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RESUMEN

TITULO: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS QUITOSANO-
PEG SOBRE LA ALEACION Ti6Al4V.

AUTORES: GUERRERO BARAJAS, SANDRA MILENA. HERNANDEZ SALAS,
DAVID RAFAEL**.

PALABRAS CLAVES: Ti6Al4V, Quitosano, Polietilenglicol, dip coating, Hanks.

DESCRIPCION:

En el presente trabajo de investigacién se obtuvo recubrimientos de PEG/Quitosano por mezclas
poliméricas y conformadas por la técnica de dip coating, sobre un sustrato de Ti6Al4V con el
objetivo de analizar su comportamiento bioactivo en cuanto a la formacion de apatitas y
comportamiento electroquimico frente a un fluido fisiolégico simulado ( HANK'’S), para esto se
evalla las propiedades de los recubrimientos mediante técnicas de impedancia electroquimica,
absorcién atémica, angulo de contacto, SEM, FTIR y EDS entre otras y asi identificar la
degradacion a la cual es sometido el biomaterial en ambientes simulados.

Los resultados mostraron la formacion de fosfatos de calcio debido a la variacion de los polimeros,
donde se observé deposicién de calcio sobre la superficie de la probeta luego de estar en contacto
durante 7 dias con el fluido corporal simulado (HANKS), Ademas se hizo un estudio con las
técnicas electroquimicas que determino la resistencia a la polarizacién en conjunto con la velocidad
de corrosién del material. Con base a estos resultados es valido afirmar que la relacion que
presento una mejor respuesta fue la de 50:50 Quitosano/ PEG, la cual generé una capa bioactiva
sobre la aleacion de Ti6Al4V permitiendo una mejor interaccién con el medio para intercambiar
iones, por otro lado se conservaron las propiedades resistivas del material base estimandolo como
un material con alta compatibilidad frente a el fluido corporal.

*Proyecto de Grado

** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria metallrgica y
Ciencia de materiales. Director: Ph.D DARIO YESID PENA BALLESTEROS.
Codirector: Fisico. ANDERSON ANDRES SANDOVAL AMADOR.
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ABSTRACT

TITLE: OBTAINING AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN-PEG FILMS ON
Ti6AI4V ALLOY*.

AUTHORS: GUERRERO BARAJAS, SANDRA MILENA. HERNANDEZ SALAS,
DAVID RAFAEL**.

KEYWORDS: Ti6Al4V, Chitosan, Polyethylene glycol, Dip Coating, Hanks,

DESCRIPTION:

In the present research coatings PEG / chitosan was obtained by polymer blends and by the
technique of dip coating on Ti6Al4V substrate, in order to analyze its bioactive behavior regarding
the formation of apatite and electrochemical behavior in a simulated physiological fluid (Hank's).
The properties of the coatings was evaluated by techniques of electrochemical impedance, atomic
absorption, contact angle, SEM, FTIR and EDS among other and identify the degradation to which
is subjected the biomaterial in simulated environments.

The results showed the formation of calcium phosphates because the variation of the polymers,
where deposition of calcium on the surface of the specimen after being in contact for 7 days in
simulated body fluid (HANKS) was observed, with a study was made with electrochemical
techniques to determine the polarization resistance in conjunction with the corrosion rate of
material. Based on these results, it is valid to say that the relationship presented a better response
was 50:50 Chitosan / PEG, which generated a bioactive coating on Ti6Al4V alloy allowing for better
interaction with the environment to exchange ions, on the other side the resistive properties of the
base material as a material by estimating high compatibility with the body fluid against preserved.

*Proyecto de Grado

** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria metallrgica y
Ciencia de materiales. Director: M. Sc. DARIO YESID PENA BALLESTEROS.
Codirector: Fisico. ANDERSON ANDRES SANDOVAL AMADOR.
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INTRODUCCION

Los biomateriales sirven como un componente integral de la ingenieria de tejidos.
Estan disefiados para proporcionar un marco arquitectonico de la matriz
extracelular nativa con el fin de estimular el crecimiento celular y la eventual
regeneracion de tejidos [1]. Por lo tanto estos materiales son un campo de
investigacion emergente, donde cada dia se busca mejorar la calidad de los
materiales enfocandolo en la reparacion de tejidos y donde ciertas enfermedades
siguen estando en estudio; por esto requiere de la investigacion y desarrollo de
materiales, y el conocimiento de los procesos biolégicos que se desarrollan
cuando un material hace contacto con fluidos corporales, en este sentido resulta
fundamental estudiar las condiciones que se dan en la superficie del material, ya
que es alli donde se inicia el proceso de activacion quimica [2,3].

Actualmente metales puros y aleaciones de Ti6Al4V son ampliamente utilizados
para implantes metélicos de soporte de carga debido a su excepcionalmente
buena resistencia a la corrosion y excelente biocompatibilidad con el fin de obtener
un resultado mas favorable en la implantacion; se realizd6 un estudio de la
interaccion entre el metal y recubrimiento polimérico, el cual se obtuvo mediante la

técnica de dip coating [4,5].

En el presente trabajo de investigacion se obtuvieron recubrimientos de
Quitosano/PEG por mezclas poliméricas variando a su vez el nimero de capas
poliméricas conformadas por la técnica de dip coating, sobre un sustrato de
Ti6Al4V para analizar su comportamiento bioactivo en cuanto a la formacion de
apatitas y comportamiento electroquimico en presencia de un fluido fisioldgico

simulado (solucion Hank’s), su comportamiento se estudié mediante las técnicas

16



de angulo de contacto, absorcion atomica, impedancia electroquimica, MEB, FTIR
y EDX.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de formacion de apatitas y la respuesta electroquimica de
recubrimientos de Quitosano/PEG obtenidos sobre sustrato de Ti6Al4V mediante

la técnica de Dip coating.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la morfologia, mojabilidad y la capacidad de formacion de apatitas de
las superficies Quitosano/PEG mediante angulo de contacto, absorcion atdmica,
FTIR y SEM-EDS.

Evaluar el comportamiento electroquimico de las superficies de Quitosano/PEG
mediante la técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica y curvas de

polarizacion potenciodindmica en solucion salina de Hank’s.
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2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 BIOMATERIALES:

Son sustancias o productos, naturales o sintéticos, empleados en seres vivos para
sustituir, mejorar o promover una funcién fisiolégica en el organismo, ya sea en un
organo o una estructura tisular. Estos materiales deben caracterizarse por ser no
toxicos o cancerigenos, tener excelentes propiedades mecénicas y de fatiga, asi

como una buena relacion densidad/peso [6].

2.1.1 Biomateriales metalicos: Los metales han sido muy utilizados como
biomateriales para propésitos como la fabricacion de protesis para remplazar una
parte del cuerpo, implantes utilizados en la estabilizacién y ayuda al proceso de
reparacion de un tejido. Los metales mas utilizados son los aceros inoxidables y
aleaciones como Co-Cr, Co-Cr-Mo, Co-Cr-Ni y aleaciones a base de titanio,
aluminio y vanadio. Por otra parte, estos implantes pueden experimentar un
proceso de corrosion, por lo que es la resistencia a la corrosién una de sus
caracteristicas mas importantes, ya que forman oOxidos o peliculas sélidas de

hidréxidos sobre su superficie [7].

