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RESUMEN

Este proyecto se propone caracterizar y optimizar superficies biofuncionalizadas con
diferentes secuencias peptidicas, para lograr la regeneracidén dsea (oseointegracion)
y por ende la disminucién de los problemas de rechazo que ocurren al implantar
materiales metalicos dentro del cuerpo humano.

En base a lo descrito bibliograficamente, se utilizara una aleacién de CoCr aprobada
por las normas ASTM, para usos en dispositivos médicos y una aleacién de Ti libre
de Niquel desarrollada para tal fin por el grupo de biomateriales de la UPC.

Para la caracterizacién y optimizacion del proceso de biofuncionalizacidon los
estudios se dividirdn en tres etapas: Limpieza y Activacion, Silanizaciéon e
Inmovilizacién de biomoléculas.

En cuanto a la limpieza y activacion se realizara un estudio comparativo entre el
plasma y diferentes tratamientos quimicos (pirafia en el caso de la aleacion de Ti y
acido nitrico para la aleacién de CoCr), para seleccionar el mejor en términos de
introduccion de grupos activos en superficie (grupos hidroxilos), grado de limpieza
y composicion quimica de la capa de dxidos superficial.

La silanizacion es un proceso intermedio que enlaza un material inorganico (metal)
con un material organico (biomoléculas), en este proyecto se usaran 3 silanos:
APTES+Maleimido, GPTES, CPTES sobre cada una de las superficies y se procedera
a seleccionar aquel que presente el mejor enlace covalente con la superficie
metalica y la mayor estabilidad térmica, quimica y mecanica.

Una vez silanizadas las superficies se realizard la inmovilizacion de diversas
secuencias peptidicas (RGD, PHSRN, FHRRIKA, RGD + FHRRIKA Y RGD + PHSRN),
que forman parte de las proteinas presentes en el cuerpo humano y por ende
podran ser facilmente reconocidas por las células; en esta fase se hara uno estudio
comparativo de la cantidad de peptidos, asi como se evaluard también la
estabilidad de los mismos sobre las superficies.

Durante el desarrollo de la biofuncionalizacién se hara énfasis en la optimizacion de
los procedimientos y la caracterizacion superficial de cada etapa por medio de
diversas técnicas, entre ellas: XPS, angulo de contacto, ToF SIMS, Interferometria,
espectrometria de luz UV, y técnicas de fluorescencia.

Para finalizar se evaluara el proceso de optimizacién, estudiando la influencia de las
secuencias pépticas cortas en la respuesta celular, en términos de adhesidon y
proliferacidn de células madres mesenquimales de ratas.

Como conclusion de esta tesis se tiene que:

En cuanto a la limpieza y activacion superficial, tanto los tratamientos quimicos
como el plasma de oxigeno limpian eficazmente las superficies, las hacen
hidrofilicas y aumentan su energia superficial. Sin embargo la optimizacion de los
proceso permite afirmar que en términos de densidad de grupos OH™ en superficie,
y en funcién de la relacién OH/0?, para el caso de la aleacién de CoCr el
tratamiento mas efectivo es el acido nitrico y para la aleacion de Ti el plasma de
oxigeno.

Al evaluar el proceso de silanizacion mediante el ToF SIMS y el XPS, se pudo
identificar la presencia de los organosilanos en superficie y su respectivos enlaces
covalentes. Ahora bien la seleccion de los mejores silanos se hizo en funcién del



estudio de estabilidad térmica, quimica y mecanica, de lo cual se tiene que para la
aleacion de CoCr, los mejores resultados se consiguieron con APTES+Ma y con
GPTES vy para la aleacion de Ti, se seleccion6 el APTES+Ma y el CPTES.

La inmovilizacion de biomoléculas en superficies fue evaluada por XPS, cuyos
resultados sélo permiten distinguir la presencia del péptido en superficie,
Subsecuentemente, se realizd un estudio de estabilidad mediante el cual se
confirmo que estan enlazados covalentemente.

Para afirmar la hipdtesis de que la densidad de las biomoléculas adheridas en
superficies mejora la respuesta celular, se realizé un estudio celular in vitro y en
base a sus resultados se puede concluir que a mayor cantidad de biomolécula,
mejor respuesta celular, en términos de cantidad de células adheridas y morfologia.
Especificamente las mejores respuestas se consiguieron con las muestras
silanizadas con APTES+Ma, que contenian RGD y RGD+FHRRIKA, al mismo tiempo
que al comparar ambas aleaciones, los mejores resultados se obtuvieron en las
superficies de CoCr, en términos de cantidad de células adheridas y area de
extension de las mismas.



ABSTRACT

The aim of this project is to characterise and optimise biofunctionalised surfaces

bearing different peptide sequences in order to achieve an improved bone
regeneration (osteointegration) and to reduce rejection problems associated with
metal implant materials in human body.

On the basis of previous studies reported in the literature, a CoCr alloy approved by
the American Society for Testing and Materials (ASTM) was chosen. This material
has been widely used for biomedical devices. In addition, a nickel free Ti alloy,
previously developed in the biomaterials group at the UPC, was also investigated for
the same purpose.

The biofunctionalised surface were achieved in three fundamental steps and
characterised after each modification: 1) Cleaning and activation, 2) Silanization and
3) biomolecule immobilization.

As for the cleaning and activation a comparative study between oxygen plasma and
acidic treatment (piranha solution for Ti alloy and nitric acid for CrCo alloy) was
performed with the aim to select the best method to oxidise the surface, introduce
hydroxyl groups and simultaneously remove impurities.

Silanization is an intermediary step that allows to bind an inorganic material (metal)
to an organic material (biomolecule). The organosilanes employed on each metal
surface for this purpose were three: 3-aminopropyltriethoxisilane (APTES) further
derivitised with a Maleimide group for activation, 3-glycidoxypropyltriethoxisilane
(GPTES), 3-chloropropyltriethoxisilane CPTES. Covalent binding and mechanical,
chemical and thermical stability at the surface were the criteria followed to
determine the best silanization method.

The following step was the surface immobilization of different peptide sequences
(RGD, PHSRN, FHRRIKA, RGD + FHRRIKA Y RGD + PHSRN), which are the “active
part” of more complex proteins present in the human body that cells may easily
recognise and bind. A comparative studies of amount of bound peptide was carried
out along with stability studies at the surface.

In order to develop and optimise the whole biofunctionalisation process each
modification step was fully characterised by several analitical techniques, such as
XPS, contact angle, Tof-SIMS, interferometry, UV ligt spectrometry and fluorescence
techniques.

Finally, to select the best biofunctionalised material samples were tested for
mesenchymal rat stem cells (MRSCs) response in terms of number of cells adhered
and proliferation at the surface.

In conclusion, this study has proven that: for surface cleaning and activation, either
acidic treatments or oxygen plasma demonstrated to be effective for removal of
impurities, increase of hydrophilicty and higher surface energy.

Moreoever, the optimization process led to the conclusion that for optimal surface
activation a high ratio of OH-/0O2- is necessary. For CoCr the most effective method
for the introduction of hydroxyl groups density at the surface and therefore a higher
OH -/02- ratio was nitric acid, whereas for the Ti alloy was oxygen plasma.
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INTRODUCCION

Esta tesis doctoral se enmarca dentro de un proyecto de investigacién del Ministerio
gue lleva por titulo: "“Biofunctionalized surfaces for tissue repair and
regeneration” (2009-2011), el cual tiene como objetivo principal desarrollar
superficies biofuncionalizadas en diferentes materiales (polimeros y metales), con
una serie de biomoléculas funcionales (péptidos y bipolimeros) para emplearse en
las siguientes aplicaciones: cardiovascular, regeneracién ésea y regeneraciéon
nerviosa. A su vez este proyecto incluye la sintesis de algunas de las biomoléculas,
la modificaciéon controlada de la topografia de las superficies, y con mayor
relevancia, el enlace covalente de las biomoléculas funcionales por medio de rutas
guimicas apropiadas, para conseguir superficies estables y bioldgicamente activas.

En la parte metdlica de este proyecto se proponen diferentes materiales tales
como: 1) CoCr (ASTM 1537), Ti cp, TiNbHf para aplicaciones déseas o 2) CoCr
(ASTM F90) para aplicaciones cardiovasculares, en ambos casos se usaron
diferentes secuencias peptidicas (RGD, PHSRN, FHRRIKA, YIGSR) o biopolimeros
genéticamente modificados.

Dentro del ambito de la regeneracion désea, en esta tesis, se han elegido dos
aleaciones de gran interés tanto desde el punto de vista comercial (CoCr
ASTMF1537) como desde el punto de vista de aplicaciones futuras (TiHfNb).

La aleacion Til6Hf25Nb ha sido desarrollada dentro departamento de ciencias de
los materiales de la UPC y presenta una serie de ventajas:

. Menor modulo elastico que las aleaciones comerciales.
. No citotéxica.

) Biocompatibilidad.

. Pseudoelasticidad en determinadas condiciones.

A la hora de seleccionar las mejores biomoléculas, una forma directa y sencilla de
estudiar la eficacia de las diferentes superficies biomiméticas, es a través del
estudio del comportamiento celular mediante cultivos celulares “in vitro”.
Obviamente, éste es un método valido y sencillo, no obstante, quedan procesos sin
estudiar como por ejemplo, las diferentes etapas intermedias (activacion
superficial, silanizacion, enlace covalente con las biomoléculas) necesarias para
injertar biomoléculas.

Es por ello que se ha considerado que la caracterizacién y optimizacién de cada
etapa del proceso puede aportar una informacion valiosa, por lo cual, esta tesis
doctoral se enfoca en el estudio de estas superficies biomiméticas, caracterizando y
optimizando cada proceso intermedio y aunque es una forma algo mas compleja de
abordar el problema, como se menciond anteriormente, los resultados permitiran
optimizar el anclaje de las biomoléculas propuestas y por tanto, su respuesta
celular.

No obstante, uno de los principales problemas a la hora de afrontar este reto, es la
utilizacion de técnicas de caracterizacién superficial lo suficientemente sensibles
(para medir concentraciones atémicas bajas) y superficiales (a nivel nhanométrico)
que puedan detectar y caracterizar las superficies biomiméticas (organosilanos,
secuencias peptidicas cortas y/o tipos de enlaces).



En la literatura existe una gran diversidad de técnicas de caracterizacién superficial,
gue aportan diferentes informaciones. Hay técnicas que aportan informacion
guimica de la superficie como la espectroscopia fotoelectrénica de rayos-X (XPS),
espectroscopia de electrones Auger (AES) o espectroscopia de masas de iones
secundarios (SIMS)); informacion topografica como microscoscopia de fuerzas
atomicas (AFM), microscopia de efecto tinel (STM) o microscopia de electrones de
baja energia (LEEM); o informacion cristalografica mediante técnicas de difraccién
(LEED). Légicamente todas las técnicas presentan ventajas e inconvenientes.

En esta tesis, a la hora de caracterizar y optimizar los procesos que intervienen en
la inmovilizacion de las biomoléculas propuestas, se ha elegido y profundizado la
técnica de XPS ya que presenta una serie de ventajas:

. Analisis quimico elemental para Z > 3.

. Anélisis superficial (3nm - 10nm).

. Buena reproducibilidad.

. Reporta informacion quimica (tipo enlace).

Un motivo muy importante para elegir esta técnica ha sido que los picos de
fotoemisién obtenidos a través de la misma son muy sensibles al estado de carga
del atomo, como por ejemplo cambios de oxidacion, electronegatividad de los
ligandos o tipo de enlaces. Todas estas ventajas sugieren que la técnica de XPS
presenta una gran potencialidad a la hora de caracterizar las modificaciones
propuestas en este proyecto de investigacion.

Adicionalmente se han incluido otras técnicas de caracterizacién a lo largo de la
tesis (angulo de contacto, ToF-SIMS, interferometria, técnica de sustitucion del
complejo de zinc, espectrofotometria de luz UV/visible y fluorescente, etc.), con el
fin de explorar y profundizar en las posibles aplicaciones en este campo.

Una vez elegido los mejores procesos de activacidon, organosilanos, y adhesién
covalente del péptido, se realizd6 una valoracién del proceso de optimizacién a
través de un estudio bioldgico mediante cultivos celulares estudiando la influencia
de las diferentes secuencias peptidicas sobre los procesos de adhesion y
proliferacién celular.
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I.1 INTRODUCCION.

Un diagrama esquematico del los
tejidos duros del cuerpo humano es
mostrado en la Figura I 1, los tejidos
duros frecuentemente sufren dafios
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La buUsqueda de nuevos materiales

para la reparacion y/o regeneracion
de tejidos duros (huesos y dientes),
es en la actualidad, uno de los campos de investigacion mas interesantes de la
ciencia de materiales.

Figura I 1 Diagrama Esquematico de los Tejidos.

El aumento de fracturas relacionadas con la osteoporosis y pérdida 6sea representa
actualmente uno de los mayores problemas en este campo. Adicionalmente, existen
estudios que estiman que en el futuro mas de un cincuenta por ciento de todas las
personas mayores de 60 afios sufriran enfermedades degenerativas de las
articulaciones. Por tanto, esta area estda experimentando un gran avance, como
consecuencia de la necesidad de tratar a un gran nimero de pacientes, unido al
aumento de la expectativa de vida y a la obligacion de asegurar a la poblacién una
mejor calidad de vida.?

En el afio 2005 se realizaron mas de 360.000 operaciones de cadera en Estados
Unidos y mas de 450.000 en Europa. En Estados Unidos, mas de un 15% de las
intervenciones fueron para sustituir implantes rotos o deteriorados, mientras que
en Europa, este caso, representa un 10% de las operaciones. El coste asociado a
las operaciones de sustitucién de cadera y rodilla en Europa fue del orden de 1.800
millones de dolares en el afio 2005 y se estima que el nimero de intervenciones
aumentara cada afio entre un 4 y un 8%.°

Segun un articulo publicado en Europa Press Latinoamérica (ep/latam) en enero de
2012, reportan que: las caderas artificiales realizadas completamente en metal
fueron desarrolladas para ser mas durables que los implantes tradicionales, que
combinan una bola de ceramica o metal con una cubierta plastica. Siendo Johnson
& Johnson (J&J) el mayor productor de los dispositivos integramente metalicos,
seguido de otros fabricantes como Zimmer Holdings Inc y Wright Medical Group.
Sin embargo J&J retiré su implante totalmente de metal ASR en el 2010 y desde
entonces ha destinado 3.000 millones de dolares a cubrir los costos legales
relacionados con demandas de pacientes. Estudios recientes demostraron que estos
productos fallan a tasas mayores que sus antecesores y que podrian filtrar altas



concentraciones de iones de metal en el torrente sanguineo.® Estos datos revelan la
importancia del estudio y desarrollo de nuevos materiales que permitan una mayor
durabilidad del implante reduciendo asi los costos de operaciones de sustitucién de
los mismos.

En cuanto a los implantes dentales, se estima que la probabilidad de fallo durante
el primer afio se encuentra entre el 8% y el 3%* y que cada afio un 1% de los
implantes han de ser sustituidos o reparados.® Con aproximadamente 2 millones de
nuevos implantes dentales realizados cada afio en el mundo, se calcula que el
numero de fallos anuales se encuentra entre 200.000 y 250.000.°

Los datos expresados anteriormente, son los que justifican el aumento acelerado de
lineas de investigacién de biomateriales para aplicaciones dseas. Aunado a que las
fallas de un material son multicausales, las propiedades de un material implantable
dependen de factores bioldgicos, mecanicos y cinéticos, por lo que para su estudio
se deben considerar simultaneamente muchos factores, entre ellos la composicion
guimica de la superficie, las propiedades mecanicas, las particulas liberadas como
consecuencia del desgaste y degradacién a que pueda dar lugar y la respuesta
celular.

El hecho de los costos de resustitucion de un implante ha de ser motivo de analisis,
pero es de mayor relevancia su biocompatibildad; debido a que, poco tiempo
después de la aplicacidon de los implantes metalicos, aparecieron inconvenientes a
causa de la corrosion o por inadecuadas propiedades mecanicas, lo cual ha afectado
el cumplimiento de la funcién para la cual fueron disefiados. Por tanto, partiendo de
la premisa que el uso de biomateriales en ingenieria de tejidos y en la medicina
regenerativa se busca la reparacién y la mejora funcional de tejidos y érganos’ y
que la calidad superficial de un biomaterial es determinante para conseguir
respuestas adecuadas de regeneracion, entonces la biocompatibilidad de los
biomateriales para interactuar con sistemas bioldgicos, dependera de la fase inicial
de adhesién de las células al implante®, por tanto, las caracteristicas de la superficie
de los materiales (energia superficial, propiedades mecanicas, topografia,
composicion quimica) desempefian un papel esencial. Ya que conseguir una interfaz
estable entre la superficie del material y las células generadoras de tejido éseo
(osteoblastos) sin formacién de tejido fibroso, garantizard el proceso de
oseointegracion.

Ahora bien, para la obtencion de la respuesta celular deseada (adhesion de
osteoblastos) es esencial optimizar la interfaz hueso-biomaterial. Y conocer las
biomoléculas implicadas, en particular las proteinas involucradas en la adhesion de
los osteoblastos en contacto con el material.

En la actualidad se han definido diferentes mecanismos de biofuncionalizacion de
superficies metdlicas y se esta trabajando con diversas biomoléculas buscando que
garanticen la oOptima oseointegracion de los implantes. La mayor parte de los
trabajos realizados basan la evaluacion en la respuesta celular, sin embargo las
caracteristicas fisico-quimicas de las superficies no se encuentran totalmente
definidas.

El término funcionalizacion se refiere a modificar la composicion quimica superficial
del material a base de fijar grupos funcionales en él. Existe el caso concreto en que
las cadenas fijadas son cadenas organicas, con grupos funcionales tales como son
el carboxilo (-COOH), tiol (-SH) o amino (-NH;) hablandose por lo tanto de



biofuncionalizacion. Dichas cadenas son capaces de formar enlaces covalentes con
diversas moléculas bajo ciertas condiciones fisioldgicas permitiendo una interaccién
estable entre el material y el sistema bioldgico.’

Por este motivo en este proyecto se realizard la caracterizacion de las
modificaciones superficiales con el fin de conocer como la quimica de superficie, la
mojabilidad, la energia superficial, entre otros factores, favorecen la respuesta
celular de los implantes y por ende facilitan los procesos de regeneracion del
hueso.”1°

Para la seleccion del material a caracterizar se tuvo en cuenta que los implantes
metdlicos usados actualmente para ortopedia y para aplicaciones dentales son
comunmente de aceros inoxidables, las aleaciones de CoCr, de titanio y sus
aleaciones, por tanto, en este proyecto se evaluara:

1. Una aleacién de CoCr comercialmente aprobada por la norma ASTM F1537
(American Society for Testing and Materials) para aplicaciones biomédicas.

2. Una aleacién de Ti libre de nigquel y de bajo mddulo, desarrollada en el
departamento de ciencia de los materiales de la Universidad Politécnica de
Cataluia.

Estas dos aleaciones metalicas difieren tanto en sus caracteristicas quimicas y
fisicas, como en sus propiedades mecanicas, un ejemplo de ello es que de las
aleaciones usadas para implantes dseos las que poseen el mayor mddulo elastico
son las aleaciones de CoCr (220GPa), y lo novedoso de la aleaciéon de Ti
seleccionada, es su bajo moddulo y sus propiedades de pseudoelasticidad bajo
condiciones de trabajo en frio.

Al trabajar con ambas aleaciones de manera paralela, se aportara una visién de
écomo las caracteristicas fisica o quimicas de las superficies, interfieren en el
proceso de biofuncionalizacién y en la respuesta celular?

Por otra parte las biomoléculas seleccionadas incluirdn secuencias de aminoacidos
gue forman parte de la matriz extracelular de los tejidos 6seo, con el fin de
promover la respuesta osteoblastica. Dichos péptidos se disefiaran de tal manera
que siendo secuencias cortas, puedan ser detectables, mediante técnicas de
caracterizacion quimica y con ello se podra caracterizar el proceso de inmovilizacion
de las biomoléculas.

Como paso previo a la inmovilizacion de las biomoléculas, se requerird realizar
modificaciones superficiales que aporten grupos funcionales a las superficies,
(grupos hidroxilos) de tal manera que los mismos faciliten el proceso de
silanizacidon, que servird para crear la interfaz de unién entre el metal y las
biomoléculas.

Esta fase es crucial ya que la biofuncionalizacion de las superficies tiene como
objetivo fundamental realizar enlaces estables entre un material inorganico y un
material organico. Una vez biofuncionalizadas las superficies, se procedera a
evaluar la respuesta celular.



1.2 OBJETIVOS.
En base a lo anterior se tiene que el objetivo principal del proyecto es:

“Caracterizar y optimizar el proceso de modificacion biomimética de
dos superficies metalicas (aleacion de CoCr ASTM F1537 y TiNbHf),
para promover la regeneracion de tejido 6seo”.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcanzar este objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar fisica y quimicamente el proceso de activacion superficial para dos
aleaciones (CoCr ASTM F1537 y TiNbHf) utilizadas para aplicaciones éseas vy
seleccionar el mejor tratamiento en términos de introduccion de grupos activos
en superficie (grupos hidroxilos), grado de limpieza superficial y composicién

quimica de la capa de oxidos superficial.

2. Evaluar el proceso de silanizaciéon para dos aleaciones (CoCr ASTM F1537 y
TiNbHf) previamente activadas, y seleccionar el mejor silano en términos de

porcentajes de silano adherido y estabilidad de esta unién.

3. Optimizar el proceso de inmovilizacién de secuencias peptidicas cortas, para
dos aleaciones (CoCr ASTM F1537 y TiNbHf) previamente silanizadas, en
términos de porcentaje de péptido adherido y estabilidad del enlace quimico (S-

Q).

4, Validar el proceso de optimizacion de la modificacion biomimética de las
superficies, evaluando la influencia del uso de secuencias peptidicas cortas, en
la respuesta celular, en términos de adhesion y proliferacion de células

mesenquimales de ratas.



I. 3 ESTADO DEL ARTE.

Dentro de los materiales utilizados para implantes dseos se encuentran tres clases:
los metales, los cerdamicos y los polimeros. Los mismos poseen muchas clases de
propiedades (ejemplo: mecdnicas, quimicas, térmicas, Opticas, eléctricas,
magnéticas), pero para la mayoria de las aplicaciones biomédicas se toman en
consideracion dos de ellas: propiedades mecanicas (Tabla I 1) y reactividad
(quimica). Las propiedades de la superficie de los materiales usados para implantes
médicos, han demostrado tener una influencia directa en el control de las
interacciones dinamicas que toman lugar en las interfaz tejido-implante.

La importancia de las superficies de los materiales ha sido apreciada desde 1960,
por tanto, en este capitulo se describird la evolucion histérica de los materiales
metalicos, realzando el uso de las aleaciones de Ti y de CoCr usadas para
aplicaciones 6seas y su influencia en la regeneracion de tejido éseo.

Tabla I 1 Propiedades Mecdnicas Tipicas de los Metales.'*

Fatigue
endurance
ASTM Young’s Yield Tensile limite
Material designatio Condition modulu strengt strengt (at 107
n s (GPa) h (MPa) h (MPa) cycles,
(R=-17)
(MPa)
Stainless F75 Annealed 190 221 483 221-280
steel F55, F56, Annealed 190 331 586 241-276
F138, F139
30% cold 190 792 930 310-448
worked
Cold forged 190 1213 1351 820
CoCr F75 As- 210 448-517 655-889 207-310
alloys cast/anneale
d
P/M HIP® 253 841 1277 725-950
F799 Hot forged 210 896- 1399- 600-896
1200 1586
F90 Annealed 210 448-648 951- Not avaible
1220
44% cold 210 1606 1896 586
worked
F562 Hot forged 232 965- 1206 500
1000
Cold 232 1500 1795 689-793
worked,
aged
Ti alloys F67 30% cold- 110 485 760 300
worked
Grade 4
F136 Forged 116 896 965 620
annealed
Forged, heat 116 1034 1103 620-689
treated

? R is defined as Omin/Omax

I1.3.1 LOS BIOMATERIALES.

Diversas definiciones se han desarrollado para los biomateriales a lo largo de los
afnos. En sus inicios se admitid la definicion desarrollada por los expertos en este




campo que indicaba que los biomateriales son materiales sintéticos o naturales
utilizados para reemplazar las piezas de un sistema vivo o alguna de sus funciones,
en intimo contacto con los tejidos vivos,?!* sin embargo, en el 2009, se presentd
una definicion mas avanzada, en la cual un biomaterial es una sustancia que ha
sido disefiada para tener una forma que solo o como parte de un sistema complejo,
se utiliza para dirigir, por el control de las interacciones con los componentes de los
sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagnéstico, en
medicina humana o veterinaria.'* Por tanto para que un material pueda ser
considerado como biomaterial, no solo debe tener una composicién adecuada, sino
también se consideran las particulas liberadas como consecuencia de su desgaste y
de los productos de degradacién a que pueda dar lugar. Aun cuando, se tiene
presente que la tolerancia o la toxicidad de cualquier sustancia en el organismo
humano es una funcidn de la concentracién en la que se encuentra presente.'®

Los requisitos para la utilizacién de los metales como materiales implantables son
tenacidad a la fractura, buenas propiedades mecanicas y buena resistencia a la
corrosion; debido a que la corrosién, es un problema general de los metales, mas
aln si estan inmersos en un medio hostil como es el organismo humano, y a
temperaturas del orden de 37 °C. Sin embargo, algunos metales por lo menos en
principio escapan a problemas de rechazo y corrosién (los metales preciosos) y
otros al formar una capa de éxido en su superficie, es decir se pasivan, protegiendo
el interior del metal y evitando que avance la corrosion (como ocurre con el
titanio).*>®

I1.3.2. HISTORIA DE LOS BIOMATERIALES METALICOS.

Aun cuando la definicion de un biomaterial pertenece al siglo XX. El uso de un
material inorganico dentro del cuerpo humano, data de la época de la prehistoria.
En Europa en un cadaver el afio 200 d.C. fue encontrado un implante de hierro y
fue descrito como correctamente integrado al hueso.!! Asi mismo, los Mayas usaron
dientes de nacar procedentes de las conchas de mar en alrededor de 600 d.C. y
aparentemente, también lograron la integracién de los huesos.?

Posteriormente para siglo XVI en Europa se comenzé a usar el oro y la plata para la
reparacion dental y luego hilos de hierro para la inmovilizacién de fracturas oseas.
En el siglo XIX se empled cuero, polimeros naturales y/o madera en la fabricacion
de prétesis; los resortes contribuyeron también al desarrollo de nuevos
mecanismos para la fabricacién de elementos de transmision de la fuerza y para la
sujecién.!®

Los avances tecnoldgicos que se dieron a finales del siglo XIX; a causa del
desarrollo de la anestesia, la cirugia en condiciones estériles y de los rayos X,
eventos que dieron un fuerte impulso a la busqueda de metales que pudieran ser
utilizados en el interior del cuerpo.

A principios de 1900 se aplican las primeras placas 6seas hechas de metal con la
finalidad de separar o unir roturas o fracturas. Durante los siguientes afios las
aleaciones metdlicas constituyen la Unica forma de biomateriales en uso. Pero al
poco tiempo de su aplicacién aparecieron inconvenientes causados por la corrosion
o porque los metales carecian de las propiedades mecanicas necesarias para
cumplir adecuadamente la funcidon para las que fueron disefados. Por tanto, en



1940 se traté de mejorar la resistencia a la corrosion agregando un bajo porcentaje
de molibdeno.?®

El mayor auge de los implantes se dio en la década de los 50, después de la
segunda guerra mundial, ya que se vio, que la inclusion de particulas metalicas en
el cuerpo de los soldados heridos era bien tolerada, lo cual otorgé a los médicos un
criterio empirico, que justificé el uso de implantes metalicos, para corregir dafios en
el crdneo o para la fijacion interna de fracturas.

Las protesis iniciales fueron de Vitallium, compuesto de cromo, cobalto, molibdeno
y trazas de niquel, tenian superficies con friccion metal-metal, lo que resultaba en
un depdsito de particulas metalicas en los tejidos de la articulacion. Posteriormente
se uso el acero inoxidable, cuya friccion producia la liberacién y depdsito de iones
de niquel, cromo y cobalto en la articulacion y los tejidos, y aflojaba los implantes
de la articulacién en una cuarta parte de los pacientes.'’

Hacia 1960 se redujo la concentracion de carbono en los aceros inoxidables.
Posteriormente se introdujo el titanio y sus aleaciones con niobio, tantalo y
niquel.’*>!® Durante esta década, se publicaron los primeros estudios sobre las
lesiones provocadas por la presencia de un implante, e hizo su aparicion el término
biocompatibilidad para definir el grado de tolerancia del material por parte de la
materia viva, pero sin dejar muy clara la definicién de biocompatibilidad, ya que
ésta no es una propiedad cuantificable, por ende es bastante ambigua, debido a
que es un concepto muy general, que debe darse a materiales de diferentes
caracteristicas, que van actuar en diferentes ambientes y con prestaciones de
servicio variadas, sin embargo la biocompatibilidad se podria interpretar como “la
aceptabilidad bioldgica y el estudio de la interaccion de los biomateriales con los

tejidos susceptibles de estar en contacto con ellos”.'®

Hasta finales del siglo XX el acero inoxidable, las aleaciones de CoCr, el titanio y
sus aleaciones contindan siendo los metales mas usados para la fabricacién de
implantes para la sustitucion de tejidos duros.!1®

I.3.2.1 BIOCOMPATIBILIDAD DE LAS ALEACIONES DE CoCr.

Las aleaciones de Co han sido ampliamente utilizadas en aplicaciones de implantes
quirurgicos debido a sus excelentes propiedades de resistencia a la biodegradacion,
resistencia a la corrosion y a sus buenas propiedades mecanicas, incluyendo la
traccidon maxima y resistencia a la fatiga.*®

En cuanto al grado de toxicidad de los implantes de CoCr, existen estudios que
avalan el uso de esta aleacién;?° ya que se han medido los niveles de iones en el
suero, plasma, glébulos rojos, y toda la sangre en cada paciente y los resultados
indican que sélo muy pequefias cantidades de Cr y Co se asocian con los glébulos
rojos, y la mayoria estan asociadas con el suero/plasma.

En relacion a los dispositivos médicos fabricados con aleaciones de CoCr, existen
actualmente estudios que aportan que la hipersensibilidad pudiese ocurrir, pero es
muy infrecuente y es objeto de gran parte de la investigacion en la actualidad,
ademas en ellos también se afirma, que no existe evidencia que apoye la hipétesis
de efectos perjudiciales para la salud, debido a la liberacion de iones de estos
elementos. Referente a los implantes de traumatologia, como reemplazos de



cadera de metal sobre metal no parecen sufrir los fracasos de los implantes
iniciales, debido a las mejoras en su disefio y tecnologia de fabricacién.?!

Los tipos de aleaciones de CoCr recomendados para aplicaciones en implantes
0seos, son las aleaciones forjadas, aunque se utilizan en ocasiones aleaciones
coladas a la cera perdida.

Estas aleaciones estan normalizadas bajo la ASTM y las mas usadas han sido: ASTM
F75, ASTM 799, ASTM F1537 y ASTM F562 (Tabla I 2).

Tabla I 2 Composicién Quimica de las Aleaciones de Co para Implantes.*!
Material ASTM designation Common/trade names Composition (wt%)
CoCrMo F75 Vitallium 58.9-69.5 Co
Haynes-Stellite 21 27.0-30.0 Cr
Protasul-2 5.0-7.0 Mo
Micrograin-Zimaloy max 1.0 Mn
max 1.0 Si
max 1.0 Ni
max 1.0 Fe
max 1.0 C

CoCrMo F799 ¢ Forged CoCrMo 58-59 Co

e Thermomechanical CoCrMo 26.0-30.0 Cr

e FHS 5.0-7.0 Mo
max 1.0 Mn
max 1.0 Si
max 1.0 Ni
max 1.5 Fe
max 0.35 C
max 0.25 N

CoCrWNi F90 e Haynes-Stellite 25 45.5-56.2 Co
e Wrought CoCr 19.0-21.0 Cr
14.0-16.0 W
9.0-11.0 Ni
max 3.0 Fe
1.0-2.0 Mn
0.05-0.15C
max 0.04 P
max 0.40 Si
max 0.03 S
CoNiCrMoTi F562 e MP 35N 29-38.8 Co
e Biophase 33.0-37.0 Ni
e Protasul-10 19.0-21.0 Cr
9.0-10.5 Mo
max 1.0 Ti
max 0.15 Si
max 0.01 S
max 1.0 Fe
max 0.15 Mn

ASTM F75 (59-69% Co, 27-30 % Cr, 5-7 Mo) posee las mas bajas propiedades
mecanicas de toda la familia de las aleaciones de CoCr,?? sin embargo se
caracteriza por su excelente resistencia a la corrosion, la cual se encuentra
relacionada por la composicion de su capa de Oxido superficial, constituida
mayoritariamente por Cr,0s;. Esta aleacion ha sido usada ampliamente en
aplicaciones aeroespaciales y en implantes biomédicos.!*

ASTM 799 (58-59 9% Co, 26-30 % Cr, 5-7 % Mo) ésta es basicamente una
modificacion de la F75, que ha sido procesada mecanicamente por forjado en
caliente después de la fundicién,'! posee buenas propiedades de resistencia a la



fluencia, a la tensién y a la fatiga las cuales son el doble de las exhibidas por la
ASTM F75.%?

ASTM F90 (46-56% Co, 19-21% Cr, 14-16% W, 9-11% Ni) el tungsteno y el niquel
son afiadidos, para mejorar la maquinabilidad y la fabricacién. Cuando se fabrica
por recocido, sus propiedades mecanicas son similares a las ASTM F75, sin
embargo, cuando es trabajada en frio sus propiedades mejoran.'?

ASTM F562 (29-38 % Co, 19-21% Cr, 9-10.5 % Mo, 33-37% Ni) presenta alta
resistencia a la tensién debido a una combinacion excepcional de endurecimiento
por trabajo en frio, endurecimiento por solucion sélida y endurecimiento por
precipitacion del CosMo. Por tanto posee el mas alto valor de resistencia a la fatiga
de todas las aleaciones metdlicas (700-800 MPa).?* Es ampliamente la mas usada,
aun cuando es mas costosa que la ASTM F75.

Adicionalmente en el mercado se consigue otra aleacion de Co comercial, que esta
aprobada por ASTM F1537 (60-69% Co, 27-30 % Cr, 5-7 Mo) con propiedades muy
similares a la ASTM F75,% que es de mas facil adquisicién y en base a sus buenas
propiedades ésta ha sido la que se ha seleccionado para el desarrollo de este
trabajo.

I1.3.2.2 BIOCOMPATIBILIDAD DE LAS ALEACIONES DE TI LIBRE DE NI.

El titanio (Ti), posee una alta resistencia a la corrosion (casi tan resistente como el
platino) y cuando estd puro, es un metal ligero, fuerte, brillante, de color blanco
metalico y una relativa baja densidad. Tiene muy buenas propiedades mecanicas y
es reconocido como biomaterial por su capacidad de no reaccionar con el
organismo, gracias a su elevada resistencia a la corrosion tanto en algunos medios
inorganicos como en casi todos los organicos, es decir, se trata de un material
bioinerte.

Las aleaciones de Ti presentan una excepcional resistencia especifica (resistencia
tensién/densidad), un bajo mddulo elastico, (mucho menor al de los aceros
inoxidables), pasivacion espontanea de una capa de TiO,; siendo por esto
catalogado como el mejor material bioinerte, para aplicaciones en implantes.??

La aleacidon Ni-Ti (Nitinol™), descubierta por G. Buehler en 1962, contiene
aproximadamente 56% de Ni y el resto de Ti y posee excelentes propiedades de
memoria de forma y superelasticidad a temperatura ambiente. El nitinol se usa
extensivamente en cirugia ortopédica, en stents para cirugia cardiovascular, en
grapas para aneurismas, en cirugia endovascular y en alambres de ortodoncia.

Aun cuando actualmente el nitinol se continlda utilizando para implantes médicos,
existen estudios que hacen referencia a alergias causadas por la liberacién de iones
de Ni dentro del cuerpo humano,*?* ya sea cuando es transportado por la sangre,
en particular por la albumina; como también por los aminoacidos y las proteinas del
plasma. Por tal razon es viable pensar, en el uso de aleaciones de Ti libres de Ni,
debido a que el Ti posee una alta resistencia a la corrosion y excelentes
propiedades mecanicas.

Por los problemas que ha presentado el nitinol en cuanto a liberacion de iones de
Ni, varios estudios realizados para evaluar la biocompatibilidad de diferentes tipos
de materiales,?® han demostrado que si bien el titanio es uno de los materiales que
mejor respuesta presenta a la insercion en el organismo vivo; el niobio, el tantalo



y el circonio han resultado ser materiales no toéxicos y favorables para ser usados
con aleaciones de titanio en aplicaciones biomédicas. Sin embargo, estas aleaciones
no son bioactivas, es decir, no forman una union fuerte con el tejido éseo (un
material es bioactivo si permite la colonizaciéon de su superficie por parte de las
células osteoprogenitoras?!). Adicionalmente, en la actualidad se estan estudiando
aleaciones de Ti libres de niquel y han ido surgiendo diversas aleaciones de Ti con
elementos reportados como P estabilizantes tales como Nb, Zr, Hf, Pd, Ta.l?*2772°

Ademas de evitar los problemas de alergias a causa del uso del Ni, la tendencia
actual es buscar una aleacion libre de Ni con memoria de forma o de aleaciones de
titanio super elastico con médulos bajos. De hecho alambres para ortodoncia, de
tipo B como el Ti-Mo-Zr-Sn ya se ha puesto en practica, del mismo modo se han
obtenido aleaciones de Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr que han sido sometidas a trabajo en
frio y el tratamiento térmico y han exhibido un comportamiento superelastico, por
tanto en Japodn, la licencia oficial para la aplicacién de Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr como
alambre para ortodoncia se ha publicado muy recientemente (2007).28

En base a las posibles aleaciones, existen diversos estudios y diferentes
combinaciones, de entre las cuales en la presente tesis se trabajé con una aleacién
desarrollada en el grupo de investigacion de la UPC: Ti-16.2Hf-24.8Nb, esta
aleacion presenta un modulo elastico de 67 GPa, que es menor que el de las
aleaciones comerciales, una elevada capacidad para ser trabajada en frio, si es
tratada termomecanicamente presenta buenas propiedades de resistencia al
desgaste y absorcion de vibraciones, caracteristicas de las aleaciones con memoria
de forma y ademas ha permitido disminuir el mdédulo elastico a 44 GPa para una
laminacién del 95%.3°

Esta aleacion fue seleccionada para la aplicacidon en implantes dseos, debido: su
bajo modulo elastico, (haciéndolo mucho mas semejante al del hueso humano
cortical o compacto), excelentes propiedades de pseudoelasticidad y por ser una
aleacion de Ti libres de niquel con lo que no se encuentra asociadas con reacciones
alérgicas alrededor del tejido.

1.3.3 PROBLEMATICA ACTUAL DEL USO DE MATERIALES METALICOS.

Los principios de disefio y los criterios de produccién de los implantes ortopédicos
son los mismos que se utilizan en otras aplicaciones en ingenieria donde se
requiere que la pieza realice una funcion mecanica. Sin embargo, para la
sustitucion de tejidos duros, se debe tomar en consideracion que estos y en
concreto el hueso, tienen una gran capacidad para remodelarse, sin embargo, esta
remodelacién puede producir el crecimiento o desaparicién de hueso en funcion de
las necesidades mecanicas del mismo.

Segun lo reportado en la bibliografia, como viene regulada esta actividad
osteogenética o esteoclasica, es algo que no esta bien conocido, y de aqui que no
se pueda hablar que una fractura dsea sea un problema completamente resuelto.®

Por lo mencionado anteriormente, la colocacién de implantes debe hacerse en sitios
0seos apropiados, permitiendo un espacio propicio o un margen de seguridad para
el mantenimiento de la formacién e integracién dsea.>! Asi mismo, para que el
implante tenga buen prondstico se sugiere que por lo menos esté presente una
pequefia cantidad de hueso de soporte; ya que un insuficiente volumen 6seo puede



producir peri-implantitis, mucositis, disminucion del contacto hueso-implante
aumentando el riesgo de fracaso del implante.

Los fracasos en la etapa inicial de un implante, pueden amenazar Ia
oseointegracion, en cambio los fracasos tardios se producen en situaciones en las
que se pierde la oseointegracion de un implante inicialmente estable y con
funcionamiento adecuado, generalmente a causa de una carga excesiva y/o
infeccion.??

