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Resumen

Titulo: Recubrimientos de ceramicos célcicos, policaprolactona y colageno reforzados con

nanotubos de carbono multipared para uso en ortopedia”

Autor: Nerly Deyanira Montaiiez Supelano™

Palabras Clave: Biomaterial, Ceramicos Calcicos, Policaprolactona, Colageno, Células HOS

DESCRIPCION:

La interaccion material-célula es un complejo proceso en donde las propiedades superficiales de
los biomateriales influyen directamente en el comportamiento celular. Determinar cualquier
cambio superficial en los biomateriales es crucial para entender las respuestas en los procesos
celulares, especialmente el proceso de adhesion. En este trabajo, fueron desarrollados materiales
ceramicos, poliméricos y compuestos de polimeros como policaprolactona (PCL) y colageno
(COL) con fosfatos célcicos (FC) y nanotubos de carbono multipared (NTC) en diferentes
concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 g/L). Estos materiales fueron depositados por electrodeposicién
(fosfatos calcicos) y spin coating (polimeros y compuestos) sobre un material de osteosintesis
(Ti6AI4V). Varias técnicas de caracterizacion quimica, fisica y bioldgica como espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, difraccion de rayos X
(DRX), microscopia electronica de barrido (SEM), espectrometria de dispersion de energia de
rayos X (EDS), microscopia electronica de transmision (TEM), termogravimetria (TGA), prueba
colorimétrica MTT, fosfatasa alcalina (ALP), microscopia de fluorescencia, scratch test,
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), voltametria ciclica (VC), microbalanza de
cristal de cuarzo (QCM), microscopia de fuerza atdmica (AFM), piezorespuesta de fuerza atbmica
(PFM) y microscopia de barrido de sonda Kelvin (SKPM) se llevaron a cabo para evaluar
exhaustivamente los recubrimientos. Se encontré que un aumento en la concentracién de NTC
induce cambios en la fase microestructural del fosfato de calcio que conduce a la formacion de
brushita, monetita e hidroxiapatita. Asi mismo, el aumento de NTC en las matrices poliméricas
disminuye los potenciales superficiales locales, lo que favorece la adherencia celular y la
morfologia de los nucleos de células de osteosarcoma humano (HOS) en la mayoria de los casos.
Cuando se agregan diferentes concentraciones de NTC funcionalizado con FC a las matrices
poliméricas, se inducen cambios en la rugosidad, potencial superficial y piezorespuesta,
encontrando que superficies como COL/FC/NTC mejoran sustancialmente el proceso de adhesion
celular especialmente a altas concentraciones de NTC.
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Abstract

Title: Calcium ceramics coatings, polycaprolactone and collagen reinforced with multiwall carbon

nanotubes for use in orthopedics”

Author: Nerly Deyanira Montafiez Supelano™

Key Words: Biomaterial, Calcium Ceramics, Polycaprolactone, Collagen, HOS Cells

DESCRIPTION:

The material-cell interaction is a complex process in which the surface properties of biomaterials
directly influence cellular behavior. Determining any surface changes in biomaterials is crucial to
understand the responses in cellular processes, especially the adhesion process. In this work,
ceramic, polymeric and polymer composite materials such as polycaprolactone (PCL) and collagen
(COL) were developed with calcium phosphates (FC) and multiwalled carbon nanotubes (NTC)
in different concentrations (0.5, 1.0 and 1.5 g¢/L). These materials were deposited by
electrodeposition (calcium phosphates) and spin coating (polymers and compounds) on an
osteosynthesis material (Ti6Al4V). Various chemical, physical and biological characterization
techniques such as Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy, X-ray
diffraction (DRX), scanning electron microscopy (SEM), X-ray energy dispersion spectrometry
(EDS) , transmission electron microscopy (TEM), thermogravimetry (TGA), MTT colorimetric
test, alkaline phosphatase (ALP), fluorescence microscopy, scratch test, electrochemical
impedance spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry (VC), quartz crystal microbalance (QCM),
atomic force microscopy (AFM), piezoresponse force microscopy (PFM) and scanning Kelvin
probe microscopy (SKPM) were performed to evaluate comprehensively the coatings. It was found
that an increase in the concentration of carbon nanotubes induces changes in the microstructural
phase of calcium phosphate that leads to the formation of brushite, monetite and hydroxyapatite.
Likewise, the increase of NTC in the polymeric matrices decreases the local surface potentials,
which favors cell adherence and the morphology of the nuclei of human osteosarcoma cells (HOS)
in most cases. When different concentrations of NTC functionalized with FC are added to polymer
matrices, changes in roughness, surface potential, and piezo response are induced, finding that
surfaces such as COL/FC/NTC substantially improve the cell adhesion process especially at high
concentrations of NTC.
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Introduccion

Con las dltimas investigaciones en materiales para regeneracion y reparacion 0sea, vienen
mas retos en la exploracion de compuestos para sustitutos 6seos para eliminar la necesidad de
autoinjertos, aloinjertos o xenoinjertos (Ebrahimi et al., 2017; Habraken et al., 2016). EI aumento
de desdrdenes musculoesqueléticos como osteopenia, osteoporosis, artrosis, entre otras, en
conjunto con el aumento de la poblacidn, hace que exista un mayor impacto tanto en la salud como
en la economia de cualquier pais. En Colombia, existe actualmente una poblacién de alrededor de
50.3 millones de personas y para el afio 2023 habra una poblacién de alrededor de 52.1 millones
(Departamento Administrativo Nacional de Estadistica DANE, 2018). Segun datos de la I0OF
(International Osteoporosis Foundation), se estima que 1 de cada 3 mujeres y 1 de cada 5 hombres
mayores de 50 afios experimentardn fracturas osteoporoticas, ademas, se calcula que la
osteoporosis afecta a 200 millones de mujeres en todo el mundo; aproximadamente una décima
parte de las mujeres de 60 afios, una quinta parte de las mujeres de 70 afios, dos quintos de las
mujeres de 80 afios y dos tercios de las mujeres de 90 afios. Solo esta enfermedad causa mas de
8.9 millones de fracturas anualmente, lo que equivale en una fractura osteopordtica cada 3 s. Para
Latinoamérica, se proyecta que en el afio 2050 el nimero de fracturas (ejemplo de cadera), se
incrementara en un 400% para hombres y mujeres entre 50 y 64 afios y para edades mayores a los
65 afos este incremento sera de 700% (International Osteoporosis Foundation, 2019). Todas estas
estadisticas, muestran una realidad nacional y mundial en cuanto al aumento de la demanda de

implantes y biomateriales.
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Ahora bien, estudios clinicos previos acerca de implantes metalicos han demostrado que
existe riesgo considerable a la infeccion después de la implantacion, debido principalmente a que
bacterias como estafilococos tienen una gran adherencia a los metales. En un estudio de reemplazo
total de cadera se muestra que un total de 14 pacientes de 80 tuvieron fallas en el implante de
titanio por infeccion (Bori et al., 2019). Por lo tanto, se requiere una modificacion superficial del
metal para soportar el crecimiento de hueso, ya que una mala integracion de un implante ortopédico
puede causar residuos de desgaste perjudicial y deformaciones en la superficie de contacto, lo que
lleva al aflojamiento y fracaso del implante (Sahithi etal., 2010). La dificultad de esta
modificacion radica en la manera de obtener un implante bioactivo, resistente a la corrosién, con
mejores propiedades eléctricas, mecanicas y bioldgicas y con una buena adherencia entre cualquier
tipo de recubrimiento y el sustrato, especialmente aquellos que se posicionan en contacto con el

hueso como proétesis 0 matrices funcionales.

Una diversidad de materiales ceramicos, poliméricos, metales, vitreos y combinacién de
estos, se han probado en la busqueda de mejora en las propiedades de los materiales usados para
reparacion del sistema esquelético. Para esto, los ingenieros de materiales deben tener en cuenta
muchas caracteristicas de los materiales como mecanicas, bioldgicas, eléctricas, quimicas, fisicas,
morfoldgicas, etc. Dentro de esta estrategia del desarrollo de un material compuesto apto para
aplicaciones ortopédicas, parece evidente la necesidad de una combinacién de estimulos fisicos y
bioquimicos que dan lugar a un ambiente adecuado para la regeneracion de tejidos. La manera de
obtener materiales de implante como protesis o matrices funcionales que permitan una buena

adherencia al contacto con el hueso es todavia hoy estudiada.
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Una aproximacion a los mecanismos bioldgicos se encuentra en las propiedades eléctricas,
ya gue en el organismo muchas funciones estan controladas por sefiales eléctricas. En los huesos,
por ejemplo, cuando se tensionan mecanicamente, se generan corrientes eléctricas. Este es un
mecanismo del hueso para su constante remodelacion de acuerdo con la ley de Wolf, en donde el
hueso se deposita y se refuerza en las areas de mayor estrés. Esta generacion de corrientes
eléctricas es conocida como piezoelectricidad directa y es independiente de la viabilidad celular.
Se ha planteado que estas sefiales piezoeléctricas pueden estimular el crecimiento del hueso
(Ribeiro et al., 2015), mediante la atraccion de iones calcio y fosforo en el fluido corporal, lo cual
resulta en el desarrollo de callo en el hueso vivo y mejora la integracion del material de implante
con el hueso del huésped (Y. Zhang et al., 2014). A partir de estas aproximaciones, existe un interés
creciente, por un lado, en la mejora de biomateriales para promover el crecimiento de hueso
examinando el comportamiento electromecanico de los materiales para mejorar el rendimiento del
implante y por otro, en desarrollar mejores alternativas de materiales promisorios en el campo

biomédico y especificamente para recubrimientos de implantes ortopédicos.

Un material que ha mostrado beneficio en el campo de los biomateriales debido a sus
excelentes propiedades mecanicas, eléctricas y térmicas con numerosas aplicaciones son los
nanotubos de carbono (Musto et al., 2015), los cuales poseen buenas propiedades electrénicas y
estructurales dadas por su didmetro, longitud y quiralidad (Harrison y Atala, 2007). Los nanotubos
de carbono (NTC) han sido utilizados ampliamente en la Gltima década en muchas aplicaciones
como aparatos electronicos, sensores electroquimicos, dispositivos biomédicos, almacenamiento
de energia, liberacion controlada de farmacos, entre otros (Lawal, 2016). Los NTC en aplicaciones

biomédicas requieren procesos de sintesis mas controlados, métodos adicionales de purificacion y



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 29

modificacion, ya que las impurezas como carbono amorfo y residuos de catalizador provenientes
del mismo proceso de fabricacion pueden afectar los sistemas de tipo bioldgico (Harutyunyan
et al., 2002). Adicionalmente, los nanotubos de carbono poseen escasa solubilidad en agua y
solventes organicos, tienden a formar agregaciones en solucion, son bioincompatibles y limitan la
compatibilidad con matrices poliméricas. Por esta razon, los NTC considerados para aplicaciones

biomédicas deben cumplir con este requisito basico de la solubilidad (Lawal, 2016).

Para optimizar los NTC es necesario que sean funcionalizados, por ejemplo, ensamblando
otras nanoestructuras vinculadas o que recubran los nanotubos (Chetibi et al., 2014), lo que puede
mejorar también la dispersion en matrices poliméricas (Spitalsky etal.,, 2010). Dicha
funcionalizacion con materiales de otra naturaleza se hace necesaria, porque los nanotubos
originales tienen efectos adversos y han mostrado citotoxicidad a la exposicion en sistemas
bioldgicos, debido a los residuos de catalizadores metalicos y al carbono tipo hollin proveniente
del proceso de produccion de los mismos, incluso, nanotubos funcionalizados con grupos hidroxilo
y carboxilo (Giuseppa et al., 2015; Ursini et al., 2012). La funcionalizacion de NTC ademas de
mejorar la solubilidad acuosa, ha tenido resultado en la disminucidn de la toxicidad, lo que mejora

la biocompatibilidad (Srinivasarao et al., 2016).

Los NTC funcionalizados para ser usados en materiales de ortopedia, generalmente
contienen ancladas moléculas de fosfatos de calcio, como la hidroxiapatita, la cual es un
biomaterial cerdmico con férmula Ca10(PO4)s(OH)2 que muestra una excelente biocompatibilidad
y un potencial osteogénico para promover adhesion al tejido y crecimiento 6seo (Nufiez et al.,

2014). En ocasiones los NTC son funcionalizados con estos fosfatos de calcio antes de ser
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introducidos en una matriz polimeérica, lo que hace que el material reduzca la toxicidad de los NTC
a la que algunos autores hacen referencia (Oyefusi et al., 2014). Adicionalmente, cuando los NTC
se encuentran en matrices poliméricas, éstas deben ser biocompatibles y biodegradables. La
degradacion del biomaterial debe ser relativamente lenta, ya que tiene que mantener la resistencia
mecanica hasta que la regeneracion de tejidos esta casi terminada (Sahithi et al., 2010). Polimeros
sintéticos biocompatibles se han investigado ampliamente, dentro de los mas comunes se encuentra
el cido polilactico (PLA), acido poliglicolico (PGA), policaprolactona (PCL), polietilenglicol

(PEG), poli metil metacrilato (PMMA), entre otros.

La policaprolactona es un poliéster alifatico biodegradable, biocompatible, con adecuada
tasa de degradacion, aprobado por la FDA (US Food and Drug Administation), usado en ingenieria
de tejidos y sistemas de liberacion controlada de farmacos. La policaprolactona es un buen
candidato para disefiar recubrimientos de materiales hibridos basados en la combinacion de
componentes organicos e inorganicos para aplicaciones biomédicas (Saveleva et al., 2018). Otros
polimeros naturales como el coldgeno han mostrado una buena respuesta bioactiva en sistemas
implantables, ya que puede ser reabsorbido por el cuerpo asegurando condiciones favorables para

la adhesion de osteoblastos y fibroblastos (Turk et al., 2018a).

En este sentido, este trabajo de investigacion propuso una funcionalizacion de los
nanotubos de carbono expuestos a procesos de purificacion por ruta acida con ceramicos calcicos
sintetizados a partir de una fuente natural llamada otolito. El otolito o estatolito (otolith en inglés),
es un carbonato de calcio tipo aragonita formado en la capsula optica de peces teledsteos (Degens

et al., 1969). En este proyecto se desarrollé y evalué un recubrimiento de ceramicos calcicos y
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nanotubos de carbono por electrodeposicion, asi mismo, se usé esta funcionalizacion de nanotubos
de carbono con carbonatos de calcio en dos matrices poliméricas, la policaprolactona y el colageno
tipo 1, este material hibrido fue puesto sobre material de osteosintesis Ti6Al4V mediante una
técnica de deposicion de peliculas delgadas (spin-coating). La investigacion del efecto de estas
superficies funcionalizadas en contacto con medio biologico y células de tipo 6seo permitid lograr
un aporte significativo en el estudio de la biodegradacion, respuesta electromecanica y bioactiva
de materiales biofuncionalizados. Adicionalmente, esta investigacion permitié fortalecer el
conocimiento de las tecnologias de punta en el desarrollo de biomateriales para incorporacion de
nuevos productos biomédicos y la eventual utilizacién de los resultados de esta tesis a nivel

productivo en las empresas Quirdrgicos Especializados S.A. y Jaimes Rueda y Cia Ltda.

Este proyecto se realizd bajo el marco del proyecto financiado por la Vicerrectoria de
Investigacion y Extension de la Universidad Industrial de Santander titulado “Obtencion y
caracterizacion de superficies biomiméticas nanoestructuradas sobre materiales de osteosintesis
para generacién de nuevos productos de innovacion de la empresa Quirdrgicos Especializados S.A
y Jaimes Rueda y Cia”. Asi mismo, bajo el marco del macroproyecto de salud codigo BPIN:
2012000100172 del sistema general de regalias SGR (Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin). La financiacion de la estudiante de doctorado se llevé a cabo bajo el marco de la

convocatoria 647 becas nacionales de Colciencias.
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1 Fundamentos teoricos y estado del arte

1.1 Biomateriales e interaccién

1.1.1 Biomaterial

Una definicion aprobada de un biomaterial fue dada en la Conferencia de Consenso sobre
definiciones en Biomateriales en 1987 de la Sociedad Europea de Biomateriales, en donde se
defini6 un biomaterial como “un material no vivo usado en un dispositivo médico, destinado para
interactuar con los sistemas biologicos” (Williams 1987) (Ratner et al., 1996). Pero tal vez la méas
aceptada fue dada en la segunda Conferencia de Consenso sobre definiciones en Biomateriales,
donde un biomaterial es un “material destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos para
evaluar, tratar, aumentar, o reemplazar cualquier tejido, organo o funcion del cuerpo”
(Leeuwenburg et al., 2008). A partir de estas definiciones, los expertos en el tema empezaron a
establecer los requerimientos de un biomaterial, dentro de los cuales se encuentra que el

biomaterial sea biocompatible, bioactivo, osteoconductivo u osteoinductivo.

1.1.2 Biocompatibilidad

Una de las primeras definiciones para biocompatibilidad se extiende hacia los
biomateriales, éstos no deben perturbar o inducir una respuesta no favorable (Ratner et al., 1996),
sino promover la buena integracién del implante al tejido o inducir una respuesta apropiada del

anfitrion en una situacion especifica (Hin, 2004). La anterior definicion se amplio al entendimiento
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del concepto y los mecanismos que intervienen en la interaccion del biomaterial y el tejido
circundante, lo que conlleva al estudio de la composicion, estructura, morfologia, cristalinidad,
constante elastica, porosidad, topografia, caracteristicas eléctricas de la superficie, corrosion,
degradacion y toxicidad del biomaterial (Clavijo et al., 2010). Queda entonces claro que la
biocompatibilidad esta vista como un evento de interaccion, no como una propiedad del

biomaterial (Kurtz, 2012).

1.1.3 Bioactividad

La bioactividad o actividad bioldgica de un biomaterial usado en tejido éseo se refiere a la
habilidad bioldgica de formar una capa de apatita en la superficie del biomaterial de implante, en
donde debe haber una nucleacion de cristales de apatita, inducida por la presencia de grupos

funcionales especificos en la superficie (Hao y Lawrence, 2005).

1.1.4 Osteoconduccién y Osteoinduccion

La osteoconduccion se produce cuando el material sirve como un andamio para el
crecimiento de hueso nuevo en su superficie por los poros o canales. Los osteoblastos utilizan el
material como un marco para difundir y generar hueso nuevo. La osteoinduccion consiste en la
estimulacién de células osteoprogenitoras de diferenciarse en osteoblastos, que luego empiezan la
formacion de hueso nuevo (Albrektsson y Johansson, 2001). La aplicacion de ceramicas de fosfato
calcico como posibles sustitutos de hueso permiten el crecimiento del tejido 6seo en el interior de

SUS poros.
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1.1.5 Osteogénesis y osteointegracion

Osteogenesis es la produccion de nuevo hueso. Este proceso se da cuando los osteoblastos
viables 0 sus precursores se trasplantan con el injerto. Un material osteogénico es aquel que
contiene células vivas capaces de diferenciarse hacia hueso (Abarrategui, 2008). La
osteointegracion se define como el anclaje directo de un implante por la formacién de tejido 6seo
alrededor del implante sin el crecimiento de tejido fibroso en la interfase hueso-implante

(Albrektsson y Johansson, 2001).

1.2 Tejido 6seo

El hueso estd compuesto por dos estructuras arquitectonicas bésicas que son hueso
compacto o cortical y hueso trabecular o esponjoso. El hueso cortical es denso, mientras que el
hueso trabecular aparece como un entramado de fibras y laminas, descritas generalmente como

trabéculas, separadas por espacios intercomunicados (Becerra et al., 2001).

La formacidn Gsea resulta de una compleja cascada de eventos que incluyen proliferacion
de células mesenquimales primitivas (células capaces de diferenciarse en el camino adecuado), su
posterior diferenciacion a células precursoras osteoblasticas (osteoprogenitoras o preosteoblastos),
maduracion de osteoblastos, formacién de matriz y finalmente mineralizacion. Los osteoblastos
son las células responsables de la sintesis y secrecion del componente organico sin mineralizar de
la matriz 6sea, también conocido como osteoide. Mientras que los osteoclastos son las células

encargadas de la reabsorcién del hueso (Becerra et al., 2001; J.-H. Chen et al., 2010).



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 35

El hueso compacto es 35% organico, compuesto principalmente de colageno tipo I, con un
porcentaje pequefio de proteinas no colagenas. El otro 65% estd compuesto por minerales
organicos predominando la hidroxiapatita, con otros elementos como fluoruro, magnesio y citrato.
El hueso compacto tiene un sistema vascular bien desarrollado que se encuentra paralelo al eje
largo del hueso. Los vasos sanguineos se encuentran en sus propios canales denominados canales
de Havers, acomodandose alrededor de estos el hueso compacto. Las capas concéntricas de hueso

y el canal forman una unidad llamada un sistema de Havers (Ahn y Grodzinsky, 2009).

El hueso es un tejido dinamico en constante adaptacién y remodelacion a través de
complejos mecanismos de retroalimentacion, que implica procesos electromecanicos, debido a sus
caracteristicas piezoeléctricas (Ribeiro et al., 2015). El hueso es remodelado para satisfacer sus
demandas mecanicas, lo que sugiere que las fuerzas mecanicas, es uno de los factores mas

importantes en la formacion y resorcién de hueso (Chen et al., 2010).

1.3 Propiedades eléctricas de sistemas bioldgicos

1.3.1 Conductividad y permitividad

La respuesta eléctrica en tejidos bioldgicos en el campo AC (corriente alterna) esta

atribuida a la polarizacion interfacial en estructuras heterogéneas como las células. La membrana

celular se considera menos conductiva que el citoplasma y el medio externo, por lo tanto, la
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membrana juega un papel importante en la polarizacion interfacial. Las membranas se polarizan

dependiendo de la frecuencia en AC aplicada (Heileman et al., 2013).

La conductividad ¢’ (Ecuacion 1) del sistema biologico también es posible calcularla a
partir de los datos de impedancia Z, obtenidos con la técnica AC espectroscopia de impedancia
electroquimica. Z' es la impedancia real y Z'' es la impedancia imaginaria, t es el espesor y A el
area (Gittings et al., 2009). La permitividad en un sistema bioldgico se puede entender como la
relacion entre la carga y los campos eléctricos, tales cargas se asocian con capas dobles eléctricas
que se producen en las superficies de la membrana o alrededor de moléculas polares (Pethig y

Douglas, 1987).

0'=6G=—5— 1 1)

VALEVAILIY.\

Las propiedades eléctricas de la materia bioldgica y tejidos son inusuales debido a que la
permitividad y la conductividad dependen de la frecuencia, los cambios en frecuencia ocurren en
tres pasos llamados dispersiones a, B, v, y la permitividad muestra enormes valores a bajas
frecuencias (H Schwan, 1994). Una membrana celular intacta es similar a un condensador de alta
resistencia que envuelve los fluidos intracelulares. En las frecuencias bajas, la membrana es muy
resistente y la corriente eléctrica viajara en el fluido extracelular, esto conlleva a que la impedancia

sea muy alta (Dean et al., 2008).
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1.3.2 Piezoelectricidad

La piezoelectricidad es una propiedad extendida en sistemas bioldgicos, la cual se puede
encontrar en diferentes partes del cuerpo humano, tales como hueso, tendén, ligamentos, cartilago,
piel, dentina, colageno, acidos desoxirribonucleico (ADN) y en las membranas celulares (Ribeiro

et al., 2015).

El primer estudio que reporto las propiedades piezoeléctricas del hueso fue en 1955, luego
se evidenciaron las corrientes eléctricas y la generacidn de potenciales eléctricos cuando el hueso
se tensiona mecanicamente. El estrés mecanico produce sefiales eléctricas y estas sefiales
representan el estimulo que promueve el crecimiento y remodelacion 6sea segun la ley de Wolff
(Ahn y Grodzinsky, 2009; Chen et al., 2010). EI mecanismo de remodelacion del hueso se asume
que se genera por fuerzas internas que a su vez son inducidas por un campo de sefiales bioeléctricas
externas contenidas en las células Gseas. Esta actividad bioeléctrica, descrita como el acople
constitutivo por los campos mecanicos y eléctricos conlleva a la respuesta electromecanica del

hueso (V. Duarte y Cerrolaza, 2013).

En un material piezoeléctrico, una respuesta eléctrica se da debido a la excitacion mecanica
y viceversa, estos materiales son generalmente anisotrépicos. El efecto piezoeléctrico directo es la
conversion de la energia mecanica en energia eléctrica y esta dado por la Ecuacién 2, donde dij es

el coeficiente piezoeléctrico directo.

= () = () ®
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Donde D es la induccion eléctrica; E es la intensidad de campo eléctrico; X es la tension
mecanica; y X es la deformacion. Es posible encontrar el coeficiente piezoeléctrico inverso
(Ecuacion 3), el cual describe la conversion de la energia eléctrica en energia mecanica (Ribeiro

etal., 2015).

o= () = (22" ®

/= () e (-2) @

Donde dijk es el coeficiente piezoeléctrico, L, espesor de la muestra, €, permitividad
dieléctrica, B, carga aplicada a la muestra, o, la conductividad de la solucion y t, el tiempo (Ahn'y

Grodzinsky, 2009).

El origen de la piezoelectricidad en sistemas bioldgicos como el hueso se atribuye al efecto
piezoeléctrico de las micelas cristalinas (hidroxiapatita) inmersas en las moléculas orientadas de
colageno y no sblo a la parte organica del tejido éseo (E Fukada, 1968; Eiichi Fukada y Yasuda,

1957).
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1.4 Titanio y sus aleaciones

Titanio y sus aleaciones han sido ampliamente usadas en una variedad de aplicaciones en
la industria aeroespacial, automotriz, biomédica, entre otras (Ya et al., 2015). Estas aleaciones
tienen alta resistencia mecanica, comparado con los polimeros y mayor tenacidad comparado con
los materiales ceramicos, por lo que son apetecidas en aplicaciones biomédicas, sin embargo, las
superficies metalicas en general no son bioactivas, para lo cual este tipo de aleaciones son
recubiertas con ceramicas como hidroxiapatita, o tienen otro tipo de tratamiento superficial como
el patronamiento o crecimiento de peliculas de 6xido para mejorar las caracteristicas superficiales
(Kwok et al., 2009).

Una de las aleaciones mas comunes en la industria biomédica es la aleacion Ti6Al4V
debido a su peso ligero, moderada resistencia a la corrosion en ambientes fisiologicos y otras
propiedades quimicas y mecanicas (Chetibi et al., 2014; Ya et al., 2015). Esta aleacién presenta
transformacion alotropica o y B; donde o tiene una estructura cristalina hexagonal compacta y beta
una estructura cubica centrada en el cuerpo (Gill et al., 1999). La presencia de aluminio en la
aleacion estabiliza la fase o mientras que el vanadio estabiliza la fase [, en donde su
microestructura es una mezcla de granos a y B, razén por la cual las propiedades mecéanicas son
mejores que el titanio puro (Echavarria, 2003). Otros elementos que estabilizan la fase B son

molibdeno, cromo, hierro y niobio (Enderle et al., 2005).

La aleacion de Ti6Al4V es usada en implantologia dental y dispositivos de reemplazo
ortopédico, tiene una excelente integracion hueso-implante y biocompatibilidad. Estudios in vitro

con células osteoblasticas humanas sobre la aleacion Ti6Al4V, indican que las células son capaces
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de diferenciar en osteoblastos maduros, mostrando una morfologia estable con apariencia de
fibroblastos, adhiriéndose a la superficie de la aleacion correctamente (Tognarini et al., 2008). La
composicion quimica de la aleacion Ti6Al4V para implantes quirtrgicos se da en la Tabla 1, de

acuerdo con la norma ASTM F1108-14 (ASTM International, 2014).

Tabla 1.

Requerimientos quimicos de la aleacion Ti6Al4V.

Elemento Composicion % masa
Nitrégeno 0.05 max.
Carbono 0.10 max.
Hidrégeno 0.015 max.
Hierro 0.30 max.
Oxigeno 0.20 max.
Aluminio 55a6.75
Vanadio 3.5a45
Titanio Balance

Otras aleaciones de titanio y las normas ASTM para usos médicos y quirdrgicos se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2.

ASTM relacionadas con titanio y sus aleaciones para implantes quirurgicos.

Especificacion Contenido

F67-13 Titanio no aleado

F 136-13 Ti-6Al-4V ELI forjado

F 620-11 Ti-6Al-4V ELI piezas forjadas
F 1108-14 Ti-6Al-4V ELI piezas fundidas
F 1295-11 Ti-6Al-7Nb forjado

F 1472-14 Ti-6Al-4V forjado

F 1713-08 Ti-13Nb-13Zr forjado

F 1813-13 Ti-12Mo-6Zr-2Fe forjado
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Aleaciones como Ti-Nb-Zr, son aleaciones beta con menor médulo de Young en
comparacion con aleaciones tipo o + 3, en donde el mdédulo de Young del Ti6Al4V es de 110 GPa,
mientras que el modulo de Young de Ti-34Nb-25Zr es de 62 + 3.6 GPa y el de hueso cortical es
de 27 GPa. Sin embargo, la aleacion Ti6Al4V es todavia la mas usada para aplicaciones

ortopédicas (Ozan et al., 2015).

1.5 Polimeros biocompatibles

Los polimeros en general presentan propiedades atractivas en comparacién con materiales
inorganicos, son ligeros, de bajo costo, eléctricamente resistentes, muestran una excelente
compatibilidad con otros materiales organicos e inorganicos, presentan propiedades como
biodegradacion y biocompatibilidad (Ribeiro et al., 2015). Los polimeros usados en la industria
biomédica pueden ser de origen sintético, natural o la combinacién de los dos. Cada polimero
presenta su particularidad, por ejemplo, los polimeros naturales presentan propiedades similares a
las del tejido que estan reemplazando, sin embargo, este tipo de polimeros son a menudo dificiles
de procesar, su degradacion no se controla facilmente y muestran pobres propiedades mecéanicas y

eléctricas.

Varios polimeros sintéticos han sido estudiados para aplicaciones en ingenieria de tejidos
tales como acido polilactico (PLA), acido poliglicélico) (PGA), acido poli lactico-co-glicélico
(PLGA), poli etilenglicol (PEG), policaprolactona (PCL), poli metil metacrilato (PMMA),
polifluoruro de vinilideno (PVDF), entre otros, no obstante, algunos polimeros no cuentan con la

capacidad de degradacion, o producen en su proceso de degradacion microclimas acidos en el
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ambiente bioldgico, como el caso del PLGA (Petricca et al., 2006). Por otro lado, polimeros como
PVDF han tomado auge en los ultimos afios, ya que se encuentra categorizado como un polimero
inteligente. Los materiales inteligentes tienen variaciones reproducibles, significativas y estables
de al menos una propiedad cuando se someten a estimulos externos (Ribeiro et al., 2015).
Polimeros de tipo natural también tienen aplicacion en material de osteosintesis, sobre todo por la
biomimeticidad (simulacién de caracteristicas fisicas o quimicas de superficies biologicas) que
estos presentan, dentro de los mas comunes se encuentra el colageno, quitosano, acido hialuronico

etc.

1.5.1 Policaprolactona (PCL)

La policaprolactona (PCL), de formula molecular (CsH1002)n es un poliéster lineal alifatico
que puede ser sintetizado por polimerizacion por apertura de anillo con catalizadores o por
radicales libres de 2-metileno-1-3-dioxolano. Este polimero es conocido por su biodegradabilidad,
biocompatibilidad, facil procesamiento, buena solubilidad, compatibilidad con otros compuestos,
bajo punto de fusion (59-64 °C) y de transicion vitrea (-60 °C). Tiene aplicaciones en ingenieria
de tejidos como andamio para varios érganos como hueso, cartilago, tendéon, ligamento, piel y
sistemas controlados de liberacion. La PCL es hidrofébica, semicristalina y sus propiedades

mecanicas son pobres (Pan et al., 2012; Papageorgiou et al., 2015).
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1.5.2 Colageno

Una molécula de colageno consiste en una secuencia de aminoacidos y cada aminoacido
estd conectado por un enlace peptidico. La mayoria de los aminoacidos tienen cadenas laterales de
grupos R. El grupo R puede contener un grupo carboxilo (COO" - H*) cargado negativamente o
grupo amino cargado positivamente (NH2+H"), las cadenas laterales de una molécula de colageno
se comportan similar a un aminoacido. En un hueso compacto, el colageno ocupa alrededor de 40-
50% del volumen, el mineral 40% vy los poros el resto (Telega y Wojnar, 2002). El colageno se
encuentra en el hueso altamente orientado, en donde la estructura de coldgeno proporciona la
respuesta colectiva, coherente a la carga mecanica necesaria para un efecto fisiolégicamente

significativo (Ahn y Grodzinsky, 2009).

1.6 Ceramicas bioactivas

La hidroxiapatita (HA) es un biomaterial ceramico con formula Caio(PO4)s(OH): (relacién
Ca/P=1.67) que muestra una excelente biocompatibilidad y un potencial osteogénico para
promover adhesion al tejido y crecimiento 6seo (Nufiez et al., 2014). Es un material ampliamente
usado como relleno 6seo, en dispositivos de ortopedia y odontologia, debido a su similitud en
composicién quimica con el hueso. Ademas, posee la caracteristica de osteoconduccion y es
bioactiva (Padilla et al., 2006). La HA es usada frecuentemente como recubrimiento en metales,
sin embargo, la adhesion a los sustratos metalicos es pobre debido a las diferencias en la estructura,

modulo elastico y coeficiente de expansion (K. Lee et al., 2010).
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Otras ceramicas bioactivas son los biovidrios o vitroceramicos basados en los sistemas
Si0,-Ca0-P,0s 0 Si02-Na,0-CaO-P.0s, generalmente obtenidos por la técnica sol-gel. Examenes
histologicos in vivo muestran que los vidrios bioactivos en contacto con fluidos fisiologicos y
tejidos forman sobre la superficie una capa reactiva en el periodo de implantacion y a partir de
entonces la matriz Gsea se integra en la capa reactiva mediante enlace quimico (Catauro et al.,
2015; Hao y Lawrence, 2005). Estas reacciones superficiales que se llevan a cabo relativamente
rapido son seguidas por la cristalizacion de cristales de apatita, adhesion celular y formacion de

colageno (Ravarian et al., 2010).

Otro fosfato de calcio ampliamente reportado es el fosfato tricalcico (TCP, Caz(POa)2), el
cual existe en dos formas alotrdpicas o o B con relacion calcio/fosforo de 1.50, es considerado
reabsorbible debido a que a medida que se degrada, es reemplazado por tejido huésped (Habraken
et al., 2016). Algunos fosfatos de calcio con relaciones menores de Ca/P son el fosfato dicélcico
dihidratado (DCPD, CaHPQO4.2H,0) y fosfato dicalcico anhidro (DCPA, CaHPO4), también
Ilamados brushita y monetita respectivamente, ambos con relacion Ca/P de 1.0. Algunos estudios
han demostrado que la brushita es osteoconductiva, osteoinductiva, biocompatible, bioreaborbible
y tiene una solubilidad mayor que la HA, factor predominante en las primeras semanas luego de
una implantacion, ya que aumenta los niveles de calcio y fosforo en la interfase tejido implante, lo
que puede llevar a una conversién de un fosfato de calcio como la HA menos soluble (Tamimi,
Sheikh, y Barralet, 2012; Tirk et al., 2018b). Estas bioceramicas se han usado ampliamente como
sustitutos 6seos porque promueven la formacion de hueso en su superficie y pueden asegurar la

curacion de hueso en un afio (Habraken et al., 2016; Ravarian et al., 2010).
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Si se compara los fosfatos calcicos como TCP con la hidroxiapatita, éstos se degradan mas
facilmente que la HA cristalina, siendo la HA la fase mas estable de los fosfatos calcicos (Ergun
etal., 2011). La HA se ha investigado para uso en implantes 6seos y como material de andamio en
ingenieria de tejidos (Kumta et al., 2005). Sin embargo, se ha encontrado que la hidroxiapatita
densa obstaculiza el crecimiento 6seo debido a su baja biodegradabilidad, por lo que en estos casos
funciona mejor B-TCP. Los fosfatos de calcio son sintetizados por técnicas quimicas como
precipitacion acuosa, sol-gel, método hidrotermal y deposicién térmica, sin embargo, los costos
de materias primas son altos y el rendimiento es pequefio. Otros materiales de origen natural se
han empezado a probar para fabricar HA o B-TCP tales como conchas de cardiidae (familia de
moluscos) y cascaras de huevo. La HA obtenida tiene alta habilidad de precipitar apatita

(Lertcumfu et al., 2016).

Un material que en esta tesis doctoral se plantea como precursor natural para la obtencion
de fosfatos de calcio y para funcionalizar nanotubos de carbono multipared son los otolitos o
estalotitos (otolith en inglés). Los otolitos son un material que se encuentran en la cavidad interna
del oido de los peces, ubicados en el saculo, utriculo y canales; de unos pocos gramos o miligramos
de peso y su morfologia depende de la especie. Los otolitos sirven para balance y/o escucha de
peces teledsteos (Campana, 1999; Degens et al., 1969). Montafiez et al., sintetizé fosfatos de calcio
(FC) a partir de otolitos de Corvina de Rio por el método de precipitacién acusosa. Cambiando el
pH y el tiempo de envejecimiento, se encontraron fosfatos de calcio compuestos por HA y B-TCP

0 HA de tamafio nanométrico (Montafiez et al., 2018; Montafiez-Supelano et al., 2017).
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En Colombia, este material es obtenido por los comerciantes de peces de la familia
Sciaenidae de la especie Plagioscion (Plagioscion squamosissimus), llamado cominmente como
Curvinata, Corvina de Rio o Cabeza de Piedra, este material no se consume y es desechado, por lo
que el uso de otolitos como precursor de fosfato de calcio podria ser una alternativa viable en la
gestion de estos residuos. En la Figura 1 se muestra la locacion de los otolitos en el oido interno

de los peces.

Figura 1.

Créneo de peces dseos con locacién de los otolitos.
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Nota. Tomada de (Degens et al., 1969).

Hay tres pares de otolitos, sagitta (en el saculo), lapillus (en el utriculo) y asteriscus (en la
lagena), en general la sagitta es mas grande que lapillus y asteriscus. Un analisis de difraccion de
rayos X muestra que los otolitos son especies monomineralicas compuestas de aragonita. El otolito
crece a partir de un nucleo central de materia organica denominado primordium. La matriz

organica proporciona un soporte que favorece la nucleacion de los cristales de aragonita los cuales
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crecen en su eje ¢, por lo que aparentemente la aragonita se encuentra acompafiada de proteinas

denominadas otolina (Degens et al., 1969; Mulcahy et al., 1979).

1.7 Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (NTC) fueron descubiertos en 1991 (Sumio lijima) como
nanoestructuras multicapa y en 1993 como nanoestructuras de pared simple, aunque no todos los
investigadores dan el crédito a lijima, ya que un articulo publicado por Radushkevich y
Lukyanovich en 1952 describe la sintesis de tubos de carbono que tenian 50 nanémetros de
diametro y un articulo publicado en 1976 por Oberlin y sus colegas describe la formacion de fibras
de carbono huecas mediante el uso de una técnica de crecimiento de vapor, el tamafio de los tubos
formados de escala nanométrica (Sajid et al., 2016). Los nanotubos de carbono (CNTs por sus
siglas en inglés) han sido ampliamente estudiados por sus propiedades electrénicas, quimicas y
mecanicas, lo cual deja a este material en un sinnimero de aplicaciones potenciales (Eftekhari,
2008). NTC han sido sintetizados como productos de la accion de un catalizador sobre las especies

gaseosas procedentes de la descomposicion térmica de hidrocarburos (Bhushan, 2010).

1.7.1 Descripcion

Los nanotubos de carbono son formados exclusivamente por &tomos de carbono dispuestos
en una serie de anillos de benceno condensados enrollados en una estructura tubular (Sajid et al.,
2016). El carbono tiene una estructura cristalina hexagonal formada por enlaces covalentes fuertes.

La energia de enlace carbono-carbono es de 114 Kcal/mol, mientras que la union entre los planos
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es de 4 Kcal/mol. Su buena resistencia se debe a la alta energia de enlace covalente, mientras que
la baja energia entre los planos le proporciona a esta estructura un bajo modulo, cercano al del
hueso (Kutz, 2009). Basado en el nimero de capas, los nanotubos de carbono se clasifican en dos

estructuras, los nanotubos de carbono de pared simple y los de pared multiple o multicapa.

Nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT por sus siglas en inglés): Es una hoja de

grafeno enrollada en un cilindro transparente que puede ser al final abierto o cubierto, tiene una
alta relacion de aspecto con didmetros tan pequefios que varian entre 0,4 y 2 nm y una longitud de
varios micrometros (Sajid et al., 2016). Todos los atomos de carbono estan envueltos en anillos
aromaticos en donde los angulos del enlace C=C no son totalmente planares, lo que indica que la
hibridacion de los 4tomos no es sp? pura y que tiene caracter sp® que aumenta a medida que

disminuye la curvatura del tubo (Bhushan, 2010).

Nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT por sus siglas en inglés): Constituidos

por varias capas de grafeno, con diametros de 2-2,5 a 100 nm y longitudes hasta 10 um, tienen una
gran versatilidad debido a las diferentes maneras en las que se pueden mostrar. Los nanotubos
multicapa mas sencillos son los de tipo concéntrico (c-MWNT), en donde los nanotubos de pared
simple con didmetros crecientes regularmente estdn dispuestos coaxialmente separados
regularmente por 0,34 nm (Bhushan, 2010; Lawal, 2016). Otros nanotubos multicapa son los
Ilamados espina de pescado (h-MWNT), en donde los grafenos marcan un angulo con respecto al

eje del nanotubo (Assali, 2012).
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En la Figura 2 se muestran las estructuras de nanotubos de carbono de pared simple y de

paredes multiples de tipo concéntrico.

Figura 2.

Estructuras de NTC de pared simple y de paredes multiples de tipo concéntrico.

Nota. Tomada de (Jiménez, 2011).

Los nanotubos de carbono se pueden diferenciar en dos zonas: las extremidades y las
paredes laterales. Un factor importante que controla estas propiedades Unicas proviene de una
variacion de las estructuras tubulares que son causadas por el enrollado de la hoja de grafeno en
un tubo. Hay tres maneras distintas en que el nanotubo se puede presentar dependiendo de su

direccion: sillén, zig-zag, y quiral (ver Figura 3).
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Figura 3.

Estructuras de nanotubo de carbono (a) sillén, (b) zig-zag, (c) quiral.
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Nota. Tomada de (Sajid et al., 2016).

1.7.2 Sintesis

Los nanotubos de carbono son formados por el método de descarga de arco eléctrico,
ablacion laser y craqueo térmico de hidrocarburos gaseosos o desproporcionamiento de CO, la
cual es una variante de la deposicién quimica de vapor, en donde los nanotubos se obtienen a partir
de un flujo continuo de mondxido de carbono utilizando pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s) como

catalizador (Assali, 2012; Bhushan, 2010).

Método de descarga de arco: En la técnica de arco eléctrico, se exponen dos electrodos al

menos uno de ellos de grafito a una diferencia de potencial en corriente continua, en donde en
ambos electrodos se produce una descarga eléctrica producida por una corriente de 50 a 100 A y
una diferencia de potencial de 20 V. A estas condiciones el anodo es sublimado, el material
sublimado se autoensambla formando los NTC. Algo importante es que si el &nodo es de grafito
puro se producird NTC de paredes mdltiples, mientras que para la produccion de SWCNT se

necesita de catalizadores que estaran como impurezas en el nanotubo (Sajid et al., 2016).
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Método de ablacidn laser: En este método, los electrodos de carbono se usan como fuente

mientras pulsos de laser proporcionan la fuente de energia. Impulsos laser sucesivos se utilizan
para vaporizar el electrodo objetivo de manera uniforme y se supone que el segundo pulso laser
rompe las particulas méas grandes sometidas a ablacion por la primera. Las particulas méas pequefias
a continuacion, se convierten en nanotubos de carbono. En este proceso se utilizan como
catalizadores metales de transicion y los nanotubos obtenidos por este método tienen generalmente
un didmetro uniforme de alrededor de 10 a 20 nm mientras que la longitud de los tubos es de

aproximadamente 100 micrometros (Sajid et al., 2016).

Método deposicidn quimica de vapor (CVD): Es el método mas ampliamente utilizado para

la produccion a gran escala de nanotubos de carbono. Fuentes de carbono de hidrocarburos como
metano (CHgy), acetileno (C2H2) y mondxido de carbono (CO) son usadas, mientras que la alta
temperatura proporciona energia suficiente para la descomposicion de los hidrocarburos para
formar nanotubos de carbono. Deposicion quimica de vapor de acetileno usando cobalto o hierro
como catalizador y silice o zeolita como soporte puede dar lugar a la sintesis de grandes cantidades

de nanotubos de carbono (en su mayoria SWCNTS) (Lawal, 2016; Sajid et al., 2016).

Otros métodos mencionados para sintetizar nanotubos de carbono son el método sintesis
de llama y el método de solucion de silano. EI método de sintesis de Ilama es una modificacion de
la deposicion quimica de vapor, en donde la llama proporciona la fuente de energia y el catalizador
(pentacarbonilo de hierro) se agrega con aerosol. En el método de solucién de silano (SiH4), un

papel de carbono o una malla de acero inoxidable actia como sustrato, el cual es sumergido en
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una solucion de silano que contiene cobalto y niquel como catalizador en una proporcion de 1: 1.
Después de eso, una fuente de carbono (por ejemplo, etileno) en forma gaseosa se introduce en
esta solucion y el sustrato se calienta con corriente eléctrica. El calor proporciona la energia para
la reaccion que resulta en la formacion de nanotubos de carbono que estan soportados sobre el

sustrato (Lawal, 2016; Sajid et al., 2016).

