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RESUMEN

El estudio de las propiedades eléctricas de los tejidos biolégicos se ha venido incrementando
en los ultimos tiempos debido a la comprobada aplicacion clinica, estas son una consecuencia
directa de la composicidn y estructura de esos tejidos.

En esta investigacién se determinaron propiedades dieléctricas como la impedancia, resistencia
y permitividad de las membranas celulares que intervienen en el proceso de crecimiento de
osteoblastos sobre superficies compuestas de Acido Polilactico - Acido Poligicolico -
Hidroxiapatita (HAP) - Quitosano para aplicaciones en implantes endo-éseos, utilizando
métodos electroquimicos como la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS), y
caracterizando con la ayuda de un circuito equivalente obtenido del software Zview,
comprobando la conformacion de interfases entre monocapas diferentes, tales como: medio de
cultivo RPMI/células osteoblasticas HOS, células osteoblasticas HOS/recubrimiento,
recubrimiento/disco Ti6AI4V.

Con los resultados obtenidos se llegé a la conclusion que con el aumento de la frecuencia se
presenta una disminucion de la resistencia en el sistema osteoblastos-matriz polimérica,
indicando el comportamiento capacitivo de la membrana que favorece el crecimiento celular. Se
encontré como mejor matriz polimérica la que contenia menor porcentaje de HAP y Quitosano
de acuerdo a los valores de resistencia encontrados a 24 horas. Este tipo de biomateriales
sirven para aplicaciones en aparatos ortopédicos y proporcionan un campo de estudio para la
ingenieria de tejidos.
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ABSTRACT

The study of electrical properties of biological tissues has come increasing in recent times due
to the proven clinical application, these properties are a direct consequence of the composition
and structure of the tissue.

In this research, dielectric properties were determined as the impedance, resistance and
permittivity of the cell membranes involved in the process of osteoblast cells growth on surfaces
made of polylactic acid - polyglycolic acid — Hydroxyapatite (HAP) — Chitosan for endo-osseous
implants applications, using electrochemical methods such as electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), and characterized with the help of an equivalent circuit obtained from Zview
software, proving the formation of interfaces between different monolayers, such as RPMI /
HOS osteablastic cells culture media, osteoblastic cells HOS / coating, coating / Ti6Al4V disc.

With the results it was concluded that a frequency increase shows a resistance decrease in the
osteoblast-polymer matrix system, indicating the capacitive behavior of the membrane that
promotes cell growth. It was found that the best polymer matrix was the one that contained a
lower percentage of HAP and Chitosan according to the values of resistance found at 24 hours.
This type of biomaterials is used for orthopedic applications and provides a field of study for
tissue engineering.
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INTRODUCCION

El estudio de las propiedades eléctricas de los tejidos biologicos data desde el
siglo XIX. El desarrollo de esta linea de investigacion y sus aplicaciones
clinicas se ha visto incrementado en los ultimos tiempos, debido a la
comprobada aplicacion del analisis de las propiedades dieléctricas de los

tejidos biologicos.

Estudios posteriores proporcionaron las bases para el estudio de la impedancia
del tejido (bioimpedancia) y demostraron su dependencia con la frecuencia y
destacaron el movimiento de energia almacenada y disipacion al nivel de la
membrana del tejido.

Las propiedades eléctricas de los tejidos son una consecuencia directa de la
composicién y estructura de esos tejidos. En los tejidos biologicos las
corrientes eléctricas influyen en las partes de los componentes que tienen una

carga eléctrica neta y/o un momento dipolar eléctrico [1].

Los transportadores de carga son principalmente iones y la fuente mas
importante del momento dipolar yace en las moléculas polares de agua del
tejido y en las estructuras proteinicas y lipidicas que constituyen las
membranas o interfaces de las células. El movimiento de estas cargas que
induce un fenbmeno de conduccién en el material, y la polarizacién de varios

dipolos, resulta en un fendmeno de relajacion dieléctrica [2].

La membrana celular limita el paso de la corriente de baja frecuencia a través
de la célula, pero permite el paso de la corriente de alta frecuencia, lo que hace
posible manifestar el aspecto capacitivo de la membrana implicado en los
mecanismos de relajacion al nivel de la interfase membrana-electrolito [3]. En
este aspecto se ha dado un paso fundamental hacia el desarrollo de los
estudios por bioimpedancia eléctrica. Este se efectia mediante la aplicacion de
una corriente eléctrica al organismo, registrando una serie de parametros
fisicos (resistencia, impedancia y angulo de fase).
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El objetivo principal de esta investigacion es determinar impedancia y
permitividad de membranas que intervienen en el proceso de crecimiento de
Osteoblastos sobre recubrimientos poliméricos modificados utilizando
espectroscopia de Impedancia Electroquimica de la cual se obtiene un
espectro caracteristico caracterizado con la ayuda de un circuito equivalente

cuyo comportamiento es simulado en el software Zview.
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1. CONCEPTOS TEORICOS.

1.1 MEMBRANAS BIOLOGICAS.

Son sistemas muy complejos. Conforman los limites de las células; estan
constituidas por una bicapa lipidica. El estudio de su respuesta al paso de
corriente indica que la membrana se comporta como una asociacion de
elementos eléctricos de tipo resistivo y capacitivo. Una resistencia (0 su inversa
una conductancia) es un elemento eléctrico de tipo disipativo, pues las cargas

que circulan por ella pierden energia potencial.

En un conductor metalico, las cargas que circulan son electrones. Por el
contrario, en la resistencia equivalente de la membrana, como en las
resistencias correspondientes al liquido intracelular y extracelular, las corrientes
son llevadas por iones disueltos como K+, Na+, Cl- y Ca?* La resistencia de la
membrana se expresa generalmente como una resistencia especifica o
resistividad llamada pm, que se expresa en Q.cm? de membrana. La resistencia
total en Q (ohm) de una célula es igual al cociente entre su pm y su superficie

de membrana (a mayor superficie de la membrana menor es la resistencia) [1].

El valor de pm es variable segun el tipo de célula. Por €j., puede ser tan baja
como 500 Q.cm? o tan elevada como 8000 Q.cm? Un valor comin en
mamiferos es 2000 Q.cm?. Las diferencias de pm entre diversas células se
deben fundamentalmente al numero de canales i6nicos (conductancias)

presentes por unidad de superficie de membrana [1].