Por otra parte, es importante saber que al implantar un material en el cuerpo
humano inicialmente ocurre la interaccidon entre él, los tejidos circundantes y los
fluidos del medio fisioldgico, ya sean sangre, saliva o fluidos extracelulares. La
corrosion de los metales se produce debido al contacto del metal con el fluido
corporal salino, el proceso de corrosion permitira liberacion de iones metalicos con
una gran facilidad para incorporarse al torrente sanguineo y cuyo efecto puede ser
muy perjudicial.®*3* Esta degradacion de la superficie del biomaterial metalico
influye en diversos procesos fisioldogicos dando lugar a la liberaciéon de citoquinas
proinflamatorias implicadas en el aflojamiento de las protesis, reacciones alérgicas,
toxicidad, entre otros.

La biocompatibilidad de un material va a depender de: /a reacciéon de
hipersensibilidad en el momento inicial, que es cuando se da la absorciéon de
proteinas sobre el implante, la adhesion, proliferaciéon y diferenciacion celular y
posteriormente a ello se tiene el aflojamiento aséptico.*®

I.3.3.1 REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD

Como ya se ha expresado los metales en contacto con sistemas bioldgicos
experimentan corrosion; en este proceso electroquimico se forman iones metalicos,
conocidos como haptenos, los cuales, al unirse a proteinas enddégenas o exdgenas,
pueden inducir una respuesta inmunitaria.'’>*

La cantidad de metal liberada por efecto de la corrosion suele ser relativamente
baja (aproximadamente entre 0,15 - 0,30 pg/cm?/dia y alrededor de 11 mg/afio
para una proétesis de cadera), sin embargo éste es un factor que contribuye a la
acumulacién de metal.>®

Los iones de metal liberados pueden ser transportados por la sangre a dérganos
distantes, o pueden ser parcialmente eliminados a través de los fluidos corporales.
No obstante, a largo plazo, los implantes ortopédicos pueden presentar micro y sub
micrométricas particulas metalicas, las cuales han sido detectadas en los ganglios
linfaticos, higado y bazo.'®

Las primeras referencias de una posible reaccion alérgica datan de la década de los
50, ya que para ese momento, ya se sospechaba que el rechazo del implante no
solo era causado por fallas estructurales. En los afios 60 existen diversas
publicaciones que reportan que los implantes pueden tener relacion con la aparicion
de eczemas, urticaria y vasculitis.!”*®3” En esta misma época se cuantificaron las
sustancias liberadas mediante espectrometria de absorcion atémica vy
posteriormente se confirmd la presencia de iones de niquel, cobalto y cromo en
diversos fluidos corporales.383°

Afios mas tarde surge la sospecha de que el rechazo o el aflojamiento aséptico,
puede estar relacionado con una reaccién de sus componentes.®” En los afios



setenta se comenzo6 a estudiar la liberacion de los metales por las articulaciones,
adicionalmente numerosos estudios han reportado el incremento de la liberacién de
concentraciones de iones metdlicos.'**° Por ejemplo en el caso de los aceros, los
diferentes elementos que se emplean como aleantes pueden tener efectos
cancerigenos y/o provocar alergias.**?

El cobalto es muy utilizado por su gran dureza y resistencia a la corrosién, aun
cuando este libera iones al estar en contacto con los fluidos corporales, los mismos
se excretan facilmente por la orina, sin embargo podrian acumularse en pacientes
con insuficiencia renal crénica.*?

El cromo no se elimina con tanta facilidad del organismo, especialmente en su
forma trivalente, se acumula intracelularmente en los tejidos y en los hematies**.
Es una causa frecuente de dermatitis de contacto en varones, la cual es una
reaccion inmediata. En los afios 70 Gell y Coombs establecieron una clasificacion de
la respuesta inmune, y pensaron que la causante de la hipersensibilidad retardada
es la causante del aflojamiento aséptico, pero otros estudios constataron que es
muy rara la coexistencia en un mismo paciente de reacciones inmediatas (como la
dermatitis) y tardias (como el aflojamiento aséptico).*™#’

El niquel es uno de los elementos mas usados en traumatologia, por su gran
dureza, aunque comunmente se encuentra aleado con otros elementos metalicos.
Tras su colocacién dentro del organismo, pequefias cantidades de niquel van
liberandose de manera paulatina, éstas pueden irse eliminando por la orina*®, pero,
actualmente existen multiples estudios que indican problemas de alergias vy
formacion de tumores causados por la liberacién de iones de niquel.

Segun Denkhaus et al., el niguel es un elemento con un elevado nivel de potencial
de toxicidad, capaz de producir desde una leve alergia hasta la formacion de
tumores.***° La respuesta al niquel puede variar entre un paciente y otro®® y la
velocidad de eliminacion no esta sélo relacionada con la concentracién en el cuerpo,
también depende del metabolismo de la persona sin embargo existen estudios que
reportan que los iones de niquel liberados dentro del organismo, normalmente son
transportados por la sangre, la albumina, los
aminoacidos y las proteinas del plasma, y si la
cantidad presente en el cuerpo es demasiado
Mujeres <30 Yy ’
2 | a® le* elevada, se puede acumular en los alveolos
pulmonares y en los rifiones.?*>°
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s | . En la Figura I 2 se muestra el porcentaje de
poblacién sensible al niquel aumenta cada afio
o y afecta a mas del 20% de las mujeres y al 7%

Wr 1 de los hombres.?*

Por lo expresado anteriormente y sabiendo que
Sk Hombres <30 .0 1 una de las propiedades de los metales, es la de
A,‘_;.'f‘w oxidarse simplemente al estar en contacto

—o—0" atmosférico, y que este proceso corrosivo se

B 86 88 9% 9 4 % acelera al introducirse en un ambiente salino,
Anos resulta relevante el estudiar tratamientos
Figura I 2 Poblacién sensible ~ Superficiales que modifiquen la capa de oxido,
al Niquel(%).** de tal manera, que impidan la liberaciéon de

iones dentro del organismo, para asi obtener

Poblacion Sensible al Niquel (3%)
L




metales biocompatibles. Con este objetivo y sabiendo que el titanio ha sido
considerado uno de los metales con mayor biocompatibilidad, a lo largo de esta
tesis se trabajé con diversos tratamientos superficiales sobre una aleacién de Ti
libre de niquel, la cual a su vez, fue comparada con una aleacion CoCr que esta
aprobada por las normas ASTM, para aplicaciones biomédicas.

I1.3.3.2. LESIONES CUTANEAS.

Debe sospecharse una respuesta de hipersensibilidad al material implantado
cuando aparecen lesiones cutaneas o reacciones inflamatorias proximas al sitio
donde se ha colocado un implante metalico.

Las lesiones o dermatitis de contacto por metales, especialmente cromo, niquel y
cobalto, es, por otra parte, una patologia frecuente. En el caso del niquel la
sensibilizacion detectada por prueba cutanea en la poblacidon general se acerca al
5%,°! aumentado hasta mas de un 25% en los sujetos a los que se realizan
pruebas epicutdneas por cualquier motivo.>> Estos datos sugieren que
probablemente la alergia a metales no debe ser un factor patogénico muy
importante en el aflojamiento de prétesis, pues dada su alta prevalencia, es poco
probable que este problema hubiera pasado desapercibido.®®> No existe una
respuesta definitiva al problema y sus repercusiones pueden ser amplias, por lo que
vale la pena revisar la historia de los estudios del aflojamiento aséptico.

I1.3.3.3. AFLOJAMIENTO ASEPTICO.

Primero, se emplearon protesis de Vitallium, después de acero inoxidable. La
friccion por el uso ocasionaba el aflojamiento de la articulacion en una cuarta parte
de los pacientes.>® Posteriormente se introdujeron pares de friccion metal-plastico
gue inducian menos sensibilizaciones, pero que al generar mas material de desecho
en la articulacion, podian producir una reaccién de cuerpo extrafio y ocasionar un
aflojamiento aséptico de la protesis.>®

El aflojamiento aséptico de la protesis es la principal complicacion de la cirugia
protésica. Aungue el porcentaje es bajo, va aumentando afio tras afio. No existen
estudios definitivos, por las dificultades técnicas (complicaciones de disefio,
periodos de observacion muy largos, entre otros), los datos de los registros de
protesis, son la principal fuente disponible de informacion sobre revisiones vy
complicaciones de las mismas. Los registros escandinavos de prétesis de cadera,
demuestran que aproximadamente un 60-70% de las reintervenciones son
originadas por el aflojamiento aséptico de la proétesis, la mayor parte de ellas
debidas a factores mecdanicos o estructurales.3>>*5°

En la mayoria de los casos, las causas pueden ser atribuidas a factores mecanicos
y/o estructurales, relacionados con el disefio y materiales de la protesis, lo cual
explica el progresivo aumento de revisiones con el paso de los afios.>®> También se
ha investigado la probabilidad de que los aflojamientos precoces de las proétesis
puedan ser a causa de una reaccion de hipersensibilidad a alguno de los
materiales.”®®’ Pero hay teorias que justifican los aflojamientos precoces, sin
recurrir a reacciones inmunoldgicas.®® Por tanto el éxito de un implante dependerd
del uso de materiales con propiedades mecanicas Optimas y con tratamientos
superficiales que combatan los problemas de reacciones de hipersensibilidad.



Por otra parte, es importante saber que al implantar un material en el cuerpo
humano inicialmente ocurre la interaccién entre él, los tejidos circundantes y los
fluidos del medio fisioldgico, ya sean sangre, saliva o fluidos extracelulares. La
corrosion de los metales se produce debido al contacto del metal con el fluido
corporal salino, el proceso de corrosion permitira liberacion iones metalicos con una
gran facilidad para incorporarse al torrente sanguineo y cuyo efecto puede ser muy
perjudicial.33*

1.3.4 MODIFICACION BIOMIMETICA DE LAS SUPERFICIES METALICAS.

Una inadecuada interaccion entre el metal y las células, traerd como consecuencia
reacciones de cuerpo extrafio tales como inflamacion, infecciones, aflojamiento
aséptico, encapsulamiento del implante, entre otros.>°™%!

De alli que la biocompatibilidad de un material va a depender de: /a reaccién de
hipersensibilidad en el momento inicial, que es cuando se da la absorciéon de
proteinas sobre el implante, la adhesién, proliferacién y diferenciacién celular.®

Razéon por la cual a finales de los anos 60, los ingenieros ingresaron en los
laboratorios de clinica médica, quirargica y dental, y sus contribuciones comenzaron
a aparecer en la literatura biomédica. Lo que ha permitido la aplicaciéon de técnicas
para caracterizar la estructura y la superficie de los materiales, con el fin de
correlacionar los cambios producidos sobre las superficies con las respuestas
bioldgicas observadas.

Muchos esfuerzo se han realizado en el disefio, sintesis y fabricacion de
biomateriales y dispositivos para asegurarse de que tienen apropiadas propiedades
mecanicas, durabilidad y funcionalidad, por ejemplo: una articulacidon de la cadera
deben soportar grandes esfuerzos, un hemodializador debe tener las caracteristicas
de permeabilidad, por ende la estructura del bulk de los materiales regula sus
propiedades. Adicionalmente la respuesta bioldogica a los biomateriales y
dispositivos, por otro lado, estd controlada en gran parte por la quimica de sus
superficies.

Por lo tanto, modificar la superficie de los biomateriales es claramente justificable:
para mantener sus propiedades mecanicas, modificando sélo la superficie mas
externa, que es la que va a influir en la biointeraccion. De tal manera que si la
modificacion superficial, es efectuada correctamente, las propiedades mecanicas y
la funcionalidad de los dispositivos no se veran afectadas, pero se conseguira
mejorar la biorespuesta relacionadas con la interfaz de tejido-dispositivo o tejido-
implante.

1.3.4.1 ESTADO ACTUAL DE LAS SUPERFICIES BIOMIMETICAS.

Con el objeto de superar las limitantes que presenta el hecho de implantar un
material metdlico dentro del cuerpo humano, existe la tendencia de realizar
modificaciones superficiales de los metales; ya que mediante éstas se logra cambiar
la composicidon quimica, estructura y morfologia de la superficie del material,
dejando intactas las propiedades mecanicas del bulk,!® mejorando asi la resistencia
a la corrosion y eliminando o disminuyendo la liberaciéon de iones metalicos dentro
del organismo.



Para ello en las Uultimas décadas se han realizado esfuerzos centrados en
tratamientos superficiales y/o recubrimientos para mejorar la relacion tejido-
implante; de alli que se tienen estudios en los cuales materiales han sido
recubiertos con proteinas pertenecientes a la matriz extra celular (fibronectina,
coldgeno o laminina),®>®* otros se basan en la modificaciéon biomimética de la
superficie, realizando la adhesidn de secuencias peptidicas cortas lineales tales
como Arginina-Glicina-Acido Aspartico (RGD), presente en un gran nUmero de
proteinas,®>®® mezclas de secuencia de péptidos adhesivas, o péptidos ciclicos con
motivos adhesivos.®”"®°

Tabla I 3 Clasificacion de las técnicas de tratamiento superficial de los metales para los
dispositivos médicos de acuerdo al proceso y el propésito.”

Proceso Proceso Quimico e
Proceso en Seco ;. . 2
Electroquimico Hidrotérmico
Hidroxiapatita (HA) Comercializada Comercializada Estudiada
0 recubrimientos
de fosfato de calcio
Recubrimientos de Comercializada Comercializada
TiO2 o CaTiO3
Formacién de una Comercializada
capa superficial
modificada®
Inmobilizacion Estudiada Estudiada
moléculas
funcionales y

biomoléculas®

“Mejora la compatibilidad, y la capa no contiene ni HA, ni fosfato de Calcio.
bPara inhibir la adsorcién de proteinas y mejorar la adhesion de células.

En la Tabla I 3, se presenta la clasificacion de las técnicas de modificacion de
superficiales de acuerdo con sus procesos y propdsitos. El propdsito principal de la
modificacion de la superficie consiste en mejorar la compatibilidad de los tejidos
duros o acelerar la formacién de hueso. La investigacion para mejorar la
compatibilidad de tejido duro implica dos métodos basados en la modificacion de la
capa superficial resultante: ya sea a través de una capa de fosfato de calcio y 6xido
de titanio con el espesor medido en micrometros o una capa de superficie
modificada con el espesor medido en nandmetros, las cuales seran el objeto de
estudio de esta tesis.

Las técnicas de modificaciéon superficial, tales como silanizaciéon, plasma de
descarga de gas, deposicidon de vapor, luz UV, polimerizacidon fotoiniciada, entre
otros, han sido utilizadas para proveer grupos reactivos a las superficies de los
implantes, con el objeto de producir una inmovilizacion covalente de las
biomoléculas. Los grupos reactivos como -SH, -COOH, -NH, y OH™ ha sido usados
para conseguir enlazar implantes metalicos con biomoléculas, ya sea de forma
directa o mediante un agente que facilite la unién con la superficie.”®72

La modificacion de las superficies, puede ser dividida en 2 categorias: 1) alterando
guimica o fisicamente los atomos, compuestos, o moléculas en la superficie
existente (modificacion quimica, grabado, variacion de la rugosidad
mecanicamente), o 2) recubriendo la superficie existente con un material que tiene
una composicion diferente (revestimiento, grafting, la deposicion de una pelicula
fina).!




Los métodos comunes de modificacion mecdanica de las superficies, tales como:
mecanizado, granallado, pulido entre otros, implican un tratamiento fisico, con el
objetivo tipico de obtener de topografias superficiales especificas y rugosidad,
eliminar la contaminaciéon superficial, y/o mejorar la adhesion en los pasos
subsiguientes de unidn.?

Dentro de los métodos de modificacion quimica se incluyen tratamientos quimicos,
tratamientos electroquimicos, sol-gel, deposicién quimica de vapor (CVD) vy
modificacion bioquimica. Durante los tratamientos quimicos, tratamientos
electroguimicos y la modificacion bioquimica, las reacciones quimicas o
electroquimicas ocurren en la interfaz entre el metal y la solucién. La deposicidén
guimica de vapor es un proceso que involucra reacciones quimicas entre fases
quimicas en gas y la superficie del material, resultando en la deposicién de un
compuesto no volatil sobre el substrato. Por otra parte en el proceso de sol-gel, la
reaccion quimica no ocurre en la interfaz entre la superficie del metal y la solucién o
gel, sino mas bien en la solucién.!

Existe gran cantidad de articulos sobre las modificaciones quimicas de las
superficies de Ti, la mayor parte de estos estan centrados sobre los dispositivos de
Ti con recubrimiento de cerdmica y vidrios bioactivos, con el fin de lograr la
verdadera unién del hueso en la interfase.”?> Paralelamente se tienen estudios de
materiales metdlicos a los que se les realizan tratamientos de modificacidon
superficial, silanizacion, revestimiento de proteinas, inmovilizaciones de secuencias
peptidicas, entre otros.

Para solventar los problemas de rechazo de los implantes metalicos, Li et al,
consideraron que la clave para la inhibicion de la liberacién de iones, es mejorar la
resistencia a la corrosion del material de aleacion, sin embargo para conseguir este
objetivo, exponen diversos estudios en los que han usado distintos métodos,
basados en la modificacidon de la superficie, tales como la implantacién de plasma,
tratamientos de oxidacion, revestimiento de la superficie y el procesamiento laser
con el fin de mejorar sus capacidades de resistencia a la corrosion vy
biocompatibilidad.*

Si se observa lo anteriormente expuesto la modificacion superficial de los metales,
es un método que los hace biocompatibles, permitiendo un mejor reconocimiento y
respuesta celular, al mismo tiempo que ataca los problemas de corrosiéon, con lo
cual se evita la liberacion de iones metalicos dentro del organismo y por ende el
aflojamiento aséptico.

Hay cientos de reacciones quimicas que puedes ser utilizadas para modificar la
composicién quimica de las superficies, y éstas pueden ser clasificadas en
reacciones especificas o no especificas. Una reaccién no especifica deja una
distribucion diferente de grupos funcionales sobre la superficie, sin embargo una
reaccién especifica, cambia solo un grupo funcional dentro de otro, con alto
rendimiento y pocas reacciones secundarias.!?

A través de la modificacion de la superficie del implante, se consigue la adsorcion
fisica o quimica, proceso en el que los atomos, iones o moléculas son atrapadas o
retenidas en la superficie de un material.

. La adsorcion fisica o fisisorcidén: es la fuerza de adsorcion que tiene lugar
entre fuerzas de tipo idnica y/o de Van der Waals. En este caso no existe ningun
tipo de rearreglo electronico, entran en juego tan solo fuerzas de tipo



electrostaticas o dipolares. Las biomoléculas adsorbidas fisicamente pueden
presentar un proceso de desorcion indeseado, debido a que ocurriria la separacién
de una molécula o dtomo adherido en la superficie, quedando en zonas alejadas del
implante. Ademas es posible un intercambio entre las biomoléculas adsorbidas y las
presentes en el medio fisiolégico de una manera no especifica. Por ello existe un
pobre control sobre la fijacién de las moléculas, en su distribucién y en su
orientacién. Ademas dichas desventajas dificultan su caracterizacion y su funcién
superficial.”*

. La adsorcidon quimica o quimisorcién: es la fijacion de una molécula en la
superficie del implante a través de un enlace intermedio i6nico o covalente, debido
a la interaccién entre los estados electronicos del implante y de la proteina. Dichas
uniones tienen lugar mediante los grupos hidroxilos de las capas oxidadas inertes
del sustrato, que posteriormente podran ser utilizados como puntos de anclaje con
los grupos siloxanos, aminos, carboxilos y tioles.”*

Con el objeto de conseguir la adsorcion controlada de biomoléculas sobre la
superficie de un metal y que al mismo tiempo se dé un enlace intermedio covalente
entre el material organico y el inorgdnico, existen numerosas técnicas de
modificacion superficial, tales como silanizacion, plasma de descarga de gas,
deposicién de vapor, luz UV, polimerizacién fotoiniciada, entre otros.”®”’?

La mayoria de estos procesos se han desarrollado desde la década de 1990. Las
propiedades superficiales son fundamentales para los biomateriales, y por lo tanto
las técnicas de modificacion de superficies son particularmente Utiles. Dentro de
ellas se tiene el procesamiento en seco (mediante haces de iones) y el proceso
hiumedo (que se lleva a cabo en soluciones acuosas). En particular, entre los
procesos humedos, la técnica electroquimica se ha convertido recientemente en
una de las mas importantes. La inmovilizacién de los factores de formacién dsea,
tales como proteina désea morfoldgica, proteina morfogénica d6sea (BMP), o
biomoléculas como el colageno y los péptidos, es otra técnica para aumentar la
compatibilidad de los tejidos duros. Por otro lado, la inmovilizacion de moléculas
biofuncionales tales como poli (etileno-Gly col), PEG, a la superficie metalica para
controlar la adsorcion de proteinas y adhesion de las células, plaquetas, y las
bacterias también se ha intentado.”®

La modificacién de la superficie que se desarrollard en Céhiaghadrs
esta tesis, se conseguirda mediante la modificacion et

biomimética de las superficies, con la cual se promueve
la adhesidon celular y por ende la regeneracion del
tejido éseo, por un proceso llamado biofuncionalizacion.
(Figura I 3).

Adhesion de Biomoléculas

El Proceso de biofuncionalizacion  empleado,
involucrara tres etapas:

eLimpieza y Activacion de Ila Superficie:
mediante la cual se conseguird la remocion del
contenido de carbono proveniente de la atmdsfera y -O—Si-O-Si-O—Ei-O Hodificacion
se generaran superficies altamente reactivas.

e Silanizacion: esta fase creard una interfaz capaz de
enlazar el material inorganico (metal)

) . ) 3 Figura I 3 Proceso de Biofuncionalizacion.
con un material organico (biomoléculas).



e Inmovilizacion de Biomoléculas: ya que las interacciones del material con los
osteoblastos dependera de las biomoléculas que se adhieran sobre las superficies,
para ello se utilizaran secuencias peptidicas cortas.

1.3.4.1. LIMPIEZA Y ACTIVACION.

Con la limpieza y activacién de la superficie se tiene como meta conseguir la
remocion del contenido de contaminantes proveniente de la atmdsfera y generar
superficies altamente reactivas, adicionando grupos funcionales a las superficies de
los implantes, con el objeto de producir una inmovilizacion covalente de las
biomoléculas.

Dentro de los grupos funcionales que han sido usados para conseguir enlazar
implantes metalicos con biomoléculas, ya sea de forma directa o mediante un
agente que facilite la union con la superficie, se encuentran: -SH, -COOH, -NH, y
OH™.7%72 por ello en el desarrollo de esta tesis se opté por la activaciéon de las
superficies mediante la inclusién de grupos hidroxilos, con los cuales se obtendran
superficies reactivas capaces de facilitar la union con los silanos.

La superficie de éxido de un metal reacciona con la humedad en el aire y se forman
grupos hidroxilos rapidamente. En el caso de Ti, el éxido de la superficie reacciona
inmediatamente no sélo con las moléculas de agua en soluciones acuosas, sino
también con la humedad en el aire y esta cubierto por grupos hidroxilo. El 6xido de
la superficie se forma siempre en biomateriales metdlicos convencionales y la
superficie del 6xido de la superficie se activa por la misma razén que se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, la superficie de 6xido reacciona inmediatamente con
las moléculas de agua y los grupos hidroxilo se forman como se muestra en la
Figura I 4A.7°

Attracted Adsorbed and hydrated Terminal OH
H H erTrla_I‘ Positive and negative 4
\Q/ ' charges are balanced

PH i
* ' 1 Bri OH.
\"z—H . i I :l?_rld_gfﬂH OH o
:0:' HE | |
i —_M= —M—= —M—

dalds salEs malls, ~TreTe

Figura I 4 Proceso de Formacion de grupos hidroxilos sobre 6xidos de titanio(A) y la
disociaciéon de los mismos a diferentes pH (B).”°

Los grupos hidroxilo superficiales contienen tanto OH™ terminal y de puentes OH"
en cantidades iguales. La concentracion de grupos hidroxilo en la unidad de area de
la superficie a lo largo de esta tesis fue determinada con diversas técnicas. Los
grupos hidroxilos superficiales activos se disocian en soluciones acuosas y forman
cargas eléctricas tal como se muestra en la Figura I 4B. Las cargas positivas o
negativas debido a la disociacidn son influenciadas por el pH de la solucién acuosa
circundante: las mismas estan equilibradas y la carga aparente es cero en un
determinado pH. Este pH es el punto de carga cero (pcc). El pcc es el Unico valor de
un oxido y un indicador que muestra las propiedades del éxido de acidos o basicos.
Por ejemplo, en el caso de TiO,, el pcc de rutilo es 5,3 y la de anatasa es 6,2. En
otras palabras, la superficie anatasa es acida a pH mas bajo y es una base a un pH
mayor que 6,2. Grupos hidroxilos superficiales activos y cargas eléctricas formadas
por la disociacion de los grupos desempenan papeles importantes en la unién con



los materiales y la inmovilizacidon de las moléculas. Por lo tanto, la concentracion
de los grupos hidroxilos de superficie y el pH son factores importantes en la unién
con los materiales y la inmovilizacién de las moléculas.”®

Mediante una revisidén bibliografica se tienen estudios previos que han realizado la
activacion de las superficies de los materiales destinados a la regeneracion osea,
sin embargo en la gran mayoria de ellos, su evaluacién se hace a través de la
respuesta celular y poca informacion se tiene a cerca de la caracterizacién fisico-
quimica de la capa activada.

Un ejemplo de ello se tiene en los estudios realizados por Chu et al. (2002), sobre
una revision bibliografica referente a las modificaciones superficiales mediante el
uso de plasma, en eéste se indica que la modificacién mediante plasma es una
técnica de tratamiento superficial eficaz y econéomica para muchos materiales y el
articulo revisa las diversas técnicas comunes de plasma y los métodos
experimentales que se aplican a la investigacién biomédica de materiales, tales
como plasma bombardeo iénico y el grabado, la implantacién de plasma, deposicion
de plasma, la polimerizacion de plasma, deposicion por laser de plasma,
pulverizacion de plasma, y asi sucesivamente.

La Unica ventaja de la modificacidon con plasma es que las propiedades superficiales
y biocompatibilidad se puede mejorar de forma selectiva, mientras que los atributos
de los materiales permanecen sin cambios. Los materiales existentes pueden, por
tanto, ser utilizado y las necesidades de nuevas clases de materiales puede ser
obviado acortando asi el tiempo para desarrollar nuevos y mejores dispositivos
biomédicos. En este articulo se describen ejemplos que incluyen reemplazos de
tejido duro, la sangre ponerse en contacto con las prétesis, dispositivos oftalmicos,
y otros productos.”®

Fisher et al. (2005), modificaron superficialmente de cerdmicas de alumina, a
través de hidroxido de sodio, consiguiendo de esta manera que un material
bioinerte, luego de la hidroxilacién arrojard excelentes resultados en términos de
adhesion, proliferacién y la secrecién de osteocalcina. Al mismo tiempo ellos
demostraron que al bioactivar la superficie no se tuvo ningln efecto de deterioro
sobre el comportamiento de la resistencia tanto a corto, como a largo plazo.”®

De igual manera Sakamoto et al. (2007) presentaron un estudio cuyo objetivo fue
investigar el efecto de grupos hidroxilo activos sobre de la fuerza de adhesién
interfacial del titanio con poliuretano segmentado a través de y-mercapto propil-
trimetoxisilano. Para ello realizaron la activacion de la superficie con perdoxido de
hidrogeno (proceso himedo), a diferentes tiempos de inmersion. Basandose en los
resultados obtenidos, concluyeron que los grupos hidroxilos activos en la pelicula
de oxido superficial fueron claramente una de las causas que regulan la resistencia
de la unién interfacial.”’

En esta tesis para alcanzar la activacién superficial se hara uso de dos métodos
diferentes para cada una de las aleaciones:

1) Plasma de oxigeno, (proceso en seco) que permite modificar las superficies
mediante la formaciéon o adsorcion de grupos funcionales para adaptar sus
propiedades a aplicaciones especificas. En esta técnica mediante la combustion fria
se consigue remover contaminantes organicos, y por una reaccion quimica de
radicales de oxigeno altamente reactivos se promueve la oxidacion e hidroxilacion
de la superficie (grupos OH"), incrementandose la mojabilidad.”®



2) Ataque quimico, (proceso hiumedo) a través de la inmersion de la muestra
en distintas soluciones acidas, formando grupos hidroxilos en la superficie.

Estos procesos, se explican con mayor detalle en la introduccidon del capitulo de
caracterizacion fisico-quimica de la capa superficial activada para cada una de las

aleaciones.
cwas PR
P

I1.3.4.2 SILANIZACION. Biomolé

Una vez activadas las superficies, la siguiente etapa . w/
es conseguir desarrollar una interfaz de conexién \
entre las superficies de biomateriales y el sistema
bioldgico, lo cual puede conseguirse mediante
diferentes técnicas, siendo la silanizacién una de

las méas populares’®(Figura I 5).

El proceso de silanizacion involucra una reaccidon quimica en
fase liquida, este es sencillo de realizar y de bajo costo, —‘
frecuentemente utilizado para modificar superficies Sﬂ“@ﬂ@g
hidroxiladas, al igual que las superficies oxidadas de los
metales, que son ricas en grupos hidroxilos.!

En la silanizacién intervienen los organosilanos, que son '
agentes de acoplamiento caracterizados por poseer una
doble funcionalidad quimica, que le permite

: L, Material Inorganico
reaccionar tanto con compuestos organicos como

(metal)

inorganicos, motivo por el cual se utiliza como .
. . . . Figura I 5 Interfaz Metal-
proceso intermedio que permite la union entre Biomolécula.
dos materiales tan disimilares como son un metal
y una biomolécula.

La estructura del organosilano es de forma general

Grupo Organo Funcional
PO =rg; (R1)5-Si-(CH,),-R2 (Figura I 6) consiste en:

Una parte funcional (R1) enlazada al silicio que permitird la
adhesién con la fase inorganica (Ej. cloro o alkoxi).®° Por otro
lado un grupo o6rganofuncional (R2) que esta fuertemente
unido al silicio por medio de una cadena de carbonos no
reactivos y es el lugar por donde se dara la
adhesion con la biomolécula. Esos grupos
\ funcionales incluyen entre otros cloro, epoxy,
Q Q aminas; y también pueden proporcionar una variacion en
— J la hidrofobicidad de la superficie consiguiendo de esta
Grupo Silico Funcional manera modificar superficie hidrofilcas  por
Fig"raoIrG Esquema de los hidrofébicas y viceversa.®! La longitud de la cadena
‘ganosilanos
hidrocarbonada que sirve de espaciador entre el
grupo funcional y el silicio, determinara si el atomo de silicio afecta o no a la
quimica del grupo funcional, ya que éste afecta las propiedades fisicas y limita la
reactividad por su influencia en los pardmetros de solubilidad.®?

—. Atomo de Si

Ademas de esta estructura, se tiene que:

. El atomo de silicio que es mas electropositivo que el carbono, por tanto no
forma dobles enlaces estables y permite formar reacciones quimicas utiles.



. El grupo silico funcional que una vez realizada la hidrdlisis puede reaccionar
con centros activos de substratos organicos o inorganicos o por condensacidon con
otros atomos de silicio y asi formar enlaces estables.

Los factores que influyen en la reactividad de los organosilanos con la superficie son
varios e incluyen: la concentracion y tipo de grupos hidroxilos (OH") superficiales,
estabilidad hidrolitica del enlace formado con el sustrato y las dimensiones fisicas
del sustrato o caracteristicas del sustrato.

En la Gltima década varios autores han estudiado diferentes tipos de silanos y han
observado que los mismos pueden reaccionar con superficies metalicas, ofreciendo
mejoras en sus enlaces, sin embargo la seleccion del silano dependera del material
o biomoléculas que se quiere adherir.®

Dentro de los silanos conocidos y utilizados sobre superficies metalicas, los mas
investigados en los ultimos afios han sido los aminosilanos, estos poseen la
habilidad de enlazarse a los grupos hidroxilos presentes en las superficies
activadas.®* Matinlinna et al. (2004), desarrollaron estudios sobre aminosilanos con
un sistema basado en la liberacion de fluoruros, obteniendo buenos resultados en
compuestos utilizados en implantes dentales®. Xiao et al. (2007), estudiaron el
mecanismo de la modificacién de superficies con 3-aminopropil-triethoxyl-silano
(APTES) y un cross linker (N-succinimedyl-3-Maleimidopropionate), consiguiendo
que el entrecruzante reaccionara con el grupo amino terminal del silano formando
grupos maleimidos, que finalmente se enlazaron con la secuencia peptidica.®

En 2010 Goyal et al., realizaron un este estudio, fabricando monocapas de
aminopropiltrietoxisilano (APTES) vy utilizando mezclas de silanos: APTES vy
metiltrietoxisilano en una proporcion de 1:10, para la inmovilizacién de proteinas
en superficies de silicio. Las superficies silanizadas se modificaron adicionalmente
usando tres diferentes ligandos y receptores que han sido reportados para vincular
albumina sérica humana (HSA): un péptido lineal, un anticuerpo policlonal contra
albimina de suero humano, y un ligando sintético pequeifo (2, 4, 6-tris
(dimetilaminometil)) fenol, en este trabajo se tenia como objetivo determinar la
cantidad de HSA adsorbida y se observd que la misma aumenta con el tiempo, y
con la concentracién inicial de la solucién de HSA.®’

También se tiene conocimiento de estudios que utilizan otro tipo de silanos con
organosilanos diferentes, entre ellos se puede mencionar a Navarre et al. (2001)
quienes investigaron sobre la caracterizacion de monocapas auto-ensambladas de
organosilanos, injertados en un soporte de silice; en este estudio se usaron
organosilanos con un grupo funcional etilenglicol o con un grupo metilo y
observaron que la influencia del tiempo de reaccién y la composicién del solvente
puede mejorar la homogeneidad de las monocapas auto-ensambladas.®®

De igual modo se tiene el trabajo presentado por Matinlinna, et al. (2004), sobre
superficies de Ti y aleaciones de CoCrMo silanizadas con ALS (allyltrimethoxysilane)
y mezclas de ALS y MPS (3-methacryloxypropyltrimethoxysilane), en este estudio
se compararon ambos sustratos y se determind que la silanizacion ha sido
verificada para el Ti, sin embargo no quedd clara para la aleacion de CoCrMo,
debido a que con el Ti obtuvieron mejores respuestas en el proceso de silanizacién
y a altas temperaturas el enlace Si-O-Si es mas fuerte para el Ti.

Domingo et al. (2006) lograron adherir trialkoxisilano sobre nanoparticulas de
didxido de titanio,®® y Xiao en el mismo afio(2006) utilizd6 APTES y CPTES



(Cloropropil - trietoxi - silano) para conseguir la inmovilizacion covalente de
triacylglycerol lipase en esferas SiO, funcionalizadas.’® Godoy (2009) trabajoé con la
biofuncionalizacion del Ti con CPTES y GPTES (glycidoxypropyl-triethoxy-silano)
para mejorar el proceso de oseointegracién.’® Sevilla (2010) estudié la
inmovilizacion de oligopéptidos en la superficie de titanio mediante el uso de CPTES
como agente de unidn entre la superficie de titanio y el péptido.’*

Por la referencia bibliografica que se tiene sobre los aminosilanos, dentro del
desarrollo de este trabajo se usard el y-aminopropil-triethoxy-silano (APTES)
(CH3CH,0)5Si(CH,)sNH,, teniendo presente que cuando el silano contiene una
amina como grupo funcional, en la mayoria de casos esta no reacciona
directamente con los grupos funcionales activos de las biomoléculas y por lo tanto
requerira ser activado mediante el uso de agentes entrecruzantes (cross linker),
para ello se usara de un agente de entrecruzamiento (maleimido).

Asi mismo, se desarrollard de forma paralela la silanizacién usando dos silanos que
permitirdn el enlace directo con la biomolécula, sin la necesitad de utilizar un
agente entrecruzante. Ambos favorecen el ataque nucledfilo el GPTES, a través de
un grupo epoxi que es altamente reactivo y el CPTES, que posee un buen grupo
saliente (cloro), ademas el CPTES posee la ventaja que podra facilmente ser
detectado, por tener al cloro como grupo organofuncional.

La seleccion del mejor silano estard basada en estudios de estabilidad quimica,
térmica y mecanica; con el objeto de usar este ensayo como una estrategia que
permitira inferir la presencia de enlaces covalente entre el metal y los silanos.

Una vez creada la interfaz, ya las muestras se encontraran preparadas para poder
ser enlazadas con un material organico (biomoléculas).

1.3.4.3 INMOVILIZACION DE BIOMOLECULAS.

Tecnologia de recubrimiento organico actualmente tiende a emplear biopolimeros
(proteinas) que han sido inmovilizadas sobre la superficie de los implantes
metadlicos. La intencion es mejorar la respuesta del implante en el cuerpo. Esto se
logra mediante el recubrimiento con sustancias que normalmente se encuentran en
la superficie o en la proximidad del tejido que tiene que ser sustituido por el
implante. Un review realizado en el 2011 ha encontrado que estos recubrimientos
actian como mediadores locales de la adhesion celular y en consecuencia, como un
factor estimulante para el crecimiento y proliferacion de las células que
normalmente se encuentran alrededor del tejido sustituido.”®

La adhesion celular es esencial en el desarrollo, mantenimiento y remodelacién de
los tejidos dseos. Las interacciones adhesivas con los componentes de la matriz
extracelular, incluyen la fibronectina y el colageno tipo I, los cuales juegan un papel
critico en la formacién del hueso. La adhesion celular de los biomateriales involucra
interacciones dinamicas con los ligandos extracelulares, originadas por diferentes
mecanismos: 1) adsorcidon de proteinas contenidas en soluciones, 2) deposicién de
proteinas e 3) ingenieria de motivos peptidicos (Figura I 7).%?
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Figura I 7 Mecanismos de adhesion celular sobre materiales sintéticos.

Debido a las diferencias en las propiedades de la superficie (por ejemplo, la
guimica, la rugosidad y la energia), materiales sintéticos tienen diferentes grados
de compatibilidad con las actividades osteoblasticas, las cuales son inferiores con
las matrices naturales, teniendo como resultado una pobre diferenciacion celular y
por ende una limitada formacién de hueso. Por tal razén en la ultima década, los
enfoques biomiméticos han tratado de transmitir biofuncionabilidad a los materiales

sintéticos, mediante la presentacion de
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Meta: componentes de la matriz
s
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Figura I 8 Evolucion de las Superficies de titanio, en las cuales ssa ha demos,trado
Bioadhesivas.*? que esta secuencia peptidica por si sola

no mejora el contacto hueso implante,

por lo que en los avances en la ingenieria biomolecular, se ha planteado como una
segunda estrategia incorporar caracteristicas adicionales presentes en las matrices
extracelulares (Figura I 8), estos incluyen multiples motivos de unidén que soportan

Secuencias de reconocimiento y estructuras sin RGD
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la unién a la integrina y diversos receptores celulares diferentes a las integrinas
(no-integrina), los gradientes de densidad de ligando, la agrupacion de nanoescala,
propiedades interfaciales dindmicas, y sitios de interaccion de factores de
crecimiento. El desarrollo de estas superficies bio-inspirados que imitan las matrices
extracelulares depende en gran medida de la integracion de los avances de la
bioguimica, la biologia celular, la quimica sintética y la ciencia de materiales e
ingenieria y permiten mejorar la actividad bioldgica (Figura I 8).°2

La inmovilizacién de proteinas, péptidos y/o biompolimeros en superficies de 6xido
metalico previamente silanizadas ha demostrado ser exitosa, ademas de ser, una
de las técnicas mas utilizadas por su alta reproducibilidad en la funcionalizacion de
superficies,®3 sin embargo, la misma depende en parte de la reactividad entre los
grupos hidroxilos presentes sobre la superficie y los reactivos quimicos usados para
dar lugar a propiedades de enlace.

Dado que uno de los objetivos de esta tesis es la caracterizacion de las superficies
biofuncionalizadas, |la estrategia utilizada en este proyecto para la inmovilizacién de
las biomoléculas comprende el uso secuencias peptidicas cortas con una cisteina
(Cys), mediante la cual se dara un ataque nucledfilo con el carbono de las
moléculas de silano. Se ha seleccionado la cisteina ya que este aminoacido contiene
un atomo de azufre en su cadena lateral que no solo es altamente reactivo, sino
gue simultaneamente podra ser detectado por medio de técnicas de caracterizaciéon
quimica de superficies.

