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TITULO:

EVALUACION DE LA ADHESION Y ORIENTACION DE COLAGENO POR
ELECTROACTIVACION SUPERFICIAL EN PLA-PGA-HIDROXIAPATITA Y PLA-PGA-
WHITLOCKITA MEDIANTE TECNICAS ELECTROQUIMICAS Y EQCM’

AUTORES:

SILVIA MARINA ARAUJO DAZA
DAISSY MILENA CRUZ PARDO"

PALABRAS CLAVES: Biomateriales, adsorcién de proteinas, colageno, matriz de regeneracion
Osea, microbalanza de cristal de cuarzo, espectroscopia de impedancia electroquimica.

DESCRIPCION:

Los ultimos avances en el area de biomateriales se basan en crear materiales que sean cada vez
mas tolerados por el cuerpo humano. El contacto de un cuerpo vivo con un material induce la
adsorcién de proteinas en su superficie, creando una interfase entre éstas y las células que se
adsorben, el colageno es una proteina que facilita la proliferacion y la migracién de estas células.
Por tales motivos se realizaron matrices poliméricas compuestas por fosfatos de calcio y
reforzadas con fibras de colageno estas presentan alta biocompatibilidad, y propiedades de
osteoconductividad, biodegradabilidad, y adsorcién, lo que las hace aptas para la regeneracion
Osea.

En esta investigaciébn se trabajé con dos tipos de matrices poliméricas, compuestas de
PLA/PGA/HAp/Fibras de colageno y PLA/PGA/Whitlockita/Fibras de colageno respectivamente, las
cuales se realizaron sobre cristales de cuarzo Au-Ti, inicialmente se hizo una electrodeposicién de
los polimeros, y luego una electrodeposicion de fibrillas de colageno, esto con el objetivo de
evaluar la adhesion de moléculas de coldgeno sobre superficies activadas con potenciales de
polarizacién, para estas pruebas se utilizé6 como electrolito colageno disuelto en PBS variando las
concentraciones de colageno en la solucidn y se usaron técnicas electroquimicas y microbalanza
de cristal de cuarzo. Los resultados fueron analizados estadisticamente con el fin de conocer los
factores significativos en la variable de respuesta, la resistencia a la transferencia de masa.

*Proyecto de grado

" Facultad de ingenierias fisico-quimicas, Escuela de Ingenieria Quimica. Director del proyecto:
M.Sc Hugo Estupifian Duran. Codirector del proyecto: PhD Dionisio Laverde Catafio
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ABSTRACT

TITLE

EVALUATION OF ADHESION AND ORIENTATION OF COLLAGEN BY SURFACE
ELECTROACTIVATION IN PLA-PGA-HYDROXYAPATITE AND PLA-PGA-WHITLOCKITA BY
ELECTROCHEMICAL TECHNIQUES AND EQCM*

AUTHOR

SILVIA MARINA ARAUJO DAZA
DAISSY MILENA CRUZ PARDO®

KEYWORDS: Biomaterials, adsorption of proteins, collagen, bone regeneration matrix, quartz
crystal microbalance, electrochemical impedance spectroscopy

DESCRIPTION

Recent advances in the area of biomaterials are based on creating materials that are increasingly
tolerated by the human body. The contact of a living body with a material induces the adsorption of
proteins on their surface, creating an interface between these and the cells that are adsorbed, the
collagen is a protein that facilitates the proliferation and migration of these cells.

For these reasons were made polymer matrices composite by calcium phosphate, reinforced with
collagen fibers these exhibit high biocompatibility, and osteoconductive properties,
biodegradability and adsorption making them suitable for bone regeneration.

In this research worked with polymer matrices composite of PLA/ PGA/ Hap /Collagen fibers and
PLA/ PGA/ Whitlockita/ Collagen fibers respectively, which were performed on quartz crystals Au-Ti,
initially made an electrodeposition of polymers, and then a electrodeposition of collagen fibrils, this
with the objective to evaluate the adhesion of collagen molecules on activated surfaces with
potencial of polarization, for these test was used as electrolyte collagen dissolved in PBS varying
concentrations of collagen in the solution and used electrochemical techniques and quartz crystal
microbalance. The results were analyzed statistically with the purpose of knowing the significant
factors in the response variable, the resistance to mass transfer.

! Proyecto de grado

$ Facultad de ingenierfas fisico-quimicas, Escuela de Ingenieria Quimica. Director del proyecto:
M.Sc Hugo Estupifian Duran. Codirector del proyecto: PhD Dionisio Laverde Catafio
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1. INTRODUCCION

Las investigaciones en regeneracion Osea han presentado un constante
crecimiento, paralelo a la necesidad de desarrollar materiales capaces de
reconstruir o reemplazar tejidos. El objetivo de este desarrollo es el disefio de
materiales que estimulen respuestas celulares adecuadas, que sean capaces de
soportar las cargas mecanicas y que se degraden de forma gradual para que

sean reemplazados por el nuevo tejido.

La biocompatibilidad, definida como la capacidad de los biomateriales para realizar
una funcién especifica en el cuerpo humano sin que causen rechazo, depende de
la interaccion biolégica con su entorno. Una de estas interacciones es la adsorcion
de proteinas, proceso que juega un papel importante en la aceptacion del
biomaterial por el organismo. La adsorcion de proteinas esta influenciada por las
propiedades de la superficie de contacto, en donde la morfologia superficial y una

carga superficial opuesta a la de la proteina, favorece la adsorcién [1].

Debido a la importancia que tiene la adsorciobn de proteinas en la
biocompatibilidad de los biomateriales para regeneracion 0Osea, se evalud la
adsorcion polarizada de moléculas de colageno sobre matrices poliméricas
mezcladas con fibras de colageno tipo | y bioceramicos bioactivos, por medio de
técnicas electroquimicas y microgravimétricas. Con el fin de polarizar la superficie
de la matriz se emplearon dos potenciales, uno a 0,47 voltios y otro a -0,90 voltios,
valores definidos del ensayo de voltametria ciclica, que relaciona la afinidad de la
proteina con la superficie de la matriz polimérica, segun las reacciones redox a

lugar.
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2. MARCO TEORICO

2.1. BIOMATERIALES Y BIOCOMPATIBILIDAD

Un Biomaterial puede ser definido como “un material ideado para interaccionar
con los sistemas biolégicos para evaluar, tratar, aumentar o substituir cualquier
tejido, 6rgano o funcién del cuerpo” segun la Second Consensus Conference on
definitions in Biomaterials, Chester, U.K, 1992. También son definidos como
aquellos materiales de origen natural o sintético que se utilizan para dirigir,
suplementar o reemplazar alguna funcién de un tejido vivo 0 como una sustancia
sistematicamente y farmacol6gicamente inerte disefiada para implantacién dentro
de un sistema vivo 0 su incorporacion a éste [2].
Los biomateriales pueden ser de origen natural o sintético, dependiendo de la
reaccion bioquimica que se lleve a cabo estos biomateriales se subdividen en:

e Materiales casi inertes.

e Materiales bioactivos.

e Materiales reabsorbibles.
Un biomaterial debe cumplir una serie de requisitos, donde el principal se refiere a
qgue el material no debe producir ninguna reaccién de inflamacién en los tejidos,
ademas de [3]:

¢ No ser toxico, ni carcinégeno.

e Ser quimicamente estable, inerte o biodegradable.

e Tener una resistencia mecanica y a la fatiga adecuada.

e Tener una densidad y peso adecuados.

e Tener un disefio de ingenieria perfecto; referente al tamafio y la forma.

2.1.1. Biopolimeros. Las aplicaciones médicas y farmacéuticas de los
biopolimeros constituyen actualmente uno de los campos de mayor interés por su
utilizacibn como dispositivos terapéuticos cardiovasculares, ortopédicos,

oftalmoldgicos y dentales, etc. Una de las razones por la cual estos biomateriales
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tienen varias aplicaciones es, porque al ser introducidos en el sistema bioldgico,
son capaces de crear una interfase de union debido a su alta biocompatibilidad [4].
También ofrecen la posibilidad de ser manipulados segun las exigencias y su
finalidad, con caracteristicas fisico-quimicas bien definidas. Es asi que se pueden
encontrar como fibras, tejidos, peliculas o bloques [5]. La mayoria de estos
materiales son reabsorbibles, los cuales mantienen la forma del tejido
temporalmente y se degradan por procesos enzimaticos o hidroliticos [3]. Su uso
no es apropiado para dispositivos permanentes, ya que el material se deteriora
rapidamente. Los polimeros no bioabsorbibles son aquéllos que no son digeridos o
hidrolizados por los tejidos; sin embargo, también se utilizan como implantes,

dispositivos médicos y érganos artificiales.