1.2 TEJIDO OSEO

Es una variedad de tejido conectivo, estd compuesto por células vy
componentes extracelulares que forman la matriz 0sea, que se halla
mineralizada en su mayor parte con compuestos de fosfato de calcio,

principalmente Hidroxiapatita (HA), la responsable de las extraordinarias
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propiedades biomecéanicas del hueso; es un tipo de biocerdmico compuesto de
fosfato de calcio que ha venido usandose en ortopedia y odontologia desde los
afios 80. La hidroxiapatita (HA), tiene una estequiometria similar a la del
mineral 6seo y se ha utilizado para el relleno de defectos 0seos [2][3]; ademas
es ideal para usar como un recubrimiento de implantes metalicos (como el

titanio por ejemplo)[4].

La HA, obtenida de fuentes naturales o bien de fuentes sintéticas, se considera
una sustancia bioactiva, ya que forma fuertes enlaces quimicos con el tejido
0seo huésped, y por ello, se la reconoce como un buen material para implantes
0seos. La HA no es solo bioactiva, también es osteoconductiva, no toxica, no
inmunogenica, y su estructura es cristalograficamente similar a la de los

minerales dseos con el nivel adecuado de carbonos sustituidos.

Las fibras colagenicas del tejido &éseo le proporcionan flexibilidades vy
resistencia a la tensiéon mientras que las sales minerales le confieren dureza,

rigidez, y resistencia a la compresién [5].

El tejido 6seo se organiza de dos formas: tejido 6seo esponjoso y tejido éseo
compacto. El compacto se compone de una matriz extracelular (MEC) de tejido
conectivo mineralizado y sus células son osteoblastos, osteocitos y

osteoclastos.

Los tejidos se pueden modelar utilizando un circuito eléctrico de dos terminales,
cuya impedancia represente a la del tejido estudiado. Estos modelos eléctricos
denominados “modelos de parametros concentrados” permiten una

interpretacion fisica o fisioldgica de la bioimpedancia.

1.2.1 CELULAS OSTEOSARCOMAS HOS

Las células llamadas osteosarcomas humanos (Human Osteosarcoma) son
una linea celular de osteoblastos, consistente de células poligonales o

fusiforme provenientes de células tumorales [16]. Esta linea es atractiva para
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estudios in vitro, relacionados con la respuesta celular a diversos compuestos

presentes en implantes endo-0seos.

1.3 PROPIEDADES DIELECTRICAS

Describen el comportamiento eléctrico, donde se analiza tanto la respuesta a
una sefal eléctrica, como el efecto de cargas mecanicas pueden originar en las

propiedades eléctricas.

1.3.1 IMPEDANCIA ELECTRICA

Es la oposicidn que presenta un cuerpo al paso de una corriente a travées de él.
La impedancia a una frecuencia dada puede ser representada por un vector en
el plano complejo, donde la parte imaginaria de la impedancia, Z° se
representa como funcién de la parte real Z".

Generalmente los datos de impedancia se representan en dos tipos de

diagramas, diagramas de Nyquist y Bode.

Las medidas de impedancia determinan directamente la resistencia al
electrolito y el comportamiento en sus capas superficiales. Para un objeto
homogéneo e isétropo, la impedancia esta en funcion de sus propiedades
eléctricas (conductividad y permitividad), pero también depende de factores
geometricos determinados por el factor de celda [6].

1.3.2 CAPACITANCIA

Corresponde a la propiedad de la membrana de separar cargas de signo
opuesto [8]. Un capacitor consta de dos placas conductoras separadas por un
material dieléctrico. Dado que, tanto el liquido extracelular como el citoplasma
son conductores de electricidad y que la bicapa lipidica es aislante, se pueden
representar estos elementos como un capacitor eléctrico. Cuando un capacitor

se conecta a una bateria, el movimiento de las cargas positivas segun la
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convencion internacional tomada de Benjamin Franklin; viajan a una placa
donde se acumulan. Estas particulas inducen en la placa contraria la
movilizacion de las particulas positivas, por magnetismo, de tal manera que se
produce una corriente que (ya que hay material aislante entre las placas) pasa

a traves del capacitor por lo que se llama a ésta, corriente capacitiva [9].

1.3.3 PERMITIVIDAD

Es una constante fisica que describe cdmo un campo eléctrico afecta y es
afectado por un medio. La permitividad es determinada por la habilidad de un
material de polarizarse en respuesta a un campo eléctrico aplicado y de esa
forma cancelar parcialmente el campo dentro del material. Esta directamente

relacionada con la susceptibilidad eléctrica [10].

Con los valores de impedancia (Z) real e imaginaria en cada tejido biolégico y

para las frecuencias de estudio la permitividad se calcula como sigue [18]:

Ecuacion 1. Capacitancia a cada frecuencia:

C=1/2*n*f*Xc)
con 72"=Xc

Ecuacion 2. Resistencia especifica a cada frecuencia:

R v
/d| 7-R

especifica

Ecuacion 3. Conductancia a cada frecuencia:

Ecuacion 4. Capacitancia especifica:

Coms =C* %/

Ecuacion 5. Permitividad dieléctrica:
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En la figura 1 se muestran las diferentes regiones de dispersion para tejidos
biolégicos.

Figura 1. Regiones de dispersién para tejidos biolégicos.
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Frecuencia (Hz)

Fuente: Bibliografia 18

e Dispersion a: (10 Hz a unos pocos kHz), asociadas con las interfaces de
tejidos, tales como las membranas.

e Dispersion B: (1 kHz a varios MHz), asociadas a la polarizacién de las
membranas celulares y proteinas y otras macromoléculas organicas.

e Dispersion y dispersion de rayos gamma: (410 GHz), asociada con la
polarizacion de las moléculas de agua.

24



1.4 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS)

Es un meétodo electroquimico basado en el uso de una sefial de corriente
alterna (CA) que es aplicada a un electrodo de trabajo determinando la

respuesta correspondiente.

Presenta la ventaja de relacionar datos del desempefio de los recubrimientos,
gue pueden ser obtenidos in situ, de modo no destructivo, llevando a un
entendimiento detallado de probables mecanismos de pérdida de adhesion en

medios acuosos[11].

Es el procedimiento experimental mas comunmente usado para caracterizar las
propiedades eléctricas de una pelicula cerdmica y su adhesion a la superficie
metdlica, se aplica una pequefia sefial de potencial (E) a un electrodo y se

mide su respuesta en corriente () a diferentes frecuencias.