1.7.3 Propiedades

La conductividad de los nanotubos depende de su estructura. Los NTC multicapa se
consideran conductores metalicos, mientras que si se trata de nanotubos de pared simple el
problema de la conductividad es mas complicado. La reactividad de los NTC aumenta con la
disminucion en el diametro de nanotubos y depende de su quiralidad, la cual puede afectar la
funcionalizacion o pre tratamiento (Eftekhari, 2008). Los NTC tienen excelentes propiedades
mecanicas como dureza, tenacidad, resistencia mecanica, flexibilidad y elasticidad elevadas.
Cuentan con un modulo de Young mas alto de 1 TPa y una resistencia a la tension de 63 GPa (Tran
et al., 2009). También son estables térmicamente hasta 750°C en aire y cuentan con una baja
densidad (1,33-1,4 g/cm? para SWCNTS). Los NTC tienen tendencia al empaquetamiento y formar
agrupaciones, por lo que en la formacion de materiales compuestos es complicado encontrar una

buena dispersion (Assali, 2012; Jiménez, 2011).
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1.7.4 Toxicidad y purificacion

El analisis del impacto de los NTC sobre la salud tiene resultados contradictorios, debido
a que los nanotubos de carbono pueden variar en cuanto a sus propiedades fisicas y quimicas
dependiendo de la forma de produccién, funcionalizacion o purificacion, didmetro, longitud,
tendencia a aglomerarse, impurezas y presencia de catalizadores metalicos (Bhattacharya, Torres,
El-Sayed, y Fadeel, 2013; Giuseppa et al., 2015). Algunos estudios muestran que la citotoxicidad
es menor si aumenta la funcionalizacion de los NTC, mientras que otros estudios (por ejemplo
funcionalizando NTC con 4cidos carboxilicos) muestran que hubo mayor citotoxicidad de los

nanotubos funcionalizados comparados con los no funcionalizados (Ursini et al., 2012).

Se han usado los nanotubos de carbono como transporte de biomoléculas, funcionalizando
SWCNTSs con ADN Yy proteinas para el estudio de la adsorcion de células HeLa y HL60. Los
resultados mostraron biocompatibilidad no presentando citotoxicidad (Assali, 2012). La toxicidad
de nanotubos depende de la presencia de impurezas provenientes del mismo proceso de obtencién,

longitud de los tubos y el tipo de funcionalizacion.

Los nanotubos de carbono generalmente tienen altos niveles de impurezas, como particulas
de metal, carbono amorfo (hollin) y cualquier material de soporte (alimina, silice, éxido de
magnesio o zeolita) que pueden influir en sus propiedades. Se requiere una purificacion extensa
de los NTC para aplicaciones biomédicas (Sajid et al., 2016). Existen varios métodos para la

purificacion de los nanotubos de carbono, los cuales se explican a continuacion.
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Métodos de purificacion de NTC: La purificacion por oxidacion es un método adecuado

para eliminar carbono amorfo y catalizadores metalicos, como cobalto, niquel o itrio etc. La
oxidacion se lleva a cabo a 673 kelvin por 40 min. EI método &cido es también Gtil para reducir la
carga de impurezas, adicionalmente los &cidos pueden atacar las terminaciones reactivas de los
nanotubos abriendo el mismo y creando acidos carboxilicos (Harrison y Atala, 2007). En este
método, la muestra se somete a reflujo con acidos como el &cido clorhidrico, acido sulfurico y
acido nitrico. El acido clorhidrico puede ser mas eficaz en la eliminacion de las impurezas. Por
ultimo, se encuentra el método de sonicacion basado en surfactante, en donde este método es usado
ya que, en el método de purificacion de reflujo acido, se producen NTC purificados, sin embargo,
pueda que los nanotubos atrapen muchas de las impurezas que no se pueden eliminar por filtracion
simple, por lo tanto, se realiza sonicacion con base de tensioactivo. Por lo general, se prefiere el
sulfato de dodecil benceno sodico (DBSS) para este propésito. EI DBSS se disuelve en un
disolvente organico como etanol o metanol. La ultrafiltracion se realiza seguida de recocido a alta
temperatura (1273 Kelvin) en presencia de gas de nitrégeno durante 4 h. El recocido se realiza

para optimizar la estructura de los nanotubos (Sajid et al., 2016).

1.7.5 Funcionalizacién

Los nanotubos de carbono poseen escasa solubilidad en agua y solventes organicos, tienden
a formar agregaciones en solucion, son bioincompatibles y limitan la compatibilidad con matrices
poliméricas, por esta razén, los NTC considerados para aplicaciones biomédicas deben cumplir
con este requisito basico de la solubilidad (Lawal, 2016). La funcionalizacion de los NTC es el

método mas eficaz no sélo puede mejorar su solubilidad acuosa sino también ha mostrado ser
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prometedor en la disminucion de su toxicidad, lo que mejora la biocompatibilidad (Sajid et al.,

2016; Srinivasarao et al., 2016).

La funcionalizacion de los NTC se clasifica y subclasifica en: funcionalizacion covalente:

Oxidacion, reaccion de cicloadicion, reaccion acil peréxido o sulféxido y funcionalizacion no

covalente.

Funcionalizacién covalente por oxidacién: Hace referencia a la oxidacion quimica de

nanotubos de carbono con el fin de incrementar la reactividad dejando grupos funcionales como
carboxilicos, carbonil o hidréxidos en los extremos y defectos de los nanotubos, que luego van a
servir para otras reacciones adicionales aumentando el caracter hidrofilico, con una pérdida en las
propiedades eléctricas y mecanicas. Los agentes oxidantes son por ejemplo el &cido nitrico o acido
sulfurico. Otra forma de funcionalizar NTC es por reaccion directa con la superficie del nanotubo
sin un paso intermedio. En el primer caso, la oxidacion acida lleva a la apertura de los extremos
de los nanotubos y formacion de agujeros en las paredes, lo que lleva a la obtencion de grupos
funcionales oxigenados, mientras que, para la reaccion directa, se necesita de agentes mas
agresivos como la interaccion de la superficie del nanotubo con moléculas de fldor. El fuerte
tratamiento en solucion de acido produce defectos en las paredes laterales de los NTC y defectos
excesivos pueden alterar las propiedades electronicas y el tamafio de los NTC, ademas, aunque la
solubilidad acuosa de los NTC oxidados mejore, se observa que, en presencia de sales, se forman
agregados de NTC que pueden ser debidos al efecto carga por lo que los NTC oxidados no se

pueden utilizar directamente en los sistemas bioldgicos debido a la posible agregacién. Este
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problema es objeto de nuevas modificaciones adicionales de los NTC oxidados para hacerlos

solubles y estables (Assali, 2012; Bhushan, 2010; Jiménez, 2011; Sajid et al., 2016).

Funcionalizacién covalente por reaccidn de cicloadicion: Esta reaccion se produce en las

paredes laterales de los NTC en lugar de los extremos o en los defectos. Las reacciones de
cicloadicion pueden llevarse a cabo en presencia de una base fuerte para obtener carbenos (R2C)

0 por reaccion fotoquimica con azidas (N*) (Sajid et al., 2016; Spitalsky et al., 2010).

Funcionalizacion covalente por reaccion acil peréxido o sulféxido: Perdxidos de acilo se

pueden utilizar para generar radicales libres de carbono sobre la superficie de los nanotubos de
carbono y estos radicales libres luego pueden ser usados para su funcionalizacion. Este método
tiene un potencial para unir una variedad de grupos funcionales a las paredes laterales o al extremo
de los NTC a través de enlaces de carbono covalentes, ademas no destruye la estructura de
nanotubos de carbono o introduce defectos en las paredes laterales como en el caso de la oxidacion

por el uso de acidos fuertes (Sajid et al., 2016).

Funcionalizacion no covalente: Los NTC tienen fuertes interacciones interfaciales = — m,

estas propiedades también se pueden utilizar para la funcionalizacion no covalente. Los
acoplamientos no covalentes se basan comunmente en las interacciones hidrofdébicas entre un NTC
y una biomolécula. Una ventaja importante de este tipo de funcionalizacion es la reversibilidad y

la integridad estructural del nanotubo (Lawal, 2016).
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Un tipo de funcionalizacion no covalente consiste en la interaccion con polimeros,

compuestos aromaticos y biomoléculas (ejemplo ver Figura 4).

Figura 4.

Diferentes cadenas de polimeros sobre SWNT.

Nota. Tomada de (Assali, 2012; Bhushan, 2010; Jiménez, 2011).

Otras funcionalizaciones son compuestos de nanotubos-metal y son raramente estudiados.
Las matrices incluyen Al, Cu, Mg, Ni, entre otros. Los materiales son generalmente preparados
por técnicas metallrgicas de polvos. Otras técnicas se han usado como plasma spray o
solidificacion rapida. Los compuestos de matriz cerdmica con nanotubos son mas usados que los
materiales compuestos con metales. Se han preparado estos materiales compuestos por rutas sol

gel para obtener nanotubos de carbono con peliculas delgadas (Bhushan, 2010).

Un ejemplo de lo anterior es la adicion de nanotubos de carbono entre Ti e hidroxiapatita
(HA), lo cual incrementa la dureza, el modulo elastico y resistencia al cizallamiento. Han sido
desarrolladas con éxito capas de hidroxiapatita/nanotubos de carbono sobre titanio o nanotubos de

Ti. Hasido interesante combinar las propiedades bioldgicas y mecanicas de materiales individuales
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como Ti, TiO2, NTC e HA, capa por capa u obtener un solo material con propiedades mecanicas

y bioldgicas altas (Chetibi et al., 2014).

Por otro lado, los compuestos de matriz polimérica han sido ampliamente reportados y los
mas estudiados son los materiales de matrices poliméricas epodxicas y poli-metil metacrilato
(PMMA) (Bhushan, 2010). Béasicamente, para obtener un material compuesto de matriz
polimérica, se emplean tres métodos: mezcla en disolucion, mezcla en fundido y polimerizacion
in situ. La mezcla en disolucion no aplicable a polimeros insolubles, dispersa NTC en una
disolucion del polimero, el compuesto se obtiene por secado o precipitacion del polimero
adicionando un precipitante. La dispersion de NTC es complicada, por lo que este método usa
bajas proporciones de NTC. EI método de mezcla en fundido requiere llevar el polimero a su punto
de fusion mezclandolo mecanicamente con los nanotubos, en donde la temperatura y la agitacion
deben ser altas. De igual manera como en el método de mezcla en disolucion, la dispersion de los
NTC es complicada. Este método es adecuado para polimeros que no pueden ser solubilizados en
solventes comunes. El ultimo método es la polimerizacion in situ, en donde los NTC son
dispersados junto con el monémero para luego efectuar la polimerizacion, la principal ventaja de
este método es que produce tubos de polimero injertado, mezclados con cadenas de polimero
libres. Adicionalmente, debido al pequefio tamafio de las moléculas monoméricas, la
homogeneidad de los compuestos resultantes es mucho mas alta que la de los otros dos métodos.
Este método permite cantidades mas altas de NTC (Jiménez, 2011; Sahoo, Rana, Cho, Li, y Chan,

2010; Spitalsky et al., 2010).
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1.8 Nanotubos de carbono en materiales compuestos y su aplicacion en biomateriales

Los nanotubos de carbono han sido investigados para formar materiales compuestos,
gracias a la habilidad de ser modificados y funcionalizados, los NTC son candidatos ideales para
aplicaciones tales como scaffolds para regeneracion ésea, adecuados para nucleacion vy
crecimiento de hidroxiapatita, el mayor componente inorganico del hueso (Tran et al., 2009).
Muchos metodos han sido reportados para fabricacién de NTC — HA como precipitacion quimica,
deposicion quimica por vapor, deposicion electroforética, e injerto de HA in-situ. Neelgund et al.,
realizaron este ultimo método sobre nanotubos de carbono de pared simple, oxidando primero el
nanotubo mediante acido sulfdrico y acido nitrico. A los nanotubos oxidados se les agregd
hidroxido de calcio y acido fosforico bajo ciertas condiciones, los resultados mostraron HA

injertada sobre NTC de pared simple (Neelgund et al., 2011).

Xiao et al., usaron el método de biomineralizacion para depositar HA sobre la superficie
de polietilenglicol con nanotubos de carbono multipared funcionalizados previamente por medio
acido, en donde se encontrd que en la superficie del nanotubo se introdujeron grupos carboxilicos
e hidroxilos y en particular la union covalente con polietilenglicol jug6 un papel importante en el
crecimiento de cristales de HA. La respuesta en biocompatibilidad del material fue excelente, los
autores hacen referencia que los nanotubos de carbono tienen alto potencial en aplicaciones de
ingenieria de tejidos (Y. Xiao, Gonig, y Zhou, 2010). Estudios de NTC en aplicaciones ortopédicas

muestran crecimiento acelerado de hueso in vitro y proliferacion de osteoblastos.
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La modificacion de NTC con fosfatos de calcio también se usé para relleno éseo, con un
método muy simple de mezcla de nanotubos hidroxilados con cemento de fosfato de calcio y suero
bovino. Las propiedades mecanicas fueron evaluadas y se encontro una resistencia a la compresion
de 16 MPa comparado con el cemento solo 1 MPa. Chew et al., concluyeron que los grupos
funcionales Ca?* y PO4% del fosfato establecen atraccion con el grupo hidroxilado donde lo
esperado es que se promueva el crecimiento de cristales de HA (Chew et al., 2011). Otro estudio
de Ahmed et al., usa nanotubos de carbono multipared, carbonato de calcio y quitosano como
recubrimiento sobre la aleacion Ti6Al4V usada en implantes ortopédicos. EI método usado por
Ahmed es una mezcla por utrasonicacion de los componentes por mas de 8 h y posterior
recubrimiento con una celda electroguimica sobre una superficie de Ti6Al4V tratada con
glutaraldehido para que los grupos funcionales pertenecientes al aldehido tengan interaccion con
los grupos funcionales del quitosano. La introduccion de nanotubos de carbono y el carbonato de
calcio incrementan la resistencia a la transferencia de carga, lo que hace que la superficie de

Ti6Al4V se proteja de mejor manera (Ahmed et al., 2013).

Prodana et al., funcionalizaron nanotubos de carbono con grupos —COOH por medio &cido
para encontrar nanotubos oxidados MWOCNT-COOH. Los autores electrodepositaron
hidroxiapatita (HA) para obtener un material hibrido MWCNT-COOH-HA con una codeposicion
de este material sobre nanotubos de TiOz. Se observo biocompatibilidad en términos de integridad
de membrana y viabilidad celular. No hay efecto citotdxico de ninguno de los materiales. Se
concluye que el hecho de introducir nanotubos de carbono funcionalizados con HA incrementa la
microdureza y el indice hemolitico del material, al mismo tiempo que decrece el &ngulo de contacto

encontrando una superficie bastante hidrofilica (Prodana et al., 2015).
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Se han probado varios métodos para dispersar nanotubos de carbono y recubrir superficies
metalicas empleadas en ortopedia. De acuerdo con Barabas et al., probando dos solventes, método
de precipitacion y método de agitacion mecanica, el mejor resulté ser el de precipitacion en
términos de dispersion de los nanotubos de carbono (Barabas et al., 2015). Otro método como
impregnacion bajo vacio se uso para recubrir una superficie de dioxido de titanio con nanotubos
de carbono carboxilados e hidroxiapatita. De nuevo como describe Chetibi et al., grupos
funcionales de NTC carboxilados con hidroxilos provenientes de la reaccion de TiO2 con agua
interaccionan para formar el compuesto NTC - TiO: para luego depositar HA. La microestructura
de la superficie se mostré homogénea y densa. Los recubrimientos mostraron ser adherentes y
tener buena resistencia a la corrosion en SBF analizado mediante ensayos de polarizacion ciclica

(Chetibi et al., 2014).

Ademas de la funcionalizacion de nanotubos de carbono con grupos funcionales como
hidroxilos y carboxilicos, y fosfatos de calcio, métodos de dispersion en matrices poliméricas se
han estudiado. Liao et al., prepararon un biocomposite reforzado con nanotubos de carbono e
hidroxiapatita, usando polipropileno como matriz polimérica. Este biocomposite fue preparado por
el método de mezcla por ablandamiento o fusién del polimero por calor por medio de extrusion
junto con NTC e HA. La respuesta de proliferacion de osteoblastos confirma la viabilidad del
material para su uso en reemplazo de hueso, asi mismo las propiedades mecéanicas y estabilidad
térmica estuvieron dentro de los rangos esperados (Zhu et al., 2013). Poli metil-metacrilato
(PMMA) ha sido muy estudiado para ser usado como relleno 6seo. Ormsby et al., se interesaron
en observar la biocompatibilidad y fatiga del compuesto PMMA-NTC. EI material compuesto se

prepard por mezcla mediante un desintegrador ultrasénico. Procesos de adherencia y viabilidad
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celular de osteoblastos dejaron claro que el material es biocompatible para que se integre
adecuadamente con el hueso (Ormsby et al., 2012). Musto et al., prepararon composites de un
copolimero PHBV/PBAT (poli hidroxi butirato covalerato/ poli butileno adipato co-tereftalato)
con relleno de nanotubos de carbono con diferentes proporciones de radio (n=L/D). En la
formacion de composite, todas las mezclas se hicieron con contenidos de nanotubos de C hasta
1,5% usando un mezclador polilab a 175°C y 60 rpm por 7 min. La respuesta en conductividad se
evalud y hubo un aumento en la conductividad cuando se aumenta la concentracion de nanotubos

de carbono en %vol. (Musto et al., 2015).

Polimeros completamente degradables como policaprolactona se han evaluado con NTC
multipared en una preparacion sencilla con cloroformo como solvente del polimero y mezcla con
los nanotubos de carbono. La respuesta en adhesion y proliferacion de células Gseas de ratas
mostraron que los compositos con 0.5% en peso de NTC mostraron mas proliferacion que con
altas concentraciones de nanotubos, sin embargo, todos los compositos fueron biocompatibles (Pan
et al., 2012). Mattioli et al., reportan scaffolds de policaprolactona y nanotubos de carbono, las
propiedades mecanicas del scaffold mejoré con la adicién de NTC hasta una concentracion de 12.5
mg/ml, ya que después de esta concentracion el modulo elastico desciende debido a fuerzas
electrostaticas de NTC, ademas, el scaffold soportdé de manera adecuada osteoblastos tipo MG63,
este compuesto puede representar un soporte adecuado para aplicaciones en ingenieria de tejidos
(Mattioli et al., 2012). Montafiez et al., reportaron recubrimientos de PCL con NTC multipared en
diferentes concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0 y 1.5 g/L realizados con la técnica de spin-coating. Se
mostré que al aumentar el nimero de dias en inmersién en SBF aumenta la resistencia del

recubrimiento a la degradacion, especialmente para los de mayor concentracion de NTC, asi como
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aumenta el &ngulo de contacto. Se evidencia que existe un proceso de adsorcion de iones del SBF
hacia los recubrimientos, lo que les atribuye una buena interaccion con el medio fisioldgico
simulado. Adicionalmente, estos recubrimientos con fosfatos de calcio (PCL/FC/NTC) con las
misma concentracion de NTC, mostraron que la viabilidad celular con células de tipo osteoblastico
disminuye al aumento de NTC; sin embargo, no se consideraron tdxicos a las células (Montafiez

et al., 2020; Montafiez-Supelano et al., 2019).

Otro polimero degradable es el acido poli lactico (PLA) es un polimero ampliamente usado
como biomaterial, por su biocompatibilidad y capacidad de degradacién a acido lactico, lo cual
puede ser metabolizado por el cuerpo humano (Obarzanek et al., 2014). Material compuesto de
PLA con nanotubos de carbono fue preparado por el método de moldeo con disolvente. El material
compuesto resulto en un incremento de la dureza y el modulo elastico en todas las composiciones
agregadas de NTC, ademas, estudios con células osteoblasticas muestran que este material es
citocompatible, las células se adhieren y proliferan correctamente en 2, 5y 10 dias (Leal et al.,
2016). Estudios de biomineralizacion se han llevado a cabo en NTC de pared multiple
funcionalizados en matrices de acido poliacrilico y poliacrilamida con el fin de observar el
crecimiento de cristales de HA. Los polimeros se unieron a los NTC mediante foto inicializacién
de los monoémeros. Li et al., concluyeron gque los grupos funcionales afectan la nucleacion de los
cristales de HA, ya que las cargas de estos afectan la relacion calcio — fosforo. Sin embargo, la
modificacion superficial del material puede ser una estrategia promisoria de compuestos para

regeneracion ésea (X. Li et al., 2014).
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1.9 Métodos electroquimicos, microbalanza de cristal de cuarzo y piezorespuesta de fuerza

atomica en la evaluacion de biomateriales

Espectroscopia dieléctrica en tejidos bioldgicos ha sido ampliamente investigada. La
permitividad relativa y la conductividad siguen el comportamiento mostrado en la Figura 5.
Existen cuatro tipos de dispersiones descritas por Schwan (1957), dispersiones a (10 Hz a pocos
kHz) asociadas con procesos de difusion de especies idnicas correlacionadas con el potencial de
membrana celular, dispersiones B (1 kHz a varios MHz) debidas a la polarizacion interfacial a
través de la membrana plasmatica celular y sus interacciones con los electrolitos intra y extra
celular, dispersiones & asociadas a momentos dipolares de moléculas largas tales como las
proteinas y dispersiones vy (> 10 GHz) causadas por el contenido acuoso de especies bioldgicas en
presencia de moléculas pequefias. Generalmente, las caracteristicas dieléctricas de suspensiones
celulares estan dadas por la dispersion B el cual se debe a la polarizacion interfacial y a las
interfases interna y externa de las células (Dean et al., 2008; Heileman et al., 2013; Ron et al.,

2010).
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Figura 5.

Espectro de permitividad y conductividad en sistemas biologicos.
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Nota. Tomada de (Heileman et al., 2013).

La permitividad eléctrica del hueso incrementa draméaticamente con el incremento de la
humedad y la disminucién de la frecuencia. Aunque la investigacion acerca de como afecta el
campo eléctrico al hueso se ha hecho desde el siglo XIX, este fendémeno no es todavia totalmente
entendido (Ciuchi etal., 2010). A partir de datos obtenidos por la técnica espectroscopia de
impedancia electroquimica es posible encontrar el espectro caracteristico de permitividad y

conductividad eléctrica del sistema bioldgico en estudio.

Otro método electroquimico interesante aplicado sobre sistemas bioldgicos es la
voltametria ciclica. Este método provee informacion acerca de la identificacion de especies activas
electroquimicas y las reacciones que ocurren en la muestra (Ismail et al., 2008). La respuesta en
corriente es el resultado de procesos faradicos y no faradicos que estan ocurriendo en el electrodo

de trabajo, los procesos envuelven la reorganizacion de la doble capa ionica en la interfase solido
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liquido como resultado de las condiciones eléctricas impuestas y la transferencia electronica en

esa interfase (lzquierdo y Kranz, 2016).

La microbalanza de cristal de cuarzo (QCM por sus siglas en inglés), es un sensor que
detecta principalmente los cambios masicos de una pelicula mediante los cambios de frecuencia
de un cristal de cuarzo piezoeléctrico al ser modificado por una pequefia cantidad de masa. Ha sido
ampliamente usada en varios bioandlisis tales como deteccion de enzimas, ADN y bacterias. Los
altimos usos de la QCM son la deteccion de células que se adhieren a la superficie del sensor, y
los procesos de adhesion celular controlados mediante los cambios de frecuencia de resonancia de
la QCM (Jia et al., 2008). EI mecanismo de deteccion fundamental de una QCM se basa en la
deteccidn del desplazamiento de frecuencia resonante causada por la carga de masa superficial.
Los sensores QCM han sido ampliamente desarrollados para la deteccion de masa con una
sensibilidad muy alta (aproximadamente 1 ng/cm? por Hz). La correlacion entre la masa
acumulada sobre el sensor y la frecuencia se obtiene por medio de la ecuacion de Sauerbrey

(Ecuacion 5) (P. Wang et al., 2015).

2f¢ Am

AM=h-fo==3"7 (5)

Donde Af es el desplazamiento de frecuencia debido a la carga superficial, f, y f; son las
frecuencias de resonancia sin'y con carga superficial respectivamente. Z, es la impedancia acustica

caracteristica del cristal de cuarzo y m/A es la masa superficial por unidad de area de deteccion.
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Piezorespuesta de fuerza atdmica (PFM por sus siglas en inglés) sondea la deformacion
mecanica de una muestra en respuesta a un campo eléctrico aplicado con la punta de un
microscopio de fuerza atomica. Esta técnica usada para estudiar materiales ferroeléctricos
inicialmente se ha utilizado para investigar la funcionalidad electromecénica en una amplia gama
de materiales piezoeléctricos incluidos los sistemas organicos y bioldgicos. El principio de la
técnica PFM consiste en una punta de AFM conductora (metal recubierto) se pone en contacto con
la superficie de una muestra, mientras el otro lado de la muestra esta conectado a un electrodo de
fondo como una conexién a tierra. A la punta se le aplica un voltaje (Vtip) o en otros casos al

electrodo de fondo (Ecuacién 6) (D Denning et al., 2016).

Viip = Vac + Vg - cos(wt) (6)

Donde w es la frecuencia escogida y Vdc es el voltaje de polarizacion. Se mide entonces
la deformacion mecénica como respuesta al voltaje aplicado, por el efecto piezoeléctrico inverso.
El desplazamiento de la superficie se detecta a través del movimiento del cantiléver del AFM
monitoreado por la deflexién del haz 6ptico, asumiendo que el desplazamiento de la punta es igual

al desplazamiento en la superficie de la muestra (Denning et al., 2016).

Por otro lado, polimeros piezoeléctricos se han investigado para aplicaciones en
regeneracion Osea por la propiedad de piezoelectricidad del hueso, como el polipirrol (PPy) y
polianilina (PANI), sin embargo, estos polimeros carecen de biodegradabilidad, lo que puede
causar inflamacion cronica en un implante (Ribeiro et al., 2015), por esta razon otros polimeros

degradables biocompatibles se han probado como los mencionados anteriormente. Uno de los



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 68

primeros estudios de la respuesta piezoeléctrica de hueso humano los hizo Iwao Yasuda en 1955,
luego Fukada se uni6 a los estudios de Yasuda. Se designd el eje del hueso como la direccion de
la longitud de un cilindro, de acuerdo con esta convencion las fibras de colageno hacen una espiral
a lo largo del eje. La constante piezoeléctrica de un hueso humano se midié como 2.9X10°
c.g.s.e.s.u (unidades electrostaticas), lo que equivale alrededor de la décima parte de la constante

piezoeléctrica del cuarzo (Eiichi Fukada y Yasuda, 1957).

Afos mas tarde se midieron las constantes piezoeléctricas de las proteinas, especificamente
de interés el colageno de diferentes partes; hueso, tendon y piel, los resultados fueron 0.2, 2.0 y
0.2 pC/N respectivamente, mientras que la constante del cuarzo es 2.2 pC/N (E Fukada, 1995). Se
reporta que el tejido 6seo muestra un coeficiente piezoeléctrico de 0.7 pC/N, en donde se ha
demostrado que biolégicamente responde a estrés micromecanico tales como el movimiento del
cuerpo (Y. Zhang et al., 2014). Este ultimo dato del coeficiente piezoeléctrico es mayor que el
presentado para coladgeno presente en hueso, lo que indica que los cristales de hidroxiapatita

también contribuyen al efecto piezoeléctrico del hueso.

Estudios de la respuesta piezoeléctrica de hueso humano usando microscopia de fuerza de
piezorespuesta a escala nanométrica dan como resultado una constante piezoeléctrica de 7.66 —
8.72 pC/N tomados en diferentes puntos de la muestra de hueso (Halperin et al., 2004). Estos
resultados son muy diferentes a los reportados anteriormente, los autores atribuyen esta gran
diferencia a que la punta del AFM sigue una medicion nanométrica directamente en la matriz de

colageno y que la respuesta piezoeléctrica depende del hueso humano especifico.



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 69

La técnica de piezorespuesta de fuerza atomica (PFM), se basa en el efecto piezoeléctrico
inverso, en donde las oscilaciones piezoeléctricas son inducidas por un voltaje sinusoidal aplicado
por la punta del AFM y detectado por la sefial de deflexion del cantiléver (Brubaker et al., 2016).
La respuesta electromecanica en PFM se puede dar en términos de amplitud (A) y fase (o),
comparando el voltaje AC de entrada con las vibraciones periddicas (sefial de la muestra) usando

un amplificador de bloqueo como se observa en la Figura 6.

Figura 6.

Configuracion esquematica para PFM.
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Nota. Tomada de (Seol et al., 20173).

PFM mide la deformacién bajo un campo externo eléctrico aplicado en materiales piezo-
ferroeléctricos, puede medir amplitud, fase, frecuencia de resonancia, y energia disipada (Q) por
el seguimiento de la frecuencia de resonancia en un rango de frecuencia predeterminada. En otras
palabras, la frecuencia de resonancia es determinada por las propiedades de contacto de la

superficie de la punta, lo cual provee una medida de las interacciones de la superficie de la punta.
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Los parametros de piezorespuesta (amplitud y fase), frecuencia de resonancia de contacto y energia
de disipacién Q, pueden ser medidos y mostrados en diagramas 2D simultdneamente, dichos
parametros son independientes. Los resultados de estos diagramas y la distribucién de los
parametros anteriormente mencionados, cambiando las condiciones de los compuestos pueden

mostrar por ejemplo grados de rigidez del material y energia disipada (J. Xiao et al., 2017).
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2 Objetivos e hipdtesis

2.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento piezoeléctrico, electroquimico y bioactivo de nanotubos de carbono
funcionalizados embebidos en matrices poliméricas para uso en dispositivos de ortopedia,
mediante técnicas electroquimicas, piezorespuesta de fuerza atbmica y microbalanza de cristal de

cuarzo.

2.2 Objetivos especificos

» Funcionalizar nanotubos de carbono multipared con carbonato de calcio natural y fosfatos
de calcio con precursor natural, determinando sus diferencias quimicas y morfoldgicas
mediante técnicas de DRX, FTIR, Raman, AFM, SEM-EDS y TEM.

» Obtener un recubrimiento de material compuesto de nanotubos de carbono funcionalizados
embebidos en matrices de policaprolactona (PCL) y colageno sobre material de osteosintesis
empleando técnicas de deposicion de peliculas delgadas.

> Evaluar la respuesta piezoeléctrica y electroquimica del material compuesto funcionalizado
mediante espectroscopia de impedancia electroquimica, voltamperometria ciclica,
piezorespuesta de fuerza atdbmica y microbalanza de cristal de cuarzo.

» Evaluar la influencia de la funcionalizacion de nanotubos de carbono sobre la respuesta de
células de osteosarcoma humano HOS (adhesion y proliferacion) y citotoxicidad, por anélisis

bioquimico y microscépico.
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2.3 Hipotesis

Recubrimientos poliméricos reforzados con nanotubos de carbono (NTC) depositados sobre
Ti6Al4V adquieren la propiedad de piezorespuesta al funcionalizar los NTC con fosfatos de calcio,
permitiendo mejorar la adhesion de células osteoblasticas (HOS) y la produccién de fosfatasa
alcalina al incrementar la capacidad de generar gradientes de carga eléctrica en los procesos de

adhesion y crecimiento celular.
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3 Sintesis y caracterizacion de ceramicos calcicos provenientes de otolitos de la especie

Plagioscion Squamosissimus

3.1 Introduccioén

Los fosfatos de calcio (FC), son ampliamente utilizados en recubrimientos o implantes tipo
scaffold para mejorar la unién entre el hueso y el implante. Los FC més conocidos son el fosfato
beta-tri-calcico (Caz(POa)2, B-TCP) y la hidroxiapatita (Cai0(POa4)s(OH)2, HA), los cuales han sido
utilizados en terapias correctivas para defectos 6seos y enfermedades (Ergun et al., 2011; Kumta
et al., 2005; McEntire, Bal, Rahaman, Chevalier, y Pezzotti, 2015). La HA tiene una excelente
biocompatibilidad, sus componentes son similares a los de hueso natural y dientes. EI B-TCP es
un fosfato de calcio con relacion calcio fosforo de 1.5, ha sido propuesto para aplicaciones
ortopédicas porque su tasa de bioresorcion es mas alta comparada con la hidroxiapatita pura. No
obstante, la hidroxiapatita en tamafio nanométrico incrementa la bioactividad en biomateriales
(Shojai et al., 2013). Una mezcla de HA y B-TCP denominada "fosfato de calcio bifasico (BCP)"
fue introducida inicialmente por Moore y Anuta en 1985. EI BCP consiste en una mezcla de fases
FC con un radio molar Ca / P diferente (Ebrahimi, Botelho, y Dorozhkin, 2017; Lertcumfu et al.,
2016). Ambos fosfatos muestran diferentes capacidades de resorcion, por lo que un adecuado
balance entre HA y B-TCP combina las propiedades mecénicas, biodegradabilidad y estabilidad

de las fases (Marques et al., 2017; Shim et al., 2017).
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Sin embargo, hay controversias en la cantidad apropiada de cada una de las fases de calcio
presentes y las propiedades fisicoquimicas del BCP, ya que por un lado el fosfato tricalcico tiene
una alta solubilidad bioldgica relativa y por otro lado la HA cuenta con una disolucién parcial en
medio bioldgico, lo que hace que aumente la concentracion local de iones de fosfato (HPO4>,
POs*) y de calcio (Ca?"), seguido de la precipitacion de fosfato de carbonato calcico, estos
precipitados inducen el crecimiento de hueso al implante por atraccion de osteoblastos, seguido
los osteoclastos disuelven los precipitados carbonosos en hueso nativo, en los defectos de la baja
resorcion de HA. La cinética de reabsorcion rige la fijacion del implante y por lo tanto la formacion

de hueso (Ebrahimi y Botelho, 2017; Ebrahimi et al., 2017; McEntire et al., 2015).

Los fosfatos de calcio se sintetizan mediante técnicas quimicas tales como precipitacion
acuosa, sol-gel, método hidrotérmico y deposicidn térmica. Los costos de la materia prima para la
sintesis son altos y el rendimiento es pequefio. Otros materiales de origen natural han empezado a
ser probados para sintetizar fosfatos de calcio, tales como conchas de cardiidae (familia de
moluscos) y cascaras de huevo. La HA obtenida tiene alta capacidad para precipitar apatita

(Ebrahimi y Botelho, 2017; Lertcumfu et al., 2016; Medvecky, Sopcak, Durisin, y Briancin, 2011).

Un material natural no muy estudiado en este tipo de aplicaciones son los otolitos. Los
otolitos se encuentran en la cavidad del oido interno de los peces teledsteos, situado en el saculo,
el utriculo y los canales, tiene unos pocos gramos o0 miligramos de peso y su morfologia depende
de la especie. Un analisis de difraccién de rayos X muestra que los otolitos son especies
monomineralicas compuestas de aragonita (Degens et al., 1969). El otolito crece a partir de un

nucleo central de material organico Ilamado primordio. La matriz organica proporciona un soporte
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que favorece la nucleacion de cristales de aragonita que crecen en su eje ¢, por lo que
aparentemente la aragonita estd acompafiada de proteinas llamadas otolina (Degens et al., 1969;
Mulcahy et al., 1979; Woijtas et al., 2015). En un ensayo de biocompatibilidad en ratones, tubos
de polietileno que contenian otolitos se implantaron subcutdneamente en la parte posterior de
ratones Wistar. Los resultados de esta investigacion mostraron que después de 30 dias el tejido
que rodea los implantes estaba compuesto de fibroblastos y nuevas fibras de coldgeno corrugado
(Santos et al., 2013). En la presente investigacion se utilizaron otolitos de peces de la familia
Sciaenidae de la especie Plagioscion Squamosissimus, comUnmente llamada en Colombia
Curvinata, Corvina de rio o Cabeza de piedra. A partir de los otolitos se sintetizaron fosfatos de

calcio con caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para ser utilizados en aplicacion biomédica.

3.2 Metodologia

En Colombia la especie Plagioscion Sguamosissimus esta distribuida en Orinoquia,
Amazonia y Magdalena, y se pesca para consumo humano. El material otolito (Figura 7 (a)) fue
recolectado de peces Corvina de Rio provenientes de Orocué — Casanare — Colombia, presenta en
su aspecto a simple vista unos anillos alternados que llamaremos “zona blanca” y “zona
transllcida”, esto se interpreta comunmente para representar anillos de crecimiento anuales o
estacionales que permiten estimar la edad del pez (Degens et al., 1969). Los otolitos fueron
caracterizados fisicoquimicamente para evaluar la posibilidad de su uso como materia prima en la
sintesis de fosfatos calcicos. En la Figura 7 (b), se muestra un corte transversal del otolito de ancho
1,5 cm aproximadamente y se evidencia la zona blanca y translucida. Debido al uso de este

material, esta investigacion solicitd aval del Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la
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Universidad Industrial de Santander, el cual fue otorgado por acta No. 25 del 16 de diciembre de

2016.

Figura 7.

Otolito de la especie Plagioscion Squamosissimus, (a) completo, (b) seccion transversal.
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Inicialmente, los otolitos se lavaron con etanol y agua desionizada por sonicacion durante
1 hora para cada solucion y se dejaron secar en una camara de bioseguridad de flujo laminar
horizontal durante 30 min. La frecuencia de vibracion y naturaleza de los atomos presentes en el
biomineral se evalu6 mediante espectroscopia Raman (Labram HR Evolution HORIBA Scientific)
atemperatura ambiente, usando un laser de 532 nm, una potencia de 50 mW, tiempo de adquisicion
de 7s y tiempo de acumulacién de 5s. Las micrografias del otolito se llevaron a cabo en el equipo
de microscopia electronica de barrido SEM Evo Mal0 Carl Zeiss (Oxford Instruments) con una
distancia de trabajo de 24.5 — 25.5 mm, detectores de electrones secundarios y un voltaje de 30
kV, para esto, se llevd a cabo un cubrimiento con oro (Quorum Q1SORES) en el vacio durante

100 s, produciendo una capa de espesor de aproximadamente 6 nm.
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La evaluacion de la fase cristalina se llevé a cabo por difraccion de rayos X (DRX Avance
Bruker D8, Alemania) en 26 = 20 - 70 °. El analisis cualitativo de la fase presente en los otolitos
se realizé comparando el perfil observado con los perfiles de difraccion reportados en la base de
datos PDF-2 del Centro Internacional de Difraccion de Datos (ICDD por sus siglas en inglés). El
analisis cuantitativo de las fases se realizo por refinamiento mediante el método Rietveld del perfil
observado, afiadiendo una cantidad estandar interna conocida (6xido de aluminio, malla -100,

99%, corindon (Al203) fase a, Aldrich n.° 23474-5), correspondiente a 20 %.

Para sintetizar el fosfato de calcio a partir de otolitos, éstos se molieron en un molino de
bolas para reduccién de tamafio y homogeneizacion (Retsch PM 1000) durante 6 min a 500 rpm y
10 s de intervalo. El material natural se calcind a 1000 °C durante 2 h a una velocidad de
calentamiento de 2 °© C/min para producir 6xido de calcio (CaO). Dado que el CaO es altamente

higroscépico, se formd hidroxido de calcio (Ca(OH)2) segln la Ecuacion 7.

Se mezclé una solucion de &cido fosforico 0,6 M (HsPOs al 85%, Merck) con una
dispersion de hidréxido de calcio 1 M del obtenido de la calcinacion de los otolitos hasta llegar a
un valor de pH especifico, a una velocidad de 5 ml/min con agitacion continua a 90 °C durante 1
h y otra hora mas sin temperatura. La mezcla se dejé sin agitacion durante 48 h a temperatura
ambiente. Inicialmente se llevd a cabo la reaccion a pH 4, 5y 6. De acuerdo con los resultados
obtenidos y con el fin de aumentar la cantidad de la fase hidroxiapatita, se decidi6 ampliar el
tiempo de precipitacion a otros cuatro valores de pH 5, 6, 8 y 10. Los fosfatos de calcio precipitados
se lavaron con agua desionizada y se secaron durante 24 h a 105 °C. Con el fin de obtener un BCP,

la calcinacién se llevo a cabo por encima de 700 °C, ya que se conoce que por encima de esta
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temperatura, la hidroxiapatita puede ser descompuesta en -TCP y CaO (Fathi et al., 2008). La

reaccion de la Ecuacion 8 (Sequeda et al., 2012) se llevé a cabo a 1050 °C durante 3 h.

€aC0; oo Cal Ca(OH), 7)
10C(1(0H)2 + 6H3P04 M Calo(P04)6(0H)2 + 18H20 (8)

El andlisis cuantitativo de las fases por DRX se realizd por refinamiento mediante el
método Rietveld del perfil observado, afiadiendo una cantidad Al>Os fase o, correspondiente a
21.69, 21.52, 20.93, 20.82, 20.61, 21.35 y 19.60 % en peso parapH 4,5y 6 (48 h), 5,6, 8y 10
(96 h) respectivamente. Las condiciones de medicion fueron a un voltaje de 40 kV, una corriente

de 40 mA, muestreo de 0,02 ° y tiempo de muestreo de 0,6 s.

La morfologia de las muestras obtenidas se analizé por microscopia electronica de barrido
(SEM Evo Mal0 Carl Zeiss, acoplado con la técnica espectrometria de dispersion de energia de
rayos X (EDS)), electrones secundarios, con una distancia de trabajo de 8.0-8.5 mm y un voltaje
de aceleracion de 15-20 kV. Los grupos funcionales de FC se verificaron mediante espectroscopia
infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) en un espectrdmetro Nicolet iS50 con la técnica de
reflexion total atenuada ATR en un intervalo de 4000 a 400 cm™, con 32 scans a una resolucion
de 4 cm™, asi como la frecuencia de vibracion y naturaleza de los atomos presentes se evalu6
mediante espectroscopia Raman (Labram HR Evolution HORIBA Scientific) usando un laser de

532 nm.
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3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizacion de otolitos de Plagioscion Squamosissimus

El patron de difraccion de rayos X del polvo de otolito se muestra en la Figura 8. En el
analisis cuantitativo de DRX se encontrd un 82.5 % en peso de la fase cristalina aragonita (CaCOz)

y 17,5 % en peso de amorfos.

Figura 8.

Patrdn de difraccién de polvo de otolitos de pez.
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El perfil observado de DRX muestra los picos principales para este tipo de carbonato de
calcio que coincide con la tarjeta PDF 000-75-2230 del ICDD. Segun Pattanaik, el crecimiento de
la matriz célcica esta mediado por factores cinéticos tales como el grado de supersaturacion de
carbonato de calcio que favorece la formacion de aragonita (Pattanaik, 2005). Ademas, otras
condiciones ambientales como la temperatura, la contaminacion y la actividad bioldgica afectan

la formacion de la estructura biomineral (Yan et al., 2012).
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La Figura 9 muestra el espectro Raman de otolitos de pez en polvo. La cristalizacion del
carbonato de calcio en su fase de aragonita se muestra marcada por los picos principales 152, 207,
701-705 y 1085 cm™. Las bandas entre 115 y 273 cm™ fueron asignadas a los modos vibracionales
de la celda, dos bandas de 701 y 705 cm™ fueron atribuidas a flexion plana de COs, 855 cm™ al
enlace §(CCH) y estiramiento de C-C, 1085 cm™ al estiramiento simétrico de C-O y la banda de
1464 cm™ al estiramiento asimétrico de CO3. Ambas bandas de 855 y 1464 cm™ son también
atribuidas a los modos vibracionales de fracciones organicas en el otolito como la prolina, acido
glutdmico y serina (Jolivet etal., 2013). Esta estructura biomineral no puede formarse en
ambientes abiologicos y esta acompafiada por glicoproteinas acidas, parte del porcentaje de amorfo
se debe al contenido de grupos acidos en las proteinas, que estan implicados en procesos de
biomineralizacion, y que dan lugar a una mayor capacidad de atraer iones Ca?*, la estructura puede
construir estructuras de gel insolubles en agua en las matrices biomineralicas. Debido a que las
proteinas no son facilmente separables, la identificacion es muy complicada (Tohse, Saruwatari,
Kogure, Nagasawa, y Takagi, 2009; Wojtas et al., 2015; Wojtas, Wozcyrz, Ozyhar, y Dobryszycki,

2012).
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Figura 9.

Espectro Raman de polvo de otolitos de pez.
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Las micrografias SEM de otolito de pez muestran diferentes morfologias en su superficie
exterior. Dos otolitos de diferente tamafio se observaron, otolito 1 (OTH1) y otolito 2 (OTH2)
donde OTH1 es méas grande que OTH2 y el tamafio del otolito esta directamente relacionado con
el crecimiento del pez. En OTH1, se marco la zona blanca y la zona transldcida (Figura 10). El
area translcida muestra una estructura agregada en forma de copos formados a partir de pequefios
cristales de aragonita (Figura 10 (b)). Estos cristales son similares en apariencia a los otolitos de
los peces de Hoplostethus Atlanticus, que se describieron como aragonita (Gauldie, R, 1993). La
zona blanca tiene agregados en la misma direccion que los descritos anteriormente, sin embargo,
la morfologia no es la misma, y los cristales de aragonita no son tan evidentes (Figura 10 (a)). A
pesar de ello, no hubo diferencias significativas en el porcentaje de calcio en el anélisis EDS de

las dos zonas, estos porcentajes oscilaron entre el 18 y el 22% (porcentaje atdbmico) de calcio.
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Figura 10.

