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Resumen

Los recubrimientos de fosfato de calcio en Ti6AL4V como implantes
ortopédicos son conocidos por acelerar el crecimiento 6seo y mejorar
la fijacion del hueso. La deposicion electrolitica de estos compuestos
bioactivos ha presentado mayores ventajas que los recubrimientos obtenidos
por métodos convencionales. Este método electrolitico ha facilitado la
posibilidad de adicionar quitosano a la solucion de iones calcio y fosfato
y fijar este compuesto, funcional y estructuralmente. De esta forma se han
obtenido, compuestos de fosfatos de calcio-quitosano sobre un substrato de
Ti6Al4V ELI por electrodeposicion catddica, los cuales se han caracterizado
morfologica y quimicamente, mediante SEM-EDX, DRX y FTIR, para
determinar la estructura y asociaciones quimicas entre los fosfatos de calcio
y el quitosano. Ademas, se evalud por EIE, la incidencia de la densidad de
corriente, el tiempo de electrodeposicion y la concentracion de quitosano en
solucion sobre la resistencia a la polarizaciéon de los sustratos recubiertos.
Se emplearon circuitos equivalentes para modelar el comportamiento
fisicoquimico de los recubrimientos desde un punto de vista electroquimico.
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Abstract

Calcium phosphate coatings in orthopedic implants Ti6AL4V are known
to accelerate bone growth and improve the fixation of bone. Electrolytic
deposition of bioactive compounds has provided greater advantages than
the coatings obtained by conventional methods. The electrolytic method
has facilitated the ability to add chitosan to the solution of calcium and
phosphate ions and fix this compound, functionally and structurally. In this
way, composites of calcium phosphate-chitosan on a substrate Ti6AI4V ELI
has been obtained by cathodic electrodeposition, which are morphologically
and chemically characterized by SEM-EDX, XRD and FTIR, showing the
chemical structure and associations between calcium phosphate and chitosan.
Furthermore, the impact of the current density, electrodeposition time and the
concentration of chitosan solution on the polarization resistance of coated
substrates obtained were evaluated by EIS. Equivalent circuits were used to
model the physicochemical behavior of the coatings from an electrochemical

view point.

----- Keywords: Bioactive coatings, hydroxyapatite (HA), chitosan,

EIS, electrochemical

Introduccion

El desarrollo de técnicas de modificacion
superficial en el campo de los biomateriales,
ha permitido producir recubrimientos sobre
sustratos de aleaciones de titanio, resistentes al
desgaste y a la corrosion por fluidos corporales,
sin interferir en sus excelentes propiedades
mecanicas. Los principales métodos usados para
tal fin son: sol-gel, plasma spray y la deposicion
electroquimica de recubrimientos, Por lo general,
estos recubrimientos estdn compuestos de
hidroxiapatita HAP (Ca, (PO,)(OH),), ya que
el principal componente mineral de tejido 6seo
es este compuesto, con lo cual se puede obtener
una mayor oseointegracion entre el hueso y la
protesis implantada.

Mediante el método de electrodeposicion de
hidroxiapatita a partir de precursores idnicos
en soluciéon, se obtienen recubrimientos
bastante homogéneos sobre piezas de formas
complicadas. Esta técnica se basa en el uso de los
siguientes elementos: una celda electrolitica, un
catodo y un anodo, un electrolito que actia como
conductor i6nico, el cual contiene los elementos
que se quieren depositar y una fuente de potencia
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externa, a la cual estaran unidos los electrodos
por medio de conductores eléctricos, generando
la diferencia de potencial necesaria para llevar a
cabo la deposicion de los recubrimientos.

Por medio de esta técnica, se han obtenido
diversos recubrimientos, generalmente a base
de fosfatos de calcio con adecuadas propiedades
quimicas superficiales y de biocompatibilidad
[1,2]. No obstante, se ha hecho necesaria la
introducciéon en los recubrimientos, de algunos
elementos bioactivos, tales como polisacaridos,
entre los cuales, se encuentra el quitosano,
el cual, ha mostrado que puede mejorar la
proliferacion celular sobre la superficie de los
recubrimientos. El quitosano es un polisacarido
semidegradable de origen natural conocido por,
inducir una mayor oseointegracion de las protesis
[3]. En la actualidad, la tendencia es la utilizacion
de implantes recubiertos con materiales de origen
natural, por dos razones principales: primero,
porque tales materiales promueven una mejor y
mas rapida cicatrizacion, exhibiendo una mayor
compatibilidad con el tejido humano. En segundo
lugar, porque estos materiales al biodegradarse,
no generan productos toxicos al cuerpo humano.
En este sentido, el quitosano ha sido combinado



con varias formas de fosfatos de calcio con el
objetivo de mejorar la reaccion de integracion
del implante y evitar el rechazo por la generacion
de productos citotdxicos, generando una mejor
regeneracion del hueso [3,4].

