén ocurre para los demas picos, su intensidad varia pero su asignacion es la

misma.
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Figura 26. Espectros de infrarrojo para la variacion en las concentraciones de
Quitosano: PEG e HAp, en donde, a) Relacion 30: 70 variando la HAp con C1 =
0,01% p/v, C2 = 0,03% p/v, C3 = 0,05% p/v; b) Relacion 50: 50 variando la HAp con
C4 = 0,01% p/v, C5 = 0,03% pl/v, C6 = 0,05% p/v; c) Relacién 70: 30 variando la
HAp con C7 = 0,01% p/v, C8 = 0,03% p/v, C9 = 0,05% p/v.
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Comparando la variacion en las relaciones de Quitosano: PEG y manteniendo
constante la concentracion de HAp, se tiene que con el aumento en la concentracion
de los polimeros, de forma individual, la intensidad de las bandas se hace leve
cuando hay mayor concentracion de PEG y menor concentracién de quitosano, por
el contrario, a mayor concentracion de quitosano mayor intensidad en las bandas;

para el caso en el que las concentraciones de los polimeros son iguales, relacion
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50: 50, se observa mayor intensidad en las bandas y es posible decir que influye
solo la cantidad de HAp presente en el recubrimiento.

Figura 27. Espectros de Infrarrojo para la variacion en las concentraciones de HAp,
en donde, a) Concentracion de HAp de 0,01% p/v con C1 = 30: 70, C4 = 50: 50, C7
= 70: 30; b) Concentracién de HAp de 0,03% p/v con C2 = 30: 70, C5 = 50: 50, C8
= 70: 30; ¢) Concentracion de HAp de 0,05% p/v con C3 = 30: 70, C6 = 50: 50, C9
=70: 30.
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5.9 Caracterizacion de los recubrimientos por espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS)

Con base en los resultados anteriores, los recubrimientos realizados con la relacién
50: 50 de Quitosano: PEG fueron los que mejor respuesta generaron por lo cual el
siguiente analisis se realizara a partir de ellos. En la Figura 27 se aprecian los
diagramas de bode para los mayores valores de impedancia correspondientes a la
relacion 50: 50 de Quitosano: PEG, confirmando que poseen los modulos de

impedancia mas significativos y relevantes.

Figura 28. Curvas de bode para el Log. impedancia vs. Log. frecuencia: relacion 50:
50 variando la HAp con C4 = 0,01% p/v, C5 = 0,03% p/vy C6 = 0,05% pl/v.

n [&1]

Log IZI

(]

—%— Blanco
—— (4

ChH
—a— 6

8]

[¥E]
.

n
[}

= < = < =
T - i “

Log Frecuencia

76



El andlisis de los diagramas de bode proporciona informacion acerca del
comportamiento del biomaterial a altas y bajas frecuencias. En la region de altas
frecuencias se presenta una resistencia a la solucion (Rsol) [56], con la aparicion de
un recubrimiento altamente capacitivo (CPE-P oscilando entre 0,78 y 0,90) asociado
a las peliculas poliméricas formadas sobre la aleacién base que tienden a
interactuar con facilidad con el fluido corporal simulado (HBSS) logrando un
intercambio de iones, lo cual permite afirmar que el material presenta una buena
biocompatibilidad [57]; a bajas frecuencias se observa un comportamiento
altamente resistivo (CPE-P entre 0,11 y 0,25) que corresponde al material base,
Ti6AI4V, este interactla por una parte con la capa bioactiva y por otra ayuda a que
el HBSS no deteriore directamente la aleacion. Adicionalmente se observa un
cambio de comportamiento en el biomaterial, de capacitivo a resistivo, representado
por la variacion en los valores del &ngulo de fase y su caida al pasar de medias a
altas frecuencias para la relaciéon 50: 50 de Quitosano: PEG [58]. Para angulos de
fase bajos en el rango de altas frecuencias, se observa el comportamiento tipico de
una superficie porosa que permite el intercambio de iones en la interfase solucion —
recubrimiento. De frecuencias medias a bajas se produce un aumento en los
angulos de fase, asociado al cambio en el comportamiento del material (de resistivo