Micrografia SEM de otolito de pez OTHL. a) zona blanca, b) zona translicida
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Figura 11.

Micrografia SEM de otolito de pez OTH2. a) zona blanca, b) zona transldcida
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Para OTH2, la zona blanca se diferencia mas con respecto a OTH1 (Figura 11), sin
embargo, para la zona translUcida, los cristales de aragonita ya no se observan tan bien formados
(Figura 11 (b)), evidenciando que el crecimiento de los cristales de aragonita se da a partir una
matriz organica que favorece la nucleacion de cristales de aragonita. La zona blanca para OTH2
(Figura 11 (a)) es completamente diferente a lade OTH1, mostrando una superficie completamente

irregular.

Debido a las marcadas diferencias en la morfologia del otolito, se realiz6 espectrometria
micro Raman en las zonas blanco y translucido. A partir de estos ensayos, se encontrd tres zonas,
una mas que se llamd “zona opaca” y que se encuentra dentro de la zona transliicida. La zona
opaca se llamo asi debido a que no en toda la zona translicida la luz es transmitida y se pudo
evidenciar que existen diferencias quimicas en esas zonas. Se realizaron mapeos micro Raman que
van desde -30 um hasta +30 um en x y y en las zonas de interfase blanco — opaco y blanco —
translucido a dos otolitos de tamafio diferente OTH1 y OTH2, siendo OTH2 un otolito de tamafio
menor. Lo anterior se realizo con el fin de identificar diferencias quimicas significativas, para asi

tomar como poblacion para sintesis de FC, otolitos de un tamafio similar.

En la Figura 12 y Figura 13, se muestran los mapas en las interfases blanco-opaco y blanco
translucido para ambos otolitos. Para OTH1 se evidencia en las dos interfases que no hay cambio
de las bandas en los nimeros de onda (Figura 12 (a) y 12 (b)), mientras que si existe cambio en las
intensidades de dichas bandas. Una intensidad de banda menor indica menor cristalinidad de la
fraccion mineral, en este caso aragonita. Adicionalmente se presenta mayor fluorescencia en las

interfases donde existe la zona opaca, atribuyéndose este comportamiento a mayor presencia de
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organicos (Jolivet et al., 2013) siendo mas representativo este fenomeno en el OTH2 (Figura 13

(a)), donde se disminuye considerablemente la intensidad de las bandas en 152, 207 y 701 cm™

atribuidas a la fraccion mineral del otolito. Luego, para otolitos pequefios la contribucion de la
fraccion organica es considerable. Observando la interfase blanco-transltcido para ambos otolitos
(Figura 12 (b) y Figura 13 (b)), existen cambios en las intensidades de las bandas, menos evidentes
para OTH2. Sin embargo, para OTHL1 la fraccion aragonita es mas cristalina, ya que los valores de

intensidad son mayores que en OTH2 en esa interfase, confirmando que existen cambios

importantes en la composicion quimica del otolito, lo cual depende de su tamafio.

Figura 12.

Mapeo micro Raman en la interfase (a) blanco-opaco y (b) blanco-translicido en OTH1
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Figura 13.

Mapeo micro Raman en la interfase (a) blanco-opaco y (b) blanco-translicido en OTH2
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Como se observé en los mapas micro Raman, se muestran cambios importantes en los
espectros para las diferentes interfases de OTH1 y OTH2. Para identificar estos cambios, se realizd
una micrografia con el microscopio Raman con una imagen superpuesta sobre la micrografia, en
donde cada color de esa imagen superpuesta representa un espectro micro Raman (espectro
representativo ER), los cuales son mostrados en la Figura 14 a la Figura 17. Estos espectros fueron
procesados con correcciones de linea base para eliminar efectos de fluorescencia y normalizados
para eliminar por ejemplo las fluctuaciones de la intensidad del laser (Hovde et al., 2016). Se
observa para OTH1, que la zona opaca (menor intensidad) se encuentra inmersa dentro de la zona
blanca (Figura 14 (a) y 14 (b)) y una amplia zona de transicion (principalmente aragonita), mientras
que en la interfase blanco-translicido (Figura 15 (a) y 15 (b)) los cambios no son considerables,
encontrando menores intensidades para la zona de transicion. Para ambas interfases en OTHL1 se
identificaron las bandas entre 115 y 273 cm™, ~705 cm™ y 1085 cm™ asociadas a los modos
vibracionales de la celda, a la flexion plana de COs y al estiramiento simétrico de C-O

respectivamente (Jolivet et al., 2013).
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Para OTH2 en la interfase blanco-translucido (Figura 17 (a) y 17 (b)) sucede lo mismo que
para OTH1, mientras que para la interfase blanco-opaco (

Figura 16 (a) y 16 (b)) la contribucidn de la fraccion organica se ve reflejada principalmente
en la zona opaca, atribuida a una intensidad muy baja en las bandas 115 y 273 cm?,
adicionalmente, la intensidad de la banda a 1085 cm™ es menor en la zona de transicion que en la

zona blanca, en la que pueden coexistir fracciones tanto organicas como mineral.

Figura 14.

(a) Micrografia Raman con imagen superpuesta y (b) ER en la interfase blanco-opaco OTH1
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Figura 15.

(a) Micrografia Raman con imagen superpuesta y (b) ER en la interfase blanco — translicido OTH1

| —ER zona translicida

(@)

~
(=)}

-

°

ER zona blanca
~———ER zona de transicion
0.8 -

06+

Y (um)

044

Intensidad (unidades arb.)

024

0.0 -J - e S |

T T T T T T T T T
X (um) 150 300 450 600 750 900 1050 1200 1350 1500

Numero de onda (cm ™)



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 87

Figura 16.

(a) Micrografia Raman con imagen superpuesta y (b) ER en la interfase blanco — opaco OTH2
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Figura 17.

(a) Micrografia Raman con imagen superpuesta y (b) ER en la interfase blanco — translicido OTH2
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Con la caracterizacion anterior, se determina que los otolitos son especies quimicamente
cambiantes con el tiempo que dependen del crecimiento del pez, y que la fraccion mineral no se
encuentra totalmente separada de la fraccidn organica, sino que hay transiciones entre una y otra.
Asi mismo, con esta caracterizacion se determind escoger otolitos grandes de tamafio similar a
OTH1 (aproximadamente 1,5 cm de ancho) para la sintesis de FC, ya que la contribucion de la

parte mineral es mayor que en OTH2.
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3.3.2 Sintesis y caracterizacion de fosfatos de calcio tipo hidroxiapatita y f-fosfato tricalcico

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras sintetizadas a partir de otolitos de
Corvina de Rio se muestran en la Figura 18. El andlisis de DRX para los diferentes valores de pH
indica la presencia de hidroxiapatita cristalina como mayor fase acompanada por las fases f-TCP
y oOxido de calcio (CaO) como fases menores. Los picos caracteristicos principales de HA en
angulos de difraccion de 20 relevantes para cada pico son: 25.87°, 31.77°, 32.18°, 32.90°, 34.05°,
46.69° y 49.47° correspondientes a los resultados mostrados por Ebrahimi (Ebrahimi et al., 2017);
para B-TCP, los picos encontrados en el DRX fueron: 21.78°, 25.87° y 45.35°, resultados
consistentes con otros trabajos (Fathi et al., 2008; M.-C. Wang et al., 2015) para un fosfato de
calcio con relacion Ca/P de 1,67; para CaO 32.18°, 37.37°, 53.84° y para Al,03 25.57°, 35.17°,
37.79°, 43.34°, 52.53° y 57.49°. El patrén de difraccion observado estuvo de acuerdo con los
perfiles de difraccion informados en la base de datos PDF-2 (2014) del ICCD, tarjeta PDF 010-
76-0694 para hidroxiapatita, PDF 000-55-0898 para B-TCP, PDF 010-77-9574 para CaO y PDF

010-89-7715 para Al,Os.

El patrén de difraccion muestra picos a 30-35° con alta intensidad, esto puede indicar la
presencia de una fase cristalina de hidroxiapatita de tamafio nanométrico (Mattews et al., 2016;
Poinern et al., 2009), asi como los picos bien definidos indican una buena cristalinidad de la HA
(M.-C. Wang et al., 2015). Para todos los valores de pH los picos fueron identificados en las
mismas posiciones 26, con diferencias no significativas en cuanto a las intensidades. Las muestras
sintetizadas a pH 10 (96 h), pH 5.0 (48 h) y pH 4.0 (48 h), fueron las muestras con porcentajes

bajos de CaO y con porcentajes por debajo de 20% de amorfos (Tabla 3).
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Figura 18.

Patron de difraccion de fosfato de calcio derivado de otolito de pez a diferentes pH
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Los porcentajes cuantitativos del anlisis de Rietveld para la cristalinidad de las diferentes
muestras se muestran en la Tabla 3. Fue posible cuantificar la fase de hidroxiapatita para todos los
valores de pH; sin embargo, la fase B-TCP se identifica, pero no hay un modelo en la base de datos
para realizar su respectiva cuantificacion. Se encontrd una fase secundaria de 6xido de calcio
(Ca0), esto puede deberse a la descomposicion o transformacién de la fase durante el

procesamiento, como el proceso de sinterizacion (Ebrahimi y Botelho, 2017).
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Tabla 3.

Analisis cuantificable por el método Rietveld para los fosfatos de calcio obtenidos a partir de otolitos

pH Tiempo de Fase HA  Fase p-TCP CaO Total amorfo
4.0 48 89.0 % NC 0.4 % 10.6 %
5.0 48 78.3% NC 2.4 % 19.3%
6.0 48 82.2% NC 1.1% 16.7 %
5.0 96 80.9 % - 0.3% 18.8 %
6.0 96 75.6 % - 0.5% 23.9%
8.0 96 78.1% - 0.5% 21.4 %
10.0 96 80.4 % - 0.6 % 19.0 %

Nota. NC (No cuantificable).

Todas las muestras sintetizadas se evaluaron por espectrometria infrarroja y espectroscopia
Raman, con el fin de corroborar la presencia HA, B-TCP y CaO, tanto en fases cristalinas como

amorfas.

Los resultados obtenidos en la espectrometria infrarroja se muestran en la Figura 19. Los
espectros muestran las bandas de absorcion correspondientes al ion PO4* alrededor de 1088 cm™
(v3), 1023-1030 cm™ (v3), 964 cm™ (vy), 600 cm™ (v,), 565 cmt (v,) y 467-475 cm™ asignados a la
flexion O-P-O (v,), donde v,, v,, v5, v, son las vibracidn simétrica modo estiramiento, vibracién
de flexion, vibracion antisimétrica modo estiramiento y vibracion modo flexion respectivamente.
Las bandas correspondientes al ion hidroxilo OH" se encuentran alrededor de 3570 cm™ y 630
cm* (vibracion de la deformacion P-OH), lo que indica que el fosfato de calcio sintetizado contiene
HA en una proporcién considerable (Dalménico et al., 2015; Marques et al., 2017; Poinern et al.,

2009). Las bandas observadas se han atribuido a polvos de HA.
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Figura 19.

Espectro FTIR de fosfatos de calcio sintetizados a partir de otolitos a diferentes pH y tiempos de precipitacion
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El espectro de Raman del fosfato de calcio sintetizado a partir de otolitos se muestra en la
Figura 20. Las vibraciones tipicas de HA se presentaron en (v,P03~) modo de flexion (O-P-O)
alrededor de 430-450 cm™, asi como la vibracion asimétrica (vP03™) a 1015-1089 cm? y la
vibracion simétrica O—P modo estiramiento (v, P03 ™) alrededor de 960 cm™. Las bandas entre 580
y 613 cm? se atribuyen a la fase HA para la vibracion asimétrica modo estiramiento (v,P03™)
(Gao et al., 2013; Khan et al., 2013; Kim et al., 2014; Sidane et al., 2017) y las bandas 3576-3621
cm™ se asignan al estiramiento del enlace O-H (Khan et al., 2013). Adicionalmente, para la
vibracion v; (Figura 20 b) hay un corrimiento de la banda a 962-967 cm™ hacia valores mas bajos
(955 cm™) con menor intensidad relacionado con la aparicion de la fase B-TCP (Kim et al., 2014),
lo que explica la identificacion de esta fase por DRX para el menor tiempo de precipitacion, no

obstante, no se logro cuantificar debido a que se encuentra en baja proporcion.
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Las asignaciones tipicas de la banda Raman para hueso son 422-454 cm™ asignadas a (v,P037),
568-617 cm™ asignadas a (v,P037), 957-962 cm* asignadas a (v, P03™), 1006-1055 cm
asignadas a (v3P03™) y 3572-3575 cm asignadas al estiramiento OH" (Khan et al., 2013). Las
bandas en el espectro de la Figura 20 son consistentes con las bandas descritas por Khan para
hueso. Para el tiempo de precipitacion menor, hay un corrimiento en las bandas entre 573 y 613
cm (Figura 20

Figura 20 c) hacia valores menores, que de acuerdo con Kazanci et al, se deben a los cambios en la

cristalinidad del mineral por presencia de fosfatos de calcio amorfos (Kazanci et al., 2006).

Figura 20.
Espectro Raman de fosfatos de calcio sintetizados a partir de otolito a diferentes pH y tiempos de precipitacion, a)

espectro completo, b) espectro de PO; v, y c) espectro de PO; v,
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La Figura 21 y la Figura 22 muestran micrografias electrénicas de barrido de fosfato de
calcio sintetizado a pH entre 4 y 10. Se observan fosfatos de calcio densificados, de tamafio
nanomeétrico y forma esferoidal irregular. Algunas de estas particulas de forma esferoidal se
encuentran aglomeradas en particulas mas grandes, como en el caso de la sintesis a pH 8 y 10
(Figura 22 c¢ y d). Esta morfologia es similar a la presentada por Mattews et al para
nanohidroxiapatita (Mattews et al., 2016). Las diferencias en la morfologia son debidas al
porcentaje de HA y amorfo. La distribucion de oxigeno, fésforo y calcio es homogeénea en todas

las muestras, ejemplo pH 10 (Figura 22 e).

Figura 21.

Micrografias SEM de fosfatos de calcio sintetizados para 48 h a (a) pH 4, (b) pH 5 y (c) pH 6.
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Figura 22.

Micrografias SEM de fosfatos de calcio sintetizados para 96 h a (a) pH 5, (b) pH 6, (c) pH 8, (d) pH 10 y (e) mapeo

quimico para fosfato de calcio sintetizado a pH 10
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Debido a lo anterior, y con el animo de realizar electrodeposiciones de fosfatos de calcio
sobre Ti6AIl4V, se escogio el pH de 4.0 ya que tiene baja cantidad de CaO, menor porcentaje de

amorfos, menor tiempo de precipitacion y mayor porcentaje de HA.

Las bioceramicas con alta tasa de disolucion promueven importantes cambios de pH que
pueden dar lugar a procesos inflamatorios (Garrido et al., 2011), mientras que bioceramicas con
velocidades de disolucion muy lenta puede dificultar el crecimiento 6seo. Por lo tanto, la
fabricacion y evaluacion de fosfatos de calcio con diferentes tasas de disolucion son de interés
cientifico, ya que los resultados respecto a la cinética de degradacion pueden ser variados. De
acuerdo con los resultados encontrados, el fosfato de calcio sintetizado a partir de otolitos con alto
porcentaje de HA para el menor tiempo de precipitacion, puede proporcionar una superficie

adecuada para la proliferacion celular.

3.4 Conclusiones

Los otolitos de la especie Plagioscion squamosissimus son especies monomineralicas de tipo
aragonita acompafadas de fracciones organicas. Las fracciones de las fases organica y mineral
cambian dependiendo del tamafio del otolito, el cual a su vez cambia dependiendo de la edad del
pez. Teniendo en cuenta que este material es desechado, se puede considerar como alternativa

econdmica para produccion de sustitutos 0seos.

Los ensayos micro Raman y los mapas Raman en otolitos de diferente tamafio permitieron

encontrar una interfase mas de las reportadas en literatura, observando que la fraccién mineral no
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se encuentra separada de la fraccion organica, sino que hay transiciones entre una y otra. Estos
cambios se evidencian por cambios importantes en las intensidades de las bandas asociadas a la

fraccion mineral aragonita.

El analisis DRX, FTIR y Raman del fosfato de calcio sintetizado a partir de otolitos de
peces confirmo la presencia de la fase cristalina HA en todas las muestras, -TCP para el tiempo
de precipitacion de 48h y los diferentes modos de vibracion del ion PO;~. El porcentaje de
cristalinidad es mayor al 75 % en peso, la cual puede ser modificada por el tiempo de precipitacion
y el valor de pH utilizado. Por otra parte, se encontré una morfologia de fosfatos de calcio
densificados, de tamafio nanométrico y forma esferoidal irregular, lo que puede promover tanto la

sustitucién como la regeneracion 6sea.

4 Recubrimientos de ceramicos calcicos reforzados con NTC multipared funcionalizados

4.1 Introduccion

Como ya es conocido, los fosfatos de calcio (FC) sintetizados son usados ampliamente
como sustitutos 6seos o como recubrimientos de metales como titanio o sus aleaciones para
aplicaciones en ortopedia, debido a que el titanio es inerte y al contacto con el hueso vivo, la
superficie del titanio se recubre con una capa de tejido fibroso que aisla el material del tejido

circundante (Sheikh, Zhang, Tamimi, y Barralet, 2017; Trk et al., 2018b). Los fosfatos de calcio
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se usan porgue mejoran el contacto directo entre el implante y el tejido huésped, tienen excelente
biocompatibilidad y promueven la proliferacion y diferenciacion de células de tipo éseo. Los FC
varian de acuerdo con la relacion Ca/P y esta variacion se relaciona con la degradabilidad en
ambiente bioldgico (Mokabber etal.,, 2018), los compuestos de FC mas evaluados en
recubrimientos de tipo electroquimico son hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico (B-TCP), fosfato
dicélcico dihidratado (DCPD o brushita) y fosfato octacalcico (OCP) con relaciones Ca/P de 1.67,
1.50, 1.00 y 1.33 respectivamente. La electrodeposicion comparada con otras técnicas de
deposicion es una técnica de bajo costo, de facil implementacion y usa bajas temperaturas a

tiempos relativamente cortos (Mokabber et al., 2019).

La HA es la fase de Ca-P termodindmicamente mas estable; sin embargo, como se
mencion6 anteriormente, la HA densa obstaculiza el crecimiento 0seo debido a su baja
biodegradabilidad. Otros FC tienen mayor tasa de degradabilidad, por ejemplo, la brushita tiene la
habilidad de soportar la formacién de hueso nuevo con cantidades variables de tejido 6seo (Sheikh
et al., 2017) y se cree que juega un papel importante como precursor en la calcificacion de hueso,
donde el FC amorfo (considerado como la primera fase inorganica de la mineralizacion del
colageno) que luego se hidroliza a HA, lleva a cabo el proceso de calcificacion a través de DCPD

y OCP como fases intermedias (Karampas y Kontoyannis, 2013; Xie et al., 2001).

Los fosfatos de calcio muestran baja rigidez a la fractura y alta fragilidad. Con el objetivo
de mejorar la resistencia mecanica, se han dopado con iones metalicos como Zn, Ag, Ti y otros
materiales como silice, zirconio, 6xido de titanio y nanotubos de carbono, entre otros (Arul y

Vijayalakshmi, 2019). Los NTC son un excelente refuerzo de recubrimientos ceramicos debido a
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sus excelentes propiedades mecanicas, estabilidad térmica y conductividad. Ademas, los
nanotubos de carbono se pueden funcionalizar, lo que permite que otras moléculas puedan ser
adheridas a las paredes y extremos, mejorando las propiedades de los materiales. Esta estrategia
se ha usado ampliamente para incorporar fosfatos de calcio como hidroxiapatita (Khanal et al.,
2016; H. Li etal., 2017; Saveleva et al., 2018; Ustundag, 2016) o polimeros para aplicaciones
como tratamiento de cancer, transporte de medicamentos, aplicaciones biotecnoldgicas y energia

(Punetha et al., 2017; Sahithi et al., 2010; T.-M. Wu y Chen, 2006).

El objetivo de este capitulo fue purificar nanotubos de carbono multipared para luego
funcionalizarlos con ceramicos célcicos obtenidos a partir de otolito de Corvina de Rio. La
caracterizacion de la funcionalizaciéon permitio identificar si el método escogido es ideal para
incorporar particulas de cerdmicos célcicos en las paredes de los nanotubos y usar este material
para llevar a cabo electrodeposiciones sobre Ti6AlI4V. Adicionalmente, se evalud el efecto de la

incorporacion de NTC sobre la adherencia recubrimiento-sustrato.

4.2 Metodologia

4.2.1 Purificacion de nanotubos de carbono multipared por ruta acida

Se purificaron nanotubos de carbono multipared (NTC) con diametro de 6-13 nm y longitud

2.5-20 um (Sigma Aldrich No. CAS 308068-56-6) por ruta acida para mejorar su solubilidad de

los NTC en soluciones organicas. Se llevaron a cabo tres tratamientos, los cuales se describen a

continuacion:
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Tratamiento 1: Los NTC se mezclaron con 9 M de &cido nitrico por 3 h a 110 °C bajo
agitacion leve, seguidamente se lavaron con agua desionizada y se filtraron. Luego fueron tratados
con 0.1 M de NaOH por 1 h bajo agitacion magnética a temperatura ambiente para remover restos
oxidados. Luego se trataron con 5 M de HCl a 110 °C por 6 h para remover residuos metélicos de
catalizadores (Leal et al., 2016; Y. Xiao et al., 2010).

Tratamiento 2: Los NTC fueron expuestos a 37 %V/V de acido clorhidrico HCI a 25 °C
con agitacion durante 2 h, luego se filtraron y lavaron con agua desionizada hasta alcanzar un pH
7. A continuacion, fueron tratados con una mezcla de acido nitrico y acido sulfarico (HNO3 (68%)
/ H2S04 (98%)) en proporciones de 1:3 en volumen a 80°C durante 2 h bajo agitacion continua, se
realizo el lavado y filtrado al vacio hasta pH neutro. Posteriormente, fueron secados a 80 °C
durante 12 h.

Tratamiento 3: Se agregaron los NTC (0.25 % p/V) a una mezcla de H.SO4-HNO3 relacion
3:1 a temperatura ambiente y agitacion magnética por 2 h y 15 h mas sin agitacion. Luego se
adicion6 HCI y posteriormente se neutraliz6 con NaOH (Osorio et al., 2008). Finalmente, se
filtraron con agua desionizada hasta llegar a pH 6. En la Figura 23 se muestra el montaje
experimental para la purificacién de NTC por ruta acida. Los tratamientos descritos anteriormente
se llevaron a cabo para establecer en la superficie (defectos en las paredes y extremos) del nanotubo
carga superficial negativa para efectos de solubilizacion y compatibilidad en otros sistemas (Y.

Xiao et al., 2010).
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Figura 23.

Montaje experimental para la purificacion de NTC.

La caracterizacion de los nanotubos purificados se llevo a cabo mediante espectroscopia
Raman, SEM y termogravimetria (TGA) con el fin de verificar dafios extremos, estabilidad térmica
y eliminacion de elementos catalizadores como cobalto y magnesio. La técnica de espectroscopia
Raman se llevo a cabo a temperatura ambiente, usando un laser de 532 nm y un rango de nimero
de onda de 400 a 3600 cm™. Para realizar TGA, las muestras fueron escaneadas en un rango de

temperatura de 30 a 965 °C a una tasa de calentamiento de 5 °C/min bajo continuo flujo de aire.

4.2.2 Funcionalizacién y caracterizacion de nanotubos de carbono multipared/fosfatos de calcio

de otolitos de pez (NTC/FC)

La funcionalizacion de los nanotubos de carbono (NTC) con fosfatos de calcio (FC) se
llevé a cabo por dos objetivos; el primero, usar el material en polvo para que sirva como refuerzo

en recubrimientos de matrices poliméricas de policaprolactona y colageno y el segundo, para
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producir recubrimientos de FC/NTC sobre material de osteosintesis. La funcionalizacion se realizé
mediante el procedimiento de precipitacion acuosa de los fosfatos de calcio. Los NTC en tres
concentraciones se agregaron a una dispersién 1 M de hidroxido de calcio (Ca(OH)y),
seguidamente se dispersan con ultrasonido durante 20 min a una amplitud de 45 kHz y pulsos 2:1
usando el equipo Sonics Vibra Cell VCX500 equipado con una punta de 13 mm. A la solucion
anterior se agrego una solucién 0.6 M de acido fosférico hasta llegar a un pH de 4.0 a una velocidad
de 5 ml/min y una temperatura de 90 °C durante 1 h y 25 °C por una hora mas sin temperatura
manteniendo la agitacién a 400 rpm. La solucion resultante se dejé precipitar durante 48 h, se
filtrg, se lavd y se secd a 120 °C por 24 h. La concentracion final de nanotubos de carbono fue de

05,1.0y 1.5 g/L.

La caracterizacion quimica de la funcionalizacion de los NTC con los fosfatos de calcio
(FC) se realiz6 mediante espectroscopia Raman (Labram HR Evolution HORIBA Scientific) a
temperatura ambiente, usando un laser de 532 nm, una potencia de 50 mW, tiempo de adquisicion
de 7 s y tiempo de acumulacion de 5 s (grating 600 gr/mm objetivo x50), y espectroscopia
infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) en un espectrometro Nicolet iS50 con la técnica de
reflexion total atenuada ATR en un intervalo de 4000 a 400 cm™, con 32 scans a una resolucion
de 4 cm™. La morfologia fue observada mediante microscopia electronica de barrido FEI Quanta
650, electrones secundarios, con una distancia de trabajo de 8.5 mm y un voltaje de aceleracién de
15 kV y microscopia de transmision electronica en un equipo Tecnai F20 Super Twin TMP - FEI
realizando la dispersion de NTC/FC en etanol, sumergiendo la solucién en un bafio de ultrasonido

durante 5 min.
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4.2.3 Sintesis y caracterizacion quimica de recubrimientos de compuestos céalcicos reforzados

con NTC

Para realizar la electrodeposicion se usé una solucion de calcio, fésforo y nanotubos de
carbono multipared preparada segun se describio en el apartado 4.2.2. Se utiliz6 una celda
electroquimica de tres electrodos, donde se empled como electrodo de referencia un electrodo de
calomel (SCE), una malla de platino como electrodo auxiliar y una muestra de Ti6Al4V como
electrodo de trabajo. Con el objetivo de observar los potenciales de reduccion de las especies
involucradas en la deposicion de fosfatos de calcio, se realizé voltametria ciclica de barrido desde
un potencial de -2 hasta 0.3 V vs SCE, velocidad de barrido de 20 mV/s a temperatura ambiente y
400 rpm de agitacion.

Una vez realizados los recubrimientos de compuestos calcicos reforzados con nanotubos
de carbono multipared, estos se caracterizaron mediante FTIR (32 scans, ATR), Raman (laser de
532 nm), DRX (26=10°-55°, 40Kv, 40mA) y SEM-EDS (distancia de trabajo de 8.5 mm y un

voltaje de aceleracion de 15 kV).

4.2.4 Ensayo de scratch test en los recubrimientos FC/NTC

Con el fin de evaluar la adherencia recubrimiento-sustrato, se realizo scratch test en un
equipo Teer Scratch ST3001 con una punta de diamante (Rockwell C, radio de la punta de 200
pm) de acuerdo con la norma ASTM C1624-05 (ASTM International, 2015b), bajo carga
progresiva continua (4-50 N) con una velocidad de carga de 23 N / min y una velocidad de

deslizamiento de 5 mm / min para una longitud total de rayado de 10 mm. El coeficiente de friccion
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se calculd con la fuerza de friccion o fuerza tangencial (N) y la fuerza normal (N). La fuerza de
friccion y la primera derivada de la fuerza de friccion frente a la carga normal permitieron
determinar la carga critica (Lcs) como la carga normal en la que existe la falla adhesiva del
recubrimiento. Se tomaron micrografias de la longitud total del rayado y el punto de falla en un
sistema de adquisicion de imagenes estereoscopio Nikon y en el microscopio Leica DM 2700M
respectivamente, ambos con el software LAS (Leica Application Suite V 4.8). Se llevaron a cabo

tres ensayos por cada tipo de recubrimiento.

4.3 Resultados

4.3.1 Caracterizacion de nanotubos de carbono multipared expuestos a tratamientos de

purificacion

A partir de los analisis Raman y tratamientos de deconvolucién usando el ajuste
Lorentziano para encontrar los nimeros de onda y las intensidades de las bandas del espectro
(Figura 24 ()), se hallaron diferencias en las intensidades de las bandas D y G (&rea bajo cada
banda), caracteristicas de los nanotubos de carbono. Una banda D, caracteristica de los defectos
en las paredes y extremos de los nanotubos es identificada a 1325, 1329, 1332 y 1336 cm™ para
las muestras sin tratar, tratamiento 1, tratamiento 2 y tratamiento 3 respectivamente. La banda G,
caracteristica de los enlaces —C—C modo estiramiento, se encuentra a 1580, 1582, 1584 y 1589
cm® para las muestras sin tratar, tratamiento 1, tratamiento 2 y tratamiento 3 respectivamente.
Estos cambios en los nimeros de onda pueden deberse a que los tratamientos acidos rompen

algunos enlaces para insertar grupos oxidados que se pueden interpretar como defectos en la
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superficie (Thi, 2018). La banda D’ a 1612 cm™ se presenta como un hombro débil de la banda G
debido a la doble resonancia inducida por desorden y defectos en el nanotubo, mientras que la
banda G’ o también denominada 2D ~ 2650 cm™ es caracteristica del proceso de dispersion eléastica
de dos fotones. Por ltimo, una banda débil a 2914 cm™ denominada D+G es también indicativa
de una red grafitica altamente ordenada (Datsyuk et al., 2008; GindI-Altmutter et al., 2019; C. Wu
etal.,, 2012; Yadav etal., 2019). En la Figura 24 (b) se muestran los espectros Raman para
nanotubos de carbono multipared y los diferentes tratamientos &cidos, se observa un aumento en
las intensidades para los tratamientos 1y 2, mientras que para el tratamiento 3 hay una disminucion
de la intensidad con respecto a los pristinos (nanotubos sin tratamiento). Un aumento de la
intensidad de la banda 2D es caracteristica de materiales oxidados (Rebelo et al., 2016). El
aumento en la intensidad de las bandas D y D’ para los tratamientos 1 y 2, son indicativos de

defectos en las paredes como resultado de la oxidacion de los nanotubos.

Figura 24.
(a) Espectro Raman y tratamiento de deconvolucién para NTC multipared pristinos, (b) Espectro Raman para NTC

multipared pristinos y los tratamientos de purificacion.
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En la Tabla 4, se encuentra la relacion 1G/ID de las areas bajo las bandas G y D para los
diferentes tratamientos y nanotubos de carbono pristinos. Esta relacion indica la posible
modificacion de los nanotubos por los tratamientos acidos utilizados, se evidencia un aumento de
la relacion para todos los tratamientos, con mayor cambio para el tratamiento 2. Por otro lado, una
relacion de intensidades IG’/IG cercana a 1 indica el grado de pureza de los NTC, debido a que la
aparicion de la banda G’ solo ocurre en carbonos ordenados (C. Wu et al., 2012). En ese orden de
ideas el tratamiento 1 es el que presenta mayor relacién 1G’/IG, indicativo del grado de
modificacion de los nanotubos. No obstante, se requirié de otras técnicas como TGA y SEM-EDS

para evidenciar los cambios en las temperaturas de degradacion y la morfologia de los NTC.

Tabla 4.

Intensidades en Raman para NTC pristinos y con los tratamientos acidos.

Tratamiento Reactivos utilizados en el tratamiento 1G/ID I1G/IG R?

Pristino --- 0.36 1.13  0.969
Tratamiento 1 HNO3z-NaOH-HCI 0.39 131 0.975
Tratamiento 2 HCI-HNO3-H2S04 0.45 1.25 0.978
Tratamiento 3 HNO3-H2SO4-HCI-NH4OH 0.38 1.04 0.915

La Figura 25 (a) muestra las diferencias en el comportamiento térmico de los NTC pristinos
y los nanotubos expuestos a los diferentes tratamientos de purificacion. Es evidente que para los
nanotubos pristinos la descomposicion completa existe entre 500 y 700 °C, mientras que para los
tratamientos de purificacion la temperatura de degradacion completa se encuentra por encima de
965 °C, a esa temperatura, solo existe una pérdida de peso entre ~14 % (tratamiento 1y 3) y 40 %

(tratamiento 2). De acuerdo con Osorio et al., una descomposicién temprana ocurre cuando los
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nanotubos tienen defectos superficiales como grupos carboxilos, alrededor de 200 °C y el carbono
amorfo o desordenado tiende a oxidarse alrededor de 500 °C (Osorio et al., 2008). En la Figura 25
(b), se muestra la derivada del peso vs temperatura, las inflexiones muestran las temperaturas de
degradacion de grupos presentes en la muestra. Los termogramas se separaron en tres zonas: La
zona | comprende temperaturas entre 30 y 150 °C correspondiente a la evaporacion del agua
adsorbida, la zona Il de 150 a 350 °C es atribuida a la decarboxilacion de grupos carboxilicos
presentes en las paredes de los nanotubos y la zona 111 de 350 °C en adelante, corresponde a la

oxidacion térmica de los carbonos desordenados.

Figura 25.
(a) Termogravimetria y (b) derivada de la pérdida de peso de NTC pristinos y los diferentes tratamientos de

purificacion.
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De acuerdo con lo anterior, el tratamiento 1 seguido del tratamiento 2 muestran una
inflexion en la zona Il, con pérdidas de peso del 5 y 6 % respectivamente, mientras que el
tratamiento 3 no muestra inflexion en la zona Il, lo que indica que existen algunos grupos

funcionales como carboxilos en las paredes de los nanotubos con los tratamientos 1 y 2. Solo para
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los nanotubos de carbono pristinos se evidencia una temperatura de degradacion completa de la

muestra a 617 °C.

En la Figura 26 y Figura 27 se muestran las micrografias electronicas de barrido de los
NTC pristinos y con los diferentes tratamientos de purificacion. Adicionalmente, se encuentran los
porcentajes en peso de cada elemento encontrado en los NTC después de los tratamientos base-
acido por analisis EDS (Figura 28).

Figura 26.

Micrografias SEM de NTC, (a, a’) NTC pristinos
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Figura 27.
Micrografias SEM de NTC, (a, a’) NTC con tratamiento 1, (b, b’) NTC con tratamiento 2y (c, c’) NTC con

tratamiento 3

'
17 nm
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Figura 28.

Porcentaje en peso elemental para NTC sin y con tratamientos encontrado por EDS
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Los NTC pristinos contienen cantidades considerables de impurezas como magnesio,
aluminio y cobalto, provenientes de los catalizadores usados en el proceso de fabricacion. Es claro
que las cantidades de impurezas disminuyeron con los tratamientos de purificacion; sin embargo,
en el tratamiento 3 se encuentran mas trazas de catalizadores y elementos provenientes de los
reactivos usados como cloro y azufre. La morfologia de los NTC cambia con los tratamientos,
observandose cambios en el diametro. EI mayor cambio se encuentra en el tratamiento 2 y 3, en
donde el diametro de los NTC disminuye. El tratamiento de NTC con agentes oxidantes fuertes
puede adherir con mayor probabilidad grupos funcionales como OH y COOH; sin embargo,
conlleva a dafios estructurales en las paredes de los nanotubos y acortamiento de estos (Datsyuk
et al., 2008). Por esta razon, es importante la busqueda de un tratamiento adecuado que mejore la

pureza y la solubilidad de los NTC en otros medios, sin afectar las paredes de los nanotubos.

Con base en las caracterizaciones anteriores y teniendo en cuenta la relacion de

intensidades 1G’/IG, la presencia de posibles grupos carboxilicos evidenciado por las inflexiones
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presentadas en la zona Il del TGA, la morfologia y andlisis por EDS, se usa el tratamiento 1 para
la proxima etapa de la funcionalizacion de los NTC con fosfatos de calcio provenientes de otolitos

de pez.

4.3.2 Evaluacién de la funcionalizacion de nanotubos de carbono multipared/fosfatos de calcio

de otolitos de pez (NTC/FC)

El espectro FTIR de fosfatos de calcio y nanotubos de carbono se muestra en la Figura 29.
Las bandas de absorcion a 3571 cm™ y 630 cm® son originadas por el estiramiento del enlace O—
H y la deformacion de la vibracion P-OH. La banda a 1640 cm™ es asignada a la flexion de H-O—
H. Las bandas asociadas con el ion PO4s* son 1092 cm™ (v3), 1029 cm™ (v3), 961 cm™ (v,), 602
cm? (v,), 561 cm? (v,), correspondiente al estiramiento asimétrico (v3) P-O, estiramiento
simétrico (v;) P-O y estiramiento asimétrico (v,) O—P-O respectivamente. La banda para el ion
HPO: se encuentra a 874 cm™. La banda a 470 cm™ esta asociada al estiramiento fuera del plano
vz(P043_). Estas bandas son consistentes con un fosfato de calcio tipo hidroxiapatita (HA)
(Dalmonico et al., 2015; Marques et al., 2017; Medvecky et al., 2011; Poinern et al., 2009), las
cuales concuerdan con los polvos FC NTC 1.0 g/L y FC NTC 1.5 g/L. Asi mismo, las bandas a
1418y 1463 cm™* son apreciables para las muestras con mayor cantidad de nanotubos, debido a la
vibracion del grupo carbonato (COs%) que sustituye los grupos POs% en la estructura de la HA,
encontrandose una HA carbonatada tipo B, en donde el carbonato sustituye los grupos fosfato en
vez de los grupos hidroxilo (tipo A), ya que cuando la hidroxiapatita carbonatada es tipo A, las

bandas se encuentran en 1455-1545 cm™ (Titorenkova et al., 2019; Tirk et al., 2018b).
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Para el polvo FC NTC 0.0 g/L, se aprecia un espectro IR consistente con un fosfato
dicélcico dihidratado (DCPD-CaHPO4.2H20-brushita). Las bandas observadas en los diferentes
numeros de onda tienen unas variaciones con respecto a las descritas anteriormente. Dos bandas
pronunciadas en 3478 y 3540 cm™ y dos mas a 3270 y 3156 cm™, indican la presencia de enlaces
O-H provenientes de la molécula de agua de la brushita. La banda a 1640 cm™ esta asociada a la
vibracién de flexion del enlace H-O—H, mientras que las bandas observadas a 1195, 1126 y 1058
cm™ son las vibraciones de estiramiento de P — O (Figura 29 b). Las bandas de absorcion a 984,
873 y 783 cm® corresponden a las vibraciones de estiramiento asimétricas de P-O—P (Karampas
y Kontoyannis, 2013; Sanchez-Enriquez y Reyes-Gasga, 2013; Turk et al., 2018b; Z.-L. Zhang
et al., 2014). La banda fuerte a 520 cm™ y una mas débil a 575 cm™ son debidas a los modos de
vibracion de enlace del fosfato acido (H — 0 —) P = O (Turk et al., 2018b). Aparece una banda
débil a 1346 cm™ correspondiente a la flexion en plano de O—H. Para la muestra FC NTC 0.5 g/L,
las bandas encontradas en el FTIR son consistentes con las descritas para HA, sin embargo, un
doblete encontrado a 1346-1407 cm™ indican la presencia de O—H en modo flexion en el plano
para la brushita y no a las bandas asociadas para el ion carbonato, lo que sugiere una mezcla de

HA y brushita para esta Gltima muestra (Figura 29 c).
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Figura 29.
Espectro FTIR de polvos de FC/NTC con diferentes concentraciones de nanotubos de carbono multipared,
obtenidos por el método de precipitacion acuosa, a) espectro completo, b) y ¢) espectro en el nimero de onda de
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Con el fin de confirmar los resultados encontrados en FTIR, se llevaron a cabo mediciones
Raman en las muestras en polvo. Para brushita, el pico Raman més intenso ocurre a 985 cm™
asociado al estiramiento simétrico P-O modo v, otra banda a 590 cm™ se identifica para DCPD
asociada a la vibracion de O—P—O(H) modo flexion y a 1132 cm™ atribuido a la vibracion de
HPO.4> modo estiramiento (Figura 30). Ademas de la presencia de brushita en FC NTC 0.0 g/L,
fue posible identificar en el espectro Raman bandas caracteristicas de fosfato dicalcico anhidro
(DCPA - CaHPO4 - monetita), en numeros de onda 395, 421, 475, 562, 902 y 1092 cm

correspondientes a v, P-O modo flexion (395, 421 y 475 cm™), v, P-O modo flexion, v3 P-O(H)
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modo estiramiento y v; P-O modo estiramiento asimétrico respectivamente (Karampas y
Kontoyannis, 2013; Svecova y Bartingk, 2018; J. Xu etal., 1999). El espectro Raman para
hidroxiapatita tiene un pico caracteristico alrededor de 960 cm, correspondiente al estiramiento
simétrico P-O (v;), O-P—O modo de flexion doblemente degenerado ~ 430 cm™ y modo de
flexion del grupo POs (O-P-0) a 585 cm™ (Pierre etal., 2019; Tiirk etal., 2018b), lo que
concuerda con las bandas observadas en las muestras FC NTC 1.0 g/L y FC NTC 1.5 g/L. Las

bandas alrededor de 3550 cm™ se asocian a las vibraciones del grupo hidroxilo.

Para el polvo FC NTC 0.5 g/L, los modos Raman a 347 y 721 cm™ concuerdan con el
espectro de Ca(OH), (Schmid y Dariz, 2015). Adicionalmente, aparece la banda a 475 cm™
atribuida a v, P-O modo de flexion de la monetita y a 590 cm™ se registra la banda de la vibracion
de O-P-O(H) modo de flexion para brushita con menor intensidad que FC NTC 0.0 g/L pero
mayor intensidad que FC NTC 1.0 g/L y FC NTC 1.5 g¢/L. Por altimo, se encuentra la banda a
1032 cm™ con una intensidad fuerte que no es atribuida a brushita, monetita o hidroxiapatita
directamente. Esta banda es atribuida a la presencia de carbonato presente en la red, que cambia la
estructura cristalina, provocando una disminucién en las apatitas no estequiométricas, lo que
concuerda con los resultados observados por FTIR (Toledano et al., 2018). Las bandas a 1338 cm"
! (banda D) y a 1570 cm™ (banda G) confirman la presencia de nanotubos de carbono (-C—C modo
estiramiento), visible en todas las muestras con NTC. Estas bandas estan asociadas con un modo
inducido por desorden en el grafito y la pureza o simetria de la estructura grafitica respectivamente

(H. Lietal., 2016; S. Liu et al., 2017; Neelgund et al., 2011; Ribeiro et al., 2015).
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Figura 30.
Espectro Raman de polvos de FC/NTC con diferentes concentraciones de nanotubos de carbono multipared,

obtenidos por el método de precipitacion acuosa
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Nota. Detalles del espectro en numero de onda 3500-3600 cm™ pueden ser vistas en el inserto.

Basados en los espectros FTIR y Raman, para un fosfato de calcio obtenido por
precipitacién acuosa, usando como materia prima los otolitos de pez y sin presencia de nanotubos,
se obtiene un fosfato de calcio tipo brushita en mezcla con monetita. A medida que cambia la
concentracion de nanotubos de carbono multipared, la naturaleza del fosfato de calcio cambia. Asi,
para el polvo FC NTC 0.5 g/L, se encuentra una mezcla entre brushita, monetita e hidroxiapatita

con Ca(OH)y, finalmente para FC NTC 1.0 g/L y FC NTC 1.5 g/L hidroxiapatita carbonatada.

Los cambios en la estructura del fosfato de calcio obtenido del otolito con nanotubos de
carbono se atribuyen al hecho de que a medida que aumenta la cantidad de nanotubos de carbono,
se reemplazan mas grupos PO4> por COs%, lo que da lugar a una transicion de fosfato de calcio

que comienza en una brushita-monetita, pasando a traves de brushita-monetita-hidroxiapatita y



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 115

Ca(OH); al disminuir las bandas de Raman de 1092 y 1132 cm™ y aumentar las bandas de 1032 y
956 cm™. Se encontr6 que las muestras con la mayor cantidad de nanotubos contenian
hidroxiapatita carbonatada, donde la banda de Raman a 3561 cm™ disminuye por la presencia de
grupos hidroxilo y no por la presencia de agua en la brushita, ademas de la eliminacion completa
de la banda 1032 cm™, estas transiciones son favorables, ya que, en el hueso, la apatita contiene 2
a 6% en peso de COs* que sustituye a POs*> (Khan et al., 2013), estos polvos de hidroxiapatita
tipo B sustituidos son mas amorfos, de tamafio de particula nanométrica y tienen mejor

bioactividad (Turk et al., 2018b).

La brushita es un biomaterial ampliamente utilizado en osteogénesis, se ha detectado en
callos de fractura, en formas calcificadas, no induce inflamacién y tiene una biocompatibilidad
excelente, su tasa de reabsorcion es menor que la HA, también tiene la capacidad de aumentar los
niveles de iones de calcio y fosfato cerca de la interfaz del implante-tejido y puede convertirse en
un fosfato de calcio menos soluble como HA (Sheikh et al., 2017; Turk et al., 2018b). EI proceso
de disolucién de brushita y conversion a hidroxiapatita se muestra en la Ecuacién 9 (T.-M. Wu y
Chen, 2006; Xie et al., 2001). Por otro lado, la aparicion de la monetita es posible por la
deshidratacion de brushita que se da entre 30 y 400 °C (proceso de secado de los polvos a 120 °C
por 24h), de acuerdo con la Ecuacion 10. La monetita ha mostrado buena capacidad para la
formacion o6sea en defectos dseos (Tamimi, Nihouannen, etal., 2012), tiene una tasa de
reabsorcién similar a la de la brushita y en pruebas in vitro e in vivo ha demostrado que se puede

convertir en fosfato octacélcico (Sheikh et al., 2015).