El titanio es usado como un biomaterial, debido
principalmente a que tiene la habilidad de permitir
una unioén intima entre el implante y el tejido
6seo, ademas, sus propiedades superficiales,
relacionadas con la formaciéon y configuracion
de oxidos, pueden ser variadas en un rango
relativamente amplio [5]. Otro aspecto, que hace
del titanio uno de los materiales mas importantes
para la aplicacion en implantes biomédicos
y dentales, es principalmente su excelente
resistencia a la corrosion en muchos ambientes
acuosos, debido a la formacion espontanea de
una capa pasiva, la cual es muy protectora [6].

Yokogawa et al, obtuvieron recubrimientos de
fosfatos de calcio sobre derivados ricos en fosforo
con quitin/quitosano, los cuales fueron tratados
con Ca(OH), y posteriormente sumergidos en
SBF. El enriquecimiento en fosforo indujo a la
formacion de capas delgadas, formadas a partir de
la hidrolisis parcial del grupo funcional PO,, las
cuales estimularon el crecimiento de monocapas
de fosfatos de calcio sobre la superficie, después
de pocos dias de inmersion en SBF. También, con
cultivos celulares, evaluaron la biocompatibilidad
de los recubrimientos, obteniendo buenos
resultados en estas propiedades [7]. Muzzarelli
et al, depositaron peliculas de quitosano a
partir de una solucion de acetato de quitosano,
sobre una capa compuesta de hidroxiapatita y
un vidrio bioactivo, por plasma spray sobre un
sustrato de Ti6Al4V. Los resultados mostraron,
proliferacion celular positiva, y oseointegracion
[8]. Di Martino et al, revisaron el empleo del
quitosano en la ingenieria de tejidos, teniendo
en cuenta, el grado de desacetilacion, el peso
molecular del guitosano sobre la hidrofilicidad
y las propiedades mecanicas biodegradacion y
biocompatibilidad de estructuras de quitosano,
resaltando que el quitosano con mayor grado
de desacetilacion y peso molecular es el mas
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adecuado para aplicaciones en ingenieria de
tejidos [9]. Seol et al, utilizaron esponjas porosas
de quitosano fabricadas por liofilizacion para
evaluar el crecimiento de células osteoblasticas.
La densidad celular, la actividad de la fosfatasa
alcalina y la deposicion de calcio fueron
monitoreadas por un periodo de 56 dias.
Los resultados mostraron que las esponjas
de quitosano pueden ser utilizadas como un
material de soporte efectivo para la formacion
in Vitro de hueso, en ingenieria de tejidos [10].
Wang et al. electrodepositaron y caracterizaron
recubrimientos de fosfatos de calcio y quitosano
sobre un sustrato de Ti6Al4V. Observaron que el
quitosano disminuye el espesor y la rugosidad del
recubrimiento. Con ensayos in vitro, obtuvieron
una aceptable proliferacion celular [11]. Pang et
al, obtuvieron depositos catodicos, relativamente
uniformes de hidroxiapatita y quitosano, de
aproximadamente, 50 pum de espesor, sobre
sustratos de platino, aceros inoxidables y grafito.
El método de deposicion se baso en la fijacion
electroquimica del quitosano y en la deposicion
electroforética de las particulas de hidroxiapatita.
Resultados de los ensayos electroquimicos
mostraron un incremento en los valores de
resistencia a la polarizacion, relacionados con
el caracter protector del recubrimiento obtenido
[12]. Wang et al, estudiaron la cinética de
crecimiento de recubrimientos compuestos de
fosfatos de calcio depositados electroliticamente.
Igualmente estudiaron el efecto de la densidad
de corriente de deposicion de quitosano, sobre
la formaciéon de los recubrimientos y notaron
que el incremento de la densidad de corriente
acelera el proceso de deposicion y aumenta la
cantidad de quitosano en el recubrimiento [13].
Tuzlakoglu et al, estudiaron la obtencidn, por
métodos biomiméticos de capas de apatitas tipo
oseas sobre fibras de quitosano, determinando
la influencia de estos recubrimientos sobre la
respuesta de células osteoblasticas [14].