El TiBAL4V es una aleacion que se emplea en la fabricacion de articulaciones
artificiales y raices dentales entre otras, debido a su alta biocompatibilidad
mecanica, ya que su modulo de Young es bajo (120 -136 GPa); El médulo de esta
aleacion es la mas cercana a la del hueso humano (10 — 30 GPa). Este material
desempeinia el papel principal en la estimulacion de la absorcién 6sea después de

la implantacién, lo cual es una ventaja importante para su aplicacibn como
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biomaterial y para la fabricacion de implantes quirargicos que reemplaza a los
tejidos duros [8], [9].

2.1.2. Biomateriales poliméricos: Los materiales poliméricos, ampliamente
utilizados en clinica, deben su éxito a las enormes posibilidades que presentan,
tanto por la variedad de compuestos, como por ofrecer la posibilidad de fabricarlos
de muy distintas maneras, con caracteristicas bien determinadas, y con la facilidad
de conformarlos en fibras, tejidos, peliculas o bloques. Tanto en el area de
implantes quirargicos, como en la de membranas protectoras o en la de sistemas
de dosificacion de farmacos existen aplicaciones de este tipo de materiales.
Ademas, estos compuestos pueden ser naturales o sintéticos, organicos o
inorganicos, biodegradables o no, pero en todo caso han de ser compatibles con

el tejido a regenerar [10].

2.1.2.1 Quitosano: EIl quitosano es un polisacarido cationico natural compuesto
distribuido al azar de N-acetil-D-glucosamina y b-(1,4) vinculado-D-glucosamina.
El quitosano se puede sintetizar quimicamente a través de la desacetilacion
alcalina de la quitina, que es el componente principal de las cuticulas de
proteccion de crustaceos.

El quitosano es biodegradable in vivo por enzimas tales como la lisozima, que es
enddégena y no toxica. Ademas, la biodegradacion de quitosano esta altamente
asociada con el grado de desacetilacion. Estas propiedades hacen del quitosano
un atractivo para la aplicacién clinica y biolégica como un material altamente

biocompatible con baja toxicidad e inmunogenicidad [11].
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Figura 1. Estructura molecular del quitosano [12]

CH3
cjo
CHZOH TH

CHz20H

2.1.2.2 Polietilenglicol (PEG): EI polietilenglicol es un polimero soluble en agua
debido a que tiene una molécula de oxigeno como eje central, por eso cuando se
copolimeriza puede contribuir significativamente a la hidrofilicidad del polimero
sustituyente, puede ser unido covalentemente a ciertas moléculas. La adiciéon de

polietilenglicol no cambia la identidad, pureza, o actividades biolégicas.[13].

El PEG es sintetizado por polimerizacion aniénico/catidnica, sin modificaciones el
PEG no es degradable, sin embargo se puede unir a otros polimeros para permitir
la degradacion del material. Debido a su cadena lineal tiene una rapida difusion y
baja estabilidad mecanica, muchas aplicaciones biomédicas incorporan el PEG,
esto se debe a que se logra hacer una modificacion facil ya sea por reticulacion de
grupos para la formacion de una nueva red o por la creacion de grupos
degradables [14].

Figura 2. Estructura molecular del polietienglicol [14].
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2.2 DIP COATING: Técnica para realizar un recubrimiento por inmersion, donde el
sustrato se retira verticalmente del liquido y el sustrato en movimiento arrastra el
liquido del fluido, posteriormente ya retirado se somete a mas calor o un proceso

de secando para solidificar el depdsito. [10].

3. ESTADO DEL ARTE

Para identificar las variables que influyen en los biomateriales dentro del ser vivo
es importante determinar la variacion quimica que existe dentro del cuerpo a
medida que el flujo sanguineo acepta un cuerpo extrafio, por lo tanto es de vital
importancia comprender el funcionamiento de la superficie expuesta a este medio
corporal ya que puede ser perjudicial la implementacion en un medio no viable.
Para intervenir estos temas, se han llevado a cabo diferentes estudios de
biomateriales con diferentes recubrimientos poliméricos y no poliméricos apoyados

en distintas técnicas de caracterizacion y andlisis superficial.

Wei y colaboradores (2002), encontraron que el tratamiento éptimo para obtener
induccién de apatitas en un fluido corporal simulado fue utilizar un bafio de NaOH
por 3 dias al 5 molar. Para mejorar la capa de titanato de sodio se sometid a un
tratamiento térmico a distintas temperaturas y se obtuvo una mejor consolidacion
del sustrato a 600°C. Todo esto dio lugar a una proliferacion mas veloz por parte
de la apatita al tomar Unicamente 3 dias de inmersién en el SBF. La aceleracién
de la tasa de formacion de la apatita fue significativa, ya que debe permitir un

soporte de carga de la prétesis rapido, después de la implantacién [15].

Zhang y colaboradores (2002), modificaron la biocompatibilidad del Quitosano por

métodos fisicos y bioldgicos para evaluar los niveles celular y proteinas
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proporcionando una base teorica para la seleccion de los biomateriales.
Estudiaron las propiedades de materiales fabricados mediante la mezcla de
quitosano con diferentes tipos de polietilenglicol (PEG). La adicién de PEG mejoro
el crecimiento y proliferacion de proteinas, pero una cantidad adicional redujo su
efecto, a parte obtuvieron las propiedades mecanicas de la membrana de
quitosano puede mejorar con la cantidad adecuada de PEG sin embargo los
diferentes pesos moleculares no tuvieron mayor cambio en las propiedades

mecanicas [16].

Dario Pefa y colaboradores (2010), obtuvieron fosfato de calcio-quitosano sobre
un substrato de Ti6AI4V por electrodeposicion catddica los cuales fueron
caracterizados morfolégicamente y quimicamente, para determinar la estructura y
asociaciones quimicas entre los dos componentes. Los resultados mostraron
recubrimientos con disminucion en la cristalinidad cuando se aumentaba la
cantidad de quitosano sin embargo, el DRX confirmo el efecto del polisacarido en
la variacion de cristalinidad. No obstante diferencias en los resultados
electroguimicos con las muestras de mayor cantidad de quitosano pueden notarse
debido a una mayor reactividad superficial [18].

A. Demczuk y colaboradores (2011), examinaron la resistencia a la corrosion de la
aleacion Ti6Al4V en soluciones de saliva artificial y fluido corporal simulado (SBF).
Los resultados obtenidos muestran que las probetas con la superficie pulida tienen
mejor resistencia a la corrosion que las de la superficie solamente desbastada
para diferentes valores de pH y por lo tanto, se hace necesario que los materiales
usados en aplicaciones biomédicas cuenten con una superficie pulida o con

recubrimientos adicionales [19].
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W.J Seeto y colaboradores (2013), examinaron un tipo de células formadoras de
colonias células progenitoras endoteliales (EPC) basado en su capacidad para ser
expandido en cultivo y diferenciarse en células endoteliales maduras ademas se
determind la capacidad relativa de algunos péptidos para reducir la velocidad de
laminacion de EPC. El uso de un sistema de caAmara de flujo de placas paralelas
ayudo el estudio del efecto de los péptidos en las células formadoras de colonias
endoteliales (ECFC), sin embargo los hidrogeles PEGDA no apoyaron la evolucion

del ECFC ya que redujeron la velocidad de rotacién a un grado insignificante [20].