El equipo electronico usado procesa las mediciones de potencial-tiempo y
corriente-tiempo, dando como resultado una serie de valores de impedancia
correspondiente a cada frecuencia estudiada. Esta relacion de valores de

impedancia y frecuencia se denomina “espectro de impedancias” [12].
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Inicialmente se llevd a cabo la sintesis de cada uno de los materiales Acido
poli-lactico (PLA), Acido poli-glicolico (PGA), Hidroxiapatita (HA) y se adquirio el
Quitosano. Luego se realizd un tratamiento de pulido a las probetas de Ti6AI4V
necesarias para la electrodeposicion en la cual se realizaron pruebas
preliminares para encontrar las condiciones de tiempo y voltaje adecuadas para
recubrimiento. Finalmente se realizaron pruebas electroquimicas para cada uno
de los recubrimientos hechos a partir de diferentes soluciones poliméricas
preparadas y se utilizé un tratamiento matematico de comportamiento eléctrico

para calcular la permitividad.

En el siguiente esquema se presenta el procedimiento realizado.

Figura 2. Esquema de etapas metodoldgicas

SINTESIS DE LOS MATERIALES

I
TRATAMIENTO DE PROBETAS
TeAlAV

PREPARACION DE LA MATRIZ
POLIM ERICA

ELEC TRODEPOSICION

CARACTERIZACION ELECTROQUUIMICA

AMNALISIS EIS CALCULOS
| PERMITIVIDWALD
|

I ]
AMALISIS AMALISIS DE
ESTADISTICN RESUIL TADCS

Fuente: Autores
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2.1 SINTESIS DE LOS MATERIALES

2.1.1 ACIDO POLI-LACTICO (PLA)

Se sintetizé por policondensacién del acido L-lactico (CH3CHOHCOOH) Carlo

Erba, con cloruro de zinc como catalizador.

2.1.2 ACIDO POLIGLICOLICO (PGA)

Se sintetiz0 por policondensacién a partir de dos reacciones principales
sucesivas de equilibrio, la esterificacion y Oligomerizacion.

2.1.3 HIDROXIAPATITA (HA)

Fue sintetizada por el método de precipitacion acuosa, haciendo reaccionar
soluciones acuosas de fosfato dihidrogenado de amonio (NH4)H2POa4 y nitrato
de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H20), en concentraciones 0.48 M y 1M
respectivamente, con una relacion molar de 1.67 Ca/P, un tiempo de
envejecimiento de 144h a 25°C y secado de 24h a 60°C. Se calciné la muestra
a 1050°C por 1h. Posteriormente se realizd la caracterizacion del producto
obtenido por la técnica de infrarrojo FT-IR, cuyos resultados se presentan en el
Anexo D.

2.1.4 QUITOSANO
Se adquirio de Sigma Aldrich. De formula C12H24N209, referencia 417963-

256 CAS9012-76-4, con grado de acetilacion de 15%, Peso molecular: 190 a
275 g/mol.
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2.2 TRATAMIENTO DISCOS TI6AL4V

Los discos con los cuales se trabajo fueron Ti6Al4V de 12mm de diametro y
3mm de espesor. Estos se llevaron a pulido manual y mecanico con papel
abrasivo de SiC de granos 400,600, 800, 1000, 1200 y 1500 hasta obtener
superficies completamente homogéneas [21].

2.3 PREPARACION DE LA MATRIZ POLIMERICA

Se realizdé un disefio experimental factorial inicial de 22 con un punto en el
centro y repitiendo 2 experimentos escogidos al azar; cada factor con dos
variables Quitosano 3, 7% e Hidroxiapatita 5, 15 % y un punto al centro de 5y
10% respectivamente. Se prepararon soluciones con la mezcla fundida de los
polimeros PLA-PGA con una relacién 70/30 respectivamente. Esta mezcla fue

disuelta en acetona a una concentracion de 15% p/v.

Tabla 1. Composicién de las Soluciones.

15 % POLIMERO VOLUMEN
SOLUCIONES
PNV PLA + PGA 70/30 HA QUITOSANO | ACETONA
Gramos % Gramos | % | Gramos mL
Blanco 6 0 0 0 0 40
Solucion 1 5,82 5 0,29 3 0,18 40
Solucién 2 4,95 15 0,87 3 0,18 40
Solucién 3 5,30 5 0,28 7 0,42 40
Solucion 4 4,74 15 0,84 7 0,42 40
Solucién 5 5,13 10 0,57 5 0,3 40

Fuente: Autores.
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2.4 ELECTRODEPOSICION

En esta etapa se realizaron pruebas preliminares para determinar las
condiciones de voltaje y tiempo. Se realiz6 el recubrimiento en las probetas de
Ti6Al4V tratadas con anterioridad, aplicandose un voltaje de 3 Voltios, donde el
catodo fue conectado con la probeta de Ti6Al4V y el &nodo a una ldmina de
acero inoxidable, durante un tiempo de 10 minutos a condiciones estandar de
presidn y temperatura. Se utiliz6 una fuente de potencia, marca Thermo
Electron Corporation EC570-90.

Luego se introdujeron los electrodos en la solucién, previamente preparada en
un vaso de precipitado de 50 ml (como se muestra en la figura 3). El proceso

se llevo a cabo sin agitacion.

Figura 3. Montaje realizado en la Electrodeposicién Catddica.

Fuente: Autores.

2.5 CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA

2.5.1 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

Los ensayos de impedancia se realizaron con el fin de caracterizar
eléctricamente la membrana de las células HOS cultivadas sobre los

recubrimientos poliméricos.
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Antes de las mediciones de EIS, el potencial de corrosion se registré durante
10 minutos hasta que el potencial se estabilizd. Los experimentos de EIS se
realizaron con valores de potenciales de corrosion menores a 5mV mediante la
aplicacion de una onda sinusoidal de 10 mV de amplitud a intervalos
espaciados logaritmicamente (siete por década) con un barrido de frecuencia
100000-0,01Hz. Los tiempos de cultivo celular sobre los recubrimientos en las
probetas de Ti6Al4V, fueron de 0 y 24h. La concentracion celular fue de
30000cel/ml utilizandose 1ml de células y 4 ml de medio de cultivo en las
pruebas con células.

En el disefio de la celda se tuvo en cuenta, que el electrodo de trabajo (probeta
de Ti6AI4V) y el contra electrodo (alambre de Pt) estuvieran dispuestos
simétricamente de tal forma que se obtiene una distribucion de corriente
uniforme.