En cuanto al uso de las biomoléculas, Hanawa et al. y Puleo et al., describen que el
enfoque de la biofuncionalizacién, es la inmovilizacion de las moléculas
biofuncionales en la superficie de metal para el control de la adhesion de las
células, las plaquetas, las bacterias y la absorcion de las proteinas, péptidos,
anticuerpos y ADN, osea, inducir la adhesion de células especificas y la respuesta
celular; consiguiendo con ello el control de la interfaz tejido-implante con
bimoléculas inmovilizadas.%%*

Para mejorar la respuesta celular en este proyecto se usaran secuencias peptidicas
cortas, entre ellas RGDS y la mezcla de RGDS+FHRIKKA y RGDS+PHSRN, el motivo
de la seleccién de estos péptidos, se fundamentd en los siguientes trabajos previos
a cerca de inmovilizacion de péptidos sobre superficies para favorecer la
regeneracion de tejidos dseos.

Se tienen referenciados diversos articulos, entre ellos esta el trabajo de Ferris et al
(1999), en el cual se evaludé la calidad y cantidad de hueso formado, como
respuesta a la implantacién de barras de titanio recubiertas con la secuencia
peptidica RGDC, los resultados obtenidos sugieren que el péptido puede mejorar la
oseointegracion del titanio.*®

En el mismo ano Rezania et al., trabajaron con la modificaciéon biomimética de
superficies y su respectiva inmovilizacién de secuencias peptidicas, haciendo uso de
mezclas de RGD y FHRRIKA a diferentes proporciones (I=75:25, II= 25:75 y Ill=
50:50), resultando que las relaciones II y III, aportan el mayor grado de
propagacion celular, luego de 4 h de incubacion. Después de 24 dias en cultivo, las
areas de mineralizacion de ECM formada por las mezclas II y III fueron
significativamente mayores que los de otras superficies. Estos resultados
demuestran que la utilizacién de secuencias de péptidos que incorporan motivos



heparina-adhesivo puede mejorar el grado de interaccion entre la superficie celular
e influir en la formacién a largo plazo del mineralizado ECM in Vitro.®

Posteriormente Davis et al. (2002), expresan que la secuencia peptidica RGD
favorece los procesos de adhesidén y proliferacién celular en superficies de Silicon.®’

En 2005 Benoit et al., revelaron que el uso de RGD y PHSRN sobre hidrogeles de
polietilglicol, mejora la adhesién proliferacién y formacion de contactos focales de
los osteoblasto en la actividad metabdlica y en los niveles de produccidon de
fosfatasa alcalina, el cual es un marcador comdn en la funcién osteobldstica.®®

La inmovilizacion de RGD sobre aleaciones de Ti, segun Secchi et al. (2006),
estimula la adhesién y diferenciacién celular y adicionalmente le confiere a la
superficie la propiedad de resistencia a la apoptosis (muerte celular).”

En el afo 2006 Ochesenhirt et al, mezclaron la secuencia de RGD con PHSRN en
una proporcion 1:1, imitando la relacion del péptido en la fibronectina; a través de
esta mezcla se notd una mejora en la propagacién de las células. Segun los
autores, los ligandos peptidicos imitan el microambiente de la célula, y los criterios
que definen una superficie bioactiva, por tanto los datos ofrecen numerosas
oportunidades para el desarrollo de biomateriales mas complejos y los criterios
para evaluar su actividad bioldgica.'®

En el trabajo de Xiao et al. (2007), trabajaron sobre superficies de Ti, luego de la
silanizacion, procedieron a la inmovilizaron RGDC y demostraron la presencia de un
enlace covalente a través del grupo tiol de la cisteina con los grupos maleimidos.®®

Para el mismo afno Bagno et al., inmovilizaron péptidos con secuencias de RGD y
HVP gracias al uso de aminosilanos, ellos exponen que la oseointegracion puede ser
promovida por la modificacién especifica de las caracteristicas superficiales de
material, mejorando asi las interacciones beneficiosas en la interfaz con el medio
ambiente bioldgico, la produccion de las interacciones beneficiosas en la interfaz
célula-implante in Vitro, debido a la presencia de los péptidos bioactivos, podria
resultar en la promocidon del proceso oseointegracién. Como conclusion, este
estudio revela la importancia de la optimizacién de la morfologia superficial en la
direccion de la adhesion celular. Ademas, aunque el RGD ha sido reconocido como
el mas activo, su mecanismo de accion no es osteoblastos-especifico, en
contraposicion el HVP mostré una capacidad de adhesion que tiende a ser similar a
la RGD con una accion osteoblastos-especifica. La especificidad del mecanismo de
accion combinada con la capacidad de adhesion hacen probable preveer que se
puede utilizar para promover la integracion de dispositivos endodseos para mejorar
especificamente adherencia células dseas en la superficie del implante.'®!

En 2009 Chollet et al., demostraron que en materiales hibridos que combinan
tereftalato de polietileno las modificaciones biomiméticas y la inmovilizaciéon de
RGDC, produce una mejora en la respuesta de las células, en funcidon de la
adhesiéon, cantidad de puntos focales de osteoblastos y células endoteliales, al
mismo tiempo los autores indican que la densidad del péptido contribuye al
aumento de contactos focales.%?

Para el afio 2010 Petershans et al., afirman que la adhesidén de células especificas
es alcanzada por la inmovilizacién de biomoléculas y reexpresan que la biomolécula
mas estudiada es la secuencia GRGDS; ya que es el motivo mas pequefio de la



matriz celular de la fibronectina, que actia como la integrina receptora de un
enlace celular, iniciando la formacién de contactos de adhesion focal. !

En el mismo afio, en los estudios de Khatayevich et al., se usaron péptidos para ser
unirlos a oro, platino, titanio y vidrio, en este estudio se modificaron las superficies
con poli (etilenglicol), polimero antiincrustante y la secuencia RGD. Este proceso
fue basado en que estudios previos les indicaban que los péptidos tienen varias
ventajas sobre las técnicas convencionales de inmovilizacion molecular; no
requieren entornos hostiles bioldgicamente para ser enlazados, son especificos para
sus sustratos y pueden ser adaptados para llevar diversas entidades activas. Sus
resultados han demostrado que la inmovilizacién de péptidos, basada en la
modificacion superficial es una plataforma adaptable para satisfacer las necesidades
especificas, que pueden surgir debido a las propiedades inherentes de los
materiales utilizados para una aplicacion particular, las exigencias de moléculas
funcionales y las caracteristicas moleculares de los péptidos.!%*

Por tanto la modificacién de la superficie resulta un enfoque sélido y biocompatible
para la funcionalizacién de multiples materiales para implantes.

I.3.5 REGENERACION DE TEJIDO OSEO.

Una vez establecido los métodos de modificacidon superficial que se emplearan en
las aleaciones de estudio, se procedié a conocer bibliograficamente qué ocurre
dentro del cuerpo humano en el momento de introducir un implante, de qué
manera las células interactian con el material implantado, el rol de las proteinas
involucradas en el proceso y finalmente como afectan las propiedades fisicas y
guimicas del implante en la respuesta celular, especificamente en la regeneracién
0sea, por tanto, a continuacién se dard una breve definicién de hueso y se citaran
los estudios previos enfocados en la regeneracion dsea.

El hueso es un tejido dindmico, mineralizado y altamente vascularizado e inervado,
gue estd estructurado en laminillas de matriz osteoide calcificada. La disposicién de
estas laminillas es la que determina que sea hueso cortical o esponjoso. Ambos
contienen células especializadas, matriz organica y fase mineral.'%
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La estructura del hueso tiene dos formas fundamentales (Figura I 9). Tejido
compacto, ligero pero extraordinariamente resistente, que constituye el hueso
cortical y se encuentra en las diafisis de los huesos largos. Estda formado por
laminillas concéntricas de disposicion cilindrica, dejando en su centro unos
conductos, los conductos de Havers, por donde discurren los vasos. La otra forma
tisular, forma mallas tridimensionales, como un panal, y se denomina hueso
trabecular, y se encuentra en la epifisis de los huesos largos y de la mayor parte
del tejido de los huesos planos y de las vértebras. El hueso cortical representa el
80% del total del esqueleto y el trabecular el 20% restante. La funcién del primero
es fundamentalmente mecdnica mientras que el trabecular, donde asienta la
médula hematopoyética, es crucial en la regulacion metabdlica.

La estructura désea sufre un proceso extraordinariamente dinamico, e/ remodelado
0seo. Para entenderlo hay que analizar las células que se encuentran en el tejido
0seo y que son fundamentalmente tres: el osteoblasto, que es una célula de origen
mesenquimal y es la responsable de la formacién de matriz osteoide, sobre la que
se depositan cristales de hidroxiapatita, que forman el hueso mineralizado; el
osteoclasto, que es una célula gigante, multinucleada, capaz de segregar enzimas
proteoliticas que disuelven la matriz ésea. Es por tanto, la célula que destruye
hueso, en el proceso de reabsorcidon désea, y el osteocito, que es una célula que
procede del osteoblasto. Durante la formacidén de osteoide algunos osteoblastos se
quedan atrapados en el seno del mismo y se transforman en osteocitos, la célula
0sea mas abundante. Estas tres células funcionan con una gran precisiéon y los
osteocitos son las células coordinadoras, a su sefial, se produce la activacién de los
precursores de los osteoclastos, formandose la célula multinucleada que se sitda en
la superficie 6sea de las trabéculas o en la pared de los conductos de Havers. Alli se
inicia el proceso de reabsorcidon, destruyendo una zona de hueso durante un
periodo de unas dos o tres semanas. En un determinado momento se detiene la
reabsorcion ésea y sobre la superficie creada se deposita una capa de osteoblastos.
Estos empiezan a formar matriz osteoide en forma de capas sucesivas que se van
mineralizando y acaban por rellenar los huecos formados por los osteoblastos, en
un proceso que dura entre tres y seis
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inorganica (60-70%) y agua (5-8%) (Figura I 10 )

La parte organica esta constituida mayoritariamente por fibras de colageno tipo I
(90%), y en menor proporcion, pero no por eso con un papel menos importante,
por proteinas no colagénicas y factores bioquimicos locales, lo que hace evidente
gue el papel de las células es prioritario, y la necesidad de funcionalizar la
superficie de los biomateriales con diversos grupos funcionales ha pasado a ser una
necesidad para poder anclar proteinas y/o factores de crecimiento.®’

Cuando se producen fracturas traumaticas o en ciertas patologias dseas, el tejido
6seo no es capaz de regenerarse por si mismo. En estos casos, se requiere un
injerto éseo o un sustitutivo sintético para promover la regeneracién dsea. Aunque
el mejor sustituto éseo es el propio hueso, existen problemas asociados al uso de
injertos 6seos, como la insuficiente cantidad de tejido disponible o el riesgo de
transmision de enfermedades. Estas limitaciones han propiciado el desarrollo de
materiales sintéticos que reemplacen el tejido éseo dafiado (biomateriales).

Cuando un biomaterial se implanta en el cuerpo humano es imprescindible tener en
cuenta el contexto bioldgico que se va a encontrar, donde se va a poner en
contacto con distintos tipos celulares y diferentes biomoléculas, que van a
interaccionar y a entrar en contacto directo con el implante. En funcion de como
sea esa interaccion célula-biomaterial se produciran situaciones muy diferentes:
encapsulacion del implante en una capsula colaginosa acelular, que es lo que ocurre
con los biomateriales inertes, o por el contrario, si esa interaccidon es positiva, el
tejido dafnado se regenerara. En esta Ultima situacién pueden intervenir proteinas y
factores de crecimiento, de forma similar a como se produce el proceso natural.
Estas sustancias estan recogidas en la Figura I 10.%%”

Por ello, para lograr las mejores condiciones de interaccion entre el implante y el
mundo bioldgico en el que va a ser implantado, una via que actualmente se estd
investigando es la adecuada funcionalizacién de la superficie del implante, que
como ha sido comentado tiene como objetivo la modificacion de la superficie de los
biomateriales, con diversos grupos funcionales, de tal forma que facilite la
interaccion con las distintas biomoléculas que estan presentes en el entorno celular
y molecular del entorno del implante. De esta forma, se lograran biomateriales con
superficies funcionalizadas, que facilitaran la adhesién de las células
proporcionandoles un entorno apropiado. Favorecer la interaccion de las células que
rodean al implante con su superficie las estimulara en sus procesos de adhesion,
proliferacion y angeogénesis, asi como los procesos de diferenciacion de las células
progenitoras pluripotentes, es decir, las células mesenquimales en osteoblastos,
gue son las células formadoras de hueso.

Los trabajos basados en ensayos in vitro para la regeneracion de tejido dseo, se
fundamentan en trabajar con cultivos de diferentes tipos de células, por lo cual vale
la pena mencionar a dos investigadores, Alexander Maximow (1874-1928), vy
Alejandro Friedenstein (1924-1998), quienes se destacaron en hematologia
experimental en Rusia y aun cuando sus teorias sobre las células madre estaban
muy por delante de su tiempo, los conceptos cientificos de Maximow y Friedenstein
representan una base experimental para el trasplante de células madre
hematopoyéticas y para el desarrollo de diversos enfoques en la terapia celular y
sus implicaciones. Siendo la terapia celular una disciplina de investigacion
prometedora que se ha desarrollado rapidamente desde la década pasada.
Maximow postuld una teoria unitaria de la hematopoyesis y un concepto de células



madre hematopoyéticas y Friedenstein descubrié que las células madre adultas no
hematopoyéticas (las células madre mesenquimales), se encuentran en la médula
4sea,'®® lo cual ha permitido comprender el proceso de regeneracion y reparacion
osea.

Adicionalmente en los ultimos 25 anos el uso de implantes se ha incrementado
rapidamente y la ciencia de la implantologia se ha caracterizado por un progreso
acelerado e innovador. En su evolucién pueden destacarse que en los inicios los
materiales destinados a la implantacion eran disefiados para ser "bioinerte", con el
paso de los afos los cientificos de materiales se han desplazado hacia el disefio de
forma deliberada de los materiales bioactivos, que se integran con las moléculas
bioldgicas de las células y/o tejido regenerativo.%®

En el caso de los implantes dseos, los materiales deben ser preferentemente
osteoinductivo (tienen la capacidad de inducir la formacion désea, cuando se coloca
en un sitio donde no se produciria la formacién de hueso, mediante el reclutamiento
de células madres que de alguna manera son estimuladas a proliferar como células
formadoras de matriz 6sea), osteoconductivo (proporciona un andamio a las células
mesenquimales para estimular el crecimiento interno de hueso circundante), y
capaz de producir la oseointegracion (consiguiendo un contacto directo entre el
hueso y el implante a nivel microscépico).%¢:109-111

Por lo expuesto anteriormente se tiene que la combinacion sinérgica de los
biomateriales y la terapia celular son de gran interés. De hecho, el potencial de las
células madre mesenquimales, en la regeneracién de hueso se ha destacado desde
el 1980s. En la ingenieria de tejido 6seo se ha usado células que van desde los
osteoblastos primarios de adultos (células 6seas) a las células mesenquimales de la
médula dsea,'°® ahora bien, para definir el propdsito de esta tesis es primordial
destacar la diferencia entre reparacion y regeneracion de los tejidos, antes de
profundizar sobre los avances en esta area.

En la reparacion del tejido 6seo, se produce la remodelacion del hueso, mediante la
formacion de un callo fibroso, que asume caracteristicas geométricas y fisicas
propias del hueso para soportar las cargas, sin embargo esto puede dar origen a
problemas de aflojamiento aséptico y/o inestabilidad del implante. !

En el caso del la regeneracion tisular es la respuesta que consigue la restitucion
integral del tejido tras un trauma, a diferencia de la reparacién, donde el tejido que
se forma es cicatricial con caracteristicas estructurales y funcionales diferentes al
original.19>112

Por tanto el objetivo deseado es la oseointegracion, la cual es producto de la
regeneracién del tejido 6seo, y en ella se requiere obtener un contacto directo
entre el hueso y el implante.!!3

La regeneracidon 6sea, origina una respuesta en la que estan involucrados los vasos
sanguineos, las células y la matriz extracelular. Desde los estudios de Trueta
(1963),''* se conoce de la importancia de los vasos sanguineos en la osteogénesis,
ya que tras un trauma, se produce una respuesta inflamatoria y un coagulo o
hematoma inicial, con hematies, plaquetas y fibrina, en este momento las células
liberan interleuquinas y factores de crecimiento, originando la migracion de
linfocitos, macréfagos, precursores de osteoclastos y células mesenquimales
pluripotenciales. Estas sefiales moleculares promueven la diferenciacién hacia
células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y osteoblastos, dando origen a un



nuevo tejido fibrovascular, que reemplazara al coagulo inicial. Todo ello esta regido
por una serie de complejas interacciones entre factores de crecimiento, hormonas y
citoquinas. En este proceso va a ser fundamental el aporte vascular, la sintesis
proteica y la mineralizacién.®

En funcidn de los avances en la ciencia de los materiales y el desarrollo de la
ingenieria de tejidos estan surgiendo: la asociacién de factores osteo-inductivos con
materiales implantables, y la asociacién de las células madre osteogénicas en los
mismos. En ambos casos, una comprension de los fendmenos de adhesion celular
y, en particular, la comprension de las proteinas implicadas en la adhesion de
osteoblastos, en contacto con los materiales es de crucial importancia. 8

I.3.5.1 INTERACCION OSTEOBLASTOS-METAL.

Todas las células, exceptuando las sanguineas, se asocian estrechamente con otras
células y con la matriz extracelular, para que esto ocurra debe darse un paso
previo, las células deben reconocerse, por tanto, existen dos conceptos de interés
en este proceso: reconocimiento y adherencia. Aun cuando, no es sencillo delimitar
uno del otro, es posible considerar que el reconocimiento, sélo consiste en la
capacidad que posee una célula de interaccionar con otra o con alguna estructura
de la matriz extracelular. Este mecanismo suele ser de tipo ligando-receptor en las
dos direcciones y puede ser transitorio o servir de base para el establecimiento de
un sistema posterior de mayor adhesiéon. Por otra parte, la adherencia es cuando se
da la unién o anclaje entre células y/o la matriz.'*®

Existen tres tipos de uniones intracelulares o uniones de membrana: adherentes,
ocludentes y comunicantes, siendo las primeras las principalmente implicadas en
mecanismos de adhesién/anclaje. La estructura molecular de las diferentes uniones
adherentes, presentan una estructura general que incluye la existencia de: '*°

e Una proteina transmembrana que en el caso de las uniones célula-célula es
de tipo caderina y en el caso de las uniones célula-matriz es de tipo integrina.

e Unas proteinas de unién que median la unién entre la transmembrana vy el
citoesqueleto.

e Los elementos del citoesqueleto que pueden ser microfilamentos o
filamentos intermedios.'*®

Las proteinas de membrana son capaces de reconocer a los componentes de la
matriz extracelular y se unen a ellos determinando la adhesiéon de las células al
medio que las rodea.'*®

Por tanto la adhesion celular tiene lugar mediante diferentes clases de receptores
superficiales. De forma natural las células se unen entre ellas mediante unas
proteinas no colagénicas (fibronectina y vitronectina), también llamadas proteinas
de adhesion celular. Estas proteinas tienen en comuUn una secuencia de
aminoacidos de Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS), que es un dominio de adhesion peptidico,
reconocido por los receptores superficiales Ilamados integrinas, que forman parte
de la familia de glicoproteinas de membrana; y sirve como mediador en el proceso
de adhesidon de células con la matriz extracelular y entre células.

Todas las integrinas son heterodimeros constituidos por dos subunidades conocidas
como a y P asociadas de una manera no covalente. Ambas subunidades son



glicoproteinas de la transmembrana cuya combinacion define la propiedad de
adhesién y de sefalizacion.

En cuanto a la interaccion de las células con el implante (metalico) se tiene que,
una vez introducido el implante en el organismo en muy corto tiempo, se adheriran
una serie de proteinas sobre la superficie del metal, proceso que ocurre antes de
gue las células lleguen, de alli que las células ven primeramente una capa de
proteinas antes que la superficie del biomaterial, por tanto, ellas responderan en
funcion del tipo de proteinas. A partir de este momento las células pueden
adherirse, liberar compuestos activos, reclutar otras células, crecer en tamafio,
proliferar o morir, esto dependerd de las proteina de la superficie del implante.!

Sobre la adhesion celular en superficies pueden encontrarse diversos estudios, tales
como los realizados por M. C. Porté-Durrieu et al. (1999), en sustratos de silica y
tres métodos diferentes de modificacion superficial (la silanizacion con
aminosilanos, el uso de moléculas de maleimido y la inmovilizaciéon de péptidos que
contienen la secuencia RGD), los experimentos in Vitro fueron realizados con
células endoteliales y se observd una mejor adhesion en los sustratos que
contenian RGD, concluyendo que esta respuesta se debe a un evento especifico
entre la membrana celular y la superficie del material.*®

Otros aportes como el de Beckerle et al. (2001), sobre las integrinas permiten
afirmar que existen o se conocen 18 tipos de subunidades a y 8 subunidades B en
los mamiferos; con la excepcion de la subunidad B4, todas las integrinas de la
subunidad B poseen en su longitud entre 760-790 aminoacidos, para la subunidad a
su longitud es de unos 1000-1200 aminoacidos.!’

En dichos estudios se ha llegado a deducir que las integrinas presentan diferentes
grados de activacion o cambios en la afinidad del enlace con el ligando. El proceso
capaz de modificar la afinidad es definido como Modulacion de la Afinidad y consiste
en una serie de sefiales que van desde dentro hacia fuera, siendo por lo tanto la
regulacién adhesiva una respuesta a estimulos fisiologicos.

Segun lo reportado por Félix Rico et al. (2001), la adhesidon celular es requerida
para las funciones bioldgicas esenciales, tales como migracion, formacion de tejidos
y curacion de heridas, siendo estas mediadas por moléculas que realizan enlaces
especificos con determinadas células de la matriz extracelular.!®

Posteriormente, Garcia et al. (2005), estudiaron superficies bio-adhesivas para
promover la diferenciacion de osteoblastos y la formacién de hueso, ellos indican
que la unidn de receptores de la integrina de adhesién a los componentes de la
matriz extracelular (fibronectina y coldgeno la de tipo I), activa las vias de
senalizacién para guiar la supervivencia de los osteoblastos, la progresion del ciclo
celular, la expresion génica, y mineralizacion de la matriz.

En dicho estudio se aplicaron estrategias biomiméticas de exploracion de estas
interacciones adhesivas para disefar superficies capaces de promover la adhesion y
la diferenciacion de osteoblastos, la formacién del hueso, y la oseointegracién.
Estas iniciativas se centraron en la direccion de la integrina vinculante a través
presentacion de los motivos bio-adhesivos derivados de matrices extracelulares.
Estos enfoques de biologia molecular proporcionaron estrategias prometedoras para
el desarrollo de implantes biolégicamente activos e injertos de sustratos con
reparacion 6sea mejorada.!'®



Capitulo I

En el estudio de Timothy D et al. (2007), se optimizaron las superficies de NiTi
usando aminopropilsilano y consiguiendo un enlace covalente de la molécula PA
(peptide amphiphile), posteriormente fueron capaces de enlazar RGD vy
demostraron la adhesion, diferenciacién y proliferacién celular.®

En el 2011 Bacakova et al., realizaron un review en el que describen que la
interaccion de las células y tejidos con materiales artificiales disefiados para
aplicaciones en la biotecnologia y en la medicina se rige por las propiedades fisicas
y quimicas de la superficie del material. Ellos estudiaron la relacion que existe entra
la mojabilidad superficial y la adhesién celular, también mencionan que la superficie
del material puede ser funcionalizada por diversas biomoléculas y nanoparticulas,
mejorando su atractivo para las células y su eficacia en la regulacion de las
funciones celulares. Comentan que otro factor importante para la interaccién célula-
material es la rugosidad superficial y la topografia de la superficie, donde
substratos nanoestructurados (Ra<100 nm), se consideran generalmente que es
beneficioso para la adherencia y el crecimiento celular, mientras que los sustratos
microestructurados se comportan mas controversialmente; ya que pueden
obstaculizar la propagacion de células y la proliferacion pero mejorar la
diferenciacion celular, particularmente en células osteogénicas. Por tanto, se tiene
que las propiedades fisico-quimicas de las superficies son capaces de controlar el
tamafo, forma, distribuciéon y la madurez de placas de adhesién focal en las
células, y por lo tanto la adhesién celular, proliferacion y diferenciacion entre otras
funciones celulares.'?°

1.3.5.2 BIOMOLECULAS QUE INDUCEN LA OSEOINTEGRACION SOBRE
METALES.

La pre-adsorcion de cierta clase de proteinas sobre un sustrato sélido, incrementa
la adhesividad de muchas clases de células, debido a que las células tienen
receptores en sus
membranas que se
enlazan especificamente
con cierto tipo de
proteinas especializadas.!
La adhesion como se ha
descrito en el apartado
anterior se realiza a
través de los receptores
de adhesion llamados
integrinas y por lo descrito
anteriormente se tiene
que diversas moléculas
biolégicamente
funcionales que pueden
ser inmovilizadas sobre
superficies de metales
para mejorar la
regeneracion dsea.

Por esta razon se hace
imprescindible conocer las

Figura I 11 Aminoacidos

38



biomoléculas implicadas en la adhesion de
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(NH3) y un grupo carboxilico (-COOH) con una
férmula general mostrada en la Figura I 12.

Los aminoacidos varian en sus cadenas laterales (Figura I 11). Los ocho
aminoacidos del area superior son no-polares e hidrofdobicos. Los otros aminoacidos
son polares e hidrofilicos. Los dos aminoacidos en el recuadro inferior izquierdo son
acidos (con grupos "carboxilos" en la cadena lateral) y los tres aminacidos en el
recuadro inferior derecho son basicos (grupos "aminos" en la cadena lateral).

El dipéptido o enlace peptidico es la uniéon covalente del grupo amino (-NH,) de un
aminoacido y el grupo carboxilo (-COOH) de otro aminoacido, produciéndose la
pérdida de una molécula de agua y la formacion de un enlace covalente C-N (Figura
I113)

O  -HO ‘0 H o)
H n H 1 ol [ 1
H,N-C-C-OH + H,N-C-C-OH = HoN-C+C—N+CH—C-OH
R R R ... R

Enlace Péptidico

Figura I 13 Formacion de un Dipéptido.121

Como se ha mencionado el RGD (Arg-Gly-Asp ) es una secuencia peptidica que esta
expresada en muchas moléculas de la matriz extracelular (ECM), '*2'2* siendo el
principal ligando que se enlaza con las integrinas receptoras.

La unién del RGD entre las subunidades a y B de las integrinas influird en la
morfologia celular, la proliferacion, la diferenciacion y la expresién génica.

Por tanto el RGD ha sido ampliamente estudiado y se ha descrito en estudios
previos que esta secuencia de aminoacidos presenta capacidad de respuesta para la
adhesidn celular en muchos casos'??> y se ha comprobado que es eficiente en la
adhesidn de osteoblastos.®

De igual manera, estudios previos han demostrado que secuencias peptidicas, tales
como REDV, PHSRN y KNEED de la fibronectina, YIGSR de laminina y FHRRIKA de
la heparina le confieren una ventaja especifica a los sustratos.®

Entre ellos el PHSRN ha sido identificado como un ligando de sinergia que realza la
proliferacion de las células que se unen a sustratos que presentan el péptido RGD.
En la actualidad existe un amplio consenso que esta secuencia (PHSRN) juega un



importante papel en la adhesion celular, pero aun no hay acuerdo sobre el
mecanismo molecular por el que la sinergia del péptido incrementa la actividad de
adhesién.?* Adicionalmente, otros estudios indican que esta secuencia induce a la
invasion de la matriz extra celular y acelera la cicatrizacion.!?12¢

Ahora bien, la uniéon a través de las integrinas es sélo uno de los mecanismos
implicados en la adhesion de osteoblastos; otra forma es la interaccion entre la
transmembrana de los proteoglicanos y los sitios de uniéon a heparina en las
proteinas de la ECM.'?’” Para ello dos secuencias de péptidos han sido identificadas:
KRSR (Lys-Arg-Ser-Arg) y FHRRIKA (Phe-His-Arg-Arg-Iso-Lys-Ala). KRSR
representa una secuencia encontrada en cinco proteinas adhesivas diferentes
relacionadas con el hueso: fibronectina, vitronectina, hueso sialoproteina,
trombospondina, y osteopontina, mientras que FHRRIKA se deriva de hueso
sialoprotein.?®

Como se ha mencionado anteriormente, existen investigaciones que indican que la
combinacién de dos secuencias de péptidos diferentes, como RGD y FHRRIKA,
podria proporcionar una mejor adhesién de osteoblastos; como también favoreceria
la propagacién y la cantidad de tejido mineralizado.!?>123128.12% Adem3s, ha sido
reportado que una mejor respuesta celular se obtienen entre una integrina de union
y un dominio de unién a heparina.?®

En resumen las biomoléculas son capaces de inducir reacciones especificas
en células a través de la union con sus receptores (integrinas), y por tanto,
controlar la interaccion entre el tejido y el biomaterial. Pero para su
adhesion sobre las superficies metalicas es necesario realizar una
modificacion biomimética de las superficies estable que permita un enlace
estable entre el sistema biolégico y un material inorganico.
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II.1 INTRODUCCION.

A la hora de seleccionar las mejores superficies para aplicaciones éseas, una forma
directa y sencilla de estudiar la eficacia es a través del estudio del comportamiento
celular mediante cultivos celulares “in vitro”, que es un método valido y sencillo,
pero en el que quedan procesos sin estudiar como, por ejemplo, las diferentes
etapas intermedias necesarias para injertar biomoléculas (en este caso: activacion,
silanizacion, enlace covalente con las biomoléculas). Por ende el estudio de
variables como la densidad de biomoléculas u organosilanos en superficie,
naturaleza de la capa de oOxidos superficiales, efecto de la temperatura,
concentracién y tiempo de reaccién en cada proceso o distribucién de moléculas en
superficie, aportan un conocimiento basico que podra ser de gran utilidad a la hora
de optimizar los procesos y en consecuencia, de mejorar la respuesta celular.

En esta tesis doctoral se quiere enfocar el estudio de las superficies biomiméticas
caracterizando y optimizando cada proceso intermedio. Y aunque es una forma algo
mas compleja de abordar el problema, sus resultados permitirdn optimizar el
anclaje de las biomoléculas propuestas y por tanto, mejoran la respuesta celular.

No obstante, uno de los principales problemas a la hora de afrontar este reto es la
utilizacion de técnicas de caracterizacion superficial lo suficientemente sensibles
(para medir concentraciones atémicas bajas) y superficiales (a nivel nanométrico)
gue puedan detectar y caracterizar las superficies biomiméticas (organosilanos,
secuencias peptidicas cortas y/o tipos de enlaces). Por tanto con respecto a la
caracterizacion de las superficies de los materiales usados para implantes dseos, se
tiene una revision bibliografica realizada por Jones en 2001, en la cual se indica
gue las herramientas estandar dependen directamente de las interacciones con los
fotones, electrones, iones o neutrones. Donde las técnicas de caracterizacion para
cada caso serian:

e Interacciones con los fotones: la espectroscopia de fotoemision (PES), la
absorcion de rayos X de estructura fina, la espectroscopia de infrarrojo (IR), entre
otras.

e Interacciones con los electrones: la espectroscopia de electrones de Auger
(AES), la espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS), la
espectroscopia de pérdida de energia de electrones, la difraccion de electrones, etc.

e Interaccidon con los iones: la espectroscopia de iones de masa secundarios
(SIMS), la espectroscopia de dispersion de iones (ISS) y otras.

e Interacciones con los neutrones: dispersion de neutrones.

Posteriormente se Buddy Ratner (2004),° describe que la superficie de un
biomaterial puede alterar o influir, tanto en la inmovilizacidon de proteinas como en
la respuesta de las células y su interaccion conduce a la biocompatibilidad. Por lo
tanto, la comprension de la superficie puede ofrecer informacion sobre la naturaleza
de la reaccion bioldgica, dado que las superficies son inevitablemente diferentes en
la quimica y la estructura de la mayor parte de los materiales, por ende técnicas
especiales de analisis son necesarias para estudiar las superficies.

El mismo autor’ propone dos principios fundamentales a considerar en la
caracterizacion de los biomateriales, primero debe tenerse en cuenta que los
métodos usados para analizar las superficies, tienen la potencialidad de alterarla,
por lo cual es esencial ser consciente del dafio que se puede ocasionar, segundo



deben estimarse que cada medicion puede producir artefactos, por tanto se
requiere recopilar la mayor cantidad de informacién, por lo cual debe usarse en la
medida de lo posible mas de un método de medicion, para poder realizar una
corroboracidon de los datos. Ratner presenta como técnicas de caracterizacion mas
comunes para el estudio de las superficies de los biomateriales: angulo de contacto,
XPS, SIMS, SEM, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, con el
accesorio de reflexiéon total atenuada (FTIR-ATR) y microscopia de efecto tdnel
(STM).

II.2 TECNICAS DE CARACTERIZACION

Para la caracterizacién fisico-quimica de las superficies estudiadas en esta tesis, se
utilizaron diversas técnicas, las cuales han sido clasificadas segun los parametros
de medicién (fisicos o quimicos) y se han esquematizado en la Figura II 1
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Figura II 1 Técnicas de Caracterizacion

II.2.1 TECNICAS DE CARACTERIZACION FiSICA

I1.2.1.1 INTERFEROMETRIA DE LUZ BLANCA

Por medio de la interferometria se puede determinar la rugosidad de la capa
superficial a una escala nanométrica, ya que proporciona una suficiente resolucion
lateral (400 nm) y una muy alta resolucién en profundidad (1 nm). Esta es una
técnica de no contacto, que permite obtener imagenes en dos y tres dimensiones.
En ella los objetivos interferométricos disponen de un divisor de haz que envia una
parte de la luz a la superficie de la muestra y otra parte a un espejo de referencia.
La luz reflejada de estas dos superficies se recombina formando bandas de
interferencia que se recogen en una camara CCD. Para cada punto de la superficie



existe una distancia del objetivo a la muestra que proporciona el enfoque (definido
por la intensidad maxima de pico en las bandas de interferencia). Mediante un
barrido vertical se localizan puntos de enfoque para cada area de la muestra,
generando asi un mapa tridimensional de la superficie, con resolucidon sub-
nanomeétrica en el eje vertical.

Hay dos modos de medicién: el modo de interferometria de desplazamiento de
fase: PSI (phase-shifting interferometry), recomendado para muestras
nanométricamente lisas y el modo de interferometria de escaneado vertical: VSI
(vertical scanning interferometry) para muestras rugosas. Para el analisis de la
rugosidad de una muestra existen diversos factores intervinientes, por tal razén
este estudio se basé en la seleccién de los parametros en la norma ISO 4287-
1997,* considerando:

Ra: es la media aritmética de los valores absolutos de las desviaciones de la
superficie de la altura medida o superficie nominal desde el plano de mejor ajuste
(Figura II 2).

Y

Linea media Histéricamente, Ra fue uno de los primeros
g¢ Al || AN parametros utilizados para cuantificar la
To P W T x . . B

rugosidad superficial. La mayoria de las
konoitud evalugta especificaciones de la superficie de rugosidad la

incluyen, no obstante, puede ser engafiosa, ya

Figura II 2 Medicion de Ra . .
que muchas superficies con

caracteristicas diferentes Lm
pueden tener el mismo Ra; debido a que solo cuantifica la Ra =J 'T_%dx
magnitud "absoluta" de la altura de la superficie y es insensible a 0
la distribucién espacial; es decir, un profundo valle o un pico alto Ecuacién IT 1

dard como resultado el mismo valor, tal cual como puede verse
en la Ecuacion II 1.

Rqg: la raiz cuadrada de las desviaciones del perfil respecto a la linea media y es
indicativa de la desviacién estandar de la distribucién de la altura. Sin embargo
también es insensible a la distribucidon espacial de la altura de la superficie, en la
que dos picos muy altos aportaran la misma informacion si los picos estan cerca
uno del otro y/o separados por el campo de medicion.

Rku: proporciona la medida de la dispersién o concentracién de datos, en una
distribucion (curtosis). Para su analisis si los valores son iguales a 3 se corresponde
una superficie estocastica, sin un patron geométrico definido, que presentan
homogeneidad en la altura de los picos. Si los valores son mayores que 3 indican
que la superficie presenta muchos picos y si son menores a 3 son mas redondeados

Condiciones de Ensayo

Se utilizd un interferometro de luz blanca Wyko NT 9300, con una velocidad
maxima de escaneo de 25 ym/s. Los datos fueron adquiridos mediante el método
de medicion VSI y se hizo uso del software Vision 32, para el procesamiento de las
imagenes obtenidas, logrando asi eliminar los efectos &pticos de ondulacidn
producidos por la técnica. Para corregir el efecto optico de ondulacion se empled un
filtro de curvatura e inclinacién (curvature and tilt), afadiendo la opcion de filtro
notch.



Se trabajo con triplicados de cada tipo de muestra y sobre cada una de ellas se
realizaron al menos cuatro medidas en puntos tomados aleatoriamente.

I1.2.1.2 ANGULO DE CONTACTO

El estudio de la mojabilidad se hace a través de

O aire-liquido
un angulo 6 (angulo de contacto); el cual es
definido como el angulo formado entre la
superficie y la linea tangente al punto de
contacto entre la gota de liquido con el sélido
O sélido - aire O liquido-sdlido (Fjgura II 3).
Figura II 3 Angulo de Contacto Este angulo depende de la energia superficial

del sodlido, la energia interfacial (sélido-liquido,
liquido-gas y sdlido-gas) y la tension superficial del liquido; ya que la energia
superficial es una unidad de la reactividad de una superficie, de esta manera
cuando un fluido entra en contacto con la superficie de un sélido, (en el cual los
atomos se encuentran parcialmente rodeados por otros) se produce una atraccién
que equilibra las fuerzas cohesivas del fluido.

Cuando 6 es menor a 90° el fluido es hidrofilico y si es mayor a 90° el fluido es
hidrofébico.” Una tensién de adhesidon de cero indica que los fluidos tienen igual
afinidad por la superficie, indicando su capacidad de humectacion inmediata y
caracter super hidrofilico(<5°), lo cual es consistente con la idea de que la
superficie se encuentra perfectamente limpia, con enlaces quimicos insaturados y
con un estado de energia mas alto y por tanto exhibe propiedades mas hidrofilicas
que las superficies contaminadas.®

Lo que un determinado liquido se extiende sobre una superficie sdlida, es una
propiedad que recibe el nombre de mojabilidad y la magnitud fisica accesible
experimentalmente relacionada con la mojabilidad es el angulo de contacto. El
angulo de contacto se determina a través de la ecuacién de Young-Laplace
(Ecuacion II 2). En donde se relaciona con las tensiones interfaciales del sistema
mojado y esta definido como el angulo que forma la tangente entre la interfaz
liquido-fluido con la superficie del soélido en el punto de contacto de las tres fases,
hacia el lado de la fase liquida.

Ys=YsLtYL " cos O Ecuacién II 2

donde: ys Ys. Y Y., son las tensiones interfaciales sdlido-fluido, sdlido-liquido y
liquido-fluido.

Condiciones de Ensayo

Las medidas de angulo de contacto se realizaron con un sistema de video (Contact
Angle System OCA15plus, Dataphysics, Alemania), a temperatura ambiente
(T=22°C) dentro de espacio con atmdsfera controlada. Para la medicion del angulo
de contacto, el fluido usado fue agua destilada ultra pura (MilliQ, Millipore) y la gota
se depositd mediante una jeringuilla micrométrica (método de la gota de sésil), la
misma fue dosificada a 1 pl, con una velocidad de deposicién de 1 pl/s. Los angulos
de contacto estatico (SCA) se determinaron semi-manualmente a partir de la
imagen de la gota con una precision de + 19, realizdndose tres mediciones en cada
una de las muestras, para un total de 9 mediciones por tipo de tratamiento.



Para determinar la energia superficial se empleo el software SCA20 y se calculd
para cada una de las fases de funcionalizacién del material, se siguidé el método de
Owens Wendt (Ecuacidon II 3), utilizandose como liquidos agua destilada ultra pura
(componente polar) y Diiodometano (componente dispersiva). La ys del agua es de
72,8 mN/m y del diiodometano 50,8 mN/m y las componente polar y dispersivas
son 51 mN/m y 21,8 mN/m para el agua y tendiente a 0 mN/ y 50,8 mN/m para el
diiodometano

vo (1+ cos 8) = 2 ((y.%vys)Y2 + (y.PysP)?) Ecuacién II 3
I1.2.2 TECNICAS DE CARACTERIZACION QUIMICA

I.2.2.1 FLUORESCENCIA DE RAYOS X (FRX)

Es una técnica cuantitativa, no destructiva, que permite identificar los elementos
con numero atémico superior al del oxigeno.

La FRX ademas de ser una técnica muy precisa, tiene como ventaja que requiere
una sencilla preparacion de la muestra, consistiendo en tomar un trozo del
material, cortarlo de tal manera de conseguir 2 caras paralelas y realizarles un
pulido especular con una rugosidad < 20 nm.