Los biopolimeros mas utilizados en regeneracion de tejido son el acido polilactico
(PLA) y el acido poliglicélico (PGA), los cuales cuentan con una amplia variedad
de aplicaciones médicas. El PLA es un polimero sintético reabsorbible de la familia
de los alfahidroxiacidos o poliésteres alifaticos, termoplastico de alta resistencia,
biocompatible, biodegradable, inmunolégicamente inerte, atéxico y reabsorbible [6-
7]. El &cido poliglicdlico (PGA) es un polimero sintético biodegradable,
termoplastico y cuenta con la estructura méas simple de los poliésteres
aliféticos lineales. Se han desarrollado numerosos estudios mezclando estos dos
polimeros, dando resultados favorables, en los que se observa su capacidad como

medio para la proliferacion y diferenciacién de tejidos [8].

2.1.2. Bioceramicos. Debido a sus propiedades fisicoquimicas, los bioceramicos
cuentan con un amplio rango de aplicacion en el campo de los biomateriales. Su
dureza, resistencia e inercia quimica permiten que las reacciones en el organismo
sean minimas [9]. En el presente estudio se utilizaron bioceramicos basados en
fosfatos de calcio, considerados similares a los minerales del hueso. La
hidroxiapatita (HAp) es uno de los fosfatos mas eficientes en regeneracién de

tejido 0seo, debido a su alta bioactividad y estabilidad ante cambios de pH,
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temperatura y composicion del fluido fisiologico [10]. La HAp es un componente
natural del hueso y puede obtenerse sintéticamente, teniendo la capacidad de
unirse quimicamente con el tejido 6éseo, como un elemento bioactivo [11]. La
Whitlockita, presenta grandes propiedades de biocompatibilidad, adsorcion y
osteoconductividad y es usado con frecuencia en la regeneracion ésea generando

excelentes resultados.

2.1.3. Colageno. La molécula de colageno es la proteina estructural mas
frecuente en la matriz extracelular MEC [12], siendo su estructura la mas comun
del reino animal. El colageno tipo | (largo ~ 30nm, didmetro ~ 1.5nm) presenta una
estructura helicoidal formada por tres polipéptidos. Las partes no helicoidales son
llamadas telopéptidos, y se encuentran al final de cada molécula.

Las matrices conformadas con coldgeno se usan como una aproximacion de la
MEC y se ha demostrado que su orientacién en la matriz polimérica determina in
vivo, propiedades como la resistencia a la tension en los tendones. También juega
un papel importante para dirigir la proliferacion celular y la migracién celular

después de un trauma o lesion [13].

2.2. ORIENTACION DE COLAGENO

Se han desarrollado varias técnicas para promover la orientacion de colageno a
nivel de laboratorio. La mas comun, es el uso de campos magnéticos con imanes
superconductores [12]. Los campos eléctricos también se utilizan para promover la
orientacion; sin embargo es posible que se presente con esta técnica,
modificaciones quimicas [14]. Otras técnicas reportadas en la literatura son
extrusion mecanica, canales microfluidizados y anisotropia quimica que tienen
limitaciones en la densidad de formacion, deformabilidad elastica y el tamafio final
[15]. También se aplican procesos de electrospinning para la orientacién de
nanofibras de colageno, pero su uso es limitado debido al uso de solventes toxicos

y corrosivos [13].

21



Una técnica alternativa con la cual se logre una mayor densidad de formacion sin
afectar la estructura quimica es el empleo de procesos electroquimicos a partir de
una solucién de colageno donde, al aplicarse un sobrepotencial, es posible lograr

el direccionamiento de la proteina [15].

2.3. TECNICAS ELECTROQUIMICAS Y MICROGRAVIMETRICAS

2.3.1. Espectroscopia de impedancia electroquimica. La espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIE) es una de las técnicas mas modernas utilizadas
para caracterizar las propiedades eléctricas de materiales en contacto con medios
acuosos electroliticos, logrando obtener datos del desempefio in situ, de modo no
destructivo, llevando a un entendimiento detallado de probables mecanismos de
pérdida de adhesion de recubrimientos, degradacion, adsorcién y regeneracion
[16]. Los resultados de EIE son explicados por medio de modelos de circuitos

equivalentes que permiten obtener informacion de la superficie del electrodo [17].

2.3.2. Voltametria ciclica. La voltametria ciclica es una de las técnicas de
caracterizacion electroquimica que puede aportar mas informacién utilizando un
dispositivo experimental relativamente sencillo. Esta técnica se basa en aplicar un
barrido de potencial al electrodo de trabajo tanto en el sentido directo como en el
inverso, es decir un barrido triangular de potencial. Con la voltametria ciclica se
logra evaluar las reacciones redox de los procesos relacionados con especies

adsorbidas en la superficie de materiales.

2.3.3. Microbalanza de cristal de cuarzo. La microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM) es una técnica de gran alcance para la investigacion in situ de procesos
interfaciales de diferentes sistemas, tales como los atomos, moléculas, proteinas e
incluso células vivas [18]. Las mediciones se fundamentan en la excitacion
mediante un campo de corriente alterna de un elemento piezoeléctrico, en este

caso, un cristal de cuarzo, produciéndose una onda acustica. La frecuencia y la
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amplitud de la onda son funcién de la composicién y las propiedades del medio en
contacto [19].

El cristal de cuarzo se caracteriza porque vibra a una frecuencia determinada
cuando sobre él se deposita alguna masa, disminuyendo la frecuencia de
resonancia proporcionalmente a la masa depositada, usandose este cambio de
frecuencia para monitorear la variacidon de masa de peliculas finas y rigidas de
polimeros electrodepositados sobre el cristal de cuarzo. La relacion entre

frecuencia y masa se da mediante la ecuacion de Sauerbrey [20].

—2Ff
—— Am (1)
AyPqHq

AF =

Donde AFes la medicion de cambio de frecuencia [Hz], F, es la frecuencia de
resonancia del modo fundamental de la microbalanza de cuarzo [Hz], A es el area

efectiva del electrodo, p_ es la densidad del cuarzo 2.648 [g cm?), U, esel maodulo

de corte del cuarzo 2.947 x 10*[g cm™ s?], Ames el cambio de masa [ug]. La

ecuacion 2 muestra los anteriores términos agrupados en una constante Cf.

AF = —CsAm (2

Donde ¢, es un factor de sensibilidad que tiene un valor 56,6 Hz ng™ cm? para un

cristal AT-cut 5 MHz.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Inicialmente se realiz6 una busqueda de informacion del tema, revisando articulos,
tesis, libros con trabajos realizados previamente, con el fin de tener el estado de

conocimiento adecuado y las bases para realizar el proyecto.
3.2. MATERIALES Y REACTIVOS

3.2.1. PBS. La solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) utilizada en la
simulaciéon de fluidos corporales, se obtuvo a partir de NaCl (MERCK),
Na;HPO,2H,0 (CarloErba), KCI (MERCK), K;HPO,4 (CarloErba) y tamponada a
un pH de 7,4.

Tabla 1. Composicion salina del PBS.

SALES CANTIDAD

NacCl 8,06 g

KCl 0,22¢g
Na,HPO, 1,15¢g
KH,PO, 0,20 g

H,0 Aforar 1 L

3.2.2. Acido polilactico y poliglicdlico. La sintesis de los biopolimeros se llevo a
cabo por medio de policondensacion del acido L-lactico (MERCK) vy &cido glicélico
(MERCK) respectivamente, siguiendo las condiciones que se muestran en el

(Anexo A). En el anexo B se presenta la caracterizacion.

3.2.3. Hidroxiapatita y whitlockita. Los bioceramicos fueron sintetizados por
precipitacion acuosa de fosfatos de calcio y fosfato de aménico segun el
procedimiento del anexo A. Los materiales se caracterizaron por medio de

difraccion de rayos X (Anexo B).
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3.2.4. Colageno. Se utilizaron fibrillas de Colageno Tipo | (Sigma Aldrich), para su
deposicion electroquimica. Para las pruebas electroquimicas (EQCM) se uso
colageno comercial en polvo liofilizado (RSADO08I125201). Los dos tipos de

colageno se caracterizaron por medio de FT IR (Anexo B).
3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la figura 1 se muestra la metodologia experimental empleada.

Figura 1. Esquema de la metodologia experimental.