El electrodo de referencia (Calomel) se colocé lo suficientemente cerca de la
superficie del electrodo de trabajo mediante un capilar luggin, para que
permitiera compensar la caida ohmica de la solucion y no alterara la

distribucién de corriente uniforme como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Disefio de la celda.

Electrodo deCalomel
(Referencia)

Electrodo de Platino
(Contra electrodo)

Probeta de Ti6AI4V
(Electrodo de Trabajo)

Fuente: Autores
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En la figura 5 se muestra el montaje usado para llevar a cabo las pruebas

electroquimicas.

Figura 5. Espectroscopia de Impedancia (EIS).

Fuente: Autores

2.6 MEDICION DE PERMITIVIDAD
A partir de las graficas de espectroscopia (Graficos de Bode y de Nyquist) y

con el tratamiento matematico presentado en la bibliografia [19], se calcul6 la

permitividad para cada matriz polimérica.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA EIS

De la aplicacion de la técnica espectroscopia de impedancia electroquimica
resulta una medida directa de la impedancia que la suspensién celular ofrece al
campo eléctrico y, haciendo un barrido de frecuencias, permite obtener el
espectro caracteristico de Bode y Nyquist donde se determina parametros
eléctricos que ocurren en las interfases medio-recubrimiento-Ti6Al4V y en la
interfases medio-celulas-recubrimiento-Ti6Al4V a tiempos de cultivo de 0 y 24
horas [20].

En la figura 6 se presentan los espectros de Bode superpuestos con las
graficas simuladas en el software Zview para comparar la respuesta de la
impedancia y angulo de fase con y sin células a Oh de la matriz polimérica Hap
5%, Q3%. Las unidades de IZI médulo de impedancia en todas las graficas

estan dadas en ohm y la frecuencia en Hz.

Figura 6. Diagrama de Mddulo de impedancia, 6a Angulo de Fase y con y sin células a Oh de la
matriz polimérica Hap 5%, Q3%.
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Fuente: Autores.
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En este diagrama los resultados con medio de cultivo, en la region a altas
frecuencias de 1x10° a 1x102 Hz, el médulo de la impedancia vs la frecuencia
mostro un cambio significativo de pendiente; seguido en un aumento continuo
en el médulo de impedancia de alrededor de 30.95 a 3.51x10% Q.cm? en las
frecuencias medias de 1x10® a 2 Hz; a frecuencias bajas de 2 a 1x102 Hz
mostro otro cambio significativo de pendiente, lo que indica que a bajas
frecuencias aparecen procesos faradaicos debido al intercambio de energia en
esa zona Yy de medias a bajas se presenta una doble capa electroquimica .

El valor del angulo de fase de altas a medias frecuencias disminuye (0° a -
60°con medio de cultivo y -10° a -80° con células) y de medias a bajas
frecuencias aumenta (-60° a 0°con medio de cultivo y -80° a -45° con células).
La diminucion del angulo de fase en presencia de células osteoblasticas se
relaciona con la adhesion celular a través de las proteinas que forman la matriz
extracelular y son absorbidas en la matriz polimérica, indicando que hay

adhesion de las células HOS al recubrimiento polimérico [15].

Figura 7. Diagrama de Modulo de impedancia, 7a Angulo de Fase con y sin células a 24h de la
matriz polimérica Hap 5%, Q3%.
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Fuente: Autores

La respuesta de impedancia obtenida después de 24h Figura 7 muestra la

misma tendencia de las 0 horas aunque el angulo de fase con células
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disminuye, lo cual significa que hay presencia de tejido biolégico en integridad y
que hay adhesion.

En el anexo A se presentan los espectros de Bode de las demas matrices
poliméricas con los datos simulados a Oh y 24h, las cuales mostraron una

misma tendencia de angulo de fase.

3.1.1 CIRCUITO ELECTRICO

En la Figura 8 se presenta el Diagrama Nyquist con y sin células a 0y 24h de

la matriz polimérica Hap 5%, Q3%.

Figura 8. Diagrama de Nyquist con y sin células a Oh y 24h de la matriz polimérica Hap 5%,
Q3%.
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Fuente: Autores

En la figura 8 la linea verde muestra que las células a Oh tienen una
impedancia real muy alta, al transcurrir un tiempo de 24h hay una disminucion
de la resistencia o impedancia real, lo cual indica que el sistema recubrimiento-
célula es mas capacitivo y por consiguiente se deduce que no hay células

muertas, siendo la matriz polimérica soporte para crecimiento de las mismas.
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Este tipo de gréfico, también conocido como grafico en plano complejo
corresponde a la gréfica -Z” vs Z’ permite identificar parametros mediante los
espectros obtenidos con EIS, estos son caracterizados con la ayuda de
diferentes circuitos equivalentes cuyo comportamiento es simulado en el
software Zview. Los criterios utilizados en la estimacion de la calidad de la
simulacion fueron evaluados en primer lugar con el menor valor de chi-
cuadrado, y en segundo lugar con los errores mas bajos (en tantos por ciento)

para todos los componentes.

En la Tabla.2, (ver anexo B) se presentan los modelos utilizados para el
montaje de los diagramas de impedancia, sin y con las células. Los parametros
obtenidos son Relec (resistencia de electrolito o medio de cultivo celular);
CPEelec/cel (elemento de fase constante) o Cele/cel (capacitor); CPEcel/rec
(elemento de fase constante de células osteoblasticas), Rfcel/rec (resistencia
asociada a la matriz extracelular); Rrec/Ti (resistencia asociada a la superficie).
De acuerdo con los resultados obtenidos de 0 a 24 h es interesante observar
que la resistencia de la interfase medio-recubrimiento aumenta mientras en la
interfase células-recubrimiento disminuye significativamente lo cual muestra
que las membranas son capacitivas facilitando el paso de corriente desde el

medio extracelular hasta la membrana y el medio intracelular.

De igual forma se presenta un analisis estadistico (analisis de varianza o
anova) que revela la disminucién de la resistencia a las 24h de cultivo celular y
la significancia de las variables dependientes las cuales fueron en su mayor

porcentaje hap 5%, Quitosano3%. Ver anexo C.

