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RESUMEN: Se obtuvieron recubrimientos poliméricos de policaprolactona-quitosano, aplicados mediante la
técnica Dip-Coating, sobre sustratos de Ti6Al4V tratados quimicamente con NaOH. Con base en los analisis
SEM vy los espectros infrarrojos, se observo que la cantidad de policaprolactona en el recubrimiento presentod
un efecto en la retencion de quitosano en la superficie, relacionado con la emision del enlace R-OH vy las carac-
teristicas morfologicas. Los espectros de impedancia realizados a las peliculas poliméricas, mostraron procesos
relacionados con fenomenos de adsorcion de especies iOnicas hasta la formacion de monocapas en la superficie.
Igualmente, estos espectros mostraron fendmenos de transferencia de carga generados por las caracteristicas
morfoldgicas de los recubrimientos, como sus porosidades, densidad y homogeneidad. La inmersion de los sus-
tratos recubiertos en una solucion SBF durante 8 dias, permitid observar su capacidad de adsorcion de calcio
mediante la nucleacion y precipitacion de fosfatos de calcio, mostrando un caracter bioactivo frente al medio.
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ABSTRACT: Obtention, characterization and in vitro evaluation of polycaprolactone-chitosan coatings growth on
chemically treated Ti6 A4V alloy. Polymeric coatings were obtained polycaprolactone-chitosan. The coatings
were applied by dip-coating technique, on Ti6Al4V substrates chemically treated with NaOH solution. Based
on SEM morphological analysis and infrared spectra, it was observed that the amount of polycaprolactone
in the coating obtained had an effect in retaining the chitosan on the surface, associated with the emission
of R-OH bond and the morphological characteristics. Impedance spectra performed on the polymeric films
showed phenomena related processes adsorption of ionic species to monolayer formation on the surface. These
spectra showed equally charge transfer phenomena generated by the morphological characteristics of the coat-
ings, such as its porosity, density and homogeneity. The coated substrate was immersing in SBF solution for 8
days, allowed to observe its adsorption capacity of calcium through nucleation and precipitation of calcium
phosphates, bioactive character displaying a front medium.
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1. INTRODUCCION

El titanio y sus aleaciones son por excelencia
los biomateriales metalicos mas empleados para la
sustitucion y regeneracion de tejidos dseos, debido
a sus excelentes propiedades; sin embargo, una
elevada resistencia a la corrosion le confiere una
inercia quimica al titanio que no permite una ade-
cuada interaccion con el medio biolodgico, dificul-
tando el proceso de osteointegracion (Bronzino,
2000).

Multiples investigaciones se han llevado a cabo
en los ultimos anos con el proposito de modificar
la superficie del titanio y sus aleaciones, debido a
que en gran medida el proceso de osteosintesis se
ve ampliamente influenciado por las reacciones
e interacciones que ocurren en la interfase for-
mada entre la superficie del implante y el medio
biologico.

En este orden de ideas, el desarrollo de técni-
cas como el tratamiento superficial con soluciones
quimicas, la oxidacién anddica, el uso de recubri-
mientos ceramicos y/o poliméricos, la implantacion
i6nica, la modificacién de la rugosidad mediante
micro y nano indentacion, entre otras, permiten
activar quimicamente la superficie del biomaterial
frente al medio bioldgico, lo cual genera las con-
diciones adecuadas para garantizar el proceso de
osteointegracion (Xuanyong et al., 2004; Peon et al.,
2005; Multigner et al., 2009; Paz et al., 2011; Tojal
etal., 2013).

Entre las técnicas mas empleadas se encuentra
el tratamiento con soluciones de NaOH o KOH,
debido a que ocurre una incorporacion de iones
hidroxido (OH-) que actiian como sitios preferen-
ciales en nucleacion de fosfatos de calcio, especifi-
camente hidroxiapatita Cas(PO,4);(OH). Asi mismo
el uso de recubrimientos poliméricos biodegrada-
bles como el acido polilactico (PLA), acido poligli-
colico (PGA), policaprolactona (PCL), colageno y
quitosano, los cuales durante su proceso de degra-
dacién liberan sustancias metabolizables por las
células, promueven condiciones Optimas para su
crecimiento y proliferacion celular (Estupifan,
2011).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

Los tratamientos con soluciones fisiologicas y
los recubrimientos fueron realizados sobre mues-
tras cilindricas de Ti6Al4V de 14 mm de diametro
y 2 mm de altura. Para la obtencion de los recubri-
mientos biopoliméricos se utilizd quitosano con
85% de desacetilacion y policaprolactona (PCL)
marca Sigma-Aldrich, con una masa molecular pro-
medio (M,) de 80.000.