Pruebas Preliminares
PLA+PGA+HAP

PLA+PGA+Whitlockita

Preparacion de
soluciones

PBS+Colageno

Polimeros (15 min 9V)

Electrodeposicion

sobre Cristal de
cuarzo Au-Ti Colageno (34 mV 3 min)

Andlisis Electroquimico EIS

Caracterizacion
Analisis

©
=
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E
-
[1}]
o
>
L
s
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i=)
o
=
o
g
L]
b

microgravimetrico QCM

Analisis de Resultados

Fuente. Autores

3.3.1. Pruebas Preliminares

3.3.1.1. Matrices de mezclas poliméricas para regeneracion Osea. Para las
pruebas de EQCM, se obtuvieron recubrimientos con las matrices compuestas por
los polimeros PLA, PGA, bioceramicos y el colageno tipo |I. En una primera
deposicidn, se uso6 una solucién 15% de la mezcla p/v en acetona, empleando un
proceso electrolitico. Para lograr el recubrimiento de colageno se realiz6 una
segunda deposicion segun la bibliografia consultada [21].
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3.3.1.2. Determinacion de picos de potencial de adsorcion. Se empled la técnica
de Voltametria Ciclica usando un Potenciostato Gamry 600, con el fin de
determinar los picos de oOxido-reduccion. En el barrido de reduccion se
encontraron dos picos principales, uno anédico a 0,47 V vs Eref y otro catddico a -

0,90 V vs Eref, segun la figura 2.

Figura 2. Voltagrama realizado para obtener los picos de 6xido-reduccion.
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Fuente. Autores

Estos picos son usados para las pruebas de EQCM con el fin de activar la

superficie mediante polarizacion.

3.3.2. Preparaciéon de soluciones

3.3.2.1. Mezcla de biopolimeros y bioceramicos. Se prepararon dos mezclas con
las condiciones presentadas en la Tabla 2, los pesos y volimenes son

presentados en el anexo C.

Tabla 2. Composicion de las mezclas que conforma la matriz de regeneraciéon 6sea

propuestas.
Solucién PLA (%) PGA (%) HAP (%) Whitlockita
(%)
70 30 L
2 70 30 10

Fuente. Autores
3.3.2.2. Solucién de coldgeno. La solucién consisti6 en mezclar 8 mg de
colageno Tipo |, con 80 ml de PBS, esta fue congelada por 24 horas con el fin de
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expandir las fibras. Luego esta solucion fue usada para la respectiva
electrodeposicion sobre la matriz depositada sobre el cristal, compuesta por la

mezcla de PLA, PGA y el bioceramico.

3.3.3. Deposicion de biomateriales sobre el cristal de cuarzo

3.3.3.1. Electrodeposicion catédica del polimero sobre el Cristal de Cuarzo.
Para fijar el material compuesto sobre el cristal de cuarzo se empleé un método de
electrolisis catédica. El montaje consistio de una celda de teflén adaptada para
sostener el cristal (catodo), un &4nodo de acero inoxidable 316 y un electrolito
compuesto por cada solucion mostrada en la tabla 2. Este sistema fue conectado
a una fuente de potencia Thermo Scientific EC570-90 para aplicar un potencial de
9 voltios durante 15 minutos. En la figura 3 y 4 se muestra una representacion del
montaje empleado y fotografias de los elementos de este montaje en laboratorio.
Los cristales recubiertos fueron curados en una mufla WTB-BLINDER a una
temperatura de 100°C por un tiempo de 10 minutos, logrando con este tratamiento
mejorar la morfologia, la adhesién e integracion de los componentes de la mezcla

y la eliminacién del solvente.

Figura 3. Esquema representativo de la electrodeposicion catédica.
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Fuente. Autores
3.3.3.2. Electrodeposicion del colageno. Luego de realizar la deposicién de los
biopolimeros y bioceramicos sobre los cristales, se procedié a electrodepositar
sobre esta mezcla, las fibrillas de colageno tipo | para funcionalizar

biomimeticamente la superficie. Esta proteina presenta una carga neta positiva
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que al ser sometidas a un campo eléctrico, son adheridas a la superficie de la
mezcla polimérica mediante fuerzas de Vander Walls y electrostaticas. Las

condiciones para esta deposicion fueron 34 mA y 3 minutos [21].

Figura 4. Montaje para realizacion de recubrimientos a) Cristal de cuarzo. b) Anodo y
catodo. c y d) Montaje..

b) d)

Fuente. Autores

3.3.4. Morfologia de los Recubrimientos. Para realizar un analisis morfologico, se
obtuvieron micrografias de los cristales recubiertos con la matriz de mezcla de
polimeros y bioceramicos, con y sin colageno Tipo |, usando un microscopio
OLYMPUS BX41. Otras micrografias fueron obtenidas después de las pruebas de

EQCM. En la figura 5 se muestran algunas de estas micrografias.

Figura 5a) Micrografia de un Cristal de cuarzo Au-Ti recubierto con solucion polimérica
PLA-PGA-Whitlockita (5 um). b) Micrografia del mismo Cristal de cuarzo Au-Ti recubierto
con solucion polimérica y posterior recubrimiento de colageno tipo | (5 um).

Fuente. Autores



3.3.5. Prueba Electroquimica (EIE) y Microgravimétricas (QCM)

3.3.5.1. Disefio Experimental. En la tabla 3 se muestra las condiciones del
disefio de experimentos factorial 2° empleado, con un nivel alto (+1), uno bajo (-1)
y un punto al centro (0). Este disefio const6 de dos bloques uno para la HAp y otro
para la whitlockita. Las variables fijas son PLA+PGA 70/30%, HAp 10%, whitlockita
10%. Las variables independientes voltaje (V), temperatura (°C) y concentracion
de colageno (ug/ml) y la variable de respuesta es la resistencia a la transferencia
de carga.

Tabla 3. Condiciones del disefio de experimentos.

Nivel Temperatura Colageno  Voltaje
(0 _(gm) MV
Bajo 36,5 5 -0,90
Punto al centro 37,5 12,5 0
Alto 38,5 20 0,47

Fuente. Autores

3.3.5.2. Mediciones de EIE y QCM. Para la realizacion de las mediciones
simultaneas de EQCM, se utiliz6 una celda plana de tres electrodos con capacidad
de 200 ml, con intercambiador de calor. La celda se conect6 a un bafo
termostatado con recirculacion de agua. El electrodo de trabajo usado fue un
cristal AT-Cut 5 MHz Au-Ti recubierto; como contra-electrodo se uso grafito de alta
pureza y un electrodo de referencia de calomel saturado.

Figura 6 Celda usada en el montaje para las pruebas de EQCM.
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Fuente. Autores
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Las mediciones microgravimétricas se realizaron con una microbalanza QCM200
Stanford ResearchSystems.

Las mediciones de espectroscopia de impedancia fueron realizadas en un
potenciostato GAMRY 600, con un rango de frecuencia de 0,01 a 100000 Hz
usando tres valores de voltaje 0 V, 0,47 V y -0,90 V, los cuales fueron obtenidos
por medio de voltametria ciclica. El electrolito usado para las mediciones consistio
en una solucion de 100 ml de PBS con colageno disuelto segun las
concentraciones mostradas en la tabla 3.

En la figura 7 se muestra la fotografia del montaje usado para los ensayos de
EQCM.

Figura 7. Montaje realizado para las mediciones EQCM.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

Con el proposito de obtener informacion mas detallada sobre los procesos
fisicoquimicos que se llevan a cabo in situ sobre biomateriales interaccionando
con proteinas, se ha empleado la técnica de microbalanza electroquimica de
cristal de cuarzo EQCM, conjugando las técnicas de EIE y QCM; también se
puede obtener informacién sobre caracteristicas interfaciales, cambios inducidos
por propiedades viscoelésticas, procesos de degradacion, cambios de masa muy
pequefios en la superficie del electrodo y la capacitancia interfacial.

4.1. ANALISIS DEL PROCESO DE ADSORCION POR EIE

La técnica de EIE fue utilizada con el fin de estudiar el comportamiento interfacial
de las matrices de mezclas de PLA-PGA-HAp-Fibras de Colageno y PLA-PGA-
Whitlockita-Fibras de Colageno y el proceso de adsorcibn de moléculas de
colageno disueltas en PBS al entrar en contacto con este material. Para el andlisis
de resultados de estos ensayos, se obtuvo los correspondientes espectros de
Bode y de Nyquist, estableciéndose las siguientes interfaces mostradas en la
figura 8: PBS/Colageno, Colageno/Bioceramico, Colageno-Bioceramico/Fibras de

colageno—Biopolimero y Recubrimiento/Cristal.