Para este andlisis las muestras son irradiadas con fotones de una energia
comprendida normalmente entre 6 y 120 KeV, que pueden tener su origen en un
tubo de rayos X, capaz de proporcionar intensidades y energias diferentes con una
emisién policromatica continua, o bien en la emisién espontdnea de ciertos
radionuclidos. La radiacién al incidir sobre las muestras provoca ionizaciones en los
atomos de la misma, con el consiguiente relleno de vacantes, acompafiado de la
emisiéon de rayos X fluorescentes caracteristicos, que permiten analizar las
longitudes de onda de la radiacion emitida y separarlas a partir de los planos de la
red de un cristal de distancia interplanar conocida. La radiacion separada es
capturada por un detector de rayos X y luego es enviada al sistema de registro
donde se identifica el espectro correspondiente a cada elemento.”’

Condiciones de Ensayo

Se analizaron dos muestras de la aleacion de TiHfNb, realizdndose en cada una de
ellas tres medidas, para lo cual se utilizé un equipo Philips PW2400, en condicion de
60kv de voltaje.

I1.2.2.2 ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X

La espectroscopia fotoelectréonica de rayos X es actualmente la técnica analitica de
superficie mas ampliamente usada y la misma ha sido seleccionada como la técnica
fundamental en esta tesis, por lo tanto, se describe aqui mas detalladamente que
las otras técnicas. Cuando la estudiaron Siegbahn y al., se le llamé ESCA
(espectroscopia electronica para analisis quimico), pero actualmente el nombre
ESCA se considera demasiado general ya que hay muchas espectroscopias
electrénicas de superficie, y hay que dar un nombre mas preciso a cada una de
ellas.



Principios de Funcionamiento:

1) Es una técnica semicuantitativa, que tal como se muestra en la Figura II 4,
permite estudiar la composicién atdémica de la capa superficial a profundidades
entre 3 y 10 nm. El fundamento tedrico del XPS se basa en que la energia de los
fotones de rayos X, se invierte en vencer el potencial atomico y el exceso se
suministra como energia cinética. El proceso de fotoemisidon resulta ser
extremadamente rapido, 107!® seg, y su fisica bdsica se describe mediante la
ecuacion de Einstein:

Eg = h-v — E, Ecuacién II 4

h-v Donde:

Es = la energia de enlace del electrén en
el atomo,

h-v = la energia de la fuente de rayos X
(h=constante de plank y v= frecuencia)
Ex= la energia cinética del electrdn
detectado.

La energia de enlace que se mide por XPS
se asocia siempre a enlaces de tipo idnico
o covalente entre atomos Los picos
obtenidos en los espectros, ponderados
con los factores de sensibilidad propios de cada atomo, se utilizan para determinar
el porcentaje de la composicion atémica de la superficie de los materiales.”®

Figura II 4 Espectroscopia
fotoelectrénica por rayos-X

A través de la medida de la energia cinética de los electrones emitidos, se puede
obtener la informacién sobre el estado quimico de la muestra, lo que conlleva a la
obtenciéon de informacion cualitativa y semicuantitativa de todos los elementos
presentes (excepto el H y He).

Ex = h-v-Eg - eop Ecuacién IT 5

Obviamente h-v debe ser mayor que Eg. El
Eetit electron emitido puede proceder de un nivel
interno, o de una parte ocupada de la banda
de valencia, pero en XPS la mayor atencion
se centra en los electrones de los niveles
internos. Como no existen dos elementos
que compartan el mismo conjunto de
energias de ligadura electrénica, la medida
de la energia cinética suministra un analisis
elemental. En adicidon, la Ecuacion II 5 indica
gue cualquier cambio en las Egs se reflejara
en las Ekin, 10 que significa que cambios en el

.| (O e e _x ambiente quimico de un atomo pueden
— . seguirse estudiando los cambios de las
xcitation and Final state , ..

emission energias fotoelectronicas, proveyendo

informacién quimica. El XPS puede analizar
todos los elementos de la tabla periddica
Figura 11 5 Proceso Auger con excepcion del hidrégeno y del helio.



Aunque el XPS se relaciona principalmente con fotoelectrones y sus energias
cinéticas, la salida de electrones por otros procesos también sucede. Un
fotoelectron emitido deja detras de si un hueco interno en el atomo. La secuencia
de hechos que siguen a la creacion del hueco interno se muestra
esquematicamente en la Figura II 5. En el ejemplo, el hueco se ha creado en la
capa K, dando lugar a un fotoelectron cuya energia cinética debe ser Eg, y este
hueco se ocupa mediante una transicion electrénica desde la capa L,. La energia Ex
- E_» asociada con la transicién puede disiparse bien en forma de un fotén de rayos
X caracteristico o perdiendo un electrén de una tercera capa, que en el ejemplo es
L;. La segunda de las posibilidades se denomina proceso Auger en honor de su
descubridor. El electron emitido resultante se le denomina electron Auger y su
energia viene dada por:

EKL2L3 = EK - ELZ - E*LB Ecuacioén II 6

E* 3 estd con un asterisco porque es la energia de ligadura del electrén en la capa
L; en presencia de un hueco en la capa L,, que no es lo mismo que E_s.

La emision de fotones de rayos X (la fluorescencia de rayos X) y la emisién de un
electrén Auger son procesos que compiten entre si, pero debido a la superficialidad
de los niveles internos involucrados en los procesos XPS y Auger se favorece el
proceso Auger. Asi en todos los espectros fotoelectronicos de rayos X aparecen a la
vez fotoemisiones y emisiones Auger. En XPS, las sefales Auger pueden ser Utiles
pero no son basicas para la técnica, mientras que en AES, la Ecuacion 6 es la base
de la técnica.

En este punto se deben explicar las nomenclaturas que se usan en XPS y en AES.
En XPS se usa la notacion espectroscépica, y en AES la notacion de rayos X. Las
dos son equivalentes, los usos diferentes proceden de razones histéricas, pero es
conveniente diferenciarlas. Ambas se basan en el llamado acoplamiento j-j que
describe el movimiento orbital de un electrén alrededor del nucleo atémico, en el
cual el momento angular total de un electrén se determina sumando vectorialmente
los momentos angulares y de espin de los electrones individuales. Asi si / es el
numero cuantico del momento angular electrénico y s el nimero cuantico del
momento de espin electronico, el momento angular total de cada electréon viene
dado por j=/+s. Como / puede tomar los valores 0,1,2,3,4, . y s=t'2, claramente
j=1/2,3/2,5/2, etc.

Tabla IT 1 Notaciones espectroscopicas y de rayos X

NUmeros cuanticos Estado Sufijo de Estado de
N / j espectroscopico rayos X rayos X
1 0 1/2 1s 1 K
2 0 1/2 2s 1 Ly
2 1 1/2 2p1/2 2 L,
2 1 3/2 2Pz 3 Ls
3 0 1/2 3s 1 M,
3 1 1/2 3P 2 M,
3 1 3/2 3Pz 3 Ms
3 2 3/2 3ds 4 M,
3 2 5/2 3ds,, 5 Msg
etc. etc. etc. etc. etc.

El numero cuantico principal n puede tomar los valores 1,2,3,4, etc. En la notacion
espectroscopica, estados con /=0,1,2,3, ... se designan s, p, d, f,....,



respectivamente, y la letra viene precedida por el nUmero cuantico n; los valores de
Jj se afiaden como sufijos y como subindices. Asi se obtienen 1s, 2s, 2p1,>, 2p3/2, 35,
3p1/2, 3Pp32, etc. En la notacion de rayos X, los estados con n = 0 1, 2, 3, 4, se
designan K, L, M, N, .., respectivamente, y los estados con varias combinaciones de
/I=0,1,2,3,...y j=1/2, 3/2,5/2, se afiaden como sufijos y subindices 1,2,3,4,...
De esta forma se llega a K, L;, Ly, L3, My, M,, M3, etc. La equivalencia de las dos
notaciones se indica en la Tabla II 1.

En la notacién de rayos X la transiciéon Auger que se muestra en la TablaIl 1 y en
la Figura II 5 debe escribirse como KL,Ls;. En este esquema de acoplamiento, seis
transiciones Auger serian posibles en la serie KLL. Obviamente, otras series
también son posibles (ejemplo: KLM, LMM, MNN).

A continuacion se
examinan las razones
de por qué las
técnicas de XPS y de
AES son especificas
de superficie. Un
electron con una
energia cinética E que
se mueve a través de
una matriz solida M
tiene una probabilidad
de viajar una cierta
2 | distancia antes de
perder parte o toda su
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Figura II 6 Medidas del recorrido libre medio inelastico en choque ineldstico.
funcion de la E.

Tomando coma base
dicha probabilidad, la distancia promedio viajada antes de tal colisidon se conoce
como el recorrido libre medio ineldstico ((IMFP), inelastic mean free path) Ay (E)).
El IMFP es una funcion sélo de M y de E. La Figura II 6 muestra una compilacién de
medidas de A hechas por Seah y Dench, en términos de capas monoatémicas en
funcién de la energia cinética. °
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2) Las técnicas espectroscopicas electrénicas requieren un vacio del = 10 Pa para
poder funcionar, profundidades de muestreo de unas pocas capas de atomos y con
sensitividades elementales menores de 107> dtomos por capa (es decir, un atomo de
un elemento particular entre 10° de otros atomos en una capa atdémica), las
técnicas son muy sensibles a la contaminacion superficial, la mayoria de la cual
proviene de los gases residuales en el sistema de vacio. De acuerdo con la teoria
cinética de los gases, para tener el tiempo suficiente para hacer un analisis de
superficie de un material cuya superficie que se ha expuesto o preparado, la
presién basica deberia ser de 10 Pa o menor, esto es, la regién de ultra-alto vacio
(UHV).

3) La consideracién mas importante a la hora de elegir una fuente de rayos X para
XPS es la resolucion de la energia. La ecuacion 6 da la relaciéon entre la energia
cinética del fotoelectrdn, la energia del fotdon de rayos X incidente, y la energia de
ligadura del electrén interno. Como la anchura de la linea de un electrén en un nivel



interno es muy pequena, la anchura de la linea de la energia del fotoelectrén
depende de la anchura de la linea de la energia de la radiacion incidente. Por tanto,
la anchura de la linea de la fuente incidente debe ser significativamente menor de
1.0 eV si no se quiere limitar el alcance de la técnica. La Tabla II 2 lista las energias
y las anchuras de las lineas de las lineas de rayos X caracteristicas de unos cuantos
materiales candidatos.

No hay muchas fuentes disponibles con la anchura de linea estrecha. Y M. y Zr M;
podrian ser adecuadas, pero sus energias son demasiado bajas para aplicaciones
generales, aunque a veces se usan para aplicaciones especificas. El silicio es un
pobre conductor térmico y no es facil como recubrimiento en un anodo, por eso
s6lo Mg K, y Al K, son las que se usan universalmente en XPS.

Tabla II 2 Energias y anchuras de lineas de algunas lineas de rayos X de baja energia

caracteristicas’®
Linea Energia (eV) Anchura (eV)
Y M: 132.3 0.47
Zr M: 151.4 0.77
Nb M 171.4 1.21
Mg K, 1253.6 0.70
Al Ke 1486.6 0.85
Si Ke 1739.5 1.00
Y L. 1922.6 1.50
Zr L. 2042.4 1.70

Para una produccién eficiente de rayos X por bombardeo electrénico, las energias
de los electrones excitantes deben ser un orden de magnitud mayor que la linea de
energia elegida, por eso con las fuentes de Mg y Al se emplean potenciales de
aceleracion de 15 kV. Las fuentes modernas se disefan con anodos duales, un
anodo recubierto con Mg y el otro con Al. Asi es facil pasar rapidamente de una
fuente a la otra.

La radiacion X de fuentes de Mg y Al es bastante compleja. Las lineas principales K,
son de hecho dobletes sin resolver y deberian llamarse mas correctamente K,; .
También existen muchas lineas satélites de las cuales las mas importantes desde
un punto de vista practico son las K,34, que estan separadas cerca de 10 eV de la
linea principal y que tienen cerca de un 8% de intensidad en comparacién con la de
la linea principal, y la K,, que aparece a una mayor energia, cerca de 70 eV, de la
linea principal. Ademas, al espectro se le superpone una radiacidon continua de
fondo que se denomina radiacion Bremsstrahlung, que se origina por procesos
inelasticos. La eliminacion de satélites y de la radiacion Bremsstrahlung, y la
separacion del doblete K,;, puede hacerse con un monocromador. Aunque un
espectro de XPS serd mas limpio cuando se utiliza un monocromador ya que se
eliminan los satélites y la radiacion de fondo, el flujo de fotones en la muestra es
mucho menor que cuando se trabaja sin monocromador a la misma potencia.

5) En cuanto a la informacion espectral y desplazamientos quimicos la Figura IT 7
muestra un amplio espectro panoramico, esto es, un espectro que se registra en un
amplio rango de energias, en este caso 1100 eV. Se us6 una radiacion Mg Ka, a
1253.6 eV, y la superficie analizada corresponde a una aleacién de CoCrMo. Tal
espectro revela los hechos mas interesantes a destacar. Pero para investigar con
mas detalle estos picos se requiere de la realizacidon de espectros en unos rangos



de energia mas restrictivos, que permiten una mejor resolucion de la energia; este
tipo de espectros de denominan de barridos estrechos o detallados, o espectros

multiregién.
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Figura II 7 Espectro panoramico de CoCrMo.

atomos y las especies quimicas presentes.

Los picos mas prominentes que se observan en la Figura II 7 son picos derivados
de la excitacion de electrones de niveles internos de acuerdo con la Ecuacién 5. Asi,
en la parte media del espectro se observan picos intensos, que se corresponden
con Co, Cr, O y C. En la parte izquierda, en la regién de alta energia cinética, hay
otros picos prominentes, estos son picos Auger LMM y KLL, ya que como se indico
anteriormente, la creaciéon de un hueco interno por cualquier medio de excitacion
da lugar a la emision de un electron Auger, por eso en los espectros de XPS la
contribucidn de las sefiales Auger es muy significativa. Si los picos fotoelectrénicos
y Auger se solapan en cualquier espectro, estos pueden siempre separarse
cambiando la fuente de excitacion (es decir, de Al Ka a Mg Ka, o viceversa); ya que
los picos Auger son invariantes en su energia mientras que los picos
fotoelectronicos deben desplazarse con la energia de los fotones excitantes de
acuerdo con la Ecuacion 5. La Figura II 7, adicionalmente se muestran los
plasmones, que pueden ser de de pérdida de volumen y plasmones de superficie
sucesivos asociados al pico Cr 2p. La frecuencia de oscilacién, y por tanto la energia
involucrada, es caracteristica de la naturaleza del sélido y se llama la frecuencia de
plasmén (o energia). El plasmén de pérdida determinado por la naturaleza
tridimensional del sélido se le llama pérdida “bulk” o “de volumen”, pero cuando se
asocia con la naturaleza bidimensional de la superficie, se le llama pérdida de
“superficie”. Tedricamente, la energia de pérdida de los plasmones de superficie
deberian ser 2'/? veces menor que la energia de pérdida de plasmones bulk.

Desplazamiento quimico es el nombre que se da al desplazamiento de energia
observado de un pico fotoelectronico de un elemento determinado cuando el estado
quimico del elemento cambia. Cuando un atomo se combina con otro atomo o
grupo de atomos, ocurre una alteracion en la densidad de los electrones de
valencia, que puede ser positiva o negativa segun pierda o done carga, causando
una alteraciéon consecuente del potencial electrostatico que afecta a los electrones
internos. Por tanto, las energias de ligadura de los electrones internos cambian,
dando lugar, de acuerdo con la Ecuacion 6, a desplazamiento de los picos



fotoelectronicos correspondientes. La tabulacién de los desplazamientos quimicos
gue experimenta un elemento en una serie de compuestos puros sirve para ayudar
a identificar el estado quimico de tal elemento durante el andlisis de muestras
desconocidas. La identificacion del estado quimico es la principal ventaja del XPS
sobre otras técnicas de superficie.

Otro tipo de satélites que se pueden ver, a menudo, en los espectros de XPS es el
denominado satélite “shake up”. Tales satélites aparecen cuando la formacion de un
compuesto da lugar a la presencia de electrones desapareados en los niveles 3d o
4f; también aparecen en compuestos organicos dependiendo del grado de
conjugacién de dobles enlaces C=C, particularmente en compuestos aromaticos. En
muchos casos tales estructuras de satélites pueden usarse para diagnosticar el
estado de oxidacion.

ARXPS (Espectroscopia de fotoelectrones de Rayos X con Angulo Variable)

Es una variable del XPS, por tanto sigue
siendo una técnico no destructiva, que se
I(6.E) traba )
rabaja en UHV y con la cual se obtienen
perfiles de profundidad mediante la variacion
del angulo entre el analizador y la superficie
de la muestra. En este tipo de andlisis se
produce una relacion directamente
[di proporcional entre el &ngulo vy la
profundidad; es decir a mayor angulo, mayor
penetracidn (Figura II 8).

Figura ITI 8 ARXPS para perfiles de

profundidad Para un estudio con angulo resuelto, la peor

condicién de funcionamiento es para los
angulos pequenos, debido a que el area de analisis es
limitada por el analizador de "huella”, adicionalmente en este nivel Ia
nanorugosidad, puede alterar la informacién.!! Ahora bien, el dngulo que refleja el
minimo error (10%), puede oscilar entre 400 y 450 %12

Mediante la variacion de angulo de la muestra con respecto al analizador del XPS
(ARXPS), se pueden determinar las concentraciones atémicas a diferentes niveles
de profundidad, por ello se utilizé esta técnica con el objeto de conocer: 1) si a
profundidades muy pequefias es posible detectar los contaminantes superficiales,
2) si a profundidades lo suficientemente grandes se puede estudiar la naturaleza de
la capa de oxido y 3) si a grandes profundidades, cercanas al bulk, es posible
identificar mediante la alta resolucién del espectro del oxigeno, los enlaces de los
oxidos con los grupos hidroxilos

Condiciones de ensayo

Las medidas de XPS se realizaron con un equipo ESCA 5701 (Fisica Electrénica, PHI
10) equipado con un instrumento monocromatico, usando una fuente de rayos X de
Mg Ka (E = 1253,6 eV, 300,0 W). El barrido general de los espectros se realizé con
la energia de paso de 190 eV.

En todos los espectros descritos en este trabajo las energias de enlace se
corrigieron por la referencia C 1s a 284,8 eV y se uso el software Multipak para
calcular la composicion atdmica de los espectros generales y para realizar las
deconvoluciones a través de las cuales se determinan las diferentes especies y las



areas de los picos en analisis. Estos analisis tienen una precision de £ 10% vy las
energias de unidn tienen un error en el intervalo de £ 0,1 eV.%!3

En los estudios de XPS presentados a lo largo de esta tesis, se trabajé con las
muestras por triplicados, inicialmente se realizo el barrido general, realizado
simplemente para corroborar que las muestras de un mismo tipo, se comportaran
de manera similar, posteriormente se realizaron los estudios de alta resolucién y de
los espectros de multiregion se extrajo la composicién quimica en porcentaje
atomico de cada una de las muestras de estudio. Por Ultimo, en los elementos que
se requiere informacion mas especifica, en cuanto a tipo de enlaces o especies
guimicas involucradas, se realizaron sus respectivas deconvoluciones.

I1.2.2.3 ToF SIMS

La espectrometria de masa (SIMS), se aplica para medir los niveles de trazas de
todos los elementos de la tabla periddica permitiendo conocer las distribuciones
laterales y en profundidad de los mismos. Requiere una camara de UHV para su
analisis, sin embargo ésta provee una informacion Unica que puede ser
complementaria a los resultados obtenidos por el XPS.*%/

La espectrometria de masas es una técnica experimental que permite la medicion
de iones derivados de dos moléculas. El espectrometro de masas es un instrumento
gue permite analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos
guimicos e isotopos atdmicos, separando los nucleos atémicos en funcion de su
relacion masa/carga (m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes
elementos quimicos que forman un compuesto, o para determinar el contenido
isotopico de diferentes elementos en un mismo compuesto. La técnica de deteccidn
de ionesse basa en el fendmeno conocido como desbastado (sputtering) de
particulas centradas en un blanco, que son bombardeadas por iones, atomos o
moléculas. Dependiendo del intervalo de energia de la particula primaria, ocurren
colisiones elasticas e inelasticas:

= En el intervalo de los keV, las interacciones dominantes son las eldsticas.

* Las colisiones inelasticas aumentan como aumenta la energia. Estas son
mas comunes en el intervalo de energia de los MeV.

El proceso de dispersion produce iones secundarios en el rango de las energias
cinéticas traslacionales. Las distribuciones de energia son distintas para iones
atdomicos o moleculares. La eficiencia de ionizacién del SIMS es definida como la
fraccion de los atomos esparcidos que se vuelven ionizados. La eficiencia varia con
respecto al elemento de analisis en varios érdenes de magnitud. Las influencias
mas obvias son el potencial de ionizacién y la afinidad electrénica de los iones
negativos.*

La SIMS presenta tres variantes: 1) Estatico donde una baja corriente de iones se
utiliza para actuar sobre la superficie y liberar los iones, moléculas y agrupaciones
moleculares, se aplica generalmente para el analisis de sub monocapas. 2)
Dindmica una mayor corriente de iones se traduce a una tasa de pulverizacion mas
rapida y produce un rendimiento mucho mayor de los iones, con lo que crea una
mejor dindmica; en esta los compuestos organicos son efectivamente destruidos y
por tal no se obtiene informacion de diagnostico sino que su analisis es cuantitativo
y da informacion de la composicion en funcion de la profundidad debajo de la



superficie y 3) Imaging cada pixel representa un espectro completo de masas,
permite el analisis posterior a la realizacion de mapas y para profundizar a cerca de
la composicién quimica de la regién de interés.

El método estatico es llamado el ToF-SIMS, que es una de las técnicas superficiales
mas sensible e induce a una minima destruccion de las superficies, en este
mediante la interaccion de haces de particulas generalmente de C o Ga, se
bombardea la superficie para desalojar a las particulas de liberacién de iones (+/-)
y compuestos moleculares. Las particulas que se encuentran mas préximas al lugar
del impacto del haz, tienden a disociar iones, las particulas que se encuentran mas
alejadas o particulas secundarias tienden a ser los compuestos moleculares,
comunmente de un tamano mucho mayor de fragmentos de macromoléculas
organicas.

Las particulas son aceleradas en una trayectoria de vuelo en su camino hacia un
detector, un espectrémetro de masas detecta los iones con un valor prefijado de la
relacion carga/masa (m/z), presentando las cuentas por unidad de tiempo de
dichas especies. Esta técnica presenta una sensibilidad muy elevada ya que es
posible medir el tiempo en una escala de nanosegundos, es posible producir una
masa de resoluciéon de 0.00X unidades de la masa atémica, es decir uno por mil la
masa de un protén.

Condiciones de Ensayo

Cada estudio se hizo por triplicado para los diferentes tipos de muestras y se uso
un TOF-SIMS IV (ION-TOF, Munster, Germany) a una presién de 5-10° mbar,
bombardeado con una fuente pulsada de iones de bismuto metalico liquido (Bi®*)
con 25 KeV de energia. La duracion de los pulsos ha sido de 20 ns, 0.3 pA de
corriente de iones pulsada para un bombardeo menor de 1-10*3 iones/cm2.

Las medidas se han realizado con un tiempo de adquisicion de datos de 10s y un
tiempo de resoluciéon TDC de 200 ps. La neutralizacion de carga se ha obtenido
mediante un flujo de electrones de baja energia (20 eV). El espectro de iones
secundarios se ha obtenido a partir del rastreo aleatorio de la superficie en areas de
100pm x 100um, para asegurar la homogeneidad de las lecturas. Los iones
secundarios se han emitido con 2 kV de voltaje y se han post-acelerado con una
energia cinética de 10 keV justo antes de alcanzar el detector. El espectro de masas
se ha adquirido con el ION-TOF Ion Spec e Ion image software.

I1.2.2.4 TECNICA DE SUSTITUCION DEL COMPLEJO DE ZINC

El principio de funcionamiento de esta técnica se muestra en la Figura II 9 y
consiste en mezclar 500 ml de 4 mol/l de una solucién de cloruro de amonio y 250
ml de 0.4 mol/l de solucién de cloruro de zinc, ajustando el pH a 6.9 usando una
solucion de hidréxido de amonio al 30% vol. Seguidamente se ajusta la mezcla a
1000 ml con agua desionizada. Siguiendo la Figura II 9 a) La muestra metalica se
coloca inmersa en la solucion por 5 min, b) durante la inmersién los complejos de
zinc se forman sobre la pelicula de 6xido superficial, posterior a la inmersién se lava
la muestra 3 veces en agua desionizada por periodos de 10 minutos por vez, para
luego secarla en un desecador durante 1 hora, c) las muestras son inmersas en 10
ml de 2.42 mol/Il de acido nitrico durante 10 min d) en este momento son liberados
al medio los iones de zinc.
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La cantidad de iones de zinc
en la solucién de acido nitrico
es determinada por medio de
la espectroscopia de emisidon
optica de plasma acoplado

Ccr cr
Zn2+ Zn2*

OH OH OH OH OH OH

inductivamente ICP-OES

© : @ [T (Inductively Coupled Plasma-
CI,NOQ’ cr o S Optical Emision Spectra) que

«ns : se basa en la vaporizacion,

PHPH PR P PH P disociacién,  ionizacién  y

excitacion de los diferentes
elementos quimicos de una

muestra en el interior de un
Figura II 9 Técnica de Sustitucion del Complejo de Zn plasma. Durante el proceso de

desexcitacion de los atomos neutros e iones en el interior de un plasma, se
producen emisiones de radiacion electromagnética en la zona del UV-visible. Estas
radiaciones, caracteristicas de cada elemento, se separan en funcion de su longitud
de onda y finalmente se mide su intensidad. La seleccién de la longitud de onda
permite determinar el metal cualitativamente, y la intensidad de la radiacion
emitida proporciona la informacién cuantitativa.

La concentracién del zinc en la solucidon obtenida mediante ICP-OES correspondera
a la cantidad de hidroxilos activos sobre la superficie de la muestra.

Una vez obtenida la concentracion de iones de zinc liberados en la solucion, se
calcula la cantidad de grupos hidroxilos activos por unidad de area (Con en N°/nm?)
siguiendo la ecuacién II 7

Con=(Cz,x10"xVxAx2)/(MxS) Ecuacién IT 7

donde:

Cz» = Concentracion de iones de Zinc (ppb)
V = Volumen de acido nitrico (L)

S = Area de la superficie de la muestra (nm?)
A = N° de Avogadro (6.02*10%%)

M = Peso molecular del Zinc (62,75)
Condiciones de Ensayo

Para la cuantificacién de la densidad de los hidroxilos activos sobre la superficie, se
analizaron por ICP-OES 10 ml de acido nitrico que contiene el zinc enlazado a los
OH" de cada una las muestras.

Adicionalmente se analizd como control positivo la solucién de cloruro de zinc y
como control negativo la solucion de acido nitrico.

I1.2.2.5 ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIOLETA -VISIBLE (NANODROP)

La espectrofotometria de ultravioleta-visible es una técnica de medicién de
concentracion de masa de elementos y compuestos (especies) quimicos, cuyo
principio es la interaccidn entre la energia electromagnética con la materia.'®



En forma mas especifica la espectrofotometria ultravioleta -visible se fundamenta
en medir la radiacion monocromatica absorbida por un elemento & molécula
causante de desplazamientos electrénicos a capas superiores, estas transiciones
determinan la regién del espectro en la que tiene lugar la absorcion.

La ley fundamental en la que se basan los métodos espectrofotométricos es la de
Bouguer-Beer, Lambert y Beer y establece:

a) La relacién entre la intensidad de la luz transmitida o energia radiante (I) y la
energia radiante incidente (Ip) es una funcion del espesor de la muestra (b) a
través del medio adsorbente, de acuerdo a:

A = abc Ecuacién II 8

donde:

A =absorbancia

a =absortividad

b = espesor de la muestra
c = concentracién

b) La cantidad de energia electromagnética monocromatica absorbida por un
elemento es directamente proporcional a la concentracién de las especies que
adsorben y a la longitud de la trayectoria de la muestra para un conjunto de
condiciones instrumentales establecidas.

Entonces:

A = log(I,/I) Ecuacién II 9
T=(I/1,) Ecuacién II 10
donde:

T = transmitancia, por tanto:

A = -log (T) Ecuacién IT 11

La proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracion Unicamente se cumple
a concentraciones bajas. En la deduccién de la ley de Lambert-Beer no se ha
considerado que la absortividad varia con el indice de refracciéon, que a su vez
depende de la concentracién. En la practica, para concentraciones inferiores a 1073
M el indice de refraccion es esencialmente constante

Condiciones de Ensayo

El equipo utilizado para realizar el espectro de absorcion, es el espectrofotémetro
NanoDrop 1000 Spectophotometer V3.7 de Thermo Fisher Scientific. Los
componentes basicos son: una fuente de radiacion xenoén, un sistema que permite
seleccionar una banda estrecha de longitudes de onda, una gota de 2pl al final de la
fibra optica un detector, y un sistema de tratamiento y lectura de la sefal.

Para el analisis de un analito individual se comenzd por el establecimiento de una
curva de calibrado a partir de disoluciones de concentraciones conocidas, sometidas
al mismo tratamiento que la muestra. Esta curva, fue ajustada a una linea recta
para disoluciones diluidas, permitiendo deducir la concentracion.



I1.2.2.6 ESPECTROFOTOMETRIA DE FLUORESCENCIA (FLUORIMETRIA)

La fluorometria o espectrofotometria de fluorescencia; es un tipo de espectroscopia
electromagnética, que analiza la fluorescencia de una muestra. Esto involucra el
uso de un haz de luz cominmente de ultravioleta, que excita a los electrones en las
moléculas de ciertos componentes y causa la emisidon de luz; tipicamente, pero no
necesariamente, luz visible. Su técnica complementaria es el espectro de absorcidn

Esta técnica utiliza como instrumento de medicién el fluorimetro, el cual consta de
una fuente de luz y de un sistema de seleccion de longitud de onda de excitacion.
Cuando la muestra es excitada con radiacién de energia apropiada emite radiacién
en todas las direcciones del espacio. No obstante la luz emitida se detecta mejor en
angulo recto con respecto al haz de excitacion ya que se evitan problemas de
dispersion de la luz y también el haz de luz excitante que es de mucha mayor
intensidad que el haz de luz emitida. La luz emitida es recogida seleccionando una
longitud de onda apropiada y conducida a un detector donde queda registrada por
sistemas similares a los de un espectrofotometro de absorcion.

Condiciones de Ensayo

Se tomaron triplicados de 50 pl de cada tipo de muestra, teniendo en cuenta la esta
sera una medicion indirecta donde la fluorescencia emitida se correlaciona con la
densidad de péptido que NO fue adherida a la muestra. Para la medicién de la
fluorescencia se utilizé un equipo de Multi Detection Microplate Reader Fl x800 de
BioTek, y para la adquisiéon y manejo de datos se usoé el BioTek 's Gen 5 Software.
La longitud de excitaciéon de onda de excitacién fue 490nm y de emision 520nm.

II.2.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION CELULAR

I1.2.3.1 INMUNOFLUORESCENCIA

La fluorescencia es una propiedad de ciertas moléculas que, al ser irradiadas con
energia electromagnética de longitud de onda adecuada, emiten radiacién a una
longitud de onda caracteristica permitiendo su cuantificacién. Las moléculas de un
colorante fluorescente adsorben luz en una longitud de onda y convierten la luz
absorbida de alta energia (longitud de onda mas corta) en luz de menor energia
(longitud de onda mas larga)

Cada fluorocromo tiene un espectro de emisién y excitacion caracteristico; si se
utilizan dos con el mismo espectro de excitacion pero distinto espectro de emision,
se pueden medir dos o mas caracteristicas al mismo tiempo (fluorescencia de dos o
mas colores). La Inmunofluorescencia se utiliza esencialmente en la deteccién de
autoanticuerpos y anticuerpos contra antigenos de superficie de células y tejidos.
Para ello se emplean anticuerpos preparados frente a la proteina que se desea
detectar marcados con moléculas fluorescentes.

Condiciones de Ensayo

En este proyecto se utilizd para la tincion de los nucleos, DAPI (azul) se prepararon
las muestras por triplicados y el contaje de la cantidad de células sobre cada
muestra se hizo con, mediante la adquisicidon de las imagenes en un microscopio de
fluorescencia y mediante el software Image ] se tomaron aleatoriamente al menos
4 fotos de cada imagen.



I1.2.3.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Esta técnica proporciona una resolucién de pocos nandmetros y puede operar con
magnificaciones desde 10 a 1.000.000 de veces. Produce informacion con respecto
a la topografia y composicién quimica de una superficie.

Utiliza fuente de electrones, con un spot size de ® 5 nm, con energia de pocas
centenas de eV hasta 30 keV. Los electrones penetran en la superficie de la
muestra e interactdan con ella, dando como resultado la emision de electrones y
fotones de la muestra y la imagen de SEM es producida por la coleccién de los
electrones secundarios emitidos. El haz de electrones forma una linea que barre la
muestra con alta velocidad, con diametro de 5-10 nm (cafidn termoidnico) o 0,5-2
nm (emisién de campo).

Las imagenes pueden ser tomadas en diferentes modos: electrones secundarios,
electrones retro dispersados (backscattering) y mapeamiento de elementos por
rayos-X. Los Electrones secundarios son producidos cuando un electrén incidente
tiene energia suficiente para arrancar un electrén de las capas internas del dtomo
de la muestra y un electron de una capa superior decae emitiendo un electrén
secundario. Un mismo electron incidente puede producir varios electrones
secundarios. La produccion de los electrones secundarios esta relacionada con la
topografia de la muestra, debido su baja energia, 5 eV, siendo que solamente los
electrones secundarios préximos a la superficie (< 10 nm) pueden salir de la
muestra y ser colectados

Electrones retro dispersados son producidos cuando el electréon incidente interactia
con el nucleo de un atomo de la muestra y es entonces retro dispersado. La
produccidon de electrones retro dispersados varia directamente con el numero
atomico de la muestra. Los elementos de mayor nimero atdomico aparecen mas
brillantes que los elementos de menor nimero atémico, permitiendo asi diferenciar
partes de la muestra con diferentes niimeros atémicos promedios.*®

Condiciones de Ensayo

Esta técnica se utilizdé para evaluar el proceso de adhesion celular. Se prepararon
las muestras por triplicado y las células adheridas, fueron fijadas y deshidratadas
antes de su analisis. Se uso un equipo de SEM marca JEOL, modelo JSM 6400,
equipado con un espectrometro de energia dispersa de rayos X, OXFORD,
posteriormente mediante el Software Image J, se estimd el area de cada una de las
células.

I1.2.3.3 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

Es una medida de deteccion bioquimica de la Lactato Deshidrogenasa (LDH), que es
una enzima presente normalmente en el citoplasma de las células vivas y que se
libera en el medio de cultivo celular al permeabilizarse la membrana de las células
muertas o moribundas que se han visto afectadas por un agente de lisado. El
incremento en la actividad LDH en el sobrenadante del cultivo es proporcional al
numero de células lisadas. El Kit de LDH proporciona un método colorimétrico que
permite la medicidn de la actividad de la LDH utilizando un cocktail de reactivos que
contiene lactato, NAD+, diaphrose e INT. La enzima LDH, cataliza la reduccién de
NAD+ a NADH en presencia de L-lactato, mientras que la formacién de NADH se
puede medir mediante una reaccidén acoplada en la que la sal de tetrazolium INT se



reduce hasta un producto de formazan rojo. La cantidad e intensidad de color

debido al formazan solubilizado puede medirse espectrofotométricamente a 490
20

nm.

Condiciones de Ensayo

Mediante esta técnica, se hicieron medidas de proliferacion, mediante |la elaboracion
de una recta patron de concentracién celular vs intensidad de color. Se utilizé el Kit
LDH de Roche (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania) que emplea lactato de
sodio y de INT como colorante de indicador de NADH generado a partir de la
catalisis LDH y se hizo la medicion de absorbancia a una longitud de onda de
492nm.

II.3 ANALISIS ESTADISTICO

Las técnicas iniciales del analisis de varianza fueron desarrolladas por el estadistico
R.A. Fisher en los afios 1920 y 1930 y es algunas veces conocido como "Anova de
Fisher" o "analisis de varianza de Fisher", debido al uso de la distribucién F de
Fisher como parte del contraste de hipotesis.

Para esta tesis se ha realizado un andlisis de varianza (ANOVA, ANalysis Of
VAriance, segun terminologia inglesa) que es una coleccion de modelos estadisticos
y sus procedimientos asociados, en el cual la varianza esta particionada en ciertos
componentes debidos a diferentes variables.

Se han realizado comparaciones estadisticas con niveles significativos del 5% o
inferiores, en particular los datos de cada grupo fueron promediados y comparados
utilizando un Analisis de Varianza (ANOVA) de mediciones repetidas y un post hoc
empleando el test de Tukey para la comparacién de los factores que resultasen
significativos entre los diferentes grupos de resultados.



II.4 BIBLIOGRAFIA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Jones, F. Teeth and bones: applications of surface science to dental materials
and related biomaterials. Surface Science Reports 42, 75-205 (2001).

Ratner, B. D. Chapter 8 Characterization of biomaterial surfaces.
Cardiovascular Pathology. Elseiver Inc. 2, 87-100 (2004).

Buddy D. Ratner, Allan S. Hoffman, Frederick J. Schoen, J. E. L. Biomaterials
Science: An Introduction to Materials in Medicine. (London, 2004).

ISO 4287:1997 Geometrical Product Specifications (GPS) - Surface texture:
Profile method - Terms, definitions and surface texture parameters.
International Organization for Standardization 23 (1997).

Lobo, A. O. et al. Fast Functionalization of Vertically Aligned Multiwalled
Carbon Nanotubes Using Oxygen Plasma. Materials Letters 70, 89-93 (2012).

Zhao, G. et al. High surface energy enhances cell response to titanium
substrate microstructure. Journal of biomedical materials research. Part A
74, 49-58 (2005).

Skoog, D. A. & Leary, 1. 1. Andlisis Instrumental.

D. Briggs and M.P. Seah, J. W. and S. Practical Surface Analysis by Auger
and Photoelectron Spectroscopy. 533 (1983).

Jeurgens, L. Angle-Resolved XPS and in - situ Ellipsometry Analysis of Oxide
Films and Their Interfaces. Advanced Materials (2005).

John F. Moulder, Wolliam F. Stickle, Peter E. Sobol, K. D. B. Handbook of X-
ray Photoelectron Spectroscopy. (1992).

Cumpson, P. Angle-resolved XPS and AES: Depth-resolution Limits and a
General Comparison of Properties of Depth-profile Reconstruction Methods.
Journal of Electron Spectroscopy and Related Phenomena 73, 25-52 (1995).

Gunter, P. Surface Roughness Effects in Quantitative XPS: Magic Angle for
Determining Overlayer Thickness. Applied Surface Science 115, 342-346
(1997).

Briggs, D. et al. Handbook of X-ray Photoelectron Spectroscopy. Surface and
Interface Analysis 3, (Perkin-Elmer Corp., Physical Electronics Division, Eden
Prairie: Minnesota, 1979).

Ratner, B. D., Hoffman, A. S., Schoen, F. J., Lemons, J. E. & Buddy D.
Ratner, Allan S. Hoffman, Frederick J. Schoen, J. E. L. Biomaterials Science:
An Introduction to Materials in Medicine. 851 (British Library Cataloguing in
Publication Data: Oxford, U.K, 2004).

Pérez del Pino, A. Coloracién del Titanio Mediante el Tratamiento Superficial
de Oxidacién por Laser. 35-54 (2003).

De, D., Aplicada, S. & Av, N. Espectrometria de Masas de Iones Secundarios:
Aportaciones a la Técnica y Caracterizacion de Capas Finas de a-C: H y de
a-Sild: H. (1993).

Jacek, G. New Trends and Potentialities of ToF-Sims in Surface Studies.
(Nova Science Publisher: New York, 2007).

Thermo Scientific NanoDrop 1000 Spectrophotometer. (2008).

Criado, D. & Materiales, Q. D. Técnicas de caracterizacidon y aplicaciones.



20. Cytotoxy Detection Kit Plus (LDH). Roche (2006).at <www.roche-applied-
science.com>



CAPITULO IILI.
Caracterizacion Fisico-Quimica de las
Superficies de CoCr Activadas.