En este trabajo se ha estudiado la estructura,
morfologia, composicion y configuracion
fisicoquimica y estabilidad electroquimica de
recubrimientos de HAP con quitosano, por medio
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de FTIR, DSC, SEM-EDX, Tafel y EIS. Ademas,
se examinaron los cambios que se generan en
estas propiedades a partir de las reacciones de
mineralizacion, cuando los recubrimientos son
sometidos a inmersion en SBF.

Materiales y métodos

Probetas cilindricas de Ti6Al4V de 12 mm
de diametro y 3 mm de espesor, fueron
empleadas como sustratos para la obtencion
de los recubrimientos de quitosano/fosfato de
calcio. Polvos de quitosano con un porcentaje
de desacetilacion > 75%, fueron empleados
para este fin. Se realizdo la caracterizacion
del sustrato seleccionado por medio de un
analisis quimico elemental por la técnica de
espectrometria de fluorescencia de rayos X de
energia dispersa. De igual manera, se realizaron
analisis termogravimétricos (TGA) y analisis por
calorimetria de barrido diferencial (DSC).

Las probetas fueron pulidas hasta papel abrasivo
# 600, limpiadas ultrasonicamente con acetona y
atacadas quimicamente en una mezcla 1:1:1 de
HCI, H,SO, y H,O. Las soluciones de deposicion
fueron preparadas con 1% en peso de quitosano
disuelto en 1% en volumen de acido acético,
adicionando  posteriormente, a  soluciones
supersaturadas de fosfatos de calcio, controlando
un pH entre 83 y 8,6 a una temperatura de
60°C y una agitacion de 600 rpm. El proceso se
llevé a cabo por deposicion catddica en forma
galvanostatica, empleando un electrodo de grafito
como 4anodo y los sustratos de Ti6Al4V como
catodos, conectados a una fuente de potencia
regulada. Luego de este proceso, las muestras
fueron retiradas, enjuagadas con agua destilada
y secadas con aire caliente por diez minutos. El
proceso de electrodeposicion de la hidroxiapatita
a partir de soluciones supersaturadas de fosfatos
de calcio, segin Kuo [15], consiste, basicamente
en cuatro etapas:

e Reduccion del O,

0, +2H,0 + 4e- — 40H (1)
*  Reduccion del H,PO, y el HPO,*:
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2HPO, +2¢ — 2HPO,*+H, (2)
2 HPO4'2 +2e —2 PO4‘3 +H, 3)
e Reduccion del HZO:

2H,0 +2¢ — 20H +H, )

*  Migracién de los iones Ca*? hacia la
superficie del catodo para reaccionar con
los iones 2PO,” y OH para formar la HA
(Ca,(PO,), (OH),).

El proceso de electrodeposicion del quitosano se
basa en tres etapas:

*  Protonacion en solucion acida: etapa en la
cual, el grupo amino presente en la unidad
basica de quitosano es cargado positivamente
con los iones H™ presentes en la solucion
acida en la cual se encuentra disuelto.

quitosano-NH, + H,O"
— quitosano-NH," + H,O

)

*  Reaccion catodica: reaccion de reduccion de
las moléculas de H,O sobre la superficie del
catodo para producir evolucion de hidrogeno
y grupos OH, los cuales aumentan el pH
alrededor del catodo.

2H,0 +2¢" — H, + 20H- (6)

*  Neutralizacion del quitosano cargado
positivamente y la formacion de un deposito
insoluble sobre el sustrato catodico.

quitosano-NH," + OH
— quitosano-NH, + H,O

(7

Se realizaron ensayos para evaluar la morfologia,
composicion, estructura quimica, mediante SEM-
EDX, FT-IR y DRX. Ensayos electroquimicos
fueron realizados en un fluido corporal simulado,
formulado por Kokubo et al [16], el cual
consiste de un fluido inorganico sin células, con
concentraciones idnicas similares a las existentes
en el fluido fisioldgico humano, principalmente
con iones calcio y fosforo, con el fin de simular
la formacion de la matriz extracelular apatitica,
durante lafijacion, crecimientoy diferenciamiento
celular.