a capacitivo).
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Figura 29. Curvas de bode para el Log. impedancia vs. Log. frecuencia y angulo de
fase vs. Log. frecuencia: relacion 50: 50 variando la HAp con C4 = 0,01% p/v, C5 =
0,03% p/vy C6 = 0,05% plv.
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Los circuitos equivalentes fueron construidos teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en los diagramas de Nyquist y bode para las peliculas poliméricas. Los
datos se ajustaron haciendo uso del programa ZView. EIl circuito eléctrico
eguivalente mostrado en la Figura 29 representa el comportamiento general de los
recubrimientos, a pesar de la variacion en el material ceramico (HAp). En el circuito,
R1 corresponde a la resistencia de la solucién, para este caso HBSS; CPEL es la
capacitancia representada como un elemento de fase constante asociado a los
procesos electroquimicos entre la interfase solucién — recubrimiento; R2 es la
resistencia asociada al recubrimiento altamente poroso; CPE2 es la capacitancia
representada como un elemento de fase constante asociada a la interfase
recubrimiento — aleacion base; y R3 es la resistencia correspondiente a la aleacion
Ti6Al4V [59]. La Tabla 14 muestra los valores de los elementos del circuito

equivalente para las diferentes concentraciones de HAp.
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Figura 30. Representacion de las interfases para el sistema estudiado y su
respectivo circuito equivalente.

R1

Fluido corporal simulado (HBSS) Recubrimiento

Tabla 13. Valores de los elementos del circuito equivalente de la Figura 29.

Quitosano:

R1[Q cm?] CPE1 CPE2

PEG e HAp (Flemy  R2IQ cm?] [Flemy RIQ cm?]

%%f(% ‘;‘;\r} 126 0,90325 5013 0,11473 3,6137 x 107
%%3‘?& %‘;\r) 126 0,78828 59173x10° 0,25679 6,989 x 10°
%%;% ‘;‘;\r} 126 0,8911 1,155  0,11107 3,797 x 107

La adicion de un material polimérico para generar un recubrimiento hace que la
resistencia a la polarizacion aumente, y con esto, la velocidad de corrosion
disminuya; la naturaleza dieléctrica del recubrimiento confiere una proteccion extra
a la estructura del sustrato, lo que supone una durabilidad superior conforme
aumenta la cantidad de quitosano [60], [61]. Los resultados para la resistencia a la
polarizacion (Rp) obtenidos para los recubrimientos se muestran en la Figura 30, los

cuales fueron calculados a partir de las pendientes de las curvas proporcionadas;
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dichos comportamientos permiten determinar la velocidad de degradacion de los
mismos. Se observa que las peliculas depositadas sobre la aleacion base hacen
gue el biomaterial presente mayor resistencia a la polarizaciébn en comparacion con
el blanco (aleacion sin recubrimiento); de las tres concentraciones de HAp utilizadas
se deduce que la que menor resistencia a la polarizacion presenta es la de 0,05%
p/v, lo cual implica que la superficie es mas activa y tiende a reaccionar con el medio,
sin embargo dicho Rp se mantiene por encima del blanco indicando que la superficie
es altamente bioactiva y biocompatible sin degradarse facilmente en presencia del

fluido corporal simulado [62].

Figura 31. Resistencia a la polarizacion para la relacion 50: 50 variando la HAp con
C4 =0,01 % p/v, C5 =0,03 % p/vy C6 = 0,05 % plv.
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6. CONCLUSIONES

v' Utilizando la técnica de dip coating fue posible realizar los recubrimientos
poliméricos sobre la aleacion base de Ti6Al4V, los cuales mostraron una

morfologia uniforme, homogénea y porosa.

v En la caracterizacion morfoldgica, composicional y estructural de las superficies
recubiertas, los resultados de la técnica de angulo de contacto establecieron que
la mejor relacién de polimeros fue la de 50: 50 de Quitosano: PEG ya que esta
superficie era mas hidrofilica en comparacién con las otras relaciones,

provocando asi una respuesta positiva en lo relacionado con biocompatibilidad.

v La caracterizacion de la formacién de los fosfatos de calcio sobre la superficie
se realiz6 mediante la técnica de SEM, donde la relacion 50: 50 de Quitosano:
PEG con 0,05% p/v de HAp present6 mayor formacion de apatitas aumentando
proporcionalmente con la concentracién de HAp. Las pruebas de inmersion en
fluido corporal simulado (HBSS) mostraron que tras cinco dias de inmersién bajo
condiciones fisiologicas, los recubrimientos correspondientes a dicha relacion

mostraron mayor formacion de apatitas sobre la superficie.