Figura 8. Interaccion entre las interfaces del recubrimiento.
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El proceso de adsorcion del colageno fue ajustado por medio del software Z-View
3.2 y representando por medio de circuitos equivalentes propuestos (Los circuitos
equivalentes y sus parametros se presentan en los anexos F y G), encontrando
buenos ajustes en la simulacién de los ensayos electroquimicos con chi’> menores
de 10™ entre los datos experimentales y simulados. Espectros caracteristicos de
Bode y Nyquist, obtenidos y simulados, se muestra en la figura 9. Los modelos

empleados en la simulacién y ajuste de los espectros obtenidos, son mostrados en
la figura 10.

Figura 9. Espectros de Nyquist y Bode de los ensayos de adsorcion de 5 ug/ml de
colageno sobre PLA-PAG-HAp a 36,5°C a) -0,90 Vy b) 0,47 V.
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Figura 10. Modelos de circuitos equivalentes propuesto para representar el proceso de

adsorcion de colageno. a) Pruebas a —0,90 V b) Pruebas a 0,47 V.




Electrolito Recubrimiento Cristal de
cuarzo

El modelo de la figura 10a se caracteriza por la presencia de cuatro interfaces con
sus constantes de tiempo caracteristicas, relacionadas por una capacitancia y una
resistencia en paralelo respectivamente. La primera interfaz hace referencia a la
interaccion electroquimica entre el PBS y las moléculas de colageno en la
solucion; La segunda interfaz se relaciona con la interaccion electroquimica
influenciada por la bioactividad de los cristales de biocerdmico con las moléculas
de colageno cuyo efecto se manifiesta en la adsorcion y posterior adhesion del
colageno sobre el material; en esta interfaz se obtuvo la resistencia a la
transferencia de carga relacionada con la cantidad de proteina adsorbida. La
siguiente fase representa la transferencia de carga del proceso de interaccion del
colageno-bioceramico con los biopolimeros y las fibras de colageno. La interfaz a
mas bajas frecuencias corresponde a la interaccion del recubrimiento con el
cristal. Se asume el anterior modelo para las pruebas en las cuales se aplica un
voltaje de -0,90 V.

La figura 10b, corresponde al sistema en el cual las moléculas de colageno no se
adsorbieron completamente sobre el material, debido posiblemente a que bajo el
sobrepotencial aplicado de 0,47 V, se presenta una desnaturalizacién de la

proteina.

De acuerdo a la literatura, la resistencia a la transferencia de carga puede ser
utilizada como una medida de la velocidad de reaccion y de la cantidad de
proteina adsorbida en la superficie, debido a que es inversamente proporcional a

la masa adsorbida en la superficie del electrodo /(molcm™) [22-23]. La adsorci6n
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de proteinas en superficies solidas puede ser descrita por la isoterma de

Langmuir. La forma lineal de la ecuacidén de Langmuir puede ser expresada como:

C
= + (3)

Donde T (molem™%) es la cantidad adsorbida, T, . (molem™) es la cantidad
méaxima que se puede adsorber en la superficie y B__.(em®mol™!) es el coeficiente

de adsorcion, el cual refleja la afinidad de las moléculas de adsorbato hacia los

sitios de adsorcion a una temperatura dada [24]. Los parametros T, ... ¥ B, SON

calculados a partir de la pendiente y el punto de corte respectivamente, de la

curva obtenida al graficar C,’F vs C. (En el anexo H e |, se presentan los datos

obtenidos para la realizacion de las isotermas de Langmuir y sus correspondientes
graficas).

Después de hallar los parametros anteriores es posible obtener la energia libre de
adsorcion, segun:

AGgaz, = —RTIn(MByps) (4)

Donde M (dm®mol™1) es la concentracién molar de la solucién acuosa (PBS). En
la figura 11 se presenta la grafica de AG_,. vs T (Anexo H presenta los calculos).

Figura 11. Cambio en la energia libre de Gibbs de adsorcion para datos obtenidos de

EIE. a) Para soluciones con Hidroxiapatita. b) Para soluciones con Whitlockita.
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4.2. ANALISIS DEL PROCESO DE ADSORCION POR QCM

La técnica de microbalanza de cristal de cuarzo QCM es usada en este caso para
determinar en un tiempo real la cinética de adsorcion de la proteina sobre la
superficie del cristal previamente recubierto con los polimeros y las fibras de
coldgeno. La relacién de Sauerbrey predice una relacion lineal entre la masa
adsorbida y el cambio de frecuencia de resonancia [20]. Por medio de la ecuacion
1 los datos obtenidos de la QCM fueron ajustados para realizar los célculos de la
cantidad de colageno adsorbido por la superficie de los recubrimientos.

La figura 12a muestra la respuesta del cambio de frecuencia vs tiempo, para una
prueba de EQCM realizada a 38,5 °C, con una concentracién de colageno de 5
ug/ml, un voltaje de 0,47 V vy cristal recubierto por PLA+PGA+HAp+ Fibras de
colageno; la figura 12bse realiz6 a 36,5°C, 20 ug/ml de concentracion de
colageno, -0,90 V para un recubrimiento de PLA+PGA+Whitlockita+ Fibras de
colageno. Respuestas equivalentes se obtuvieron para las demas pruebas donde

se observo disminucion de la pendiente.

Figura 12. Variacién de la frecuencia respecto al tiempo.
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Cuando se realizan ensayos usando la QCM con liquidos, la ecuacién de
Sauerbrey (Ecuacion 1) no es vdlida, debido a que las mediciones en medio
liquido son mas complejas ya que se puede presentar que algunas moléculas de
agua sean atrapadas en la proteina adsorbida, a su vez las propiedades del
liquido (densidad, viscosidad) también influyen en la medicién de la frecuencia de
resonancia [24]. Sin embargo, se conoce que la ecuacion de Sauerbrey puede ser
usada en condiciones especificas, donde la influencia de los cambios

viscoelasticos es despreciable. En los resultados de los ensayos realizados, se
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observo una relacién lineal entre el cambio de masa y el cambio de frecuencia de
la QCM, lo cual significa, que la ecuacion de Sauerbrey puede ser aplicada en el
sistema planteado.

Los datos calculados de cantidad de masa adsorbida en el recubrimiento, Am

(ug/ml), fueron Utiles para obtener la isoterma de adsorcion de Langmuir, la cual
fue posible graficar simultdneamente con los ensayos electroquimicos realizados.

En este caso se sustituye T'por Am, representando asi la cantidad de proteina

adsorbida por unidad de area. La ecuacién de Langmuir se expresa de la siguiente

manera.
o 1 o 5)
= +
|am| |AMpse ] [AMypgy | Bans

Al representar C/|jam|vs C se obtuvo una relacion lineal y se calcularon los valores
de |Am,..| v By, de la pendiente y elpunto de corte, respectivamente. Como

resultado de esto se puede calcular el cambio de la energia libre de Gibbs de

adsorcion usando la ecuacion 4. La gréafica obtenida se representa en la figura 13.

Figura 13. Cambio en la energia libre de Gibbs de adsorcién para datos obtenidos de la

QCM a) para recubrimientos con hidroxiapatita. b) para recubrimientos con Whitlockita.

T K] T[K]
-49000
34‘3

-49000
3&19 310 311 312 310 311 312

49500 | A

-50000 \ 0,9V

0,47V

50000 — s -], 5V
: 047V
-50500 —

-51000 -51000
y =-286,69x +39280 y =-3,2499x - 49014

AG J/mol
AG J/mol

36



4.3. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE LA TECNICA
EQCM

Para el proceso de adsorcion del colageno sobre los dos tipos de compuestos con
potenciales de activacién de -0,90 V y 0,47 V, tanto para EIE como QCM se
concluyé segun los valores negativos de la energia de adsorcion de Gibbs

(AG,,.), que se presenta un proceso mas espontaneo. En la tabla 4 se comparan

las AG_ .., encontrandose que los datos de QCM son mas altos, esto ocurre debido

ads*

a que esta técnica es mas sensible y menos selectiva, por lo cual sus resultados

pueden ser afectados por la adsorcion de especies no electroactivadas.

Tabla 4. Datos calculados del cambio de energia libre de Gibbs de adsorcion.

Hidroxiapatita Whitlockita

- AG [J/mol]

QCM 0,47 V

309,5 | 42993,91 42855,21 49451,91 49551,57 42432,36 42410,94 50019,60 50025,30

311,5 | 44482,442 | 48302,62 50025,30 50578,22 42915,80 52774,07 50026,10 53019,73

Al analizar los datos se encuentra que a una temperatura de 311,5 K, se presenta

un valor alto de AG__. lo cual indica una buena adsorcion de proteina para un

potencial de activacién de -0,90 V; esto se puede evidenciar en las figura 11 de

AG,_,. Vs T. A su vez se encontraron altos valores para el inverso de la resistencia

a la transferencia de carga R™. al mismo potencial, lo cual confirma que se

presenta una mayor adsorcion de colageno.