10CaHPO,.2H,0 — Ca,,(P0,)s(OH), + 4H,P0, + 18H,0 9)
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CaHPO,.2H,0 — CaHPO, + H,0 (10)

La morfologia de los polvos de FC y FC/NTC fue evaluada por SEM como se muestra en
la Figura 32 y la Figura 32. Se evidencian unas morfologias variables, compuestas de pequefias
particulas. EIl polvo compuesto por brushita y monetita, contiene particulas de mayor tamafio de
tipo nano hojas auto ensambladas, que concuerda con la morfologia de la nucleacién de brushita
(Turk et al., 2018b). Con la adicion de nanotubos de carbono, la morfologia del cerdmico cambia
hacia granos tipo varilla de tamafio menor a 200 nm en espesor, lo cual se pudo comprobar con
TEM (Figura 33). Los analisis EDS permitieron encontrar que la relacion Ca/P fue de 1.31, 1.19,
1.43 y 1.53 para FC NTC 0.0 g/L, FC NTC 0.5 g/L, FC NTC 1.0 g/L, FC NTC 15 ¢g/L
respectivamente, encontrandose los mayores valores para los polvos con mayor cantidad de NTC.

Estas relaciones fueron calculadas usando el porcentaje atdbmico de cada elemento.

Figura 31.

Micrografias SEM de polvos de fosfatos de calcio sin presencia de NTC

EHT = 1500 kv Signal A= SE1 Date :10 May 2018 @ ZEISS EHT = 15.00 kv Signal A= SE1 Date :16 May 2018 @w_ o Do
WD=B85mm  Filament Age = 8437 Howrs Mag= 200KX 3 WD=85mm  FilamentAge = 8479 Hours Mag= 20.00KX

Nota. La magnificacion original fue de 2000X para (a) y 20000X para (a’).
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Figura 32.

Micrografias SEM de polvos de fosfatos de calcio y NTC (a, a’) 0.5 g/L NTC, (b,b’) 1.0 g/L NTC, y (c,c’) 1.5 g/L

NTC

EHT = 1500 kv Signal A = SE1 Date :16 May 2018
WD=85mm  FilamentAge = 8689 Hours Mag= 20.00KX

EHT = 15.00 KV Signal A = SE1 Date :16 May 2018
WD=B0mm FilamentAge = 8639 Hours Mag= 3.00KX

EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date :16 May 2018
WD=80mm FilamentAge = 87.44 Hours Mag= 20.00KX

EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date :16 May 2018 @ -—
WD=80mm FilamentAge = 87.16Hours Mag= 200KX

2pm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date :16 May 2018 @h
WD=B5mm FilamentAge = 8853 Hours Mag= 200KX E

EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date :16 May 2018
WD= 85mm FilamentAge= 89.05Hours Mag= 2000KX

Nota. La magnificacion original fue de 2000X para (b y ¢) y 3000X para (a) y 20000X para (a’, b’, ¢’). Barra de escala

=2 um para (a, b, ¢) y barra de escala = 200 nm para (a’, b’, ¢’). El espectro de EDS puede verse en los insertos en

(a’,b’,¢).
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De acuerdo con los analisis de la técnica TEM acoplada con la técnica EDS (Figura 33), es
evidente que la estructura ceramica se une a las paredes de los nanotubos, atn después de realizar
el ultrasonido. También se evidencia, que el didmetro de los nanotubos no cambid drasticamente
con el tratamiento de purificacion, las paredes no fueron dafiadas y las particulas individuales
ceramicas fueron satisfactoriamente injertadas en las paredes de los nanotubos multipared. La
composicion elemental observada en TEM muestra un aumento de la cantidad de carbono (% peso)

en la muestra FC NTC 1.0 g/L comparada con una muestra en polvo con menor cantidad de

nanotubos.

Figura 33.

Micrografias TEM de fosfatos de calcio y nanotubos de carbono multipared (a) NTC con el tratamiento de

purificacion 1 (b, b’) 0.5 g/L de NTCy (c, ¢’) 1.0 g/L de NTC
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Nota. La magnificacion original fue de 400000X para (a), 97000X para (b, ¢) y 145000X para (b’, c’). Barra de escala
= 20 nm para (a), barra de escala = 100 nm para (b, c) y barra de escala = 50 nm para (b’, ¢’). (d) composicion

superficial elemental (% peso) usando EDS.

Por medio de la técnica de precipitacion acuosa de fosfatos de calcio provenientes de
otolitos agregando nanotubos de carbono multipared, es posible funcionalizar los nanotubos y
obtener fosfatos de calcio de tamafio nanométrico adheridos a las paredes de los nanotubos de
carbono. Se decidid entonces usar esta metodologia para producir recubrimientos sobre el material

de osteosintesis Ti6AI4V por electrodeposicion.

4.3.3 Sintesis y caracterizacion quimica de recubrimientos de compuestos célcicos reforzados

con NTC

En la Figura 34 (a) se muestra el voltamperograma en una solucién de Ca(OH)2 y HzPO4
con 0.5 g/L de NTC. Se observa un maximo en la zona de reduccién de -1.47 V vs SCE con una
corriente de -1.48 mA/cm?, indicando que a ese valor de voltaje es posible electrodepositar fosfatos
de calcio. Este valor se calculé con ayuda del software Echem Analyst Gamry Instruments 6.3.0.3.

Para soluciones con Ca(OH)2 y HsPO4 con 1.0 y 1.5 g/L. de NTC, el potencial de reduccion
se mueve un poco hacia valores mas negativos, por esta razén, las condiciones de electrodeposicion
para todas las concentraciones de NTC fueron -1.6 V vs SCE (electrodo de calomel saturado) y
3600 s. En la Figura 34 (b), se muestran las curvas cronoamperometricas de los recubrimientos a

diferentes concentraciones de NTC.
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Figura 34.
(a) Voltamperometria ciclica de Ti6AI4V en una solucion de Ca(OH), y HsPO4 con 0.5 g/L de NTC apH 4 y (b)

curva cronoamperométrica de recubrimientos de FC/NTC a diferentes concentraciones de NTC.
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A un voltaje aplicado de -1.6 V vs SCE, la respuesta en corriente oscila entre -15 y -3 mA,
las corrientes mas negativas se obtuvieron para las electrodeposiciones con mas alta concentracion
de NTC. Estas variaciones en la corriente involucran una serie de reacciones de reduccion que dan
lugar a recubrimientos de diferente composicion, como se analiza mas adelante con los ensayos de
FTIR, Raman y DRX. Por otro lado, se obtuvo una alta repetibilidad en los ensayos de
electrodeposicion, encontrando desviaciones estandar entre 0.87 hasta 2.91 mA calculadas con

n=8 tomando como dato los valores de corriente iniciales.

A continuacién, en la Figura 35 se presenta el espectro infrarrojo de los diferentes
recubrimientos. Como es posible apreciar, se obtiene un espectro muy similar al encontrado para
los polvos FC/NTC descrito anteriormente (ver Figura 29). Asi, se obtienen nimeros de onda que
concuerdan con fosfatos de calcio tipo brushita (FC NTC 0.0 g/L) e hidroxiapatita carbonatada

(FCNTCO0.5,1.0y 1.5g/L). En la Tabla 5 se muestran los nimeros de onda de las vibraciones de
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los diferentes enlaces presentes en los recubrimientos (Karampas y Kontoyannis, 2013; Logesh

et al., 2019; Titorenkova et al., 2019).

Figura 35.

Espectro FTIR de recubrimientos de FC/NTC con diferentes concentraciones de nanotubos de carbono multipared.
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Nota. Detalles de partes del espectro pueden ser vistas en el inserto.



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 122

Tabla 5.

NUmeros de onda (cm™*) y sus asignaciones FTIR para los recubrimientos de FC/NTC.

NUmeros de onda (cm™) Asignaciones Tipo de fosfato de calcio
470 O-P-0 flexién doble degenerado HA
521 (H-O-)P=0 Brushita
563 P—O estiramiento asimétrico HA
575 (H-O-)P=0 Brushita
604 P—O estiramiento asimétrico HA
633 P-OH HA
868 P—O-P estiramiento asimétrico Brushita, HA
960 P—O estiramiento simétrico HA
984 P—O-P estiramiento asimétrico Brushita
1027 O-P-0 estiramiento asimétrico HA
1058 P—O estiramiento Brushita
1095 O-P-0 estiramiento asimétrico HA
1126 P—O estiramiento Brushita
1347 O-H flexion en plano Brushita
1405 O-H flexion en plano Brushita
1419 COs* HA
1454 COs* HA
1640 H-O-H; C-OH Brushita, HA; grupos carboxilicos
3161 O-H Brushita
3268 O-H Brushita
3480 O-H Brushita
3540 O-H Brushita
3571 O-H HA

En la Figura 36 se muestra el espectro Raman de los recubrimientos FC/NTC. Las bandas
correspondientes a los modos vibracionales del ion PO4* en la HA se encuentran a 427 cm™, 590
cm?, 956 cm™ correspondientes a v, O—P—O modo flexion doblemente degenerado, v, O—P-O
modo flexion triplemente degenerado y v, P-O estiramiento simétrico respectivamente, presentes
en los recubrimientos FC NTC 0.5 g/L y FC NTC 1.5 g/L. La banda a 3564 cm™ corresponde al
estiramiento del enlace O—H y la banda a 1036 cm™ es atribuida a los carbonatos presentes en la
red de HA. Para el recubrimiento FC NTC 0.0 g/L se localizaron nimeros de onda que también

concuerdan con la monetita, encontrando bandas a 389 cm™, 421 cm®, 558 cm™, 901 cm™, 985
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cm™y 1092 cm atribuidos a los enlaces v, P-O modo flexion (389 y 421 cm™), v, P-O modo
flexion, v3 P-O(H) estiramiento asimétrico, v; P-O estiramiento simétrico y v P-O estiramiento
asimétrico respectivamente, mientras que las bandas a 378 cm™, 417 cm'1, 524 cm™, 875 cm™,
990 cm?, 1060 cm™, 1083 cm™ y 1121 cm™ corresponden a los enlaces de H20, v, P-O modo
flexion (417 y 524 cm™), v P-O(H) estiramiento asimétrico, v; P-O estiramiento simétrico, P-O
modo estiramiento y O—H modo flexion en plano (1083 y 1121 cm™) respectivamente, son
atribuidas a la brushita. Las bandas de Raman muestran que hay monetita + brushita para FC NTC
0.0 g/L, brushita para FC NTC 1.0 g/L e HA carbonatada para FC NTC 0.5y 1.5 g/L. Las bandas
a 1343 cm™ (banda D) y a 1570 cm™ (banda G) confirman la presencia de nanotubos de carbono
(~C—C modo estiramiento). Adicionalmente, se presenta una banda a 2694 cm™ para FC NTC 1.5
g/L correspondiente a la banda G’ descrita anteriormente para los nanotubos de carbono (Arul y
Vijayalakshmi, 2019; Karampas y Kontoyannis, 2013; Svecova y Bartingk, 2018; J. Xu et al.,
1999). Es posible observar esta banda G’ en el recubrimiento FC NTC 1.5 g¢/L, ya que es el

recubrimiento con mayor concentracion de NTC.

Las variaciones presentadas en los recubrimientos de FC y NTC pueden ser atribuidos al
hecho de que la incorporacién de los nanotubos de carbono conduce a la sustitucion de grupos
PO+* por grupos COs?, para el caso de hidroxiapatita carbonatada, dando como resultado

recubrimientos con diferente composicion quimica.
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Figura 36.

Espectro Raman de recubrimientos de FC/NTC con diferentes concentraciones de nanotubos de carbono

multipared.
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Al obtener espectros Raman en diferentes zonas de los recubrimientos, se encontr6é que
estos presentan diferencias quimicas a nivel micro que vale la pena estudiar. Para los
recubrimientos con nanotubos de carbono, se identificaron tres espectros que se diferenciaron por
puntos 1, 2 y 3 que van de un color claro, gris a oscuro. En la Figura 37 se muestran los espectros
con la correspondiente micrografia obtenidas por espectroscopia Raman.

Es claro que los cambios en los espectros son debido a la dispersion de los nanotubos en
los recubrimientos y al grado de funcionalizacion. Existen zonas tanto de alta concentracion de
nanotubos de carbono como de menor cantidad de NTC. Sin embargo, el tipo de fosfato para cada
recubrimiento de acuerdo con lo analizado en la Figura 36 no cambia. El espectro en el punto 3 es
un espectro en el que las mayores intensidades se observan para los numeros de onda
caracteristicas de las bandas D, G y G’ de los NTC, luego las diferencias quimicas se atribuyen a

mayor 0 menor concentracion de nanotubos de carbono, existiendo en todos los casos FC/NTC.
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Figura 37.
Micrografia y espectro micro-Raman de recubrimientos (a, a’) FC NTC 0.0 g/L, (b, b’) FC NTC 0.5 g/L, (c, ¢’) FC

NIC1.0g/Ly (d d’) FCNTC 1.5 g/L

(@) @)
6000 4 ——Punto 1
Punto 2
5000
@
E
P 5 40004
E g
2 1
> 3 30004
&
2 2000
1000 4
0
T T T T T T T T T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000
Nimero de onda (cm™)
(b)
6000
(b)
Punto 2
g0 Punto 3
7 4000
£
T g
2 5 o004
> =
b
E 2000 4
|
1000
04
T T T T T T T T T
400 80D 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000
Nimero de onda (em™)
(© (c)) ==
——— Punto 1
~—— Punto 2
4000 4 ——Punto 3
E]
£ = 30004
5
3 s
> =
5 2000
‘[
=
g
= 1000 4
0
T

T T T T T T T T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Nimero de onda (cm”)

(d)

— Punto 2
——Punto 3

4000

Y (um)

2000 -

~
ol
>
N—r
Intensidad (cuentas)

. B § g
]
2
E

T T T T T T T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

. o
Namero de onda (cm™)

X (um)

Nota. Barra de escala para (a, b, ¢, d) =4 pm.



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 126

En la electrodeposicion de FC con NTC no solo existe la reaccion quimica de formacion
de fosfatos de calcio, sino también reacciones de tipo electroquimico que intervienen en la sintesis
de FC por electrodeposicion (Ecuaciones 11 a 19). La concentracion de iones OH™ juega un papel
importante en la deposicion de FC; con la presencia de los iones OH", HPOZ~ y P03~ los iones
Ca?* migran hacia el catodo reaccionando con los iones del acido fosférico e hidroxilos,
precipitando fosfatos como la brushita y la hidroxiapatita (Chakraborty et al., 2016; Hu et al.,

2009; Mokabber et al., 2018; Tamimi, Sheikh, et al., 2012).

0, + 2H,0 + 4e~ - 40H~ (11)
2H,0 + 2e~ - 20H™ + H, 1 (12)
2H* +2e~ > H, 1T (13)
2H,P0,+2e —»2HP0Z +H, (14)
2HPO% +2e —2P03 +H, (15)
H,P0,+0H -HP03 +H,0 (16)
HPO%+0H —P0} +H,0 (17)
Ca?* + 2HPOZ?™ + 2H,0 — CaHPO,.2H,0 (18)
Ca?* + 3P03™ + OH™ - 1/2(Ca,o(P0,)s(0H);) (19)

De acuerdo con Hu et al, para este sistema y usando el estudio de la actividad de calcio
como funcién del pH en acido fosférico diluido (0.1M), en el rango de pH 0-14, dos fases HA y
brushita termodinamicamente estables son posibles y el punto de conversion entre ellas se da a un
pH=4.2 (Hu et al., 2009). Todas las electrodeposiciones se llevaron a cabo a un pH=4.0, por lo

cual concuerda con los hallazgos observados en las técnicas FTIR y Raman.
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Para evaluar la(s) fase(s) cristalinas en los recubrimientos se llevé a cabo un anélisis
cualitativo de DRX. En la Figura 38 se muestra el difractrograma de los diferentes recubrimientos
FC/NTC. La fase brushita (ICDD PDF-2 # 01-072-1240) fue identificada como la principal fase
cristalina en todos los recubrimientos, carbono (ICDD PDF-2 # 00-008-0415) y Titanio-Aluminio
(ICDD PDF-2 # 01-077-6855). Los picos caracteristicos de difraccion principales de brushita son:
11.6°, 21.0°, 23.4°, 29.3° y 47.9°; solo se observaron dos picos con una intensidad muy baja que
se atribuyeron a la fase HA no estequiométrica en angulos 26 = 26.4° y 32.5° (Khanal et al., 2016;

Pierre et al., 2019; Turk et al., 2018b).

Figura 38.

Difractograma de recubrimientos de FC/NTC con diferentes concentraciones de nanotubos de carbono multipared.
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En la Figura 39 se muestra la morfologia de los recubrimientos y la distribucion de los
elementos (mapeo quimico) Ca, P, O y C, observados por microscopia electrénica de barrido y
EDS. La morfologia cambia dependiendo de la concentracion de NTC, los recubrimientos son
altamente porosos, con estructuras no muy ordenadas encontrandose mayor homogeneidad en los

recubrimientos FC NTC 0.5 g/L y 1.5 g/L, correspondientes a los recubrimientos brushita-
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hidroxiapatita carbonatada. Asi mismo, la distribucion de elementos es homogénea en los
recubrimientos, principalmente Ca, P y C. Los andlisis EDS (Figura 40) permitieron calcular la
relacion Ca/P = 0.98, 1.30, 1.07 y 1.33 para FC NTC 0.0 g/L, FC NTC 0.5 g/L, FC NTC 1.0 g/L,
FC NTC 1.5 g/L respectivamente, encontrandose los mayores valores para los recubrimientos FC
NTC 0.5 y 1.5 ¢g/L. Estas relaciones fueron calculadas usando el %at de cada elemento
coincidiendo con fosfatos de calcio tipo brushita y monetita con relacion Ca/P de 1.0 y fosfatos de
calcio tipo amorfos o hidroxiapatitas deficientes en calcio. Adicionalmente la cantidad de carbono
aumenta de 4.91 a 8.28 %eat relacionandose con una buena incorporacion de nanotubos de carbono

al recubrimiento.

Comparando estos resultados con los polvos sintetizados FC/NTC, se encuentran algunas
similitudes, la morfologia del recubrimiento de FC sin la presencia de NTC es de tipo hojas
autoensambladas, tal como se presenta en el polvo de FC. Los recubrimientos que contienen HA
carbonatada estan formados por granos irregulares de menor tamafio que FC/NTC 0.0 g/L, con

mayor homogeneidad para FC/NTC 1.5 g/L.
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Figura 39.
Micrografias SEM y mapeo quimico de recubrimientos (a, a’) FCINTC 0.0 g/L, (b, b’) FCINTC 0.5 g/L, (c, ¢’)

FCINTC 1.0 g/L y (d, d’) FCINTC 1.5 g/L
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Figura 40.

Porcentaje atémico elemental encontrado por EDS para recubrimientos FC/NTC
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4.3.4 Evaluacién de la adherencia recubrimiento-sustrato por Scratch test

En la Figura 41 se muestran las imagenes microscépicas después del ensayo de scratch test
junto con la gréafica obtenida en este ensayo. Dicha gréafica entrega la variacion de la fuerza de
friccion (N), primera derivada de la fuerza de friccion y coeficiente de friccion, todas estas
variables vs la carga normal aplicada (N) y distancia lateral (mm) del rayado. La carga critica
(Lcs), calculada con la variacion de la primera derivada de la fuerza de friccion, es la carga normal

en la que existe la delaminacién total del recubrimiento.

Una variacion significativa en la fuerza de friccion ocurre junto con una disminucién
abrupta en el coeficiente de friccion, a su vez, se produce un aumento en la variacion de la primera
derivada de la fuerza de friccion. Este punto se observa en la Figura 41 a, b, ¢ y d; identificado con

flechas negras. El valor de la carga normal en donde existe la variacion significativa de la fuerza
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de friccion fue de 10.06+2.15, 12.89+1.37, 29.03+1.20 y 6.24+0.51 N para FC NTC 0.0 g/L, FC
NTC 0.5 g/L, FC NTC 1.0 g/L y FC NTC 1.5 g/L respectivamente y se establecié como la carga
critica Lcs. Las imagenes microscopicas muestran el punto cercano donde existe la delaminacion

total del recubrimiento y se observa material desgastado en el borde del rayado.
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Figura 41.

Scratch test de recubrimientos de FC NTC con diferentes concentraciones de hanotubos de carbono multipared
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Nota. La Figura representa la variacion de la fuerza de friccion, primera derivada de la fuerza de friccion, coeficiente
de friccion vs distancia de rayado (0 a 10 mm) y carga normal (4 a 50 N). Imagenes de microscopio 6ptico del rayado,
(@) FCNTCO0.0g/L, (b)) FCNTC0.5¢/L, (c) FCNTC 1.0 g/L y (d) FC NTC 1.5 ¢g/L. Barra de escala = 500 um para

(a b, c, d).

Se observa para todos los recubrimientos que desde el inicio del rayado (4N) existe falla
cohesiva (Figura 41), sin embargo, la delaminacién total del recubrimiento se lleva a cabo a valores
de carga considerables. Behera et al., encontr6 un valor de 7.8 N como el valor de carga a la cual
un recubrimiento de HA-BTCP hecho por magnetron sputtering sobre Ti6Al4V se delamina
completamente (Behera et al., 2018). Farnoush et al., encontré que modificando un recubrimiento
por electrodeposicion de HA con nanoparticulas de TiOg, la carga critica aumenta de 4.83 a 8.53
N con un porcentaje maximo de TiO2de 20% p (Farnoush et al., 2015). Basados en estos resultados
y en los de otros autores, se observa que los recubrimientos desarrollados aca tienen buena

adherencia, con un valor mayor para Lcz de 29.03 N para FC NTC 1.0 g/L.

La disminucién de la carga critica a medida que aumenta la cantidad de NTC en el
recubrimiento puede estar asociado con la alta porosidad y la densificacion de material (Fornell et
al., 2017), particularmente en la densificacion de nanotubos de carbono gue no tienen alto grado
de funcionalizacion con los FC. No obstante, para el recubrimiento FC/NTC 1.5 g/L a una carga
de 6.24 N, se observa que la fuerza de friccion no tiene oscilaciones, y el ancho de la marca de
rayado es mas delgada que para los demas recubrimientos, lo que esta asociado con la presion de
contacto Hertziana, donde a mayor presion de contacto mayor es la fuerza de adhesion y menor es
el ancho de rayado (Farnoush et al., 2015; Hatem et al., 2017). Un segundo punto es marcado

(flecha negra en la Figura 41 d) en 29.96 N como una segunda carga critica, esto puede estar
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relacionado con las propiedades mecanicas de los nanotubos presentes en el recubrimiento, lo cual
refuerza la matriz cerdmica y le confiere resistencia mecanica al rayado. Asi mismo, hay un

aumento en el coeficiente de friccion en los recubrimientos con mayor cantidad de nanotubos.

Los recubrimientos realizados por electrodeposicion tienen una desventaja en cuanto al
control del tipo de fosfato depositado, ya que depende de la concentracidn de iones OH™ producidas
en el catodo y esto afecta directamente la composicion del FC. Asi mismo, el Hz es producido al
mismo tiempo que OH™ dejando formacidn de burbujas de gas que pueden afectar la adherencia de
los FC sobre Ti6Al4V. Se produce entonces mayor cantidad de FC de tipo brushita-monetita, que
puede cambiarse a HA, aumentando las densidades de corriente, pero esto produciria mas iones
OH™ que resultan en mas burbujas de hidrégeno y generan menor adhesion del recubrimiento al
sustrato (Blackwood y Seah, 2009; Rakngarm y Mutoh, 2009). En consecuencia, se decide
electrodepositar FC a pH 4 sin y con nanotubos de carbono, en donde se demuestra que a partir de
otolitos es posible electrodepositar FC tipo brushita y monetita, y que la adicién de NTC cambia
la composicion del FC depositado cambiando a brushita + HA carbonatada para las condiciones
FC NTC 0.5y 1.5 ¢g/L, mejorando la adherencia de este tipo de recubrimientos con una mejor

condicion para FC NTC 1.0 g/L.

4.4 Conclusiones

Con base en la caracterizacién por Raman, SEM-EDS y TGA, el tratamiento de

purificacion 1 aplicado a los nanotubos de carbono elimind en gran porcentaje los elementos

metalicos presentes en la estructura sin afectar su morfologia. Esta eliminacion permite que los
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nanotubos tengan menos efectos adversos al ser usados en recubrimientos para implantologia,
adicionalmente, la relacion I1G’/IG de 1.31 indica el grado de modificacién sin dafio aparente en
las paredes de los nanotubos de carbono multipared. La presencia de posibles grupos carboxilicos
evidenciado por las inflexiones presentadas en la zona Il del TGA, se di6 para los tratamientos 1

y 2 con peérdidas de peso del 5y 6% respectivamente.

Los nanotubos de carbono de pared multiple utilizados en concentraciones de 0.5, 1.0 y
1.5 g/L en unadisolucion de Ca(OH). y H3POa se funcionalizaron con fosfatos de calcio de tamafio
nanomeétrico preparados por precipitacion acuosa a partir de otolitos de Corvina de Rio. Un
aumento en la concentracién de nanotubos de carbono muestra un cambio en la quimica de los
fosfatos de calcio, por lo tanto, se establece que las fases brushita-monetita y brushita-monetita-
hidroxiapatita coexisten para los polvos FC NTC 0.0 g/L y FC NTC 0,5 g/L respectivamente, y
para FC NTC 1,0 g/L y FC NTC 1,5 g/L se encontro la fase hidroxiapatita carbonatada. Mientras
que para los recubrimientos realizados por electrodeposicidn coexisten las fases brushita - monetita
para FC NTC 0.0 g/L, brushita para FC NTC 1.0 g/L y brushita + HA carbonatada para FC NTC

05y15¢/L.

Los ensayos de adherencia del recubrimiento al sustrato por scratch mostraron que la carga
critica aumenta con el aumento de la concentracién de NTC en la solucion de electrodeposicion
hasta cierto valor de NTC agregado, cuando la densificacién de los nanotubos de carbono
multipared se hace importante. Tratdndose de recubrimientos por electrodeposicion, los
recubrimientos propuestos de FC y NTC tienen buena adherencia, con un valor mayor para Lcz de

29.03 N para FC NTC 1.0 g/L.
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5 Peliculas delgadas poliméricas reforzadas con NTC multipared funcionalizados con

compuestos calcicos

5.1 Introduccioén

Los biomateriales metalicos utilizados en implantologia permiten reforzar mecanicamente
la fractura o el defecto 6seo para la recuperacion del paciente, pero suelen ser inertes ya que no
hay intercambio activo de iones. Esta propiedad no permite que las células reconozcan el
microambiente, proliferen y se diferencien de una mejor manera. Por esta razén, los materiales
biocompatibles en recubrimientos como las cerdmicas de calcio con una naturaleza quimica similar
a la del hueso o los polimeros naturales o sintéticos permiten la facil incorporacion de materiales

bioactivos o ingredientes activos, lo que hace que la recuperacién del tejido duro sea mas rapida.

Uno de los polimeros sintéticos ampliamente utilizados en la ingenieria de tejidos es la
policaprolactona (PCL - poli e-caprolactona). Posee un estado semicristalino, caracter hidrofobico,
buena solubilidad, bajo punto de fusion, velocidad de degradacion adecuada y excelente
compatibilidad (Cesur y Kahraman, 2016; Pan et al., 2012; Saveleva et al., 2018), por lo que es
un buen candidato para su uso como material de recubrimiento. Un inconveniente como con
muchos otros polimeros que tiene la PCL es su baja resistencia mecanica, que se propone modificar
en este trabajo mediante la adicién de nanotubos de carbono funcionalizados de paredes multiples
(MWCNT por sus siglas en inglés). Recientemente, se ha demostrado que la PCL y los nanotubos

de carbono pueden formar una interfaz que mejora ciertas propiedades en el compuesto
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(Papageorgiou et al., 2015). Ademas, los nanotubos de carbono pueden funcionalizarse,
permitiendo que otras moléculas se adhieran a las paredes y los extremos, mejorando las
propiedades de los materiales. Esta estrategia se ha utilizado ampliamente para incorporar fosfatos
de calcio (FC) como la hidroxiapatita (Khanal et al., 2016; H. Li et al., 2017; Ustundag, 2016),
CaCOs o0 polimeros para aplicaciones como el tratamiento del céncer, el transporte de
medicamentos, las aplicaciones biotecnoldgicas y la energia (Punetha et al., 2017; Sahithi et al.,

2010; T.-M. Wu y Chen, 2006).

Existen escasos estudios centrados en nanotubos de carbono funcionalizados con fosfatos
de calcio en una matriz polimérica que se revisan aqui. Grandfield et al., (Grandfield et al., 2009)
incorporod en una matriz de quitosano, nanoparticulas de hidroxiapatita y nanotubos de carbono, y
luego electrodeposito este material sobre Nitinol, concluyendo que estas capas protegen el Nitinol
de la corrosion, sin embargo, no se estudid la funcionalizacion de los nanotubos de carbono.
Nawrotek et al., (Nawrotek et al., 2016) electrodepositaron quitosano-nanotubos de carbono con
iones de calcio, reportaron que los NTC mejoraron las propiedades mecéanicas y que las
concentraciones utilizadas de nanotubos de carbono de 10 y 100 mg no afectaron la citotoxicidad
del material compuesto. Cai et al., (Cai et al., 2014) funcionalizaron nanotubos de carbono con
fosfato de calcio, verificando la adherencia de los fosfatos a los NTC. Este material se agregd a
una matriz de PLLA (acido polilactico) para obtener armazones de PLLA-HA-CNT, con mejores

propiedades mecéanicas.

Un polimero natural muy interesante en el area de la biomédica es el colageno (COL),

usado por ser la proteina fibrosa mas abundante en el cuerpo humano y otros vertebrados. Esta
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compuesto por dos cadenas peptidicas al y una a2 que se envuelven entre si, formando una
estructura de 1.5 nm de diametro y 300 nm de longitud aproximadamente. Cada cadena de péptidos
es una secuencia de glicina (Gly), prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp), donde Gly-Pro-Hyp
constituye al menos 30% de la cadena (Chatzipanagis et al., 2016; Ding, Du, Cao, Yue, y Cheng,
2019; Kang et al., 2008). Al igual que la PCL, las propiedades mecanicas y quimicas del colageno
han sido investigadas por la adicién de nanotubos de carbono. Ding et al., tomaron colageno tipo
| de tendon de cola de rata y adicionaron nanotubos de carbono multipared con diferentes
relaciones didmetro-longitud para realizar andamios por electrohilado. Encontraron que las fibras
de colageno con NTC multipared preparadas con acido acético (AA) aumentaron su resistencia a
la tensién y la temperatura de degradacion de la proteina fue incrementada (Ding et al., 2019).
Chakoli et al., dispersaron NTC multipared en AA, acido glutdmico, N-hidroxisuccinimiday EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) y agregaron esponjas de coldgeno. Como en el estudio de Ding
2019, se mejord la temperatura de degradacion de la proteina y se disminuyé el tiempo de
coagulacién de sangre de conejo con el aumento de la concentracién de nanotubos de carbono

(Chakoli et al., 2018).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la mejora del rendimiento en la resistencia del
polimero PCL y COL con nanotubos de carbono de pared multiple sin funcionalizar y
funcionalizados con fosfatos de calcio. En cuanto a la funcionalizacion, se usé el material obtenido
en el capitulo inmediatamente anterior y se incorpord en una matriz de PCL y COL para usarse
como recubrimiento sobre sustrato Ti6Al4V realizado por spin coating. Se evaluaron las

propiedades fisicoquimicas, asi como la prueba de scratch que permitio verificar la adherencia del
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recubrimiento al sustrato. En este estudio se observo el comportamiento del material desde varios

puntos de vista para proponerlo o0 no como material potencial en aplicaciones ortopédicas.

5.2 Metodologia

5.2.1 Sintesis y caracterizacion de peliculas delgadas poliméricas reforzadas con NTC

Con el fin de obtener peliculas delgadas de material compuesto polimero-NTC-FC sobre material
de osteosintesis (Ti6Al4V) se empled la técnica de Spin Coating. Para esto, se uso
Policaprolactona (PCL - Sigma Aldrich nimero CAS 24980-41-4 Mn 80000) y colageno tipo | de
piel de becerro (COL - Sigma Aldrich numero CAS 9007-34-5) para preparar soluciones en acido
acetico con y sin nanotubos de carbono multipared. Se disolvié PCL en &cido acético glacial
obteniendo una solucion 2.5 % p/V mediante agitacion mecénica durante 4 h a temperatura
ambiente. Se prepararon 3 soluciones adicionales, agregando NTC en concentraciones de 0.5 g/L,
1.0 g/L y 1.5 g/L. Cada una de estas 3 soluciones se llevaron a un equipo de ultrasonido con el fin
de mejorar la dispersion usando amplitud de 45 % y pulsos 2:1 durante 60 min (Pan et al., 2012).
Finalmente, las soluciones se sometieron a agitacion mecanica y a bafio ultrasénico durante 30 min
a 25 °C. Para la matriz de colageno, se prepar6 una solucion 0.5 M de acido acético y se disolvio
colageno tipo | en una concentracién de 0.8 % p/V con agitacion mecanica de 200 rpm durante 2
h a temperatura ambiente. Se agregd NTC en las concentraciones anteriormente mencionadas y se
dispersaron mediante ultrasonido de alta frecuencia usando amplitud de 45%, pulsos 2:1 durante

5 min cuidando la no desnaturalizacion de la proteina.
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Se utilizé un equipo de spin coating (Laurell WS-650H2B Figura 42) en el método
distribucion estatica para obtener peliculas delgadas poliméricas, llevandose a cabo la deposicion
de 5 capas sobre un sustrato de Ti6Al4V, cada una con tiempo de 60 s y con un volumen de gota
de 30 pL y 40 L para PCL y COL respectivamente. La velocidad utilizada para la primera capa
fue de 3000 rpm, mientras que las otras 4 se realizaron a 4000 rpm. Con el fin de mejorar la
adhesion del recubrimiento, los sustratos se expusieron a un tratamiento térmico a 50 °C y 35 °C
para PCL y COL respectivamente durante 10 min entre capa y capa. El sustrato de Ti6Al4V de 13
mm de didmetro y 3 mm de espesor se prepard superficialmente con papel de carburo de silicio
nimero 180, 240, 360, 400 y 600 y se us6 el método de decapado quimico de acuerdo con la norma

ASTM E407-07 (2015) durante 20 s para eliminar impurezas de la superficie.

La caracterizacion quimica y morfoldgica se realizé mediante SEM (distancia de trabajo
de 8.0 - 9.0 mm y un voltaje de aceleracion de 15 kV), espectroscopia Raman (laser de 532 nm),

FTIR (32 scans, modo ATR).
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Figura 42.

Equipo de spin coating y soluciones de PCL/NTC y COL/NTC

PCL/NTC

5.2.2 Sintesis y caracterizacion de peliculas delgadas poliméricas reforzadas con FC/NTC

El polvo de fosfato de calcio/nanotubos de carbono evaluado anteriormente se utilizo para
incorporar este material de refuerzo en dos matrices poliméricas, policaprolactona y colageno. Para
la dispersion de FC/NTC en los polimeros y deposicion de 5 capas sobre Ti6Al4V se usaron las
mismas condiciones descritas en 5.2.1, cambiando el tiempo de dispersion de 20 min para PCL y
5 min para COL. La caracterizacion quimica se llevo a cabo mediante espectroscopia Raman y
FTIR. Asi mismo, se us6 SEM para evaluar la morfologia de las peliculas bajo las condiciones

descritas anteriormente.
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5.2.3 Ensayo de scratch test de PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL/NTC, COL/FC/NTC

Para evaluar la adherencia de los diferentes recubrimientos poliméricos, se empled el
ensayo de scratch test bajo carga progresiva continua de acuerdo con la norma ASTM D7027-13
modo A (ASTM International, 2013). Las condiciones de ensayo fueron carga progresiva continua
de 4 a50 N, una velocidad de carga de 23 N/min y una velocidad de deslizamiento de 5 mm / min,

para una longitud total de rayado de 10 mm.

5.3 Resultados

5.3.1 Evaluacion quimica y morfoldgica de peliculas delgadas poliméricas reforzadas con NTC

En la Figura 43 se muestra el espectro IR de los recubrimientos de PCL, PCL/NTC y COL.
En la Figura 43 (a), se identifica la presencia de los estiramientos C=0, C-C, C-O, C-O-C
asimétrico y C-O-C simétrico, y los estiramientos C-H asimétrico y simétrico propios de los
enlaces presentes en PCL (Jing et al., 2015; Yang et al., 2015). En la Tabla 6 se muestran las
posiciones en los numeros de onda IR para cada banda asignada. La presencia de la
policaprolactona en los recubrimientos es perceptible con concentraciones de nanotubos de
carbono de 0.5y 1.0 g/L, tal como se visualiza en los espectros mostrados en la Figura 43; sin
embargo, cuando la concentracion es mayor (1.5 g/L), el alto orden o enlazamiento simétrico de
los NTC interfiere en la apreciacion de las vibraciones de los enlaces quimicos y en el sefialamiento
de los grupos funcionales presentes (Papageorgiou et al., 2015). En la Figura 43 (b) se identifican

las bandas a 3291 cm™, 2924 y 2852 cmt, 1628 cm™, 1536 cm™, 1446 cmt, 1310-1340 cm't, 1229
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cm?, y 522 cm, correspondientes al estiramiento O-H y N-H, estiramiento C-H, estiramiento
C=0 de laamida I, vibracion de flexion N-H de la amida I, deformacién de CH2 y CHg, vibracion
de aleteo CHy, estiramiento C-N en la amida Il y aleteo N-H de la amida respectivamente, propias
de la proteina de colageno (Ding et al., 2019; Turk et al., 2018a). No obstante, tal como sucede
con PCL al agregar NTC, hay una disminucion completa de las bandas de vibracion, en este caso
la técnica de espectroscopia Raman funciona mejor, ya que no sufre la fuerte absorcion observada
en otros tipos de espectroscopia, como en FTIR (Chatzipanagis et al., 2016). Estos espectros

Raman para los recubrimientos COL/NTC pueden ser vistos mas adelante en la Figura 49.

Figura 43.
Espectro FTIR de recubrimientos de (a) PCL/NTC con diferentes concentraciones de nanotubos de carbono

multipared y (b) COL/NTC, obtenidos por el método de spin coating
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Tabla 6.

Numeros de onda IR para recubrimientos de PCL NTC.

2 2 Q 2 2

5 .2 58 _5 0o 538 s 8

= E T £E Tg O ? =2 £ X 2 £ &

SE0 FECESGC EES EES
PCL-NTCO0.0g/L 2941.4 2856.1 17279 1297.4 1247.7 965.2
PCL-NTCO0.5¢/L 2937.1 2849.3 1723.6 12945 1244.9 960.9
PCL-NTC1.0g/L - - 17231 1296.4 1242.9 957.5
PCL-NTC15g/L - - 1722.0 - - -

En la Figura 44 a la Figura 47 se presentan las micrografias SEM de los recubrimientos
PCL/NTC junto con el espectro Raman. En el caso de la Figura 45 y Figura 46, se muestran dos
espectros Raman correspondientes a espectros tomados en dos puntos diferentes del mismo
recubrimiento. Con el fin de observar la morfologia de los recubrimientos, se realiz6 microscopia
electrénica de barrido a diferentes aumentos, donde se puede observar una baja dispersiéon de
nanotubos de carbono especialmente para la muestra PCL NTC 0.5 g/L. Esto se debe
principalmente a que los NTC tienen fuertes interacciones de Van der Waals que son muy dificiles
de romper y que los hacen formar agregados (Papageorgiou et al., 2015). Aungue las soluciones
preparadas de PCL-NTC fueron estables por un tiempo de 2 h, el medio acido como el AAy las
interacciones anteriormente mencionadas no permitieron una adecuada dispersion de nanotubos
de carbono en el recubrimiento. Wesetucha et al., prepar6 membranas de PCL (Mn 45000) y
nanotubos de carbono multipared para ser usadas como scaffolds en ingenieria de tejidos, encontrd
que los nanotubos funcionan como nucleos de cristalizacion del polimero, aun cuando son visibles
los aglomerados de NTC (Wesetlucha-Birczynska et al., 2015). Tanto en los recubrimientos 0.5

g/L de NTC como en los de 1.0 g/L de NTC, se denotan claramente dos interfases que fueron
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analizadas por micro-Raman en un rango de 800 a 3600 cm™, con una potencia de 50 mW, tiempo

de adquisicion de 12 s y tiempo de acumulacién de 8 s.

La PCL es un polimero semicristalino que, con aditivos organicos puede incrementarse los
dominios amorfos o cristalinos. En la Figura 44 (b1), es posible identificar las bandas a nimeros
de onda a 2920 cm™* (vCH,, estiramiento antisimétrico), 2870 cm™ (vCH, estiramiento simétrico),
1736 cm™ (vC = 0 ; amorfo), 1444 cm™ (5CH,; cristalino), 1304 cm™ (wCH,; cristalino y
amorfo), 1094 cm™ (vC€OC ; amorfo), 943 cm™ (vC — C00) y 852 cm™ (vC — C0O0; amorfo)
propias de la PCL con dominio amorfo. En el recubrimiento PCL — NTC 0.5 g/L, los espectros
Raman de dos interfases identificadas como P1 y P2 son mostrados en la Figura 45 (b1 y b2). Los
numeros de onda para P1 son muy similares a las descritas anteriormente, no obstante, hay una
variacion para (vC = 0), ya que se modifica de 1736 cm™ a 1727 cm™ indicando un cambio de
dominio amorfo a cristalino. Para P2 (Figura 45 (b2)), es claro que el espectro es caracteristico de
los NTC descrito en el capitulo 4. Sin embargo, dos bandas mas aparecen a 951 y 852 cm™
asociadas al enlace vC — C0OO en la PCL. Para el punto P1 de PCL — NTC 1.0 ¢g/L aparece
nuevamente la banda para vC = 0 a 1732 cm™ (Figura 46 (b1)), mientras que para P2 (Figura 46
(b2)), la banda a 2920 cm! esta asociada al enlace CH, de la PCL y por Gltimo una banda a 3215
cm asociada al ion OH, indicativo de la formacion de enlaces hidrogeno entre el solvente (acido
acético) y los grupos funcionales de los nanotubos de carbono (Hudecki et al., 2019), lo que indica

que a nivel micro, coexiste el polimero y los NTC.
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Figura 44.

Micrografias SEM (al-a3) y espectro Raman (b1) del recubrimiento PCL NTC 0.0 g/L
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Figura 45.

Micrografias SEM (al-a3) y espectros Raman (b1-b2) del recubrimiento PCL NTC 0.5 g/L
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Figura 46.

Micrografias SEM (al-a3) y espectros Raman (b1-b2) del recubrimiento PCL NTC 1.0 g/L
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Figura 47.

Micrografias SEM (al-a3) y espectros Raman (b1) del recubrimiento PCL NTC 1.5 g/L
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Se puede entonces mencionar que la cadena de PCL se ve afectada por interacciones de
tipo quimico y fisico, como puede ser aparicion de enlaces covalentes entre PCL y NTC o la
distorsion de la cadena polimérica por influencia de los nanotubos de carbono multipared.
Finalmente, para un recubrimiento de PCL — NTC 1.5 g/L (Figura 47 (b1)) el espectro micro-
Raman es mas representativo para NTC, ya que la mayor parte de la superficie esta recubierta por
nanotubos de carbono y el carbono grafitico absorbe la mayor parte de la luz incidente y dispersa
(Wesetucha-Birczynska et al., 2015; Yildirim et al., 2018), no obstante, aparece la banda a 2923 y

3216 cm* indicando la presencia de PCL y el ion OH.
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De igual manera como para los recubrimientos de PCL-NTC, se presentan en la Figura 48
y Figura 49 las microscopias electronicas de barrido y los espectros Raman para los recubrimientos
de COL-NTC respectivamente realizados por spin coating. A 50X se observan recubrimientos mas
homogéneos que los presentados con PCL. Se encontr6 que la dispersion de los NTC se mejora
con polimeros mas solubles en soluciones organicas de menor concentracion acida (AA 0.5M). En
la Figura 49 (al), las bandas Raman a 853 cm™, 878 cm™, 929 cm™, 1014 cm™, 1242 cm™, 1453
cm™?, 1660 cm™, 2881 cm™, 2940 cm™ y 3339 cm’, se atribuyen al estiramiento (vC — C) y
vibracion de flexion CCH en la prolina, estiramiento (vC — C) y vibracion de flexion CCH en la
hidroxiprolina, al anillo del prolina, fenilalanina, amida Il §(NH), vibracion de deformacion
& (CH,, CH5) de la cadena aminodcida, amida | (v C = 0), estiramiento v(CH,, CH3) (2881 y 2940
cm™), vibracion del enlace O—H de la hidroxiprolina y N-H de las amidas en esqueletos protéicos
respectivamente, caracteristicas del colageno tipo | (Chatzipanagis et al., 2016; France et al., 2014;
Janko et al., 2010; Nguyen et al., 2012; Pezzotti et al., 2017; Unal y Akkus, 2015). A medida que
aumenta la concentracion de NTC, el material se dispersa menos en la matriz de COL,
encontrandose agregaciones mayores para los recubrimientos COL/NTC 1.0 g/L y COL/NTC 1.5

g/L (Figura 48 (cl) y Figura 48 (d1)).