Capitulo III

76



(071 i k0 Ko} 4 TR 75

Caracterizacion Fisico-Quimica de las Superficies de CoCr Activadas. .................. 75
II1.1 INTRODUCCION. ..uuutiiieeiiiieeetttee e e e e e e e et e eeeaa e e s e e e e e e e eeasaa e s s eeeseseessessnans 79
II1.1.1 PLASMA CLEANING .....ooooeieeeeeeeeeeeeeee e ee e es e 79
I11.1.2 ATAQUE QUIMICO ...t 80
II1.2 OBIETIVOS. .eetuttttieieeeeeeeeeeettte e e e e e e e e e e et bbb esseeeesaeeasbbb e e seeseesaessesssans 81
II1.2.1 OBJETIVO GENERAL. ..oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e esese s ees s seesesseeeeeeeeeae 81
I11.2.2 OBJETIVOS EPECIFICOS. . .oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e 81
I11.3 MATERIALES Y METODOS. ..eutttttutiieeeeiiiiiettisiessseeeessssssssssnesseessssssssssnnnns 82
II1.3.1 MATERIALES. ... es s e es e ene e e e e s s en s 82
II1.3.2 METODOS. ... ee s ee e e e en e ee e ese s s ee oo 82
I11.3.2.1 PROCESO DE LIMPIEZA Y ACTIVACION DE LA SUPERFICIE............ 83
I11.3.2.2 CARACTERIZACION SUPERFICIAL. ..uuviiieeeeeieeeeiieeeeeeeeeeeeeeesnniinns 83
I11.4 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION. ....ccoiviiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeiiians 84
I11.4.1. CARACTERIZACION DEL GRADO DE CONTAMINACION DE UNA MUESTRA
SIN TRATAMIENTO. ... eee e es e ee e ee e e s e s 84
I11.4.2 CARACTERIZACION Y DETERMINACION DEL GRADO DE LIMPIEZA........... 87
I11.4.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA DENSIDAD DE GRUPOS
HIDROXILOS EN SUPERFICIE. ......vueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseesess e sseesese e s sseses e seseees 93
I11.4.4 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA CAPA DE OXIDOS
SUPERFICIALES. ...t es s en e s ee e s e s e ee e 9%
111.4.5 ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE LA ACTIVACION SUPERFICIAL A TRAVES
DE UN PEPTIDO FLUORESCENTE. w...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee e e eee e sseee e ses e sees s 99
I11.5 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION SUPERFICIAL EN
FUNCION DE LOS OBJETIVOS PLANTEADOS. ......citiveitiiieeieeeeeeeeeeeiieeeseeeeeeeens 102

I11.6 BIBLIOGRAFIA ....oiiiiiiii ittt 104



Indice de Tablas del Capitulo ITT

Tabla III 1 Composicion Quimica de la Aleacion de CoCr (% PeS0). ....ccvvvvevevnennnn. 82
Tabla III 2 Composicion Quimica de la Superficie de CoCr por ARXPS (% atomico)
.................................................................................................................. 85
Tabla IIT 3 Rugosidad de la Aleacion de COCE .........cucuiiiiiiii it e e 88
Tabla III 4 Valores de la Medicién Estatica de Angulo de Contacto ...................... 89
Tabla III 5 Composicion Quimica en Porcentaje Atémico de las Superficies de CoCr
ACEIVAAAS (XPS ). ri it i et e e e e 91
Tabla III 6 Composicion Quimica en Porcentaje Atomico de las Especies de C 1s por
) Y PP 92

Tabla III 7 Especies de Oxigeno Determinadas por Alta Resolucidon mediante XPS .95

Tabla III 8 Parametros para la deconvolucion de los elementos metalicos
mayoritarios de la aleacion de COCr POFr XPS ......uuiiiieiieiiiei i rienesienesienerenens 96

Tabla III 9 Composicién Quimica de la Capa de Oxido de la Aleacién de CoCr por
S Y PP 97

Tabla IIT 10 Intensidades de los Fragmentos de Moléculas del Espectro Positivo de
TOF SIS .. i i e e 98

Indice de Figuras del Capitulo IIT

FIGUIa IIT 1 ARXPS COCK ...ttt ettt et b et s en s .85
Figura III 2 Concentracién Atémica de los Grupos Hidroxilos y de los Oxidos
MELBIICOS POIF ARXPS ...ttt ettt e ae et e e et e st e e aeste e steeatestassteeneesaeentens 86
Figura III 3 Medida de Angulo de Contacto y Energia Superficial...............cc.cc........ .89
Figura III 4 Barrido Panoramico mediante XPS de CoCr Activado. ............ccccecueuruen.. 90
Figura III 5 Espectro de Cl1s para las diferentes muestras de CoCr Activadas. ....... 91
Figura III 6 Alta resolucion del Espectro de C 1s mediante XPS. .........ccocvvveeeeveeeeannne. 92
Figura III 7 Superposicion de los Espectros de Ols para las Muestras de CoCr
Vo i 177 o = 1SR .94
Figura III 8 Alta Resolucién de los Espectros de O 1s de las Muestras de CoCr
Y Vol A V7= T = 1SRRI 94
Figura III 9 Concentracion Normalizada de los Grupos de OH-act sobre la
SUPEITICIE AE COCT. ..ottt et re e nreas 95
Figura III 11 Deconvolucion de 10S ESPectros de Cr 2P. .......cccccoeceveeeeeeeeceeesisesnenenns 97
Figura III 10 Deconvolucion de 10s ESpPectros d€ CO 2P .....cccocveeveceieeeceeieeieeeeeeeennns 97
Figura III 12 Espectro Positivo de ToF SIMS de las Muestras de CoCr. ..................... 98
Figura III 13 Imagenes de Fluorescencia para la Estabilidad del Pasivado .......... 100

Figura III 14 Estabilidad de la Activacion Superficial. ............c.ccccooevveoeinecennecnnnnns .101



III.1 INTRODUCCION.

Como se ha mencionado en el estado del arte, el proceso de biofuncionalizacion
empleado para el desarrollo de esta tesis, involucra tres etapas:

e Limpieza y Activacién de la Superficie.
e Silanizacién.
e Inmovilizacion de Biomoléculas.

A lo largo de este capitulo se desarrollara la caracterizacion y optimizacion de la
fase de limpieza y activacion, la cual tiene como meta remover los contaminantes
provenientes del contacto de las superficies con la atmdsfera y simultaneamente,
se busca generar superficies altamente reactivas.

Dentro de los diferentes métodos de limpieza y activacion se usaran:
. Plasma Cleaning.

. Ataque quimico, con acido nitrico.

II1.1.1 PLASMA CLEANING

Consiste en la eliminacion de impurezas y contaminantes de la superficie, mediante
el uso del plasma de energia creado a partir de gases como el argén y el oxigeno,
asi como de mezclas de aire, hidrégeno y nitrégeno.

El plasma se crea mediante el uso de voltajes de alta frecuencia (de 8 a 12 MHz.)
para ionizar el gas que se encuentra a baja presién (normalmente en torno a la
presion atmosférica 1/1.000). Si la superficie a limpiar estd compuesta por
materiales facilmente oxidables, se usan gases inertes, y el plasma activara los
atomos e iones capaces de romper los contaminantes organicos, que seran otra vez
evaporados y evacuados de la cdmara durante el proceso. La mayoria de estos
subproductos son pequefias cantidades de gases inofensivos como el didéxido de
carbono y vapor de agua con pequefias cantidades de monodxido de carbono y otros
hidrocarburos. El tipo de interaccidon entre el plasma y la superficie de la muestra
depende de pardmetros como son la intensidad y la frecuencia usada para excitar el
plasma, el tipo de gas ionizado, la presion y la velocidad del flujo de gas, el tipo de
muestra y el tiempo de exposicion.

La ventaja que tiene el tratamiento con plasma es que solo modifica una capa muy
superficial, en el orden de pocos nandmetros, siendo la misma una modificacién
uniforme, que deja invariables las propiedades del bulk.!

En este estudio el gas a ionizar utilizado sera el oxigeno el cual posee la capacidad
de eliminar la contaminacion, formando didxido de carbono, oxidando y activando
la superficie, con la introduccion de grupos hidroxilos. La luz ultravioleta generada
en el plasma de oxigeno (PO), es muy eficaz en la ruptura de la mayoria de los
enlaces organicos de los contaminantes de la superficie (CH, CC, C=C, CO y CN).?
Las especies de oxigeno creadas en el plasma (0,*, 0,, Os;, O, O*, O) reaccionan
con los contaminantes organicos, formando H,O, CO, CO,.>™* Estos compuestos
tienen presiones de vapor relativamente altas y son evacuados y eliminados de la
camara durante el proceso.



III.1.2 ATAQUE QUiMICcO

Por la referencia bibliografica, el proceso de limpieza y activacién de la aleacion de
CoCr puede realizarse con acido nitrico,>® que es un acido poderosamente oxidante
y ha sido reportado que reacciona con muchos materiales organicos oxidantes y sus
estados de oxidacion mas altos, donde la superficie de los o6xidos reacciona
facilmente con la humedad del ambiente y con ello se forman grupos hidroxilos
sobre la superficie.’

Paralelamente se tiene que la pasivacion de las aleaciones de CoCr para implantes
médicos, al igual que en la industria de los aceros inoxidables en la industria este
proceso se hace con acido nitrico o citrico. Este tratamiento ha sido aprobado por la
ASTM F86°%8 y l|a bibliografia revela que estos ataques quimicos tienden a formar
una superficie resistente a la corrosion mejorando el contenido de oxigeno y cromo
en superficie para reducir la corrosién, mediante la formacién de una pelicula fina y
transparente de 6xido de cromo. Esta capa se considera que es la que imparte
resistencia a la corrosion a los materiales de los implantes de CoCr.%™!?

La resistencia a la corrosion de las aleaciones que contienen cromo, es debida a la
existencia de una capa natural de 6xido metalico sobre la superficie de la aleacion.
Los componentes principales de esta capa de 6xido son el éxido de cobalto y el
oxido de cromo, mayoritariamente en su forma de Cr203,10 lo cual es util en el caso
de aplicaciones en implantes, debido a que el 6xido de cromo es mas resistente a la
lixiviacion por fluidos corporales que el 6xido de cobalto y adicionalmente la
resistencia a la corrosién de la aleacidn depende de la continuidad, el grosor y el
contenido de este 6xido.*!

Ahora bien, caracterizar las modificaciones superficiales y determinar cémo las
mismas afectan la activacion de las superficies, no es un proceso sencillo, ya que se
deben estudiar contaminantes de muy bajo peso molecular y que constituyen una
capa de orden nanométrico; por ello se realizé un exhaustiva busqueda bibliografica
y aun cuando existen numerosas técnicas de caracterizacion superficial, se
seleccionaron las que tenian una alta sensibilidad para realizar mediciones a nivel
de nandmetros y que al mismo tiempo eran de facil acceso al grupo de
investigacion.



II1.2 OBJETIVOS.

II1.2.1 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el proceso de activacion superficial para la aleacién de CoCr
ASTM F1537 utilizada en aplicaciones oOseas, seleccionando el mejor
tratamiento en términos de introduccion de grupos activos en superficie
(grupos hidroxilos), grado de limpieza superficial y composicion quimica
de la capa de 6xidos superficial.

En este estudio se evaluaran procesos tales como el ataque quimico mediante acido
nitrico y el tratamiento de plasma de oxigeno, a través de técnicas de
caracterizacion tanto fisicas como quimicas, de las capas entre 0 nm y 10 nm.

III.2.2 OBJETIVOS EPECIFICOS.

Determinacion del grado de limpieza obtenido en cada proceso de
activacion.

La presencia de contaminantes en superficie puede reducir o enmascarar los grupos
activos en superficie y por tanto, aquellos procesos de activacion que limpien de
una forma eficaz seran los que produciran unos mejores resultados. Para llevar a
cabo este objetivo se procedio a:

elLa blsqueda de técnicas de caracterizacion superficial que permitan
identificar la presencia de contaminantes en superficie.

ela caracterizacién fisico-quimica y la cuantificacion del grado de
contaminantes antes y después del proceso de activacion.

Determinacion del la densidad de grupos activos (grupos OH") introducidos
en la superficie metalica en cada proceso de activacion.

Los procesos de activacion que introduzcan un mayor relaciéon OH/éxido seran los
que produciran los mejores resultados en el proceso de silanizacion posterior. A
priori, a aquella superficie que presente una mayor densidad de grupos hidroxilos
activos (OH-act) se unird una mayor cantidad de organosilanos.

Caracterizacion quimica de la capa de 6xidos superficial antes y después
del proceso de activacion.

Es importante conocer si los procesos de activacion utilizados pueden afectar a la
capa de Oxidos superficial. La modificacion de esta capa protectora tanto en
términos de composicidon quimica y/o espesor podra afectar de una forma notable a
las propiedades como la resistencia a la corrosion, liberacion de iones o
citotoxicidad.



II1.3 MATERIALES Y METODOS.

II1.3.1 MATERIALES.

En todos los ensayos efectuados, se utilizaron triplicados de cada una de las
muestras descritas a continuacion. Se utilizd una aleacion de CoCr comercial
aprobada por la ASTM F1537, para aplicaciones biomédicas (Zapp Medical Alloys
GmbH) con las siguientes caracteristicas:

Las muestras de CoCr analizadas en este capitulo fueron:

1. Aleacién de CoCr sin tratamiento CoCr
2. Aleacion de CoCr con Plasma de Oxigeno CoPO
3. Aleacion de CoCr con Acido Nitrico CoAN

Tabla III 1 Composicién Quimica de la Aleacion de CoCr (% peso).

C Co Cr Mo N Fe S Ni Mn P Si

0.042 65.90 27.36 5.17 0.193 0.25 0.0003 0.17 0.47 0.004 0.38

Preparacion de las muestras.

La preparacion de las muestras consistio en cortar de una barra de CoCr de 12 mm
de didmetro, discos de 2 mm de espesor. Posteriormente fueron sometidos a un
proceso de pulido especular, para lo cual fue necesario desbastarlas con papel de
SiC desde P240 hasta P1200. Seguidamente se pulieron con papel de SiC P2500 y
P4000 y se les dio un acabado tipo espejo con un pafio de terciopelo y una solucidn
de alfa alimina de 1 y 0.5 um.

Para eliminar las impurezas provenientes del desbastado, el pulido y los solventes
organicos e inorganicos presentes sobre la capa superficial de las muestras, las
mismas se colocaron en un bafo de ultrasonido por cinco minutos para cada uno de
los diferentes disolventes: ciclohexano, isopopranol, etanol, agua y acetona.
Finalmente fueron secadas con aire a presion (ASTM 86).°°

III1.3.2 METODOS.

Para determinar los parametros de medicién, al tratarse de una investigacién de
tipo experimental, se determinaron las variables del proceso, considerandose como:

Variable independiente: los tratamientos usados (Plasma de oxigeno y ataque
quimico).

Variable dependiente: la activacién de las superficies, la cual es evaluada en
términos de mojabilidad, energia superficial, densidad de los grupos funcionales
reactivos sobre la superficie y modificacion de la composicion quimica de la
superficie.

Adicionalmente se considerd como variable interviniente la rugosidad; ya que si los
tratamientos de modificacién superficial alteran la rugosidad de la superficie, ésta
podria ser otro factor influyente en la activacion superficial.




III.3.2.1 PROCESO DE LIMPIEZA Y ACTIVACION DE LA SUPERFICIE.

Para la limpieza y activacion de las superficies, como se ha descrito anteriormente
se utilizaran dos mecanismos diferentes 1) plasma de oxigeno *'?71> y 2) ataque
quimico usando &cido nitrico.>%911

Plasma de Oxigeno.

Se usd un equipo de Plasma Cleaning (Harrick Scientific Corporation, modelo PDC-
002). Se introdujeron las muestras en la cdmara y luego de la purga de oxigeno y
alto vacio (3veces), las muestras fueron expuestas a una radiacion de baja
frecuencia electromagnética (entre 8 y 12 MHz) a razén de 30 segundos por cada
muestra.

Acido Nitrico.

Se colocaron los discos de CoCr en un vaso de precipitados y se afiadidé acido nitrico
a 65% hasta cubrirlas completamente, el recipiente se tapd y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante una hora bajo la campana. Después se limpiaron los
discos de la siguiente manera:

e 3 lavados con agua destilada.
e 3 lavados con etanol.
e 3 lavados con acetona.

Finalmente se secaron con N,.

I1I.3.2.2 CARACTERIZACION SUPERFICIAL.

Para la evaluacion fisica de las superficies, se cuenta con diversas técnicas entre
las cuales se usaron:

e El angulo de contacto, para evaluar la mojabilidad y la energia superficial,
por ser una técnica cualitativa sencilla, que de forma rapida y sencilla, determina si
se han efectuado cambios sobre la muestra.

e La interferometria de luz blanca, para la rugosidad ya que es una técnica de
facil manejo que permite cuantificar rugosidades a nivel nanométrico.

Para el andlisis quimico elemental se usaron técnicas de caracterizacion en el rango
de 0-10 nm, entre ellas se seleccionaron:

e ToF SIMS: debido a que es una técnica de caracterizacion en estado soélido
qgue permite detectar la presencia de fragmentos de las moléculas a profundidades
entre 0-5nm, y hace posible detectar fragmentos de moléculas que conforman la
estructura quimica basica de la contaminacion de la capa superficial.*®

e XPS: porque realiza un analisis a profundidades entre 3-10nm, que
mediante un barrido general arroja la composicion quimica en porcentaje atémico
de la capa superficial, de una manera lo suficientemente sensible como para
identificar y cuantificar el grado de contaminacién a través de la deteccion del
carbono y del oxigeno; a su vez con un estudio de alta resolucion es posible
determinar estados de oxidacion, electronegatividad de los ligandos y tipos de
enlaces.



e ARXPS, es una variante del XPS, que mediante la modificacion del angulo de
incidencia, se incrementa la sensibilidad de la técnica y se obtiene informacion a
diferentes profundidades.

e Técnica de Sustitucion del Complejo de Zinc: siendo considerada en esta
tesis una técnica complementaria, ayuda a determinar de manera indirecta la
densidad de los grupos OH™ activos sobre la superficie, arrojando informacion
acerca del proceso de activacion superficial.

A lo largo del capitulo II se detallaron las condiciones de ensayo para cada una de
las técnicas utilizadas en la caracterizacion fisico-quimica de las aleaciones
estudiadas. Y a continuacién se discutiran los resultados obtenidos
experimentalmente y el fundamento bibliografico en el cual se apoyan cada uno de
ellos.

II1.4 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.

III.4.1. CARACTERIZACION DEL GRADO DE CONTAMINACION DE UNA
MUESTRA SIN TRATAMIENTO.

Previamente a la caracterizacidon del proceso de activacién, es necesario conocer
cual es el punto de partida; es decir, las caracteristicas que poseen las muestras
antes de ser tratadas, y con ello observar la contaminacion superficial.

Segun Mani et al., quienes trabajaron sobre una aleacién de CoCrWNi, la adsorcién
de hidrocarburos contaminantes sobre la superficie de los metales, se efectta al
dejarse el material pocos segundos en contacto atmosférico.!” También otros
autores confirman que las superficies en contacto con el aire son susceptibles de
contaminacién por los compuestos existentes en la atmédsfera (hidrocarburos, CO o
C0O,) vy si no se eliminan puede afectar a la eficacia de los posteriores pasos de la
modificacién superficial.’"?° Por tal razén, es importante encontrar técnicas de
analisis quimico para evaluar la naturaleza de la composicién quimica superficial y
métodos adecuados para eliminar eficazmente tales impurezas.

Ahora bien, se sabe que los equipos de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X
estan optimizados a 45°. No obstante a lo largo de esta tesis se desea estudiar
capas muy superficiales y dentro de las misma se requiere evaluar varios
parametros, entre ellos el porcentaje de carbono proveniente de la contaminacion,
lo tipos de enlace (OH", 0%, Si-O-metal, entre otros) y la naturaleza de la capa de
oxidos. Por tal motivo se considero viable realizar un estudio de angulo variable
(ARXPS), por medio del cual se aumenta la sensibilidad de la técnica y permitira
definir el angulo de incidencia 6ptimo para los estudios.

Una vez realizado este estudio se tiene que con la espectroscopia fotoelectrénica de
Rayos X, a diferentes angulos de incidencia (ARXPS) se determind la naturaleza de
la contaminacion y se cuantificé el porcentaje atomico de los contaminantes a
diferentes niveles de la capa superficial del material.(Figura III 1)
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El registro de espectros a diferentes angulos que se muestra en la Figura III 1,
permitid obtener informacion de modo no destructivo, de capas situadas entre la
parte mas externa de la superficie a 15° (hasta 3 nm) y las que se encuentran a
mayores profundidades a 75° (hasta 10 nm). De alli, que con esta técnica se
consiguié aumentar la sensibilidad y ver a angulos muy pequefios, elementos
contaminantes de muy bajo peso molecular presentes en la capa mas superficial,
viéndose esta contaminacién reflejada mayoritariamente en las concentraciones de
carbono y oxigeno.

Tabla III 2 Composicion Quimica de la Superficie de CoCr por ARXPS (% atémico)

Angulo C1s N1s O1s Si2s Cr2p Co2p Mo 3d
150 55 2 34 1 3 5 0
30° 40 2 42 1 6 7 1
450 35 2 43 0 8 10 1
60° 26 2 45 1 11 13 1
75° 26 1 44 1 12 14 1

En la Figura III 1 y en la Tabla III 2 se muestra el andlisis quimico a través del
ARXPS de una muestra de CoCr limpia tal cual como se describié en el apartado
I11.3.1, en la preparacion de muestras. En ellos se observa la presencia de un
elevado porcentaje de carbono y trazas de nitrédgeno, silicio y azufre, confirmando
con ello la existencia de la contaminacion superficial a pesar del proceso inicial de
limpieza con ciclohexano, isopropanol, etanol, agua y acetona.!”*%2

Los datos en porcentaje atdmico de este estudio (Tabla III 2), exhiben
contaminantes a profundidades lo suficientemente pequefias (159), donde se puede
notar que el 55% de la composicién atémica corresponde al carbono (C 1s) y al ir
aumentando los angulos de incidencia este elemento va disminuyendo, mostrando
diferencias significativas en cada uno de los niveles de profundidad estudiados.



En funcion de lo anterior se puede afirmar que el ARXPS es una técnica
adecuada para la caracterizacion quimica de la capa de contaminaciéon de
las muestras, ya que es lo suficientemente sensible y superficial para
detectar la presencia de carbono y oxigeno a niveles superficiales.

El alto contenido de C en la capa mas externa imposibilita el estudio a este nivel de
otros elementos ya que los enmascara, por tanto un estudio a 15° solo permite
determinar la presencia de contaminacion sobre la muestra, sin poder analizar a
profundidad otros factores de la activacion superficial como lo son la presencia de
grupos hidroxilos enlazados al metal, la deteccion de 6xidos y en el caso del estudio
de las capas silanizadas los enlaces metal-O-Si. Adicionalmente ha sido reportado
gue para pequeios angulos, la rugosidad y la morfologia de la muestra pueden
afectar a la fiabilidad de los resultados.?*%*

Con respecto a la evaluacion del oxigeno, se tiene que para angulos entre 30° y
759, su concentracidon es practicamente constante con valores entre 42% y 45%,
teniendo en cuenta que al incrementarse la penetracion se tiene mayor informacién
del bulk. Este oxigeno puede estar enlazado, formando diferentes especies que
pueden ser determinadas mediante un estudio de alta resolucién y que podran
indicar la presencia de grupos de hidroxilos y de 6xidos metalicos. Por tanto, a este
nivel se podrian determinar los enlaces metal-OH y Si-O-metal en las muestras
silanizadas.

En funcidon de los elementos metalicos, los resultados confirman que a mayores
angulos de incidencia se consigue una mayor penetracion, y esto se ve reflejado ya
gue a los 60° y 75° aumenta significativamente la concentracién atémica Cr 2p vy
Co 2p, lo cual sugiere que a esta penetracién la mayor parte analizada corresponde
a la capa elementos metalicos y sus correspondientes 6xidos.

Por otra parte, para un eficiente proceso de modificacion superficial, existen autores
gue han reportado que se requiere del incremento de la relaciéon que existe entre
los grupos hidroxilos de la superficie activada y los éxidos metdlico (OH/0%),ya

que esto indica que ha ocurrido un incremento en los OH™ y un decrecimiento de los
02-_24—26

(4 - - Con el fin de determinar

ReIaCIOn OH /02 el angulo que permita

o 100% —-02 medir tanto la
2 —5-O0H contaminacion,
E 80% % caracterizar el proceso de
< % activacion en funcion de la
S 60% % relacion OH/0* y
§ 543/0 determinar los enlaces
T 409 7 46%  tipicos del proceso de
g 7 ° silanizacién, se realizé la
S 20% % ° alta resolucién del
N espectro del O 1s para
0% cada uno de los angulos

15 30 45 60 75 de incidencia. Esto

Anaulo permitid conocer la

Figura III 2 Concentracién Atémica de los Grupos concentracion atémica de

Hidroxilos y de los Oxidos Metélicos por ARXPS las especies de hidroxilos



y 6xidos para con ello determinar la profundidad éptima de medicion.

Tal cual como se muestra en la Figura III 2 y como era de esperarse, a priori se
puede ver que los grupos hidroxilos predominaron en la capa mas superficial y los
oxidos en la capa mas cercana del bulk, sin embargo, debe recordarse que en la
capa externa la informaciéon del O 1s y de los enlaces con los metales se ve
enmascarada por la contaminacion del carbono. Ademas la rugosidad puede afectar
la fiabilidad de la medicién. Por tanto, si excluyen los 159, se tiene que la mejor
relacién OH /0% se da entre 30° y 45° grados, ya que es alli donde se tiene la
mayor concentracién del OH™ y los mas bajos porcentajes de 0%,

Entre 30° y 459 se selecciond el nivel de mayor penetracion (45°), ya que
al estar mas cerca del bulk, es idoneo para estudiar los compuestos
metalicos, la capa de Oxidos y los grupos hidroxilos que se forman
mediante la activacion superficial y posteriormente sera util para la
determinacion de los enlaces Si-O-metal.

Adicionalmente, como se ha comentado al inicio de este apartado, el equipo estd
optimizado por disefio para trabajar a 45° y existen estudios que indican que este
angulo de incidencia (45°) es optimo para el analisis de capas superficiales, lo cual
pasa a ser una razéon mas para definir que todos los estudios de XPS que se
muestren en este proyecto seran realizados a 459.%%23

III.4.2 CARACTERIZACION Y DETERMINACION DEL GRADO DE LIMPIEZA.

Como quedd comprobado en el item anterior, la capa superficial de las aleaciones
posee una delgada pelicula de 6xido, y una gran cantidad de contaminacién en la
capa mas superficial; y como se ha comentado al inicio, por medio de tratamientos
de activacién se busca eliminar las impurezas en la superficie.

Para ello se usaron 2 tratamientos: plasma de oxigeno'*!%71>

acido nitrico,>®°1!

y ataque quimico con
con el fin de seleccionar el mas eficiente en funcion de:

1) Las propiedades fisicas: incremento de la energia superficial y mayor
hidrofilicidad de las superficies.

2) Las propiedades quimicas: disminucién de la concentracion atdémica de carbonos,
proveniente de la contaminaciéon superficial* y formacién de grupos OH™ activos
sobre la superficie que daran lugar a los enlaces con los silanos.?*?*

Adicionalmente se incluy6 un estudio de modificacion de la nanorugosidad, ya que
se debia determinar si ésta era una variable que afectaba los resultados de la
activacién superficial.

Para la evaluacién se realizaron varios ensayos:

1) Se estudid la rugosidad superficial, que es una variable interviniente en el
proceso de activacién superficial, que puede afectar los resultados de los
tratamientos superficiales.

2) Para la caracterizacion fisica, se evaluaron la mojabilidad y la energia
superficial; ya que en un sélido estos parametros dependen de su composicién
guimica y pueden verse alterados en funcion de tratamientos superficiales.

3) Para la caracterizacion quimica de los contaminantes presentes en superficie
se realizd un analisis a través del XPS, con el objeto de observar como los



tratamientos de limpieza modifican la cantidad de carbonos adsorbidos de la
contaminacién atmosférica.!”'9?! Mediante esta técnica se puede conocer
semicuantitativamente el porcentaje de carbono presente en la superficie al mismo
tiempo que mediante un estudio de alta resolucién se pueden determinar las
especies y los enlaces quimicos que se han roto o adicionado.

Resultados de Interferometria de Luz Blanca.

Los parametros establecidos para el estudio de la rugosidad de las muestras, se
exhiben en la Tabla III 3 y los resultados indican que las muestras presentan una
rugosidad media (R;) < 500nm. Por tanto, ademas de no presentar diferencias
estadisticamente significativas, todas pueden ser consideradas como superficies
lisas 0 minimamente rugosas.?’:%®

Con lo expuesto anteriormente se puede concluir que la rugosidad de Ilas
superficies no intervendra en los resultados obtenidos para cada uno de
los tratamientos efectuados.

Aun cuando se tiene que tanto la muestra control como las muestras tratadas,
pueden ser consideradas superficies lisas. Al observar la Tabla III 3 es Gtil analizar
el valor de Ry, ya que tedricamente si este dato es igual a 3, se considera que la
muestra es estocdstica, con una distribucién homogénea entre valles y picos.?° De
lo que se deduce que los tratamientos superficiales homogenizan la nanorugosidad
de las muestras ya que tanto las muestras con plasma como las tratadas con &cido
nitrico tienen un valor tendiente a 3 y mucho mas bajo que el de la muestra control
(25.7).

Tabla III 3 Rugosidad de Ia Aleacion de CoCr

Parametros CoCr CoPO CoAN

R, (nm) 20.1 + 4.9 13.6 + 2.1 247 + 6.6
Ryu 25.7 + 5.9 3.7 + 0.4 55 + 2.7

R, (nm) 16.0 + 14.0 172 + 2.3 30.4 + 7.9

Resultados del Angulo de Contacto.

Las variables a considerar para la caracterizacion fisica de las superficies fueron la
mojabilidad y la energia superficial. La mojabilidad es la capacidad que tiene un
liqguido de extenderse sobre un sdlido. Esta depende de las interacciones
intermoleculares entre las moléculas superficiales de ambos. Las fuerzas adhesivas
entre el liquido y el sélido provocan que el liquido se extienda por la superficie,
mientras que las cohesivas del liquido hacen que éste se abulte y tienda a evitarla.
Por tanto, la mojabilidad se puede determinar a partir del angulo que el liquido
forma en la superficie de contacto con el sdlido, y es a esto lo que se le ha
denominado angulo de contacto y estd determinado por la resultante de las fuerzas
adhesivas y cohesivas. Como la tendencia de una gota a expandirse en una
superficie plana aumenta con la disminucion del angulo de contacto, este angulo
proporciona una medida de la inversa de la mojabilidad.3%3!

Un angulo de contacto pequefio (< 90°) indica que la mojabilidad es muy alta, vy el
fluido se extenderd sobre la superficie; angulos de contacto grandes (> 90°)
significan que la mojabilidad es baja y el fluido disminuird el contacto con la
superficie, formando una gota compacta. Segun lo expuesto en la bibliografia las
mediciones de angulo de contacto realizadas con agua ultra pura para aleaciones de



cobalto y en superficies pulidas poseen un angulo de contacto, cuyo valor se ubica
en 73.3+7.7.%

Los resultados de este estudio se muestran
%0 Mojabilidad en la Tabla III 4 y en la Figura III 3 vy
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Adicionalmente un angulo < 5° indica la capacidad de humectaciéon inmediata, lo
cual es consistente con la idea planteada por Zhao, que expone que en estos casos
la superficie se encuentra perfectamente limpia, con enlaces quimicos insaturados y
con un estado de energia mas alto.>®

Tabla III 4 Valores de la Medicién Estética de Angulo de Contacto

AC (9) 69.9 +15.6 0.5 +0.1 28.6 +2.5
ES (mN/m) 47.3 +6.2 75.5 +0.2 68.3 +1.2
Componente

dispersiva 38.1 +2.3 36.6 +0.5 37.2 +0.9
Componente polar 9.2 +7.3 38.9 +0.4 31.1 +1.4

Respecto a la energia superficial se puede interpretar como un fuerza por unidad de
longitud (se mide en N-m™?) y depende de la magnitud de las fuerzas
intermoleculares en el seno del liquido. La superficie de un solido es un lugar
energético porque los atomos que la forman tienen enlaces rotos, es una zona del
material donde los atomos que la forman buscaran la estabilidad y por ello
tenderan a reaccionar con el medio exterior. Cada superficie tiene una energia libre
de superficie caracteristica y hace referencia a la cantidad de energia que se
necesita para crear una nueva superficie. Cuanto mayor sea su valor, mas
tendencia tendrd a reaccionar con el medio exterior.*®

De los resultados obtenidos se corroboré que a mayor energia superficial, menor
angulo de contacto, confirmandose la teoria de que el decrecimiento de los valores
del angulo de contacto y el incremento de la energia superficial estan asociados
tanto a la remocién de la contaminacion superficial, como a la formacién de grupos
hidrofilicos (OH, 0,*, 0,, O*, O") sobre la superficie.!>*>3” Al mismo tiempo un
mayor valor el incremento de la energia superficial es un indicativo de que las
superficies tratadas son mas reactivas y estan mejor acondicionadas para
reaccionar con el medio exterior y por ende se espera obtener mejores resultado en
la siguiente fase del proceso de biofuncionalizacion.



La teoria Owens Wendt divide la energia de la superficie (ES) en dos componentes:
energia de superficie debido a las interacciones dispersivas y la energia de
superficie debido a las interacciones polares. Esta teoria se deriva de la
combinacién de relacién de Young, que relaciona el angulo de contacto con las
energias superficiales del sélido y del liquido y a la tensién de la interfaz. Los datos
experimentales se muestran en la Tabla III 4 y se tiene para la muestra sin
tratamiento un valor ES =47 mN/m y en las superficies activadas se alcanzan
valores de hasta ® 75 mN/m para las muestras con plasma de oxigeno y = 68
mN/m para los discos atacados quimicamente. El incremento de la energia
superficial es un indicativo de que las muestras han sido activadas y sobre ellas
estan presente grupos funcionales.

De la Tabla III 4 puede notarse que la variabilidad de la mojabilidad tiene una
relacion directa con los cambios experimentados por la componente polar; por
tanto, mientras mas hidrofilica es la superficie, mas alto es el valor de la
componente polar, al contrario del comportamiento presentado por la componente
dispersiva, que no muestra diferencias estadisticamente significativas.3®

De acuerdo con los resultados, el plasma de oxigeno es mas efectivo que el
ataque con acido nitrico en términos de mayor mojabilidad y mayor
energia superficial.

Como mediante el dngulo de contacto no se consigue ningun tipo de informacion de
la naturaleza quimica ni de la composicion de las especies presentes sobre la
superficie, no se puede dilucidar cual tratamiento es mas efectivo en términos de
limpieza e inclusién de iones radicales. Por este motivo, se procedié a usar el XPS;
ya que ésta es una técnica que permite evaluar el grado de limpieza de una forma
semicuantitativa, analizando asi la eficiencia de ambos tratamientos, en funcién de
porcentaje de carbono y oxigeno y determinando el tipo de enlaces quimicos para
cada uno de ellos.

Resultados de XPS.
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presentes en la superficie y 2) para la activacion superficial es necesario conocer la
densidad de los grupos hidroxilos y de los 6xidos en superficie, estos pueden ser
determinados dentro de las especies del oxigeno, mediante un estudio de alta
resolucién del espectro O 1s.

Tabla III 5 Composicion Quimica en Porcentaje Atémico de las Superficies de CoCr Activadas
(XPS).

CoCr CoCr+ PO CoCr+AN
Cls 48+2.2 22+0.2 36+0.4
N1is 2+0.2 2+0.1 440.3
Ol1s 42+42.3 56+0.4 49+0.3
Si2p 0+0.0 0+0.0 0+0.0
S2p 0+0.0 140.2 0+0.0
Cl2p 0+0.0 140.1 0+0.0
Cr2p 4+40.0 1+0.0 6+0.2
Co2p 3+0.3 16+0.2 3+0.0
Mo3d 1+0.0 1+0.0 2+0.0

En la Tabla III 5 se presenta la composicion quimica en porcentaje atdémico,
extraida de los espectros de multiregion de los estudios de alta resolucidn
efectuados sobre cada una de las muestras. En la misma puede observarse que
existen ciertos elementos que aparecen a causa de la contaminacion, tal es el caso
del C, del Cl y el N. Como ya se ha explicado la contaminacién del carbono es
proveniente del contacto de las superficies con el medio atmosférico y en cuanto a
la contaminacion del cloro puede provenir del uso del MilliQ para la obtencidon del
agua. También se observa un incremento de N 1s en las muestras atacadas
guimicamente, debido a que éstas fueron tratadas con acido nitrico.

Aunado a lo anterior, los resultados demuestran una clara reduccion de la
contaminacion del carbono en las superficies tratadas. Las diferencias son
estadisticamente significativas e indican que ambos tratamientos son capaces de
limpiar, resultando ser mas efectivo el plasma de oxigeno en términos de reduccién
de los carbonos, porque la muestra control tiene un 48% de C 1s, el acido nitrico
ha descendido a 36% Yy con el plasma de oxigeno se consiguié el valor mas bajo
22%.

Luego del barrido general se realizé un estudio de alta resolucion del C 1s, con el
fin de profundizar en el estudio de los enlaces de carbono presentes, la naturaleza
quimica de los enlaces y conocer
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Aunado a esto al tratarse de muestras metdlicas en el momento de la adquisicion
de la sefial, puede darse un desplazamiento en las energias de enlace, por tanto se
realiz6 la calibracion con el pico de Cls a 284.8 eV.

La Figura III 6 representa la deconvolucién del espectro de C 1s de una muestra de
CoCr sin tratamiento, donde se muestran cuatro contribuciones de diferentes
especies de carbonos. La sumatoria de area de cada contribucion ha de ser igual al
area total del espectro de C 1s, por tanto la sumatoria de las areas de los cuatro
picos (C1, C2, C3 y C4) ha de ser igual al area total del espectro y el error producto
de las deconvoluciones se ve reflejado en la linea roja que aparece sobrepuesta en
la linea base.

Tabla IIT 6 Composicion Quimica en Porcentaje Atomico de las Especies de C 1s por XPS

Pico Enlace CoCr CoPO CoAN BE (eV)
C1s 48+2.2 22+0.2 36+0.4
C1 C-H, C-C 29 18 29 284.9 + 0.4
C=0,
C2 C-OH 9 2 4 286.2 + 0.5
C-0,
Cc3 N-C=0 5 0 0 287.2 + 0.5
C4 N-O-C=0 5 2 3 289.3 + 0.5
(C2+C3+C4)/C1  0.66 0.22 0.24 |

Las contribuciones de C1, C2, C3 y C4 se presentan en la Tabla III 6 y los
porcentajes de cada uno de ellos estan en funcion de la totalidad de los elementos
analizados, es decir la suma de C1+C2+C3+C4 ha de ser igual al valor del C 1s
para cada una de las muestras. Las contribuciones del carbono son comparables
con los picos identificados por otros autores, donde C1 corresponde a los carbonos
alifaticos y los picos C2, C3 y C4 fueron atribuidos a especies de carbonos de
caracter hidrofilico.

Como se puede ver a un nivel de energia de enlace de 286.2 eV se tiene C=0 vy C-

OH, a 287.2 eV se ubican C-O y N-C=0 y por ultimo a 289.3 eV se le atribuye N-O-
C=O.14'24’25’39_42



Sabiendo que la contaminacién ambiental es la principal responsable de la
presencia de los carbonos sobre la superficie, ademas del descenso del contenido
de carbono, se puede observar que en las muestras tratadas con plasma de
oxigeno, se produce una disminucion significativa de 29% de la muestra control a
18% con plasma (C1); y para las atacadas con acido nitrico, la disminucion se
presentd para C2, C3y C4.

De lo que se puede deducir que el plasma de oxigeno es mas eficaz en la
disminucién del C 1s (survey), por romper enlaces del tipo C-H y/o C-C, dejando
especies mas polares sobre las muestras, lo cual conlleva a superficies mas
hidrofilicas.

El hecho de eliminarse especies de carbonos diferente puede deberse a que se
trabaja con diferentes mecanismos, en el plasma de oxigeno se realiza la activacion
de la superficie mediante un proceso de combustién fria y en el acido nitrico se
ataca quimicamente en solucién.

En el momento de analizar los ratios entre C2+C3+C4 y el carbono alifatico
(C1), se determina que ambos tratamientos tienen la misma eficiencia en
términos de remocion de carbonos; ya que la muestra control presenta un
cociente de 0.66 mientras que las muestras tratadas exhiben un valor similar,
siendo 0.22 para el plasma y 0.24 para el nitrico.