Durante el desarrollo de la investigacibn se corrobor6 que factores como la
temperatura y la concentracién de colageno en el electrolito y las caracteristicas
superficiales del recubrimiento tuvieron gran incidencia en el proceso de adsorcién
[22].
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4.4, ANALISIS DEL DIRECCIONAMIENTO DEL COLAGENO

Por medio de la observacion de las micrografias se evidencié que las moléculas
de colageno presentaron una orientacion alargada debido a su forma helicoidal y
tienden a formar redes lo cual es caracteristico de este tipo de proteina. Las
moléculas de coldgeno se adhieren y orientan sobre los puntos activos de la
superficie. Para el potencial de activacién de -0,90 V se encontraron micrografias
con una orientacion de colageno mas definido, lo cual coincide con una mayor
adsorciéon a este potencial. En la figura 14 se presenta dos de las micrografias

realizadas al cristal recubierto después de las pruebas de EQCM (Anexo E)

Figura 14. Micrografias del recubrimiento de HAp a) -0,90 V b) 0,47 V

En la figura 15 se presenta una imagen tomada por microscopio electrénico de
barrido (SEM), donde se puede evidenciar la orientacion del colageno y la red

formada por éste.

Figura 15. SEM de la matriz de regeneracion Osea.
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4.5. ANALISIS ESTADISTICO PARA LAS PRUEBAS DE EIE

4.5.1. Andlisis para las pruebas de HAp. En el grafico de Pareto de la figura 16, se
observan tres factores significativos que tienen un efecto positivo sobre la variable
de respuesta. En este orden de ideas, entre mayor sea el voltaje, la concentracion

y el efecto de interaccion entre la concentracidn-voltaje, mayor sera la resistencia.

Figura 16 Diagrama de Pareto para las pruebas de

Standardized Pareto Chart for R HAp

C:Voltaje DC ‘ - -
=e |:]

o 1 2 3 4 5
HAp Standardized effect

En la figura 17, se presenta la gréfica de los efectos principales, observandose
gue a menor concentracion y voltaje, la resistencia es menor. Este es un efecto

positivo de la adsorcién de la proteina

Figura 17. Efectos principales para las pruebas de

Main Effects Plot for R HAp

/
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4.5.2. Andlisis para las pruebas de whitlockita. En la figura 18, se muestran tres
factores significativos, los cuales tienen un efecto positivo sobre la resistencia a la

transferencia de carga.

Figura 18 Diagrama de Pareto para las pruebas de whitlockita.

Standardized Pareto Chart for R Whitlockita

— +
C:Voltaje DC R

A:Temperatura

|
|

-
H

4 6 8
Standardized effect
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Del diagrama de los efectos principales del la figura 19, se observa que a menor
temperatura y menor voltaje, la resistencia tiende a ser menor, lo cual es un efecto

positivo sobre la adsorcion de la proteina.

Figura 19. Efectos principales para las pruebas de

Main Effects Plot for R Whitlockita
(X 10000,0)
12

10 -

~
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o N M O O
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4.5.3. Andlisis global. Se realiz6 un andlisis global para los dos tipos de matrices
de regeneracion Osea, con el fin de obtener las condiciones de la mejor
combinacion de variables. Los valores éptimos se calcularon de acuerdo al
concepto de minimizar la resistencia a la transferencia de carga, encontrdndose
que las mejores condiciones son: una temperatura de 36,5 °C, una concentracion

de colageno de 20 ug/ml y un voltaje de activacion de -0,90 V

Tabla 5Matriz de las mejores condiciones de experimentacion.

Temperatura -1 1 -1
Concentracion -1 1 1
Voltaje DC -1 1 -1

El andlisis estadistico se encuentra en el anexo L.
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5. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas electroquimicas y
microgravimétricas y el analisis estadistico, se determiné que la mayor
cantidad de proteina adsorbida se present6 cuando la superficie es activada
con un potencial catédico, coincidiendo con los altos valores del inverso de

la resistencia a la transferencia de carga R™ para un potencial de -0,90 V.

Se comprob6 que el colageno es mas afin a las superficies electroactivadas
con polarizacion en comparacion con las no activadas ya que se determiné
que las pruebas realizadas a 0 V no presentaron una buena adsorcion, de
esta manera con la electroactivacion de genera un ambiente mas propicio

para que la proteina se adhiera.

El analisis Optico mostré que las moléculas de colageno se orientaron en
forma alargada, formando redes y direccionandose de acuerdo a la
localizacion de las particulas bioactivas de cerdmico ubicadas en la
superficie, lo cual fue confirmado mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM). La matriz de regeneracibn 6Osea compuesta por
PLA/PGA/HAp/Fibras de colageno, presenté una mayor adsorcién debido a
la mayor bioactividad de la hidroxiapatita, en comparacién con la matriz

polimérica con Whitlockita.
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6. RECOMENDACIONES

Para posteriores trabajos de investigacion en el area de la ingenieria de
tejidos, se recomienda usar potenciales de polarizacién catddicos con el fin

de favorecer la adsorcion de las proteinas.
Para la electrodeposicion del colageno se recomienda usar valores de

corriente eléctrica menores a 34 mA, ya que la proteina se degradada

rapidamente y los cristales de cuarzo pierden sus caracteristicas iniciales.
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.Anexo A. Protocolos usados para la sintesis de los polimeros y

bioceramicos

Tabla A1. Acido Polilactico.

Temperatura Presion

°C) (mmHg)

Deshidrataciéon 100 Atmosférica 2-3

Esterificacion 180 100 6-7
Oligomeracion 180 25 40
Policondensacién 180 10 5

Fuente. Autores

Tabla A2. Acido Poliglicélico.

Etapa Temperatura(°C) Presién Tiempo Agitacion
(mmHG) (horas)
1 190 150 1 Si
2 190 30 4 No
3 230 30 0.5 No
4 190 Atmosférica 20 No

Fuente. Autores
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Figura Al. Sintesis de hidroxiapatita.

Por Precipitacion
Acuosa de:

Secado por 24
horas a 60 °C.

Calcinado por 1
hora a 1050 °C.

Ca(NO3).4H20 [1M] y

(NH4)2HPO4 [0.5]M

la mezcla por 5
dias a 25 °C.

Pulverizacion.

Fuente. Autores
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Basificacion con
hidroxido de amonio
con agitacion
continua por 3 horas
para obtener un pH
de 9,8 a 10.

Mezcla de la
solucion con una
relacion molar
Ca/P de 1,67.




Anexo B. Caracterizacién de materiales

Figura B1. Espectro IR tedrico para el Acido Lactico.

Fuente. Base de datos de la UIS.

Figura B2. Espectro IR experimental para el Acido LActico.

100 —

%T

70—
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Fuente. Espectrémetro IR de Ingenieria Quimica.
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Figura B3. Espectro IR tedrico para el Acido Poligliclico.

PEE T

Fuente. Base de datos de la UIS.

Figura B4. Espectro IR experimental para el Acido Poliglicélico.
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Fuente. Espectrémetro IR de Ingenieria Quimica.
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Figura B5. Difraccién de Rayos-X para la Whitlockita.

T Laboratorio de Difraccion de Rayos-X

INF-062-10

Bucaramanga, Junio 30 de 2010

SENORES: ’

ESCUELA DE INGENIERIA METALURGICA
Atn: Ing. Custodio Vasquez

Director del proyecto 8453

UiS/Presente

Cordial saludo:

Por medio de la presente estoy haciendo entrega del resultado de los analisis cuantitativos por
Difraccion de Rayos-X de dos (2) muestras recibidas el 18 de Junio de 2010, identificadas como
“HIDROXIAPATITA y BIOVIDRIO™.

Atentamente,

JOSE ANTONIO HENAO MARTINEZ
Director

Laboratorio de Difraccion de Rayos-X
PQ 0321

Unnwersidad Industrial de Santander, Escueia de Qutmica, Laboratario de Postgrado 11

Edificio Camylo Torres, Bucaramanga, PBX 6344000 Ext. 22 26, Toleftre 6347166
Aparwado A¢reo N° 678, Email: rayosxiawis.edu.co NIT §90. 201.213-4

53



METODOLOGIA

1. Preparacion y Montaje de las muestras
La muestra fue pulverizada en un mortero de agata v llevada a un tamafio de 38 pm (400
mesh). El espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un portamuestra de aluminio
mediante la técnica de llenado frontal.