Agata Przekora y Grazyna Ginalska (2013), evaluaron la biocompatibilidad de los
dos tipos de nuevos compuestos a base de quitosano de krill, ademas realizaron
pruebas de citotoxicidad, adhesion celular y la actividad de fosfatasa alcalina
(ALP) de hueso para evaluar biocompatibilidad de los materiales compuestos. En
los resultados se obtuvo un crecimiento de los osteoblastos, no toxicos, favorables
a la adhesion celular y el crecimiento, provocando una actividad al transcurrir el
tiempo. Ademas este trabajo dio lugar a la fabricaciones de sustitutos 6éseos que
poseen biocompatibilidad absoluta con propiedades estructurales y mecanicas
similares al hueso trabecular [21].

Zhonggen Shi (2013), trabajaron en la liberacion de farmacos preparando de
forma conveniente quitosano, acido desoxicélico, polietilenglicol y &cido félico (CS-
DCA-PEG-AF) para encapsular doxorrubicina (DOX) un medicamento contra el
cancer, los ensayos in vitro se hicieron fibroblastos 3T3 y células HelLa utilizando
el ensayo de placas de microtitulacion (MTT), los resultados mostraron viabilidad
celular, baja citotoxicidad y favorable compatibilidad celular de las nanoparticulas
por lo tanto se dej6 claro el control de la eficiencia de liberacién y significativo

antitumoral actividad in vitro[22].
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Andrés Quintero Jaime (2013). Evaluo la superficie de Policaprolactona-Quitosano
patronadas por ablacion laser. Prepard muestras de Ti6Al4V con un recubrimiento
de PCL/Quitosano los cuales se modificaron topograficamente por ablacion laser
generando crateres a ciertas distancias. Se obtuvo un aumento en la adsorcion y
precipitacion de fosfatos de calcio debido a los sitios activos generados, que
permitieron una interaccion iénica entre el fluido fisiolégico y la superficie

biopolimérica [23].

Elena Llorens y colaboradores (2014). realizaron andamios con mezclas de
polilactida (PLA) y poli etilenglicol (PEG) por medio de la técnica de
electrospinning, fueron puestas en agua y etanol, el mejor resultado se obtuvo en
la primera donde se presentd una buena adhesion celular y proliferacion , la
proliferacion fue mas favorable donde habia mayor presencia de PEG, ademas de
que las fibras que se obtuvieron eran de diametro mas pequefio lo que facilita el
crecimiento celular, se encontré también que el PEG no permite la adhesion
bacterial debido a que estas no poseen las enzimas adecuadas para
metabolizarlo[24].

Jing Chen y colaboradores (2015) fabricaron monolitos hibridos con quitosano
afnadiendo una fase de vidrio bioactivo fueron fabricados por polidimetisiloxano
(PDMS) modificados por la técnica de sol-gel, donde encontraron que los soles de
vidrio bioactivo pueden ser miscibles con la solucion de quitosano, realizaron
prueba de bioactividad en SBF durante 7 dias; por resultados de EDX, FTIR y
SEM mostraron que los monolitos hibridos presentan una gran bioactividad y
capacidad de formacion de apatitas con una superficie porosa uniforme, haciendo

de estos monolitos un candidato potencial como implante de reparacion 6sea. [25]
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacion se presenta el esquema general de la metodologia que se seguira
durante el desarrollo de la investigacion.

Figura 3. Metodologia experimental realizada para el presente trabajo.

1. Revisi6 - . , .
hiblizlrzl;‘::a *Revision en revistas , articulos y trabajos de grado .

» Deshaste mecanico.

¢ Tratamiento alcalino 10 M de NaOH por 24 horas.
* Tratamiento térmico de recocido a 450°C

2. Preparacion
superficial.

¢ Relacion. Quitosano/PEG : 30/70,
50/50y 70/30

¢ Obtencion de los recubrmientos por Dip coating.
¢ Deposicién de 3, 5y 7 capas.

* Inmersion en solucion Hank's por 7 dias a 37°C.

» Determinacion de calcio en la solucion por absorcion
atémica.

* Caracterizacion por MEB, EDX, FTIR y
angulo de contacto.

* Caracterizacion de apatitas
por MEB y EDX.

« Caracterizacion por espectroscopia de impedancia
electroquimica y curvas de polarizacién potenciodinamica.
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ETAPA 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

Se realizé permanentemente una revision detallada de los conceptos relacionados
con el comportamiento de superficies de quitosano-PEG. La informacion fue

tomada de articulos cientificos, tesis de grado y libros.

ETAPA 2: PREPARACION SUPERFICIAL

Se emplearon muestras de Ti6Al4V con un didmetro de 14 mm y una altura de 3
mm. Inicialmente se llevd a cabo un desbaste mecanico con papel de carburo de
silicio nimero 120 hasta 600, seguido de pulido de pafios con alimina de 3 micras
y 0.05 micras. Luego las muestras se enjuagaron en un bafio ultrasonico con
etanol durante 10 minutos y finalmente fueron secadas y almacenadas en el
desecador. Todo esto basado en la nhorma ASTM E3 - 11 [26]. Aleatoriamente una
se ataco con reactivo Kroll segun la norma ASTM E407 [27] para asi revelar su

microestructura.

Seguidamente se realiz6 un tratamiento alcalino con el fin de activar la superficie,
gue se llevo a inmersién en solucibn NaOH con una concentracién de 10M por 24
horas a 60°C en un bafio hidrotermal. Luego del tratamiento en solucion alcalina,
las muestras se lavaron y secaron. Posteriormente se realizO un tratamiento
térmico de recocido a 450 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C/min, con

sostenimiento a 1 hora con el fin de formar la capa soélida de titanato de sodio.
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ETAPA 3: PREPARACION DE SOLUCIONES POLIMERICAS

Las soluciones poliméricas de PEG/Quitosano fueron preparadas a partir de
soluciones individuales de polietilenglicol y quitosano, disueltas en agua y acido
acético 0,5 M respectivamente, posteriormente se mezclaron para formar una
Unica solucion homogénea. Se obtuvieron tres soluciones con relaciones 30:70,
50:50 y 70:30 de Quitosano/PEG. En la tabla 1 se muestran las cantidades

utilizadas de quitosano y PEG para la preparacion de las relaciones poliméricas.

Tabla 1. Cantidades para la preparacion de la solucion Quitosano/PEG.

. Acido Agua .
Quitosano acético PEG Destilada QuitRoeslz(r:\Ig/gEG

(9] [ml] [9] [ml]

0,09 9 0,21 21 30:70

0,15 15 0,15 15 50:50:

0,21 21 0,09 9 70:30

Disefio de experimentos.

Disefio estadistico basado en ensayos preliminares y en la revisién bibliografica.
El disefio factorial fue 32 con dos variables de experimentacion (variacién en las
relaciones Quitosano/PEG y el niumero de capas) y una variable de estudio :

biocompatibilidad .

Tabla 2. Disefio de experimentos.