Resultados y discusién

En la tabla 1 se presentan los resultados
obtenidos de composicion por espectrometria de
fluorescencia de rayos X de energia dispersa y los
correspondientes valores de composicion quimica
para la aleacion de Ti6Al4V ELI reportados en la
norma ASTM F136 [17].

Tabla 1 Composicion quimica del Ti6AI4V

Fe o Sy Ti
max Max
(%) 0,183 0,342 6,102 4,119 88,66
ASTM 5,5- 3,5-
F136 0,25 - 65 45 Balance

Los resultados obtenidos muestran que el material
corresponde quimicamente con la aleacion
Ti6Al4V ELI ASTM F136.

Empleando un tiempo de electrodeposicion de 4
horas, una densidad de corriente de 200 mA/cm?
y una variacion de la concentracion de quitosano
entre 0,05y 0,25 g/L; se obtuvieron los resultados
de Difraccién de Rayos X (DRX), mostrados en
la figura 1.
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0,05g/L de chitosin 0,15g/L de chitosin 0,25g/L de chitosin

Figura 1 DRX de las muestras obtenidas a 200Ma,
4hy entre 0,05y 0,25 g/L de quitosano

Los patrones de DRX observados en la figura 1,
muestran la presencia de hidroxiapatita y fosfato
octacélcico en las tres condiciones evaluadas. Se
empled el criterio del ancho del pico a la altura
media (FWHM) de la curva de difraccion, el
cual relaciona el aumento de la cristalinidad, de
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una forma cualitativa y comparativa, mediante
la medicion de la altura media de la intensidad
de la curva de difraccion, con la disminucidn
del espesor de los cristales. En otras palabras
aplicable a este analisis, cuando el ancho de la
curva de difraccion se incrementa, se disminuye
la cristalinidad del deposito. En la figura 2 se
muestra el analisis grafico propuesto.

1200 7 Anchos de curva de difraccion

1000

800

600

Intensidad

400 7

200

412

—0,05¢L

0,15¢/L —— 025g/L

Figura 2 Comparacion de los anchos de picos
medios de difraccién en las diferentes composiciones
de quitosano empleadas

Utilizando la reflexion de maxima intensidad de la
hidroxiapatita presentada en los difractogramas,
entre 40,2° < 20 < 40,8°, se observa una
disminucion en la cristalinidad del recubrimiento
cuando se incrementa la cantidad de quitosano en
la solucion.

Se realizaron analisis por infrarrojo FT-IR a
una muestra de quitosano pura, ¢ igualmente a
muestras de recubrimiento de fosfato de calcio-
quitosano con porcentajes de 0,05, 0,15 y 0,25
g/L del polisacarido con el fin de determinar
mediante el analisis de sus espectros, las bandas
correspondientes a las tensiones de los grupos
funcionales presentes, corroborando la presencia
del polimero en los recubrimientos depositados. En
la figura 3 se puede observar para el quitosano puro
las bandas de intensidad media correspondientes
a vibraciones de estiramiento de NH, ubicadas
en la region de 3500-3400 cm™ traslapadas con
las bandas de vibracion de alargamiento del OH
entre 3700 y 3000 cm!, y la banda de absorcion de
intensidad media a alta, relativas a las vibraciones
de deformacion del grupo amino a una frecuencia
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entre 1650-1580 cm!. Bandas de alargamiento del
CH, en la region de 3000 a 2800 cm™, y bandas de
flexion del enlace C-OH en el rango de 1450-1300
cm’!. También estan presentes, bandas de absorcion
de intensidad media a débil para el enlace C-N de
las aminas alifaticas primarias en la region de 1250
a 1020 cm™. En los espectros de infrarrojo de los
sustratos recubiertos a diferentes concentraciones
de quitosano, se observan las bandas propias de
las vibraciones correspondientes a los enlaces de
NH,, lo cual confirma la presencia del polimero
en los recubrimientos. Por otro lado, también se
puede apreciar el pico correspondiente al enlace
PO,? a 1030 cm™, proveniente de los fosfatos de
calcio presentes.