v' La capacidad de formacién de apatitas y su precipitacién sobre la superficie del
biomaterial se determin6 por medio de absorcion atbmica, con la cual fue posible
notar que la relacion 50: 50 de Quitosano: PEG con 0,05% p/v de HAp presento
mayor absorcion de calcio del fluido corporal simulado (HBSS) debido a la alta
afinidad que presentan los recubrimientos con el medio gracias a la presencia

del cerdmico en su compaosicion.
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v Las técnicas de espectroscopia de impedancia electroquimica se observo la
presencia de dos comportamientos, uno altamente capacitivo en la region de
altas frecuencias asociado a la interaccion entre el fluido corporal simulado y el
recubrimiento, logrando un intercambio de iones; el segundo comportamiento
fue altamente resistivo haciendo énfasis en la interaccion con el material base.
La relacion polimérica de 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,05% p/v de HAp mostro
un valor de Rp mayor que el del material base pero significativamente inferior al
valor mas alto de Rp, mostrando asi un comportamiento capacitivo y resistivo

adecuado.

v" Finalmente, es posible afirmar que los recubrimientos obtenidos bajo la relacion
50: 50 de Quitosano: PEG y la maxima concentracion de HAp, posiblemente
podrian ser usados como biomateriales para la sustitucion 6sea debido a que no
presentan degradacion al ser sometidos a condiciones corporales, y favorecen
la formacion de apatitas en la superficie permitiendo la adhesion del implante al

hueso, provocando la oseointegracion del mismo.
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7. RECOMENDACIONES

v' Usar reactivos de alta pureza para la preparacion del fluido corporal simulado
debido a que el exceso de agua o agentes contaminantes en alguno de los
reactivos puede facilitar la precipitacion de sales no deseadas como NaCl sobre
la superficie tras la induccion de la formacion de apatitas, impidiendo asi obtener

los resultados esperados.

v" Aumentar el nimero de capas depositadas sobre la aleaciéon de Ti6Al4V para
proporcionar una superficie mejorada en cuanto a uniformidad, homogeneidad y

adherencia.
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ANEXOS

ANEXO A. Micrografias SEM y EDS para los recubrimientos pre-inmersion.

Figura A-1. (a) Recubrimiento con relacion 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,01% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,01%
p/v de HAp a 20.000X.

(a)

OO LT ORI b GETMTIO S 8 ﬂ.-tlf:.':‘"",?ﬂ ey e "Ml-z:‘.‘:'\:rl
13 - 311 4
28 |24
s v ps @ v
< w o N o
e — - - - s P
LE ) .- wm ‘.('Qlw :7' £ . L L “m AL 1. ,l:u.- “:. s . "
Elemento %Wt % At
Carbono (C-K) 585 1452 Carbono (C-K) 8,59 17,86
Oxigeno (O-K) 19,43 36,20 Oxigeno (O-K) 30,74 47 97
Sodio (Na-K) 1,74 2,26 Sodio (Na-K) | 245 2,66
Aluminio (Al-K) 339 3,74 Aluminio (Al-K) 286 2,65
Fésforo (P-K) 0,15 0,15 Calcio (Ca-K) | 0,52 0,33
Calao (Ca-K) 0,33 0,25 Ttanio (Ti-K) 53,55 27,91
Titanio (Ti-K) 6594 41,03 Vanadio (V-K) 128 063

Vanadio (V-K) 315 185

101



Figura A-2. (a) Recubrimiento con relacion 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,03% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,03%

p/v de HAp a 20.000X.
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Figura A-3. (a) Recubrimiento con relacion 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,01% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,01%
p/v de HAp a 20.000X.
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Figura A-4. (a) Recubrimiento con relacion 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,03% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,03%
p/v de HAp a 20.000X.
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Figura A-5. (a) Recubrimiento con relacion 70:30 de Quitosano: PEG y 0,01% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,01%

p/v de HAp a 20.000X.
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Figura A-6. (a) Recubrimiento con relacion 70:30 de Quitosano: PEG y 0,03% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,03%

p/v de HAp a 20.000X.
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ANEXO B. Micrografias SEM y EDS para los recubrimientos post-inmersion en

fluido corporal simulado (HBSS) y evaluacion de la formacion de apatitas.