En los espectros micro-Raman de la Figura 49 (b1), (c1) y (d1), se aprecian los espectros
de dos puntos P1 y P2, donde P2 es el punto con mayor agregacién de NTC. Para ambos puntos
se aprecia la banda de mayor intensidad para el colageno ubicada a 2940 cm™ del estiramiento
v(CH,, CH5) y otras no muy visibles en el rango de 800-1200 cm debido a la baja intensidad, el
resto del espectro es caracteristico de los NTC. A diferencia de la matriz de PCL, no se encontrd

un punto en donde solo se encuentre el polimero, el COL coexiste con los NTC encontrando una
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interaccion entre los dos materiales. La presencia de las bandas de NTC y colageno en el
recubrimiento y el cambio en las intensidades confirma la interaccion entre los dos materiales sin

mayores cambios en las propiedades individuales (Park et al., 2014).
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Figura 48.
Micrografias SEM de recubrimientos (al-a2) COL NTC 0.0 g/L, (b1-b2) COL NTC 0.5 g/L, (c1-c2) COL NTC 1.0
g/Ly (d1-d2) COL NTC 1.5 g/L
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Figura 49.

Espectros Raman de recubrimientos (al) COL NTC 0.0 g/L, (b1) COL NTC 0.5 g/L, (c1) COL NTC 1.0 g/L y (d1)

COL NTC 1.5 g/L y sus respectivas micrografias.
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5.3.2 Evaluacion quimica y morfologica de peliculas delgadas poliméricas reforzadas con

FC/NTC

En la Figura 50 (a) se muestra el espectro Raman del recubrimiento compuesto de
PCL/FC/NTC realizado por spin coating. Las bandas para el estiramiento asimétrico y simétrico

de CH; estan a 2920 cm™ y 2864 cm™* respectivamente para PCL. Las bandas a 1727 cm, 1442

cm, 1302 cm, 1092 cm™ y 854 cmL, se pueden atribuir al estiramiento (vC=0), flexion (§CH,),

vibracion de aleteo (wCH,), estiramiento (vCOC) y estiramiento (vC-COO) de PCL

respectivamente (Wesetlucha-Birczynska et al., 2015). Estas bandas descritas anteriormente para
PCL tienen mayor intensidad para la muestra PCL/FC/NTC 0.0 g/L, intensidad que disminuye a

medida que aumenta la cantidad de nanotubos de carbono. Las bandas a 956 cm™ y 590 cm™ estan

relacionadas con el estiramiento (v, P — 0) y la vibracion del modo de flexion O-P-O (H) de los

fosfatos de calcio respectivamente (Karampas y Kontoyannis, 2013; Pierre et al., 2019; Sanchez-
Enriquez y Reyes-Gasga, 2013; Svecova y Bartiingk, 2018; Xu et al., 1999; Z.-L. Zhang et al.,
2014). La banda a 956 cm™ también esta relacionada con el estiramiento (vC-COO) de PCL. Las
bandas a 1343 cm™ (banda D), 1579 cm™ (banda G) y 2693 cm™ (banda G') pueden atribuirse a
nanotubos de carbono de paredes mudltiples, principalmente visibles en el recubrimiento

PCL/FC/INTC 1.5 g/L.

En la Figura 50 (b) se muestra el espectro Raman del recubrimiento compuesto de
COL/FC/NTC. Como se describié anteriormente en el capitulo 4 para FC en ausencia de NTC,
coexisten las fases brushita y monetita, las cuales se evidencian en el recubrimiento COL/FC/NTC

0.0 g/L con las bandas 420 cm™, 585 cm™, 894 cm™ y 982 cm™. Tres bandas a 1450 cm™, 2880
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cm™y 2940 cm, son atribuidas a la vibracion de deformacion §(CH,, CHs) y estiramiento v(C —
H) por la presencia del colageno y las bandas caracteristicas D, G y G' de los NTC en 1345 cm'?,
1584 cm™ y 2692 cm™*. Asi como para los recubrimientos de COL/NTC en el espectro Raman, en
las superficies con FC es posible observar las bandas de vibracion de cada uno de los compuestos
que conforman del recubrimiento. Un aumento en las intensidades de las bandas D y G y G' de los
nanotubos esté asociada a la mayor presencia de NTC. Las interacciones coldgeno y nanotubos de
carbono pueden ocurrir a nivel micro, en donde un NTC puede incorporarse en una molécula de
tropocolageno o el peptido helicoidal envuelva al NTC, sin embargo, no se sabe exactamente como

el nanotubo de carbono interactia con las cadenas del colageno (MacDonald et al., 2005).

Figura 50.
Espectro Raman de recubrimientos (a) PCL/FC/NTC y (b) COL/FC/NTC con diferentes concentraciones de

nanotubos de carbono multipared
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La Figura 51 muestra las micrografias SEM de los recubrimientos de fosfatos de calcio

(FC) — nanotubos de carbono (NTC) en dos matrices poliméricas de PCL y COL (PCL/FC/NTCy
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COL/FC/NTC). Con un aumento de 50X (Figura 51 a, b, c, d, e, f, g, h), se observan unos
recubrimientos uniformes, especialmente para los recubrimientos con ausencia de nanotubos, sin
embargo, con un aumento de 5000X (Figura 51 a’, b’, ¢’, d’, e’, f°, g’, h’), se observaron
aglomerados en las superficies, correspondientes a aglomerados de fosfatos de calcio y nanotubos
de carbono con fosfatos de calcio que se hicieron evidentes en las superficies con la mayor cantidad
de nanotubos (PCL/FC/NTC 1.5 g/L y COL/FC/NTC 1.5 g/L). Lo anterior es debido al hecho que
a medida que aumenta la concentracion de nanotubos la dispersion del material en polvo en la
matriz polimérica se vuelve mas dificil. Se observan las lineas de fuerza en las que el material fue
depositado, debido a la velocidad usada en el spin coating, por lo que los recubrimientos no fueron
homogéneos. No obstante, se debe evaluar la biocompatibilidad del material, ya que esta depende

de la quimica del material, la energia superficial y la topografia de la superficie (Pan et al., 2012).
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Figura 51.
Micrografias SEM de recubrimientos (a, a’) PCL FC NTC 0.0 g/L, (b, b’) PCL FC NTC 0.5 g/L, (c, ¢’) PCL FC
NTC 1.0g/L, (d,d’) PCL FC NTC 1.5 g/L, (e, ¢’) COL FC NTC 0.0 g/L, (f, ") COL FC NTC 0.5 g/L, (g, g’) COL

FCNTC 1.0g/Ly (h, h’) COL FC NTC 1.5 g/L

Nota. La magnificacion original fue de 50X para (a, b, c, d, e, f, g, h) y 5000X para (a’,b’,¢’,d’, e’, £, g’, h’).

5.3.3 Adherencia de las peliculas de PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/NTC

La Figura 52 (a-d) muestra la variacién de la fuerza de friccion (N) y la primera derivada
de la fuerza de friccion vs la carga normal. La carga critica Lcs (demarcada con circulos) fue de

13.51+£2.05, 13.97+£3.98, 15.29+0.84, 19.37+2.54, 21.84+0.50, 23.53+0.29, 25.14+0.51 y
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31.72+2.77 N para PCL/NTC 0.0 g/L, 0.5 ¢g/L, 1.0 g/L y 1.5 g/L; PCL/FC/NTC 0.0 g/L, 0.5 g/L,
1.0 g/L y 1.5 g/L respectivamente. Es claro el aumento en la carga normal a medida que aumenta
la cantidad de nanotubos de carbono, a su vez, la adicion de FC a la matriz polimérica de PCL

aumenta el valor de Lcs, mejorando la adhesion recubrimiento-sustrato significativamente.

La carga critica Lcs fue de 29.87+3.29, 22.00+1.81, 27.22+0.49, 16.25+2.12, 32.33+2.16,
29.93+£0.19, 29.12+0.61, 20.41+0.31 para COL/NTC 0.0 g/L, 0.5 g¢/L, 1.0 g/L y 1.5 g/L;
COL/FC/NTC 0.0 g/L, 0.5 ¢/L, 1.0 g/L y 1.5 g/L respectivamente. Al contrario de lo que sucede
con la matriz de PCL, el valor de carga critica no aumenta a medida que aumenta la concentracion
de NTC. En este caso, la adicion de NTC desmejora la adhesién recubrimiento-sustrato, debido a
que el tiempo usado para la dispersién de NTC y FC/NTC en la matriz de colageno fue de 5 min,
tiempo que no fue suficiente para dispersar todo el material ceramico en la matriz de COL; sin
embargo, no fue posible usar un tiempo mayor de dispersion a alta frecuencia debido a que la
proteina se podia desnaturalizar. Este corto tiempo de dispersion, permitio que aungue la solucion
fuera estable, existieran agregados de mayor tamafio en la solucion polimérica, que al ser
depositados sobre el sustrato de titanio a la velocidad del spin coating, salieran mas facilmente de
la muestra, encontrdndose recubrimientos mas delgados como se puede observar en las
microscopias electronicas de barrido de la Figura 51 para COL/FC/NTC. Los recubrimientos que
presentan menores valores de Lcz son los que contienen mayor concentracion de nanotubos de

carbono tanto para COL/NTC como para COL/FC/NTC.

En el apéndice A se presentan las figuras de la variacion de la fuerza de friccién (N),

primera derivada de la fuerza de friccion, coeficiente de friccion en términos de carga normal (N)
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y distancia lateral (mm) de cada una de las condiciones evaluadas junto con las micrografias
tomadas en el punto cercano de la delaminacion total del recubrimiento. De acuerdo con las
micrografias presentadas, la falla de todos los recubrimientos de debe al desprendimiento del
material, dejando material a lado y lado de la marca de rayado (spalling failure) (Bellido-Gonzalez
et al., 1995). Los coeficientes de friccion muestran un estado fluctuante, de acuerdo con Tozar y
Karahan, es debido a la irregularidad de la superficie a escala micro y nano (Tozar y Karahan,
2018). Valores altos en los coeficientes de friccion (CoF) en las etapas iniciales de medicion,
seguido por un decremento es atribuido a que al inicio los restos de desgaste superficial son
arrastrados en la direccion del rayado (Mina et al., 2015). En cuanto a los valores presentados de
los CoF, un valor entre 0.40 y 0.50 es encontrado en los puntos de carga critica Lcs para todos los
casos, este resultado es similar al encontrado por Quirama et al., para una aleacion Ti6Al4V
aplicando una carga de 1N (Quirama et al., 2017), mientras que al inicio de la prueba, los CoF

mayores se encuentran en las muestras con mayor cantidad de NTC.
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Figura 52.

160

Scratch test de recubrimientos poliméricos con FC y diferentes concentraciones de nanotubos de carbono

multipared. (a) fuerza de friccion vs carga normal PCL/NTC y PCL/FC/NTC, (b) primera derivada de la fuerza de

friccidn vs carga normal PCL/NTC y PCL/FCINTC, (c) fuerza de friccion vs carga normal COL/NTC y

COL/FC/NTCy (d) primera derivada de la fuerza de friccidn vs carga normal COL/NTC y COL/FC/NTC.
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Este capitulo informa sobre los aspectos de desarrollo y prueba de un recubrimiento

compuesto de dos polimeros PCL y COL por separado, con fosfato de calcio (hidroxiapatita,
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brushita y monetita) sintetizado a partir de un biomineral llamado otolito extraido de peces
Teleosteos (Plagioscion Squamosissimus) y nanotubos de carbono multipared funcionalizados en
diferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 g/L). El recubrimiento se deposito sobre un material de

osteosintesis Ti6Al4V mediante spin coating y se realizaron pruebas funcionales.

Los resultados de FTIR, Raman y SEM demuestran colectivamente que los polvos
resultantes de FC/NTC estan bien reticulados con la matriz de polimero PCL y COL, destacando
gue, aunque existieran agregados en la presencia de nanotubos de carbono a la mayor
concentracion utilizada, hay una interaccion polimero-polvos de FC/NTC. Asi mismo, las cadenas
de PCL y COL se ven afectadas por interacciones de tipo quimico y fisico, por la aparicion de
enlaces covalentes entre polimero y NTC o la distorsion de la cadena polimérica por influencia de

los nanotubos de carbono multipared en ausencia de fosfatos de calcio.

Con respecto a las pruebas de scratch, se observé que un aumento de los NTC produce un
aumento en la carga critica Lcs a la que existe la delaminacion completa del recubrimiento de PCL,
lo que muestra una fuerte indicacion de una adhesion mejorada al sustrato con un valor minimo de
13.51 N paraPCL/NTC 0.0 g/L a31.72 N para PCL/FC/NTC 1.5 g/L. Mientras que, para la matriz
de COL, la dispersion no completa del material cerdmico afectd la adhesion del recubrimiento al
sustrato, no obstante, se logré mejorar los valores de carga critica de 29.87 N para COL/NTC 0.0

g/L a 32.33 N para COL/FC/NTC 0.0 g/L y 29.93 N para COL/FC/NTC 0.5 g/L.

A partir de los resultados mostrados en este capitulo, se concluy6 que los recubrimientos

recientemente desarrollados compuestos por policaprolactona, fosfatos de calcio y nanotubos de
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carbono; colageno, fosfatos de calcio y nanotubos de carbono, pueden ser un material

potencialmente futuro para su uso en la regeneracion y el tratamiento de enfermedades Oseas.

6 Caracteristicas eléctricas y topograficas de recubrimientos de ceramicos calcicos,

policaprolactona y colageno reforzado con NTC multipared

6.1 Introduccion

Los complejos procesos celulares que se dan cuando los materiales estan en contacto con
tejido vivo, como el proceso de adhesion celular, dependen de las propiedades superficiales de los
biomateriales. Muchos estudios se centran solo en cambiar la arquitectura de los materiales
variando la rugosidad. Otras variables como topografia, composicion quimica, propiedades
mecanicas, potencial, carga, mojabilidad, etc., se encuentran interconectadas (Metwally y
Stachewicz, 2019), por lo cual, dar un concepto amplio de una superficie con base en el estudio de
una o dos variables es arriesgado. Una de las propiedades superficiales que se ha investigado es la
relacion entre la respuesta mecanica y eléctrica, conocida también como efecto piezoeléctrico.
Gran parte de los materiales investigados para sensores, actuadores, produccién de energia y en
biologia, presentan caracteristicas electromecanicas en dominios de tamafio nanométrico. Por esta
razon, nuevas técnicas se han desarrollado para evaluar propiedades de los materiales a nanoescala.
Dentro de esas técnicas se encuentran la microscopia de fuerza piezoeléctrica (PFM) o microscopia

de fuerza electrostatica de contacto dindmico (DC-EFM por sus siglas en inglés), esta técnica es



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 163

microscopia de fuerza atdbmica en modo de contacto con una punta conductora eléctricamente
cargada capaz de detectar desplazamientos a nanoescala en respuesta a estimulos eléctricos (da
Cunha Rodrigues et al., 2015; Newcomb et al., 2019). El alcance de las aplicaciones de PFM se
expanden a los materiales hibridos organicos — inorganicos (Seol et al., 2017b). Esta técnica usa
un voltaje de oscilacion adicional aplicado a la punta conductora del AFM, en donde las
deformaciones inducidas por voltaje producen vibraciones periddicas de la superficie de la
muestra, las cuales son transmitidas a la punta. Las oscilaciones del cantiléver son leidas con la
ayuda de un amplificador de blogueo. PFM se aplica generalmente para observar los patrones de
dominio ferroeléctricos, dado que la ferroelectricidad implica piezoelectricidad, el patron de
dominio se puede visualizar por su deformacion piezomecanica bajo la aplicacion de un campo
eléctrico (respuesta piezomecanica de un dominio). Con esta técnica es posible obtener la amplitud
(deformaciones) y fase (polarizacion) como funcién de un voltaje aplicado para evaluar las
caracteristicas fisicas superficiales del material en estudio. PFM puede medir dos componentes de
piezorespuesta, en plano (LPFM, lateral piezoresponse force microscopy) y fuera del plano
(VPFM, vertical piezoresponse force microscopy). Los movimientos del cantiléver pueden ser de
deflexion (VPFM) o de torsién y pandeo (LPFM). Al medir de forma simultanea la sefial vertical
y lateral, el vector PFM puede ser usado para determinar la direccion final de polarizacién a un
nivel nanométrico. En muestras con orientaciones cristalograficas arbitrarias, la aplicacion de
voltaje a la punta del AFM resultara en desplazamientos sobre y fuera del plano. (D Denning et al.,

2016; Newcomb et al., 2019; Soergel, 2011).

En materiales como la hidroxiapatita se ha estudiado que, sometiendo muestras a

polarizacidn eléctrica, se estimula en mayor proporcion el crecimiento de apatita 6sea in vitro e in
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vivo (Nakamura etal., 2004). Peliculas delgadas de HA nanocristalina muestran efecto
piezoeléctrico, en donde se da la polarizacion espontanea rerversible de naturaleza ferroeléctrica
(Lang et al., 2013). Un estudio de Rajesh et al., demostré que existe un efecto piezoeléctrico de
peliculas realizadas por spin coating de nanocompuestos de hidroxiapatita con éxido de grafeno
reducido sobre sustratos de silicio. Encontraron mediante ensayos PFM que la polarizacion del
compuesto esta fuertemente influenciada por la distribucion de la HA y los grupos presentes en el
oxido de grafeno reducido (Rajesh et al., 2017). Otros estudios como el de Stapleton et al., y Pal
et al., investigaron piezorespuesta de materiales bioldgicos como cristales de lisozima (proteina
lobular que se encuentra abundantemente en las claras de huevo de gallina, asi como en las
secreciones de mamiferos) y ufias humanas mediante la técnica de PFM, evaluando los cambios

de amplitud y fase con cambios en el voltaje DC aplicado (Pal et al., 2013; Stapleton et al., 2018).

También existen otras técnicas usando AFM como microscopia de barrido de sonda Kelvin
(SKPM por sus siglas en inglés). SKPM es una técnica de no contacto que mide los potenciales
superficiales locales en una resolucion de ~ 10 nm. Técnicas como SKPM son cada vez mas
populares para caracterizar aspectos fisicos de peliculas delgadas organicas como el transporte de
carga en transistores poliméricos. SKPM sondea el potencial electroquimico de la muestra bajo
una punta del AFM, lo que es equivalente a medir la diferencia de potencial entre la punta y la
muestra (Charrier et al., 2008). Cuando la punta del cantiléver se encuentra cerca de la superficie
del material, una fuerza electrostatica se genera causada por la diferencia entre los niveles de
energia de Fermi. Dicha fuerza electrostatica causa la deflexion del cantiléver el cual es
monitoreado por un laser y un detector (Metwally y Stachewicz, 2019). Se usaron las técnicas

PFM y SKPM para medir caracteristicas eléctricas de las superficies ceramicas y poliméricas sin
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y con nanotubos de carbono multipared. Se llevé a cabo mediciones en un solo angulo del
cantiléver (0°) donde se midid el desplazamiento fuera del plano. El objetivo de este capitulo fue
evaluar las diferencias eléctricas superficiales de las peliculas cuando se agregan refuerzos como
los nanotubos de carbono funcionalizados al ser expuestas a diferentes voltajes DC. Aunque la
técnica PFM se usa para evaluar la piezorespuesta en los materiales ferroeléctricos y
piezoeléctricos, eésta fue util para determinar los cambios en los dominios de polarizacion y

cambios de amplitud como respuesta a la aplicacion de un campo eléctrico.

6.2 Metodologia

Con el fin de caracterizar la topografia, la rugosidad y caracteristicas eléctricas de las
diferentes superficies propuestas (potencial de superficie local y piezorespuesta), se uso el
microscopio de fuerza atomica (AFM) en diferentes modos segun se describe a continuacion:

Se midio la deformacion mecanica como respuesta al voltaje aplicado por el efecto
piezoeléctrico inverso por piezorespuesta de fuerza atdbmica. Esta mediciéon se llevo a cabo con un
microscopio de fuerza atémica (NX10, Park Systems) en el modo de operacion de microscopia de
fuerzas electrostaticas. Antes de los ensayos, el equipo se calibrd con una pelicula de PTZ (Zr/Ti
de composicion 25/75) con 10% p de PbO, unas dimensiones de 0.7 mm X 0.7 mm y un espesor
de 150 nm. Se empled una punta conductora NCSTAu (Park Systems), cubierta con Au, con una
constante de fuerza de 7.4 N/m, 10 nm de diametro y una frecuencia de resonancia de 160 kHz. Se
llevd a cabo el ensayo de microscopia de fuerza electrostatica de contacto dinamico (DC-EFM
modo contacto o PFM). Con este ensayo fue posible encontrar imagenes de fase y amplitud como

respuesta al voltaje aplicado en la punta del AFM en mapeos de 5 X 5 pum con un escaneo de 0.4,
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0.6 y 0.8 Hz para los recubrimientos de los ceramicos FC y poliméricos (PCL y COL)
respectivamente, una constante de tiempo de 1 ms, una frecuencia de 17 kHz, una distancia inicial
de 120 nm de la punta a la muestra, un voltaje de la muestra de 0V, un voltaje de la punta del AFM
AC constante de 3V y una variacion en el voltaje DC de la puntade -10 V, -5V, 0V, +5V y +10
V fue aplicado. Los analisis de la piezorespuesta se llevaron a cabo con el software XEI de Park
Systems version 4.3.0.

También se llevo a cabo el ensayo de microscopia de barrido de sonda Kelvin (SKPM en
modo no contacto) para evaluar el potencial de superficie local. Se realizaron mapeos de 10 X 10
M con un escaneo de 1 Hz y una distancia entre la punta del AFM y la muestra ente 8 — 12 nm.

Se encontro el perfil de rugosidad y la topografia mediante AFM modo no contacto.

6.3 Resultados

6.3.1 Potencial de superficie local y rugosidad de recubrimientos cerdmicos y poliméricos

modificados con NTC

Mediante SKPM se estimo el potencial de superficie local. En la Figura 53, Figura 54 y
Figura 55 se muestran las micrografias y los perfiles del potencial de superficie local de los
diferentes recubrimientos cerdmicos y poliméricos. En la Tabla 7, se presentan los valores de
potencial de superficie local medio y rugosidad media aritmética. Se calcul6 el valor promedio y
la desviacion estandar realizando mediciones por duplicado. La topografia 3D y el perfil de

rugosidad se muestran en el apéndice B.
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El cambio en el potencial superficial puede modificar la adsorcion de biomoléculas
permitiendo que se inicie 0 no el proceso de adhesion de proteinas y por ende el proceso de
adhesion celular, ya que estd también relacionado con la mojabilidad. En la actualidad varios
métodos se aplican para modificar el potencial de superficie como aplicacion de un campo eléctrico
externo, modificacion por plasma, haz de iones, irradiacion con electrones entre otros (Metwally
y Stachewicz, 2019; Truchly et al., 2013). En este trabajo se midié el potencial de superficie local
medio sin aplicacion de ningin campo externo con el objetivo de observar los cambios en el
potencial superficial con el uso de nanotubos de carbono con y sin funcionalizar en peliculas

ceramicas y poliméricas.

De acuerdo con los resultados de SKPM y para las superficies ceramicas, se encuentra una
alta variabilidad en el potencial superficial especialmente para los recubrimientos FC/NTC 0.0 g/L
y FC/NTC 1.5 g¢g/L. Dos situaciones se presentan, la primera es la no homogeneidad de las
superficies y la alta porosidad tal como se evidencié en el capitulo 3 y la segunda son los valores
altos de rugosidad como se aprecia en la Tabla 7. El recubrimiento FC/NTC 1.0 g/L tiene
potenciales de superficie negativos, mientras que para el recubrimiento FC/NTC 0.5 g/L los
potenciales superficiales son positivos. Con los recubrimientos sin la presencia de NTC y con la
mayor concentracion de NTC, los potenciales fluctian entre valores positivos y negativos, lo que
puede ser favorable, ya que cuando el potencial de superficie fluctia en rangos micrométricos de
forma positiva y negativa, modifica también el patrén de mojabilidad, encontrando un amplio
rango de angulos de contacto, favoreciendo la adsorcién de proteinas especificas (Truchly et al.,

2013).
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Para los recubrimientos PCL/NTC, hay una tendencia a la disminucion del potencial de
superficie a la agregacion de NTC, igualmente sucede con los recubrimientos COL/NTC. La
presencia de mayor cantidad de NTC y por ende mayor presencia de grupos funcionales como el
ion hidroxilo (capitulo 5) hace que disminuya el potencial de superficie. Mientras que, la presencia
de FC en los recubrimientos poliméricos hace que fluctie ese potencial. No obstante, para
PCL/FC/NTC y COL/FC/NTC, los potenciales de superficie local son positivos, tanto en el perfil
como el potencial de superficie local medio. Las superficies cargadas positivamente influyen
significativamente en la proliferacion y propagacion celular, especialmente en las primeras etapas
de la interaccion célula-material, adhesion al sustrato, aplanamiento, propagacion y formacion de
adherencias focales celulares, en donde las fuerzas electrostaticas juegan un papel importante en
el enlace de la superficie y el inicio de las adherencias focales iniciales (Chang y Wang, 2011;
Metwally y Stachewicz, 2019). En un estudio de Metwally et al., el potencial superficial de fibras
de PCL producidas por electrospinning medido por SKPM fue de 145 mV. Los resultados
mostraron un incremento en la adhesion, proliferacion y formacion de filopodia (explicado en méas
detalle en el capitulo 8) de osteoblastos debido al alto valor en el potencial de superficie (Metwally

etal., 2018).
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Figura 53.

Micrografia AFM y perfil de potencial de superficie local de recubrimientos de FC/NTC
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Figura 54.

Micrografias AFM y perfil de potencial de superficie local. (a) PCL/NTC y (b) PCL/FC/INTC
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Figura 55.

Micrografias AFM y perfil de potencial de superficie local. (a) COL/NTC y (b) COL/FC/NTC
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Nota. Nanotubos de carbono en concentraciones de 0.0 g/L, 0.5 g/L, 1.0 g/L y 1.5 g/L.

En cuanto a la rugosidad media aritmética, otro factor que modifica el comportamiento
célula — sustrato, dependiendo de la escala de irregularidades del material, la superficie se divide
en macrorugosa (100 um — milimetros), microrugosa (100 nm — 100 um) y nanorugosa (menos de

100 nm). La respuesta celular a la rugosidad depende del tipo de célula. Ademas, los cambios a
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nivel nano/micro en la rugosidad de las superficies causan cambios en la energia superficial y la
mojabilidad. En forma general, para células largas como neuronas u osteoblastos, superficies
macrorugosas pueden funcionar (Chang y Wang, 2011; Tandom et al., 2018). Las superficies
ceramicas y polimeéricas desarrolladas estuvieron en el rango de micro y nano- rugosidad,
encontrando las superficies cerdmicas como las de mayor rugosidad. EXisten variaciones
significativas en los valores de rugosidad de las superficies de matriz poliméricas, esto es debido
a la distribucion y dispersion de los polvos FC/NTC en los polimeros y la agregacion de los NTC

entre si.

Tabla 7.

Potenciales de superficie local medio y rugosidades Ra de los recubrimientos ceramicos y poliméricos.

Potencial de Rugosidad media
Muestra superficie local medio NP
aritmética Ra (hm)
(mV)

Ti6Al4V 192.5 + 75.66 29.00 £ 4.24

FC/NTC 0.0 g/L 167.5+84.15 323.50 + 10.61
FC/NTC 0.5 g/L 265.5 +40.31 458.50 £+ 26.16
FC/NTC 1.0 g/L -283.5+£74.25 517.50 £ 92.63
FC/NTC 1.5 g/L -152.5 + 84.15 332.50 + 17.68
PCL/NTC 0.0 g/L 472.06 + 10.65 23.75+ 11.77
PCL/NTC 0.5 g/L 313.95+ 2.29 136.85 + 20.15
PCL/NTC 1.0 g/L -82.61+£0.78 242.70 + 78.06
PCL/NTC 1.5g/L -57.94 + 17.05 181.45+7.85
PCL/FC/NTC 0.0 g/L 483.79 + 26.22 62.10 + 16.41
PCL/FC/INTC 0.5 ¢g/L 382.14 £ 2.29 98.65 + 14.49
PCL/FC/NTC 1.0 g/L 454.31 + 8.99 112.35 + 32.17
PCL/FC/NTC 1.5 g/L 403.83 +12.54 107.60 + 28.28
COL/NTC 0.0 g/L 402.28 + 1.86 71.63+7.74

COL/NTCO0.5¢g/L 165.26 + 23.00 83.40+0.71

COL/NTC 1.0¢g/L 202.21 £24.73 7245+ 7.14

COL/NTC 1.5¢g/L 131.05 + 36.28 80.95 + 10.96
COL/FC/INTC 0.0 g/L 374.00 £ 4.24 91.50 +11.88
COL/FCINTC 0.5 ¢g/L 386.87 + 21.36 116.95 + 4.03
COL/FC/NTC 1.0 g/L 389.27 + 46.93 121.30+ 2.55
COL/FC/INTC 1.5 ¢/L 471.80 £ 4.06 84.85 + 14.64
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6.3.2 Piezorespuesta de fuerza atdbmica de recubrimientos ceramicos y polimeéricos modificados

con NTC

Las medidas de la amplitud (mv) y de la fase (grados) se tomaron como el valor promedio
de toda la superficie recorrida por la punta AFM (5 X 5 um) mediante el software XEI para cada
uno de los cinco voltajes medidos. En la Figura 56, se muestra la variacion de la amplitud y la fase
con respecto a la variacion del voltaje DC aplicado en la punta del AFM, tanto para el sustrato
(Ti6Al4V) como para los diferentes recubrimientos. La fase obtenida de la técnica PFM indica la
polaridad del coeficiente piezoeléctrico del material a la aplicacion de un voltaje mientras que la
amplitud PFM vs voltaje corresponde a la amplitud de deformacion. La variacion en la amplitud
es el cambio de la deformacion bajo un campo externo, lo cual es una caracteristica piezoeléctrica
(Sharma et al., 2016). Las curvas obtenidas de la amplitud muestran que con el cambio del
potencial aplicado hay una variacién en la amplitud de deformacion. Los rangos en los cuales varia
la amplitud (magnitud de la amplitud) es totalmente diferente unas superficies de otras, mostrando
la menor amplitud para el sustrato Ti6Al4V (Figura 56 a). Dentro de las curvas representadas de
la magnitud de la amplitud PFM vs voltaje DC, se pueden destacar tres superficies con los mayores
valores en la magnitud de la amplitud: FC/NTC/1.5 g/L; COL/FC/NTC 1.0 g/L y COL/FC/NTC
1.5 g/L. En un estudio de Minary-Jolandan y Yu, se midio6 por la técnica PFM la amplitud de una
fibra de colageno tipo I de 80 nm de diametro de tenddn de bovino versus voltaje aplicado de 0 a
5 V. Los resultados mostraron que la amplitud de deformacién aumenta linealmente con el
aumento de la sefial de voltaje aplicado, reflejando la naturaleza piezoeléctrica de la fibrilla de
colageno. La pendiente calculada fue de 44 pV/V (Minary-Jolandan y Yu, 2009). Comparando,

por ejemplo, con las superficies de COL/FC/NTC 1.0 g/L y COL/FC/NTC 1.5 g/L, la amplitud de
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deformacion aumenta linealmente tomando el voltaje positivo aplicado (0, 5 y 10 V), estas

superficies muestran resultados de 382.5 uV/V y 263.6 uV/V respectivamente.

Se observa que la magnitud de la fase también cambia con la aplicacion de un voltaje
externo DC. Sin embargo, existen superficies en los que esos cambios son muy leves, como la
superficie del material base Ti6Al4V, indicando que el material no se polariza. Otras superficies
como FC/NTC 1.5 g/L, en donde la curva promedio de la fase parece indicar que no existe
polarizacién, pero en zonas menores a una micra se observan cambios de fase significativos
mayores a 40° (COL/FC/NTC 0.5 g/L), indicando que el eje polar se encuentra alineado con una
orientacion especifica (Jiang et al., 2017). Lo anterior se describe y se puede observar con mayor

detalle méas adelante en la Figura 58.
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Figura 56.

Variacion de la amplitud y la fase PFM con respecto al voltaje DC de las superficies (a, a’) Ti6AI4V, (b, b’)

FCINTC, (c, ¢’) PCL/NTC con y sin FCy (d, d’) COL/NTC con y sin FC.
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La deformacion total de una pelicula o material estd dada por efectos piezoeléctricos,
factores de electrostriccion, efectos térmicos y presion aplicada mediante las siguientes Ecuaciones

(Sharma et al., 2016):

S = Spiezoeléctrico + Selectrostricci(’m + Stérmico + Spresién (20)

S = d33E - QEZ + AAT + 3330'33 (21)

Donde ds3 corresponde al efecto piezoeléctrico, E es el campo eléctrico, Q es el coeficiente
de electrostriccion, A es el coeficiente de expansion térmica, AT es el cambio en la temperatura,
es3 es el coeficiente elastico y o33 es la presion. Debido a que los experimentos se llevaron a cabo
a temperatura ambiente y presidn constante, se eliminan términos de la Ecuacion 21 quedando la

siguiente expresion:

S = d33E - QEZ (22)

El coeficiente de electrostriccion tiene un valor muy pequefio, mucho menor a cero, la
deformacion se puede dar mediante la Ecuacion 23. También lo describen Zhao et al, donde la
vibracion de la amplitud Ar (nm) es igual a la sefial de deflexién vertical del cantiléver V¢ (mV)
por una constante de calibracion de la sensibilidad del fotodetector & (nm/V), la expresion de la

deformacion es la presentada en la Ecuacion 24 (Zhao et al., 2004).

S = d33E (23)
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La constante de calibracion del fotodetector es tomada como 20 nm/V, pardmetros tomados
en la calibracion de la punta y E es la amplitud del voltaje AC aplicado (3 V). Para dar un valor
del coeficiente piezoeléctrico, con los valores estimados anteriormente y el valor de la amplitud
promedio para cada voltaje aplicado DC (0 V, 5V y 10 V), se calculd la pendiente ds3 (pm/V). En
la Figura 57 se muestra la linealizacion de los datos y las ecuaciones correspondientes para el
calculo del coeficiente piezoeléctrico. Aunque los materiales en teoria no son ferroeléctricos, se
quiso calcular el coeficiente ds3 para evidenciar una piezorespuesta en algunos de los

recubrimientos planteados. En la Tabla 8 se relaciona el coeficiente piezoeléctrico.

Es posible observar con la Figura 57 y los valores de ds3 que solo cinco superficies tienen
un coeficiente de piezoelectricidad significativo. Debido a que la medicion PFM se da en espacios
nanomeétricos, la respuesta no es lineal cuando las peliculas no son homogéneas. Es el caso de las
peliculas PCL/NTC (especificamente PCL/FC/NTC 0.0 g/L), en donde la continuidad no se da
debido a la baja dispersion de los NTC en el medio acido tal como se explicé en el capitulo 5. Por
otra parte, tres recubrimientos de FC exhiben un comportamiento piezoeléctrico del orden de 1.38,
1.396 y 13.18 pm/V para FC/NTC 0.5 g/L, FC/NTC 1.0 g/L y FC/NTC 1.5 g/L respectivamente.
Dos de estos FC estan relacionados con la presencia de hidroxiapatita carbonatada (capitulo 3), lo
cual es muy interesante ya que, de acuerdo con el trabajo de Lang et al., el recubrimiento de
hidroxiapatita nanocristalina sobre una hoja de silicio depositado por sol gel mostré6 un
comportamiento piezoeléctrico. La explicacidn de este comportamiento radica en que los granos
esféricos y no esféricos de tamafio nanométrico tienen una fuerte tendencia de orientarse a lo largo
del eje cristalogréafico c, lo que ocasiona que los iones OH" se ubiquen dentro de los canales de los

triangulos de calcio embebidos en un medio dieléctrico que consiste en iones calcio y fosfato que
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pueden contrapolarizar el campo interno. En otras palabras, los iones hidroxilo se ordenan
ferroeléctricamente a lo largo del eje ¢ con la aplicacion de un voltaje externo, lo que ocasiona que
estas estructuras tengan un comportamiento piezoeléctrico (Chiatti et al., 2012; Lang et al., 2013;
Rajesh et al., 2017). Un valor de 8 pm/V es encontrado para el coeficiente dss en el estudio de
Lang et al., lo cual es menor al maximo valor encontrado de 13.18 pm/V, la presencia de
estructuras carbonosas como nanotubos de carbono o grafeno con grupos oxigenados pueden
aportar una respuesta piezoeléctrica (da Cunha Rodrigues et al., 2015). Una caracteristica de las
mediciones PFM es la linealidad de los desplazamientos de amplitud vs el voltaje aplicado, lo cual
confirma la naturaleza de la sefial de piezorespuesta (Lang et al., 2013; Minary-Jolandan y Yu,

2009).

Como ya es sabido, la piezoelectricidad en el hueso es explicada principalmente a la
orientacion de las fibras de colageno, en donde el coeficiente dis, relativo a una deformacién en
plano se encuentra alrededor de 2 pC/N (Tandom et al., 2018). Un recubrimiento de colageno que
contiene colageno tipo | disuelto en medio 4cido y que no contiene fibras no exhibe un
comportamiento de piezoelectricidad relativo a dss, tal como se evidencia en la Tabla 8. No
obstante, dos comportamientos resaltan, debido a que el coeficiente de piezoelectricidad es mayor
a 1 pm/V, los cuales corresponden a los recubrimientos COL/FC/NTC 1.0 g/L y 1.5 ¢/L. La
presencia de fosfato de calcio y nanotubos de carbono a altas concentraciones mejora este
coeficiente. Este valor de dsz es superior al encontrado para otros materiales naturales como aorta
de cerdo a escala nanométrica ds3 = 1 pm/V (Yuanming Liu et al., 2012), o a tendondes de rata
con un valor de dzs = 0.89 pm/V (Denise Denning et al., 2017). Para el caso de los recubrimientos

con PCL, ninguna superficie fue tomada en cuenta como superficies con piezorespuesta, el ajuste
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a una linealidad es muy lejano. Los coeficientes dss fueron calculados con la pendiente de la
amplitud PFM (pm) vs voltaje aplicado DC para efectos de comparacion de las diferentes
superficies; sin embargo, es importante aclarar que la explicacion de la piezorespuesta de las
diferentes superficies esta dada por la respuesta de amplitud de deformacion (mv) y la polarizacion

(fase).

Tabla 8.

Coeficientes piezoeléctricos de Ti6Al4V y recubrimientos cerdmicos y poliméricos.

Muestra dss (pm/V)
Ti6Al4V 0.019
FC/NTC 0.0 g/L 0.326
FC/INTC 0.5 g/L 1.380
FC/INTC 1.0 g/L 1.396
FC/INTC 1.5¢g/L 13.18
PCL/NTC 0.0 g/L 0.274
PCL/NTC 0.5 g/L 0.734
PCL/NTC 1.0 g/L 1.184
PCL/NTC 1.5 g/L 0.847
PCL/FC/NTC 0.0 g/L 1.667
PCL/FC/NTC 0.5 g/L 0.841
PCL/FC/NTC 1.0 g/L 0.129
PCL/FC/INTC 1.5 g/L 0.577
COL/NTC 0.0 g/L 0.037
COL/NTC 0.5 g/L 0.464
COL/NTC 1.0 g/L 0.021
COL/NTC 1.5¢9/L 0.019
COL/FC/NTC 0.0 g/L 0.027
COL/FC/NTC 0.5 g/L 0.008
COL/FC/NTC 1.0 g/L 2.550

COL/FC/NTC 1.5¢g/L 1.757
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Figura 57.
Amplitud PFM (pm) vs voltaje aplicado DC de las superficies (a) Ti6Al4V, (b) FC/NTC, (c) PCL/NTC cony sin FC

y (d) COL/NTC cony sin FC.

9.90 600
(b) e Y= 1318434 41162
9.80 ~ e
* S00 r——
() BT
= 960
90 e
Zooa e
Z 930
’
920
0 y
9.10 0 5 10
0 5 1o Voltaje DC (V)
Voltsje DC (V)
FCNTC 0.0 gL FCNTC 05 gL o FCNTCLOgL ® FCNTCL5gL
o TiGAMY e Lineal (Ti6AI4V)
Lineal (FC/NTC 0.0 g/L) Lineal (FC/NTC 0.5 g/L) Lineal (FC/NTC 1LOg/L) - Lineal (FC/NTC 1.5 g/L)
60 0
(C) e (d) 60 .
. 50
o e —— . # y=1757+27.268
£z . . T 0
£ !
5 £ . "
& £ n
3 E
) =
2 H 3%+ 10,931
< ¥=0.032% + 9.5689
10 ) 3
0 0 J
0 H 10 0 5 10
Valtaje DC (V) Voligje DC (V)
—o—PCLNTC LOpL PCLINTC 0.3 gl —S—FCLINIC 14 L COLNTC 0.0g/L COLNTC 0.5 g/L ® COLNTCL0gL
PCLINTC 1.5 gL PCLFC/NTC 0.0 9L *— PCLFC/NTC 0.5 gL & COLNTC L5gL & COLFCNTCO0gL COLFCNTC 0.5 g/L
—s— PCLFC/NTC 1O g/L —s— PCLFC/NTC 15 gL v Lineal (PCLINTC 0.0 /L) o COLFCN o COLFCNIC LS g/ Lincal (COLNTC 0.0 1)
Lineal (PCLNTC 0.5 g/L) Lineal (PCLNTC 1.0 g/L) Lineal (PCLINTC 15 /L) Lineal (COLNTC 0.5 911 Lineal (COLNTC 1.0 g/L) v Lineal (COLNTC 15 1)
Lineal (PCL/FCNTC 0.0 g/L) Lineal (PFCL/FCNTC 0.5 g/L) Lineal (PCL/FCNTC 1.0 g/L) Lineal (COL/FC/NTC 0.0 g/1) Lineal (COL/FC/NTC 0.5 g/1) Lineal (COL/FC/NTC 1.0 g/1)
Lineal (PCLFONTC 15 /1) Lineal (COL/FC/NTC 15 g/L)

Para entender el efecto del cambio de voltaje en la polarizacion de las superficies, se
escogieron como ejemplo las superficies correspondientes a los recubrimientos con un cambio de
fase significativo mostrado en la Figura 56. Estas son: FC/NTC 0.0 g/L, PCL/FC/NTC 1.0 g/L y
COL/FC/NTC 1.0 g/L a voltajes aplicados de -5V, 0V y +5V. En la Figura 58 es posible observar
regiones de contraste oscuras y claras lo cual significa la presencia de dominios polares (Pal et al.,
2013) o una diferencia de direccion en el vector de polarizacion. Los dominios con una inversion
en la sefial de fase de 180° tienen direcciones de polarizacion en plano opuestas, mientras que las
regiones que muestran un cambio de fase menor a 180° presentan direcciones de polarizacién en

plano y fuera del plano (Newcomb et al., 2019; Pal et al., 2013; Soergel, 2011).
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Figura 58.

Topografia, imagenes PFM de fase a 0V, fase a 5V, fase a -5V y perfiles de fase de los recubrimientos (a) FC/NTC

0.0 g/L, (b) PCL/FC/NTC 1.0 g/L y (c) COL/FC/NTC 1.0 g/L.
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En los perfiles de fase de la Figura 58, existen regiones menores a 1 um en donde el cambio
de fase mayor es de 93.65° (Figura 58 c, flechas azules), estas inversiones de la polaridad no
superan los 180°, lo cual es caracteristico de materiales ferroeléctricos. Esto sugiere la presencia

de dominios polares a una escala sub-micrometrica (Pal et al., 2013).

A 0V DC no hay una respuesta en la fase, mientras que con la aplicacion de +5V y -5V se
observan las regiones de contraste oscuras y claras. Se puede establecer que, la presencia de varios
componentes en el recubrimiento permite obtener esas inversiones de polaridad, que se atribuyen
especialmente a la presencia de fosfato de calcio y el ordenamiento de los iones hidroxilo en la
direccion del campo eléctrico aplicado. Dicha polarizacién es positiva para el material, ya que se

considera que la polarizacion esta vinculada con el crecimiento 6seo (Lang et al., 2013).

6.4 Conclusiones

Se encontrd que el potencial superficial local evaluado por la técnica SKPM varia
significativamente, y que esta variacion depende de la distribucion y dispersiéon de nanotubos de
carbono funcionalizados con fosfatos de calcio en las matrices poliméricas PCL y COL. Asi como
también la rugosidad aritmética de las superficies. Para las superficies ceramicas se encontraron
potenciales de superficie tanto positivos como negativos y fluctuantes en rangos micrométricos, lo

que puede ser favorable en el Gltimo caso para la adsorcion de proteinas en ensayos in vitro.

Se evalud la piezorespuesta de superficies ceramicas y poliméricas en la presencia de

nanotubos de carbono multipared funcionalizados, mediante la respuesta de la amplitud de
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deformacion y la fase aplicando la técnica PFM. Esta evaluacion permitio encontrar diferencias
eléctricas de las superficies bajo la aplicacion de un campo externo. Los coeficientes de
piezoelectricidad dss3 calculados a partir de la amplitud de deformacion, demostraron que las
superficies con mayor piezorespuesta son las que corresponden a FC/NTC 0.5 g/L, FC/NTC 1.0

g/L, FC/NTC 1.5 g/L, COL/FC/NTC 1.0 g/L y COL/FC/NTC 1.5 g/L.