2. Toma de datos de difraccion
Se realizd en un difractdmetro de polvo marca PAMalytical modelo X FPERT PRO MPD bajo las
siguientes condicionss:

oltaje 45(kV)

Corrients 400

Rendijas Soller 0.04 rad (Incidencia v Difraccion)
Rendijas Fijas 1/4 v 178 {Incidencia) v 1/4 {Difraccion)
Muestreo 0.013° Ztheta

Rango de Medicion 5-70° Ztheta

Radiacion Cuka

Filtro Mi

Detector de estado solido referencia PlXcel con 255 canales activos
Tipo de barmrido Continuo

Tiempo por paso 59 segundos

3. Tipo de Analisis

Analisis Cualitativo

El analisiz cualitativo de las fases presentes en la muesira se realizd mediante comparacién del
perfil observado con los perfiles de difraccidn reportados en la base de datos PDF-2 del
International Centre for Diffraction Data (1CDD).

Analisis Cuantitativo

El analisis cuantitativo de las fases encontradas se realizd mediante el refinamiento por el
Metodo de Rietwveld del perfil observado habiendole agregado a la muestra una cantidad
conocida de un estandar intermo (Aluminum oxide, -100mesh, 99%. Coruwndum, o-phase.
Aldrich Mo, 23, 474-5) comespondients al 20%:.

4. Informacion suministrada por el cliente
Analisis elemental: Mo.

Interés por algunais) fase(s) en particular: Ildentificacion vy cuantificacion de fases
criztalinas de compuestos de Ca vy P

RESULTADOS
1. HIDROXIAPATITA (C12V)
FASE No. R A NOMBRE CUANTITATIVO
o Cas ( POz )s OH 010-76-0694 Hidroxj o =04)
Cristalinos
Cas (POs ) 000-55-0898 Whitlockita 66.8 % (D.E=06)
Nota:

D.E = Desviacién estandar

Fuente. Laboratorio de Difraccién de Rayo-X de la UIS.
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Figura B6. Difraccién de Rayos-X para la Hidroxiapatita.

Universicsd

== "TH Laboratorio de Difraccion de Rayos-X

INF-050-10

Bucaramanga, Mayo 18 de 2010

SENORES: i

ESCUELA DE INGENIERIA METALURGICA
Atn: Ing. Custodio Vasquez

Director del proyecto 8453

UIS/Presente

Cordial saludo:

Por medic de |a presente estoy haciendo entrega del resultado del analisis cuantitativo por
Difraccion de Rayos-X de una (1) muestra recibida el 10 de Mayo de 2010, identficada como
“HIDROXILAPATITA".

Atentaments,

JOSE ANTONIO HENAO MARTINEZ
Director

Laboratorio de Difraccion de Rayos-X
PQ 0321

Universidad Industrial de Santander, Escueia de Quimica, Laboratorio de Postgrado 111

Edificio Camulo Torres, Bucaramanga, PRY 6343000 Ext. 22 26, Telgfee 6347166
Aparado A¢reo N° 678, Email: rayosxiuuis edu.co NIT §90. 201.213-4
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METODOLOGIA

Preparacion y Montaje de las muestras

La muestra fue pulverizada en un mortero de agata y llevada a un tamaroc de 38 pm (400
mesh). El espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un portamuestira de aluminio
medianie la técnica de llenado frontal.

Toma de datos de difraccion
Se realizd en un difractometro de polvo marca PAMalytical modelo X'PERT PRO MPD bajo las
siguientes condiciones:

Voltaje 45KV}

Ciormiente A 0(rmA)

Rendijas Soller 0.04 rad [Incidendcia y Difraccion)
Rendijas Fijas 114 y 1/8 (Incidencia} y 1/4 [Difraccion)
Muestreo 0.013° Ztheta

Rango de Medicion 5-70° Ztheta

Radiacion Cuka1

Filtro Mi

Detector de estado sdlido referencia PlXcel con 255 canales activos
Tipo de barrido Continuo

Tiempo por paso 58 segundaos

Tipo de Analisis

Analisis Cualitativo

El analisis cualitative de las fases presentes en la muestra se realizd mediante comparacidn del
perfil observado con los perfiles de difraccion reportados en la base de datos PDF-2 del
Infemational Ceandre for Diffraction Data (1CD0O).

Anzlisis Cuantitativo

El analisis cuantitative de las fases encontradas se realize mediante el refinamiento por el
Método de Ristweld del perfil chservado habiéndole agregado a la muestra una cantidad
conocida de un estandar interno (Aluminum oxide, -100mesh, 95%. Corundum, as-phase.
Aldrich Mo. 23.474-5) comespondiente al 20%.

Informacion suministrada por el cliente
Analisis elemental: Mo.

Interés por alguna(s) fase(s) en particular: ldentficacion y cuantificacion de fases
cristalinas de compuestos de Cay R

1. HIDROXIAPATITA (C2EW)

EASE No. TARJETA

PDF-2
Cristalinos Ca: { PO, ); OH 010-76-0694 idroxilapatita 437 % (DE=05
Ca, ( PO; ) 000-09-0169 it P edlilomplmp=="[) 5}
Total Cristalino 81.9 %
Amorfos v otros 18.1 %

Fuente. Laboratorio de Difraccién de Rayo-X de la UIS
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Figura B7. FT-IR Tedrico y experimental del colageno comercial.

Ccolageno
experinemntal ||

R R R EE R E EE T ETE]

Fuente. Base de datos y Espectrometro FT-IR de Ingenieria Quimica.

Figura B8. FT-IR Teorico y experimental del Colageno tipo | en fibras.

Fuente. Base de datos y Espectrometro FT-IR de Ingenieria Quimica.
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Anexo C. Peso y volumenes de las soluciones de biopolimero y bioceramico.

La relacion porcentual de PLA/PGA fue del 70/30 y de los bioceramicos del 10%,
disolviéndose en acetona al 15 % p/v.

Tabla E1. Pesos y Volumenes de las soluciones.

Solucién PLA/PGA (g9) HAp (g9) Whitlockita (g) Acetona (ml)
1 10,8 1,2 _ 80
2 10,8 _ 1,2 80

Fuente. Autores
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Anexo D. Disefo experimental.

Se realizé un disefio de experimentos factorial 22, con dos bloques y un punto al

centro para cada uno de los bioceramicos. En este disefio se contara con tres
factores A, B y C, con dos niveles cada uno; -1 para el nivel de cada factor méas
bajo, 1 para el nivel m4s alto y como se trabajara con un punto al centro se tendra

la notacion O.

Experimento Temperatura Concentracion Voltaje

e V)
1 1 » _1
2 1 1 ~
3 -1 11 1
4 1 i1 5
5 -1 1 i1
6 +1 1 i1
7 1 i1 .l
8 +1 +1 1
9 0 0 0

Fuente. Autores
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Anexo E. Micrografias de los cristales recubiertos antes y después de
realizar las pruebas de EQCM..
Cristales recubiertos con solucion de PLA+ PGA+ Whitlockitat+Fibras de

Coléageno.

Prueba 1. Temperatura 36,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V.40x

escala 5 um

Prueba 2: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V. a.100x

escala 2 um. b. 40x escala 5 um

Prueba 3: Temperatura 36,5°C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje -0,90 V. a y b.

40x escala 5 pm
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Prueba 4: Temperatura 38,5°C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje -0,90 V. a y b.

40x escala 5 pm

Prueba 5: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.40x escala

S um

Prueba 6: Temperatura 38,5 °C; Concentraciéon 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V. ay b. 40x

escala 5 um
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Prueba 7: Temperatura 36,5°C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje 0,47 V. a.100x

escala 2 um. b) 40x escala 5 um

Prueba 8: Temperatura 38,5°C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje 0,47 V a y b.

100x escala 2 um

Prueba 9: Temperatura 37,5°C; Concentracion 12,5ug/ml; Voltaje 0 V. a 'y b. 40x

escala S5um
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Cristales recubiertos con solucién de PLA+PGA+HidroxiapatitatFibras de
Colageno

Prueba 1: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V. a y b.

40x escala S5um

Prueba 2: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V a.40x

escala 5um b. 100x escala 2um

Prueba 3: Temperatura 36,5°C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje -0,90 V a y b.

100x escala 2um.
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Prueba 4: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje -0,90 V a. 40x

escala 5 um. b.100x escala 2um.

Prueba 5: Temperatura 36,5 °C; Concentracién 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.a y b.