Quitosano/PEG Numero de
capas
Probeta1l: C1 30/70 3
Probeta 2 : C2 50/50 3
Probeta 3: C3 70/30 3
Probeta4: C4 30/70 5
Probeta 5: C5 50/50 5
Probeta 6 : C6 70/30 5
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Probeta 7 : C7 30/70 7
Probeta 8 : C8 50/50
Probeta 9: C9 70/30 7

~

De esto se hizo una réplica por lo tanto fueron 18 probetas, y otras 2 probetas
para hacer el analisis individual de la superficie metalica antes de realizar el
recubrimiento. De la tabla 2 ademas de mostrar como se distribuyeron las
probetas también muestra el nombre dado a cada una, que para efectos préacticos
en alguna de las técnicas mostradas en este libro fueron utilizados, como en la

tabla de circuitos equivalentes.

ETAPA 4: CONFORMACION DE LOS RECUBRIMIENTOS

Las soluciones poliméricas Quitosano/PEG se utilizaron para recubrir la aleacion
de titanio tratada alcalinamente, mediante la inmersion y extraccién del sustrato,
bajo la técnica conocida como “Dip Coating”, y posterior evaporacién del solvente
(Acido acético y agua). El tiempo de inmersion de las probetas en la solucion
polimérica fue de 10 segundos, y posteriormente se realiz6 un secado en una
estufa precalentada a 50°C durante 30 minutos. El nimero de capas realizado en

las probetas fue de 3, 5y 7 capas.

ETAPA 5: INDUCCION DE LA FORMACION DE APATITAS.

Las muestras recubiertas se sumergieron en recipientes de polipropileno con 30
ml de una solucion salina de Hank’s por 7 dias para inducir la formacion de
apatitas, en un bafo hidrotermal a 37 °C. Se tomaron alicuotas de la solucién con
el fin de observar la variacion de calcio en la solucion, mediante la técnica de
absorcion atémica. En la tabla 3 se muestra la composicion de la solucion salina

Hank’s.
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Tabla 3. Composiciéon quimica de la solucidon salina de Hank’s para pruebas
de bioactividad in vitro [28].

Elementos NaCl KCI MgSO,7H,0 | CaCl,H,O Na;HPO, KH,PO, Glucosa NaHCO;
Conc. 8.0 0.4 0.2 0.185 0.046 0.06 1.0 0.35
[g/L]

ETAPA 6: PRECARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS.

Se llevé a cabo un andlisis de las superficies mediante MEB para observar su
morfologia, EDX para determinar su composicion, y angulo de contacto para

evaluar su mojabilidad [29].

ETAPA 7: CARACTERIZACION DE LAS SUPERFICIES
Transcurridos los 7 dias las muestras se sacaron, posteriormente se realizé una
caracterizacion mediante microscopia electronica de barrido (MEB) y EDX para

identificar la posible formacién de apatitas o compuestos de fosfato de calcio.

ETAPA 8: EVALUACION ELECTROQUIMICA

Mediante la técnica de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica se
evaluaron las muestras recubiertas por Quitosano/PEG, se estudiaron en
condiciones fisiolégicas en solucién Hank’s usando espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) la cual se utilizé para observar el comportamiento resistivo o
capacitivo de las capas poliméricas y polarizacion potenciodinamica la cual

permite ver las respectivas velocidades de corrosion.
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Las pruebas electroquimicas se llevaron a cabo en el potenciostato-Galvanostato
Gamry 600, ubicado en el GIC. Se emple6 una celda plana, compuesta de tres
electrodos: un electrodo de trabajo (aleacién Ti6Al4V), un contraelectrodo de
grafito y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. El &rea de exposicién de la
muestra fue de 1,33 cm? y a una temperatura de 37°C. Las muestras fueron
sumergidas previamente en la solucibn por 5 minutos para permitir la
estabilizacion del sistema. Las mediciones de impedancia se realizaron haciendo
un barrido de frecuencias que van desde 0.01 a 100 000 Hz. Las curvas de
polarizacion potenciodindmicas se llevaron a cabo en un rango de potencial de -
500 mV a 2500 mV con una velocidad de barrido de 1 mV/s . Algunas pruebas
electroquimicas se llevaron a cabo dos veces para comprobar la reproducibilidad

de los resultados.

ETAPA 9: ANALISIS Y RESULTADOS Y ELABORACION DEL INFORME FINAL
El informe final muestra los resultados de las diferentes pruebas realizadas y su

respectivo analisis a partir de la informacién generada en todo el procedimiento y

finalmente las conclusiones.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 CARACTERIZACION INICIAL DE LA ALEACION TIGAL4V

La caracterizacion se enfoco en identificar dos aspectos: naturaleza quimica de la
aleacion y su microestructura, para la primera se realizé un analisis por la técnica
de EDX (ver figura 4a) en la que se observa corresponde a una aleacion de titanio,
cuyos elementos aleantes son el aluminio que actia como estabilizador de la fase
a y el vanadio como estabilizador de la fase 8 [30], en proporciones cercanas a las
de la aleacion de Ti6AI4V segun la norma ASTM F-136 [31].

Figura 4. Andlisis MEB — EDX de la aleacion Ti6Al4V. a) Andlisis EDX b)
Micrografia electronica de barrido tomada a 5000X por medio de la técnica de
electrones secundarios.

10,0 b.

a) Ti | ' l.
8.0

3 :
E.0= ’
K €nt
IBE L : O—ng‘

1.0 Elemento % Wt ‘ % At

2 " v Aluminio (Al-K) | 07,06 | 11,91
Ti Titanio (Ti-K) 90,26 | 85,70
T T I St T e | Vanadio (V-K) | 02,68 | 02,39

Fuente: Microscopio electrénico de barrido Quanta FEG 650, Laboratorio de

Microscopia, UIS — Sede Guatiguara.
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Por otra parte, la caracterizacion de la microestructura, se muestra en la figura 5
donde se observa la morfologia tipica de una aleacién de Ti6Al4V, con la aparicion
de la fase alfa (color claro) rica en aluminio que consiste en una estructura
cristalina hexagonal compacta (HCP) la cual contiene a la fase beta (color oscuro)
rica en vanadio de fase cubica centrada en el cuerpo (BCC) [32]. La fase a ofrece
poca plasticidad y tiende a exhibir propiedades mecénicas y fisicas anisotropicas,
mientras que la fase B presenta buena conformabilidad debido a su alta ductilidad
[33].

Figura 5. Micrografia aleacion Ti6Al4V atacada con reactivo Kroll.

S
Ly ) ¥ e ©

Fuente: Microscopio optico OLYMPUS GX71, Laboratorio de Microscopia, UIS —

Sede Guatiguara.

5.2 TRATAMIENTO SUPERFICIAL ALCALINO Y TRATAMIENTO TERMICO

Este tratamiento conducen a la mas rapida formacion de apatita y el tratamiento
térmico a 450°C consolida la capa de hidrogel titanato de sodio y ademas mejora
su adherencia al sustrato, esto se ha comprobado en estudios anteriores que
muestran que sin el tratamiento térmico el recubrimiento puede perderse hasta

25% al ser sumergido en el fluido simulado [14] Los metales Ti6Al4V normalmente
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cubren su superficie con una capa de Oxido de titanio pasiva, cuando esta
reacciona con la solucion de NaOH, ocurre una disolucion parcial de la capa de
TiO, por accion de los grupos OH™~ para dar formacion a un titanato hidratado, de

acuerdo a las siguientes reacciones:

TiO, + OH~ - HTiO3.nH, O (Titanato hidratado) (1)
HTiO3.nH, 0 + Na* — NaHTiO, +nH, 0 (Titanato deshidratado) (2)

El HTiO~ con carga negativa incorpora los iones Na* formando el titanato de
sodio como se mostré en la reaccion 1, durante la deshidratacion de sodio como

se consolida un sdlido ibnicamente estable y amorfo [34].