Por lo expuesto anteriormente se consideré conveniente, antes de seleccionar el
método mas efectivo en cuanto a limpieza y activacién, estudiar otros factores,
tales como la densidad de grupos OH™ sobre la superficie y la composicion de la
capa de 6xido, ya que estas variables pueden afectar la activacion superficial.

I1I.4.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA DENSIDAD DE GRUPOS
HIDROXILOS EN SUPERFICIE.

Los metales se encuentran cubiertos por una pelicula de éxido, que contiene grupos
hidroxilos (OH") dentro y sobre la superficie, estos OH™ juegan un papel
preponderante para este estudio, debido a que son ellos los que propician las
interacciones iniciales de las reacciones quimicas futuras; sin embargo solo los
grupos OH", que se encuentran en la parte mas superficial de la pelicula de 6xido,
son los que tienen la capacidad de reaccionar facilmente con los silanos.?*"® Una
mayor cantidad de OH™ permite mayor nimero de enlaces del tipo Si-O-metal, lo
cual conllevara a una mejor adhesién de los péptidos.

Por esta razdn es necesario determinar las especies de oxigeno presentes en la
capa superficial y con ello conocer la densidad de los OH".

Resultados de XPS.

Para la determinacion de las diferentes especies de oxigeno (6xidos y OH),
presentes en la capa superficial, se procedi6 a realizar un estudio de XPS de la alta
resolucidn sobre el espectro del O 1s.
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hidroxilos para la muestra tratada con acido nitrico. Siguiendo las lineas punteadas,
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de energia de enlace corresponden a la sensibilidad de la técnica y a las lineas
“shake up” tipicas del efecto vibracional de los electrones, en el momento de la
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Sin embargo, una mayor
proporcion de O 1s, no
implica necesariamente
mayor cantidad de grupos
OH". De lo cual si se analiza
al detalle la Tabla III 7, con
la deconvolucién se concluye que ambos tratamientos cumplen con el objetivo de la
activacion, debido a que partiendo de una muestra control con un 19% de OH", se
produjo un aumento a 27% en el caso del plasma y 35% para el acido nitrico.

Para confirmar esta tendencia, se realizé el cociente entre los hidroxilos y los éxidos
tal como se muestra en la Tabla III 7, teniendo que la mejor relacién OH /0* Ia
consiguen las muestras tratadas con acido nitrico (3.38) en comparacion
con las de plasma de oxigeno (1.33) lo que comprueba que el ataque
quimico proporciona un proceso de activacion superficial mas eficiente.
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Figura III 8 Alta Resolucion de los Espectros de O 1s de
las Muestras de CoCr Activadas



Tabla III 7 Especies de Oxigeno Determinadas por Alta Resolucion mediante XPS
CoCr CoPO CoAN BE (eV)
O1ls 42:23 56+04 49+0.3

o 15 20 10 530.1 + 0.4
OH" 19 27 35 531.5 + 0.5
H,0 8 9 4 533.1 + 0.5

OH/0* 1.27 133 3.38 |

Resultados de la Técnica de Sustitucion del Complejo de Zinc.

Existen trabajos previos en los que se estudian el efecto de grupos OH™ en las
superficies de los metales y proponen realizar una estimacion de la concentracién
de los grupos hidroxilos activos (OH-act),>*25* que son los que se encuentran en la
parte mas superficial de la pelicula de éxido, ya que son éstos los que tienen la
capacidad de reaccionar facilmente con los silanos. Para ello hacen uso de una
técnica complementaria, llamada técnica de sustitucién del complejo de zinc (TCZ).

En este proyecto se ha considerado la TCZ como una técnica complementaria,
debido a que sus resultados no pueden ser comparados directamente con los
resultados de XPS o ToF SIMS, porque trabajan bajo diferentes condiciones: en el
XPS las muestras se estudian en ultra alto vacio y en la TCZ las muestras se
encuentran inmersas en una solucién liquida. Adicionalmente aun cuando se esta
trabajando con superficies que pueden ser consideradas lisas, en esta técnica la
nanorugosidad de las muestras puede originar una sobre estimacién de las
concentraciones de los grupos OH-act.

Técnica de Sustitucion del La Figura III 9 muestra de manera

Complejo de Zinc en CoCr comparativa la concentracién de los
] grupos OH-act (Coy) por unidad de
area para cada tipo de muestra. Los
datos de esta grafica fueron
normalizados, partiendo de wuna
muestra control de CoCr que exhibio
una Coy de 339/nm?. En la misma es
notorio que el incremento de las
Con/nm? es mas favorable para la
Control Plasma Acido Nitrico ~ CoAN con diferencias

Figura IIT 9 Concentraciéon Normalizada de los estadisticamente significativas.
Grupos de OH-act sobre la Superficie de CoCr.
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AUn cuando la informacién obtenida
a través de esta técnica es simplemente orientativa, porque los mismos autores
que la plantean, afirman que es muy dificil distinguir con precisidon la densidad de
los grupos hidroxilos activo, los resultados obtenidos han servido para
corroborar lo descrito para el XPS, y poder concluir que el mejor método de
activacion para la aleacion de CoCr es el acido nitrico.



II1.4.4 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LA CAPA DE OXIDOS
SUPERFICIALES.

En cuanto a la caracterizacion quimica de la capa de éxido, es conveniente saber
que las aleaciones de CoCr se utilizan como biomateriales debido a su resistencia a
la corrosién, resistencia al desgaste y resistencia a la fatiga.?®

La resistencia a la corrosidon de la aleacidn, no solo depende del espesor de la capa
de 6xido y de la homogeneidad de la misma, sino que a su vez juega un rol muy
importante la naturaleza de las especies de Oxidos metalicos. Por tanto, es
relevante estudiar si los tratamientos superficiales de plasma de oxigeno o acido
nitrico causan cambios sobre la pelicula de 6xido; ya que una modificacién de las
misma puede alterar el comportamiento en término de liberacién de iones,
resistencia a la corrosion y resistencia al desgaste entre otros factores.

Por ejemplo, es sabido que los 6xidos de cromo son mas resistentes que los 6xidos
de cobalto a la lixiviacion de iones de liberacion y a la corrosién cuando el metal se
encuentra en contacto con los fluidos corporales,’! de donde se deduce que
idealmente es mas conveniente trabajar en implantes éseos con una capa rica en
oxidos de cromo.

Aunado a esto Matinlinna et al., afirman que en las superficies de CoCrMo el
principal responsable de los enlaces metal-silicio es el Cr,05.*°

Resultados de XPS.

La determinacidon de la presencia de las diferentes especies de 6xidos metalicos, en
la capa superficial se realizd mediante un estudio de alta resolucion por XPS de los
espectros de los elementos metalicos mayoritarios (Cr 2p y Co 2p). Los espectros
fueron analizados por separado y en ellos se determind tanto la proporcion del
elemento metalico, como de los 6xidos constituyentes.

En el momento de realizar las deconvoluciones de cada uno de los espectros se
tomo en consideracion el orbital que tiene un mayor factor de respuesta, debido a
gue éste es el que genera un pico de mayor intensidad, resultando que para ambos
elementos, la mayor intensidad la genera el orbital 2p. Ahora bien, dado que estos
metales poseen dobletes (2p;2 ¥ 2ps/2), para su adecuada cuantificacion se fijé en
el software la relacion de areas entre picos y las distancias entre los niveles de
energia de enlace de los orbitales en eV, estos son valores tedricos establecidos

para una correcta deconvolucidon de los espectros y se muestran en la Tabla III
8.23'45

Tabla III 8 Parametros para la deconvolucion de los elementos metalicos mayoritarios de la
aleacion de CoCr por XPS

Espectro Orbitales Relacion de Areas A (eV)

Cr2p 1/2  3/2 1:2 9.20

Co2p 1/2 3/2 1:2 14.97
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Figura III 11 Deconvolucion de los Figura III 10 Deconvolucién de los
Espectros de Cr 2p. Espectros de Co 2p

Las deconvoluciones de los espectros de Co 2p y de Cr 2p que se muestran en las
Figura III 10 y Figura III 11 se realizaron sobre una muestra atacada quimicamente
con acido nitrico y los valores de la energia de enlace para cada una de las especies
coinciden con los reportados en la bibliografial’:19:23:25:26:43,45-48 y, ga muestran en la
Tabla IIT 9.

Tabla III 9 Composicién Quimica de la Capa de Oxido de Ia Aleacién de CoCr por XPS.

Control | Plasma | Acido Nitrico | B.E. (eV)
Cr2p 4+0.0 1+0.0 6+0.2

Cr 0.4 0.1 0.6 574.5 | £0.5

Cr,03 3.6 0.9 5.4 576.5 | £0.4
Co2p 3+0.2 16+0.2 3+0.0

Co 1.7 0 1.3 777.4 | £0.1

C0,0; y Cos0, 1.3 16 1.7 779.9 | £0.5
Cr,0,/Co,0, 2.77 0.06 3.17
Metal 30 0 21
Oxido 70 100 79

Una vision global de la Tabla IIT 9 permite definir que ambos tratamientos generan
un incremento de la capa de o6xido, pasando de una muestra control con 70% de
oxidos sobre la superficie a una muestra con nitrico con un 79% y una muestra
tratada con plasma de oxigeno con un 100%. De lo anteriormente expresado se
deduce que la capa de 6xido de las muestras tratadas con plasma de oxigeno posee
un espesor mayor o igual a los 10 nm; ya que ésta es la penetracion maxima del
XPS.

Ahora bien, en el momento de estudiar la capa de 6xido superficial que recubre las
muestras, no solo se debe determinar el espesor, sino que es de mayor importancia
detectar los tipos de oxidos presente y si los tratamientos empleados han
modificado la composicidon quimica de la superficie.

Por tanto vale la pena resaltar, que el plasma de oxigeno produce un considerable
aumento de Co 2p pasando de 3% a 16% y un decrecimiento del Cr 2p de 4% a un
1% después de la activacion. En el caso de los 6xidos de Co, el pico de Co0,0s5,
podria estarse viendo influido por una contribucion de la espinela Co304. Por su
parte, el acido nitrico exhibe leves incrementos en los porcentajes del oxido
metalico (Cr,05).'!

Como ambos tratamientos incrementaron la capa de 6xido, se requirio realizar una
ratio entre los 6xidos de cromo y los 6xidos de cobaltos (Cr.0,/Co0,0,), sus



Intensidad

resultados corroboran que el plasma de oxigeno disminuye la relacion de
Cr,0,/Co,0, de 2.77 a 0.06 y con el ataque con &acido nitrico, la relacion de
Cr,0,/Co,0, es similar a la muestra control (3.17), siendo este un valor
optimo, ya que segin estudios de ultrapasivacion realizados sobre
aleaciones de CoCr, el valor idoneo para aplicaciones médicas ha de ser
igual a 3.*!

Resultados de ToF SIMS.

Los resultados anteriores fueron corroborados, mediante el ToF SIMS, y se
muestran en la Figura III 12, donde se muestran los picos principales son
Cr*(m/z=52) y Co*(m/z=~59), sin embargo en el espectro aparecen los is6topos del
Cr a m/z = 52 y 53, al igual que un isétopo del Co a m/z=60. Si se observa la
muestra tratada con plasma incrementa la intensidad del pico del Co y disminuye la
del Cr, lo cual confirma la tendencia mostrada a través del XPS.%°™>3

ToF SIMS CoCr Realizando una
Acido Nitrico & comparacién entre la
% - intensidad de los picos
o T .
N 5 O’ &oU 3 (Cr*/Co*), se tiene que la
150000 .7
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4»\—LJ\ I L embargo para las
control 5 tratadas con plasma esta
ratio decreci6 a 0.5,
50000 .
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U’ = il 8 tratamiento con plasma
C 5 . O . . .z
5 (l)L h 3) J . 3 modifica la composicion
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>0 > >4 /2 > >8 &0 superficial de las
Figura III 12 Espectro Positivo de ToF SIMS de las Muestras muestras (Tabla III 10).
de CoCr.

Tabla III 10 Intensidades de los Fragmentos de Moléculas del Espectro Positivo de ToF SIMS

Acido

Control Plasma Nitrico m/z
Cr* 77652 21487 55745 52
Co* 25081 46741 11344 59
CrO* 10601 5669 8144 68
Mo* 1846 683 797 98
Cr2* 3631 1538 2070 104
Cr207 3320 683 2863 120
Cr203* 6339 3892 2911 152
Crt/Co* 3.1 0.46 4.91 |

Es por ello que de acuerdo a los resultados obtenidos, el ataque con acido
nitrico representa un tratamiento apropiado para ser usado en la aleacién
de CoCr; ya que es eficiente en términos de limpieza, formacion de OH-act,
posee mayoritariamente Cr,0; (siendo este é6xido el principal encargado
de los enlaces metal-silano)* y aunado a esto tiene una mejor relacién de
cr.0,/Co,0,."



En cuanto al incremento del cobalto en las muestras tratadas con plasma de
oxigeno, existen estudios anteriores que buscaban mejorar las propiedades
tribolégicas de una aleacién de CoCr, oxidando la superficie mediante el uso de
oxigeno y tratamientos de temperatura.

Por ejemplo, Fowler et al., encontraron que la oxidacién de las muestras a
temperaturas sobre 400 ° C, tiende hacia el crecimiento de una capa de 6xido
exterior, rica en Co. En este mismo estudio ellos encontraron que la oxidacién a
25°C muestra una disminucién continua en el contenido de Cr cerca de la superficie
a partir del valor mayor de 14% a un valor del orden de 5% después de 1200 L de
02_55

Aunque el mecanismo de formacion de capas mezcla de 6xidos (CrO, y Co,Oy) no
estd claro, algunos autores sugieren que la estructura de 6xido observada es una
consecuencia de la competencia entre la preferencia del Cr para oxidarse debido a
su mayor potencial de oxidaciéon y a las difusividades diferentes de Co y Cr en la
estructura de 6xidos.

III.4.5 ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE LA ACTIVACION SUPERFICIAL A
TRAVES DE UN PEPTIDO FLUORESCENTE.

Para corroborar la eficiencia del proceso de activacién, se disefid un ensayo de
estabilidad quimica y mecanica, este estudid surgié de la hipdtesis de que un
incremento en la cantidad de grupos hidroxilos sobre la superficie, ha de producir
un aumento en la densidad de péptido adheridos, en otras palabras, mientras mas
OH se inserten en la capa superficial de las muestras, mas cantidad de péptidos se
adhieren.

El mismo consisti6 en enlazar un péptido fluorescente (Carboxyl Fluorescein-
CGGGRGD), a diferentes superficies a través de dos mecanismos: 1) Fisisorcion
(muestra + péptido) y 2) quimisorcion (muestra + silano + péptido). Una vez
anadido el péptido a las superficies, las mismas fueron sumergidas en una solucion
de PBS (pH 7) y colocadas en un bafo de ultrasonidos por 1h y 2h con el fin de
evaluar la intensidad de fluorescencia y con ello comprobar la efectividad de los
grupos OH™ en términos de inmovilizacién de biomoléculas.

El silano usado para el enlace quimico de la secuencia peptidica fue cloropropil
trietoxi silano (CPTES) y la medicion de la intensidad de fluorescencia fue
cuantificada a través del software Image J. una mayor intensidad de fluorescencia
implica una mayor cantidad de péptido adherido en la superficie.

Para este ensayo se usaron triplicados de las siguientes muestras:
e CoCr sin tratamientos (control)
e CoCr + péptido (fisisorcion)
e CoPO + péptido(fisisorcion)
e CoAN + péptido(fisisorcion)
e CoPO + CPTES + péptido (quimisorcion)
e CoAN + CPTES + péptido (quimisorcion)
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Figura III 13 Imagenes de Fluorescencia para la Estabilidad del Pasivado

Una vez realizado el ensayo se tomaron en un microscopio de fluorescencia las
imagenes mostradas en la Figura IIT 13, donde se puede apreciar que inicialmente
la muestra que exhibe una mayor fluorescencia es la de plasma con péptido
fisisorbido. Sin embargo, como era de esperarse, luego de los bafios de ultrasonido,
al no poseer un enlace covalente, el péptido se ha despegado de la superficie. Esto
demuestra que este enlace no es estable, siendo este resultado similar para todas
las muestras, cuya adhesion peptidica se dio por fisisorcion, lo cual justifica el uso
de la silanizacién como proceso intermedio para la unién de las biomoléculas a las
superficie metalica.

Con respecto a las muestras donde el enlace se realizé por quimisorcidén, ubicadas
en la parte inferior de Figura III 13, se observa que desde un primer momento
(t=0h) las muestras activadas con acido nitrico presentaron una mayor intensidad
de fluorescencia. Al mismo tiempo se observa que aun después de las 2 h de
ultrasonido se perciben fluorescencia sobre las muestras, lo cual indica la presencia
del péptido.

La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de cada una de las imagenes, se
presenta en la Figura III 14, donde se puede ver que a tiempo Oh la muestra con
plasma+péptido tiene una
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No obstante, se observan que

Figura III 14 Estabilidad de la Activacion Superficial. entre 1h y 2h todas las



muestras excepto el (CoPO+péptido), presentan un comportamiento estable. No
obstante, las que exhiben mayor intensidad de fluorescencia y por ende mayor
cantidad de péptido en superficie son las que se trataron con CPTES (quimisorcién).

Al analizar las muestras silanizadas, es evidente que las muestras activadas con
acido nitrico, ademas de ser mas estables, presentan un mejor resultado por
poseer mayor intensidad de fluorescencia.

Por tanto, si la activacion superficial se esta realizando con el objetivo de
mejorar las caracteristicas superficiales de las muestras para la posterior
inmovilizacion de biomoléculas, de este ensayo se deduce que el mejor
resultado se obtiene mediante la quimisorcion sobre las muestras
activadas con acido nitrico y se comprueba la hipotesis que a mayor
cantidad de OH™ en superficie, mejor adhesion de las secuencias peptidicas.



III.5 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION
SUPERFICIAL EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS PLANTEADOS.

En funcién de los objetivos especificos planteados en este capitulo se puede
concluir que en cuanto a:

1) Determinacion del grado de limpieza obtenido en cada proceso de
activacion.

e La espectroscopia de fotoelectrones por rayos X (XPS), es una técnica lo
suficientemente sensible y especifica para detectar los atomos de carbono vy
oxigeno procedente de los contaminantes en superficie, siendo la determinacion del
porcentaje de C 1s un criterio util para estudiar la eficacia de los diferentes
métodos de activacion.

e Las superficies metdlicas al estar en contacto con el ambiente, se
contaminan y su composicion quimica refleja un alto contenido de carbonos
alifaticos, lo cual justifica el uso de tratamientos de limpieza de la superficie. En
este estudio tanto el plasma de oxigeno (PO) como el ataque quimico con &cido
nitrico (AN) disminuyen la contaminacién superficial en términos de decrecimiento
del porcentaje atdmico de carbonos en superficie; ya que de un valor inicial de 48%
pasa a 22% con PO y a 36% para el AN (Tabla III 5). Hay que enfatizar que se esta
trabajando con valores absolutos en funciéon del contenido total en la muestra, por
ende pueden compararse entre si, siempre y cuando las condiciones de ensayo
sean iguales.

e El plasma de oxigeno mostré mayor capacidad para la remocion del C 1s.
Sin embargo la relacién de carbonos (C2+C3+C4/C1) tanto para plasma como para
nitrico fue similar 0.22 y 0.24 respectivamente, lo cual indica que ambos
tratamientos son eficientes en términos de limpieza. (Tabla III 6).

2) Determinacion del la densidad de grupos activos (grupos OH)
introducidos en la superficie metalica en cada proceso de activacion.

e De acuerdo con los resultados de XPS, el PO es el método que introduce una
mayor cantidad de oxigeno en superficie, ocasionando un aumento de un 42% a un
56% (Tabla III 7). No obstante este elemento puede estar en forma de iones
positivos (O*, 0?*, 0,%), iones negativos (07, 0%, O3) o formando enlaces con otros
elementos (H,O, 6xidos, OH). Por tanto es necesario saber qué porcentaje de
atomos estan enlazados formando grupos hidroxilos.

e Mediante la deconvolucion de los espectros de O 1s, se obtienen al menos
tres contribuciones (0%, OH™ y H,0). Se ha realizado un cociente (OH /0% )entre el
oxigeno que forma los grupos hidroxilos y los que estdn enlazados formando
oxidos; los resultados obtenidos se presentan en la Tabla III 7 (CoCr: 1.27, CoPO:
1.33 y CoAN: 3.38) y con ellos se confirma que a pesar de que el PO produce una
mayor cantidad de oxigeno, es el AN el que introduce una mayor cantidad de
grupos hidroxilos en superficie, y demostrd ser el mejor tratamiento en cuanto a
activacién por poseer una mejor relacién OH /0%

e La técnica de sustitucion del complejo de zinc, ha corroborado el resultado
anterior, ya que en el momento de realizar la cuantificacién de la densidad de
grupos OH-act en superficie el mayor valor de Con/nm?, fue el de las muestras
tratadas con AN (ver Figura III 9).

e Con el fin de confirmar la eficiencia del proceso de activacion, se disefié un
estudio de estabilidad de un péptido fluorescente, adherido por quimisorcion



(activacidon+silanizacion+péptido) y/o fisisorcidon (activacion+péptido). En este
estudio se pone de manifiesto que el mejor resultado se obtiene mediante Ia
guimisorcién y se da sobre las muestras activadas con acido nitrico (Figura IIT 13y
Figura III 14).

3) Caracterizacion quimica de la capa de oOxidos superficial antes y
después del proceso de activacion.

eLos resultados de XPS muestran que ambos métodos de activacidon
aumentan el espesor de la capa de 6xidos (CoCr:70%, CoPO:100% y CoAN:79%),
siendo ésta mayor en el caso de del plasma de oxigeno (Tabla III 9); en este
mismo analisis, se puede apreciar que el PO produce un decrecimiento del Cr 2p de
un 4% a un 1% y paralelamente introduce un considerable aumento del Co 2p,
pasando de 3% de la muestra control a 16%, en la muestra tratada con plasma.
Por su parte el AN exhibe leves incrementos en los porcentajes del 6xido Cr,0s.

e En funcidn de los resultados de XPS se calcularon las ratios de Cr,0,/Co,Oy,
y sus resultados corroboran que el plasma de oxigeno modifica la composicion
quimica de la capa superficial; ya que disminuye la relacion de Cr,0,/Co,O, de 2.77
a 0.06. Sin embargo, con el ataque con acido nitrico, la relacién de Cr,0,/CoOy es
3.17 la cual es similar a la muestra control (Tabla III 9); siendo este un excelente
resultado, porque bibliograficamente se encuentra documentado que un valor de 3
para esta ratio es idéneo para las aleaciones de CoCr usadas en aplicaciones
biomédicas. Adicionalmente esto indica que en la capa mas superficial se tiene
mayoritariamente Cr,0s, el cual ha sido reportado como un 6xido muy resistente a
la lixiviacion cuando estd en contacto de fluidos corporales.

Los resultados de ToF SIMS corroboran lo obtenido mediante el XPS, ya que
como puede verse en la Tabla III 10, al realizar la ratio Cr*/Co*, se tiene que la
muestra control arrojé un cociente de 3.1, la muestras tratadas con acido nitrico
4.9. No obstante, para las tratadas con plasma esta ratio decrecié a 0.5, afirmando
gue el tratamiento con plasma modifica la composicion quimica de la capa
superficial de las muestras.

Este hecho es importante, ya que la naturaleza quimica de la capa de 6xidos
superficiales tiene una relacién directa con las propiedades de resistencia a la
corrosion, liberacién de iones, citotoxicidad o adsorcién de proteinas.

Entonces de la caracterizacion fisico-quimica de las superficies
activadas se concluye que:

e Para elegir un método de activacion interesa aquel que limpie e
introduzca grupos hidroxilos, sin modificar la naturaleza de la capa de
oxidos superficiales. Los resultados refuerzan la utilizacion del ataque
acido frente al plasma de oxigeno.

e Mediante el ensayo de fluorescencia se valida la hipotesis de que el
método de activacion que introduce una mayor densidad de grupos
hidroxilos en superficie (en este caso el acido nitrico), sera susceptible de
unir una mayor cantidad de organosilanos y por ende mayor cantidad de
péptido.
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Caracterizacion Fisico-Quimica del Proceso de
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IV.1 INTRODUCCION

Una vez activadas las superficies, la siguiente etapa es conseguir desarrollar una
interfaz de conexidn entre las superficies de biomateriales y el sistema bioldgico, lo
cual puede conseguirse mediante diferentes técnicas, siendo la silanizacion una de
las mas populares.!

a)Hidrolisis En el disefio de trabajo de esta

&V tesis, la silanizacién consiste en

y una reaccibn quimica entre

o > organosilanos funcionales y
JJ\@ grupos hidroxilo (OHY),

i superficiales del metal, ya que el

< )&) silano en solucién tiende a
l hidrolizarse, produciendo enlaces
-Si-0-, conocidos como silanoles.

Estos son intermediarios
altamente reactivos y son los
responsables de la formacion del
enlace con el sustrato. Los
, T T silanoles se condensan con otros
; ; ; silanoles para formar siloxanos (-
Si-0-Si-) o una cadena de silanos

Fiqura IV 1 Hidrélisis del Silano polimerizada (Figura IV 1).?

b) Condensacién

Finalmente el silano condensado entra en contacto con la superficie previamente
activada y enriquecida en grupos OH™ activos. (Figura IV 2) En una fase inicial los
grupos OH™ del silano forman uniones de hidrégeno con los hidroxilos activos sobre
la superficie. Estas uniones son débiles, por tanto el oxigeno que esta enlazado a la
superficie metalica busca enlazarse con el Si para formar un enlace covalente de -
Si-O-metal y se libera una molécula de agua.?

En la silanizacion de las f f f

superficies metalicas, lo que se I‘ ll I‘

genera  finalmente es la

deposicion de una capa o de
multiples capas de silanos. Sin
embargo, los estudios sobre el
grado de recubrimiento, la
orientacién y organizaciéon de

Uniones de .
la capa resultante hasta el Hidrogeno @?‘@ Q‘&@@:‘(@

presente no estan totalmente Y Y

resueltos. A nivel  de

organizacion dicha capa puede
crecer de manera uniforme o &19 Y \r)
en forma de islas, resultando "(CHy), (CH),
islas de moléculas de silanos
con un relativo alineamiento y  Formacién del

enlace Y g%

orientacion vertical de las . - b J

cadenas.?

Tal como se menciond en el Figura IV 2 Enlace del Silano con la Superficie Inorganica



capitulo I, en este trabajo se usaran 3 organosilanos diferentes (Figura IV 3):
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Figura IV 3 Estructura Quimica de los Silanos Estudiados

1) 3-cloropropil-trietoxi-silano (CPTES), el cual fue seleccionado por que
proporciona una facil interaccién a pH basico con las biomoléculas y es facilmente
detectable, mediante el cloro de su grupo organofuncional.*>

2) 3-glicidoxypropyl-trietoxi-silano (GPTES), cuyo grupo funcional es un grupo
epoxi, que le proporciona una elevada reactividad hacia los grupos nucledfilos y es
altamente reactivo a pH alto y/o neutro, lo cual lo hace interesante a la hora de
inmovilizar biomoléculas, ya que evita su desnaturalizacién.”®

3) 3-aminopropil-trietoxi-silano (APTES) es uno de los mas estudiados y es
muy bien conocido por su capacidad de enlazar biomoléculas a pH neutro.’

En el caso de las muestras silanizadas con APTES, se tiene que este organosilano
tiene como organofuncional un grupo amina (NH,) y con el objeto de conseguir un
enlace de la biomolécula a través de los carbonos, se procedié a usar un crosslinker
(N-Succinimidyl 3-maleimido-propionate) tal como se ve en la Figura IV 4.
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CgH23NO5Si C11H10N206 APTES + MALEIMIDO

Figura IV 4 Enlaces APTES-Maleimido

El hecho de usar este agente entrecruzante (maleimido) sobre las muestras con
APTES, se justifica, si se prevé que se desea unir las biomoléculas a través del tiol
de la cisteina con un carbono del silano y no con una amina. De tal manera que en
el momento de la caracterizacion de la inmovilizacidon de las biomoléculas mediante
el XPS un enlace C-S indicara la unién de la biomolécula a los silanos y en el caso
especifico de las muestras silanizadas con APTES, este enlace lo lograra el
maleimido (Figura IV 5). 8
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Figura IV 5 Enlaces APTES-Maleimido-Biomolécula



La seleccion del mejor silano estard basada en estudios de estabilidad quimica,
térmica y mecanica; con el objeto de usar esto como una estrategia para inferir la
presencia de enlaces covalente entre el metal y los silanos, mediante la
determinacion del porcentaje de silicio adherido sobre las superficies y por la
presencia de enlace Si-O-metal.

Por tanto dentro de los parametros de medicién del proceso de silanizacién, se han
de considerar como variables: el enlace covalente del silicio con los OH™ unidos al
metal (Si-O-metal) y la estabilidad de dicha unidn tras un ensayo de estabilidad
térmica, quimica y mecanica.

A lo largo de este capitulo se detallara el procedimiento de caracterizacion fisico-
guimica de las superficies silanizadas, se presentaran los resultados experimentales
obtenidos y su respectiva discusion.



IV.1.1 OBJETIVOS.

IV.1.1.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el proceso de silanizacién para la aleacion de CoCr ASTM F1537
previamente activada y seleccionar el mejor organosilano en términos de
porcentajes de silano adherido y estabilidad de la unién silano-metal.

En este estudio se utilizaran tres organosilanos:
CPTES

GPTES

APTES + Maleimido

IV.1.1.2 OBJETIVOS EPECIFICOS

. Caracterizacion fisico-quimica del proceso de silanizacion obtenido
para cada organosilano estudiado

A priori, aquellas superficies metalicas que presentan un mayor porcentaje de
organosilanos adheridos, seran las mas susceptibles a enlazar mayor cantidad de
biomoléculas y por tanto de obtener una mejor respuesta celular.

Para conseguir este objetivo se procedio a:

. La busqueda de técnicas de caracterizacion superficial que permitan
identificar la presencia de los organosilanos en superficie.

. La caracterizacién fisico-quimica y cuantificacion del silicio presente
en las superficies silanizadas, antes y después del proceso de silanizaciéon

. Determinacion de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la
union silano-metal

Los procesos de silanizacion deben formar enlaces covalentes o lo suficientemente
fuertes, por tanto si se demuestra que son estables térmica, quimica y
mecanicamente, se podria garantizar que se ha creado una interfaz eficiente para la
union metal-silano-biomolécula.



IV.2 MATERIALES Y METODOS

IV.2.1 MATERIALES.

Se emplearon 3 silanos sobre una aleacion comercial de CoCr aprobada por la ASTM
F1537, previamente activada con acido nitrico; la nomenclatura usada para cada
tipo de muestra fue:

e Aleacion de CoCr con CPTES CoC
e Aleacion de CoCr con GPTES CoG
e Aleacion de CoCr con APTES +Maleimido CoAM

Para cada uno de los ensayos, se utilizaron triplicados de cada una de las muestras.
IV.2.2 METODOS

IV.2.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Para la silanizacion, se colocaron las muestras previamente activadas en un matraz
erlenmeyer creando una atmésfera inerte de nitrégeno, se le afiadié un disolvente
(pentano), una base (N,N-Diisopropyletilamina (DIPEA)), y el organosilano.
Posteriormente se mantuvieron a temperatura ambiente, y en agitacién constante
durante una hora. Luego se lavaron con agua, etanol y acetona, se secaron con
nitrégeno y finalmente se conservaron en el desecador, para la posterior
inmovilizacién de las biomoléculas.

Para enlazar el crosslinker, las muestras silanizadas con APTES fueron colocadas en
una atmodsfera inerte, donde se cubrieron con una solucion de N,N-
Dimetilformamida (DMF) y maleimido a una concentracion de 2mg/ml. Las mismas
se dejaron a temperatura ambiente, con agitacion constante durante una hora.
Seguidamente se lavaron con DMF, agua, etanol y acetona, luego se secaron y se
conservaron en el desecador hasta la adhesidn de las biomoléculas.®*°

IV.2.2.2 CARACTERIZACION SUPERFICIAL.

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion fisico-quimica empleadas en este
capitulo fueron XPS, angulo de contacto estatico y ToF SIMS. Tanto el principio de
funcionamiento, como las condiciones de ensayo de cada una de ellas fueron
descritas en el capitulo II.

IV.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.
IV.3.1 CARACTERIZACION FISICA DE LAS CAPAS SILANIZADAS.

Resultados de Angulo de Contacto.

Para la caracterizacion fisica de las capas silanizadas se utilizé la técnica de angulo
de contacto, que permite conocer cualitativamente si se han efectuado
modificaciones superficiales.


http://es.wikipedia.org/wiki/N,N-Dimetilformamida
http://es.wikipedia.org/wiki/N,N-Dimetilformamida

La Figura IV 6 muestra, como luego del proceso de silanizacién todas las superficies
pasaron de un angulo de contacto de aproximadamente 34° a valores superiores a
los 659, lo cual comprueba que hubo una modificacion superficial y que la
silanizacién consigue modificar la hidrofilicidad de las superficies.!' Del mismo modo
se puede observar que el crosslinker también produce cambios sobre la superficie
silanizada con APTES; ya que el angulo decrece de =~ 89° a = 730,

Mojabilidad Muestras de CoCr Silanizadas

Control ®Acido Nitrico ®CPTES @GPTES W@APTES APTES + Crosslinker

Figura IV 6 Mojabilidad de las Superficies de CoCr Silanizadas

En funcion de los resultados, se puede deducir que el proceso de
silanizacion originé una modificacion superficial y que la misma se ha dado
de manera homogénea sobre todas las superficies, ya que la gota se ha
colocado de manera aleatoria, en diferentes puntos de las muestras y todas ellas
arrojan resultados similares.

Aun cuando se trabajé con silanos que poseen distintos grupos funcionales (cloro,
grupo epoxi y grupo amina), segun los resultados obtenidos mediante el angulo de
contacto, parece que todos modifican la mojabilidad, sin embargo, con estos
resultados no se puede inferir, icual de ellos es mas eficiente?, debido a que esta
técnica, no proporciona informacién quimica, ni con ella se puede determinar la
manera como se han enlazado los silanos a la superficie. Por tanto, se procedio a
utilizar técnicas de caracterizacion quimica de las superficies, para determinar la
presencia de cada uno de los silanos y poder conocer la forma como los mismos se
han enlazado la superficie.

IV.3.2 CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS CAPAS SILANIZADAS.

Resultados de ToF SIMS.

Para la caracterizacion quimica de las superficies se utilizd el ToF SIMS, ya que esta
técnica es capaz de estimar fragmentos de los compuestos quimicos que se
encuentran en la capa mas superficial de la muestras (entre 0 y 5nm). Para ello se
realizd una comparacién entre muestras sin tratamiento y muestras silanizadas
(Figura IV 8 y Figura 1V 7).



En funcion a los resultados obtenidos, se pudo determinar la efectividad del proceso

de silanizacion, mediante la identificacion de porciones de moléculas o del
organosilano, tales como Si*, Si-O* y 0-Si-0".
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La identificacion de fragmentos de organosilanos, confirma de la presencia
de los mismos en la superficie, |0 cual ya sugiere un buen resultado, sin
embargo, esta técnica no permite determinar si se encuentran fisisorbidos o
enlazados covalentemente, por tanto, continla sin esclarecerse, ¢de qué manera se
encuentran enlazados los organosilanos a las superficies?



Resultados de XPS.

Con el fin de profundizar el tipo de enlace y de obtener medidas semicuantitativas,
se realizé un analisis de XPS, haciendo inicialmente un barrido general (Figura IV
9).
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Figura IV 9 Barrido General de las Muestras de CoCr Silanizadas

Tabla IV 1 Alta Resolucion por XPS de las Muestras de CoCr Silanizadas.

PICOS CoCr CoAN CoC CoG CoAM B.E.

Cls 48+2.2 36+0.4 34+2.6 33+1.7 59+3.1
C-H, C-C C1 29 29 27 20 30 284.6 + 0.2
C=0, C-OH Cc2 9 4 4 7 20 2859 + 0.2
C-0, N-C=0 C3 5 0 1 3 5 287.6 + 0.2
Al,03, COOH, c4 5 3 2 3 4 288.6 + 0.4
Grupo Imida

N1s 2+0.3 4+0.3 2+0.3 2+0.2 9+0.7
CrN, -C=NH N1 0.6 1.2 1.4 0.9 0.0 397.6 + 0.1
NCO, C-N, N2 1.4 2.8 0.6 1.1 9.0 400.3 + 0.5
NH;, Grupo
Imida

O1s 42+2.3 49+0.3 41+1.8 44+0.9 25+1.7
0%, o1 15 10 20 20 1 299 + 0.2
OH’, Si-O- 02 19 35 15 16 7 531.2 + 0.1
Metal
H,0, 03 8 4 6 8 18 532.6 + 0.5
-C-0,
C=0

Si2s 0+0.0 0+0.0 3+0.3 240.1 7+0.5 1525 + 0.3

Cl2p 0+0.0 0+0.0 2+0.1 0+0.0 0+0.0 1999 + 0.0

Cr2p 44+0.0 6+0.2 124+0.8 14+0.6 0+0.0

Co2p 3+0.3 3+0.0 5+0.2 4+0.0 0+0.0

Mo3d 1+0.0 2+0.0 1+0.0 1+0.0 0+0.0

02/Si 5.00 8.00 1.00

Cl/Si 0.67

N2/Si 1.29




Si se observa la Tabla IV 1, se tiene en las lineas con fondo sombreado la
composicién quimica en porcentaje atdmico de las muestras a estudiar, la cual
representa la media de los valores obtenidos de los espectros de multiregion.

Las lineas con fondo en blanco, representan los andlisis de los estudios de alta
resolucién para los elementos seleccionados (C 1s, O 1sy N 1s)

Pico de Si 2s.

El criterio para identificar la presencia del organosilano sobre las superficies
silanizadas, es mediante la deteccion de silicio. Los resultados arrojan la presencia
de silicio a un nivel de energia de enlace de 152.5 + 0.3 eV, valor para el cual el Si
es tetravalente. A priori, parece que para el caso del APTES+Ma, la silanizacién ha
sido mejor (7% de Si 2p), si se compara con los otros silanos (CPTES: 3% vy
GPTES: 2%). Cabe destacar que aun cuando el pico que emite mayor intensidad es
el correspondiente al Si 2p, la sefial de silicio que se analizo fue el Si 2s debido a
que el espectro de Si 2p emite su sefial a 99 eV y el Co 3s a 101 eV, motivo por el
cual la informacion del Si y del Co en este rango de de energia de enlace pueden
verse solapadas.

Ya que el pico que se tomo fue el Si 2s, la sefial obtenida solo permite determinar
la presencia de silicio sobre la superficie, no obstante, no tiene la resolucién
suficiente como para ser analizada a través de un estudio de alta resolucion. Por
tanto y en funcién de que las muestras sin silanizar no exhiben la presencia de Si
2s, se ha considerado que la presencia del silicio es debida al proceso de
silanizacion.

Pico de Cl 2p

Con respecto Cl 2p, este elemento aparece en las muestras silanizadas con CPTES,
debido a que este organosilano contiene cloro en su organosilano funcional, por
tanto, su presencia indica la presencia de este silano en superficie. Para evaluar la
efectividad del CPTES se realizd el cociente entre el Cl y el Si (silicio enlazado al
metal), teniendo que la relacién tedrica CI/Si =1, sin embargo experimentalmente
se calculd dicha ratio y arrojé un valor de 0.67. La explicaciéon de la disminuciéon de
este cociente hipotéticamente podria deberse a que independiente o paralelamente
este ocurriendo:
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Figura IV 10 Causas del Decrecimiento de Cl/Si.



1) Al enlazarse los silanos, algunos OH-act quedan libres y reaccionan con el Cl,
efectuando un ataque nucledfilo y formando un enlace C-O con la consecuente
liberacion de HCI (Figura IV 10.a).

2) No se ha conseguido trabajar en un ambiente 100% anhidrido, por fallas en
el proceso de manipulacion de los reactivos en el laboratorio y por la presencia de
agua absorbida en la superficie de las muestras, por tanto, el agua puede contribuir
a ataques nucledfilos, originando enlaces C-OH vy liberacion de HCI (Figura IV 10.b).

De lo cual se puede decir que el proceso de silanizacion a través del CPTES,
presenta una efectividad de aproximadamente 67%, en funcion de la ratio
Cl/Si.

Cabe la pena destacar, que aun cuando el pico de Silicio que produce mayor
resolucién es el Si 2p, por tratarse de una aleacion de CoCr, éste no puede ser
utilizado, ya que se solapa con el pico de Co 3s; por tanto se esta analizando el pico
de Si 2s, lo cual puede traer como consecuencia una menor precisién de la
medicion.