100x escala 5um

Prueba 6: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.ay b. 40x

escala Sum
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Prueba 7: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje 0,47 V.a. 100x

escala 2um b. 40x escala 5 um

Prueba 8: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 20ug/ml; Voltaje 0,47 V.a y b.

400x escala 1um

Prueba 9: Temperatura 37,5°C; Concentracién 12,5 ug/ml; Voltaje 0 V.a. 40x

escala 5 um b. 100x escala 2 um
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Anexo F. Circuitos Equivalentes.

Pruebas a -0,90 V.

REec CPBS/Col
>
RPBS/Col CCol/Bioce
N
7
RCol/Bioce CCol-Bioce/FCol-Biop
I
CCol-Bioce/FCol-Biop CRecu/Cris
CRecu/Cris
REec CPBS/Col
>
RPBS/Col CCol/Bioce
>
RCol/Bioce CCol-Bioce/FCol-Biop
>
CCol-Bioce/FCol-Biop CRecu/Cris
CRecu/Cris
Pruebas a 0,47 V.
RElec CPBS/Col
>
RPBS/Col CCol/Recu
I
RCol/Recu CRecu/Cris

RRecu/Cris

RElec CPBS/Col
\,

7

RPBS/Col CCol/Recu
\,
4

RCol/Recu

CRecu/Cris

RRecu/Cris

Pruebas a0 V.

REec CPBS/Col
\,
4

RPBS/Col

CCol/Recu
N,
L
RCol/Recu

CRecu/Cris

RRecu/Cris
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Donde:

R Elec: Resistencia del PBS.

C PBS/Col: Capacitancia del PBS sobre el colageno.

R PBS/Col: Resistencia del PBS sobre el colageno.

C Col/Bioce: Capacitancia del colageno sobre el bioceramico.

R Col/Bioce: Resistencia del colageno sobre el bioceramico.

C Col-Bioce/FCol-Biopo: Capacitancia del colageno-bioceramico sobre las fibras
de colageno y los polimeros.

R Col-Bioce/FCol-Biopo: Resistencia del coldgeno-bioceramico sobre las fibras de
coldgeno y los polimeros.

C Recu/Cris: Capacitancia del recubrimiento sobre el cristal.

R Recu/Cris: Resistencia del recubrimiento sobre el cristal.

C Col/Recu: Capacitancia del colageno sobre el recubrimiento.

R Col/Recu: Resistencia del coldgeno sobre el recubrimiento.

C Recu /Cris: Capacitancia del recubrimiento sobre el cristal.

R Recu /Cris: Resistencia del recubrimiento sobre el cristal.
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Anexo G. Datos obtenidos de la simulacién en Z-View. .

Solucién de HAp a -0,90V.

T (°C) 36,5 T (°C) 38,5
ELEMENTO Exp 1 Exp 3 Exp 2 Exp 4
RElec 391 20,46 36,29 39
C PBS/Col-T 57470E-05 | 6,3199E-05 | 52403E-05 | 5,7231E-05
C PBS/Col-P 0,89038 0,88469 0,89918 0,8889
R PBS/Col 3995 10521 7049 5993
C Col/Bioce-T 4,8979E-05 | 9,4707E-05 2 0708E-05 2 8982E-05
C Col/Bioce-P 0,71909 0.70817 1,021 0.86299
R Col/Bioce 6834 4882 4490 6263
C CoI-Bl_oce/FCoI- N 3.5171E-05 N N
BBiopo
C Col-Bioce/FCol- |, o1 0E.04 N 1,0552E-04 2 8768E-04
Biopo-T
C Col-Bioce/FCol- 0,85475 N 0,70222 0,89198
Biopo -P
R Col-Bioce/FCol- 702,50 581,1 6353 489,70
Biopo
C Recu/Cris 3.4731E-04 1,9633E-04 14391E-04 | 3,1531E-04
R Recu/Cris 14326 13135 18951 15004
Chi-Squared 1,6521E-04 18648E-04 | 9,6758E-05 1,1501E-04

Solucion de HAp a -0,90 V.

T (°C) 36,5 T (°C) 38,5
ELEMENTO Exp 5 Exp 7 Exp 6 Exp 8
RElec 43,79 37,54 41,18 35,2
C PBS/Col-T 3,8543E-05 2,7097E-05 2,5784E-05 1,2096E-02
C PBS/Col-P 0,88603 0,90119 0,90552 0,27699
R PBS/Col 97961 20363 78392 1114
C Col/Scaffold 8,2345E-05 N N N
C Col/Recu-T N 6,6261E-06 1,7337E-01 6,3646E-05
C Col/Recu-P N 0,8221 0,99691 0,91175
R Col/Recu 24576 58678 23466 86380
C Recu /Cris-T N 5,7575E-05 N N
C Recu /Cris-P N 1,142 N N
C Recu [Cris 1,4652E-04 N 1,7502E-03 4,7594E-05
R Recu /Cris 79328 58268 73531 72026
Chi-Squared 9,1060E-04 1,8900E-04 7,2850E-04 7,9957E-04
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Solucién de HAp a0 V.

T (°C) 37,5
ELEMENTO Exp 9
RElec 33,77
C PBS/Col-T 3,2296E-05
C PBS/Col-P 0,89948
R PBS/Col 140600
C Col/Recu-T 8,8395E-05
C Col/ Recu -P 0,84736
R Col/ Recu 45985
C Recu /Cris-T 2,3519E-03
C Recu /Cris-P 1,211
R Recu /Cris 11180
Chi-Squared 1,7894E-04

Solucién de Whitlockita a -0,9 V.
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T (°C) 36,5 T (°C) 38,5
ELEMENTO Exp 1 Exp 3 Exp 2 Exp 4
RElec 37,95 41,69 39,8 34,6
C PBS/Col-T 5,7126E-05 1,3641E-04 5,9858E-05 9,8762E-05
C PBS/Col-P 0,89327 0,85911 0,91674 0,87339
R PBS/Col 2744 17829 7290 2776
C Col/Bioce-T 3,2083E-05 1,4888E-02 2,9025E-05 6,0835E-05
C Col/Bioce-P 0,66278 0,36209 0,9538 0,78855
R Col/Bioce 6509 4393 7058 5004
¢ CO"S{SS(‘?/ FCol- N N N 6,2168E-04
c °"§E’§§_’$C°" 1,2060E-04 | 1,5375E-02 1,3739E-04 N
¢ Cog?ggg‘fco" 0,36248 0,39318 0,8928 N
R CO"giiggﬁl FCol- 25214 1788 2216 528,1
C Recu/Cris-T 8,5062E-06 N N N
C Recu/Cris -P 0,4398 N N N
C Recu/Cris N 3,0517E-02 1,5201E-04 6,2386E-04
R Recu/Cris 25508 620 37324 12587
Chi-Squared 4,6233E-04 1,2822E-04 2,6144E-04 1,8129E-04




Solucién de Whitlockita a 0,47 V.

T (°C) 36,5 T (°C) 38,5
ELEMENTO Exp 5 Exp 7 Exp 6 Exp 8
RElec 38,92 37,83 37,9 40
C PBS/Col N N N 1,6239E-05
C PBS/Col-T 4,3914E-05 2,2629E-04 5,9379E-05 N
C PBS/Col-P 0,87943 0,78117 0,8122 N
R Elec/Col 4615 17947 226240 28,99
C Col/Recu 9,2162E-05 | 1,1923E-04 N N
C Col/Recu -T N N 1,2305E-06 4,1775E-05
C Col/Recu -P N N 0,65174 0,84795
R Col/Recu 25008 88327 181730 183630
C Recu /Cris-T N N 1,3175E-05 N
CRecu /Cris-P N N 1,124 N
C Recu /Cris 1,4317E-04 3,9898E-05 N 5,9354E-05
R Recu /Cris 24351 175620 46377 760480
Chi-Squared 1,6518E-04 5,7640E-04 9,9867E-05 8,2995E-04
T (°C) 37,5
ELEMENTO Exp 9
RElec 33,23
C PBS/Col-T 4,1296E-05
C PBS/Col-P 0,89948
R PBS/Col 120300
C Col/Recu-T 8,6256E-05
C Col/ Recu -P 0,8843
R Col/ Recu 45670
C Recu /Cris-T 2,9001E-03
C Recu /Cris-P 1,102
R Recu /Cris 10977
Chi-Squared 1,8900E-04
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Anexo H. Datos para el calculo de las isotermas de Langmuir y la energia
libre de Gibbs de adsorcion..