5.3 CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS POR ANGULO DE
CONTACTO.

Al terminar de conformar los recubrimientos poliméricos, se midié el angulo de
contacto a las 11 probetas para determinar la mojabilidad del recubrimiento, factor
gue es determinante para un biomaterial ya que garantiza la interaccion con la
solucion salina Hank’s. Se utilizé el equipo OCA 15EC - Dataphysics del
laboratorio de electroquimica, UIS sede Guatiguara. A continuacién se muestra en
la figura 6 los valores promedio de las mediciones de angulo de contacto para las
diferentes relaciones poliméricas Quitosano/PEG, para el sustrato Ti6Al4V, y otras
dos las cuales solo contenian un recubrimiento de Quitosano y PEG

respectivamente.
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Figura 6. Angulo de contacto.

90
80 -

Angulo de contacto [O]

3 Capas 5 Capas 7 Capas Quitosano Ti6Al4vV
M 30/70 ®=a50/50 ®70/30

En la figura 6 aparecen todas las medidas excepto para el PEG que presentd un
angulo de contacto de 0 grados, se observa ademéas que todos los angulos son

inferiores a 90 grados lo cual indica el comportamiento hidrofilico de los materiales

De menor a mayor hidrofilicidad se encuentran las relaciones 70:30, 50:50 y 30:70
de Quitosano/PEG, siendo proporcional la relacién de mayor mojabilidad a mayor
cantidad de PEG. Esto se debe a que su cadena polimérica se inmoviliza en la
superficie de los materiales permitiendo que sus cadenas hidréfilicas fijen la
solucion al material permitiendo una mejor adsorcién [17]. En la relacién 70:30 se
observd que el material tiende a ser menos hidrofilico ya que al tener una mayor

cantidad de quitosano reduce la mojabilidad de la pelicula.

Del andlisis del nimero de capas es facil notar que entre mayor nimero de capas
tenga el sustrato el comportamiento hidrofilico disminuird ya que existe mas
resistencia por parte de la superficie al contacto entre las moléculas poliméricas y
la del fluido, debido a que aumenta la cantidad de quitosano siendo este un
polimero menos hidrofilico que el PEG por lo tanto, es valido afirmar que entre

mayor sea el nimero de capas en el sustrato, mayor sera el angulo de contacto.
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5.4 DETERMINACION DE FORMACION DE APATITAS DESPUES DE
INMERSION EN HANK’'S POR ABSORCION ATOMICA.

La concentracion de calcio presente en la solucion Hank’s en la cual fueron
sumergidas las probetas, se determind por la técnica de espectroscopia de
absorcion atémica en el equipo Thermo Electron Corporation S4 AA System, del
Grupo de investigaciones minerales, biohidrometalurgia y medio ambiente
(GIMBA). Las probetas fueron sumergidas durante 7 dias en soluciéon Hank’s
posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml las cuales fueron llevadas a un
volumen de 50 ml en un balon aforado, trabajandose asi un factor de dilucion de
50. La figura 7 muestra los valores de la concentracion de Ca [pmm] en cada una

de las probetas.

Figura 7. Concentracion de calcio presente en el fluido para las diferentes
relaciones poliméricas.
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Como se puede observar el figura 7, existe una variacion en la concentracién de
calcio de las alicuotas con la solucién Hank’s, debido al fenédmeno de adsorcién
del ion Ca* ion por parte de las probetas, por lo que se disminuye su

concentracion en cada alicuota.

Cabe destacar que los recubrimientos que absorbieron méas calcio fueron las
relaciones 50/50 esto quiere decir, que reune la mejor combinacion de las
relaciones poliméricas; por parte del quitosano el tener una matriz porosa lo hace
mas apto para que interactie con el fluido debido a que aumenta su éarea
superficial, favoreciendo asi la nucleacion y el crecimiento de los fosfatos [35]. Por
su parte el PEG es un polimero soluble en agua, facilmente este permite la
activacion de especies de oxigeno lo que le podria proporcionar una red de
enlaces de electrones para adsorber Ca®™ por interaccién electrostatica para asi
formar sitios de nucleacion de apatitas [36]. Estas condiciones junto con la capa
de titanato formada por el bafio alcalino permiten que al interactuar con el fluido
fisiologico se facilite la precipitacion de fosfatos de calcio los cuales actian como
puntos de nucleacion para la formacion de apatitas, las cuales son formadas a
medida que sobre la capa polimérica aumenta la concentracion de calcio y fosforo
[15].

5.5 CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO ANTES DE INMERSION.

Se observa en la figura 8, de manera general, que todas tienen unos precipitados
blancos de quitosano (zona verde) y otra zona mas oscura (zona amarilla) que
hacen referencia a la matriz del quitosano la cual contiene particulas de PEG, las

grietas formadas correspondientes a la matriz porosa del quitosano el cual, tiene
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un fendbmeno de degradacién hidrolitica, a consecuencia del posterior proceso de
secado en donde se eliminan solventes, precipitando asi primero el quitosano [23].

Figura 8. Sustrato con 5 capas, relacién 50/50 de Quitosano/PEG
tomada a 40000X Preinmersion.

Element Wt% At%
CK 07.93 15.76
OK 36.12 53.90
NaK 02.83 02.94

AlK 02.22 01.96
CaK 00.90 00.53

TiK 49.43 24.63
VK 00.58 00.27

Matrix | Correction | ZAF

Element Wt% At%
CK 05.70 13.01
OK 26.68 45,76
NaK 01.94 02.31

AIK 02.93 02.98

CaK 00.50 00.34

TiK 60.30 34.54
VK 01.96 01.05

Matrix | Correction | ZAF

Las tablas que acompaiian la figura 8 hacen referencia a las composiciones tanto
de la matriz de quitosano (zona amarilla) como la de precipitados de quitosano
(zona verde), en ellas como en los EDX de la figura 9 se observa la presencia de
calcio el cual no corresponden al PEG ni al quitosano, el sodio se encuentra alli
debido a la capa de titanato de sodio formada anteriormente y el calcio debido a
las impurezas que se adhirieron a la superficie durante el proceso de
almacenamiento. A continuacion estan los MEB para la condicion 5 capas con las
relaciones poliméricas Quitosano/PEG 30/70, 50/50 y 70/30.

Figura 9. Micrografias electrénicas de barrido tomadas a 5000X y 40000X, 5
capas relacién 30/70 (a), 50/50 (b), 70/30 (c) y anélisis EDX. (Antes de
inmersion)
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La morfologia de los recubrimientos en general presenta una estructura similar, en
la cual hay precipitaciones de quitosano y peg, estando en mayor cantidad el
quitosano, ya que si comparamos los EDX (ver figura 8) hay mayor cantidad de
carbono en el precipitado de color blanco que en la zona méas oscura, siendo el
carbono parte de la estructura molecular del quitosano y no del PEG, por otra

parte se observa una capa uniforme del recubrimiento y presencia de poros.