3.2 PERMITIVIDAD

Cuando la frecuencia aumenta, la resistencia de la mayoria de los tejidos se
disminuye desde un valor bajo en frecuencia que depende del volumen
extracelular, hasta un nivel constante en el rango de frecuencia desde 10 a 100
MHz.
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Esta disminucion en resistencia esta asociado a un decremento en permitividad
desde un valor alto a baja frecuencia, en tres principales relajaciones: a, By v,
tal como se muestran en la Figura 1. Cada uno de estos pasos caracteriza un
tipo de relajacion que ocurre en un rango de frecuencia especifico y es

caracteristico para cada tejido.

El presente estudio abarcara las relajaciones a y B.La relacion a comprende el
rango de frecuencia de 100 a 5000 Hz aproximadamente, su frecuencia
caracteristica depende del tamafio de las particulas. En esta regién los
cambios de impedancia son pequeiios y se deben principalmente a procesos
de difusion ionica a un lado de la membrana celular.

La relajaciéon p comprende el rango en frecuencia de 5000 a 100000 Hz, ya que
esta mas estrechamente ligada a las propiedades de la membrana celular y a
la forma de agrupacion de las células para formar los diferentes tejidos. Ver
figura 9. En la figura 9a se observa mejor las dispersiones debido a los
cambios de escala donde se muestra la tendencia para un tejido de funcién
normal [17].

Las unidades de permitividad £ F/cm y la frecuencia Hz.

Figura 9. Espectro de Permitividad con células a la 24 h de la matriz polimérica Hap 5%,Q3%,
9a Espectro de Permitividad con células a la 24 h de la matriz polimérica Hap 5%, Q3% con un
cambio de escala.
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Fuente: Autores.
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En la figura 10 se compard el cambio de permitividad de la matriz polimérica
Hap 5%, Q 3% con células a 0 y 24h. Se observd un aumento de la

permitividad a las 24h aunque en ambos casos la tendencia es la misma.

Figura 10. Espectro de Permitividad con células a las 0 horas de la matriz polimérica Hap 5%,
Q3%, 10a. Espectro de Permitividad con células a las 24horas de la matriz polimérica Hap 5%,

Q3%.
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3.3 ANALISIS DE LA IMPEDANCIA REAL

Se llevo a cabo un analisis de la parte real de la impedancia de acuerdo a la ley
de la energia constante reportado en los estudios de Schwan [18], una forma
de saber si las células estan en una etapa de crecimiento normal, es cuando la
potencia en la grafica Z real vs frecuencia toma valores de -0,3 a -0,5. En este
estudio se obtuvo una constante de -0,247 con R?=0.8007 para la matriz
polimérica hidroxiapatita 5% y quitosano 3%; que ilustra una buena correlacion
con los valores reportados por Schwan. Se observo una dispersion a en torno a

10 Hz y la dispersion B mayor a 5kHz.

En la figura 11 se muestra el cambio de la impedancia real en el barrido de
frecuencias. A medida que la frecuencia aumenta, la impedancia real disminuye
debido al comportamiento capacitivo de la membrana celular. A altas
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frecuencias Z real es muy pequefia y se produce un efecto de corto circuito en
la membrana celular, circulando dicha corriente tanto por el medio intra como
por el extracelular. Sin embargo, si la frecuencia de la excitacion es baja, sélo
atraviesa el medio extracelular, siendo el valor de la impedancia medida mayor
a estas frecuencias que a las altas. Es por tanto necesario que exista algun tipo
de relajacion, como en los materiales dieléctricos, que modele este

comportamiento frecuencial de los tejidos [17].
De igual forma se evidencia en la figura 11 el comportamiento a 0 horas y a 24
horas es el mismo, con unos valores de potencia cercanos, y en donde Z real

disminuye con el aumento de la frecuencia.

Figura 11. Espectro de Z real con células a las 0 y 24h de la matriz polimérica Hap 5% Q 3%.
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Fuente: Autores

3.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
EIS

En la figura 12 se presenta el diagrama de Pareto donde se observa que dos
de los factores significativos tienen un efecto negativo sobre la variable de
respuesta. Esto quiere decir, que entre mayor sea el porcentaje de Quitosano e

Hidroxiapatita, la resistencia sera menor. Un efecto contrario lo tiene el factor
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de interaccion doble AB o Quitosano*Hap, en donde muestra que hay una

sinergia entre los dos factores principales Quitosano-Hap.

Figura 12. Diagrama de Pareto a Oh
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Fuente: Autores

En la figura 13 se presenta la Gréafica de efectos principales, en la cual se
observa el efecto que tienen los factores Q e HAp. A menor concentracion de
HAp y Q, la resistencia se hace mayor. Esto ocurre a 0 horas, en donde el

proceso de crecimiento de los osteoblastos, se encuentra nulo.

Figura 13. Grafica de efectos principales a Oh
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En la figura 14 se presenta el diagrama de interaccién de los factores, en él se

observa que la resistencia mayor a O horas, se encuentra cuando la
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concentracion de Q e HAp es -1, es decir Q 3% e HAp 5%; y que a medida que
se aumenta la concentracion de hap a una concentracion de Q=3%, el valor de

resistencia disminuye.

Figura 14. Diagrama de interaccion de los factores a Oh
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En la figura 15 se presenta el diagrama de Pareto donde se observa la misma
tendencia que a Oh, los factores principales Q e hap, tienen mayor efecto que
los factores secundarios o de interaccién, y estos, tienen efecto negativo sobre

la variable de respuesta.

Figura 15. Diagrama de Pareto a 24h
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Fuente: Autores.

En la tabla 9 (ver anexo C) del andlisis de varianza, se muestra valores p por

encima de 0.05, aunque no muestra valores p por debajo de 0.05, si muestra la
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misma tendencia de la significancia de los valores a 0 horas. El coeficiente de
determinacién R?, no es muy alto, lo que indica que las matrices poliméricas

son muy diferentes entre si por los cambios de concentracion.

Figura 16. Grafica de efectos principales a 24h.
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Fuente: Autores.

Se llevé a cabo un modelo estadistico de multiples respuestas, en donde se
encontr6 que la matriz polimérica mas eficiente fue pla - pga (70-30%)

hidroxiapatita 5%, quitosano 3%, de acuerdo al maximo de delta de impedancia
real (ver anexo C).
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4. CONCLUSIONES

> De acuerdo con los resultados de las resistencias célula-recubrimiento
obtenidas con el software Zview a las 0 y 24 horas, se muestra que al
disminuir esta resistencia la membrana celular esta en condiciones de

integridad, mostrando que el crecimiento celular sera mas favorable.