Datos obtenidos de mediciones con EIE para solucion con Hidroxiapatita

. Bads (-)AG
Voltaje V T [K] Clug/ml] Rct [Q] Fmax [mol/cm2]
[ml/ug] [J/mol]
5 6834 0,0002 0,3251 42993,9098
309,5
-0,90 20 4882
5 4490 0,00014 0,5798 44482,4421
311,5
20 6263
5 24576 0,00001428 0,3080 42855,2152
309,5
20 58678
0,47
5 23466 0,00000093 2,5590 48302,6202
311,5
20 86380

Datos obtenidos de mediciones con EIE para solucion con Whitlockita

Fmax
Voltaje Clug/ml] Rct [Q] (-)AG [J/mol]
[mol/cm2]
5 6509 0,000271 0,2614 42432,367
309,5
-0,90 20 4393
5 7058 0,0002315 0,3154 42915,809
3115
20 5004
5 25008 9,1381E-06 0,2592 42410,94451
309,5
20 88327
0,47
5 181730 | 5,4270E-06 | 14,5466 52774,07268
3115
20 183630
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Datos obtenidos de mediciones con laQCM para solucion con Hidroxiapatita

Voltaje
W) C ug/ml A mprom |Ammax| Bads (ml/ug) (-)AG
5 48361,04 0,00010 833,3333 4 49451,91
36,5
20 4866,6891 0,0041
-0,90
5 37924,1283 | 0,00013 0,6248 4,159 49551,57
38,5
20 10,3688 1,9288
5 8,0089 0,6243 1,5556 4,9984 50025,30
36,5
20 3,1258 6,3982
0,47
5 8,0355 0,6222 1,5110 6,1966 50578,22
38,5
20 4,4699 4,4743

Datos obtenidos de mediciones con la QCM para solucion con Whitlockita

Voltaje (V)
5 1432,38 0,0034 0,7025 4,9873 50019,6
36,5
20 4,67 4,2842
-0,90
5 35956,77 0,00013 0,1238 4,9984 50025,3
38,5
20 0,21 96,2274
5 1868,96 0,0026 0,0311 5 50026,1
36,5
20 0,83 24,2266
0,47
5 1,57 3,1903 0,1612 5,8940 50449,43
38,5
20 3,66 5,4683
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Anexo |. Isotermas de adsorciéon de Langmuir a partir de mediciones
electroquimicas y microbalanza de cristal de cuarzo.

Isotermas de Langmuir a -0,90 V Hidroxiapatita

. 140000
£ 120000 A
Q /
< 100000
g soom0 e —4—309,5 K
S
'-'E 60000 = —m—311,5K
o 40000 7/ y = 6854x - 11820
L 20000 4231,3x+13013
O 0 Y= 23X+
0 5 10 15 20 25
C [pg/mi]
Isotermas de Langmuir a 0,47 V Hidroxiapatita
5~ 2000000
£
[*)
S 1500000 e
£ //‘ ——309,5 K
S
"'E 1000000 —m—3115K
2 //
= 500000 y = 70045x - 227347
S
) o y = 107351x - 419427
0 5 10 15 20 25
C [ug/ml]

Isotermas de Langmuir Whitlockita -0,9V

. 120000
'g 100000 /I
° 80000 -
E // ——309,5 K
= 60000
€ / ==311,5K
& 40000
'S‘ 20000 Yy = 3687,7x+ 14107
0
5 4319,3x+ 13693
0 10 20 0

Cug/ml
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Isotermas de Langmuir a 0,47 V Whitlockita

__, 4000000
'?‘E 3500000 /‘
% 3000000 / =4==309,5 K
g 2500000 7 —m—311,5K
=~ 2000000 — 5 S
£ 1500000 = 109433x - 422127
= / y= e
= 500000 y = 184263x - 12667
|&] 0 /
0 5 10 15 20 25
Cug/ml
Isotermas de Langmuir para adsorcion de colageno medido
con QCM (HAp)
7 .
e 6 - i 36,5 C 0,9V
(%]
g > —4=—36,5C 0,47 V
=4
= —8—385C-0,9V
£ 3 -
E 2 - —4—38,5C 0,47 V
£1
Is)
0 T T >< 1
0 5 10 15 20 25
C [ug/ml]
y=0,0003x-0,0012 y=0,3849x-1,3004 y=0,1286x-0,6428 y=0,2568x-0,6618

Isotermas de Langmuir para adsorcion de colageno medido

con QCM (Whitlockita)

. 100
f:'E i 36,5 C 0,9V
k= 80

g 60 e 36,5 C 0,47 V
S
F','—E A0 =38 5C-0,9V
.g 20 ——38,5C 0,47V
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a 0
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Anexo J. Espectros experimentales de Nyquist y Bode para la solucién con

HAp.

Prueba 1: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 5: Temperatura 36,5 °C; Concentracién 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 2: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 6: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 3: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 20 ug/ml; Voltaje -0,9° V.

ESPECTRO DE BODE ESPECTRO DE NYQUIST
5 — 10000
\ .' r —10 E e |. * L PR—
'_|4 ™, ¥ . 0 o £ 8000 »
E [ ] .\ : - ' < .
= [ 1 \ g o
53 4 N d - -30 6000 #
s, LA NS -0k | f
2 1\ - - 508 | 5 4000 7 F
= b y - 60 2 E P
1 '.,.qlh- o 70 § N 2000 [+
& - 70 & f
0 -80 0
2 -1 0 1 2 3 4 5 0 6000 12000 18000 24000
Log f [Hz] ZReal [Ohm]

Prueba 7: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 20 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 4: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 20 wug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 8: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 20 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 9: Temperatura 37,5 °C; Concentracion 12,5 ug/ml; Voltaje 0 V.
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Anexo K. Espectros experimentales de Nyquist y Bode para la solucién con
Whitlockita

Prueba 1: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 5: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 2: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 5 ug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 6: Temperatura 38,5 °C; Concentracién 5 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 3: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 20 wug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 7: Temperatura 36,5 °C; Concentracion 20 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 4: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 20 wug/ml; Voltaje -0,90 V.
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Prueba 8: Temperatura 38,5 °C; Concentracion 20 ug/ml; Voltaje 0,47 V.
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Prueba 9: Temperatura 37,5 °C; Concentracion 12,5 ug/ml; Voltaje 0 V.
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Anexo L. Anélisis estadistico.

Tabla L1l. Analisis de varianza para las pruebas con HAp

Grados

ctor Sumade e Cidad  E
libertad
B:Concentracién 1,17E+14 1 1,17E+14 8,25 0,0349
C:Voltaje DC 3,64E+14 1 3,64E+14 25,62 0,0039
BC 1,18E+14 1 1,18E+14 8,31 0,0345
Total error 7,10E+13 5 1,42E+13
Total (corr.) 6,70E+14 8

R’= 89,40%

En la tabla de andlisis de varianza o anova, se muestra la significancia estadistica
de cada uno de los efectos encontrados, comparando el cuadrado medio contra
una estimacion del error experimental. En este caso los 3 efectos han obtenido un
valor-P inferior a 0,05, lo que indica que son estadisticamente significativos en el
95% de nivel de confianza.

El coeficiente de determinacién R? indica que el modelo obtenido explica el
89,40% de la variabilidad de los datos para la variable de respuesta, resistencia a
la transferencia de carga, lo que indica un ajuste muy bueno del modelo obtenido
de los datos.

La ecuacion que describe la variabilidad de los datos experimentales para RHAp,
es:

R HAp =29061,6 + 12104,6*Concentracion + 21328,9*Voltaje DC +
12149,4*Concentracion*Voltaje DC

Para la matriz de regeneracion 6sea con Whitlockita se realizo el mismo analisis
que para con HAp. En este caso el analisis de varianza indica que el modelo
obtenido explica el 99,72% de la variabilidad de los datos para la variable de
respuesta. En la tabla L2 se presenta los datos obtenidos para el analisis de

varianza.
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Tabla L2. Analisis de varianza para las pruebas con Whitlockita

Factor Suma de Grados Cuadrado F-Radio P-Valor
cuadrados (o[} medido
libertad
A:Temperatura 8,01E+14 1 8,01E+14 12,20 0,0174

C:Voltaje DC 2,60E+15 1 2,60E+15 39,53 0,0015
AC 7,87E+14 1 7,87E+14 11,98 0,0180
Total error 3,28E+13 5 6,57E+12
8

Total (corr.) 4,51E+15

R?=99,72%

La ecuacion que describe la variabilidad de los datos experimentales para
RWhitlockita, es:

R Whitlockita = 58502,6 + 31648,1*Temperatura + 56966,4*Voltaje DC +
31358,1*Temperatura*Voltaje DC
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