En la figura 10 se muestran los MEB para la relacion Quitosano/PEG 50:50 en 3, 5
y 7 capas; en ella se observa que al variar la cantidad de capas realizadas sobre
el sustrato la cantidad de quitosano precipitado varia poco, sin embargo son las
dos ultimas quienes tienen un poco mas de precipitados y con una morfologia méas
definida (ver figura 11). En los andlisis de EDX respectivos se tiene la presencia
de elementos como Ca, Si, Fe y Sr. Estos elementos se cree provienen de los
reactivos los cuales no tienen una pureza del 100% pese a que son reactivos de

grado analitico.

Figura 10. Micrografias electrénicas de barrido tomadas a 5000X; relacion
50/50, 3 capas (a), 5 capas (b), 7 capas (c); (Antes de inmersion).
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Figura 11. Micrografias electronicas de barrido tomadas a
40000X; relacion 50/50, 3 capas (a), 5 capas (b), 7 capas (c); y
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5.6 CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO DESPUES DE INMERSION.

Se realiz6 MEB a las probetas que presentaron la mayor precipitacion de calcio
en absorcion atdmica, las cuales son la relacion 50/50 en 3, 5y 7 capas, y las
diferentes relaciones 30/70, 50/50 y 70/30 de Quitosano/PEG en 5 capas. Las
probetas fueron sumergidas durante 7 dias con el fin de obtener precipitados de
apatitas, sin embargo solo se observaron fosfatos de calcio, de igual manera

segun la literatura estos actian como centros de formacion de apatitas [37].

Figura 12. Micrografias electrénicas de barrido
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Segun la figura 12, la cantidad de copos en relacion con las de pre inmersion
aumento de manera notoria y se observa precipitados con morfologia mas
definida, de igual manera son las relaciones 50/50 y 70/30 las que presentan
mayor numero de fosfatos de calcio, esto se debe a que el quitosano por su
naturaleza catidnica le permite interactuar con iones negativos [12] como lo son
los grupos fosfatos (PO 4 %) presentes en la solucién Hank's [38], [39] y de esta
manera formar mas facilmente compuestos de fosfatos de calcio, se observa
ademas en los andlisis de EDS la aparicion de elementos como cloro (Cl), fosforo

(P) y potasio (K) que probablemente provienen de la solucion Hank’s [26].

En la tabla 5 se muestra la cantidad de fosforo y calcio precipitado en la capa
polimérica, tanto en la matriz polimérica como en los precipitados blancos que se

apreciaban en las imagenes MEB.

Tabla 4. Calcio y fésforo presente en los recubrimientos después de
inmersion para las diferentes condiciones.

Precipitacion de : o
. Matriz polimérica
fosfatos de calcio

0 0,
7 Peso % Peso P % Peso Ca Yo PESD
Ca P
50/50 4.08 0.2 274 0.25
3 Capas
30/70 1.7 0.12 0.95 0.08
5 Capas
50/50 3.15 0.32 1.91 0.21
5 Capas
70/30 2.85 0.2 1.39 0.22
5 Capas
50/50 4.85 0.29 3.04 0.11
7 Capas
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Al igual que en absorcion atomica se observo que las mayores cantidades de Ca
estan en la relacion 50/50 3, 5y 7 capas, siendo esta ultima la que mas precipita
Ca.

Figura 13. Micrografias electronicas de barrido tomadas a 5000X y 40000X,
relacion 50/50, 3 capas (a), 5 capas (b), 7 capas (c) y andlisis EDX.(después
de inmerciAn)
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La figura 13 muestra los MEB de los diferentes nimero de capas con relacion
Quitosano/PEG 50:50; no se observa diferencias significativas en cuanto a la
cantidad de fosfatos de calcio precipitados, pero si se observa una mejor
morfologia de los precipitados de fosfato de calcio en 7 capas, ademas por la
composicion con EDX se observa que la superficie con 7 capas presenta mayor
cantidad de Calcio y Fosforo.

57  CARACTERIZACION DE LOS  RECUBRIMIENTOS  POR
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(IR).

Los espectros infrarrojos permiten identificar los enlaces presentes en los grupos
funcionales del polimero a través de las vibraciones de atomos en las moléculas.
Se realiz6 para el analisis para las relaciones poliméricas 30/70, 50/50 y 70/30 5
capas. El analisis se realizo en el laboratorio de analisis instrumental en el equipo

Espectrometro Infrarrojo Nicolet con celda platinum ATR.

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.
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Figura 14. Espectro de infrarrojo para la relacion 30/70, 50/50, 70/30 de
Quitosano:PEG, 5 capas.
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Tabla 5. Asighacion de las bandas presentes en el espectro de infrarrojo
para las relaciones poliméricas Quitosano:PEG.

Banda (cm™) Asignacion
3346,01 Estiramiento N-H del quitosano
2861,83 Estiramiento C-H del quitosano
1617,98 Deformacion del N-H de la amida primaria asociada del quitosano
1465,90 Vibracion de la amida secundaria asociada del quitosano
1412,89 Vibracién del O-H asociado al Quitosano
1359,11 Deformacion del O-H del PEG
1241,43 Vibracion C-O del PEG
841,93 Deformacion C-H fuera del plano del quitosano

En la tabla 5 se observan las asignaciones de las bandas que aparecen en los
espectros, que son caracteristicas de los polimeros; la asignacion de las
vibraciones se realiz teniendo en cuenta las tablas de interpretacion de espectros
infrarrojo y con base en autores como Quintero A. et al. [23]; Pawlak, A. et al. [40];
Valdes, G. et al. [41]; Rodriguez Hammamura, N. et al. [42]; Ganiji, F. et al. [43];
Bhattarai, N. et al [44]. Los espectros infrarrojos presentaron similitudes en cada
relacion polimérica indicando asi la presencia de los mismos materiales en cada

probeta analizada. En los espectros se presentan, para los 3 biopolimeros, un
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estiramiento asimétrico y la flexién en la banda de los 2860 a 3350 cm-1, debido a
los grupos hidroxilo y carboxilo presente en los anillos del quitosano, también se
puede observar una deformacion de N-H de la amida primaria asociada del
quitosano entre 1617 y 1637 aproximadamente. La presencia de estos enlaces
garantiza que exista una interaccion entre los cationes de calcio, los iones fosfatos
y la superficie de biomaterial, favoreciendo la nucleacién y precipitacion de

fosfatos de calcio [42].

Con respecto a las tres relaciones se podria afirmar que en la relacién 30/70 la
intensidad de los picos es la mayor debido a que las reacciones finalizan mas
rapido debido a la alta presencia de PEG en el sustrato [45]. Cuando existe una
mayor concentracion de quitosano en la muestra se puede evidenciar unos picos

menos elevados. [23].

5.8 CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS POR
ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS)

La caracterizacion electroquimica se realizé con el propésito de determinar los
cambios en la superficie del recubrimiento, evaluando la estabilidad y bioactividad
electroquimica en las interfases: aleacion - recubrimiento y recubrimiento- Hank's;
En las capas poliméricas en las diferentes concentraciones de Quitosano/PEG y

en los diferentes numeros de capas.
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Figura 15. Diagrama de bode (a) y diagrama de Nyquist (b)
para las diferentes relaciones de Quitosano/PEG.
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En la figura 15a en altas frecuencias (10* — 10° Hz) se presenta la resistencia a la
solucién [45] con un comportamiento pseudocapacitivo correspondiente a un
CPE-P de 0.54 y 0.96 para las relaciones 50/50 y 70/30 respectivamente; En muy
bajas frecuencias (0.01 — 1 Hz) las relaciones 50/50 y 70/30 presentan la mayor
impedancia electroquimica asociado a un comportamiento altamente resistivo con
un CPE-P de 0.35 y 0.33 respectivamente, este comportamiento corresponde a la
interface recubrimiento - material base Ti6Al4V; para la relaciébn 30/70 se observa
un comportamiento muy estable en bajas y medias frecuencias lo que indica la

presencia de una capa pasiva, compacta y muy estable [46].