» A partir de los espectros de permitividad para todos los casos hubo una
disminucién de la permitividad lograndose observar las relajaciones alfa
y beta de acuerdo al barrido de frecuencia correspondiente a estas
relaciones. Se encontr6 que estas relajaciones corresponden a las

relajaciones de un tejido sano.

» Los resultados de la espectroscopia de impedancia electroquimica
mostraron una disminucién de la impedancia real con el aumento de la
frecuencia indicando el comportamiento capacitivo de la membrana

celular.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda que para futuros trabajos, los tiempos de cultivos sean

mayores para observar mejores resultados.

Realizar un barrido de frecuencias mayor para observar mas tipos de

relajacion.

Adicionar otro tipo de materiales como el Colageno que mejoren las

propiedades dieléctricas de la membrana celular.
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ANEXOS

Anexo A. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

Es un método electroquimico basado en el uso de una sefial de corriente
alterna (CA) que es aplicada a un electrodo (material en corrosion)
determinando la respuesta correspondiente. La corriente alterna tiene como
ventaja ser funcién del tiempo y de la frecuencia; a través de un medio como si

estuviese en corto circuito.

Como ventajas de EIS, son de mencionar la capacidad para eliminar errores de
medicion debidos a la resistencia del electrolito e informacion para aproximar
mecanismos de reaccion, ademas de no ser destructiva y factibles de usar para
realizar seguimientos en el tiempo. Las desventajas principales, son el alto

costo del equipo y el tiempo relativamente largo de experimentacion.

Diagramas de Bode a Oh

Figura 17. Diagrama de Modulo de impedancia, 17a Angulo de Fase con medio y células a Oh
de la matriz polimérica 0%Hap 0%0Q.
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Figura 18. Diagrama de Mdodulo de impedancia, 18a Angulo de Fase con medio y células a Oh
de la matriz polimérica 15%Hap 3%0Q.
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Figura 19. Diagrama de M6dulo de impedancia, 19a Angulo de Fase con medio y células a Oh
de la matriz polimérica 5%Hap 7%Q.
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Figura 20. Diagrama de Modulo de impedancia, 20a Angulo de Fase con medio y células a Oh
de la matriz polimérica 15%Hap 7%0Q.
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Figura 21. Diagrama de Mdodulo de impedancia, 21a Angulo de Fase con medio y células a Oh
de la matriz polimérica 10%Hap 5%Q.
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Diagramas de Bode a 24h

Figura 22. Diagrama de Mddulo de impedancia, 22a Angulo de Fase con medio y células a 24h
de la matriz polimérica 0%Hap 0%0Q.
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Figura 23. Diagrama de Modulo de impedancia, 23a Angulo de Fase con medio y células a 24h
de la matriz polimérica 15%Hap 3%Q.
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Figura 24. Diagrama de Mddulo de impedancia, 24a Angulo de Fase con medio y células a 24h
de la matriz polimérica 5%Hap 7%0Q.
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Figura 25. Diagrama de Modulo de impedancia, 25a Angulo de Fase con medio y células a 24h
de la matriz polimérica 15%Hap 7%Q.
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Anexo B. CIRCUITOS EQUIVALENTES.

En la Tabla 2 se presenta los circuitos equivalentes propuestos como modelos
de comportamiento celular.

Tabla 2. Circuitos equivalentes como modelos para cada solucién con células y con mediaa 0

y 24 horas.
MODELOS SOLUCIONES
Blanco Solucién Solucion Solucion Solucién Solucion
1 2 3 4 5
Oh | 24h | Oh | 24h | Oh | 24h | Oh | 24h | Oh | 24h | Oh | 24h
Modelo a. MEDIO X X X X
BT Wl
)—_
Fxecel I:I’:JV‘: — |
| F2oetee m.;._ CELULAS X X
Modelo b. MEDIO X X X X
Pee: C:p;.'.x.
Precl K
AR = CELULAS X X X X X X
-
el
Modelo c. MEDIO X X
P Clekecesd  C(Flpedre:
CELULAS X
Modelo d. MEDIO
Rekec CPielectel  CPEesbrec
Rekecioel | | Reelins CELULAS X X
Modelo e. MEDIO X
| ‘!i:ul e
= CELULAS X
—
Rrec™!
Modelo f. MEDIO X

Ree; Ceiesedd  (Pfeaines

CELULAS

Fuente: Autores
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En las tablas 3, 4, 5, 6, se muestran los valores de los elementos de los

modelos de los circuitos equivalentes obtenidos con medio y con células a 0 y

24 horas.

Tabla 3.Valores de los Elementos de los modelos de circuitos equivalentes con medio a Oh

Soluciones| PLA-PGA70/30 | PLA-PGA70/30 | PLA-PGA70/30 | PLA-PGAT70/30 | PLA-PGA70/30 |PLA-PGA70/30
Parametros HAP 0%, Q0% | HAPS5%,Q3% | HAP15%, Q3% HAPS5%, Q7% | HAP15%,Q7% |HAP 10%, Q5%
Relec (Ohm) 16,25 18,02 2747 15,38 3,57 51,9
CPEelec/med-T (F) 1,40E-04 3,60E-05 0,00082385 3,93E-04 0,00012753 2,64E-03
CPEelec/med-P 0,75601 0,84279 1,08 0,38435 0,77517 0,41368
Cele/med (F)

Relec/med {Ohm) 1,355 616,9 3872 26,92 3952 3,945
CPEmed/rec-T (F) 1,70E-05 2,36E-05 2,17E-05 1,10E-05 3,49E-06 3,28E-05
CPEmed/rec-P 0,32704 0,93539 0,86232 9,66E-01 0,4758 0,90224
Rmed/rec (Ohm) 3214 164,20 444 433,1 27,19 5704
CPErec/Ti-T(F) 3,45E-05 f,19E-05 1,27E-05 5,30E-05
CPErec/Ti-P 0,83074 0,63112 0,67778 0,84993
Crec/Ti (F) 2,6097E-06 4,34E-05

Rrec/Ti (Ohm) 4,97E+05 5439 3,1825E+06 22291 1,13E+06 5,34E+05
Chi-Squared 1,41E-04 6,996E-05 0,0001911 0,00031426 0,00023996 0,00015605

Fuente: Autores

Tabla 4.Valores de los Elementos de los modelos de circuitos equivalentes con medio a 24h