0,05 g/L
de quitosano

0,25 g/L
de quitosano

quitosano
puro

0,15 g/L
de quitosano

0 3650 3600 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
CaPC HI0.0.05 l/em

IS
1

Figura 3 Espectro FT-IR del quitosano puro y los
recubrimientos obtenidos a los diferentes porcentajes
de quitosano

La caracterizacion electroquimica se realizo con el
proposito de evaluar la estabilidad de los recubri-
mientos obtenidos a las diferentes concentraciones
de quitosano en la solucion de electrodeposicion.
En la figura 4 se muestra la caracterizacion por la
técnica de polarizacion potenciodinamica a los di-
ferentes recubrimientos. Se observan potenciales
de corrosion en el rango entre -0,5 y -0,7 voltios,
en el cual, la tendencia a la degradacion de los ma-
teriales obtenidos disminuye en el siguiente orden
de concentracion de quitosano: 0,05 - 0,10 - 0,15
- 0,25 - 0,20 g/L de quitosano. De igual forma, se
observo esta tendencia con las densidades de co-
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rriente de corrosion, indicando un efecto impor-
tante entre la presencia y la cantidad de quitosa-
no en el recubrimiento y la estabilidad y cinética
de disolucion del material con el recubrimiento.
Comportamientos similares de estabilidad, fueron
observados con la diferentes concentraciones de
quitosano empleadas, sin embargo, se presentan
unas diferencias en estas curvas, especificamente
en la region catodica, debido a que, al aumentar
la concentracion del polisacarido, se pasa de un
comportamiento mas pasivo a uno mas activo a
partir de 0,15 g/L de quitosano. Sin embargo, esta
hipotesis da lugar a suposiciones erréneas, ya que
la inestabilidad electroquimica y el aumento en la
densidad de corriente de corrosion, pueden estar
relacionados con un incremente en la bioactivi-
dad del Ti6Al4V recubierto con fosfato de calcio
y quitosano, lo cual corresponderia a una deduc-
cién mas logica. Esto se puede afirmar porque los
rangos de potencial y de densidad de corriente
entre las muestras con diferentes concentraciones
de quitosano son muy pequenos, y estas peque-
fias variaciones deberian estar mas relacionadas a
cambios de reactividad superficial producidos por
la naturaleza reactiva de los compuestos que com-
ponen el recubrimiento, lo que puede beneficiar la
reaccion con el tejido 6seo.

0,34

-0,4+ 0,051 de
quitosono
-0,51

0,61 .
LI
-0,71 <

E (voltios)
-

-0,81 0,25g/1 de
quitosono
-0,91

1 T T T T T 1

Logl (A/em’)

Figura 4 Curvas de polarizacién potenciodinamicas
a diferentes concentraciones de quitosano

Para determinar los parametros electroquimicos de
los procesos faradicos y no faradicos que ocurren
en la interfase sustrato-recubrimiento-electrolito,
los cuales estan relacionados con la bioactividad
electroquimica, se realizaron ensayos de espectros-



copia de impedancia electroquimica a las muestras
obtenidas con las diferentes concentraciones de
quitosano. En la figura 5 se presentan los espec-
tros de Impedancia (Nyquist), correspondientes a
los recubrimientos obtenidos con 0,1 y 0,2 g/L de
quitosano. En la figura 5 se observa claramente la
similitud en los comportamientos electroquimicos,
correspondientes a una y posiblemente, dos cons-
tantes de tiempo, las cuales disminuyen con la re-
sistencia a la polarizacién, al aumentar la concen-
tracion de quitosano, confirmando que se presenta
un aumento en la reactividad del recubrimiento,
al adicionar mas cantidad de quitosano. Al mismo
tiempo se corrobora el analisis realizado por DRX,
en el cual, a mayores cantidades de quitosano se
presentd una menor cristalinidad. Los materiales
de mayor caracter cristalino suelen presentar un
mejor ordenamiento atomico-estructural presen-
tando una energia libre superficial mas baja, lo que
implica que el material presenta menor tendencia
a degradarse.