En los diagramas de Nyquist (figura 15 b) se observa como aumenta el diametro
del semicirculo al aumentar la cantidad de quitosano, aumentado de esta manera
la impedancia que esta relacionada con los valores de resistencia a la polarizacion
[47], mayores valores de resistencia a la polarizacion sugiere un aumento en la
resistencia a la degradacién a media que aumenta la cantidad de quitosano en el

recubrimiento [48].
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Figura 16. Diagrama de bode (a) y diagrama de Nyquist (b) para
los diferentes numeros de capas.
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En la figura 16a se observa a altas frecuencias (10* — 10° Hz) el comportamiento
de la solucion, también un comportamiento resistivo para 3 capas y uno capacitivo
para 5y 7 capas con un CPE-P de 0.39, 0.54 y 0.98 respectivamente. Este
comportamiento ocurre en la interface recubrimiento — solucion fisiol6gica donde la
resistividad para 3 capas hace referencia a una capa compacta, y el efecto
capacitivo para 5y 7 capas, se debe una mayor interaccion de la capa polimérica
con el Hank’s debido a una mayor area de exposicion por parte de la estructura

porosa del quitosano para una relacion 50/50.

A bajas frecuencias (0.01 — 1 Hz) se ve principalmente el comportamiento del
material base con el recubrimiento donde la resistencia del recubrimiento aumenta
a medida que incrementa el nUmero de capas, donde la mas alta es para 7 capas
y la mas baja para 3 capas. Se observa alli un comportamiento resistivo con un
CPE-P entre 0.47 y 0.35 el cual corresponde a la interface entre el sustrato y la

capa bioactiva.
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En los diagramas de Nyquist (figura 16 b) se observa como aumenta el diametro
del semicirculo el cual indica un comportamiento controlado por transferencia de
carga que incrementa al aumentar la cantidad de capas, aumentado de esta

manera la resistencia a la polarizacion.

Figura 17. Curva de polarizacién obtenida para los recubrimientos a)
relaciones Quitosano/PEG b) NiUmero de capas.
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En la figura 17 muestra las curvas de polarizacion con el fin de evaluar la
estabilidad de los recubrimientos obtenidos a diferentes relaciones de
Quitosano/PEG vy diferentes nimeros de capas, en ella se observa como varian
los potenciales y velocidades de degradacion donde los recubrimientos
poliméricos presentan potenciales de corrosion por encima de aleacion base, lo
que indica que la pelicula polimérica con el quitosano tiene una tendencia a mover
los potenciales hacia potenciales mas nobles [48], lo que demuestra que a mayor

cantidad de quitosano los recubrimientos se harian mas resistentes a procesos

electroquimicos.
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Debido a que la cantidad de quitosano y el aumento de numero de capas
aumentaban la estabilidad electroquimica de la capa, lo cual se observa para los
valores de Ecorr, se hizo necesario determinar la velocidad de degradacion del
recubrimiento como otra variable de respuesta, mediante las pendientes de Tafel
siguiendo la norma ASTM G 102 — 89 [49] mediante el método de polarizacion

potenciodinamica.

En las tablas 7 y 8 se resumen los parametros electroquimicos obtenidos a partir
de las curvas de polarizacion de los recubrimientos Quitosano/PEG realizados a

partir de las diferentes condiciones experimentales.

Tabla 6. Velocidades de degradacién del recubrimiento segun las relaciones

poliméricas.
icorr Ecorr V corr
[uA] [mV] [mpy]
30/70 9,99E-09 -2,28E-01 3,11E-09
50/50 1,69E-08 -4,64E-02 5,26E-09
70/30 9,13E-08 -2,81E-01 2,94E-09
Ti6Al4V 6,05E-08 -4,84E-01 1,88E-08

Tabla 7. Velocidades de degradacion del recubrimiento segin el numero de

capas.
icorr Ecorr V corr
[uA] [mV] [mpy]
3 Capas 1,74E-08 -1,04E-01 2,93E-09
5 Capas 1,69E-08 -4,64E-02 5,26E-09
7 Capas 1,85E-10 -6.39E-02 5,73E-11
Ti6AL4V 6,05E-08 -4,84E-01 1,88E-08
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De las tablas 7 y 8 cabe sefalar que las velocidades de corrosion estuvieron por
debajo de la aleacion base, lo cual indica que los recubrimientos mejoran la
resistencia a degradarse del biomaterial, en las relaciones poliméricas la de
menor velocidad de corrosién fue la relacién 70/30 esto probablemente a que esta
proporcion en los polimeros presenta una mejor compactabilidad de la capa
polimérica haciéndola mas resistente, esto debido a que tiene fases cristalinas lo

cual le brinda una degradacion mas baja [50].

El desplazamiento de las curvas Tafel hacia potenciales positivos conforme se
incrementa el nUmero de capas aplicadas, puede ser debido que al aumentar el
namero de capas incrementa el efecto capacitivo del recubrimiento, ya que este
actia como un dieléctrico que separando las cargas del electrolito de aquellas
gue son inducidas por el sustrato dificultando asi la migracion de iones, retrasando
asi los procesos de interaccion con la solucién requiriendo que la energia
requerida por los iones de la solucién para que migren desde la solucién hacia la
interface recubrimiento/sustrato sea mayor a medida que aumente el nimero de
capas, resultado que se refleja en la disminucion de las velocidades de corrosion
[51]. En conclusién el cambio mas significativo se tiene en el nimero de capas, en
la cual la probeta con 7 capas present6é una velocidad de corrosion 5,73E-11 muy
por debajo de la aleacién Ti6AI4V.

5.9 ANALISIS POR CIRCUITOS EQUIVALENTES

Con base en los espectros de impedancia electroquimica se procedio a establecer

el comportamiento electroquimico de los recubrimientos, para las condiciones que
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mejor respuesta obtuvieron en la prueba de absorcion atémica, con un circuito
eléctrico analogo, que permite relacionar los fendmenos que ocurren en las
interfaces, estos fueron construidos teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en los diagramas de Nyquist y Bode; los datos se ajustaron en el programa Zview.
En el circuito, R1 corresponde a la resistencia de la solucién Hank’s; CPE 1
corresponde a un elemento de fase constante el cual esta asociado a los procesos
electroquimicos entre la interface solucién Hank’s recubrimiento; R2 esta asociada
al valor de la resistencia a la transferencia de carga en la interface solucion Hank’s
- recubrimiento; CPE 2 es un elemento de fase constante asociada a la interface
recubrimiento — Aleacién Ti6Al4V y R3 esta asociado a la resistencia a la
transferencia de carga en la interface recubrimiento — aleacién Ti6AI4V, un
circuito desarrollado como el que se presenta a continuacién ha sido reportado por
diferentes autores, para recubrimientos poliméricos similares en [50] y [19]. La
figura 18 muestra el circuito equivalente que se ajusta a los resultados obtenidos

con la técnica de espectroscopia de impedancia.