Soluciones|  PLA-PGA70/30| PLA-PGA70/30| PLA-PGAT70/30| PLA-PGA70/30| PLA-PGA70/30| PLA-PGA70/30
Parametros HAPO%, Q0%| HAPG5%,Q3%| HAP15%, Q% HAPS%, Q7%| HAP 15%, Q7% HAP 10%, Q5%
Relec {Ohm) 8,840 10,97 5,679 9,360 15,95 57,99
CPEelec/med-T(F) 6,13E-06
CPEelec/med-P 0,9164
Cele/med (F) 5,87E-06 5,61E-06 4,10E-06 7,30-06 1,89E-07
Rele¢/med (Ohm) 16,56 7395 5,054 11,01 11,39 147
CPEmed/rec-T(F) 1,29e-05 1,2709E-05 1,15E-05 1,706E-05 3,397E-05 2,68E-05
CPEmed/rec-P 0,80901 0,87999 0,88142 0,84783 0,73326 0,74151
Rmed/rec (Ohm) 1.720,00 2732 1942 27355 7602 68,80
CPErec/Ti-T(F) 5,82E-05 4,25E-05
CPErec/Ti-P 0,86785 0,73373
Creg/Ti (F) 1,136-05 0,00018668 2,48E-05 4,418E-00
Rrec/Ti (Ohm) 165,1 1904 7,81E+19 6679 1,00e+20 366,1
Chi-Squared 0,00011432 0,00088821 0,00018036 0,00073214 0,0021516]  0,00040428

Fuente: Autores
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Tabla 5.Valores de los Elementos de los modelos de circuitos equivalentes con células a Oh.

W‘ PLA-PGA 70/30 | PLA-PGAT70/30 | PLA-PGA70/30 | PLA-PGAT0/30 | PLA-PGA70/30 |PLA-PGA70/30
Parametros HAP 0%, Q0% | HAPS%,0Q3% | HAP15%, Q3% HAP 5%, Q7% | HAP15%, Q7% | HAP 10%, Q5%
Relec (Ohm) 14,34 43,37 30,34 20,96 a0,51 30,31
CPEelec/cel-T (F) 2,60E-05 3,73E-05 0,00013406 0,00048436 5,27E-05

CPEelec/cel-p 1,034 0,95607 0,85304 0,36736 0,86233

Cele/cel (F) 1,48E-06
Relec/cel {QOhm) 0,36743 8825 308,5 37,31 2443 1,02
CPEcelfrec-T ) 1526-05 5,25E-05 2,526-05 3,11E-05 5,6995E-05 3,126-05
CPEcel/rec-P 0,93023 0,84571 0,89148 0,89204 0,8262 0,89113
Reelfrec (Ohm) 18356 2,05E+05 17960 1020 4,461 3245
CPErec/Ti-T {F) 4 ATE-05 4 57E-05 0,00015617 0,00012175
CPErec/Ti-p 0,80557 0,80245 0,86766 0,79347
Crec/Ti F) 6,517€-06

Rrec/Ti (Ohm) 4 41EH)5 1,00E+20 208,8 6,51E+H05 2629
Chi-Squared 9,46E-05 0,00073745 0,00010082 2,00E-05 5,09e-05|  0,000430338

Fuente: Autores

Tabla 6. Valores de los Elementos de los modelos de circuitos equivalentes con células a 24h.

~_soluciones| PLA-PGA70/30 | PLA-PGAT0/30| PLA-PGA70/30 | PLA-PGA70/30 | PLA-PGA70/30 |PLA-PGA70/30
Parametr&i\ HAP0%, Q0% | HAPS%, Q3% | HAP15% Q3% | HAPS%, Q7% | HAP15%, Q7% |HAP10%,0Q5%
Relec (Ohm) 6,037 U7 19,34 26,25 143 31,08
CPEelec/cel-T F) 8,00E-06 0,00011837

CPEelec/cel-P 0,91855 0,86172

Cele/cel (F) 1,73E-06 1,9985E-06 1,57E-06|  5,5856E-06
Relec/cel (Ohm) 502,4 10,43 309,3 3,176 1675 3,946
CPEcel/rec-T(F) 259E-05|  2,0542E-05 2,41E-05 3,808E-05 2,938E-05 3,08E-05
CPEcel/rec-P 0,64764 0,88666 0,90302 0,84549 0,85558 0,77544
Reel/rec (Ohm) 8634 13598 13330 2645 583,9 19,33
CPErec/Ti-T(F) 4,240E-05 4,93E-05

CPErec/Ti-P 0,88593 0,79197

Crec/Ti [F) 0,012503 0,026024 0,0068625 2,47E-06
Rrec/Ti (Ohm) 13416 690,1 1,00E420 55,15 40,02 5611
Chi-Squared 0,00057626 0,0002451 9,77E-05 0,00025022 0,00013512]  0,0012509

Fuente: Autores
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Anexo C. ANALISIS ESTADISTICO.

e Analisis de Varianza Rcel a Oh

En la tabla 7 de andlisis de varianza o anova. En ella se muestra la
significancia estadistica de cada uno de los efectos comparando el cuadrado
medio contra una estimacion del error experimental. En este caso, 3 efectos
han obtenido valores-p inferiores a 0,05, lo que indica que son
estadisticamente significativos en el 95,0% de nivel de confianza.

El coeficiente de determinaciéon R? indica que el modelo obtenido explica el
93,39% de la variabilidad de los datos para la variable de respuesta resistencia
de células-recubrimiento, lo que indica un ajuste muy bueno del modelo

obtenido a los datos.

Tabla 7. Analisis de varianza a Oh

Source Sum of Df Mean F-Ratio | P-Value
Squares Square
AHAP 1,28474E10 1 1,28474E10 | 16,76 0,0264
B:Quitosano 1,52182E10 1 1,52182E10 | 19,85 0,0210
AB 1,14368E10 1 1,14368E10 | 14,92 0,0307
Total error 2,30006E9 3 7,66687E8
Total (corr.) 3,48237E10 6

Fuente: Autores

e R?=093,3951 %

o Regression coeffs. for Rcel rec Oh

Tabla 8. Coeficientes de la Regresién para Rcel/rec Oh

Coefficient Estimate
Constante 45931,0
A:HAP -49080,4
B:Quitosano -53417,4
AB 45899,7

Fuente: Autores
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La siguiente ecuacién es la que describe la variabilidad de los datos

experimentales obtenidos a 0 horas.