—8—0,1 g/l de quitosano
—&— 0,2 g/l de quitosano

0E+00 : : : :
0E+00 5E+03 1E+04 2E+04 2E+04 3E+04 3E+04

Z real/Ohm

Figura 5 Espectros de Nyquist de los recubrimientos
de fosfato de calcio-quitosano, a diferentes
concentraciones

En la figura 6 se muestran los espectros de Bode
de los recubrimientos obtenidos a 0,1 y 0,2 g/L
de quitosano, se observa la posible presencia
de dos constantes de tiempo muy traslapadas
definidas en el rango de frecuencia entre 0,1 y
10.000 Hertz. Las pequeias disminuciones en el
angulo de fase al aumentar la concentracion de
quitosano, confirman una posible reaccion de di-
solucioén con un aumento en el pH local, un au-
mento en la conductividad cercana a la superficie
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del recubrimiento y en términos generales, una
mayor reactividad [18,19]. Estas dos constantes
de tiempo fueron asumidas en un modelo de cir-
cuitos equivalentes propuesto, el cual permitio
simular el comportamiento electroquimico del
sistema resistencia a la solucion, resistencia y ca-
pacitancia de la doble capa electroquimica en la
interfase electrolito/recubrimiento y resistencia y
capacitancia de la doble capa electroquimica en
la interfase recubrimiento/metal. En la figura 7
se presenta el modelo propuesto. Capacitancias
como clementos de fase constante, han sido em-
pleados para representar las desviaciones en la
transferencia de carga producidas por las irregu-
laridades, tanto de la superficie del recubrimien-
to, como de la interfase metal/recubrimiento. Las
dos constantes de tiempo descritas anteriormente,
correspondientes a dos semiarcos traslapados en
los espectros de impedancia, se representan en la
figura 7 como dos sistemas RC en paralelo y estos
a su vez, en serie con la resistencia del electrolito.

10 ——, l_g/l de
quitosano

-10 0,2g/1 de
quitosano

-50

Angulo de fase/°
o~
(=)

1,LE+00

1,E+02

1,LE+04

Log frecuencia/Hertz

Figura 6 Espectro de Bode de los recubrimientos
obtenidos a 0,1y 0,2 g/L de quitosano

En la figura 8 se muestra el analisis morfologico
realizado por SEM en las muestras obtenidas con
0,1y0,2 g/L de quitosano. Se observa un aumento
en las irregularidades superficiales al aumentar
la cantidad de quitosano, corroborando la
inestabilidad superficial observada en los ensayos
de DRX y en los ensayos electroquimicos. Estas
irregularidades superficiales son primordiales
en la intencion de contar con propiedades que
mejoren la fijacion con el hueso en este tipo de
recubrimientos.

21



Rev. Fac. Ing. Univ. Antioquia N.° 54. Agosto 2010.....

o

—>

Electrolito
o
B,

Rs.

ofe

® O
®

TI6A14V  (Recubrimiento

Figura 7 Modelo de circuitos equivalentes
propuesto para representar los procesos de doble
capa electroquimica obtenidos en los ensayos de EIE

a) 0,10 g/L. de quitosano. S000X

. &

b) ﬁ de quitosano
o
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Figura 8 SEM de las muestras obtenidas con 0,1 a)
y 0,2 g/L b) de quitosano

Conclusiones

Se obtuvieron recubrimientos de fosfato octa-
calcico-hidroxiapatita-quitosano por un método
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de electrodeposicion catodica sobre sustratos de
Ti6Al4V F136. Estos recubrimientos presenta-
ron una estructura, cuya cristalinidad disminuyo
al aumentar la cantidad de quitosano empleado
en la solucion de electrodeposicion. Los resulta-
dos de DRX confirmaron el efecto de la concen-
tracion del polisacarido sobre la variacion de la
cristalinidad. Estas deducciones fueron corrobo-
radas mediante los ensayos de polarizacion po-
tenciodinamica y espectroscopia de Impedancia
Electroquimica, los cuales mostraron una menor
estabilidad electroquimica en los recubrimientos
obtenidos con mayor cantidad de quitosano. Pe-
quetias diferencias en los resultados electroqui-
micos, hacen suponer que el mecanismo activo
presentado en las muestras obtenidas con mayor
cantidad de quitosano, se haya presentado por un
aumento en la reactividad superficial, lo cual se
puede relacionar con una mayor bioactividad.
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