Algunas superficies demostraron amplia polarizacion con la aplicacion de un campo
externo, con valores de angulos de fase hasta de 93.65° para el caso de COL/FC/NTC 1.0 g/L,
indicando la presencia de dominios polares a una escala sub-micrométrica. Para los recubrimientos
ceramicos, la polarizacion es debida a la presencia de los iones hidroxilo que se ordenan
ferroeléctricamente a lo largo del eje ¢ con la aplicacion de un voltaje externo, lo que ocasiona que

estas estructuras tengan un comportamiento piezoeléctrico.

7 Evaluacion EQCM de recubrimientos de ceramicos calcicos, policaprolactona 'y

colageno, reforzados con NTC multipared

7.1 Introduccioén

Los procesos de adhesion y extensidn celular son pardmetros que definen si una superficie

de un biomaterial soporta la integracion del tejido. Una herramienta no invasiva desarrollada

altimamente para monitorear estos procesos en tiempo real es la microbalanza de cristal de cuarzo
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QCM (Ishay et al., 2015; Modin et al., 2006). La QCM es un sistema de deteccion acustica basada
en un cristal piezoeléctrico que puede establecer una oscilacion por un campo externo. Electrodos
metalicos son depositados en la cara opuesta del cristal de cuarzo donde puede ir la pelicula
delgada (J. Y. Chen etal., 2018). Debido a las propiedades piezoeléctricas y la orientacion
cristalina de los cristales de cuarzo (AT-cut), la aplicacion de un voltaje entre los electrodos de
cristal del sensor resulta en la produccion de un estrés mecanico interno que se propaga a través
del cristal. Los desplazamientos debido al estrés mecanico ocurren en las caras del cristal haciendo
que el dispositivo sea sensible a las pertubaciones de la superficie (Stanford Research Systems,

2018).

La QCM es ampliamente usada para monitorear cambios en la frecuencia y en la resistencia
de una pelicula delgada depositada en el cristal piezoeléctrico y calcular el cambio en la masa de
las peliculas en las fases de vacio, gas y liquido. En esta Ultima fase, es posible monitorear procesos
de adhesion celular e interacciones en el sistema célula — superficie (Ishay et al., 2015). En el
proceso de adhesion la frecuencia de resonancia del cristal piezoeléctrico usualmente decrece
como resultado de la acumulacion de la masa celular sobre la superficie del sensor (J. Y. Chen
et al., 2018). La microbalanza electroguimica de cristal de cuarzo (EQCM) es un sistema en donde
se acopla la técnica QCM con mediciones electroquimicas por medio de la técnica de
espectroscopia de impedancia electroquimica EIS, en donde, el holder de la QCM junto con el
oscilador es el electrodo de trabajo en una celda electroquimica (Marx, 2007). EIS es una técnica
atractiva para analizar interacciones en la interfaz de un liquido y un sélido, basado en la
perturbacion del sistema en equilibrio por una sefial de excitacion sinosoidal de pequefia amplitud.

El estudio de la impedancia de células cultivadas sobre superficies de estudio permite la
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caracterizacion del sistema en términos de resistencia, estructura de la matriz extracelular (MEC)
y la estructura de la interfase (Bouafsoun et al., 2007). Adicionalmente, a partir de los datos de
impedancia es posible obtener el espectro de la permitividad dieléctrica con respecto a la variacion
de la frecuencia, lo cual permite la identificacion de diferentes mecanismos en el comportamiento

de las células y los materiales biologicos (Ciuchi et al., 2010).

En este capitulo, se uso la técnica EQCM para evaluar el proceso de adhesion de células
HOS vy las propiedades eléctricas de la interfase del sistema células-superficie de recubrimientos
ceramicos de fosfatos de calcio con nanotubos de carbono multipared y recubrimientos
poliméricos de policaprolactona y coldgeno con NTC y NTC funcionalizados con FC. Se usaron
los datos de impedancia para obtener los espectros de la permitividad relativa y la conductividad
del sistema célula-recubrimiento. Se encontrd que la técnica EQCM es una herramienta robusta
para identificar los cambios eléctricos y fisicos en el proceso de adhesion celular. El anélisis de las
propiedades de las capas de material biologico formado en las diferentes superficies propuestas
permitio dilucidar cuales superficies fueron mas afines a las células HOS. Ademas, se observé que
las primeras dos horas de contacto del material bioldgico con los recubrimientos es vital y que es
posible mediante EQCM evaluar el comportamiento de las células a medida que el tiempo

transcurre.

7.2 Metodologia

Para realizar ensayos con la microbalanza de cristal de cuarzo, es necesario realizar los

recubrimientos sobre cristales de Ti/Au. Para las superficies ceramicas, se llevé a cabo el proceso
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de electrodeposicion y para las superficies poliméricas se empleo la técnica de spin-coating. En la
Figura 59 se muestra la metodologia de seis pasos que se llevo a cabo para los ensayos EQCM de
los recubrimientos de FC/NTC con células de osteosarcoma humano (HOS, ATCC CRL-1543).
Se usaron cristales de Ti/Au de 1 pulgada de diametro, con una frecuencia de resonancia de 5
MHz. Pasos 1y 2: Sistema para electrodeposicion con una malla de platino como catodo, agitacion
a 400 rpm, 3600 s y un voltaje aplicado de -1.6 V vs electrodo de calomel saturado (SCE). Paso 3:
esterilizacion de los recubrimientos con una corriente de 6xido de etileno durante 4 h. Pasos 4 y 5:
montaje del cristal en el holder de la microbalanza de cristal de cuarzo y disposicién de la celda
de medicidn con un alambre de platino como catodo, un electrodo de calomel como electrodo de
referencia y células HOS en una concentracion de 1.5X10* cel/ml en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (hiSFB) vy
penicilina/estreptomicina y paso 6: ensayos EQCM en una incubadora marca MMM-Group en
atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37 °C. Todo el montaje anterior se llevd a cabo
dentro de una cdmara de bioseguridad. Como método de esterilizacion de los componentes de la
celda, se usé autoclave a 121°C durante 15 min y una hora de luz UV. Como método de

esterilizacion de los electrodos de platino y SCE se us6 lavado en PBS estéril y 1 hora de luz UV.

Los parametros empleados para las mediciones de impedancia fueron: barrido de
frecuencia de 0,1 MHz a 0,01 Hz, siete puntos por década, una amplitud de 10 mV, voltaje DC 0
mV y un tiempo de estabilizacién potencial de 300 s. Para las mediciones de voltametria ciclica,
se realizd un barrido de potencial de -1V a 1V con respecto al electrodo de referencia SCE,
velocidad de barrido 20 mV/s, amplitud de 1 mV, corriente maxima de 100 mA y 2 ciclos a un

tiempo de 48 h de cultivo celular. Las mediciones de impedancia se llevaron a cabo en tres tiempos,
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2 h, 24 hy 48 h. Los cambios de frecuencia y resistencia se monitorearon mediante la microbalanza
de cristal de cuarzo QCM200 SRS (Stanford Research Systems) con interfaz de RS-232 para
recoleccion de datos conectada al potenciostato GAMRY 600 a tiempos de 0 h, 24 h 'y 48 h de
cultivo celular. Para los recubrimientos polimeéricos con PCL y COL, se llevd a cabo el
procedimiento de spin coating sobre los cristales. El software Echem Analyst Gamry Instruments

Inc. versidn 6.3.0.3 fue usado para analizar los datos de impedancia.

Figura 59.

Metodologia de 6 pasos para realizar ensayos EQCM de recubrimientos de FC/NTC in vitro

"Ensayos EQ m,‘yj;rb

Una forma mas sencilla de presentar la Ecuacion 5 de Sauerbrey, donde se relaciona el
cambio de la masa por unidad de area a una superficie del electrodo de la QCM frente a un cambio

observado en la frecuencia de oscilacion del cristal es la Ecuacién 25.
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Af = —C;.Am (25)

Donde Af = cambio de la frecuencia observada en Hz, Am = cambio en la masa por unidad
de &rea (g/cm?), C; = el factor de sensibilidad del cristal (56.6 Hz pug™ cm? 0 17.7 ng Hz™* cm™
para un cristal de 5 MHz de frecuencia de resonancia). La relacion de Sauerbrey llega a ser invalida
cuando el material adherido es blando y se encuentra sumergido en un medio liquido. Una pelicula
viscosa 0 blanda sobre un cristal da como resultado un cambio en la frecuencia adicional a la de la
masa agregada por la presencia del solvente acoplado a la pelicula. Sin embargo, la ecuacién de
Sauerbrey se puede utilizar en determinadas condiciones, donde los cambios viscoelasticos no
presentan una variacion significativa. La Ecuacion 25 es valida asumiendo un comportamiento de
capa rigida sobre la superficie del cristal (J. Y. Chen et al., 2018; Gryte et al., 1993; Stanford

Research Systems, 2018).

Bajo condiciones de carga de liquido, la Ecuacion de Sauerbrey es modificada por la
Ecuacion 26 propuesta por Kanazawa, la cual depende de la viscosidad y de la densidad del liquido
(Etchenique, 1998; Kao et al., 2009). Donde p; y n;, son la densidad y la viscosidad del liquido

respectivamente, p, Y ug son la densidad y el modulo de cizalladura del cristal de cuarzo

respectivamente.

_ _f03/2\/pL77L
M == (26)

Para evaluar si los cambios viscoelasticos son significativos o no, se acude a la descripcion

de la tangente de pérdida (tan(a)), la cual es una propiedad de la viscolelasticidad, definida como
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el radio entre el modulo viscoso o de pérdida G" (w) y el modulo elastico o de almacenamiento
G'(w), esta asociada con la capacidad de amortiguacion de un material viscoelastico (Ecuacién

27) (Amador et al., 2012).

G
tan(a) = % (27)

En un material rigido, G""—0 y a—0 de modo que no hay pérdida de energia al perturbar
el material, mientras que en un liquido newtoniano G'—0 y a—o0 de modo que la energia no puede
recuperarse elasticamente. Por otro lado, un modelo que describe el comportamiento de un cristal
de cuarzo con una de sus caras en contacto con otro material es el modelo mecano-eléctrico que

usa los pardmetros mecanicos y piezoeléctricos del cristal de cuarzo (Etchenique, 1998; Patel et al.,

2000).

Zf:R+j(1)Lf (28)
AX; =w.AL; (29)
Af~-fy(ALg/2Lg) (30)
tan(a) = w.AL¢/AR = AX; /AR (31)

Donde: Z; es la impedancia equivalente debida al cristal de cuarzo y la impedancia

equivalente total, R es la resistencia que corresponde a la disipacion de la energia de oscilacién, w

es la frecuencia angular, Ly es la inductancia que corresponde al componente inercial de la
oscilacion, la cual esta relacionada con la masa desplazada durante la vibracion, L, es la

inductancia del cristal de cuarzo (30 mH para un cristal de 5MHz) y f, es la frecuencia de
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resonancia natural o fundamental 5MHz. El circuito equivalente del resonador es una inductancia
en serie con una capacitancia, el circuito de Butterworth-Van Dyke (BVD) contempla las pérdidas
viscosas Y la capacidad paréasita de las conexiones agregando una resistencia y una capacitancia
inicial Co. Este ultimo elemento se cancela mediante el método incorporado en la QCM200 por un
dial. La cancelacion de la capacitancia es esencial para mediciones con liquidos (Etchenique, 1998;
Stanford Research Systems, 2018). Con las ecuaciones anteriores, y los datos obtenidos de la QCM
(AR, Af), se encontré la tangente de pérdidas. Esto permitio definir si la masa adherida sobre el

cristal y los recubrimientos se comporta como masa rigida o como un material viscoso.

7.3 Resultados

7.3.1 Evaluacion microgravimétrica de FC, PCL y COL cony sin NTC multipared

Af provee informacion acerca del proceso dinamico de adhesion, y las primeras horas de
contacto de una superficie de un biomaterial con el material biol6gico, son decisivas. El proceso
de adhesion celular consta principalmente de tres etapas. En la etapa inicial, la célula se adhiere
en un sustrato para formar un enlace fisico débil a la superficie. En la siguiente etapa, la célula se
aplana y comienza a extender su membrana sobre la superficie del sustrato y por ultimo se da la

etapa de propagacion celular (J. Y. Chen et al., 2018).

En el Apéndice C, se muestra Af, Am y AR vs tiempo para todos los recubrimientos en
tiempos de 0 h, 24 h y 48 h, los cambios mas drasticos se evidencian para las mediciones de 0 a 2

h, alli se observa una tendencia para los recubrimientos ceramicos. A 0 h la frecuencia tiende a
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disminuir, mientras que, a 24 y 48 h de cultivo celular, la frecuencia tiende a estar constante. Por
consiguiente, la masa aumenta de 0 a 2 h de medicion y la resistencia tiende a aumentar también.
Para los recubrimientos PCL/NTC (0.0, 0.5, 1.0 y 1.5 g/L), Af tiende a disminuir en las primeras
2 h de medicién, por el contrario, en los recubrimientos de PCL/FC/NTC, COL/NTC vy
COL/FC/NTC, Af aumenta en la primera medicion. No obstante, en los recubrimientos de
colageno con y sin fosfatos de calcio, incluyendo s6lo COL (COL/NTC 0.0 g/L) a 24 h y 48 h hay
una disminucién de la frecuencia y un aumento en el cambio de masa, indicativo de la acumulacion
de la masa sobre la superficie del cristal como resultado de la adhesion y extension celular. Este
planteamiento sugiere que, la primera etapa de adhesion celular depende del tiempo y es mediada

por el tipo de superficie.

Para observar mejor este planteamiento, se comparan las superficies FC/NTC, PCL/NTC,
PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/NTC para cada tiempo de medicion. Asi, en la Figura 60,
Figura 61 y Figura 62, se muestran los cambios de frecuencia en las primeras 2 h de medicion para
todas las superficies propuestas. Es posible observar para el cristal desnudo que el cambio de
frecuencia permanece casi constante con respecto al tiempo. Para las superficies ceramicas, el
comportamiento de Af vs tiempo decrece en las peliculas con NTC. Un cambio dréstico de Af se
produce en el recubrimiento FC/NTC 0.0 g/L, en donde la frecuencia oscila entre valores muy
altos y bajos. Este comportamiento radica principalmente en el desprendimiento del recubrimiento
(pérdida de masa considerable, ver Apéndice C), como consecuencia de la baja adherencia del
recubrimiento al sustrato, impidiendo la correcta adherencia de las células. Las demas superficies
ceramicas tienen una disminucion de la frecuencia con respecto al tiempo, con aumentos de masa

hasta de 1 mg/cm? en los ensayos de 0 a 2 h. A 24 h la frecuencia aumenta con el tiempo para la



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 192

muestra FC/NTC 1.5 g/L (Figura 60 b) y a 48 h Af disminuye (Figura 60 c). Estos aumentos y
decensos de frecuencia vs tiempo indican una reorganizacion de las células en el proceso de
adhesion, ya que, este proceso es complicado porgue intervienen muchos pasos sucesivos que
incluyen el contacto de las células con la superficie, secrecion de la matriz extracelular (MEC),
reorganizacion del citoesqueleto, conexién de la MEC por medio de las integrinas (glucoproteinas
que participan en la union de células con la MEC), propagacion y migracion celular (Saitakis y
Gizeli, 2012). La adhesién celular fue posible probarla mediante ensayos SEM de células HOS
cultivadas por 48 h sobre las diferentes superficies propuestas, lo cual se analiza en detalle en el

capitulo 8.

Para las superficies PCL/NTC (Figura 61) hay una tendencia a la disminucién de la
frecuencia con el tiempo exceptuando el recubrimiento PCL/NTC 1.5 g/L. El comportamiento
donde en los primeros minutos Af disminuye, pero luego hay un aumento, es el que presentan los
recubrimientos PCL/FC/NTC, esto puede ser explicado porque al inicio la superficie es cubierta
por el medio de cultivo, existiendo un aumento de masa (< 1 pg/cm?) debido a la adsorcion de
proteinas y agua, seguido, la superficie es cubierta por células lo cual se da en un tiempo de 0 a
aproximadamente 4 min. Continuo hay un aumento de frecuencia que puede indicar
reordenamientos estructurales espontaneos de las proteinas subyacentes con liberacion de agua (t
= 25 min). Luego existe una etapa de cierta estabilidad de Af que se describe como la etapa de
extension celular (Tymchenko et al., 2012). Esta ultima etapa tiene una ligera disminucion de
frecuencia evidenciando una etapa de adhesion-extension celular. No obstante, este

comportamiento se mantiene a 24 y 48 h, debido probablemente a reordenamientos continuos del
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citoesqueleto, desprendimiento de celulas que no se adhirieron correctamente y liberacion de

material al medio de cultivo.

En la Figura 62 (a) y (d), se muestran los comportamientos de los recubrimientos
COL/NTC y COL/FC/NTC con ceélulas de osteosarcoma humano y medio de cultivo. Para estas
superficies, el aumento de frecuencia es constante durante las primeras 2 h de medicion, sin
embargo, con los resultados obtenidos a 24 y 48 h de cultivo celular (Figura 62 (b), (c), (e) y (f)),
el cambio en la frecuencia es pequefio comparado con la medicion de 0 a 2 h y su tendencia es a
la disminucion (exceptuando COL/NTC 1.5 g/L), evidenciando que una vez la célula es capaz de

adherirse, ésta mantiene extendiéndose sobre la superficie.

Tipicamente la respuesta Af depende del tiempo y exhibe un perfil sigmoidal, que consiste
en una fase de retraso en donde la célula se deposita y forma enlaces débiles, una fase de registro
y una fase final en la cual se presenta el aplanamiento o extensién de la membrana celular y a su
vez conexién de la MEC con las integrinas, la cual se adhiere a la superficie del material (J. Y.
Chen etal., 2018). Este comportamiento tipico se observa claramente en los recubrimientos

PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/NTC de 0 a 2 h de medicion.
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Figura 60.

194

Respuesta de AF (Hz) vs tiempo (s) del proceso de adhesion celular de células HOS sobre cristal de cuarzo para

recubrimientos FC/NTC (a) Oh, (b) 24hy (c) 48h
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Figura 62.

Respuesta de AF (Hz) vs tiempo (s) del proceso de adhesion celular de células HOS sobre cristal de cuarzo para

recubrimientos COL/NTC a (a) Oh, (b) 24hy (c) 48h y recubrimientos COL/FC/NTC a (d) Oh, (e) 24hy (f) 48h
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Una forma de interpretar los comportamientos viscoelasticos o de masa rigida de las células
adheridas son los diagramas AR vs Af. Un diagrama con AR = 0 con desplazamientos linealmente
decrecientes de Af, describe un comportamiento de masa elastica pura adherida, mientras que un
decrecimiento en Af con aumento de AR (disipacion de energia) describe un comportamiento
viscoso, 0 un cambio de viscosidad y densidad en el liquido adyacente a la superficie del sensor,
provocando un cambio tanto en frecuencia como en resistencia en presencia o ausencia de masa

(Fohlerova et al., 2007; Marx, 2003).

De acuerdo con lo mostrado en la Figura 63, los cambios en AR vs Af evidencian que la
masa adherida a la superficie no puede ser tratada como masa rigida adsorbida ni como material

enteramente viscoso, es una combinacion de ambos comportamientos (Fohlerova et al., 2007), tal



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 196

como se aprecia en el recubrimiento FC/NTC 1.5 g/L. Un comportamiento fuera de lo descrito
anteriormente es el que se presenta en los recubrimientos PCL/NTC 0.0 g/L y 1.0 g/L, en donde el
cambio en R es significativo frente a un cambio en la frecuencia casi constante. Fredikkson et al.,
asumen este comportamiento a que la frecuencia es proporcional al area de contacto por las células
que puede ser muy pequefia, atribuido a celulas esféricas no extendidas en la superficie

(Fredriksson et al., 1998).
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Figura 63.

Respuesta de AR (Ohm) vs AF (Hz) del proceso de adhesion celular de ti =0 h a t; = 2 h de células HOS sobre

cristal de cuarzo, recubrimientos ceramicos y poliméricos: a) recubrimientos FC/NTC, b) recubrimientos

PCL/NTC, c) recubrimientos PCL/FC/NTC, d) recubrimientos COL/NTC y e) recubrimientos COL/FC/NTC.
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Por ultimo, se calcul6 la tangente de pérdida o(radianes) para todos los tiempos de ensayo
(Oh, 24h y 48h) para comprobar la rigidez o cambios viscoelasticos de la masa adherida sobre el

sensor de la microbalanza de cristal de cuarzo (ver Tabla 9). Aunque los valores de la tangente de
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pérdida cambian durante las 2 h de medicién en cada ensayo (porque dependen del cambio de
frecuencia y el cambio de resistencia), estos valores no tienden a cero, lo que indica que el
comportamiento de la masa adherida no es completamente rigido, como se concluyo con el analisis
de la Figura 63. La respuesta de la frecuencia y resistencia de resonancia no solo se debe a los
cambios de masa sobre el sensor como consecuencia de la sedimentacion de células, sino a los
cambios en las propiedades viscoelasticas en la masa adherida (medio + células) como resultado
de los procesos de adhesion celular. Gelves usé la Ecuacion de Kanazawa para relacionar el cambio
de viscosidad de la masa adherida sobre los recubrimientos frente al cristal de cuarzo desnudo
(Ecuacion 32). Concluyo que esta relacion se hace mas peguefia en los recubrimientos de mayor
presencia celular, debido a que los efectos viscosos disminuyen porque las células forman una

capa continua mas rigida sobre el recubrimiento (Gelves Jerez, 2012).

o \1/
A _;/z(lenLl) (o /2
fi _ TPpqhq _ prLinLi
s 1/2 — 1/2 (32)
Afe _f3/2 (chnLc) (PLcNLC)
0 \mpquq

Donde Af; y Af, es el cambio de frecuencia de cada uno de los recubrimientos y el cambio
de frecuencia en el cristal de cuarzo a 48 h respectivamente. En la Tabla 9 se observa esta relacion,
la cual es menor para los recubrimientos con fosfato de calcio si se trata de matrices poliméricas y

para los recubrimientos cerdmicos FC/NTC 0.5y 1.5 g/L.
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Tabla 9.

Tangente de pérdida de los recubrimientos ceramicos y poliméricos a Oh, 24h y 48h de cultivo celular.

Muestra o(radianes) Oh  a(radianes) 24h a(radianes) 48h 2—?
C

Cristal de cuarzo -0.186 1.526 -1.349 -
FC/NTC 0.0 g/L 1.567 -1.570 -1.566 2013,10
FC/NTC 0.5 g/L 1.569 -1.568 1.522 19,148
FC/NTC 1.0 g/L 1.570 1.559 -1.559 51,808
FC/NTC 1.5 g/L 1.570 -1.569 1.486 1,319
PCL/NTC 0.0 g/L -0.837 -0.305 1.262 2,468
PCL/NTC 0.5 g/L 1.566 -1.567 -1.567 2722,53
PCL/NTC 1.0 g/L 1.494 0.191 1.237 3,085
PCL/NTC 1.5¢g/L -1.570 -0.460 -1.515 59,978
PCL/FC/NTC 0.0 g/L 0.569 0.929 0.864 4,085
PCL/FC/NTC 0.5 g/L 1.484 0.191 1.237 3,085
PCL/FC/INTC 1.0 g/L 0.329 0.723 1.158 2,446
PCL/FCINTC 1.5 ¢g/L 0.426 0.762 0.758 2,829
COL/NTC 0.0 ¢g/L 0.649 0.952 -1.091 1,297
COL/NTC0.5¢g/L 1.144 0.361 0.361 0,191
COL/NTC 1.0g/L 0.810 -0.976 -1.519 1,106
COL/NTC 1.5¢g/L 1.481 0.247 0.915 2,851
COL/FC/NTC 0.0 g/L 0.886 1.509 0.186 0,085
COL/FC/NTC 0.5 g/L 0.242 -0.401 -0.094 0,042
COL/FC/INTC 1.0 g/L 0.992 0.160 0.646 0,085
COL/FC/NTC 1.5 g/L 0.882 0.482 1.494 4,404

7.3.2 Evaluacion electroquimica de FC, PCL y COL con y sin NTC multipared

Con el andlisis de la impedancia de células de osteosarcoma humano HOS cultivadas sobre
los diferentes recubrimientos propuestos en el rango de frecuencia de 100 kHz a 0.01 Hz, las
propiedades eléctricas del sistema en términos de resistividad y capacitancia pueden ser
determinadas. En la Figura 64 se presentan los espectros correspondientes a los diagramas de
Nyquist de los recubrimientos ceramicos, poliméricos y compuestos con diferentes
concentraciones de nanotubos de carbono y células HOS a 48 h de cultivo. De acuerdo con la teoria

EIS, de alta a media frecuencia se encuentran los procesos que se llevan a cabo en la interfase
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medio de cultivo-células, relacionados también con las biomoléculas de adsorcion presentes sobre
el recubrimiento. De medias a bajas frecuencias se detectan los procesos de transferencia de carga
y masa de la interfase biomoléculas de adsorcion-recubrimiento y a bajas frecuencias se encuentra

la interfase recubrimiento-sustrato.

En los espectros de Nyquist se observa un semicirculo parcial atribuido a una superficie
conductiva. Este semicirculo es menor para algunos recubrimientos comparado con el
comportamiento del cristal de cuarzo sin recubrimiento y células HOS, lo que sugiere que las
células presentes son capaces de adherirse y formar una fina pelicula junto con las proteinas de
adsorcion cubriendo la superficie de la muestra completamente, disminuyendo el valor de la
impedancia y mejorando la proteccion a la corrosion del sustrato (Bueno-Vera et al., 2015). En
este sentido, los recubrimientos poliméricos de PCL con la presencia de NTC funcionalizados con
FC, tuvieron mejores comportamientos en cuanto a los valores maximos de impedancia frente a
los recubrimientos PCL/NTC. En cuanto a los recubrimientos de colageno, los recubrimientos con
las més altas concentraciones de NTC (COL/NTC 1.0y 1.5 g/L y COL/FC/NTC 1.0y 1.5 g/L),
obtuvieron menores valores de impedancia, lo que implica una menor resistencia a la degradacion,
cuando son expuestos a resonancia mecanica con la QCM y en presencia de medio de cultivo +

células HOS.

En el apéndice D, se presentan los espectros de Bode y de Nyquist para todos los
recubrimientos a Oh, 24h y 48h de cultivo celular. Alli se observa que la respuesta electroquimica
en angulos de fase de frecuencias medias a bajas esta entre -80° y -60° en mas del 80% de las

superficies, que, de acuerdo con Garcia-Alonso et al., estos valores de angulos de fase indican la
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presencia de células y la adhesion celular a través de las biomoléculas de adsorcion que forma la
MEC sobre el recubrimiento (Garcia-Alonso et al., 2009). Los angulos de fase a bajas frecuencias
tienden a aumentar hasta valores de -20°, identificando procesos de control mixto de transferencia
de carga y de masa. Las superficies que mayor valor de &ngulo de fase mostraron en frecuencias
medias a bajas fueron las correspondientes a los recubrimientos PCL/FC/NTC 0.5y 1.5 g/L. Por
otra parte, el incremento del médulo de impedancia no lineal en el barrido de frecuencias (100 kHz
— 0,01Hz) indica la presencia de mas de una constante de tiempo (t=RC) relacionadas con las
interfaces células, capa de adsorcién de biomoléculas y el recubrimiento. Con respecto a los
diagramas de Nyquist mostrados en el apéndice D, en donde se comparan los tiempos de cultivo
(0 h, 24 h y 48 h) para cada recubrimiento, existe una tendencia a la disminucion de la impedancia
para las superficies que contienen polimero (PCL y COL), FC y NTC, debido probablemente a la
formacion de una capa continua de biomoléculas y células en toda la superficie del material

compuesto.
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Figura 64.

Diagramas de Nyquist de los recubrimientos (a) FC/NTC, (b) PCL/NTC, PCL/FC/NTCy (c) COL/NTC,

COL/FC/NTC a 48 h de cultivo celular
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Con la simulacion realizada en el software Echem Analyst Gamry Instruments y mediante

circuitos equivalentes se ajustaron los datos obtenidos de impedancia de los ensayos EQCM, los

cuales se aprecian en la Figura 65 a y b para los procesos sin y con difusion respectivamente.

Donde L es la inductancia atribuida a las conexiones del potenciostato a la celda QCM ubicada

dentro de la incubadora, Rs es la resistencia a la solucion, CPE1 y R1 son el elemento de fase

constante y resistencia correspondiente a la interfase células — biomoléculas de adsorcion, CPE2
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y R2 son el elemento de fase constante y resistencia correspondiente a la interfase biomoléculas
adsorbidas-recubrimiento, CPE3 y R3 son el elemento de fase constante y resistencia
correspondiente a la interfase recubrimiento-sustrato y W es la impedancia de Warburg asociada
a la difusion de biomoléculas en la interfase recubrimiento-capa de proteinas (PCL/NTC,
PCL/FC/NTC 0.5 g/L, COL/FC/NTC 1.0 y 1.5 g/L). Para el caso del cristal de cuarzo sin
recubrimento CPE1 y R1 estan relacionadas con la matriz extracelular en la interfase medio de
cultivo-células, CPE2 y R2 estan relacionadas con la interfase células- capa de biomoléculas y
CPE3 y R3 se asocian a la interfase capa de biomoléculas-superficie del cristal. Asi mismo, en la
Tabla D1 del apéndice D, se presentan los datos de la simulacion de los circuitos equivalentes.
Estudios de otros autores han encontrado valores de la resistencia a la polarizacion Rp de 1E+05
a 1E+08 Ohm.cm? en ensayos con Y sin cultivo celular (Bueno-Vera et al., 2015), lo que se traduce
en R3 para el circuito de la Figura 65 a) o R2 para el circuito de la Figura 65 b), que para el caso
de los recubrimientos propuestos se encuentra en el rango de 1.3E+03 a 5.9E+13 Ohm.cm?. Estos
valores de resistencia se asocian a la resistencia a la corrosion de la aleacion de titanio. El

recubrimiento que mayor Rp obtuvo fue COL/FC/NTC 0.0 g/L.
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Figura 65.
Circuitos equivalentes usados para el ajuste de los datos experimentales de impedancia de células HOS en contacto

con los diferentes recubrimientos, (a) sin difusion y (b) con difusion.
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También es posible evidenciar cambios en los valores de la capacitancia CPE1 relacionada
con las interfases en donde intervienen las células. Mediante un diagrama de barras se comparan
los valores de las capacitancias para todos los sistemas a 48 h de cultivo celular (ver Figura 66).
Es posible identificar para los recubrimientos ceramicos que las superficies correspondientes a
FC/NTC 0.5y 1.5 g/L obtuvieron mayores CPEL. Para las superficies poliméricas con nanotubos
de carbono, las superficies con las concentraciones mayores de NTC tuvieron mayores valores de
CPEL1, para los recubrimientos compuestos (polimero-FC-NTC), las superficies PCL/FC/NTC 0.0
g/L y todas las superficies de colageno, obtuvieron altos valores de capacitancia. Estos resultados
indican que los cambios electroquimicos ocurren en respuesta de la adherencia celular y los
procesos que se dan en la superficie del recubrimiento. Dichos resultados fue posible contrastarlos

con los ensayos biologicos descritos en el capitulo 8.



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 205

Figura 66.
Capacitancia celular (F/cm?) vs tiempo de cultivo celular (h) para los recubrimientos (a) FC/NTC, (b) PCL/NTC,

(c) PCL/FCINTC, (d) COL/NTC y (€) COL/FCINTC.
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Se usoé la Ecuacion 1 para calcular la conductividad ¢’ y la Ecuacién 33 para calcular la
permitividad relativa, la cual es la parte real de la permitividad compleja. Esto permite determinar

la integridad de las membranas celulares adheridas a los diferentes recubrimientos.

’ c

8 = —m—
(1+w?2C2R?%)x*¢y

(33)

Donde w = 27f es la frecuencia angular, C = 1/wZ" es la capacitancia, R = Z' es la
resistencia y ¢, = 8,854E — 12 F/m es la permitividad del vacio. Con respecto a los valores
encontrados de impedancia, se calcularon los valores de la permitividad relativa al barrido de
frecuencia de 0,01 Hz a 0,1 MHz. Se identificaron dos dispersiones o y B asociadas a la interfase
de los tejidos y a la polarizacion de la membrana celular, proteinas y otras biomoléculas en los
rangos de frecuencia de 0,01 Hz a 100 Hz y 100 Hz a 0,1 MHz respectivamente. En la Figura 67

se presentan los diagramas de permitividad relativa y conductividad de los diferentes sistemas.

A bajas frecuencias la conductividad es muy baja porque la corriente pasa a través de las
células, mientras que, a altas frecuencias, la capacitancia de la membrana deja pasar la corriente
alterna. El efecto de membrana desaparece y la corriente fluye a todas partes segun la
conductividad iénica local (Grimnes y Grottem, 2008), por lo que la conductividad aumenta. La
curva de la conductividad describe el comportamiento de un material bioldgico en el barrido de
frecuencias. La disminucién de la conductividad a altas frecuencias se debe a los valores negativos
de la impedancia imaginaria en el diagrama de Nyquist (lo cual se represento por una inductancia
en los modelos de los circuitos equivalentes). Una mayor presencia celular puede indicar mayor

conductividad, aunque como el flujo de corriente pasa tanto por los medios intra y extracelular a
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altas frecuencias, el tejido muerto vs el tejido normal no es diferenciable. Sin embargo, el
recubrimiento ceramico FC/NTC 0.5 g/L presenta mayor conductividad, lo cual es correspondiente
con la disminucion de la impedancia en el diagrama de Nyquist (ver Figura 64). La conductividad
de los recubrimientos poliméricos de PCL es mayor que la del cristal con excepcion de PCL/NTC
1.5 g/L y PCL/FC/NTC 0.5 g/L, mientras que, para los recubrimientos poliméricos de COL, so6lo
dos recubrimientos se encuentran por encima del cristal, estos son COL/FC/NTC 0.5y 1.0 g/L.
Por lo cual, se concluye que el analisis de la conductividad no permite identificar si el medio
bioldgico que se encuentra sobre la superficie de los recubrimientos es tejido normal o isquémico.
No obstante, los recubrimientos poliméricos con FC y NTC presentan valores altos de

conductividad ~200 mS/m con excepcion del recubrimiento PCL/FC/NTC 0.5 g/L.
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Figura 67.

Permitividad relativa y conductividad a 48 h de cultivo celular en los recubrimientos (a) FC/NTC, (b) PCL/NTC,

PCL/FC/NTC y (c) COL/NTC, COL/FCINTC
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Por otra parte, a medida que la frecuencia aumenta, la permitividad es disminuida,
presentando las dos dispersiones o y P, con especial atencion sobre los recubrimientos
PCL/FC/NTC 0.5y COL/NTC 0.0 g/L ya que no presentan la dispesion . La permitividad a baja
frecuencia es del orden de 10° — 107 y es debida a fendmenos de difusion i6nica de los iones que
envuelven la membrana celular (Casas Piedrafita, 1998). Los valores de permitividad para tejido
adiposo y hueso son del orden de 107 a bajas frecuencias, lo cual concuerda con los valores de

permitividad mostrados en la Figura 67 (Grimnes y Grottem, 2008).

La Figura 68 muestra los voltagramas de células HOS cultivadas sobre los diferentes
recubrimientos a 48 h de incubacidn, en donde se evidencian los picos de corriente catddica y
anodica. La respuesta en corriente es el resultado de procesos faradaicos y no faradaicos que
ocurren en el electrodo de trabajo, por lo que las reacciones redox y cambios en la composicion
i6nica derivados de los procesos celulares dan lugar a la transferencia de electrones en la interfase

de células vivas (El-Said et al., 2009).

De acuerdo con Jia et al., con la técnica voltametria ciclica es posible monitorear el
crecimiento de células osteoblasticas, estudiando especificamente los picos de corriente que se dan
en la zona de las reacciones redox. En el estudio de Jia et al, se realizaron voltametrias de células
MG-63 a diferentes tiempos de cultivo de 15 a 90 h, en donde a 45 h el pico de corriente anddica
empieza a disminuir, debido a que los nutientes no son renovados Yy esto influye en la viabilidad
celular (Jia et al., 2009). Otro estudio como el de Martin et al., muestra que, en la presencia de
células de bacteria, aparecen los picos de corriente negativos. La variacion (aumento) en los picos

de corriente se relaciond con la facilidad en la transferencia de electrones microbianos durante el
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crecimiento hasta un tiempo aproximadamente 40 horas, en donde empieza a disminuir el valor de

los picos de corriente, fendmeno atribuido a la disminucion de las fuentes de carbono y energia

para las bacterias (Martin et al., 2018). Se presentan en

(1a) y catodica (Ic) con sus respectivos potenciales, los cuales se calcularon con la ayuda del

software Echem Analyst Gamry Instruments.

Figura 68.
Voltametria ciclica a 48 h de cultivo celular en los recubrimientos

COL/NTC, COL/FC/NTC

la Tabla 10 los picos de corriente anddica
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Tabla 10.

Picos de corriente y voltaje para los diferentes sistemas recubrimientos — células HOS a 48 h de cultivo celular

Muestra Ic (WA) Ec (V) la(pA) Ea(V)
Cristal de cuarzo 61.8 498.6 -68.3  -439.3
FC/NTC 0.0 g/L 85.5 520.1 -14.6 510.9
FC/NTC 0.5 g/L 84.8 509.6 -25.6  501.7
FC/NTC 1.0 g/L 90.7 666.7 -21.6  512.7
FC/INTC 1.5 ¢g/L 437.3 269.7 -750.1 5514
PCL/NTC 0.0 g/L 4845 187.0 -9452 560.9
PCL/NTC 0.5 g/L 18.9 1218 -149 -95.74
PCL/NTC 1.0 g/L 2845 8541 -1333 -549.6
PCL/NTC 1.5¢g/L - - -79.4  -365.8
PCL/FC/INTC 0.0 g/L - - -3.7 439.9
PCL/FC/INTC 0.5 ¢g/L 81.4 637.8 -24.6  481.1
PCL/FC/INTC 1.0 g/L 71.7 6175 -65.1 -228.8
PCL/FCINTC 1.5 g/L - - - -
COL/NTC 0.0 g/L - - - -
COL/NTC0.5g/L 42.3 4649 -25.4 -783.9
COL/NTC 1.0g/L - - -69.1 -234.2
COL/NTC 1.5¢g/L 71.7 6175 -66.8 -237.8
COL/FC/INTCO0.0g/L 885 689.4 -7.7 -338.5
COL/FCINTCO5¢/L  62.1 668.5 -275 -766.9
COL/FC/INTC 1.0 g/L - - -76.2  -350.4
COL/FCINTC15¢/L 4124 1351 -549.9 -4174

211

Se observa con los datos presentados en la Tabla 10, que los picos de corriente anddica

aumentan y disminuyen dependiendo del tipo de recubrimiento. Asi, para los recubrimientos

ceramicos, el pico mas alto encontrado es para el recubrimiento FC/NTC 1.5 g¢/L, lo que es

correspondiente con el mayor valor de permitividad y conductividad. Los demas recubrimientos

ceramicos se encuentran por debajo del valor de la para el cristal en ausencia de recubrimiento.

Con respecto a las superficies que contienen polimeros-nanotubos de carbono y polimeros-FC-

NTC, las superficies que presentaron los mayores picos de la fueron COL/NTC 1.0y 1.5g/L y

COL/FC/NTC 1.0y 1.5g/L.
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De acuerdo con los resultados mostrados, la disminucion del pico de corriente anodica
puede indicar que hay una cantidad significativa de células en suspension, lo que hace que la sefial
se debilite y el pico de corriente puede desaparecer por completo. No obstante, durante el ensayo,
no hubo cambio de medio de cultivo, por lo que el pico anddico también puede depender de la
densidad y viabilidad celular. Adicionalmente, algunas superficies no tienen picos de corriente
catddica y para las demas superficies la relacion de los picos Ia/lc # 1, lo cual indica que las

reacciones que se dan sobre el electrodo de trabajo son irreversibles (EI-Said et al., 2009).

7.4 Conclusiones

Se encontro que Af depende del tiempo y exhibe un perfil sigmoidal especialmente en los
recubrimientos PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/NTC en las primeras dos horas de medicion.
Estos cambios de frecuencia se encuentran relacionados con los procesos de adhesion de células
sobre las superficies, indicando que existe diferencia significativa en el comportamiento de

peliculas ceramicas de alta rugosidad, con peliculas poliméricas de PCL y COL.

Por medio de los diagramas AR vs Af y el célculo de la tangente de pérdida se demostro
que la masa adherida a la superficie no puede ser tratada como masa rigida adsorbida ni como
material enteramente viscoso, es una combinacién de ambos comportamientos en donde los
cambios tanto en la frecuencia como en la resistencia de resonancia se deben a los cambios de la
densidad y viscosidad del fluido adyacente a la superficie como resultado de los procesos celulares

que conllevan a una adhesion celular.
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Con la técnica espectroscopia de impedancia electroguimica es posible monitorear los
procesos de adhesion celular y de biomoléculas que ocurren en la interfase recubrimiento-medio
de cultivo y celulas HOS. A medida que aumenta el tiempo de cultivo celular, hay una tendencia
a la disminucion de la impedancia. Esta tendencia es mas pronunciada en los recubrimientos de
material compuesto (polimero—fosfatos de calcio—nanotubos de carbono) con angulos de fase de
frecuencias medias a bajas esta entre -80° y -60° que indica la presencia de células y la adhesion a
través de las biomoléculas de adsorcion sobre la superficie del recubrimiento, debido a la
formacion de una capa continua de biomoléculas y células en toda la superficie del material

compuesto.

8 Biocompatibilidad de recubrimientos de ceramicos célcicos, policaprolactonay

colageno, reforzados con NTC multipared

8.1 Introduccioén

Mejorar la biocompatibilidad de las superficies de implantes metalicos ha sido uno de los
temas principales en los investigadores de la ciencia de los biomateriales. Un biomaterial debe
tener las caracteristicas ideales para permanecer en los sistemas vivos, ser bioldgicamente
sostenible y biocompatible (que no cause una reaccion toxica, fisioldgica o inmunoldgica adversa).
Los ensayos in vitro permiten identificar si la superficie del implante es o0 no un material propicio

para la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular. La rugosidad y la topografia son algunas
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de las propiedades superficiales de un biomaterial que afectan el comportamiento celular, la cual
juega un papel importante en la osteointegracion (Park et al., 2014). Igualmente, otros factores
como mecanismos especificos de estimulacion (efectos de carga, efectos electromagnéticos, etc.),
pueden modificar la respuesta de las células 6seas (W. Wang et al., 2019). Se ha observado que
algunos de los nanomateriales a base de carbono promueven la comunicacion célula - célula y la
actividad celular; las excelentes propiedades eléctricas hacen de estos materiales buenos
candidatos para fabricar biomateriales electro-activos. Las aplicaciones de los nanotubos de
carbono (NTC) en medicina, biologia y ciencias de los materiales es amplia. Han sido utilizados
como biosensores, en pruebas inmunoldgicas y moleculares, en reacciones enzimaticas y en
sistemas liberadores de farmacos en algunas enfermedades como céancer y enfermedades
infecciosas. Inducen la proliferacion y diferenciacion de neuronas y osteoblastos y tal como se ha
discutido en este trabajo, los NTC debido a sus propiedades eléctricas y mecanicas pueden mejorar

la respuesta eléctrica de andamios o recubrimientos y ser usados en materiales compuestos.

Una de las primeras etapas en la evaluacion de nuevos biomateriales para ser utilizados en
clinica, son los ensayos preclinicos. Estos ensayos estan orientados a evaluar la toxicidad (la
quimica directa de los biomateriales, las reacciones inflamatorias o la respuesta inmune al
biomaterial) y la eficacia de los materiales en modelos in vitro (en diferentes lineas celulares) e in
vivo (en algunos animales de experimentacién). A nivel celular, se pueden determinar algunos
parametros como son la toxicidad de los materiales en células de mamifero, la adhesion de las
células en los materiales, la capacidad de produccion de algunas enzimas implicadas en

osteointegracion (como por ejemplo la fosfatasa alcalina).
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La evaluacion de la toxicidad de los materiales (en este caso materiales con NTC) es
importante. Paralelo al beneficio potencial de los NTC en medicina y aumento de su produccion,
algunos autores han demostrado el potencial toxico a nivel celular y en modelos animales. Aunque
no hay un consenso en los reportes de citoxicidad de los NTC, esta depende de las diversas
propiedades fisicoquimicas de los NTC tales como longitud, didmetro, area superficial, tendencia
a la aglomeracion, pureza (i.e. que no estén contaminado con metales como Fe, Ni, Mo y Co),
concentracion y dosis (Costa et al., 2016; Lanone et al., 2013; Ying Liu et al., 2013). Por ejemplo,
se ha encontrado que los NTC de pared simple hidroxilados son mas téxicos, debido a que se
distribuyen mas rapidamente en el cuerpo depositandose en el hueso por largos periodos de tiempo,
que los NTC de pared simple tratados con acido, los cuales contrariamente pueden ser
internalizados por las células localizandose en los lisosomas y el citoplasma (menos toxicos). Los
NTC largos (en forma de aguja), o mayores de 800 nm de longitud estan relacionados con toxicidad
ya que inducen un mayor grado de inflamacion (aumento de citoquinas proinflamatorias como IL-
1), formacion de granulomas y de dafio a nivel del ADN que los NTC maés cortos (Ying Liu et al.,
2013). Los NTC con alto grado aglomeracion también han sido relacionados con toxicidad debido
a la rigidez de los aglomerados que forman (Francis y Devasena, 2018). Con relacién a los NTC
de pared simple y de paredes mdultiples, algunos estudios muestran que los de pared simple son

mas toxicos.