Con el objeto de profundizar en el tipo de enlaces presentes sobre las superficies
silanizadas se realizd un estudio de alta resoluciéon del N 1s, C 1s y O 1s. Se
considero el N 1s porque el APTES posee una amina (NH,) y el maleimido contiene
enlaces N-C, por tanto, aunque las muestras no hayan sido silanizadas, se han
observados trazas de N 1s, indicando un incremento de éste la presencia del
APTES+Ma.

Paralelamente también se analizaron por alta resolucién el C 1s y O 1s, porque las
cadenas carbonadas que conforman los silanos contienen ambos elementos y el
enlace Si-O-metal puede ser detectado en el espectro del O 1s.Los resultados tanto
del espectro de multiregiones como de la alta resolucién se presentan en la Tabla
IV 1, donde en la franja sombreada se presenta el porcentaje atdmico para cada
elemento (survey) y en las filas sin color de fondo, se presentan los resultados de
las diferentes contribuciones o aportaciones obtenidas en las deconvoluciones de
cada uno de los elementos anteriormente mencionados.

Pico de O 1s.

Los picos presentes en la deconvolucién del espectro de Ols fueron presentados en
el capitulo II, Figura II.9, en donde se presentaron al menos 3 contribuciones de
diferentes especies de oxigeno.

Para el caso de las muestras silanizadas cada una de las contribuciones de los
diferentes picos de oxigeno (01, 02 y O3), pueden contener una o mas especies,
que al tener energia de enlaces tan cercanas, no se pueden deconvolucionar por
separado.

Por ejemplo resultados mostrados en la Tabla IV 1, permiten determinar que a
~529.9 eV (01) ademas de los 6xidos se tienen contribuciones provenientes del
silano, por tanto, la asignacion de la especie de oxigeno a este nivel de energia de
enlace, se diferencia segun la etapa de cada muestra, teniendo que para una
muestra activada corresponde solo a los éxidos, sin embargo para una muestra
silanizada, se atribuye tanto los dxidos como los enlaces 0-Si.”/10:21-26

La aparicion del enlace 0O-Si, es un excelente resultado, ya que como puede
observarse en las Figura IV 1y Figura IV 2, a partir del proceso de condensacion de



los silanos, ya se ha formado este tipo de enlaces y que el mismo se mantiene
hasta el momento que ocurre el enlace covalente O-Si-metal.

El nivel de enlace del segundo pico (02 ubicado a =531.2 eV), como se menciond
en el capitulo I se asocia a los grupos hidroxilos (OH-metal) para las muestras sin
silanos, y en las muestras silanizadas tienen también una contribucién los grupos
carboxilos de los enlaces O=C-N (propios del APTES y al Maleimido)’?'?%%* y del
enlace Si-O-metal,?’ cuya aparicién indica que el silano, no solo, estd sobre la
superficie; sino que el mismo se encuentra enlazado al metal, cumpliéndose de este
modo el objetivo del proceso de silanizacion.

El pico en O3 aumenta notoriamente en CoAM, por la gran cantidad de enlaces C=0
propios del maleimido.?*

En condiciones ideales, donde se estima la formacion de monocapas de silanos,
cada 6rgano silano reacciona con un grupo hidroxilo del metal (ver Figura IV 2). Por
tal razén se propone efectuar que el cociente entre los porcentajes atémicos de
02/Si, como una forma de realizar una valoracién sobre el rendimiento del proceso
de silanizacion; ya que 02 corresponde a los enlaces OH-metal y Si-O-metal y el Si
es atribuido al silicio enlazado a la superficie (Si-O-metal).

Cada silano debe reaccionar con un OH", por tanto el valor tedrico de la ratio
propuesta es igual a 1. Por lo cual experimentalmente si el resultado de este
cociente se acerca a la unidad, significa que practicamente todos los atomos de
silicio estdn enlazados con el metal de la forma Si-O-metal, y por tanto se han
consumido todos los grupos hidroxilos que habian en la superficie, en este caso el
rendimiento de la reaccién de silanizaciéon ha sido total. En la Tabla IV 1 se aprecia
que el cociente para APTES+Ma es 1.00 para el resto de los silanos se tiene que el
CPTES posee un valor de 5.00 que es inferior al del GPTES (8.00).

De lo cual en funcion de la relacion 02/Si el mejor resultado es presentado
en las muestras silanizadas con APTES+Ma.

Obviamente pueden existir factores que afecten esta afirmacién, no obstante a
nivel experimental, cuanto mas pequefio sea este cociente, significarda una mayor
efectividad del proceso. Por el contrario, si este cociente es muy grande, implica
que hay grupos hidroxilos que no han reaccionado con los organosilanos, por tanto
el proceso de silanizacion no ha sido completo, ya sea por que la concentracion
inicial de silano ha sido insuficiente o bien han quedado grupos OH" sin reaccionar
por diferentes causas (hidrolisis, estabilidad quimica-mecanica de los enlaces, entre
otros).

Pico de N 1s.

De los organosilanos utilizados solo el APTES y el crosslinker poseen nitrégeno, por
tanto un incremento de este pico para estas muestras, sugiere la presencia del
silano sobre la superficie.

Sin embargo, para profundizar en los resultados se realizd la deconvolucion del N
1s, presentando en la Figura IV 11 la deconvolucion de la muestra de CoCr tratada
con acido nitrico.

Si se observan los resultados, las muestras control, CPTES y GPTES contienen un
bajo porcentaje de nitrégeno (2%) y el mismo procede de la contaminacién. Sin
embargo, es notorio el incremento del porcentaje atomico para las muestras de
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pico N2 y la contaminacion

proveniente de la atmdsfera y a los residuos del tratamiento con acido nitrico, son
los que originan el pico N1 (Figura IV 11). Lo cual confirma que el aumento del
nitrégeno es debido al proceso de la silanizacién.

Con el objeto de cuantificar estos resultados se realizo la ratio N/Si que
tedricamente para el APTES con maleimido es igual a 2. En este estudio, para dicha
ratio se considerd el nitrégeno proveniente del APTES+Ma (N2) y el silicio asociado
a los o6rganos silanos. El cociente de N2/Si fue de 1.29, aun cuando es un
valor menor al esperado, una revision bibliografic, arrojé que existen otros
autores, que también presentan valores inferiores para este cociente y lo
atribuyen a un proceso de polimerizacién.'°**?®

Por ejemplo, David et han adjudicado este decrecimiento a la polimerizacién lateral,
que disminuye la concentracion de los grupos de aminos libres sobre la superficie,??
en sus trabajos encontraron una relacion de 1.20 lo cual es similar a lo obtenido en
este estudio.

Ahora bien, éen qué consiste dicha polimerizacion?

El proceso de polimerizaciéon es debido a que algunas aminas del APTES no han
reaccionado con el crosslinker y se enlazan por un carbono del maleimido,
teniéndose en este momento una relacién de 2Si:3 N (Figura IV 13).
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Figura IV 13 Polimerizacion del APTES+Maleimido



No obstante al correlacionar los resultados de la ratio O2/Si, con los del cociente
N2/Si2, se podria decir hipotéticamente, que el enlace del APTES con la superficie
activada ha sido altamente eficiente, ya que 02/Si fue 1. Sin embargo algunos
grupos aminas del silano no interaccionaron con el crosslinker, permitiendo la
polimerizacién cruzada (N2/Si=1.29), disminuyendo con ello la eficiencia del
proceso. Es conveniente saber que si se da una polimerizacion con el crosslinker, es
un efecto no deseado, porque se observaria la presencia de gran cantidad de silano
pero no toda ella tiene la posibilidad de reaccionar con las biomoléculas.

Pico de C 1s.

La deconvolucién del pico de C 1s es mostrada en el capitulo III y como puede
apreciarse en la Tabla IV 1 la mayor parte del carbono detectado pertenece a la
contaminacion existente (C1 a 284.6 eV). No obstante, en las muestras de CoAM,
se aprecia un aumento considerable del carbono enlazado de las formas: C-H,
debido a que este organosilano con el crosslinker afiadido tiene una mayor longitud
de su cadena carbonada. Adicionalmente también refleja un incremento en el C2
(C=0), ya que tanto el APTES como el maleimido poseen este tipo de enlaces
(Figura IV 4)_7,10,21—24,29—32

Por tanto, del estudio de XPS se puede extraer como conclusién que:

1) Es posible detectar la presencia de los organosilanos por medio de Ia
aparicion del pico de Si 2s el silicio, lo cual sugiere un enlace entre el
silano y las superficies activadas.

2) Al mismo tiempo que en términos de densidad de silano y ratio 02/Si, el
APTES+Ma es el que arroja los mejores resultados, ya que tiene un valor
igual a la unidad, lo cual implica que por cada OH de la superficie ocurrio la
union con un silicio de los organosilanos.

3) En el caso de las muestras silanizadas con CPTES, ademas de la
presencia del Si 2s, se confirma la presencia del silano, mediante Ia
aparicion del pico de Cl 2p no obstante, el hecho no garantiza un ambiente
100% anhidrico, o una baja concentracion de silanos en superficie
produciendo una disminucion de la efectividad del proceso de silanizacion,
la cual se ve reflejada en una relacion 02/Si superior a 1 (5.00) y en
términos de una ratio CI/Si, menora 1 (0.67).

4) Para la muestra silanizada con GPTES, al poseer un epoxy como grupo
funcional, su efectividad solo pudo ser evaluada en funcion de la ratio
02/Si, de lo cual se deduce, que aun cuando sobre Ila superficie se
encuentra presente el silano, al establecer comparaciones con el resto de
los silanos, ésta es la que arroja el peor comportamiento por tener el
mayor valor de 02/Si (8.00)

IV.3.3 ESTABILIDAD QUIMICA, TERMICA Y MECANICA DE LAS MUESTRAS
SILANIZADAS.

Puesto que los resultados del proceso de silanizacién difieren en porcentajes de Si
para cada silano y en vista que no se pudo efectuar un estudio de alta resolucion de
este elemento, se procedid a realizar un ensayo de estabilidad térmica, quimica y
mecanica, ya que la técnica de XPS mide enlaces de tipo i6nico y covalente. Si un
enlace permanece luego de este estudio de estabilidad el mismo puede ser



considerado, de tipo covalente, por tanto se tomd como criterio de seleccién del
organosilano la presencia de enlaces covalentes producto de la silanizacion en
términos de la estabilidad del procentaje de Si 2s, luego del ensayo de estabilidad.

El disefio del ensayo consistio en:

e Sumergir las muestras silanizadas en una soluciéon tampdn de fosfato salino
(PBS), que es una solucién acuosa y salina con cloruro sédico, fosfato sdédico,
cloruro de potasio y fosfato de potasio, donde los grupos fosfato mantienen el pH
estable (pH 7). La osmolaridad coincide con la del cuerpo humano (isoténico),
motivo por el cual es usada en investigaciones bioldgicas.

e Simultaneamente las muestras se colocaron a 37 ©°C, para simular la
temperatura corporal y se les aplicé agitacion constante a 150 rpm, durante 24
horas para evaluar su estabilidad mecanica.

La caracterizacion fisico-quimica de este ensayo, se hizo mediante la evaluacién de
las modificaciones de hidrofilicidad a través del angulo de contacto y de la
composicién quimica de las superficies por medio del XPS.

Resultados de Angulo de Contacto.

Hipotéticamente, una vez que las muestras silanizadas han sido sometidas a
condiciones quimicas, térmicas y mecanicas similares al organismo, la cantidad de
silano que no se encuentre enlazado a la superficie se desprendera con lo cual la
mojabilidad superficial deberia cambiar. Sin embargo, si el silano se encuentra
enlazado covalentemente al metal, las superficies silanizadas han de poseer una
mojabilidad similar antes y después del ensayo y diferente a la muestra activada
con acido nitrico.

La caracterizacién fisica, se muestra en la Figura IV 14, donde puede verse que
después de 24 h todas
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Resultados de XPS

Con respecto a la caracterizacion quimica de la estabilidad de los organosilanos, se
analizaron las muestras mediante el XPS, en este caso solo se tomaron en
consideracion los elementos que componen a los silanos, obteniéndose los
resultados en porcentajes atomicos de la Tabla IV 2.

Tabla IV 2 Estabilidad Quimica, Térmica y Mecanica de las Muestras de CoCr Silanizadas

Cls N1s O1ls Si2s CI2p
CPTES 42+3.2 3+0.4 49+3.6 3+0.4 240.3
CPTES 24 48+1.6 1+0.1 48+1.5 2+0.1 1+0.1
GPTES 4143.8 2+0.3 55+4.1 2+0.3
GPTES 24 46+1.2 2+0.1 50+2.3 2+0.1
APTES CL 59+3.7 10+0.6 24+1.5 7+40.5
APTES CL 24 58+3.1 8+04 27+1.4 7+0.4

Tal como puede verse en la Tabla IV 2 y al analizar los resultados, pareciera que las
muestras de CoAM, presentan mejores resultados en términos de cantidad de silano
(7%), el cual ademas, permanece estable luego del ensayo de estabilidad. De igual
manera puede verse que tanto CoC como CoG luego de 24 h también contienen Si
2s, lo cual es un indicador que todas las muestras continlian estando silanizadas y
han soportado las condiciones del ensayo de estabilidad.

Un indicador de que el silano se encuentra enlazado covalentemente es que luego
del ensayo de estabilidad continla apareciendo el pico Si 2s, lo cual permite deducir
que el proceso ha sido eficiente y se han conseguido los enlaces de 0-Si-O y Si-O-
metal, ya que con ello se demuestra que el enlace del silano al metal es estable.

En conclusidn de este analisis se tiene que si bien es cierto que tanto el CPTES
como el GPTES poseen practicamente el mismo porcentaje de Si, después de las 24
horas, también es obvio que el CPTES muestra un comportamiento menos estable,
ya que ha perdido mas de la mitad del Si enlazado en su superficie. Por lo
anteriormente expuesto, aun cuando se ha demostrado que los tres silanos
se han enlazado en las superficie, en funcion de la estabilidad de los
enlaces de 0O-Si-O, Si-O-metal para las siguientes fases de la modificacion
biomimética de las superficies, se descartara el uso del CPTES sobre la
aleacion de CoCr.



IV.4 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION
SUPERFICIAL DE LAS SUPERFICIES SILANIZADAS, EN FUNCION DE LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS.

Del proceso de caracterizacion fisico-quimica de las aleaciones de CoCr silanizadas,
en funcion de los objetivos especificos planteados se puede concluir que:

1) Caracterizacion fisico-quimica del proceso de silanizacion obtenido
para cada organosilano estudiado

o La espectroscopia de rayos X (XPS), ha sido una excelente técnica
para la caracterizacidn quimica de la superficies silanizadas; ya que por medio de
ella fue posible detectar los atomos de Si y los enlaces siloxanos (Si-O-metal),
producto del proceso de silanizacién (ver Figura IV 2).

o Para la caracterizacién fisica de las muestras silanizadas, se
determind la mojabilidad de las mismas, donde se partié de una muestra activada
con &cido nitrico (AN), cuyo valor de angulo de contacto fue de x=349°. Luego del
proceso de silanizacidn todas las superficies arrojaron valores superiores a los 659,
lo cual comprueba que hubo una modificaciéon superficial, sin importar los grupos
funcionales de cada organosilano (cloro, grupo epoxi y grupo amina) y que la
silanizaciéon consigue modificar la hidrofilicidad de las superficies. Del mismo modo
se puede observar que el crosslinker también produce cambios sobre la superficie
silanizada con APTES; ya que el angulo decrece de = 89° a = 73° (Figura IV 6).
Adicionalmente se puede dilucidar que la silanizacidon se ha producido de manera
homogénea sobre cada una de las superficies; ya que aun cuando la gota ha sido
colocada aleatoriamente en diferentes puntos de las muestras, todas ellas arrojan
resultados similares.

) Por medio del ToF SIMS se pudo determinar la efectividad del proceso
de silanizacion, ya que al estarse midiendo a una profundidad entre 0 y 5nm de la
capa superficial, se lograron detectar fragmentos de los organosilanos (Si*, Si-O* y
0-Si-0") y para las muestras silanizadas con CPTES, se observo la presencia del CI°
que es el grupo funcional de éste organosilano; estos resultados indican la
presencia de los silanos sobre la superficie de las muestras. (Figura IV 7y Figura IV
8), mas no dan informacién acerca del enlace del silano con la superficie

e Para profundizar en el tipo de enlace y obtener medidas semicuantitativas,
se analizaron las muestras mediante XPS. El criterio para determinar la presencia
de los 6rganos silanos, fue la presencia del Si 2s, donde resulté que el proceso mas
eficiente fue la silanizacion de las muestras con APTES+Ma, ya que: 1) Presentd
una mayor concentracién en porcentaje atomico de Si 2s (APTES+Ma: 7%, CPTES
3% y GPTES 2%) y 2) En condiciones ideales por cada grupo hidroxilo del metal
debe reaccionar un organosilano; por ende la relacion entre los OH™ de las
superficies activadas (detectados en el pico O2) y el Si de los silanos, ha de ser
igual a 1.En esta tesis realizando la ratio 02/Si se obtuvo: CoAM: 1.00, CoC: 5.00 y
CoG: 8.00, donde es evidente que el mejor resultado lo presentan las muestras
silanizadas con APTES+Ma, ver Tabla IV 1.

2) Determinacion de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la
unién silano-metal.



Se disefid un experimento que permitid evaluar la estabilidad de los silanos,
una vez enlazados al metal. Si un enlace permanece luego de un estudio de
estabilidad quimica, térmica y mecanica, puede ser considerado de tipo covalente y
se tomd como criterio de seleccidn la estabilidad de la mojabilidad y de la presencia
de los enlaces Si-O-Metal producto de la silanizacién. Los resultados obtenidos
permiten afirmar que en la aleacion de CoCr el GPTES y el APTES+Ma, son
organosilanos que se adhieren sobre la superficie, con enlaces que son estables
térmica, quimica y mecanicamente.

Por lo expuesto anteriormente se puede concluir que el proceso de
silanizacion produce modificaciones fisicas de las superficies, ya que
modifica la mojabilidad de las muestra aumentando el angulo de contacto
de las mismas. Al mismo tiempo mediante la caracterizacion quimica se
deduce que los tres silanos se adhieren sobre las superficies, no obstante
demostraron ser mas estables el APTES+Ma y el GPTES, en términos de
cantidad de silicio y estabilidad del mismo.
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V.1 INTRODUCCION

La meta de la modificacidon bioquimica de superficies, es inmovilizar biomoléculas
(proteinas, encimas o péptidos bioactivos) sobre biomateriales, con el propédsito de
inducir la adhesion de células especificas y con ello conseguir el control de la
interfaz tejido-implante.!

Existe una gran diversidad de secuencias peptidicas que pueden ser usadas, sin
embargo, como se ha explicado en el capitulo I, la seleccién de ellas condicionara la
interaccion de las células con el material. Por tanto, para este proyecto se realizara
la inmovilizacion de los siguientes péptidos: CGGRGDS, CGGFHRRIKA, CGGPHSRN y
las mezclas 1:1 de CGGRGDS+CGGPHSRN y/o CGGRGDS+CGGFHRRIKA, con el
propdsito de conseguir la regeneracion de los tejidos dseo.
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Figura V 1 Enlaces Silano-Péptido: a) CPTES-Cys b) GPTES-Cys y c) APTES-Maleimido-Cys

La estrategia utilizada comprende el uso secuencias peptidicas cortas con una
cisteina (Cys) y dos glicinas (Gly); que serviran de espaciadores entre el motivo
reactivo y las superficies metdlicas; se utilizd la Cys, ya que este aminoacido



contiene un atomo de azufre en su cadena lateral, que no solo es altamente
reactivo, sino que simultdneamente podra ser detectado por medio de técnicas de
caracterizacion quimica de superficies (Figura V 1).

Otro parametro de disefio, fue trabajar con péptidos acetilados, es decir, que tienen
bloqueada la reaccion por medio del grupo amino terminal, con lo cual, solo tienen
la posibilidad de reaccionar con los silanos a través de la cadena lateral de la
cisteina (-SH).

A lo largo de este capitulo se detallard el procedimiento de adhesién de
biomoléculas (péptidos) y se presentara la caracterizacion fisico-quimica de las
superficies. Con todo ello, se desea obtener la fiabilidad de uso de un biomaterial
metdlico destinado a aplicaciones de regeneracion de tejidos Oseos, tanto en
implantes dentales, como en ortopedia: prétesis de cadera y de rodilla.



V.1.1 OBJETIVOS.

V.1.1.1 OBJETIVO GENERAL.

Optimizar el proceso de inmovilizacién de biomoléculas para la aleacion de
CoCr ASTM F1537 previamente silanizada, en términos de porcentaje de
péptido adherido y estabilidad de su enlace con las superficies metalicas.

En este estudio se evaluara la inmovilizacién de las siguientes secuencias
peptidicas: CGGRGDS, CGGFHRRIKA y CGGPHSRN. Y de forma paralela, se
evaluard el efecto de las mezclas en relacion 1:1 de CGGRGDS+CGGFHRRIKA y de
CGGRGDS+CGGPHSRN.

V.1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Deteccidn de las secuencias peptidicas.

A la hora de caracterizar los péptidos adheridos sobre la superficie de un material,
en la literatura se describen una serie de técnicas de caracterizacion, tales como:
radiomarcado, espectroscopia de infrarrojos (ATIR-IR) o espectroscopia de masas
de iones secundarios por tiempo de vuelo (ToF SIMS).? Obviamente cada una de
ellas presentan ventajas y limitaciones. Por lo cual para esta tesis se ha decidido
explorar las posibilidades de la técnica de XPS para la caracterizaciéon de la capa de
biomoléculas sobre las superficies silanizadas y de esta manera continuar con el
hilo conductor de los capitulos anteriores, en funcién de la caracterizacion y
optimizacion de superficies con XPS.

Por tanto para determinar las secuencias peptidicas utilizadas, se planteo:

e Detectar mediante XPS el azufre presente en la cisteina; ya que este
aminoacido se encuentra en todas las secuencias estudiadas y la aparicidén
de este elemento determinara la efectividad del proceso de inmovilizacién de
la biomolécula.

e Identificar mediante estudios de alta resolucion, los enlaces tipicos de las
secuencias peptidicas (grupos carboxilos, amida, guanidina y dipéptidos), asi
como también el enlace S-C, debido al enlace de la cisteina con los
organosilanos.

Optimizacion del proceso de inmovilizacion de las secuencias peptidicas.

En el proceso de inmovilizacion de biomoléculas, deben tenerse en consideracion
factores como: 1) el pH con el que el grupo érgano funcional del silano reaccionara
con la secuencia peptidica y 2) el tiempo de adhesion requerido para que se realice
el enlace. Por tanto, para cada silano se estudiaran dichas variables, con el objeto
de garantizar una uniéon metal-silano-biomolécula eficiente.

Caracterizacion fisico-quimica del proceso de inmovilizacion de las
secuencias peptidicas en superficies.

Los procesos de inmovilizacién introducirdan modificaciones fisicas en las superficies
silanizadas y modificaran su composicion quimica. A priori, aquellas superficies que
presenten mayor variabilidad en la mojabilidad y mayor porcentaje de azufre, han



de contener mayor cantidad de péptido sobre la superficie, por tanto induciran a
una mejor respuesta celular.

Determinacién de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la unién
silano-biomolécula.

Se deben formar enlaces covalentes entre las superficies silanizadas y las
secuencias peptidicas, por ello si se demuestra que el péptido permanece estable
térmica, quimica y mecanicamente, se podria garantizar la efectividad del proceso.



V.2 MATERIALES Y METODOS

V.2.1 MATERIALES

La nomenclatura usada para identificar cada una de las opciones fue: Co: aleacion
de CoCr, luego de la identificacion del metal se colocé la inicial de cada silano
(C:CPTES, G:GPTES, AM:APTES+Maleimido) y por ultimo la inicial de cada motivo
reactivo: (R:CGGRGDS, F:CGGFHRRIKA, P:CGGPHSRN,
RF:CGGRGDS+CGGFHRRIKA y RP:CGGRGDS+CGGPHSRN).

Como se ha mencionado anteriormente las secuencias peptidicas fueron disefiadas,
de tal manera que poseen el motivo reactivo unido a 3 aminoacidos (Cys-Gly-Gly),
gue ademas de servir de espaciadores, permiten una unidn selectiva entre el
carbén de los silanos y el grupo tiol de la cisteina. Aun cuando se ha reportado que
el azufre es mucho mas reactivo que el grupo amina, se decidid acetilar el péptido,
para de esta manera tener bloqueadas las aminas y que el enlace solo tenga lugar
por la cisteina.

Adicionalmente se trabajara con 2 mezclas, que bibliograficamente han reportado
favorecer el proceso de adhesion, las mismas se realizaron en una relacién de 1:1.

Los péptidos fueron comprados en GenScript (USA) y se inmovilizaron sobre las
superficies silanizadas que arrojaron los mejores resultados en términos de
silanizacion. (Tabla V 1)

Tabla V 1 Muestras utilizadas Aleacion de CoCr
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GPTES CoGR CoGF CoGP CoGRF CoGRP
APTES+Ma | CoAMR | CoAMF | CoAMP | CoAMRF | CoAMRP

V.2.2 METODOS.

V.2.2.1.PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se utilizaron como disolventes:

1) soluciéon tampén a pH 7 de fosfato salino (PBS) 6
2) una solucién de carbonato de sodio, a pH 11.

Se prepararon soluciones de péptido a una concentracion de 500 yg/ml de cada una
de las secuencias peptidicas.

Una vez realizada la disolucion del péptido se procedié a sumergir cada una de las
muestras previamente silanizadas en las diferentes soluciones segun los resultados
de pH y tiempo de adhesion 6ptimos.



V.2.2.2.CARACTERIZACION SUPERFICIAL.

Como técnica de caracterizacion fisica del proceso se utilizd el angulo de contacto y
para la caracterizaciéon quimica de la superficie se evalué mediante el XPS vy la
Microscopia Optica por Fluorescencia. En cuanto a la cuantificacién de la
concentracion de péptido adherido se usé una medicién indirecta mediante el
Espectrofotémetro UV/visible de mono haz (NANODROP).

V.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.

V.3.1.CARACTERIZACION DE LAS SECUENCIAS PEPTIDICAS.

Antes de la evaluacion del proceso de inmovilizacion de las biomoléculas sobre las
superficies, se debia explorar si por medio de la técnica de XPS, era posible
identificar y caracterizar las secuencias peptidicas, con la aparicion del azufre. Para
ello se parti6 de un estudio de XPS, en el que se analizaron directamente las
secuencias peptidicas (en polvo), antes de ser inmovilizadas sobre las superficies
metalicas.

Resultados de XPS.
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Por tanto en funciéon de estos resultados se tiene que la cisteina de todas
las secuencias peptidicas, puede ser detectada a través del XPS, mediante
la identificacion del pico S 2p.



Tabla V 2 Composicion Quimica de las Secuencias Peptidicas por XPS.

Secuencia Peptidica Cls N1s O1ls S2p Fils
RGD Teorico 50 23 25 2

RGD Experimental 57 20 21 2 0
FHRRIKA Teorico 61 24 14 1
FHRRIKA Experimental 60 18 14 1 7
PHSRN Teorico 54 25 19 2

PHSRN Experimental 57 22 18 2 1

V.3.2 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE INMOVILIZACION DE LAS
SECUENCIAS PEPTIDICAS

En el proceso de inmovilizacion de secuencias peptidicas, existen muchas variables
de estudio, entre ellas: la concentracion de péptido, el pH del medio, el tiempo de
exposicion, la temperatura, las caracteristicas fisico-quimicas de las superficies
entre otras.® Hasta la fecha aun las condiciones &ptimas no han sido
estandarizadas, por ejemplo, Zorn et al., realizan la inmovilizacion de las
biomoléculas en agua destilada durante 24h,* Bai et al., lo hacen en el mismo
tiempo pero a pH 8,° Iucci et al., las colocan durante toda la noche,® y hay otros
grupos que trabajan a tiempos muchos mas cortos, entre ellos Davis et al., quienes
lo hacen a pH 7 durante 2h,” o Xiao que la realiza en 1h a 20 °C y a pH 6.5.%

Los estudios mencionados anteriormente, ademas de diferir en tiempo, pH, y
temperatura, también han sido realizados sobre superficies con caracteristicas
fisico-quimicas diferentes, por lo tanto, para optimizar el proceso de inmovilizacion
de biomoléculas en esta tesis, se disefid un ensayo de optimizacion que permita
evaluar de una forma semicuantitativa, como afectan algunas de estas variables en
el proceso de unidn silano-péptido.

Para el ensayo de optimizacién de la inmovilizacion de
las secuencias peptidicas, se us6é un péptido corto
(CGG-FITC) que ademas de contar con la secuencia
cisteina-glicina-glicina posee una terminacién
fluorescente (isotiocianato de fluoresceina (FITC)),
(Figura V 3) que ha sido unida a través del acido 6-
aminohexanoico (Ahx).

Para este ensayo se trabajé solo con una de las
aleaciones, especificamente la de titanio, ya que en
Figura V 3 Estructura de la esta fase lo que se esta estudiando es la unién entre
Molécula del Isotiocianato | i | sptid te de | .

de Fluoresceina (FITC) 0s S,I anos y los ,pep idos y como par,e e la secuencia
peptidica es valido usar el fluordforo (FITC), en

sustitucion de las secuencias peptidicas RGDS, FHRRIKA y PHSRN; ya que como se
ha mostrado en la Figura IV 1, el enlace entre los silanos y los péptidos, se
realizara a través del tiol de la cisteina y por ende el disefio de este péptido permite

que se realice el mismo enlace del azufre de la cisteina y el carbono de los silanos.

Por lo descrito anteriormente se tiene que los parametros que se tomaron en
consideracion para la optimizacion del proceso fueron el tiempo de adhesion y el pH
(ya que como se menciond en el capitulo IV, entre los silanos utilizados, hay unos
gue son mas reactivos a pH neutro y otros que son mas efectivos a pH basico). Se
dejaron como variables fijas la concentracidon del péptido y la temperatura.



Los resultados que se obtengan en este ensayo seran bastante orientativos, aunque
puede haber pequeias diferencias, debidas al efecto estérico de la molécula, por
ser de diferentes tamanos.

V.3.2.1 DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE ADHESION DE PEPTIDO
A DIFERENTES pH

Como punto de partida se prepararon dos soluciones de péptido a una
concentracién a 10uM:

1) a pH 7: usando una solucion tampdn de fosfatos salinos (PBS) y
2) a pH 11: trabajando con carbonato de sodio a 0.5 mg/ml.

Seguidamente con cada una de las soluciones, se realizaron diferentes disoluciones,
con el objeto de medir la fluorescencia emitida por cada una de ellas, a través del
fluorimetro y de esta manera trazar una recta patron que relaciona la fluorescencia
vs concentracién y obtener una recta patron que vincula ambos parametros.

Para determinar el tiempo éptimo de adhesion de cada una de las soluciones, se
utilizaron muestras de Ti silanizadas y hasta este momento se estuvo trabajando
con los 3 organosilanos, para determinar como el pH, afectaba la inmovilizacion de
las biomoléculas en ellos. Por tanto se trabajo con CPTES, GPTES y APTES+Ma y
adicionalmente se incluyd la evaluacién de una muestra sin tratamiento previo, en
la cual la adhesién se dara por fisisorcion.

Se utilizaron dos protocolos diferentes para la inmovilizacion de las biomoléculas,
dependiendo del tipo de silanos:

1) Para las muestras silanizadas con CPTES o con GPTES y para los discos sin
ningun tratamiento previo, se procedié a la inmersidon de cada uno de los discos en
1 ml de las diferentes soluciones (pH 7 y pH 11). A partir de este momento se
tomaron a diferentes tiempos (2h, 4h, 6h y 24h), 150 ul de solucidn por cada tipo
de muestra y se conservaron en eppendorf. Una vez extraidos los 150 ul de cada
una de las muestras en todos los tiempos de estudio, se procedié a medir la
fluorescencia emitida. En funcion de los resultados obtenidos y haciendo uso de la
recta patron, se correlaciond la fluorescencia con la concentracion del péptido que
ha quedado en la solucién, por lo cual de manera indirecta (restando concentracion
inicial, menos concentracion final) se calculd la cantidad de péptido adherido.

2) Las muestras silanizadas con APTES+maleimido, solo se dejaron inmersas
en solucion durante 2 horas, debido a que el tiempo de interaccién de este silano
es limitado y puede hidrolizarse réapidamente.?° El célculo del péptido adherido, se
realiz6 igual que para el caso del CPTES y del GPTES.

Los resultados de este ensayo son mostrados en las Figura V 4 y Figura V 5, donde
una pendiente negativa en cada una de las curvas indica que se esta efectuando el
proceso de la adhesion del péptido sobre las muestras, por ende, el punto mas
bajo, indica la finalizacion del proceso de enlace y/o adsorcion, dando como
resultado el tiempo o6ptimo para la inmersién de las muestras en la solucion
peptidica.

Por lo expuesto anteriormente y en funcion de las graficas, se tiene que a pH 7 la
muestra que consigue una mayor adhesion de péptido es TiAM. Sin embargo a un
tiempo de cuatro horas las muestras silanizadas con CPTES han conseguido la



mayor concentracion de péptido sobre su superficie y este hecho ocurrié a las 6h
para las muestras con GPTES. Finalmente se nota que las muestras con péptido
fisisorbido, pasadas 24h aun conserva una pendiente negativa, por tanto se deduce
gue en éstas el proceso de adsorcion de proteinas es mucho mas lento.

Por otra parte para la soluciéon a pH 11, se observa que para el péptido fisisorbido
se tiene una pendiente nula y un comportamiento similar a las muestras silanizadas
con APTES+maleimido ya que éstas exhiben una pendiente negativa muy leve, con
lo que se infiere que en ellas no se esta dando la inmovilizacion de la biomolécula.

Si se analizan el resto de los silanos a pH 11 se tiene que el CPTES necesita 6 horas
para alcanzar su mejor rendimiento y que el tiempo éptimo de adhesién para el
GPTES es de 2 horas.
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Figura V 4 Muestras con CGG-FITC en PBS (pH 7).
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Figura V 5 Muestras con CGG-FITC en Carbonato de Sodio (pH 11)

De lo anteriormente expuesto, se tiene que la fisisorcién, solo tiene lugar a pH
basico, ya que a pH 11 es practicamente indetectable, lo cual puede ser atribuido a
la formaciéon de puentes disulfuros, por medio de la oxidacién de los residuos de los
tioles de la cisteina, ya que la formacion de puentes disulfuros a pH basico es una
reaccién comun en la quimica de péptidos.*°

El resumen de los resultados de esta fase se muestra en la



Tabla v 3

Tabla V 3 Tiempo Optimo de Adhesién de Péptido en Funcién del pH

Muestra pH Tiempo
TiAM 7 2h
TiAM 11 2h
TiC 7 4h
TiC 11 6h
TiG 7 6h
TiG 11 2h

V.3.2.2 DETERMINACION DEL pH OPTIMO PARA LA ADHESION DE PEPTIDO
SOBRE LOS DIFERENTES SILANOS

En funcidn del tiempo de adhesion optimo para cada pH en las diferentes
superficies, se procedidé a realizar nuevamente la inmovilizacién del péptido y se
cuantificé la intensidad de fluorescencia, mediante la recta patrén para cada
solucidn, determinandose la cantidad de biomolécula adherida.

Tabla V 4 Concentracion de Péptido Adherido en Funcion del pH

Silano pH 7 pH 11
(ng/ul) x 100 (ng/ul) x 100
APTES + Ma 265 + 0.58 =0
CPTES 139 + 0.33 464 + 0.13
GPTES 176 £ 0.37 453 £ 0.36

De la Tabla V 4 se tiene que tanto para CPTES como para GPTES la cantidad de
péptido enlazado a las superficies bajo condiciones bdasicas, aumenta
significativamente, si se compara con los resultados observados a pH neutro. En
funcion de estos resultados se establecen para la adhesion de los péptidos las
siguientes condiciones de trabajo:

APTES+Malemido: pH = 7, tiempo =2h.
CPTES: pH = 11, tiempo = 6h.
GPTES: pH=11, tiempo= 2h.

Una vez determinadas las condiciones éptimas de inmovilizacién de biomoléculas
sobre los diferentes silanos, se procedié a evaluar el comportamiento de las
secuencias peptidicas, seleccionadas para inducir la oseointegracion en las
aleaciones de estudio. Al mismo tiempo se evalué mediante el XPS la estabilidad de
las mismas.

V.3.3 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA INMOVILIZACION DE
BIOMOLECULAS.

Por lo que se ha comprobado en los capitulos anteriores la aleacion de CoCr se
activarad con &cido nitrico y sobre ella se utilizaran como silanos el GPTES y el
APTES+Ma, por tanto, la adhesion de las secuencias peptidicas se realizaran a pH
11 o a pH 7 dependiendo del silano.



La técnica usada para la caracterizacion fisica de las superficies fue el angulo de
contacto y para la caracterizacidon quimica se utilizé el XPS y la espectrofotometria
de UV/Visible.

Resultados de Angulo de Contacto.

El fendmeno de bioadhesion tanto de las proteinas como de las células, o la
integracidon de un dispositivo biomédico en un tejido, como ya se ha explicado en
los capitulos anteriores, se caracterizan por la formacién de una interface entre el
sistema bioldgico y el material implantado.

Muchos autores han relacionado la mojabilidad de la superficie con la respuesta
bioldgica in vitro. Igualmente algunos autores confirman que el caracter hidrofébico
de la superficie, favorece a la adhesion de proteinas.!'™!3

La Figura V 6 muestra como el proceso de adhesion de las secuencias peptidicas
genera una modificacion de la mojabilidad de las superficies.

En el caso de las muestras silanizadas con GPTES, en casi todas las muestras
(excepto en CoGP (=60°)) el angulo de contacto incrementé su valor en
comparacién con la muestra sin péptido, es decir parten de CoG =68° a: CoGR
=79, CoGF =739 CoGRFx73 y CoGRP=75° Contrariamente, las muestras
silanizadas con APTES+Ma (CoAM), variaron el angulo de contacto, pero con una
tendencia a la obtencion de muestras menos hidrofébicas, es decir con angulos
menores cuando se trabaja con las secuencias peptidicas de forma individual, sin
embargo cuando se tienen las mezclas, el valor del angulo de contacto aumenta
para RGD+FHRRIKA.

Si se comparan los resultados de cada secuencia peptidica sobre los diferentes
silanos, se tiene que hay diferencias significativas, solo en los casos que se han
usado CGGRDS o CGGFHRRIKA, para el resto de las secuencias, no influy6é en la
mojabilidad el silano utilizado.

Mojabilidad de las Muestras de CoCr
con Péptido
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Figura V 6 Mojabilidad de las Muestras de CoCr con Inmovilizacion de Péptidos
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En funcioén de los resultados, se puede concluir que mediante el angulo de
contacto se observa una modificacion en la mojabilidad de las superficies
con biomoléculas, sin embargo no queda claro el motivo, por el cual con las
mezclas no se presentan diferencias significativas al variar los silanos, por
estas razones se requiere de un analisis quimico para determinar Ia
manera como dichas moléculas se han enlazado a los silanos.

Resultados de XPS.

Todas las secuencias peptidicas utilizadas tienen al menos una cisteina, por lo que
por medio de la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, esta podra ser
identificada, segun el porcentaje de azufre que aparezca en la superficie.

Las Tabla V 5 y Tabla V 6 corresponden a las muestras CoG y CoAM con
biomoléculas inmovilizadas sobre sus superficies.

Tabla V 5 Composicion Quimica en Porcentaje Atomico por XPS de las Muestras de CoCrG con
Péptidos Adheridos en Superficie

Picos CoG CoGR CoGF CoGP CoGRF CoGRP
Cils 33+1.7 38+1.1 42+2.7 33+1.0 39+1.9 47+3.1
N1s 2+0.2 3+0.4 8+0.7 3+0.1 7+0.6 5+0.3
Ols 44+0.9 43+1.8 37+1.4 46+2.7 39+1.5 37+2.1
Si2s 2+0.1 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0
S2p 0+0.0 1+0.1 1+0.1 1+0.3 1+0.2 3+0.4
Cr2p 14+4+0.6 0+0.0 1+0.1 0+0.0 1+0.0 0+0.0
Co2p 4+0.0 11+0.2 8+0.7 13+0.7 10+0.9 6+0.4
Mo3d 1+0.0 4+0.2 3+0.1 4+0.3 3+0.1 2+0.1

Tabla V 6 Composicion Quimica Porcentaje Atomico por XPS de las Muestras de CoCrAM con
Péptidos Adheridos en Superficie

CoAM CoAMR CoAMF CoAMP CoAMRF CoAMRP
Cls 59+3.1 50+2.3 48+1.7 46+2.1 47+3.6 45+1.9
N1s 9+0.7 6+0.4 6+0.2 6+0.5 6+0.4 6+0.4
Ols 25+1.7 32+2.1 35+1.3 36+2.3 37+2.7 37+2.2
Si2s 740.5 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0
S2p 0+0.0 5+0.2 5+0.3 5+0.5 4+0.3 5+0.4
Cr2p 0+0.0 1+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0
Co2p 0+0.0 4+0.2 4+0.1 5+0.3 5+0.3 5+0.4
Mo3d 0+0.0 2+0.1 2+0.2 2+0.1 1+0.2 2+0.2

De los resultados mostrados en las tablas anteriores, se ve reflejado que:

1) En todas las muestras con péptidos se ha identificado la presencia de S 2p, aun
cuando el mismo se presenta en porcentajes muy bajos, quizas debido a que la
cisteina se encuentra recubierta por el resto de aminoacidos que conforman las
diferentes secuencias peptidicas.’