2.2. Preparacion de materiales

2.2.1. Preparacion superficial de la aleacion
Ti6Al4V

Las muestras de Ti6Al4V fueron pulidas em-
pleando papel abrasivo de SiC y suspensiones de
alimina con un tamafio de particula promedio de
0,5 y 0,05 um. Posteriormente las muestras pulidas
fueron decapadas, sumergiéndolas en una solucioén
acuosa 3% v/v de HF y 20% v/v de HNO; durante
5 minutos.

2.2.2. Tratamiento alcalino

Eltratamiento alcalino se llevo a cabo sumergiendo
las muestras pulidas y decapadas de Ti6Al4V en una
solucion acuosa 10 M de NaOH a 60 °C durante 24
horas. Al finalizar el tratamiento, las muestras fue-
ron lavadas y secadas durante 24 horas a tempera-
tura ambiente dentro de un desecador (Kim et al.,
1997). Con el fin de estabilizar el solido formado, se
realizd un tratamiento térmico con una rampa de
calentamiento de 25 °C a 450 °C en 43 minutos, man-
teniendo esta temperatura durante 1 hora.

2.2.3. Obtencion de soluciones de PCL-Quitosano

Las soluciones de PCL-Quitosano fueron pre-
paradas a partir de soluciones individuales de PCL
y quitosano. El quitosano fue disuelto en una solu-
cion acuosa 0,5 M de acido acético durante 1 hora
a 500 rpm, obteniendo una solucion de quitosano
1% w/v. Simultaneamente la PCL fue disuelta en
acido acético glacial durante 2 horas a 1000 rpm.
Las soluciones individuales de PCL y quitosano
fueron mezcladas manteniendo una relacién volu-
métrica PCL/Quitosano de 10/3 a 1000 rpm durante
1 hora, hasta obtener soluciones estables (Reddy,
2011). Las cantidades de PCL se variaron con el
fin de obtener mezclas poliméricas con relaciones
30-70, 50-50 y 70-30.

2.2.4. Conformacion de los recubrimientos de PCL-
Quitosano

A partir de las soluciones estables de PCL-
Quitosano se realizo la conformacion de los recubri-
mientos empleando la técnica de Dip-Coating. Las
muestras de Ti6AI4V tratadas fueron sumergidas en
las diferentes soluciones poliméricas a una veloci-
dad de descenso de 5 cm min~!, manteniéndolas en
inmersién durante 10 segundos, para un posterior
proceso de secado a 55 °C durante 30 minutos. El
procedimiento de inmersion y extraccion se realizo
3 veces con el fin de depositar 3 capas consecuti-
vas, cada una conformada después del proceso de
secado.
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2.3. Caracterizacion
2.3.1. Microscopia electronica de barrido (SEM )

Las muestras poliméricas se recubrieron con oro
y se estudid su morfologia mediante microscopia
electréonica de barrido utilizando un microscopio
Quanta FEG 650, con una aceleracion de electrones
entre 5-10 kV.

2.3.2. Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Las muestras bioceramico/biopolimero fueron
estudiadas mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) utilizando un espec-
trofotémetro Shimadzu 8400S Fourier Transform.

2.3.3. Inmersion de los recubrimientos PCL-
Quitosano en SBF

La capacidad de adsorcion y precipitacion del
calcio se llevo a cabo mediante inmersion de las
muestras recubiertas con la mezcla polimérica en
un fluido fisioldgico simulado (SBF) cuya compo-
sicion se recoge en la Tabla 1 (Kim ez al., 1997). Las
superficies recubiertas se mantuvieron inmersas en
el fluido simulado durante 8 dias, manteniendo unas
condiciones de temperatura constante de 36,5 °C.