Para determinar la toxicidad existen diversos métodos in vitro que miden y cuantifican de
una manera relativamente facil y rapida, la toxicidad de los biomateriales; siendo muy valiosos y
convenientes en la evaluacion inicial de la biocompatibilidad esperada de nuevos materiales. Como

ejemplos se tiene el ensayo del lactato deshidrogenasa (LDH) que mide la integridad de la
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membrana celular, el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio)
que mide la funcion mitocondrial y los marcadores inmunoquimicos para la apoptosis y la necrosis.
El ensayo de citotoxicidad MTT con células de tipo 6seo fue el utilizado en este trabajo. Este
método determina el producto de la reduccién del MTT (un colorante amarillo de tetrazolio) a
cristales de formazan (de color purpura) la cual es catalizada por deshidrogenasas mitocondriales
presentes en las células vivas. El formazan resultante (el cual sera directamente proporcional al
numero de células vivas) se cuantifica espectrofotométricamente a 550 nm después de la
disolucion en dimetilsulféxido (DMSO). A continuacion, se escriben algunos estudios en donde

este ensayo fue utilizado.

Gholami et al., encontraron una baja citotoxicidad de compuestos de fosfatos de calcio,
NTC- multipared (concentraciones hasta 0.05 g/L) y albumina de suero bovino en fibroblastos
humanos, indicativo que hubo efecto en la proliferacion celular y una mayor actividad metabolica
de los fibroblastos (Gholami et al., 2013). Mokabber et al., usando el ensayo XTT (2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida), el cual es un ensayo similar al MTT,
estudiaron la actividad de células SaOs sobre recubrimientos de Ca-P realizados por
electrodeposicion sobre titanio encontrando que la morfologia de las diferentes muestras afectaba
la viabilidad y la adhesidn celular (Mokabber et al., 2019). Trakoolwannach et al., demostraron en
peliculas de PCL y PCL/HA con diferentes concentraciones de HA, que la viabilidad de las células
disminuia a los 7 dias de cultivo, sin embargo, a los 10 dias la viabilidad vuelve a aumentar en
todas las peliculas. No obstante, ninguna de las peliculas fue citotoxica (Trakoolwannachai et al.,
2019). Hudecki et al., disefiaron recubrimientos de PCL y NTC por electro spinning sobre titanio,

y realizando ensayos de MTT demostraron que la agregacion de NTC favorecid la viabilidad
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celular de fibroblastos dérmicos humanos (Hudecki et al., 2019). Park et al., y Valverde et al.,
evaluaron peliculas de colageno y NTC (en concentraciones maximo de 20 pug y 6% en peso
respectivamente) con células de tipo osteoblastico, mostrando que ninguna de las superficies fue

citotoxica (Park et al., 2014; Valverde et al., 2016).

Cuando una célula esta en contacto con un biomaterial la adhesion de las células al material
o el desprendimiento de las células adheridas puede ocurrir. La adhesion celular debe tenerse en
cuenta (medirse) para determinar la biocompatibilidad (interrelaciones entre un biomaterial y su
entorno) de los materiales. Las células se adhieren a las superficies a través de diversas moléculas
(i.e. fibronectina, colageno, laminina, vitronectina) utilizando receptores celulares Ilamados
integrinas. El proceso de adhesion celular estatica in vitro se caracteriza por tres etapas (Tabla 11):
fijacion de la célula a su sustrato (etapa inicial), aplanamiento, unién y la organizacion del
esqueleto de actina con la formacion de adhesion focal entre la célula y su sustrato (Khalili y

Ahmad, 2015).

Tabla 11.

Etapas del proceso de adhesion celular in vitro

Cell Adhesion
Phase I Phase II Phase II1
Phases
- . : . - . @& = " Cell
Schematic diagram Cell /YU Cell gy ﬁ
of cell adhesion ECMg9990e0eeeee evesdbstéeee pom 22048883 ¢ 000
Schematic diagram I-I.-"’“‘-I =
of the transformation e— — Fully spreading and structural
of cell shape Initial attachment Flattening organization
Cell adhesion Electrostatic ) . .
. . ) : Integrin bonding Focal adhesion
intervension Interaction
Adhesion stages Sedimentation Cell attachment Cell spreading and stable adhesion

Nota. Tomada de (Khalili y Ahmad, 2015).
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Se han aplicado diversas tecnicas para medir la adhesion celular en muchos campos de
estudio con el fin de comprender las vias de sefializacion celular, estudios de biomateriales para
sensores implantables, reemplazo artificial de huesos y dientes, el desarrollo de tejido en un chip
y 6rgano en un chip en la ingenieria de tejidos, los efectos de los tratamientos bioguimicos y los
estimulos ambientales a la adhesion celular, el potencial de los tratamientos farmacologicos, el
estudio de metastasis del cancer y la determinacion de las propiedades de adhesion de las células

normales Yy cancerosas.

La medicion de fosfatasa alcalina es otro de los ensayos que se usa muy a menudo en el
area de los biomateriales. La fosfatasa alcalina (ALP) es una proteina no colagenosa y marcador
de diferenciacion temprana del hueso. La expresion de ALP en osteoblastos esta relacionada con
el proceso de calcificacion de la matriz extracelular (MEC) (Lobo et al., 2013). Dentro de los
estudios mas representativos que involucran los materiales evaluados en este trabajo, se encuentran
los de Lee et al., en donde evaluaron peliculas de fosfato de calcio con diferentes rugosidades
sintetizados sobre una superficie de poliestireno usando células de osteosarcoma HOS. Una mayor
concentracion de la proteina se encontr6 a 3 semanas de evaluacion con una superficie de
rugosidad promedio de 20 nm (W.-K. Lee et al., 2009). También Lobo et al., evidencié que la
respuesta de osteoblastos humanos (hOB) sobre recubrimientos realizados por electrodeposicion
de nano hidroxiapatita (HA) con nanotubos de carbono multipared muestran mayor actividad de
ALP que los NTC multipared en ausencia de HA. Por su parte, células HOS demostraron ser
capaces de obtener valores medibles de ALP a 8 y 20 dias de cultivo en los estudios de Ko et al.,
y Takitoh et al., respectivamente. En donde se evalud la expresion de ALP en muestras de titanio

y en geles de colageno (Ko et al., 2007; Takitoh et al., 2010). Ensayos complementarios como
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fluorescencia usando marcadores celulares especificos y microscopia electronica de barrido se
llevan a cabo para dilucidar la morfologia del nucleo y de la célula completa e identificar ciertas
alteraciones morfologicas y adherencia celular a la superficie estudiada (Gongalves et al., 2016;

Subramani et al., 2016; W. Wang et al., 2019).

Por otro lado, células diversas se usan en ensayos in vitro. Las mas comunes en el campo
de la ortopedia y los implantes son las células dseas de ratdn precursoras de osteoblastos capaces
de diferenciarse a osteoblastos y osteocitos (MC3T3-E1), fibroblastos humanos, células primarias
de osteoblastos (hOB) o células osteoblasticas fetales humanas (hFOB). No obstante, otras lineas
celulares se han probado para determinar el comportamiento de los materiales como las células de
osteosarcoma humano lineas HOS, MG63 y SaOs-2. Pues, aunque son células derivadas de cancer
de hueso, la respuesta en proliferacion y diferenciacion son similares a las células hOB, de acuerdo
con el estudio de Chen et al., en donde las lineas celulares HOS y hOB muestran patrones similares
de proliferacién y fosfatasa alcalina durante la etapa de diferenciacion celular (F.-P. Chen et al.,

2006).

En este capitulo se muestran los resultados de ensayos de citotoxicidad por MTT, actividad
de células HOS por medio de la medicion de fosfatasa alcalina, observacion del cambio en la
morfologia del nucleo celular por ensayo de fluorescencia usando el marcador Hoechst 33342, y
adherencia celular por microscopia electronica de barrido, sobre todos los recubrimientos
desarrollados a lo largo de este trabajo doctoral, como lo son los recubrimientos de fosfatos de
calcio, policaprolactona y colageno en la presencia de diferentes concentraciones de nanotubos de

carbono multipared purificados y modificados superficialmente, funcionalizados con fosfatos de
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calcio con precursor natural otolitos de pez. Estos diferentes ensayos permitieron identificar cuales
superficies tuvieron mejores comportamientos frente a la adherencia, proliferacion vy

diferenciacion de células HOS a diferentes tiempos de cultivo.

8.2 Metodologia

El presente fue un estudio de tipo experimental en donde se evaluaron 4 grupos
identificados como grupo control, grupo cerdmicos, grupo polimérico PCL y grupo polimérico
COL. Se llevaron a cabo pruebas de reduccion de MTT, ALP, fluorescencia y SEM a
recubrimientos con tres concentraciones diferentes de NTC y en ausencia de NTC, exceptuando el

grupo control en presencia de células de osteosarcoma humano (HOS).

8.2.1 Materiales

Se evaluaron recubrimientos ceramicos y poliméricos con y sin nanotubos de carbono

multipared purificados y funcionalizados con fosfatos de calcio, los cuales se encuentran descritos

en la Tabla 12. Como método de esterilizacidn para los recubrimientos, se usé una corriente de

oxido de etileno durante 4 h.

8.2.2 Cultivo celular

Se usé la linea celular de osteosarcoma humano (HOS, ATCC CRL-1543), la cual se

mantuvo mediante pases seriados en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino
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fetal inactivado por calor (hiSFB) y penicilina/estreptomicina, en atmosfera de 5% de CO2 y 95%
de humedad a 37 °C. Para el subcultivo, las células se separaron de la superficie del frasco usando
una solucion de tripsina (0.25 % p/v) - EDTA (0.53 mM) durante 10 min a 37 °C, se lavaron con

medio de cultivo, se centrifugaron y se re-suspendieron con medio fresco.

Tabla 12.

Tipos de superficies expuestas a los ensayos in vitro.

L . Método de
Grupo Descripcion Denotacion .,
preparacion
Sin sustrato Control
Control -
Sustrato desnudo Ti6AI4V Decapado
Fosfatos de calcio FC/NTC 0.0 g/L
. tipo brushita, monetita e FC/NTC 0.5 g/L .
Ceramicos PO brusht ! g Electrodeposicion

hidroxiapatita

FC/NTC 1.0 g/L

Polimérico PCL

carbonatada FC/INTC 1.5 ¢/L
Poli lact PCL/NTC 0.0 g/L
disuelt;elrfa;irizszsg?co PCLINTC 0.5 g/L
. PCL/NTC 1.0 g/L
glacial y NTC
PCL/NTC 1.5g/L
Policaprolactona PCL/FC/NTC 0.0 g/L
disuelta en 4cido acético PCL/FC/NTC 0.5 g/L

glacial y NTC
funcionalizados con FC

PCL/FC/NTC 1.0 g/L
PCL/FC/NTC 1.5 g/L

Polimérico COL

Colageno tipo |
disuelto en 4cido acético
0.5My NTC

COL/NTC 0.0 g/L
COL/NTC 0.5 g/L
COL/NTC 1.0 g/L
COL/NTC 1.5 g/L

Colageno tipo |
disuelto en acido acético
0.5MyNTC
funcionalizados con FC

COL/FC/NTC 0.0 g/L
COL/FC/NTC 0.5 g/L
COL/FC/NTC 1.0 g/L
COL/FC/NTC 1.5 g/L

Spin-Coating

8.2.3 Pruebas de toxicidad

Las pruebas de toxicidad se llevaron a cabo con el fin de conocer el porcentaje de viabilidad celular

de la linea celular HOS sobre los diferentes recubrimientos propuestos. Cada una de las muestras
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(ver Tabla 12) se dej6 en una placa de fondo plano de 24 pozos que contenia 1 mL de RPMI-1640-
10% de hiSFB a 37 °C. Después de 30 dias, los sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a
-20 °C antes de su uso. Se incubaron células HOS (5 x 10 células/mL) con diluciones en serie de
cada sobrenadante o medio solo durante 72 h. La toxicidad celular se evalué mediante una prueba
colorimétrica MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) y el porcentaje de
viabilidad celular se calculd mediante la formula: Viabilidad celular (%) = OD promedio en el
grupo de estudio/OD promedio en el grupo de control x 100%, donde OD es la densidad dptica
medida a 550 nm en un lector de microplacas Synergy H1 (BioTeK). Los resultados se presentan
en porcentaje de viabilidad celular, usando triplicado por cada condicién a evaluar (n = 3). Como

control se realiz6 el analisis de las células en medio de cultivo con ausencia de recubrimiento.

8.2.4 Determinacion de fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina (ALP), es un marcador de diferenciacion temprana del hueso y es
utilizada para evaluar la actividad celular de los osteoblastos (Shim etal., 2017). ALP libera
fosfato inorganico a partir de ésteres fosforicos. Si la fosfatasa alcalina disminuye, puede ser un
indicador de muerte celular. La fosfatasa alcalina hidroliza la sal disddica de fosfato de p-
nitrofenilo (p-NPP) o p-nitrofenilfosfato para formar el cromogeno amarillo p-nitrofenol. Cada
una de las superficies a evaluar se dispuso en una placa de 24 pozos de fondo plano y se cubrieron
con células HOS (1,5x10* células/mL), se cultivaron a 5% de CO2 y 95% de humedad a 37 °C.
Las células de control se dejaron sin muestras recubiertas. Después de 7 y 15 dias de incubacion,
se retird y se recogio el medio celular. Ademas, los lisados celulares se obtuvieron mediante

tratamiento con Triton X-100 durante 10 min. EI medio eliminado y los lisados se centrifugaron a
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3000 rpm y los sobrenadantes se almacenaron a -20 ° C hasta su uso. La concentracion de ALP se
determind usando un kit BioSystems (ALP-AMP 2-Amino-2-Metil-1-Propanol Buffer COD
11598). Brevemente, los sobrenadantes se incubaron con una sal disodica de fosfato de p-
nitrofenilo 0.1M (p-NPP) y las placas se leyeron a 405 nm en un software de lector de microplacas
Synergy H1 (BioTeK) Gen5 V3.03v. La concentracion de ALP (U/L) se calcula utilizando la
siguiente formula: (AA / min) X ((VtX10 " 6)/ (e X 1X Vs))=U/L, donde AA/min es el promedio
diferencia de absorbancia por minuto (3 min), € la absorbancia molar de 4-nitrofenol a 405 nm es
18450, | es la trayectoria de la luz (1 cm), el volumen de reaccion total Vt es de 1,02 mL vy el

volumen de muestra Vs es de 0,02 mL.

8.2.5 Adhesion y morfologia celular

Se colocaron células HOS (1,5x10* células/mL) en las muestras con recubrimientos y se
incubaron durante 96 h. Las células permanecieron con 2 pug/mL de cloroaluminio ftalocianina
durante 4 h (para citoplasma) y 0,5 mg/ml de Hoechst 33342 durante 10 min (para nucleo). Las
células se lavaron 2 veces con PBS neutro y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 10
min. Después de lavar 3 veces mas, las superficies de las muestras se cubrieron con glicerina
tamponada (10 pL) y se cubrieron de la luz hasta visualizacion. Las muestras se examinaron en un
microscopio de fluorescencia Olympus BX43F usando el filtro UV2A con el software CellSens

Standard 1.18. Todas las pruebas se realizaron por duplicado.

La morfologia celular se observo mediante SEM a un tiempo de 48 h de cultivo de células

HOS en una concentracion de 1,5x10* células/ml. Las células fueron fijadas con 2.5% de
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glutaraldehido a 4°C toda la noche y deshidratadas con soluciones de etanol absoluto de 10; 20;
30; 40; 50; 60; 70; 80 y 99,99 % cada 10 min, repitiendo dos veces mas a 99,99%. Luego se
cubrieron con oro en un equipo Quorum Q1SORES en vacio durante 100 s. Las imagenes SEM se
tomaron en un microscopio electronico de barrido FEI Quanta 650, electrones secundarios y

retrodispersados, con un voltaje de aceleracion de 20 kV.

8.2.6 Analisis estadistico

Se aplicd el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) para determinar las diferencias
entre los grupos utilizados en los experimentos de citotoxicidad y ALP. Luego, se usé la prueba
de Tukey-Kramer para determinar las diferencias estadisticas al comparar dos grupos. Las

diferencias estadisticas se consideraron en *p<0.05 y **p<0.01.

8.3 Resultados

8.3.1 Toxicidad de los recubrimientos FC/NTC, PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL/NTC vy

COL/FCINTC

Los resultados de citotoxicidad de las células HOS en reaccion con los sobrenadantes de
los diferentes recubrimientos desarrollados en esta tesis se muestran en la Figura 69. De acuerdo
con ISO 10993-5: 2009 (Evaluacion bioldgica de dispositivos médicos - Parte 5: Pruebas de
citotoxicidad in vitro), si la viabilidad celular se reduce a menos del 70% del control, las muestras

tienen potencial citotoxico. En la Figura 69, Figura 70 y Figura 71 se presentan los resultados de



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 225

toxicidad para todos los grupos. En forma general, los recubrimientos no fueron citotoxicos para
las células HOS. Haciendo referencia al valor promedio, de 21 superficies diferentes dos
obtuvieron porcentajes de viabilidad celular cercanos al 70%, los cuales fueron COL/NTC 0.0 g/L

y COL/FC/INTC 0.0 g/L.

Para los recubrimientos FC/NTC (Figura 69), se encontraron valores promedio de
viabilidad celular de 75.95+9.26, 83.64+9.96, 71.44+7.18 y 86.53+£5.53 %. Aunque no hay una
tendencia marcada, los resultados estan relacionados con el tipo de fosfato encontrado en los
recubrimientos realizados por electrodeposicion. Los porcentajes mas altos de viabilidad celular
se presentan para los recubrimientos FC/NTC 0.5y 1.5 g/L, asociados con los fosfatos de calcio
brushita + HA carbonatada, como se describe en el capitulo 4. La diferencia de estos dos
recubrimientos es la presencia de HA y no de monetita, la cual puede ser una variable que
modifique el porcentaje de viabilidad celular. Aqui, lo interesante para observar es que el aumento
de la concentracion de nanotubos de carbono no altera significativamente la toxicidad celular.

Todos los grupos tienen diferencias significativas con respecto al control p<0.05 y p<0.01.

De acuerdo con Yilmaz et al., la hidroxiapatita a nivel nanométrico tiene alta habilidad de
enlazar factores de crecimiento que estimulan la adhesion y la proliferacion. En un ensayo con HA
y Oxido de grafeno (GO), células fibroblasticas fueron afectadas negativamente por la presencia
del 6xido de grafeno, mas no por la presencia de HA. Sin embargo, esta afectacion depende de la
concentracion del GO utilizado, donde a baja concentracion (0.1 — 0.5 pg/mL) se ha demostrado

que promueve la proliferacion de osteoblastos (Tanurat y Sirivisoot, 2015; Yilmaz et al., 2019).
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Figura 69.

Viabilidad celular de cultivo de células HOS en sobrenadantes de recubrimientos FC y FC/NTC
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Nota. Los datos representan la media £ desviacion estandar para n=3, *p<0.05 y **p<0.01 comparadas con el

control (prueba estadistica de Tukey-Kramer comparacién por pares).

Se encontrdé un valor promedio de 111.95+10.73, 125.83+8.37, 127.31+12.78,
110.09+13.26, 100.09+5.41, 95.47+16.47, 97.43+5.66, 70.64+8.08 y 76.24+14.49 % para
Ti6Al4V, PCL/INTC 0.0 g/L, PCL/NTC 05 g/L , PCL/NTC 1.0 g/L , PCL/INTC 1.5 g/L,
PCL/FC/NTC 0.0 g/L, PCL/FC/NTC 0.5 g/L, PCL/FC/NTC 1.0 g/L y PCL/FC/NTC 1.5 g/L
respectivamente (Figura 70). Se observa una disminucion considerable para las muestras con la
mayor cantidad de nanotubos de carbono y presencia de FC (p<0.05 y p<0.01), lo que sugiere que
las altas concentraciones de nanotubos de carbono inhibieron la proliferacion celular. Ahora bien,
como se describid anteriormente, puede existir también un efecto inhibitorio por la adicién de FC,
ya que, al agregar FC, la viabilidad celular pasa de 125.83+8.37 para PCL a 95.47+16.47 para
PCL/FC/NTC 0.0 g/L. Ademas, la prueba MTT se llevé a cabo durante 30 dias, durante este tiempo

es probable que parte del recubrimiento se haya desprendido y que estos productos disueltos en
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los sobrenadantes reduzcan la viabilidad celular. Se ha encontrado en otros estudios valores altos
de viabilidad celular en matrices de PCL con baja concentracion de NTC multipared (Mattioli et
al., 2012), y que a medida que aumenta el tiempo de exposicion, hay una disminucion en la
viabilidad celular con aumentos en la concentracion de NTC multipared (Gholami et al., 2013).
Se encontraron diferencias significativas entre el control y dos muestras con mayor porcentaje de
viabilidad celular y dos muestras con menor porcentaje de viabilidad celular. Las comparaciones
entre pares de grupos arrojaron diferencias significativas entre los recubrimientos realizados con
las mismas concentraciones de nanotubos de carbono con y sin fosfato de calcio, lo que indica que
existe una inhibicion de la proliferacion celular por la agregacion del fosfato de calcio que a su vez
tiene efecto cuando la concentracion de nanotubos de carbono aumenta a 1.0 y 1.5 g/L. No
obstante, cabe aclarar que ninguna de las superficies tiene un valor por debajo del 70% de

viabilidad, tomando como base el valor promedio.

Duarte et al., obtuvo andamios de PCL, B-TCP y dexametasona usando CO> como agente
espumante, obteniendo sobrenadantes solo de 24 h para ensayo MTT. Hallaron que hay una
disminucion en la viabilidad celular de ~130% para PCL a ~122% para PCL/B-TCP y ~99% para
PCL/B-TCP/5% dexametasona, concluyendo que, aunque la viabilidad celular cambie, las
superficies no afectan la actividad metabdlica de las células osteoblasticas L929 (R. M. Duarte

etal., 2018).
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Figura 70.

Viabilidad celular de cultivo de células HOS en sobrenadantes de recubrimientos PCL/NTC y PCL/FC/NTC
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Nota. Los datos representan la media + desviacién estandar para n=3, *p<0.05 y **p<0.01 comparadas con el control

(prueba estadistica de Tukey-Kramer comparacién por pares).

En la Figura 71 se muestran los resultados del ensayo MTT en los recubrimientos de
COL/NTC y COL/FC/NTC. Los recubrimientos con menor porcentaje de viabilidad celular fueron
los correspondientes a COL/NTC 0.0 g/L y COL/FC/NTC 0.0 g/L, con valores de 69.89+8.94% y
64.47+£11.13% respectivamente. Con estos resultados se evidencia que estos recubrimientos tienen
citotoxicidad leve sobre las células HOS. La causa probable de este comportamiento es que, en los
30 dias de exposicion al medio de cultivo, hubo una degradacion del recubrimiento, por lo que
hubo un aumento de la concentracion de colageno en el medio, lo cual se ve reflejado en la
disminucion del porcentaje de viabilidad celular. El colageno tiene una degradacion réapida en

medios bioldgicos (Fernandes et al., 2011). Lo anterior, fue visto en varios estudios, como el
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estudio de Grgnlien et al., en donde al aumentar la concentracion de colageno de tendén de pavo
de 0.5 a 3 mg/ml en esponjas, hubo una disminucion del porcentaje de viabilidad en fibroblastos,
o como el estudio de Fernandes et al., en donde al agregar colageno bovino tipo I a un andamio de
quitosano, se disminuye la viabilidad de osteoblastos. Asi mismo, lo demostré también Jeong et
al., que al aumentar la concentracion de colageno extraido de peces de 10 a 200 pg/mL, se
disminuyo el porcentaje de viabilidad de osteoblastos con una alta desviacion estandar (Fernandes

etal., 2011; Grenlien et al., 2019; Jeong et al., 2013).

La presencia de nanotubos de carbono en el recubrimiento de colageno mejora levemente
la viabilidad celular en ausencia de FC, ademas, este aumento se ve mas acentuado en la presencia
de FC. Al contrario de lo que sucede con los recubrimientos de PCL, la presenciade NTC y FC en
el recubrimiento de colageno aumenta significativamente la viabilidad celular en un ~30%. Estas
observaciones concuerdan con los estudios presentados por Park et al., y MacDonald et al., en
donde la presencia de nanotubos de carbono en cantidades maximas de 20 pg y 2.0% en peso,
aumenta la viabilidad celular de células tipo osteoblastico y células de musculo de raton
respectivamente (MacDonald et al., 2005; Park et al., 2014). Todos los grupos con porcentajes de
viabilidad de células HOS por debajo del 80% tienen diferencia significativa (p<0.05 y p<0.01)
frente al control, mientras que los grupos con y sin fosfatos que presentaron diferencia significativa

(p<0.01) son el par COL/NTC 1.5 g/L y COL/FC/NTC 1.5 ¢/L.

Por otro lado, el tipo de fosfato de calcio en estos recubrimientos parece no afectar la
viabilidad celular. En el estudio de Valverde et al., se evalué un andamio 3D de colageno tipo |

sin y con nanotubos de carbono multipared y agregado de triéxido mineral (MTA), se concluyo
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que no esta claro qué efectos tienen MTA y los NTC en la proliferacion de osteoblastos. Parece
que los NTC pueden interferir de alguna manera que no es clara con los ensayos de proliferacion

que los investigadores realizaron (Valverde et al., 2016).

Figura 71.

Viabilidad celular de cultivo de células HOS en sobrenadantes de recubrimientos COL/NTC y COL/FC/NTC
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Nota. Los datos representan la media + desviacién estandar para n=3, *p<0.05 y **p<0.01 comparadas con el control

(prueba estadistica de Tukey-Kramer comparacion por pares).

Por dltimo, con respecto al ensayo de citotoxicidad, las superficies ceramicas que tuvieron mejor
respuesta fueron FC/NTC 0.5 g/L y FC/NTC 1.5 g/L, y las superficies poliméricas fueron
PCL/NTC 0.0 g/L, PCL/NTC 0.5 g/L, COL/FC/NTC 1.0 g/L y COL/FC/NTC 1.5 g/L. No
obstante, los recubrimientos que superaron el porcentaje de viabilidad del control fueron PCL/NTC

0.0 g/L, PCL/NTC 0.5 ¢g/L, PCL/NTC 1.0 g/L y COL/FC/NTC 1.5 ¢/L., mientras que los
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recubrimientos que superaron la superficie de Ti6Al4V fueron PCL/NTC 0.0 g/L, PCL/NTC 0.5

g/L.

8.3.2 Medicién de fosfatasa alcalina en recubrimientos FC/NTC, PCL/NTC, PCL/FC/NTC,

COL/NTC y COL/FC/NTC con células HOS

El ensayo de actividad de fosfatasa alcalina se us6 como marcador bioguimico para
determinar la diferenciacion de células de osteosarcoma humano tanto en el lisado celular como
en los sobrenadantes los dias 7 y 15. En la Figura 72 se muestran los resultados de la medicién de
fosfatasa alcalina en recubrimientos de FC realizados por electrodeposicion. Se encontré en el
sobrenadante de 7 dias, que la produccion de fosfatasa alcalina no es significativa, ninguna
superficie tiene diferencias significativas frente al control. Mientras que, en el sobrenadante a 15
dias dos de las superficies tienen diferencias significativas frente al control (FC/NTC 1.0y 1.5
g/L). En un estudio de Chen et al., se establecid que las células HOS tienen un estado de rapida
proliferacion de los dias 5-15. En esta etapa, puede existir un decrecimiento en la expresion de
ALP vy posteriormente aumenta durante la maduracion de la matriz (F.-P. Chen et al., 2006). Sin
embargo, esto ocurre cuando se compara solo el comportamiento de la célula sobre controles. De
acuerdo con Mokabber et al., la morfologia de recubrimientos de FC electrodepositados por pulsos
no afecta la expresién de ALP en células de osteosarcoma (SaOs), mientras que la viabilidad
celular si (Mokabber et al., 2019). Es decir, que depende del tipo de superficie que se esté
evaluando donde muchas variables pueden modificar el comportamiento de las células, como lo
son cambios morfologicos, rugosidad, cristalinidad, composicidén quimica, propiedades mecanicas

entre otras.
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La medicion en el lisado celular indica la actividad bioquimica de las células HOS que
quedan en la superficie de los recubrimientos al cabo de 15 dias de cultivo. Este comportamiento
difiere de los sobrenadantes, debido a que la expresion de ALP medida es la expresada en la
membrana celular (Hernandez-Gil et al., 2006). En el lisado celular a 15 dias de cultivo, las
superficies evaluadas con fosfatos de calcio no muestran diferencias significativas frente al control,
resaltando que las superficies con mayor ALP son las correspondientes a los recubrimientos

FC/NTC 0.5 g/L y FC/NTC 1.5 g/L, las cuales estan asociados a una mayor viabilidad celular.

Figura 72.

Produccién de ALP de células HOS en lisado celular y sobrenadantes de recubrimientos FC/NTC
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Nota. Los datos representan la media * desviacion estandar para n=2, *p<0.05 y **p<0.01 comparadas con el control

(prueba estadistica de Tukey-Kramer comparacion por pares).
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De la misma manera como se evalud la viabilidad celular, la expresion de fosfatasa alcalina
se evalud en los recubrimientos de PCL/NTC y PCL/FC/NTC. Los resultados son apreciables en
la Figura 73. Comparando los sobrenadantes en los recubrimientos PCL/NTC, hay una
disminucion en la produccion de ALP del dia 7 al dia 15 para PCL/NTC 0.0 g/L y PCL/NTC 0.5
g/L, asociado con las superficies de mayor viabilidad celular. Por otro lado, en los recubrimientos
PCL/NTC 1.0 g/L, PCL/NTC 1.5 g/L y PCL/FC/NTC (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 g/L), hay un aumento en
la produccién de ALP, asociado a valores de menor viabilidad, donde una baja tasa de proliferacion
probablemente se deba a que las células comienzan una etapa de diferenciacion 6sea (Wongsupa

etal., 2017).

Figura 73.

Produccién de ALP de células HOS en lisado celular y sobrenadantes de recubrimientos PCL/NTC y PCL/FC/NTC

= CONTROL m Ti6Al4V PCL/NTC 0.0 g/lL PCL/NTC 0.5 g/L mPCL/NTC 1.0 g/L
EPCL/NTC 1.5 g/L mPCL/FC/NTC 0.0 g/L mPCL/FC/NTC 0.5 ¢/l mPCL/FC/NTC 1.0 g/L mPCL/FC/NTC 1.5 g/lL
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Nota. Los datos representan la media + desviacion estandar para n=2, *p<0.05 y **p<0.01 comparadas con el

control (prueba estadistica de Tukey-Kramer comparacion por pares).
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En la Figura 73 se aprecian diferencias significativas en los sobrenadantes con mayor
actividad de ALP en comparacion con el control (p<0.05). No obstante, valores altos de ALP tanto
en el sobrenadante a 7 dias para PCL/NTC 0.0 g/L como en el lisado celular para PCL/FC/NTC
1.0 g/L, no estan relacionados con el nimero de células, ya que puede deberse a una proliferacion
o diferenciacion celular alterada (Klammert et al., 2009). Por esta razon, se llevaron a cabo ensayos
de fluorescencia y adhesion de células a otros tiempos, para evaluar de mejor manera el
comportamiento de células HOS en este tipo de recubrimientos. Adicionalmente, no existen
diferencias significativas en los recubrimientos de PCL (p>0.05), infiriendo que la expresion de
ALP de células HOS hacia el polimero es mediada en mayor proporcion por la presencia de PCL,
siendo modificada levemente por la presencia de NTC y FC en las concentraciones usadas en este
estudio. Este resultado es coherente con los expresados por Wang et al., donde se evaluaron
andamios de PCL con NTC y grafeno en concentraciones de 1 y 3% en peso. Los investigadores
encontraron que la expresion de ALP es baja en los andamios con las dos concentraciones de NTC,
y PCL en ausencia de NTC y no tienen diferencias significativas entre si, mientras que, con el uso
de grafeno, los andamios producen mayor ALP, probablemente porque el grafeno presenta un area
superficial mayor que los NTC mostrando diferentes efectos en la adsorcion de proteinas,
proliferacion y diferenciacion celular (W. Wang et al., 2019). Otro estudio realizado por Lee et al.,
muestra que la expresién de ALP en matrices poliméricas de PCL con y sin fésforo negro (BP,
alétropo del fésforo blanco cuando este se trata a altas presiones), no tienen diferencias
significativas evaluados a los dias 1, 7, 14 y 21, y que la presencia del BP aumenta ligeramente la

expresion de ALP de células osteoblasticas MC3T3-E1 (Y. B. Lee et al., 2019).

Para los recubrimientos COL/NTC y COL/FC/NTC (Figura 74), los resultados evidencian

gue no se encontrd expresion de ALP en el sobrenadante a 7 dias de cultivo celular en la mayoria
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de los recubrimientos, asi como tampoco en el lisado celular para los recubrimientos COL/NTC
0.5 ¢g/L y COL/NTC 1.0 ¢g/L. La baja o nula produccion de ALP tanto en el sobrenadante como en
el lisado celular puede deberse a una baja tasa de proliferacion, tal como se aprecia en la Figura
71. A mayor cantidad de NTC y en la presencia de FC existe una mayor viabilidad celular. A 15
dias en el sobrenadante, la produccion de fosfatasa alcalina es baja y no hay diferencias
significativas entre los recubrimientos, mientras que, en el lisado celular si hay diferencias
significativas entre los recubrimientos COL/NTC y los respectivos COL/FC/NTC, infiriendo que
hay una respuesta positiva en ALP de las células HOS en contacto con superficies de colageno que
contengan nanotubos de carbono multipared funcionalizados con FC. Los estudios de Park et al y
Tsai et al., demuestran que la actividad de ALP aumenta con el incremento de NTC multipared en
coldgeno hasta en una concentracion de 20 pg y con la incorporacién de hidroxiapatita
respectivamente (Park et al., 2014; Tsai et al., 2008). Otras investigaciones han encontrado que la
producciéon de ALP en recubrimientos de colageno realizados por pulverizacion electrostatica
sobre titanio es casi nula hasta en 14 dias de evaluacion y en esponjas de colageno tipo | es menor
que con la adicion de nanotubos de carbono, probablemente porque el colageno es no conductor y
estd establecido que los osteoblastos bajo estimulos eléctricos pueden acelerar el proceso de

biomineralizacion (Bosco et al., 2014; Hirata et al., 2009).

Observando los resultados de ALP en las diferentes superficies (FC/NTC, PCL/NTC,
PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/NTC), se pudo establecer que existen diferencias entre los
resultados mostrados por los lisados celulares y los sobrenadantes. Una mejor correlacion se pudo

observar con los lisados celulares y la respuesta en viabilidad celular, ya que la expresion de



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 236

fosfatasa alcalina en los lisados celulares es la expresada en la membrana de las células que se

encuentran adheridas en la superficie de los recubrimientos al cabo de 15 dias.

Figura 74.

Produccién de ALP de células HOS en lisado celular y sobrenadantes de recubrimientos COL/NTC y COL/FC/NTC
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Nota. Los datos representan la media + desviacion estandar para n=2, *p<0.05 y **p<0.01 comparadas con el

control (prueba estadistica de Tukey-Kramer comparacién por pares).

8.3.3 Adhesion de células HOS por fluorescencia y SEM en recubrimientos FC/NTC,

PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL/NTCy COL/FC/NTC

A 96 h de cultivo celular, las células HOS fueron manchadas con Hoechst 33342 y sus
nucleos fueron observados bajo microscopio. Con el ensayo de fluorescencia es posible apreciar
el area ocupada por los nucleos de las células (micrografias a 10X con barra de escala de 200 um)

tanto en el control como en los diferentes recubrimientos y la superficie de Ti6Al4V. Con un
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aumento de 40X, se puede observar de mejor manera la morfologia de los nucleos, lo que indica
si el crecimiento celular es normal o anormal. La Figura 75 muestra los resultados de la prueba de
fluorescencia para el control y la superficie de Ti6Al4V y la Figura 76 muestra los resultados de
fluorescencia para los recubrimientos desarrollados por electrodeposicién de FC y FC/NTC. Tanto
para el control como para la superficie de Ti6Al4V en ausencia de recubrimiento, se observan
nucleos normales, indicativos de células adheridas a la superficie, asi mismo, el area cubierta por
células es considerable (Figura 75 a, a’, b, b”). Para los recubrimientos FC/NTC 0.0, 0.5y 1.0 g/L
(Figura 76 a, a’, b, b’, c, ¢”), se observan células apoptéticas (circulo rojo) diferenciadas por una
fuerte mancha azul (X. Xu et al., 2013), menor cantidad de células y aparicién de microndcleos
(circulo purpura) probablemente formados por una inhibicion del proceso de mitosis por roturas
de las cadenas de ADN (Harding et al., 2017), lo que produce una morfologia celular de ndcleo

diferente.

Para los recubrimientos FC/NTC 1.5 g/L (Figura 76 d, d’), se encuentran nucleos mas
redondeados, sin presencia de micronucleos y con aparente ausencia de apoptosis, similares al
control. Esto se debe probablemente a que los NTC usados en la mayor concentracién (1.5 g/L) en
el recubrimiento, ayudaron a la estabilizacion de los fosfatos de calcio en términos de menor
liberacion al medio de cultivo, donde los NTC le confieren buena adherencia al sustrato. Asi
mismo, se relaciona con mayores valores en la viabilidad celular y en la produccion de fosfatasa

alcalina.
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Figura 75.

Micrografias de fluorescencia de células HOS a 96 h de cultivo (a, a’) control y (b, b’) Ti6Al4V

Nota. La magnificacién original fue de 10X para (ay b) y 40 X para (a’ y b’). Circulos blancos: células mitoticas,

circulos verdes: células vivas extendidas, circulos rojos: apoptosis temprana, circulos purpuras: microndcleos.
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Figura 76.
Micrografias de fluorescencia de células HOS a 96 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) FC/NTC 0.0 g/L, (b, b’)

FCINTC 0.5 g/L, (¢, ¢’) FC/NTC 1.0 g/L y (d, d’) FCINTC 1.5 g/L

Nota. La magnificacién original fue de 10X para (a, b, c y d) y 40 X para (a’, b’, ¢’ y d’). Circulos blancos: células
mitéticas, circulos verdes: células vivas extendidas, circulos rojos: apoptosis temprana, circulos parpuras:

micron(cleos.
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Para los recubrimientos PCL, PCL/NTC y PCL/FC/NTC, es evidente que las muestras
recubiertas contienen un mayor numero de células en comparacion con las no recubiertas (muestras
de control), lo que indica que la modificacion de la superficie por recubrimiento fue favorable al
crecimiento celular (Figura 77). Sin embargo, células en la etapa temprana de apoptosis se
observaron en los recubrimientos PCL en ausencia de NTC y PCL/FC/NTC con las mayores
concentraciones de nanotubos (1.0 y 1.5 g/L) ademas, se encontraron micronucleos, mientras que
las células en mitosis se observaron en el control y en los recubrimientos PCL/FC/NTC 0.0, 0.5y
1.0 g/L (Figura 78 a’, b, ¢”). En todos los recubrimientos fue posible observar nicleos de células
extendidas en la superficie, sin ndcleos condensados y fragmentados. Sin embargo, también se
encontrd tinciones intensas de cromatina (material cromosémico, ADN unido a proteinas) y
nucleos fragmentados, que son caracteristicas morfoldgicas tipicas de una célula apoptotica
(Gough y Downes, 2001; Gu y He, 2012; Q. Xu et al., 2011). Lo anterior se relaciona con los
recubrimientos que presentaron la menor viabilidad celular (PCL/FC/NTC 1.0y 1.5 g/L), ya que
como se menciond anteriormente, en este tipo de recubrimientos de PCL, la viabilidad celular

disminuye con aumentos en la concentracion de NTC.
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Figura 77.
Micrografias de fluorescencia de con células HOS a 96 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) PCL/NTC 0.0 g/L,

(b, b’) PCL/NTC 0.5 g/L, (c, ¢’) PCL/NTC 1.0 g/L'y (d, d’) PCL/NTC 1.5 g/L

Nota. Barra de escala 200 um para (a, b, ¢ y d) y 50 um para (a’, b’, ¢’ y d’). Circulos blancos: células mitoticas,

circulos verdes: células vivas extendidas, circulos rojos: apoptosis temprana, circulos parpuras: micronucleos.
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Figura 78.
Micrografias de fluorescencia de recubrimientos de células HOS a 96 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’)

PCL/FC/INTC 0.0 g/L, (b, b’) PCL/FC/NTC 0.5 g/L, (¢, ¢’) PCL/FC/NTC 1.0 g/L y (d, d*) PCL/FC/NTC 1.5 g/L

i ;
Nota. Barra de escala 200 um para (a, b, ¢ y d) y 50 um para (a’, b’, ¢’ y d’). Circulos blancos: células mitoticas,

circulos verdes: células vivas extendidas, circulos rojos: apoptosis temprana, circulos pdrpuras: microntcleos.
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A diferencia de los recubrimientos de policaprolactona, para los recubrimientos de COL,
COL/NTC, COL/FC/NTC (Figura 79 y Figura 80 respectivamente), hay una mejora en cuanto al
area ocupada por nucleos de células HOS marcadas con Hoechst a medida que al recubrimiento se
le agregan los polvos de fosfato de calcio con y sin NTC. Se observan células en apoptosis para
los recubrimientos COL/NTC, asi como la presencia de microndcleos. Para los recubrimientos
COL/FC/NTC se observan nucleos de celulas normales adheridas a la superficie y micronucleos.

La mayor confluencia celular se observa para los recubrimientos COL/FC/NTC 0.5y 1.0 g/L.

En todas las superficies se evidencian micronucleos, indicando que la superficie inhibe el
proceso de mitosis de algunas células, incluyendo el control (Figura 75 a”), no obstante, la mayoria
de las células son capaces de replicarse y adherirse a la superficie de los recubrimientos,
especialmente COL/FC/NTC. Estos resultados son consistentes con los presentados en el
porcentaje de viabilidad celular y en la produccién de fosfatasa alcalina, en donde, los mayores
valores son para los recubrimientos que contienen colageno, fosfatos de calcio y nanotubos de

carbono.
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Figura 79.
Micrografias de fluorescencia de células HOS a 96 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) COL/NTC 0.0 g/L, (b,

b’) COL/NTC 0.5 g/L, (c, ¢’) COL/NTC 1.0 g/L y (d, d’) COL/NTC 1.5 g/L

Nota. Barra de escala 200 um para (a, b, ¢ y d) y 50 um para (a’, b’, ¢’ y d’). Circulos blancos: células mitéticas,

circulos verdes: células vivas extendidas, circulos rojos: apoptosis temprana, circulos parpuras: micronucleos.
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Figura 80.
Micrografias de fluorescencia de células HOS a 96 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) COL/FC/NTC 0.0 g/L,

(b, b’) COL/FC/NTC 0.5 g/L, (¢, ¢’) COL/FC/NTC 1.0 g/L y (d, d’) COL/FC/NTC 1.5 g/L.

Nota. Barra de escala 200 um para (a, b, ¢ y d) y 50 um para (a’, b’, ¢’ y d’). Circulos blancos: células mitoticas,

circulos verdes: células vivas extendidas, circulos rojos: apoptosis temprana, circulos pdrpuras: microntcleos.
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De la Figura 81 a la Figura 86 se muestran las micrografias SEM de células osteoblasticas
HOS a dos magnificaciones diferentes sobre los recubrimientos realizados. Como control, las
células HOS fueron crecidas en laminas de vidrio para observar mejor su morfologia. Como
blanco, se usé una muestra de Ti6Al4V preparada mecanicamente con papel de carburo de silicio
y decapada de acuerdo con la norma ASTM E407-07 (ASTM International, 2015a). Todas las
superficies se esterilizaron con 6xido de etileno por 4 h. En la Figura 81 (a, a’) se muestra el control
a 48 h de cultivo. Se evidencia que las células se estan adhiriendo y apenas extendiendo en la
superficie, pero no tienen todavia forma poligonal, forma tipica de una célula HOS adherida. A las
48 h de cultivo, las células de control no estan tan extendidas, pero es posible observar extensiones
citoplasmaticas delgadas o filopodia (D. Liu et al., 2010). Ademas, muy poca area esta cubierta
por células. En el blanco (Figura 81 b, b’), se observan formas poligonales de células HOS
adheridas a la superficie de la aleacion de titanio, asi como mayor area cubierta por las mismas.
Se puede observar que existe contacto célula — célula formando una capa celular con proyecciones
citoplasmaticas o filopodia (Takitoh et al., 2010; G. Wu et al., 2018). Para los recubrimientos
FC/NTC 0.0 g/L y FC/NTC 0.5 ¢g/L (Figura 82 a’ y b’) se aprecian células HOS mas alargadas, en
menor cantidad que para el blanco y el contacto célula — célula es menos evidente. Para FC/NTC
1.0 g/L (Figura 82 c, c’), se aprecian nucleos celulares sin extensiones citoplasmaticas, caso
contrario para el recubrimiento FC/NTC 1.5 g/L (Figura 82 d, d*), en donde se muestran células
bien adheridas, extendidas y aplanadas, con un contacto mas cercano con la superficie, lo cual
indica que ésta ultima superficie es mas afin con células HOS, pardmetro muy importante,
especialmente en la fase inicial de la interaccidn célula — recubrimiento y la capacidad de adhesion
celular en esta etapa, modificara la habilidad de las células en la proliferacion y diferenciacion (Ko

etal., 2007).
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La adherencia de las células osteoblasticas sobre biomateriales estd mediada por proteinas
de la matriz extracelular MEC (bronectina, vitronectina y colageno tipo 1), las cuales son
sintetizadas por los mismos osteoblastos. Estas proteinas pueden enlazase a la superficie de los
materiales por medio de enlaces puentes de hidrogeno, fuerzas electrostaticas o fuerzas de Van der
Waals. Seguido los osteoblastos se conectan a las proteinas por medio de integrinas. Aqui se inicia
la etapa de extensidn, proliferacion, diferenciacion y formacion de hueso (Anselme, 2000; S. Chen
etal., 2018; Ko et al., 2007). Por lo cual, si las superficies no mantienen ese contacto con las
proteinas de la MEC, los osteoblastos no iniciaran su etapa de adhesion, y por consiguiente la
proliferacion y diferenciacion se veran afectadas. Basado en el entendimiento del mecanismo de
adhesién de células osteoblasticas en superficies de biomateriales, es preciso mencionar que no
solo el cambio en rugosidad y quimica de la superficie modificara la adhesion celular, sino otras
variables como el potencial de superficie y la piezorespuesta del material intervendran en la

adhesion de proteinas.
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Figura 81.