Figura 18. Circuito equivalente representativo de las
interfaces para el sistema estudiado.

| r3
Solucién Recubrimiento| Ti6Al4V

Tabla 8. Valores de los elementos del cirquito equivalente.
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1054
2.50E-06

0.39198

3.99E+04
3.17E-06

0.47792
1.41E+07
2.63E-04

10000
1.98E-10

0.79573

859810.00
1.10E-05

0.57546
6.61E+13
2.64E-03

11800
2.06E-08

0.54035

2.22E+05
3.31E-07

0.35313
1.93E+06
3.28E-03

10000
1.43E-10

0.96446

2.41E+04
1.09E-06

0.33424
5.93E+06
3.64E-03

100000
1.44E-11

0.98422

-1.88E+07
5.71E-10

0.35976
8.92E+08
9.92E-03

Los valores mas altos de R1

aumentan a medida que aumentan el nimero de capas, estos valores contribuyen
a la incorporacion de iones a partir de la solucion Hank’s [50], y concuerda con los

valores de velocidad de corrosién, donde a mayores resistencias menores

gue corresponden a la resistencia a la solucion

velocidades de corrosion (ver tabla 8).

54



6. DISCUSION DE RESULTADOS.

El andlisis de angulo de contacto realizado con la soluciéon Hank’s mostré el alto
grado de mojabilidad del PEG con un angulo de 0° y mientras el quitosano era
menos hidrofilico con una angulo aproximadamente de 85°, estos resultados se
reflejaron en la mojabilidad de todas las capas poliméricas y como aumento el
grado de mojabilidad proporcional al contenido de quitosano y nimero de capas,

esto garantiza la interaccion del recubrimiento con el fluido simulado.

Con la absorcidon atomica se determind que las relaciones 50/50 en 3, 5y 7 capas
fueron las que mas cantidad de calcio absorbieron, por lo tanto representan la
mejor relacion polimérica para que exista sitios de formacion de apatitas [32]. Las
imagenes mostradas por SEM antes de inmersion muestran los precipitados de
quitosano, y las imagenes después de 7 dias de inmersion en el fluido fisiologico,
en SEM no se apreciaron las apatitas, sin embargo, los EDS muestran mayor
cantidad de calcio precipitado y la presencia de fosforo, estos datos concuerdan
con los resultados de absorcion atémica cuando muestran que son las relaciones

50/50 las que precipitan una mayor cantidad de calcio [38].

En las pruebas electroquimicas los recubrimiento mejoraron la impedancia
electroquimica del sustrato siendo la relacidn Quitosano/PEG 70/30 la que
presenta una mayor impedancia electroqguimica y una menor degradabilidad
resultado que concuerda con la prueba de angulo de contacto al ser la relacion
menos hidrofilica; en cuanto al nUmero de capas, la mejor condicion fue 7 capas
50/50 Quitosano/PEG. Estos resultados se corroboran con las pruebas
potenciodindmicas donde se obtuvieron una menor velocidad de degradacion y
altos valores de impedancia, indicando asi una capa mas estable con un

correspondiente comportamiento capacitivo. En las pruebas de bioactividad como
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absorcién atébmica y MEB presentaron de igual manera las mejores condiciones en
cuanto a la precipitacion de calcio y fosforo ademas de presentar la mejor

morfologia la cual se observa en las imagenes sem (figura 13).

De manera general los recubrimientos Quitosano/PEG no lograron la precipitacion
de apatitas, ésto puede deberse a diferentes factores como poco tiempo de
inmersion [52], o la poca concentracion de calcio en el Hank’s (1,7 mM) en
relacion a la concentracion manejada por el SBF (2,5 mM) [53]. Otros factores
como la posible saturacion de la solucién en algun compuesto, lo cual puede llevar
a la precipitacion del mismo, ademas cambios locales de sobresaturacion puede
favorecer o no la formacion de apatitas para que se produzcan precipitaciones de
iones calcio y/o fosfatos [54], asi como también variaciones en las cantidades de
compuestos importantes para la precipitaciéon de Ca’ como lo es el bicarbonato
(HCOg3') el cual las diferencias en cantidades varian de un tipo de SBF a otro, las

cuales en algunos se llega a ser importante controlar los cambios de pH. [55].
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7. CONCLUSIONES

» Los recubrimientos poliméricos son bioactivos en solucién Hank’s con
formacién de depédsitos de fosfatos de calcio, los cuales actian como
ndcleos para la formacidén de apatitas compuesto que es base para los un

proceso de osteointegracion.

» La mezcla polimérica Quitosano/PEG genera bioactividad, sin embargo 7
dias de inmersién no son suficientes para permitir la formaciéon de una capa

de apatitas.

» La técnica de EIS demostré que las capas poliméricas y su aumento en
namero incrementan el efecto capacitivo del recubrimiento, ya que separan
los iones de las cargas que son inducidas por el sustrato, retrasando asi el

proceso de degradacion.

» Las mejores condiciones son 7 capas relacion 50:50 y 5 capas relacion
70:30 al presentar las menores velocidades de degradacién y mayor

adsorcién de Ca.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de inmersidn a mayores tiempos para asi favorecer la posible

formacion de una capa de apatitas.
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ANEXOS
Anexo A. Analisis Estadistico

En el diagrama de Pareto figura 19, se observa la estimacién de dos variables, A :
relacion Quitosano/PEG, B : numero de capas, que fueron empleadas para la
realizacion del proyecto, donde la variable mas significativa para la

biocompatibilidad, es la A : relacion Quitosano/PEG.

Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizada para biocompatibilidad.

Diagrama de Pareto Estandarizada para biocompatibilidad

— -+
A:relacion PEG/QUITOSANO i

B:nUmero de capas

AB

0 05 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado

En la tabla 10, se presenta el analisis de varianza para la resistencia a la
transferencia de carga, donde se corrobora lo mostrado en el diagrama de Pareto.
La mejor variable cuyo valor es menor a 0.05, es la A : la relacion Quitosano/PEG,
las otras variables tienen influencia significativa en el rango utilizado para este

estudio, con un nivel de confianza del 95%.

El estadistico R — Cuadrado indica que el modelo, asi ajustado, explica 72,987%
de la viabilidad en biocompatibilidad. El estadistico R- cuadrada ajustada, que es
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méas adecuado para comparar modelos con diferente ndmero de variables
independientes, es 51,3766%.

R-cuadrada = 72,987 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 51,3766 porciento
Error estdndar del estancia. = 1,44222

Error absoluto medio = 0,8

Estadistico Durbin-Watson = 2,50385 (P=0,6694)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,276923

Tabla 9. Analisis de varianza para biocompatibilidad.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:relacion Quitosano/PEG 18,0 1 18,0 8,65 0,0322
B:nlimero de capas 8,0 1 8,0 3,85 0,1071
AB 2,0 1 2,0 0,96 0,3718
bloques 0,1 1 0,1 0,05 0,8351
Error total 10,4 5 2,08
Total (corr.) 38,5 9

Figura 20. Anédlisis de varianza
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En biocompatibilidad, el factor que contribuye con la maxima varianza son las
relaciones poliméricas, lo cual es acorde con los resultados donde la mayor

precipitacion de iones Ca* se dio en la relaciéon 50/50 Quitosano/PEG.
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