2.3.4. Espectroscopia de impedancia electroquimica

Para la caracterizacién electroquimica de los
recubrimientos se empled una celda electrolitica
plana con 3 electrodos conectada a un potencios-
tato-galvanostato Gamry 600. Se utilizd un elec-
trodo de grafito como contraelectrodo, un electrodo
de referencia Calomel saturado 3M KCl y como
electrodo de trabajo, la muestra de Ti6Al4V tratada
y recubierta con la mezcla polimérica. El area de
exposicion con el electrolito fue de 1 cm® Se aplico
un potencial de perturbacion de+10 mV, realizando
un barrido de frecuencias entre los 0,01 a 50.000 Hz
a una temperatura de 25 °C.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de la aleacion Ti6Al4V

La solucion acida utilizada en el decapado, atacod
preferencialmente la fase beta de caracter dura y fra-

gil, que se encuentra de forma globular y precipito
sobre la fase alfa blanda y dtctil, lo cual corresponde

a las caracteristicas microestructurales de las alea-
ciones de titanio bifasicas oo+ . En la Figura la se
observa una superficie inicial homogénea, densa y
libre de porosidades correspondiente a la formacion
de una capa de oxido de titanio que, después del
tratamiento alcalino, sufrié una modificacion mor-
foldgica al presentar la formacion de una estructura
granular, como se observa en la Figura 1b, tras el
ataque de los iones hidroxilo (OH-) provenientes de la
solucion de NaOH. Este proceso permitio la forma-
cion de un titanato de sodio Na,TisO,; por hidroliza-
cion del oxido. Tras el tratamiento térmico a 450 °C
se produjo un cambio en la densidad de granos de la
estructura, como se aprecia en la Figura 1c, atribuido
al proceso de sinterizacidén que presento el ceramico.

3.2. Caracterizacion de los recubrimientos PCL-
Quitosano

3.2.1. Caracterizacion morfologica por microscopia
SEM

En la Figura 2a se aprecia la morfologia de los
recubrimientos PCL-Quitosano con una relacion
30% y 70%, respectivamente. Dichos recubrimientos
muestran, principalmente, una superficie heterogé-
nea, compuesta por zonas parcialmente recubier-
tas, que ponen de manifiesto la estructura granular
del titanato de sodio obtenido tras el tratamiento
alcalino, sugiriendo un bajo espesor de la pelicula
formada. De igual forma, en esta clase de recubri-
mientos se observo la formacion de burbujas en su
superficie, causadas por gas atrapado durante el
proceso de secado del solvente.

La Figura 2b muestra las micrografias SEM
correspondientes a los recubrimientos con relacion
50% PCL y 50% quitosano. Estos recubrimien-
tos indican una escasa homogeneidad superficial,
puesto que se observa la presencia de zonas com-
puestas por una matriz de quitosano, con una mor-
fologia porosa, acompanada de precipitados de fases
poliméricas de PCL en su interior. En ciertas zonas
de la superficie se observan rugosidades debidas a la
formacion de una pelicula homogénea y continua,
que cubre la matriz porosa de quitosano.

La precipitacion de fases de PCL en la matriz
porosay la formacion de una pelicula continua sobre
la matriz de quitosano son ocasionadas durante el
proceso de evaporacion del solvente en la conforma-
cion de las peliculas, ya que el quitosano precipita
primero, debido a su insolubilidad en el acido acé-
tico glacial. En dicho proceso la policaprolactona

TaBLA 1. Concentracion de iones del fluido SBF expresada en mM
Elementos Na* K* Mg Ca? Cr HCO; HPO; SO;”
Concentracion 142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 4.2 1,0 0,5

Revista de Metalurgia 50(3), Julio-Septiembre 2014, ¢021. ISSN-L: 0034-8570 doi: http://dx.doi.org/10.3989/revmetalm.021



4+ L. Gomez et al.

FiGura 1. Micrografias SEM de la aleacion Ti6Al4V: a) muestra sin tratar en solucidn alcalina, b) tratada en solucion
alcalina sin tratar térmicamente y c) tratada en solucion alcalina y tratada térmicamente a 450 °C.