Micrografias SEM de células HOS a 48 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) controly (b, b’) Ti6AI4V
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(= WD=75mm  FilamentAge= 98.70Hous Mag= 200X e — WD=75mm  Filament Age= 9892 Hours Mag= 100KX -

Nota. La magnificacion original fue de 50X para (a), 200X para (b) y 1000X para (a’, b’).
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Figura 82.

Micrografias SEM de células HOS a 48 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) FC/NTC 0.0 g/L, (b, b’) FC/NTC

05glL, (¢, c’) FC/NTC 1.0 g/L y (d,d’) FC/NTC 1.5 g/L
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Nota. La magnificacién original fue de 200X para (a, b, c y d) y 1000X para (a’, b’, ¢’ y d’).
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Las micrografias SEM de los recubrimientos PCL/NTC y PCL/FC/NTC se aprecian en la
Figura 83 y Figura 84. Es posible observar en todos los recubrimientos células HOS adheridas a
las diferentes superficies con extensiones citoplasmaticas, algunas mas que otras. Se observa una
célula muy alargada para el recubrimiento con ausencia de NTC (Figura 83 al, a2, a3), muy similar
al control. A medida que aumenta la concentracion de NTC tanto en la presencia de FC como en
ausencia de este, se observa una superficie mayormente cubierta, especialmente para los
recubrimientos que contienen mayor concentracion de nanotubos de carbono y las células
adquieren una morfologia poligonal. La compatibilidad relativa de las superficies puede deberse a
la presencia de NTC vy a la naturaleza del fosfato de calcio en presencia de una concentracién de
NTC de 1.0 g/L y 1.5 g/L. En un estudio de Warowicka et al., se observo por SEM la adherencia
de fibroblastos humanos gingivales sobre matrices alineadas de nanotubos de carbono multipared.
Los autores demostraron que las células tienen un contacto muy cercano con los NTC mostrando
filopodia, lo cual indica la baja toxicidad de estas matrices (Warowicka et al., 2016). Es interesante
observar en la muestra PCL/NTC 1.5 g/L (Figura 83 d2, d3), una interaccion cercana entre los
NTC y las células HOS, mayor parte de la muestra contiene células HOS adheridas especialmente
en los espacios ocupados por los NTC. Asi mismo, Gongalves et al., encontré que células
osteoblasticas MG63 se adhieren muy bien sobre andamios 3D de PCL, HA y NTC (0 a 10% en
peso). El ndimero de células adheridas, con morfologia tipica elongada y extensiones
citoplasmaticas, fue mayor para los andamios que contenian la mayor concentracion de NTC a 6
dias de cultivo celular (Gongalves et al., 2016). Lo mismo se observa en la Figura 84 c1 y d1, las
cuales son micrografias SEM tomadas con electrones retrodispersados y en las cuales se puede
evidenciar a 200X y en contraste, el area ocupada por células HOS sobre los recubrimientos que

contienen PCL, FC y NTC en concentraciones 1.0 y 1.5 g/L. Adicionalmente, se observa en los
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recubrimientos PCL/NTC (Figura 83 b1, c1, d1) que las células de osteosarcoma HOS ocupan una
considerable area y su morfologia es muy similar, no obstante, se presentan células con mayor
proyeccion citoplasmatica para PCL/NTC 1.5 g/L. La presencia de nanotubos de carbono puede
modificar la carga superficial, la cual mejora la adsorcion de proteinas de la MEC y por

consiguiente la adhesion celular (Goncalves et al., 2016; Hirata et al., 2010).



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 252

Figura 83.
Micrografias SEM de células HOS a 48 h de cultivo sobre recubrimientos (al, a2, a3) PCL/NTC 0.0 g/L, (b1, b2,

b3) PCL/NTC 0.5 g/L, (c1, c2, ¢3) PCL/NTC 1.0 g/L y (d1, d2, d3) PCL/NTC 1.5 g/L
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Nota. La magnificacién original fue de 200X para (al, a2, b1, b2, c1, c2 y d1, d2) y 2000X para (a3, b3, c3 y d3).
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Figura 84.
Micrografias SEM de células HOS a 48 h de cultivo sobre recubrimientos (al, a2, a3) PCL/FC/NTC 0.0 g/L, (b1,

b2, b3) PCL/FC/NTC 0.5 g/L, (c1, c2, ¢3) PCL/FC/NTC 1.0 g/L y (d1, d2, d3) PCL/FC/NTC 1.5 g/L
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Nota. La magnificacién original fue de 200X para (al, a2, b1, b2, c1, c2 y d1, d2) y 2000X para (a3, b3, c3 y d3).

La morfologia de las células HOS sobre los recubrimientos COL, COL/NTC y COL/FC/NTC

realizados por spin coating se muestra en la Figura 85 y Figura 86. A 24 h de cultivo, se evidencia
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que, al agregar FC y NTC a la matriz de colageno, aumenta el nimero de células adheridas. La
morfologia de las células es similar en todas las superficies, con formas poligonales, alargadas y
con extensiones citoplasmaticas. Sin embargo, existen algunas diferencias como el caso del
recubrimiento COL/NTC 1.0 g/L, en donde algunas células se encuentran extendidas y adheridas
a la superficie, mientras que, otras no tienen extensiones citoplasmaticas. No obstante, es posible
que, a 48 h de cultivo algunas células se adhieran mas que otras. Otras superficies demuestran que
se tiene mayor contacto entre la superficie y las células HOS como el caso COL/FC/NTC 1.5 g/L
(Figura 86 d, d’) y otras superficies no tanto como COL/FC/NTC 0.0 g/L (Figura 86 e, ¢’),
probablemente porque la interaccion célula-célula es ligeramente mas fuerte que célula-sustrato
(Takitoh et al., 2010). Estos resultados son consistentes con los observados en produccion de
fosfatasa alcalina y adhesion por fluorescencia, donde a 15 dias de cultivo, las células de mayor
produccién de ALP fueron las correspondientes a las matrices de COL que contenian los polvos
de FC/NTC, asi mismo, las de mayor numero de nucleos celulares presentes en la muestra a 96 h

de cultivo son para las mismas superficies COL/FC/NTC.

Otros estudios han confirmado la adherencia de células de ostesarcoma humano (Saos2) en
andamios 3D de colageno y nanotubos de carbono multipared, donde los mejores resultados se
encuentran en los andamios de COL y NTC (Hirata et al., 2010). Park et al., reporta que células
osteoblasticas MC3T3-EL1, se adhieren a recubrimientos de colageno y coladgeno - nanotubos de
carbono multipared sobre titanio, con mejores resultados para los recubrimientos con NTC con
porcentaje maximo de 20 ug (Park et al., 2014). Mao et al., mostraron que condrocitos articulares
bovinos son interiorizados sin afectaciéon por solucion de colageno — nanotubos de carbono de

pared simple y que los NTC permanecen estables sin ninguna afectacion por 6 dias. (Mao et al.,
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2013). No obstante, los recubrimientos desarrollados con presencia de FC tienen mejores
resultados que los de COL/NTC, lo que indica que, para las matrices de COL, ademas de NTC,

agregar FC es beneficioso desde el punto de vista del comportamiento de adhesion de células HOS.



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 256

Figura 85.
Micrografias SEM de células HOS a 48 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) COL/NTC 0.0 g/L, (b, b’)

COL/NTC 0.5 g/L, (c, ¢’) COL/NTC 1.0 gILy (d, d’) COL/NTC 1.5 g/L
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Nota. La magnificacién original fue de 200X para (a, b, ¢, y d) y 2000X para (a’, b’, ¢’ y d’).
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Figura 86.

Micrografias SEM de células HOS a 48 h de cultivo sobre recubrimientos (a, a’) COL/FC/NTC 0.0 g/L, (b, b’)

COL/FCINTC 0.5 gL, (c, ¢’) COL/FC/NTC 1.0 g/L y (d, d’) COL/FC/NTC 1.5 g/L
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Tal como se describid en el capitulo 6, cuando la superficie es polimérica (sin la presencia
de FC), los nanotubos de carbono disminuyen el potencial de superficie local. Los resultados de
adhesion celular se ven mejorados en la presencia de las mayores concentraciones de NTC, lo cual
puede ser explicado desde el punto de vista del punto isoeléctrico (Ip) de las proteinas de adhesion.
Superficies cargadas positivamente mejoran la adsorcion de proteinas con Ip<5.5, mientras que
superficies cargadas negativamente mejoran la adsorcion de proteinas con Ip>5.5 (Metwally y
Stachewicz, 2019). Proteinas como la fibronectina tienen un Ip de 5.6 — 6.1 y el colageno tiene un
Ip de 9. Esto explica por qué cuando se aumenta la concentracion de nanotubos de carbono, las
células se adhieren, aun cuando la viabilidad celular es disminuida. Cuando se agregan los
nanotubos de carbono funcionalizados con FC, este potencial de superficie aumenta. No obstante,
la célula es capaz de adherirse porque otros aspectos son mejorados como la quimica de la

superficie, el aumento de la rugosidad y el aumento de la adherencia del recubrimiento al sustrato.

Estos resultados también son posibles relacionarlos con los resultados mostrados en el
capitulo 7, en donde los recubrimientos polimero-NTC con altos valores de corriente anddica son
PCL/NTC0.0,1.0y1.5g/LyCOL/NTC 1.0y 1.5 ¢g/L y con los valores mas altos de permitividad
relativa son: PCL/NTC 1.0y 1.5 g/L y COL/NTC 1.0 y 1.5 g/L. También es posible observar
células adheridas y extendidas a 48 horas de cultivo celular, cuando son superficies con valores de

capacitancia alta, como PCL/NTC 1.0, PCL/NTC 1.5 g/L y COL/NTC 1.5 g/L.

Por otro lado, y haciendo un comparativo de los resultados observados en el blanco
(Ti6AIl4V sin recubrimiento), se encuentra una superficie con una viabilidad celular por encima

del control (111.95+10.73), con un valor de ALP en el lisado celular muy cercano al control,
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nucleos celulares normales y presencia de micronucleos (al igual que el control), células adheridas
con formas poligonales y extensiones citoplasmaticas. Estos resultados son los esperados en una
superficie biocompatible y ampliamente estudiada como lo es la aleacién de Ti6Al4V; sin
embargo, los problemas observados de corrosién y baja recuperacion de los pacientes en
procedimientos complejos, hace que se busquen materiales que puedan tener un contacto directo
con el hueso durante la fase de sanacién y el proceso de osteointegracion sea optimizado. Por lo
cual, los recubrimientos pueden mejorar el proceso de adhesion celular, generar una barrera
anticorrosiva, acelerar los procesos de interaccion bioldgica y optimizar el enlace entre la aleacion
y el recubrimiento (Saraiva Matos y Pinheiro Pinto, 2019). Ademas, se conoce que el proceso de
implantacion normalmente induce a una reduccion del pH, esta reduccion inicia la disolucién del
implante metalico o la superficie de cualquier recubrimiento. Una liberacion por ejemplo de iones
Cay P puede interactuar con las células y tejido circundante y reprecipitar en apatitas o compuestos

con colageno (Su et al., 2019).

Con respecto a lo anterior, varios recubrimientos propuestos mostraron una respuesta
favorable frente al comportamiento de células HOS, por ejemplo, los recubrimientos PCL/NTC y
PCL/FC/NTC (con contenido de NTC hasta 0.5 g/L), tuvieron porcentajes de viabilidad celular
cercanas al control y al blanco, asi mismo, superficies como COL/FC/NTC (con alto contenido de
NTC). Los resultados de fosfatasa alcalina en los lisados celulares mostraron valores de ALP en
las superficies ceramicas, poliméricas PCL/NTC, PCL/FC/NTC y COL/FC/NTC sin diferencia
estadistica frente al control y al blanco. Una mayor produccion de fosfatasa alcalina se observo en

recubrimientos de COL/FC/NTC (con alto contenido de NTC). Se observaron superficies con areas
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mayormente cubiertas de nucleos de células HOS como PCL/FC/NTC y COL/FC/NTC y celulas

con formas poligonales y extensiones citoplasmaticas como PCL/NTC y COL/FC/NTC.

Evaluando los procesos de adhesion observados por EQCM frente a los resultados
mostrados en este capitulo, se puede evidenciar que los recubrimientos que presentaron valores de
ALP cercanos al control y al blanco, tienen valores bajos de relacion Af;/Af. (cambio de
frecuencia de cada uno de los recubrimientos sobre el cambio de frecuencia en el cristal de cuarzo
a 48 h), lo cual se relaciona con mayor presencia celular. Estos recubrimientos (FC/NTC 1.5 g/L,
PCL/FC/NTC 1.0 g/L y COL/FC/NTC 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 g/L) tienen buena confluencia celular
representados por el area ocupada por nucleos de células HOS y células adheridas sobre la
superficie con extensiones citoplasmaticas observadas por SEM a 48 horas de cultivo.
Adicionalmente, recubrimientos como COL/FC/NTC, presentan un perfil sigmoidal en el cambio
en la frecuencia medida por QCM en las primeras horas de contacto, lo cual se relaciona con los

procesos de adhesion de células sobre las superficies.

8.4 Conclusiones

Se usaron satisfactoriamente las técnicas de MTT, ALP, fluorescencia y SEM para
describir el comportamiento en proliferacién, adherencia y diferenciacién de células HOS sobre
superficies de FC, FC/NTC, PCL, PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL, COL/NTC, COL/FC/NTC,
Ti6Al4V y control. Se encontré que las células HOS son capaces de adherirse y proliferar en

superficies con concentraciones de nanotubos de carbono multipared hasta de 1.5 g/L.
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Los ensayos in vitro de bioactividad por fosfatasa alcalina con células HOS muestran que
los valores de ALP se benefician con tiempos de evaluacion mas largos. Asi mismo, analizando la
cantidad de ALP en el sobrenadante, se concluye que la adicién de nanotubos de carbono
purificados y funcionalizados no desfavorece esta variable. Los recubrimientos correspondientes
a FC/NTC 0.5y 1.5 g/L; PCL/NTC 1.0 g/L; PCL/FC/NTC 1.0 g/L; COL/FC/NTC 1.0y 1.5 g/L
presentaron los valores mas altos de ALP en los lisados celulares. El recubrimiento que presentd
los valores mas bajos de % de viabilidad celular es el recubrimiento de coldgeno en ausencia de

NTC.

Con los ensayos planteados, se logro evidenciar las etapas de adhesion, proliferacion y
diferenciacion sobre los recubrimientos a diferentes tiempos de cultivo. A partir de estos
resultados, se concluyd que los recubrimientos recientemente desarrollados compuestos por
polimeros PCL y COL, fosfatos de calcio y nanotubos de carbono, pueden ser recubrimientos
potencialmente futuros para su uso en la regeneracién Osea. Dichas superficies son

preferencialmente compuestas por PCL/FC/NTC 0.0 y 1.0 g/L; COL/FC/NTC 0.5, 1.0y 1.5 ¢/L.
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9 Conclusiones generales

Este trabajo de tesis doctoral intent6 abarcar el estudio de la interaccion célula de
osteosarcoma humano — recubrimientos ceramicos y poliméricos propuestos, desde varios puntos
de vista de composicién quimica, propiedades eléctricas superficiales, rugosidad, adherencia de

los recubrimientos, electroquimica, resonancia mecanica (QCM) y estudios de biocompatibilidad.

Se logrd la funcionalizacion de nanotubos de carbono multipared con fosfatos de calcio de
tamafio nanomeétrico tipo brushita, monetita e hidroxiapatita carbonatada preparados a partir de
otolitos de Corvina de Rio. Los resultados de las técnicas FTIR, DRX, Espectroscopia Raman,
SEM-EDS y TEM, demuestran que existe una interaccidén quimica entre los nanotubos de carbono
con grupos carboxilicos y los precursores de los fosfatos de calcio, dicha interaccion hace que éste

cambie su relacién Ca/P, cambiando su estructura a diferentes formas de fosfatos de calcio.

A partir de NTC purificados y los precursores de FC, se llevaron a cabo recubrimientos
ceramicos tipo FC/NTC por electrodeposicion, en donde se encontré una dependencia del tipo de
fosfato de calcio y la concentracién de NTC con el potencial de superficie, la piezorespuesta,
Af;/Af., la viabilidad y la adhesion celular. Asi, los recubrimientos que contienen hidroxiapatita
carbonatada no cristalina presentan un comportamiento de piezorespuesta con potenciales de
superficie que tienden a valores mas negativos con el aumento de la concentracién de NTC,

Af; /Af. menores y mayores porcentajes en la viabilidad celular.
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Las superficies poliméricas se ven afectadas por interacciones de tipo quimico (enlaces
entre polimero y NTC) y fisico (distorsion de la cadena polimérica), por la influencia de los
nanotubos de carbono. Para los recubrimientos PCL/NTC, el aumento en la concentracion de NTC
disminuye el potencial de superficie local y aumenta la rugosidad, mostrando una disminucion en
la viabilidad celular, la cual se ve también afectada por la adicién de FC. Sin embargo, los
recubrimientos no se consideraron citotoxicos tomando como valor el promedio de los datos
obtenidos. Adicionalmente, se encontrd la presencia de células adheridas y extendidas vistas por
SEM vy un area cubierta significativa vista por la técnica de fluorescencia, lo cual se relaciona con
altos valores de capacitancia celular y permitividad relativa, como es el caso de los recubrimientos

PCL/INTC 1.0y 1.5 g/L.

Para el caso de los recubrimientos con colageno, la adicion de nanotubos de carbono result6
en una disminucién del potencial de superficie local y aumento en la rugosidad, encontrando
porcentajes de viabilidad celular levemente mejores que el recubrimiento de solo COL. No
obstante, la produccion de fosfatasa alcalina muestra valores bajos o nulos a 15 dias en el lisado
celular. La adicién de NTC/FC a la matriz de colageno, aumento significativamente la viabilidad
celular (69.89% a 101.97%), aumentd la produccion de fosfatasa alcalina, inclusive a valores
superiores al control y a la aleacién de Ti6Al4V (recubrimientos de COL/FC/NTC 1.0y 1.5 g/L),
altos valores de pico de corriente anddica representados por la presencia de células adheridas con

extensiones citoplasmaticas.

A partir de los andlisis de las diferentes técnicas de caracterizacion, los recubrimientos

desarrollados compuestos por policaprolactona, fosfatos de calcio y nanotubos de carbono;
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colageno, fosfatos de calcio y nanotubos de carbono mostraron buenos resultados en cuanto a la
adherencia celular y estado morfologico de los nacleos de células HOS cultivadas a 48 y 96 h,
especialmente para las superficies correspondientes a PCL/FC/NTC 0.0 y 1.0 g/L; COL/FC/NTC

1.0y15¢/L.

Los resultados de los procesos de adhesion por EQCM frente a los resultados encontrados
en los ensayos bioldgicos para los recubrimientos de material compuesto (polimero-NTC/FC),
revelan que el cambio en la frecuencia medida por QCM muestra un perfil sigmoidal en las
primeras horas de contacto del recubrimiento, lo cual se relaciona con los cambios en la densidad
y viscosidad del medio adyacente a la superficie como resultado de los procesos celulares que
conllevan a una adhesion celular. Ademas, estos recubrimientos muestran picos de corriente
anodica significativos, como es el caso de las superficies de PCL/FC/NTC 1.0 g/L, COL/FC/NTC
1.0y 1.5 g/L, y valores de ALP en el lisado celular que estan por encima del control y del blanco

(TIGAI4V).

Para dar respuesta a la hipétesis planteada al inicio de esta investigacion, se encuentra que
los recubrimientos poliméricos tipo COL con nanotubos de carbono en concentraciones de 1.0 g/L
y 1.5 g/L funcionalizados con fosfatos de calcio, al ser sometidos a resonancia mecanica, generan
gradientes de carga eléctrica expresada en términos de pico de corriente anddica, por la mayor
presencia de células osteoblasticas. Estos gradientes de carga eléctrica se deben a que las
superficies muestran una piezorespuesta, ya que, al ser expuestas a gradientes de potencial,
exhiben valores significativos en la magnitud de la amplitud de deformacién PFM vy la

polarizacién, por el ordenamiento de los iones hidroxilo a lo largo del eje ¢ presentes en los fosfatos
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de calcio y la presencia de dominios polares a una escala sub-micrométrica. Lo anterior se
relaciona con superficies con una alta adhesion celular, en donde se observan células adheridas y
extendidas sobre la superficie, al mismo tiempo que se observa una buena confluencia celular vista
por fluorescencia y valores mas altos que el control y Ti6Al4V de fosfatasa alcalina. Ademas de
los recubrimientos poliméricos de colageno, esta hipotesis se amplia a recubrimientos cerdmicos
que evidencian piezorespuesta, especialmente al recubrimiento FC/NTC 1.5 g/L, por lo cual se
acepta la hipotesis para los recubrimientos ya mencionados, ya que los recubrimientos con
PCL/FC/NTC no muestran piezorespuesta. Un recubrimiento desarrollado con colageno, fosfato
de calcio y NTC, es una superficie biomimética al hueso, por lo que este desarrollo puede ser un
primer acercamiento a la explicacion (mediante diferentes técnicas) de que la remodelacion celular
es atribuida a la piezoelectricidad, tal como se supone sucede en el hueso, y puede ser un material

promisorio para la regeneracion y el tratamiento de enfermedades dseas.
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10 Recomendaciones

Se recomienda escoger un tipo de FC para que sea evaluado como material de refuerzo
junto con los NTC en una matriz polimérica, ya que el cambio del FC dificulta el analisis conjunto
de todas las variables de respuesta escogidas. Adicionalmente, se recomienda llevar a cabo
estudios en modelo animal, para comprobar la eficacia del material visto como promisorio en esta

tesis doctoral.

Realizar el ensayo de scratch test en himedo o un ensayo de wear test en fluidos
fisiolégicos simulados, podria aportar en el estudio de la adherencia de recubrimientos como los
desarrollados en esta tesis sobre material de osteosintesis y degradacion del recubrimiento en

condiciones fisiologicas simuladas.

Se recomienda llevar a cabo ensayos de fosfatasa alcalina a mayores tiempos de evaluacion,
junto con los ensayos de adherencia a los mimos tiempos, de esta manera se puede correlacionar
de mejor manera estas variables de estudio. Asi mismo, evaluar los picos de corriente anddica y
ensayos de proliferacién celular a varios tiempos de cultivo, para monitorear el crecimiento celular

con respecto al tiempo.

Por ultimo, se recomienda llevar a cabo estudios con otras proteinas implicadas en la

sintesis y mineralizacién de la matriz 6sea como la osteocalcina. De esta manera, es posible
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comparar los resultados con los de fosfatasa alcalina, evaluando las diferencias en las desviaciones

estandar y la correlacion con otros ensayos como MTT o fluorescencia.



RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 268

11 Apropiacion social del conocimiento

A partir de los resultados encontrados, esta investigacion logro la publicacion de 6
articulos: 1 en revista indexada por Colciencias afio 2019 categoria Al, 1 en revista indexada por
Colciencias afio 2018 categoria B, 2 en revistas indexadas por Colciencias afio 2017 en categoria
B, y 2 en revistas indexadas por Colciencias en categoria A2 (2017), asi mismo, se particip6 en 5
eventos cientificos internacionales. Ademas, se contribuy6 con la codireccion de 1 tesis de

maestria en ingenieria de materiales y 3 tesis de pregrado en ingenieria quimica.

Articulos publicados:

e Nerly D. Montafiez, Heider Carrefio, Patricia Escobar, Hugo A. Estupifian, Dario Y. Pefia,
Saurav Goel y Jose L. Endrino. Functional evaluation and testing of a newly developed

Teleost’s Fish Otolith derived biocomposite coating for healthcare. Scientific Reports, Vol

10:258, 2020.

e Montafiez N, Herrera P, Lopez M, Carrefio H, Estupifian H, Garcia S, Pefia D. (2019).
Electrochemical and bioactive evaluation of polycaprolactone/multi-walled carbon nanotubes

coatings on titanium alloy. Journal of Physics: Conference Series (JPCS), vol. 1386, 012010.
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e Montafiez N, Estupifian H, Garcia S, Pefia D. (2018). Fabrication and characterization of novel
biphasic calcium phosphate and nano-size hydroxyapatite derived from fish otoliths in different

composition ratios. Chemical Engineering Transactions, vol. 64, 307-312.

e Sierra D, Montafiez N, Blanco S, Pefia D. (2018). Electrochemical Stability of HAP-

CNT/Ti6Al4V in Cell Culture Media. Chemical Engineering Transactions, vol. 64, 163-168.

e Montafiez N, Sandoval A, Estupifian H, Pefia D. (2017). A novel biphasic calcium phosphate

derived from fish otoliths. Journal of Physics: Conference Series (JPCS), vol. 935, 012037.

e Sierra D, Sandoval A, Montafiez N, Pefia D. (2017). The Effect of pulsed current
electrodeposition parameters of calcium phosphates coating on Ti6Al4V ELI. Journal of

Physics: Conference Series (JPCS), vol. 935, 012032.

Participacion en eventos cientificos internacionales:

e X Congreso Internacional de Materiales — CIM 2019. Functionalization of multi-walled carbon
nanotubes and their application in PCL-chitosan polymer coatings for biomedical applications:

chemical and cytotoxic evaluation. Poster.

e XXVII International Materials Research Congress — IMRC 2019. Polycaprolactone -
multiwalled carbon nanotubes coating for biomedical applications: physicochemical and

biocompatibility evaluation. Pdster.
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e 5th International Meeting for Researchers in Materials y Plasma Technology — IMRMPT 2019.
Electrochemical and bioactive evaluation of polycaprolactone/ multi-walled carbon nanotubes

coatings on Ti6Al4V. Pdster.

e 6th International conference on industrial biotechnology — IBIC 2018. Fabrication and
characterization of novel biphasic calcium phosphate and nano-size hydroxyapatite derived

from fish otoliths in different composition ratios. Pdster.

e 4th International Meeting for Researchers in Materials y Plasma Technology — IMRMPT 2017.

A novel biphasic calcium phosphate derived from fish otoliths. Poster, premio al mejor Poster.
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Apéndices

Apéndice A. Scratch test y micrografias de rayado de los recubrimientos PCL/NTC,

PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/INTC.
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Distancia lateral (mm) Distancia lateral (mm)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
r6 24 T T T T T T T T T
' 22 L o.4s g
3 L =
= P s =
S 2
18
§ L2 = 8 " ™" |-0.40 2
ot = ] Il I | -
8 8 ] | d‘\w, [k lo | “1 J’h'l"l‘livll ! r‘:
c o2 14l W il O ‘ -_‘*“\l: [, |
S Fo B AR A o S
= 5 12 \ il o 2
© ° =3 ©
o 28 104 ’ [ )
3 g [1| Foso 5
" @
@ S 84 ‘ o
B Lt | g
2 6] £
L] ©°
° l0.25
o -6 4] g
- 4]
=8 0 T T T T T T T T T T T 0.20 =8 0 T T T T T T T T T T T
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Carga normal (N) Carga normal (N)

Scratch test de recubrimientos de PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL/NTC, COL/FC/NTC con diferentes concentraciones
de nanotubos de carbono multipared. Variacion de la fuerza de friccidn, primera derivada de la fuerza de friccion,
coeficiente de friccion vs distancia de rayado y carga normal (4 a 50 N). Imagenes de microscopio 6ptico del rayado,
(a) PCL/NTC 0.0 g/L, (b) PCL/NTC 0.5 g/L, (c) PCL/NTC 1.0 g/L, (d) PCL/NTC 1.5 g/L, (¢) PCL/FC/NTC 0.0 g/L,
(f) PCL/FC/NTC 0.5 g/L, (g) PCL/FC/NTC 1.0 g/L, (h) PCL/FC/NTC 1.5 g/L, (i) COL/NTC 0.0 g/L, (j) COL/NTC
0.5 g/L, (k) COL/NTC 1.0 g/L, (I) COL/NTC 1.5 g/L, (m) COL/FC/NTC 0.0 g/L, (n) COL/FC/NTC 0.5 g/L, (0)

COL/FC/NTC 1.0 g/L y (p) COL/FC/NTC 1.5 g/L. Barra de escala = 200 um para (a, b, c, d, e, f, g, h, i, j, k, I, m, n,

0, p).
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Apéndice B. Topografia 3D y perfil de rugosidad de Ti6Al4V y de los recubrimientos FC/NTC,

PCL/NTC, PCL/FC/NTC, COL/NTC y COL/FC/NTC.

nm P1_181122_Z Height_Backward_003

-100

um FC P1_181121_Z Height_Forward_005
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( ) Hm = FC 0,5 P1_181121_Z Height_Forward_013
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pm um FC 1 P2_181121_Z Height_Forward_015
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um FC 1,5 P1.181121_Z Height_Forward_003




RECUBRIMIENTOS CERAMICOS Y POLIMERICOS CON NTC PARA APLICACION BIOMEDICA 324
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(u) nm Col FC 1,5 P1_181121_Z Height_Forward_001

h\}

Topografia 3D y perfil de rugosidad de Ti6AI4V y recubrimientos ceramicos y poliméricos. Los valores de la
rugosidad media aritmética fueron calculados con el area total de la micrografia. El perfil de rugosidad se estimé con
una linea roja mostrada en la imagen. (a) Ti6Al4V, (b) FC/NTC 0.0 g/L, (c) FC/NTC 0.5 ¢/L, (d) FC/NTC 1.0 g/L,
(e) FC/INTC 1.5 g/L, (f) PCL/NTC 0.0 g/L, (g) PCL/NTC 0.5 g/L, (h) PCL/NTC 1.0 g/L, (i) PCL/INTC 1.5 g/L, (j)
PCL/FC/NTC 0.0 g/L, (k) PCL/FC/NTC 0.5 g/L, (I) PCL/FC/NTC 1.0 g/L, (m) PCL/FC/NTC 1.5 g/L, (n) COL/NTC
0.0 g/L, (0) COL/NTC 0.5 g/L, (p) COL/NTC 1.0 g/L, (q) COL/NTC 1.5 g/L, (r) COL/FC/NTC 0.0 g/L, (s)

COL/FCINTC 0.5 g/L, (t) COL/FC/NTC 1.0 g/L y (u) COL/FC/NTC 1.5 g/L.
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Apéndice C. Cambio en la frecuencia, masa y resistencia en un cristal de cuarzo y recubrimientos

ceramicos y poliméricos a 0, 24 y 48 h
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Cambio en la frecuencia, masa y resistencia en un cristal de cuarzo y recubrimientos ceramicos y poliméricos a 0, 24

y 48 h de medicién en la presencia de células HOS en una concentracién de 15000 cel/ml. (a) Cristal de cuarzo, (b)

FC/NTC 0.0 g/L, (c) FC/NTC 0.5 g/L, (d) FC/NTC 1.0 g/L, () FC/NTC 1.5 g/L, (f) PCL/NTC 0.0 g/L, (g) PCL/NTC

0.5 g/L, (h) PCL/INTC 1.0 g/L, (i) PCLINTC 1.5 g/L, (j) PCL/IFC/NTC 0.0 g/L, (k) PCL/FC/NTC 0.5 g/L, (I)

PCL/FC/NTC 1.0 g/L, (m) PCL/FC/NTC 1.5 g/L, (n) COL/NTC 0.0 g/L, (0) COL/NTC 0.5 g/L, (p) COL/NTC 1.0

g/L, (q) COL/NTC 1.5 g/L, (r) COL/FC/NTC 0.0 g/L, (s) COL/FC/NTC 0.5 g/L, (t) COL/FC/NTC 1.0 g/L y (u)

COL/FC/INTC 1.5 g/L.
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Apéndice D. Diagramas de Bode, Nyquist y parametros de los circuitos equivalentes eléctricos
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angulo de fase vs frecuencia) y diagrama de Nyquist de recubrimientos

ceramicos y poliméricos a 0, 24 y 48 h de medicidn en la presencia de células HOS en una concentracion de 15000

cel/ml. (a) Cristal de cuarzo, (b) FC/NTC 0.0 g/L, (¢) FC/NTC 0.5 g/L, (d) FC/NTC 1.0 g/L, (e) FC/NTC 1.5 ¢g/L, (f)

PCL/NTC 0.0 g/L, (g) PCL/NTC 0.5 g/L, (h) PCL/NTC 1.0 g/L, (i) PCL/NTC 1.5 g/L, (j) PCL/FC/NTC 0.0 g/L, (K)

PCL/FC/NTC 0.5 g/L, (I) PCL/FC/NTC 1.0 g/L, (m) PCL/FC/NTC 1.5 g/L, (n) COL/NTC 0.0 g/L, (0) COL/NTC 0.5

g/L, (p) COL/NTC 1.0 g/L, (q) COL/NTC 1.5 g/L, (r) COL/FC/NTC 0.0 g/L, () COL/FC/NTC 0.5 g/L, (t)

COL/FCINTC 1.0 g/L y (u) COL/FC/NTC 1.5 g/L.

Tabla D1: Datos obtenidos a partir de simulacion de los datos experimentales EIS correspondientes a las mediciones

de células HOS en contacto con los diferentes recubrimientos. La primera, segunda y tercera fila corresponden a los

ensayos llevados a cabo a 0, 24 y 48 h de cultivo respectivamente. Todas las unidades estan dadas por cm?,

Muestra L Rs CPE1 nl R1 CPE2 n2 R2 CPE3 n3 w R3 Chi
(H) (Ohm) (3] (Ohm) F (Ohm) (®)] (Ohm) Squared
1.55E-05 1.196 4.11E-08 0.10 2.698 1.36E-05 1.00 6.89E+03 2.92E-05 0.48 3.00E+06 0.01300
Cristal 8.42E-06 7511 2.07E-07 0.10 12.74 9.62E-06 1.00 2.90E+03 1.12E-05 0.40 1.12E+06 0.00916
9.26E-06 0.234 3.01E-06 0.22 6.664 6.32E-06 1.00 1.22E+03 4.53E-06 0.75 7.29E+05 0.00143
FCINTC 3.59E-05 6.313 9.69E-08 0.71 72.08 1.50E-05 0.99 2.81E+03 1.38E-05 0.74 1.08E+05 0.00362
0.0 gL 4.68E-06 2.543 2.78E-05 1.00 2.600 2.71E-05 0.35 1.73E+04 4.15E-11 0.43 2.94E+05 0.06830
9.26E-06 10.45 2.39E-05 1.00 2.261 3.94E-11 0.90 2.51E+04 3.44E-05 0.51 1.19E+05 0.01970
FC/INTC 1.03E-01 14.19 4.05E-14 0.50 616.2 3.87E-09 0.29 4.41E+03 2.47E-05 0.88 7.03E+05 0.01370
0.5g/L 7.16E-04 20.70 6.04E-10 0.23 622.0 4.40E-06 0.48 1.95E+04 1.74E-05 0.98 1.92E+06 0.00015
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2.30E-03 480.8 5.79E-06 0.16 195.8 1.58E-05 0.99 132.6 4.96E-10 0.60 - 1.36E+06 0.00150

9.85E-06 15.08 8.49E-06 0.52 1212 1.64E-05 0.94 127.2 3.41E-06 0.42 - 2.23E+06 0.00014

Ffél\é'll'l_c 1.04E-05 6.874 7.45E-06 0.63 1.42E-8 1.44E-05 1.00 8.94E-04 9.38E-06 0.15 - 1.53E+06 0.00262
9.98E-06 10.04 9.82E-06 0.75 2.45E-8 1.28E-05 1.00 2.86E-07 4.45E-04 0.27 - 1.20E+06 0.00235

5.97E-06 11.44 1.53E-05 0.48 3.64E-7 2.75E-05 1.00 1.45E-04 5.31E-03 0.44 - 4.47E+05 0.06410

Ffé’\é-/rf 1.00E-05 6.266 2.86E-05 0.32 1.30E-9 2.71E-05 1.00 7.28E-04 4.36E-02 0.63 - 2.05E+05 0.07070
4.84E-06 8.970 6.30E-05 0.41 7.86E-7 2.61E-05 1.00 8.23E-04 9.11E-05 0.58 - 2.60E+06 0.05790

2.08E-03 60.99 8.05E-06 0.71 1.13E3 4.85E-05 0.62 1.11E+04 - - 7.60E-04 - 0.00004

Pglalg‘/.[c 8.55E-04 230.3 3.22E-06 0.73 398.5 3.73E-05 0.55 5.31E+04 - - 1.18E-04 - 0.00011
4.54E-06 66.50 1.83E-06 0.82 470.7 6.28E-05 0.61 2.76E+04 - - 1.51E-04 - 0.00072

6.07E-06 11.39 1.65E-05 0.90 17.66 1.48E-04 0.57 5.41E+05 - - 9.39E-05 - 0.00053

Pglg/g‘/-[c 4.60E-06 9.861 8.92E-06 0.99 1.89E-3 2.65E-04 0.58 4.50E+05 - - 1.71E-04 - 0.00111
4.28E-06 2.811 1.05E-05 1.00 1.48E-12  4.95E-04 0.54 5.18E+05 - - 4.00E-04 - 0.00387

PCLINTC 5.34E-06 3.599 1.55E-04 0.91 2.84E-10  2.69E-05 0.10 1.88E+04 - - 1.57E-04 - 0.00504
10gL 3.93E-06 2.685 1.59E-04 0.91 3.57E-10  1.06E-09 0.57 3.09E+04 - - 1.61E-04 - 0.01680
3.87E-06 2.837 1.39E-04 1.00 5.48E-14  3.43E-09 0.10 1.18E+04 - - 1.62E-04 - 0.05430

4.89E-06 6.188 2.41E-04 0.85 5.12E-14  1.51E-09 0.11 1.35E+04 - - 8.65E-06 - 0.00067

PZDIE)ISIIC 5.98E-06 10.04 2.22E-04 0.86 6.26E-13  3.46E-11 0.07 8.15E+04 - - 8.00E-06 - 0.00081
4.68E-06 20.36 2.24E-04 0.87 9.75E-13  3.38E-12 0.08 1.15E+04 - - 1.60E-05 - 0.00076

PCL/FC/ 4.08E-06 11.90 3.91E-06 1.00 281.7 5.33E-06 0.85 1.77E+03 8.42E-06 0.67 - 2.44E+05 0.00042
NTC 0.0 6.00E-06 6.432 3.48E-06 0.98 199.5 9.88E-07 1.00 643.2 1.07E-05 0.69 - 1.97E+05 0.00031
gL 4.81E-06 4.684 4.20E-06 0.96 0.743 9.05E-06 0.12 456.6 8.78E-06 0.76 - 4.26E+06 0.00069
PCL/FC/ 4.26E-05 73.29 1.06E-12 0.46 0.176 1.42E-05 0.27 323.6 2.34E-05 0.82 - 1.82E+06 0.00062
NTC 0.5 7.48E-06 0.002 2.24E-11 0.24 0.017 6.68E-06 0.59 6.492 8.60E-06 0.88 - 2.10E+05 0.00168
g/L - 67.32 1.63E-06 0.83 458 6.34E-05 0.60 2.82E+04 - - 1.52E-04 - 0.00077
PCL/FC/ 6.45E-06 2.472 1.09E-11 0.06 8.36E-10  1.58E-05 0.85 1.19E-07 8.64E-07 0.55 - 4.48E+05 0.02000
NTC 1.0 5.23E-06 2.950 4.59E-13 0.01 8.29E-09  3.36E-06 1.00 2.08E-10 1.21E-05 0.71 - 4.42E+05 0.00142
gL 5.69E-06 4.271 8.42E-13 0.28 1.62E-07  1.66E-06 1.00 1.72E-10 1.57E-05 0.77 - 3.07E+05 0.00153
PCL/FC/ 6.16E-06 11.37 1.07E-09 0.87 5.68E+3 11.4E-06 0.89 75.8E+03 42.2E-06 0.88 - 1.24E+05 0.00117
NTC 15 9.04E-06 3.133 1.91E-07 0.86 16.3E+3 45.6E-06 0.87 22.2E+03 13.2E-07 0.86 - 5.84E+04 0.00473
gL 7.16E-06 5.698 2.01E-10 0.84 16.5E+3 65.8E-06 0.85 19.5E+03 13.4E-07 0.84 - 7.10E+04 0.00407
5.73E-06 24.44 5.12E-06 1.00 1.29E-03  1.30E-05 0.61 1.16E+05 9.15E-07 0.75 - 3.78E+05 0.00418

CE)IOJ;IC 7.16E-06 6.728 6.52E-06 1.00 819.3 5.25E-05 0.58 1.55E-02 1.77E-16 0.01 - 3.74E+04 0.00360
1.26E-05 33.14 4.31E-06 0.82 567.7 4.27E-05 0.57 1.58E-02 1.21E-16 0.09 - 4.69E+04 0.00359

4.77E-06 19.25 3.19E-05 0.88 14.69 4.27E-06 0.97 512.2 2.06E-06 1.00 - 1.83E+05 0.00025

Cglg/;\jzc 5.06E-06 11.25 1.87E-05 0.94 64.41 3.54E-06 0.97 493.0 9.76E-06 0.79 - 3.83E+05 0.00004
6.18E-06 10.53 1.75E-05 0.95 74.24 6.11E-06 0.91 1333 5.06E-06 0.85 - 4.13E+05 0.00889

4.38E-06 5.689 1.17E-10 0.74 13.14 1.17E-04 0.92 1.756 1.76E-04 0.90 - 1.25E+05 0.00174

C?Ialgl/zc 7.07E-06 7.495 4.65E-06 0.64 1.940 2.02E-04 0.82 3.460 1.58E-04 0.89 - 1.00E+05 0.00288
9.91E-06 13.66 5.80E-09 0.78 1.737 1.36E-03 0.58 9.335 1.41E-04 0.92 - 1.46E+05 0.00002

1.17E-07 10.62 3.20E-10 0.50 1.204 1.53E-08 0.83 1.655 1.09E-08 0.93 - 3.10E+05 0.00163

Ci)lSng/IC 1.16E-07 13.57 2.09E-04 0.93 13.24 1.83E-08 0.95 193E+03 5.12E-04 0.19 - 2.04E+04 0.00112
3.84E-07 8.019 1.72E-05 0.92 2.044 2.06E-08 0.96 16.3E+03 7.41E-08 0.67 - 1.01E+05 0.00200

COL/FC/ 1.41E-05 4.777 1.70E-05 0.95 0.163 5.37E-05 0.50 5.03E+03 1.89E-11 0.28 - 4.82E+10 0.00546
NTC 0.0 1.01E-05 3.767 1.26E-05 1.00 0.298 5.16E-05 0.48 3.35E+03 1.15E-10 0.13 - 1.27E+12 0.00873
gL 8.07E-06 14.02 1.11E-05 0.97 2.012 5.55E-06 0.29 5.9950 2.18E-08 0.23 - 4.10E+11 0.00254
COL/FC/ 1.02E-05 12.73 1.08E-05 0.97 0.152 5.39E-06 0.40 0.0057 2.32E-11 0.10 - 1.62E+11 0.00009
NTC 0.5 3.01E-06 13.10 1.16E-05 0.97 0.674 4.46E-06 0.33 0.0674 4.27E-14 0.23 - 1.59E+06 0.00018
gL 3.15E-06 6.442 1.12E-05 0.98 0.249 5.40E-06 0.31 2.0140 1.03E-13 0.26 - 1.79E+06 0.00053
COL/FC/ 5.73E-06 2.720 1.59E-05 1.00 922.3 1.01E-05 0.30 1.88E+05 3.97E-04 0.22 - 1.30E+03 0.09010
NTC 1.0 5.41E-06 3.121 1.50E-05 1.00 19.10 8.62E-11 0.94 6.65E+03 6.24E-10 0.95 - 8.51E+04 0.01000
gL 7.96E-06 4.887 1.48E-05 0.97 8.993 4.91E-09 0.95 1.52E+04 - - 1.01E-04 - 0.03050
COL/FC/ 4.71E-06 10.84 1.31E-05 0.78 5.04E-18  5.94E-06 1.00 3.94E+05 1.11E-04 1.00 - 8.49E+08 0.000156
NTC 15 5.68E-06 7.948 1.15E-05 0.76 3.446 6.00E-06 0.10 3.45E+05 4.65E-04 0.99 - 2.77E+05 0.000655
gL 5.54E-06 9.179 7.16E-06 1.00 1004 1.16E-05 0.64 4.31E+04 - - 4.94E-04 - 0.000822
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