Figura B-1. (a) Recubrimiento con relacion 30:70 de Quitosano: PEG y 0,01% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,01%

p/v de HAp a 20.000X.
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Figura B-2. (a) Recubrimiento con relacion 30:70 de Quitosano: PEG y 0,03% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 30: 70 de Quitosano: PEG y 0,03%
p/v de HAp a 20.000X.
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Figura B-3. (a) Recubrimiento con relacion 50:50 de Quitosano: PEG y 0,01% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,01%
p/v de HAp a 20.000X.

(@)

(b)

RO Gonests Qermmairs agd 18 Dec. 2011 100205
<P 7 Spons LSoce: W

I -

A58 100 148 20 258 100 14 AM AW AW A0 M AW
Energy - baV

109

[ Elemento
Carbono (C-K)
Oxigeno (O-K)
Sodio (Na-K)
Magnesio (Mg-K)
Aluminio (Al-K)
Fasforo (P-K)
Cloro (CI-K)
Potasio(K-K)
Calcio (Ca-K)
Titano (Ti-K)
Vanadio (V-K)

% Wt
918
34,71
12,62
0,21
1,18
0,10
6,39
0,60
1,67
33,05
0,28

% At
17,09
48,52
12,27
0,20

- 098

0,07
4,03
0,34
0,93

1543

0,12



Figura B-4. (a) Recubrimiento con relacion 50:50 de Quitosano: PEG y 0,03% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,03%
p/v de HAp a 20.000X.
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Figura B-5. (a) Recubrimiento con relacion 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,01% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,01%
p/v de HAp a 20.000X.
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Figura B-6. (a) Recubrimiento con relacion 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,03% p/v
de HAp a 200X, (b) Recubrimiento con relacién 70: 30 de Quitosano: PEG y 0,03%
p/v de HAp a 20.000X.
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ANEXO C. Curvas de bode para el Log. impedancia vs. Log. Frecuencia, y &ngulo

de fase vs. Log. frecuencia para los recubrimientos.

Figura C-1. Relacion 30: 70 variando la HAp con C1 = 0,01% p/v, C2 = 0,03% p/vy
C3 =0,05% p/v.
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Figura C-2. Relacién 70: 30 variando la HAp con C1 = 0,01% p/v, C2 = 0,03% p/vy
C3 =0,05% plv.
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ANEXO D. Simulacién del circuito equivalente para los recubrimientos realizados.
Figura D-1. Recubrimiento con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,01 % p/v de
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Figura D-3. Recubrimiento con relacién 50: 50 de Quitosano: PEG y 0,05 % p/v de
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ANEXO E. Circuito equivalente correspondiente a los recubrimientos y valores de
los elementos del circuito equivalente.

Figura E-1. Circuito equivalente con R1: resistencia de la solucion; CPEL:
capacitancia entre la interfase solucidbn — recubrimiento; R2: resistencia del
recubrimiento altamente poroso; CPE2: capacitancia de la interfase recubrimiento —

aleacion base; y R3: resistencia correspondiente a la aleacion Ti6AI4V.
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Tabla E-1. Valores de los elementos del circuito equivalente obtenidos de la

simulaciéon en ZView.

Relacion Elementos del Circuito
Quitosano: R1 CPE1-T R2 CPE2-T

R3

PEG [Q em?] [Flem?] CPE1 | laem]  [Fiem3 CPE2 | ncmy Chi-Squared
0.01 126 | 12257x10° 085227 5i018[?54 X | 56063x107 | 022699  1x102 | 0001824
30: 70 0,03 126 1717x10° 06733 3-616{?5“ 10302x10° 0,89 ?-ngfx 0,002104
0,05 126 1543x 107 07345 4%? X | 3457x107 @ 03295 3:51?3? X | 0000975
0,01 126 | 25289x10% 076138 | '115331 X 19933x107  0,32597 3-211{;,1 X | 00014575
50: 50 0,03 126 | 1884x10™ | 0,78828 5:9110?53 X 44783x107 | 025679 G?IBD,? X | 0,000882
0,05 126 | 7.1662x 10" 087986 | -%ﬂ X 41x107 | 0718029 -511{;3;2 X | 00035434
0,01 126 | 30635x 100 077542 12195;3 X 72109x107 | 01756 1=‘ﬁi‘ X | 0,0024686
70: 30 0,03 126 | 11199x 10" 08453 | fﬁ X 395x107 | 017047 -41737 X | 00007256
0,05 126 | 19617 x 100 | 0,78531 2=415Ja4 X 66580 % 10% | 035094 92?5;1 X | 00024187
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