Ecuacion 6. Variabilidad de datos experimentales a Oh

Rcelula-recubrimiento Oh = 45931,0-49080,4*HAP-53417,4*Quitosano +
45899, 7*HAP*Quitosano

e Andélisis de Varianza Rcel a 24h

En la tabla 9 se presenta el de andlisis de varianza para 24 horas, que
aunque no muestra valores p por debajo de 0.05, si muestra la misma
tendencia de la significancia de los valores a 24 horas. El coeficiente de
determinaciéon R?, no es muy alto, lo que indica que las matrices poliméricas

son muy diferentes entre si por los cambios de concentracion.

Tabla 9. Analisis de varianza a 24h

Source Sum of Df Mean F- P-
Squares Square Ratio | Value
AHAP 1,27638E7 1 1,27638E7 | 0,38 0,5807
B:Quitosan | 1,31211E8 1 1,31211E8 3,92 0,1422
0
AB 1,04595E7 1 1,04595E7 | 0,31 0,6153

Total error 1,00497E8 3 3,34989E7
Total (corr.) | 2,42235E8 6

Fuente: Autores
e R2=58,5128 %
e Regression coeffs. for Rcel rec 24h

Tabla 10. Coeficientes para Rcel 24h

Coefficient Estimate
Constante 4570,17
A:HAP -1547,0
B:Quitosano -4960,05
AB 1388,07

Fuente: Autores
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La ecuacion 7 es la que describe la variabilidad de los datos experimentales

obtenidos a 24 horas.

Ecuacion 7. Variabilidad de datos experimentales a 24h

Rcelulas-recubrimiento 24h = 4570,17-1547,0*HAP-4960,05*Quitosano+
1388,07*HAP*Quitosano

Pero lo més importante es el andlisis de las dos respuestas en conjunto, en
donde lo que se busca es que el delta de R de 0 h a 24 h sea mayor, es decir,
que el R disminuya a 24 h, lo que demuestra una membrana mas capacitiva.
Para este andlisis se hizo un andlisis estadistico de optimizacion de mdultiples
respuestas, en este caso ROh y R24h, el software estadistico mostro lo

siguiente.

Figura 26. a y b. Grafica de superficie y Grafica de contorno
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Fuente: Autores

Figuras 26, a y b llamadas Grafica de superficie y contorno respectivamente,
muestran que hay un maximo dentro de la region experimental. El presente
analisis se realizo a partir del método de deseabilidad global. Basta maximizar
la deseabilidad global para obtener el punto O6ptimo que busca (maximizar
delta R). Lo anterior se obtuvo mediante un software estadistico. En ambas
Graficas se observa que una deseabilidad mayor de 1 se encuentra en los
niveles de Q (-1) e hap (-1).
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Datos variables:
Rcelrec Oh
Rcelrec 24h

Tabla 11. Optimizacién de respuesta muiltiple.

Observed | Observed
Respons | Minimum | Maximum

e
Rcelrec 4,461 205000,
Oh

Rcelrec 39,33 13598,0
24h

Tabla 12. Medidas de deseabilidad estadistica para respuestas multiples.

o - Weig | Weigh
Desirability | Desirability hts ts
Response Low High Goal | First Segon Impact
Rcel rec Oh 4,0 205000, | Maxi |4 3,0
mize
Reelrec 24h 39,0 135080 | Max | 44 3,0
mize

Fuente: Autores

Tabla 13. Deseabilidad maxima.

Predicted Observed

Row | Rcel rec Rcel rec Desirability Desirability
Oh 24h

1 205000, 13598,0 0,932069 1,0
2 17960,0 13330,0 0,101459 0,29302
3 1020,0 430,8 0,0 0,0119672
4 4,461 583,9 0,0 0,000300623
5 3245,0 39,33 0,273623 0,000620312
6 1448,0 993,0 0,101459 0,0222624
7 1040,0 240,0 0,0 0,00865548

Fuente: Autores
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Tabla 14. Optimizacion de las variables de respuesta

Factor Low | Hig | Optimu

h m
HAP -1,0 |10 |-1,0
Quitosa |-1,0 | 1,0 | -1,0

no
Fuente: Autores
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Anexo D. ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA (FT-IR)

El espectro infrarrojo de un compuesto proporciona gran informacién sobre sus
propiedades internas (composicion quimica, impurezas, interaccién entre
sustituyentes, analisis de grupos funcionales, etc.), por lo que es de gran
importancia en andlisis cualitativo. La técnica también es (til para analisis
cuantitativo, dado que por su gran selectividad se puede cuantificar una
sustancia en una mezcla compleja sin la realizacién de mucho trabajo previo de

preparacion.

Las aplicaciones son mudltiples: analisis de polimeros, aditivos, estudios
forenses, identificacion de contaminantes ambientales, medicina, diversas
areas de la quimica (6rgano metalica, organica, inorganica, agricola, industrial,
etc.). [19]

Figura 27. Perfil infrarrojo acido lactico reportado en base de datos
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Fuente: Base de datos UIS.
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Figura 28. Perfil infrarrojo &cido glicdlico reportado en base de datos
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Fuente: Base de datos UIS
Figura 29. Perfil infrarrojo &cido lactico experimental
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Fuente: Espectrometro infrarrojo Ingenieria Quimica
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Figura 30. Perfil Infrarrojo &cido glicélico experimental
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Fuente: Espectrometro infrarrojo Ingenieria Quimica

Figura 31. Perfil Infrarrojo Hidroxiapatita experimental

HIDROXIAPATITA

[

ELETE
zcco—
1000

00—

LSS
1500
1400

3cc0—

EEETY

CCC-TR0 AN WIklainile -
L —

e wo e Ao e

o

Fuente: Laboratorio de Difraccién de rayos X UIS.

Anexo E. PERMITIVIDAD
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En las siguientes figuras se presenta los espectros de permitividad

Figura 32. Espectro de permitividad con células a 24h de la matriz polimérica 0%Hap 0%Q.
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Fuente: Autores

Figura 33. Espectro de permitividad con células a 24h de la matriz polimérica 15%Hap 3%Q.
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Figura 34. Espectro de permitividad con células a 24h de la matriz polimérica 5%Hap 7%Q.
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Fuente: Autores

Figura 35.Espectro de permitividad con células a 24h de la matriz polimérica 15%Hap 7%Q.
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Figura 36. Espectro de permitividad con células a 24h de la matriz polimérica 10%Hap 5%Q.
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