FiGura 2.  Micrografias SEM a 5000 X para los recubrimientos con relacion; a) 30% PCL y 70%
Quitosano, b) 50% PCL y 50% Quitosano y ¢) 70% PCL y 30% Quitosano a 10000X.

se sobresaturo en el solvente a medida que éste fue
evaporado, precipitando en la matriz como glébulos
0 como una capa continua.

En la Figura 2c puede apreciarse la morfologia
superficial que presentaron los recubrimientos con
relacion 70% PCL y 30% Quitosano. Los recubri-
mientos con relacion 70-30 muestran una pelicula
polimérica completamente homogénea, continua,
densa y sin presencia de la estructura porosa de qui-
tosano y rugosidades en la superficie del sustrato.

3.2.2. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja
(FTIR)

La Figura 3 presenta los espectros FTIR (% trans-
mitancia) de las muestras ceramico-poliméricas. Se
observan para los tres biopolimeros, las vibraciones
correspondientes al estiramiento asimétrico y fle-
xion del radical hidroxilo (R-OH) a una longitud
de onda de 3456 cm™' y 1735 cm ™, respectivamente.
De igual manera, en la misma longitud de onda del
estiramiento del radical hidroxilo, aparece la vibra-
cion correspondiente al estiramiento asimétrico del
grupo amino (R-NH,), el cual manifiesta a su vez un
modo de flexiéon con una vibracion a la longitud de
onda de 1654 cm™.

Se observa también la vibracion correspondiente
al estiramiento del radical R-OH del grupo car-
boxilo (R-COOH) en los acidos organicos, a una
longitud de onda de 2468 cm™'. El estiramiento de
dicho radical es consecuencia de la existencia de
remanentes del solvente empleado (4cido acético)

en la matriz del recubrimiento (Pok et al., 2010).
Ademas, aparecen vibraciones correspondientes a
grupos carbonilo (C=0) a longitudes de onda de
1735 cm™', correspondientes a la policaprolactona y
acido carboxilico.

En las vibraciones observadas en los espectros se
encuentra la banda correspondiente al radical ace-
tato (-COO) entre los 1238-1254 cm™, debido a que
el quitosano empleado no estaba completamente
desacetilado. Asi mismo, aparecen las vibraciones
correspondientes al enlace O-Ti-O en el titanato de
sodio, en la zona de longitudes de onda comprendi-
das entre 1041-1047 cm ™.

La falta de formacion de nuevos enlaces sugiere
que la interaccién entre la policaprolactona y el qui-
tosano en las peliculas es atribuida a un fenémeno
de interaccion fisica entre los biopolimeros por la
union por puentes de hidrégeno entre el grupo car-
bonilo de la policaprolactona y los grupos amino e
hidroxilo del quitosano (Vera et al., 2010; Van der
Schueren et al., 2012).

3.3. Comportamiento de los recubrimientos en
solucion SBF

En la Figura 4 se muestra la formacion de pre-
cipitados de calcio y fosforo en las superficies
poliméricas, posterior a los 8 dias de inmersion en
solucion SBF. Transcurridos los 8 dias de inmer-
sion se observo la precipitacion de fosfatos de cal-
cio en la superficie de las peliculas poliméricas, lo
cual manifiesta la capacidad de dichas peliculas
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FiGura 3. Espectros infrarrojos FTIR para las muestras cerdmico-poliméricas con relaciones PCL-Quitosano: 30-70, 50-50 y 70-30.

para la adsorcion de calcio; sin embargo la mayor
cantidad de precipitados se observo en las muestras
con relacion PCL-Quitosano de 50-50, seguido por
las muestras con relacion PCL-Quitosano 70-30 y
por ultimo las peliculas para una relacion de 30-70.
La diferencia en la cantidad de precipitados es atri-
buida a la presencia del radical hidroxilo en las peli-
culas y al tipo de morfologia (porosa o continua) de
los recubrimientos.

La composicion quimica de dichos precipitados
pone de manifiesto que las relaciones Ca/P son equi-
valentes a la relacion existente entre el Ca y P en el
fosfato dicalcico dihidratado CaHPO,-2H,0.

Las superficies de los recubrimientos con rela-
cion PCL-Quitosano de 50-50 y 70-30 después de
los 8 dias de inmersion en solucion SBE, presen-
tan un deterioro, debido a la pérdida de la matriz
de quitosano y la aparicidon de grietas y globulos en
las superficies de las peliculas, ocasionada por la

degradacion hidrolitica que manifiesta el quitosano
presente, al interactuar con la solucion SBF.

3.4. Analisis electroquimico por Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica (EIE)

El diagrama de Nyquist (Fig. 5), muestra el com-
portamiento electroquimico que presentan los recu-
brimientos poliméricos frente a la solucion SBF. Se
aprecia un incremento en los valores de impedan-
cia de los recubrimientos, de manera proporcional
al aumento de la cantidad de policaprolactona en
las soluciones. Este comportamiento conlleva a
que el recubrimiento con relacién PCL-Quitosano
de 70-30 presente el mayor valor de resistencia a la
transferencia. En la Figura 6 se aprecia el diagrama
de Bode para el modulo de la impedancia corres-
pondiente a los recubrimientos evaluados. En la
zona de bajas frecuencias (0,01-1 Hz), se observa un

FiGura 4. Micrografias SEM a 40.000X para los recubrimientos poliméricos de PCL-Quitosano después de 8 dias
de inmersion en fluido SBF: a) relacion 30-70, b) relacion 50-50 y ¢) relacion 70-30.
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FIGURA 5. Diagramas de Nyquist para los recubrimientos con relacion PCL-Quitosano: 30-70, 50-50 y 70-30 en solucion SBE.
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FiGura 6. Diagramas de Modulo de impedancia vs. Log Frecuencia para los recubrimientos con
relacion PCL-Quitosano: 30-70, 50-50 y 70-30 en solucion SBE.

comportamiento resistivo en las peliculas con una
relacion PCL-Quitosano de 70-30 y 50-50, al mani-
festar mayores valores del médulo de impedancia,
gracias a la presencia de una pelicula homogénea y

El cambio es debido a la presencia de porosidades
en la interfase electrodo/electrolito, como conse-
cuencia de los poros en la estructura del quitosano,
asi como a las faltas de zonas recubiertas con la

densa en la superficie.

La Figura 7 presenta el diagrama de Bode para
el angulo de fase en funcion de la frecuencia (en
escala logaritmica) en los recubrimientos polimé-
ricos expuestos a la solucion SBF. Se observa un
cambio en el comportamiento de las peliculas, de
capacitivo a resistivo, al presentarse una caida en los
valores del angulo de fase en la zona de frecuencias
medias y altas para las tres relaciones poliméricas.

mezcla polimérica.

La caida del angulo de fase esta relacionada con
un proceso de adsorcion de iones en la superficie,
principalmente del i6n calcio y el i6n fosfato, gene-
rando una monocapa que obstruye parte de las
porosidades existentes en el recubrimiento, aumen-
tando la capacidad resistiva de la interfase (Cottis
et al., 1999; Echeverria y Arroyave, 2003; Oshida,
2013; Quintero, 2013).

Revista de Metalurgia 50(3), Julio-Septiembre 2014, ¢021. ISSN-L: 0034-8570 doi: http://dx.doi.org/10.3989/revmetalm.021



Obtencion, caracterizacion y evaluacion in vitro de recubrimientos de policaprolactona-quitosano * 7

_80 .
n
o
g 60
)
P ]
(7]
R
o 40
9
-
3, |
=
<C

-20 4

-0

__Recubrimiento 70-30
__Recubrimiento 50-50
__Recubrimiento 30-70

» LA S )
0.1 1 10

LELREL ) LI L ) . LRESAY) | Rk
100 1000 10000

Frecuencia (Hz)

FIGURA 7. Diagramas de Angulo de fase vs. Log Frecuencia para los recubrimientos con
relacion PCL-Quitosano: 30-70, 50-50 y 70-30 en solucion SBE.

3.5. Simulacion del circuito equivalente propuesto

En la Figura 8 se observan los circuitos eléctricos
analogos propuestos, que relacionan los comporta-
mientos observados en los espectros de impedancia,
asi como las caracteristicas morfologicas observadas
en los recubrimientos con relacion PCL-Quitosano
de 30-70, 50-50 y 70-30.

Basandose en los circuitos planteados, se asocia-
ron a los respectivos elementos del circuito, su com-
ponente fisico en el sistema electrodo-electrolito,
donde el primer elemento presente en ambos cir-
cuitos equivalentes (R,) corresponde a la resistencia
o6hmica que presenta el electrolito. En los circuitos
para las relaciones PCL-Quitosano de 30-70 y 50-50

se observa una resistencia 6hmica R, y un elemento
de fase constante CPE,;, debido a la resistencia eléc-
trica y efecto dieléctrico, que generan las porosida-
des y defectos en la superficie del recubrimiento.
De igual manera se asocia al sistema una resisten-
cia eléctrica (R,) que representa la resistencia a la
transferencia de carga del electrodo (Ti6Al4V), y se
presenta un elemento de fase constante CPE aso-
ciado a la formacién de la doble capa eléctrica en
dicha interfase.

En el caso del circuito correspondiente al recu-
brimiento con relaciéon PCL-Quitosano de 70-30
se presentan las resistencias 6hmicas R; y R,, las
cuales representan las resistencias al paso de la
corriente del recubrimiento polimérico 70-30 y del

FIGURA 8. Representacion de las interfases para los sistemas y su respectivos circuitos equivalentes: a) sistema compuesto por una
subcapa interna densa y compacta y una capa externa porosa o defectuosa para las peliculas 30-70 y 50-50 y
b) sistema compuesto por subcapas densas y compactas, una sobre la otra, para las peliculas 70-30.

Revista de Metalurgia 50(3), Julio-Septiembre 2014, ¢021. ISSN-L: 0034-8570 doi: http://dx.doi.org/10.3989/revmetalm.021



8+ L. Gomez et al.

titanato de sodio, los cuales presentan sus respec-
tivos elementos de fase constante CPE,y CPE, dado
el efecto dieléctrico que manifiestan las interfases
del sistema de capas. De manera similar se asocian
la resistencia a la trasferencia de carga (R ) y el ele-
mento de fase constante CPE,, debido a la forma-
cion de la doble capa eléctrica en interfase con el
electrodo. Los valores obtenidos de los elementos
resistivos en los circuitos equivalentes, correspon-
dientes a la resistencia a la transferencia de carga,
constataron que el aumento en la cantidad de PCL
en la mezcla polimérica, causa un aumento en los
valores de la resistencia a la transferencia de carga
al presentarse valores de 2,9445x10°, 1,1452x10°
y 8176 Ohm, para los recubrimientos poliméri-
cos PCL-Quitosano de 70-30, 50-50 y 30-70,
respectivamente.

4. CONCLUSIONES

Las cantidades de policaprolactona en los recu-
brimientos poliméricos mostraron un efecto en las
caracteristicas morfoldgicas en la superficie, debido
a que promueven la formacion de superficies hetero-
géneas, homogéneas, densas o matrices porosas.

La existencia de una mayor cantidad de grupos
hidroxilo (R-OH), asi como la presencia de una
matriz porosa de quitosano en los recubrimientos
con relacién PCL-Quitosano de 50-50, promovie-
ron y facilitaron el proceso de adsorcion de calcio y
su precipitacion, mostrando el mejor caracter bioac-
tivo entre las relaciones poliméricas.

Las variaciones morfoldgicas en la superficie de
los recubrimientos observados posterior a los 8 dias
de inmersion en SBF, corroboran el fenomeno de
hidrolisis que experimenta el quitosano, lo cual le
permite generar a esta clase de recubrimientos com-
ponentes metabolizables por las células, durante el
proceso de osteosintesis.

El comportamiento electroquimico observado
en los espectros de impedancia permite corroborar
los fenémenos relacionados con las caracteristicas
morfologicas de los recubrimientos poliméricos, asi
como la adsorcion de especies idnicas, liberacion de
iones hacia el electrolito y formacion de capas de
fosfatos de calcio en ellos.

La capacidad de adsorcion y precipitacion del
calcio y el fosforo, asi como el proceso de degrada-
cion hidrolitica que muestran los recubrimientos de
PCL-Quitosano, permiten a esta clase de recubri-
mientos biopoliméricos ser aplicados sobre mate-
riales con poca bioactividad como el titanio, con
el propodsito de mejorar su reactividad quimica, y
facilitar su utilizacion en la fabricacion de implantes
para regeneracion y sustitucion de tejidos 6seos.
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