2) La cantidad de silano en la superficie después de la adhesion de los péptidos no
se ve debido a que la misma ha sido recubierta por las biomoléculas.

3) Adicionalmente puede notarse que en las muestras con péptido hubo un
incremento en los porcentajes de Co 2p y Mo 3d; no obstante el contenido de Cr 2p
es < 1%, lo que confirma la teoria que los silanos se enlazan preferiblemente con
los 6xidos de Cr,'* por tanto estas uniones son favorables para el enlace de las
secuencias peptidicas, formando asi cadenas de mayor longitud, que imposibilitan
la deteccidn de este elemento metalico.

Ahora bien, en funcién de los resultados surge la inquietud, épor qué no se detecta
el silicio sin embargo se incrementa el porcentaje de Co y Mo?

Para ello esta tesis plantea como hipdtesis que en el momento de la inmovilizacion
de las biomoléculas la capa silanizada resultante tiene una distribucion de islas; es
decir, el silano no se encuentra distribuido uniformemente sobre las superficies y
los enlaces que permanecen estables son los de Cr-Si-péptido, los cuales han de
ser de un espesor superior a 10 nm haciendo imposible la deteccién del Si y del Cr.
Sin embargo el Si que estuvo enlazado al Co y/o al Mo, se ha desprendido de la
superficie, por lo que estos elementos quedan descubiertos (Figura V 7). Esta
hipotesis se fundamenta en estudios previos que ha sugerido que para las
aleaciones de CoCr el Cr,0; es el principal encargado de los enlaces Cr-Si,'® y como
se ha demostrado en el capitulo III, en la capa de éxido de las muestras de CoCR
tratadas con nitrico el 6xido que aparece en mayor proporcién es justamente el
Cr,03.
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Figura V 7 Deteccion de Co y Mo

Por otra parte, con la adicién de los péptidos deberia incrementarse el porcentaje
atémico tanto del C 1s, como del N 1s y del Ols (ver Figura V 2). Sin embargo, en
el caso del carbono, por los problemas de contaminacion, dicho aumento no se
puede apreciar. No obstante, se puede observar que las muestras de CoGF y CoGRF
presentan diferencias estadisticamente significativas en el N 1s, ya que dentro de
las secuencias usadas FHRRIKA, es la que contiene mayor contenido de nitrégeno.

En resumen: Con el barrido general de XPS se pudo determinar la presencia
de las secuencias peptidicas sobre la superficie mediante a la deteccion del
S 2p. Sin embargo, aun no se ha profundizado en el enlace de estas biomoléculas a
los silanos. Con tal fin, primeramente se esquematizara el tipo de enlaces que se
desean detectar a través de XPS y posteriormente se mostraran los estudios de alta
resolucién que se realizaron para su evaluacion.
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Fiqura V 8 Esquema de la secuencia Ac-CGGRGDS

La  Figura v 8,
muestra la secuencia
peptidica CGGRGDS,
la cual se encuentra
acetilada (Ac) para
evitar la unién del
péptido al silano a
través de la amina de
la cisteina. En dicha
figura se presentan
los enlaces peptidicos,
el grupo amida
proveniente del
enlace peptidico, el
grupo guanidina, (que
es parte de la cadena

lateral de la arginina (Arg), ya que todas las secuencias usadas, contienen al menos
una Arg) y se ha colocado el grupo carboxilo, presente en la cadena terminal de los
aminoacidos. Como los grupos anteriormente mencionados estdn conformados por
enlace de carbono, nitrégeno y/o oxigeno, se decidié hacer la alta resolucion de
estos elementos, con el fin de corroborar la presencia del péptido sobre la

superficie.

Tabla V 7 Alta Resolucion del C 1s, N 1s y O 1s de las muestras CoG con Péptidos.

Picos CoG CoGR CoGF CoGP CoGRF CoGRP B.E.(eV)
Cis 33+1.7 38+1.1 42+2.7 33+1.0 39+1.9 47+3.1
Cl C=C,C-H 203 255 227 201 214  27.7 284.5 +0.1
2 “$¢ 70 72 105 69 9.0 103 2859 +0.1
3 O 24 2.3 3.8 2.0 3.5 3.4 287.4 +0.2
Dipéptido
ce QXS 33 30 50 40 51 5.6 2885 +0.2
Guanidina
Nis 2+0.2 3+0.4 8+0.7 340.1 7+0.6 5+0.3
v NS 09 08 05 1.0 0.6 1.5 396.9 +0.3
Guanidina
N2 Ctamene 11 2.2 75 2.0 6.4 3.5 400.0 +0.2
O1s 44+0.9 43+1.8 37+1.4 46+2.7 39+1.5 37+2.1
0%, CoO,
or B 200 163 144 202 154  14.0 529.9 +0.2
Cr0;
OH,
02 COOH 159  17.6 16.8 18.4 168 152 531.2 +0.1
Dipéptido
c=0, -C-
03 0 81 91 58 74 68 7.8 5326 +0.2
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Tabla V 8 Alta Resolucion del C 1s, N 1s y O 1s de las muestras CoAM con Péptidos.

Picos CoAM CoAMR CoAMF CoAMP CoAMRF CoAMRP B.E.(eV)

Cis 59+3.1 50+2.3 48+1.7 46+2.1 47+3.6 45+1.9

Cl C=C,C-H 30.4 310 28.8 25.8 27.3 25.2 284.5 +0.1

C2 C=0,C-OH, 19.5 13.0 13.0 13.8 14.1 14.4 285.6 +0.2

CH2-0O, C-S
I A X 4.0 4.3 4.1 3.8 3.6 287.6 +0.3
Dipéptido
ca 0N 42 20 19 23 1.8 1.8  288.6 +0.4
Guanidina
N1is 9+0.7 6+0.4 6+0.2 6+0.5 6+0.4 6+0.4
NI C=NH,C-N 0.0 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 397.0 +0.4
N-H
N2  Guanidina 9.0 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8  400.3 +0.5
Amida
O1s 25+1.7 32+2.1 35+1.3 36+2.3 37+2.7 37+2.2
0%, CoO,
01  MoOs, 1.5 7.7 6.5 9.0 10.0 10.0 529.9 +0.2
CrO3,Cr203
OH, COOH
02 GrupoImida 7.0 9.6 10.9 10.0 11.8 10.0 531.2 +0.1
Dipéptido
03 C:%b'f'o 16.5 13.7 18.6 16.0  15.2 17.0 532.6 +0.5

La deconvolucion del carbono y del oxigeno ha sido mostrada en el capitulo III,
(Figura III 7 y Figura III 8 respectivamente) y la del nitrégeno en el capitulo 1V,
(Figura IV 11). Los resultados de este estudio se presentan en porcentaje atomico
en las Tabna V 7 y Tabla V 8. Por medio de la alta resolucién se pueden identificar
los carboxilos en los picos C4 y 02, el enlace peptidico en los picos C4 y 02, el
grupo guanidina y los carboxilos mediante los picos C4 y N2 y el grupo amida a
través del pico N2.8:916-20

El estudio de alta resolucion de estos elementos se presentara a continuacion, pero
a priori ya se puede conjeturar, que la deteccién de estos enlaces no es una tarea
sencilla, debido a que en un mismo pico se adjudican 2 o mas especies derivadas
de los procesos anteriores de biofuncionalizacion (activacion y/o silanizacion) o de
la contaminacion existente.

Grupos Carboxilos.

Como se ha descrito en el parrafo anterior, los grupos carboxilos de la cadena
terminal de las secuencias peptidicas, pueden ser identificados ya sea por el pico
C4, o por el pico 02.

Para el caso de las muestras silanizadas con GPTES, el pico C4 aumenta
para todas las muestras excepto para CoGR lo cual sugiere la presencia del
péptido en sus superficies En cuanto a las muestras silanizadas con
APTES+Ma, la presencia de carboxilos es detectada en todas las muestras,
mediante el incremento del pico O2.

Enlace Peptidico.

La identificacion del enlace peptidico o también llamado dipéptido, se confirma por
el incremento de los picos C4 y 02, en las muestras en las que se han inmovilizado




biomoléculas; por tanto seguin los resultados obtenidos, se tiene que por medio
del pico C4, se infiere la presencia de este enlace en todas las muestras
CoG (excepto CoGR), de igual manera mediante el pico 02, se comprueba
la existencia del dipéptido en todas las muestras silanizadas con
APTES+Ma.

Grupo Guanidina.

La guanidina puede ser identificada mediante el pico N2 y el carbono con el mayor
valor de energia de enlace (C4). El incremento del pico C4 es notorio en las
muestras CoGF, CoGP, CoGRF y CoGRP, al mismo tiempo que se aprecia un
aumento en todas las muestras silanizadas con GPTES del pico N2, lo cual
teoriza la presencia del péptido en sus superficie.

De la misma manera, se tiene que en todas las muestras de CoAM con
biomolécula ocurre un incremento del pico de N2, permitiendo presumir la
existencia de la arginina sobre las muestras.

Grupo Amida.

La presencia del grupo amida es evidenciada, solo en las muestras
silanizadas con GPTES, mediante el aumento en el porcentaje atomico del
pico N2.

Cisteina.

Dado que todas las secuencias peptidicas utilizadas contienen al menos una
cisteina, por medio del XPS, esta ha sido identificada mediante la aparicion del
azufre (S 2p).

Si se observa la Tabla V 5 en las muestras con GPTES el S 2p, aparece en
cantidades muy pequefias, al tratarse de un porcentaje tan bajo este pico no
presenta una buena resolucidon para ser deconvolucionado y se deduce para las
muestras con GPTES que el péptido esta sobre la superficie, simplemente
por la identificaciéon del azufre.

Para las muestras silanizadas con APTES+Ma, la presencia de S 2p es mucho mayor
y de igual manera refleja la presencia de las secuencias peptidicas sobre las
superficies biofuncionalizadas.

De la informacion obtenida en los estudios de alta resolucién mediante XPS, se
puede concluir que las muestras presentan una modificaciéon supeirficial en Ila
fase de inmovilizacion de las biomoléculas. Adicionalmente mediante todos los
estudios de alta resolucién de XPS, se observo que el GPTES exhibe diferencias
relevantes en picos atribuidos a la guanidina, grupos amida, a los
dipéptidos y al azufre, lo que confirma la presencia del péptido.

Aunado a esto, en el APTES+Ma se pueden visualizar un incremento en el
pico de oxigeno tanto por los enlaces peptidicos como por los carboxilos y
es notoria la presencia de S 2p, comprobandose la presencia de la
biomolécula en superficie.

Los resultados obtenidos a través del XPS, sirven para confirmar la presencia de las
secuencias peptidicas sobres las superficies no obstante pareciera estarse al limite
de deteccion de la técnica ya que con la informacion obtenida por los estudios de
alta resolucion, solo puede presumirse la existencia de los enlaces propios de los
péptidos (carboxilos, dipéptidos, grupo amida y grupo guanidina).



V.3.4 ESTABILIDAD QUIMICA, TERMICA Y MECANICA DE LAS
BIOMOLECULAS INMOVILIZADAS EN SUPERFICIE.

Ahora bien, no basta con afirmar la presencia de las secuencias peptidicas en
superficie, sino que es necesario comprobar que las mismas se encuentran
formando enlaces covalente con los silanos.

Dado que a través del la alta resolucién el enlace S-C ubicado en el pico €3, se
encuentra enmascarado por la presencia del maleimido o de la contaminacion, se
procedid a realizar un estudio de estabilidad quimica, térmica y mecanica,
planteando como hipédtesis, que si pasadas las 24 horas aun se percibe la presencia
de secuencias peptidicas sobre las superficies, las mismas deben encontrarse
enlazadas covalentemente a las moléculas de silano y por ende a la superficie
metalica.

Para ello se utilizé un experimento similar al realizado para evaluar la estabilidad de
los silanos que consisti®é en sumergir las muestras en una solucién tampén de
fosfatos salinos (PBS) a 37 °C, con agitacidén continua a 150 rpm durante 24h.

La evaluacién de este estudio se realizé sobre las muestras de CoAM y se
caracterizd la superficie fisicamente por angulo de contacto y quimicamente
mediante un estudio de XPS.

Resultados de Angulo de Contacto.

Como se ha mencionado a lo largo del desarrollo de esta tesis, a través de la
medicion de la mojabilidad de las muestras mediante el angulo de contacto, se
obtiene una informacion cualitativa, que indica si se produjo o no, una modificacién
fisica en las superficies analizadas.

En este estudio se utilizd esta medicidon, ya que si se presentan variaciones
estadisticamente significativas entre una superficie a tiempo 0h y a tiempo 24h,
esto implica que hubo una modificacion superficial, que induciria a pensar que se ha
perdido parcial o totalmente las biomoléculas inmovilizadas sobre la superficie.

Estabilidad de la Mojabilidad de las Secuencias
Péptidas en CoCr ;5
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Figura V 9 Estabilidad de la Mojabilidad de las secuencias Peptidicas en CoCr



En la Figura V 9 se presentan los resultados de este estudio. En ella se ve cada una
de las muestras a t=0h y su homodloga luego del ensayo de estabilidad quimica,
térmica y mecanica pasadas 24 horas.

En funcion de los resultados, se tiene que luego del ensayo de estabilidad todas
las muestras presentaron una leve disminucion en el angulo de contacto.
Sin embargo la misma no representa diferencias estadisticamente
significativas, por lo cual sugiere que la inmovilizacion de péptidos ha
resultado estable.

La pequefia disminucién del angulo de contacto puede ser atribuida al
desprendimiento de la porcion de péptido que no estaba enlazada covalentemente a
los silanos. No obstante, para confirmar esta hipdtesis es necesario utilizar una
técnica que permita realizar una evaluacidn quimica de la superficie.

Resultado de XPS.

Para analizar quimicamente |a estabilidad de las secuencias peptidicas se realizé un
estudio de XPS, donde los datos del barrido general son presentados en porcentajes
atémicos en la Figura V 10.

Estabilidad Quimica, Termica y Mecanica del Péptido sobre CoCr
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Figura V 10 Estabilidad Quimica, Térmica y Mecanica del Péptido en Superficie

Con el objeto de profundizar estos resultados y dado que en el pico N2, se pueden
evidenciar los enlaces propios del grupo amida, se ha realizado la deconvolucién del
espectro de N 1s

En la Figura V 11 se muestra en color negro el espectro de nitrogeno para las
diferentes secuencias peptidicas, antes del ensayo de estabilidad y en azul luego de
haber sido sometido a una evaluacién térmica, quimica y mecanica.

El criterio para determinar la presencia del péptido en superficie fue la estabilidad
del pico N2, ya que esta contribucion es debida a los enlaces del grupo amida, al




I (cls)

I (c/s)

igual que el grupo guanidina, por tanto N2 aparece por la unién de los aminodacidos
gue conforman las secuencias peptidicas.

En funcién de los resultados se puede afirmar que el enlace silano-péptido
es estable, motivados a que el azufre pasadas las 24 h permanece sobre
las superficies. Adicionalmente el pico N2 aparece en todos los casos

evaluados.

Siendo mas especificos, se observa que cuando se adhieren las biomoléculas, la
contribucion del pico de nitrégeno, se debe casi en su totalidad al nidmero de
amidas inmovilizadas en superficie, exceptuando el caso del CoAMR, donde es
notoria la presencia del pico N1 tanto a tiempo Oh como a las 24h.
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Figura V 11 Demostracion de la Estabilidad del Péptido mediante la Deconvolucién del N 1s



V.3.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PEPTIDO ADHERIDO EN
SUPERFICIE.

Por los resultados mostrados anteriormente, se tiene claro que las secuencias estan
presentes sobre las superficies. Ahora bien, esta informacion no es suficiente, por
tal razdn se requiere de otra técnica, con el fin de determinar la cantidad de
biomolécula adherida.

Mediante una revisidén bibliografica se tiene que existen diversos métodos para la
cuantificacion de la densidad de biomoléculas adheridas en superficie, entre ellos la
calorimetria, radiomarcado (radiolabeling), y espectroscopia, pero para su estudio
se pueden requerir grandes cantidades de proteinas o el marcaje de un ligando
especifico o de proteinas. Igualmente algunos métodos requieren sondas
espectroscopicas adicionales o de reaccidn desnaturalizantes, o las mediciones de
concentraciones de equilibrio después de una separacion, entre otros factores.?

Por tanto, por simplicidad, se disefid un estudio orientativo, que de forma sencilla y
rapida permita determinar la cantidad de péptido adherida en las diferentes
superficies. Con este fin se prepararon soluciones de las diferentes secuencias
peptidicas a 500 ng/ml, y con cada una de ellas se hicieron disoluciones por
triplicado, midiendo la absorbancia a través del espectrofotometro de UV/visible
(NanoDrop), obteniendo asi, una recta patrén para cada péptido que relaciona la
absorbancia vs concentracién y arroja la ecuaciéon que vincula ambos pardmetros.
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Figura V 12 Concentracion de Péptido Adherido sobre las superficies de CoCr
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Posteriormente se utilizaron muestras de CoCr previamente silanizadas y se
sumergieron en 1 ml de péptido a 500 ng/ml. Pasado el tiempo dptimo de adhesién
para cada una de ellas, se midi6 la absorbancia de la solucién y haciendo uso de la
ecuacion obtenida en la recta patron se calculd la cantidad de péptido que ha
dejado de absorber la muestra; por tanto, la diferencia de este valor con la
concentracion inicial, se traduce en la concentracién de péptido adherido sobre la
superficie.

Los resultados de este ensayo son mostrados en la Figura V 12, donde
puede observarse que las superficies silanizadas con APTES+Ma adsorben
mayor cantidad de péptido que las muestras con GPTES.

Otro dato observable en esta grafica es que para ambos silanos las muestras que
presentan mayor cantidad de péptido adherido, son las que contienen la secuencia



FHRRIKA, ya sea sola o en mezcla. E inversamente se tiene que las que contienen
menor concentracién peptidica son aquellas constituidas por PHSRN solo o
mezclado con RGD.

Con la informacion mostrada, queda evidenciada la presencia de los péptidos en las
distintas superficies, aun cuando las mismas presentan gran variabilidad en la
concentracion de péptido adherido, segun el silano y la secuencia peptidica
utilizada.



V.4 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LA
INMOVILIZACION DE LAS BIOMOLECULAS EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS.

De los resultados obtenidos se tiene que:

1) Deteccidén de las secuencias peptidicas.

e La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, ha sido una técnica util para
determinar la presencia de la cisteina sobre las superficie, mediante la aparicién del
S 2p. No obstante, se considera que se ha llegado al limite de deteccion de la
técnica, ya que no fue posible detectar el enlace Si-C, para confirmar el enlace
covalente entre los organosilanos y las secuencias peptidicas.

e El disefno de las secuencias peptidicas, en el cual se enlaza la biomolécula a
los silanos mediante una cisteina, ha sido apropiado; ya que el tener una cadena
lateral altamente reactiva, con un grupo tiol (-SH), ha hecho posible la deteccién de
los péptidos en superficie a través de la identificacién del S.

2) Optimizacion del proceso de inmovilizacion de las secuencias
peptidicas.

e Se corrobord que tanto el pH de la solucion, como el tiempo de adhesion,
son parametros que influyen en el proceso de adhesién de los péptidos y tal cual
como se puede ver en el apartado V.3.2.2 el APTES+Ma es mas eficiente a pH 11,
teniendo un tiempo de adhesiéon de 2h. Sin embargo el CPTES tarda 6h en
adherirse a pH neutro y el GPTES funciona a pH 7 y a un t=2h.

3) Caracterizacion fisico-quimica del proceso de inmovilizacion de las
secuencias peptidicas en superficies.

e La inmovilizacion de Ilas diferentes secuencias peptidicas introdujo
modificaciones fisicas en las superficies, resultando ligeramente mas hidrofilicas las
muestras silanizadas con APTES+Ma luego de la adhesién de los péptidos (Figura V
6).

e Mediante un barrido general de XPS se pudo determinar la presencia de las
secuencias peptidicas sobre la superficie, mediante la deteccién del S 2p.

e A través del estudio de alta resolucién de XPS, se observo que las
secuencias peptidicas estan depositadas ya que:

o ElI GPTES exhibe diferencias relevantes para todas las muestras con
péptidos en el pico N2, el cual hace presumir la presencia de los grupos guanidina,
y grupos amida (Tabla V 7).

o En el APTES+Ma se puede visualizar un incremento en el pico de 02
que puede ser atribuido tanto por los enlaces peptidicos como por los carboxilos
(Tabla V 8).

e Mediante la medicién de la absorbancia a través del NanoDrop, se obtuvo la
concentracion de péptido adherido en superficie, resultando que las muestras
silanizadas con APTES+Ma son las que adsorben mayor cantidad de péptido. Y para
todos los silanos las muestras que contienen el motivo FHRRIKA individualmente, o
mezclado con RGDS, son las que arrojan mejores resultados (Figura V 12).



4) Determinaciéon de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la
union silano-biomolécula.

e Ya que a través del estudio de alta resolucién de C 1s fue imposible detectar
el enlace C-S, se realizd un ensayo de estabilidad, cuyo criterio de seleccion fue la
permanencia del S 2p en la superficie. ya que el hecho de que este elemento
permanezca luego de someter las muestras durante 24h a un pH 7 y a una
agitacion constante de 150 rpm, es un indicador de que existe un enlace covalente.
Por medio de XPS, se demostrd que el S 2p permanece en superficies, por tanto se
puede afirmar que las secuencias peptidicas estan enlazadas covalentemente a los
silanos.

Como conclusion de este capitulo se tiene que para evaluacion de la
inmovilizacion de las siguientes secuencias peptidicas: CGGRGDS,
CGGFHRRIKA y CGGPHSRN y de Ilas mezclas en relacion 1:1 de
CGGRGDS+CGGFHRRIKA y de CGGRGDS+CGGPHSRN, la técnica de
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), solo permite
determinar la presencia de las biomoléculas sobre la superficie; no
obstante, un estudio de alta resolucion es insuficiente para Ila
determinacion de los enlaces de los silanos con la biomolécula, razén por
la cual el enlace covalente entre ellos, se comprobé mediante un ensayo de
estabilidad térmica, quimica y mecanica. Adicionalmente fue necesario
hacer uso de otra técnica de caracterizacion (espectrofotometria de luz
UV/visible (NanoDrop)) para Ila cuantificacion de Ila densidad de
biomoléculas.

De los resultados obtenidos se extrae que las secuencias peptidicas se
encuentran enlazadas covalentemente a las superficies de CoAM y de CoG,
y en términos de densidad de péptido los mejores resultados se obtuvieron
con APTES+Ma, deduciendo que a mayor cantidad de silano (capitulo IV),
mayor adhesion de biomolécula.
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VI.1 INTRODUCCION

La colocacién de implantes 6seos tiene como meta lograr una conexidn firme,
estable y duradera con el hueso circundante en un proceso denominado
oseointegracidn.’™ Una adecuada oseointegracion esta condicionada a la aceptacion
del implante por parte de los tejidos vivos, asi como a la formacién de nuevo hueso
alrededor del implante.

Numerosos estudios reportan que la interface hueso-implante depende tanto de
factores biolégicos como de factores asociados al paciente, el disefio del implante y
su superficie, la distribucion de cargas entre el hueso y el implante y el
procedimiento quirdrgico.>

Durante la cicatrizacion de los tejidos y la formacién del nuevo hueso tienen lugar
una serie de eventos bioldgicos y biogquimicos que pueden ser resumidos en:
formacion del codgulo de sangre, degradacién del coagulo (fibrindlisis), formacion
de tejido granular (fibroplasia y angiogénesis), sintesis de nuevo hueso y
mineralizaciéon (modelado y remodelado 6seo). Sin embargo, cuando un cuerpo
extrafio como un implante, se inserta en el cuerpo humano, su superficie interactla
con los tejidos vivos de tal manera que puede modificar la secuencia de eventos
bioldgicos antes descrita. Por lo tanto, la biocompatibilidad del implante y por ende,
el éxito de la cicatrizacion en la interface hueso-implante depende de dos
fendmenos adicionales descritos en el capitulo I: osteoinduccion 'y
osteoconduccién.?™

Una adecuada morfologia y quimica superficial permite que las células se adhieran
y proliferen sobre la superficie del implante, permitiendo la formacion de depdsitos
de mineral que constituyen la base de la formacién del nuevo hueso.>%’

Por lo tanto, las estrategias que modifican la superficie del implante conducen a
implantes con mejor respuesta osteoinductiva y osteoconductiva, y a tasas de
deposicion de hueso mas elevadas que resultan en una osteointegraciéon completa.

Comercialmente, existe una amplia variedad de superficies en implantes, muchas
de las cuales poseen una comprobada eficiencia clinica. Sin embargo, varios de los
mecanismos por los cuales una superficie es viable para su uso en implantes son
aun susceptibles de mejoras en investigacion.® Debido a esto, la validaciéon de
nuevas superficies esta basada en pruebas experimentales con el uso de técnicas
de cultivo celular.® Por este motivo se considera apropiado realizar estudios
comparativos de diferentes superficies para realizar una evaluacion del
comportamiento de diferentes tratamientos superficiales y recubrimientos.

Por ello, el propdsito de este estudio es analizar diferentes secuencias peptidicas
(RGD, PHSRN O FHRRIKA), mediante ensayos de adhesion y proliferacion celular
para describir el comportamiento de cada una de las superficies en un ambiente
similar al fisioldgico y asi determinar cudl de ellas produce una mejor respuesta.

Por ende, antes de mostrar los objetivos y resultados obtenidos, se presentara un
breve resumen de cada uno de los procesos a estudiar.

Las células se unen a la superficie del biomaterial de forma indirecta, es decir, se
unen a las secuencias peptidicas que han sido inmovilizadas sobre el material; por
lo tanto, estas biomoléculas determinan el comportamiento de las células en el
momento de entrar en contacto con el implante (adhesién y extensidon sobre la
superficie), esta union se realiza a través de las integrinas, las cuales actian como



intermediarias entre los compartimentos interiores y exteriores de la membrana
celular y traducen el anclaje de ligandos externos, con informacién interna que
induce adhesion, expansidn o migracidon celular y como consecuencia regulan el
crecimiento celular y la diferenciacion.’

Como se comento en el estado del arte (capitulo I), la secuencia RGD y los péptidos
sintéticos de RGD se pueden unir a mdultiples integrinas, debido a que los
receptores de integrina la reconocen como una secuencia primaria, razén por la
cual ha sido catalogada como una secuencia que induce la adhesion celular.
Adicionalmente es conveniente destacar que la funcionalidad de RGD generalmente
se mantiene durante todo el proceso aun en los pasos requeridos para la
esterilizacion, por tratarse de una secuencia peptidica corta, que es menos sensible
a la desnaturalizacion que un péptido grande como una proteina entera. Ademas el
uso de RGD, en comparacion con proteinas de la matriz extracelular, minimiza el
riesgo de reactividad inmune o transferencia de patégenos.*°

El nimero de células adheridas a la superficie del implante y la morfologia celular
son indicativos de su adaptacion con el entorno. De donde, una célula bien
expandida o extendida, representa una adecuada adaptacion al cultivo y al
material. De lo anterior se puede decir que la célula interacciona directamente con
la superficie, cambiando su patron de expresién génica lo que al final se traduce en
un cambio fenotipico.

Por otra parte, la proliferaciéon puede definirse como un proceso que implica un
patréon secuencial de los cambios ciclicos en la expresidon génica que finalmente
conduce a la division de las células. Esencialmente, la proliferacion implica
progresion a través del ciclo celular con la alteracién concurrente en un nimero de
productos génicos.'’ Asi, un cambio cualitativo en el fenotipo celular que es la
consecuencia de los cambios ciclicos en la expresidn génica, en ultima instancia
conducen a la competencia funcional o diferenciacidn.!?

Por tanto, en este capitulo se evaluara el comportamiento bioldgico de secuencias
peptidicas cortas, para de esta manera validar la optimizacién llevada a cabo en los
capitulos anteriores. Proponiendo como hipdtesis: Que la seleccion del mejor
proceso de activacién (en términos de limpieza y grupos hidroxilos en superficie
(capitulo III)) y de los organosilanos mas eficientes (en funcion de porcentaje y
estabilidad del Si (capitulo IV)), da lugar a superficies con mayor densidad de
biomolécula adherida (capitulo V) y por ende estas han de presentar una mejor
respuesta celular.



VI.1.1 OBJETIVOS.

VI.1.1.1 OBJETIVO GENERAL.

Validar la optimizacién de las superficies de CoCr ASTM F1537
biofuncionalizadas con secuencias peptidicas cortas, mediante la
respuesta celular in Vitro, en términos de cantidad de células adheridas,
morfologia y proliferacion.

En este estudio se evaluard la influencia de la inmovilizacion de diferentes
secuencias peptidicas (CGGRGDS, CGGFHRRIKA, CGGPHSRN, CGGRGDS+
CGGFHRRIKA, CGGRGDS+ CGGPHSRN) en la respuesta celular obtenida con células
mesenquimales de ratas. Realizando para cada biomolécula, un estudio
comparativo entre las muestras previamente silanizadas con GPTES o con
APTES+Ma; ya que los resultados del capitulo V, han demostrado, que la densidad
de adhesidn de las biomoléculas, es diferente para cada uno de los organosilanos.

VI.1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la viabilidad de la adhesion celular sobre las superficies
biofuncionalizadas con secuencias peptidicas cortas.

Para ello se evaluaran la viabilidad en términos de adhesidn celular en superficies
sin péptido (controles) y se comparan con la respuesta celular obtenida en
superficies con biomoléculas; de tal manera de determinar en cudl de ellas se
obtiene mejor respuesta.

Evaluar la influencia de las secuencias peptidicas sobre la morfologia y la
cantidad de células adheridas en superficie, para seleccionar los péptidos
mas favorecedores para la respuesta celular in Vitro.

Se analizaran la cantidad de células adheridas y su morfologia; ya que estos
parametros son indicativos de su adaptacion con el entorno, debido a que una
célula bien extendida representa que la misma se ha adaptado bien al material.

Caracterizacion del proceso de proliferacion celular.

Se analizara la capacidad de proliferacion de las células adheridas y se determinara
si las secuencias seleccionadas, ademas de promover la adhesion, inducen la
proliferacién.



VI.2 MATERIALES Y METODOS.

VI.2.1 MATERIALES.

VI.2.1.1 SUPERFICIES ESTUDIADAS.

Se estudiaron dos grupos de superficies mostrados en la Tabla VI 1.

Tabla VI 1 Muestras Utilizadas en los Distintos Estudios Celulares.
Material Proteina Adhesion Proliferacion
CoAM RGD
FHRRIKA
PHSRN
RGD+FHRRIKA
RGD+PHSRN
CoG RGD
FHRRIKA
PHSRN
RGD+FHRRIKA
RGD+PHSRN

<R K [ [
[STISTINIINIINE EN AN [N N LS

V: incluido
@: excluido en funcion de los resultados de adhesion

En cada experimento se incluyeron muestras de control, que variaron en funcion
del ensayo, por lo que se detallaran en cada apartado

VI.2.1.2 CELULAS UTILIZADAS.

Se utilizaron células mesenquimales extraidas de fémur y tibia de rata. Se decidi
trabajar con este tipo de células debido a que existen estudios que reportan que
este es uno de los tipos celulares comunes para examinar la respuesta de los
osteoblastos y su morfologia.'?

Se trabajoé con células entre pases 3 y 5, a lo largo de todos los experimentos. Las
células se pusieron a cultivar en frascos de 75 cm? en medio de cultivo con suero
(Tabla VI 2), al cabo de cinco dias, las células se encontraban en estado de
confluencia y en este momento se tripsinizaban con 5 ml de tripsina (TrypLE
Express (1X), rojo fenol de Invitrogen), durante 5 minutos a 37°C, posteriormente
se detenia la accién téxica de la tripsina colocandole 5 ml de FBS y haciendo varios
barridos para terminar de despegarlas del frasco. Finalmente se centrifugaron y re
suspendieron en 5 ml de medio sin suero (Tabla VI 3), que es el que se utilizara
para el sembrado celular.

Tabla VI 2 Medio de Cultivo Celular.

Producto Concentracion Casa Comercial
Advanced DMEM 88% Invitrogen
FBS (Fetal Bovine Serum) 10% Invitrogen
Penicilina-Estreptomicina 1% Invitrogen
L-Glutamina 1% Invitrogen




Tabla VI 3 Medio de Sembrado Celular

Producto Concentracion Casa Comercial
Advanced DMEM 98% Invitrogen
Penicilina-Estreptomicina 1% Invitrogen
L-Glutamina 1% Invitrogen

Para los ensayos de proliferacién, luego de encontrarse las células mesenquimales
adheridas a la superficie, se les mantuvo en medio osteogénico, para estimularlas
guimicamente a diferenciarse en osteoblastos, ya que este posee factores de
crecimiento tales como: B-glicerol fosfato, acido ascérbico y dexametazona, este
medio se renovd a dias alternos y como las células debian permanecer hasta 14
dias sumergidas en solucién, al medio osteogénico se le agregd un fungicida (Tabla
VI 4)

Tabla VI 4 Medio Osteogénico

Producto Concentracion Casa Comercial
Advanced DMEM 84.98% Invitrogen

FBS 10% Invitrogen
Penicilina-Estreptomicina 1% Invitrogen
L-Glutamina 1% Invitrogen
B-Glicerol fosfato 1% Sigma

Acido Ascorbico 1% Sigma
Dexametasona 0.02% Sigma

Fungisona 1% Invitrogen

En los casos en los que en el momento del cultivo celular, se obtuvo un namero de
células superior al requerido, se procedi6 a congelarlas en viales de 500x10°
células/vial, para lo cual se centrifugaron, retirando el sobrenadante vy
posteriormente pasandolas a un vial con 90% FBS y 10% DMSO (dimetil sulfoxido
de Sigma), como criopreservante.

VI.2.2 METODOS.

VI.2.2.1 PREPARACION SUPERFICIAL DE LOS MATERIALES.

Con el fin de bloquear las posibles uniones inespecificas tanto las muestras como a
las placas de cultivo se les colocé una solucion tampoén de fosfato salino (PBS de
Invitrogen) y albumina de suero bovino (BSA de Sigma) al 1% (PBS-BSA(1%)),
durante 30 min,'* el BSA recubrird aquellas zonas de la superficie de las muestras
en las que no se han adherido las secuencias peptidicas, de este modo se consigue
evaluar, Unicamente las células adheridas al péptido.°

Luego se esterilizaron con etanol, sumergiéndolas 10 minutos a temperatura
ambiente!* !¢ y para finalizar se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS estéril
con el objeto de eliminar los residuos de etanol.’

VI.2.2.2 SEMBRADO CELULAR.

Se calentd a 37°C el medio de sembrado celular (Tabla VI 3), se colocaron 500ul de
medio con el numero de células requeridos en funcidén del ensayo en cada pocillo y
se encubaron las placas a 37°C en presencia de 5% de CO, y de 95% de humedad,
durante 6 h. Posteriormente se retiré el medio y se procedié a hacer mediciones en
los casos de los ensayos de adhesion.



VI.2.2.3 ESTIMACION DEL TIEMPO DE ADHESION.

Se trabaj6é con muestras de CoAMR, sembrando en ellas 6x10° células/pocillo sobre
las muestras colocadas en placas de 24 pocillos, (3.2x10% cel/cm?) Se evaluaron 4
tiempos de adhesion diferentes (2h, 4h, 6h y 8h), mediante un ensayo de tincion
celular con diacetato de fluoresceina (FDA).

Se selecciond el diacetato de fluoresceina ya que este penetra en las células y es
transformado por las esterasas celulares en fluoresceina que emite fluorescencia
amarillo-verdosa (a 514 nm), luego sdélo apareceran marcadas las células
metabdlicamente activas.'®

Se usaron como control la siembra de células directamente en los pocillos de las
placas de cultivo.

Este ensayo consistié en disolver el FDA a una concentracion de 10ug/ml.
Alcanzado cada uno de los tiempos de adhesién, se afadieron 10ul/ml de la
solucién en cada pocillo, se incubaban por 10 min a 37 °C, seguidamente se
lavaron las muestras 2 veces con PBS y se miraron inmediatamente en la lupa
fluorescente, con el filtro verde, observando su morfologia.

VI.2.2.4 VIABILIDAD.

Este estudio se realizd sobre las muestras descritas en la Tabla VI 5 y cuya
nomenclatura ha sido descrita en el Capitulo V.

Tabla VI 5 Muestras Usadas para el Ensayo de Calcein-AM
Control CoC [ CoG | CoAM
RGD Fisisorbido [ CoCR | CoGR [ CoAMR

Se sembraron a 24 horas, 15x10° células/muestra, las cuales se encontraban
colocadas en placas de cultivo de 24 pocillos de 1.9 cm? cada uno, por tanto la
concentracion celular fue de 7.9x10° células/cm?. Posteriormente se retird el medio
y se lavaron las muestras con DPBS 1X (Solucién salina tamponada con fosfatos de
Dulbecco).

La medicion de la viabilidad se realizo utilizando Calceina AM, debido a que este
procedimiento permite la identificacién de las células vivas cuando son incubadas
en presencia de la calceina modificada, ya que este componente tiene apantallada
su capacidad fluorescente, la cual puede ser recuperada tras su metabolizacion
intracelular, solo cuando las células estan vivas.*®

Como habian 8 tipos de muestras, se trabajé por triplicado y se necesitaban 500 l
por cada muestra; por tanto, se prepard una solucién, afiadiendo en 12ml de DPBS
1X, 6 pl de calceina-AM, para conseguir una concentracion de 0,5 pl de
calceina/1ml de DPBSX. Las muestras fueron incubadas en dicha solucién durante
20 minutos a 37 °C. Posteriormente se retird el calceina-AM, se lavaron con DPBS vy
se observaron inmediatamente en el microscopio de fluorescencia. Se tomaron las
fotos y se midié la intensidad de la fluorescencia mediante el software Image J,
para con esta informacion realizar una comparacion entre las muestras y
establecer si las superficies con secuencias peptidicas favorecen el proceso de
adhesion celular.



VI.2.2.5 ADHESION.

Antes de describir el protocolo de adhesion celular empleado, es necesario acotar la
diferencia entre las palabras attachment y adhesiéon (en inglés), segun Boyan et al.,
attachment se refiere al nimero de células efectivamente adheridas al sustrato, en
comparacion con las que tuvieron la oportunidad de adherirse, mientras que la
palabra adhesion estd relacionada con la fuerza con la cual se han unido al
sustrato.?

En este estudio se ha estudiado el proceso de adhesion que Boyan ha denominado
attachment, debido a que el proceso ha sido evaluado a 6 horas a 37 °C, teniendo
como criterios de medicién la cantidad de células adheridas y la morfologia y no se
tomo en consideracién la fuerza de adhesién.

En el ensayo de adhesidon se utilizaron como control: 1) una muestra sin
tratamiento recubierta con PBS-BSA 1% (CoCr+BSA) y 2) una muestra sin
tratamiento, esterilizada con etanol, pero sin BSA (CoCr).

Se llevaron a cabo tres experimentos por separados con el objeto de evaluar la
morfologia y de realizar la cuantificacion de las células adheridas. Las técnicas de
medicion empleadas fueron:

e Tincion de los nlcleos celulares con DAPI (4,6-diamino-2fenol-
dihidrocloruro), que es un marcador universal que se une al DNA en el nucleo de
cualquier célula.?®

e SEM: previa fijacion, deshidratacién de las células adheridas, se pudo
observar la morfologia de las células y cuantificar su area

Protocolo de Tincion con DAPI.

1. Se retird el medio de las células sembradas.
2. Se lavaron 2 veces las muestras durante 5 minutos con PBS.
3. Se fijaron las células con paraformaldeido (PFA de Sigma) al 3% (760 ul PFA

al 16%, 240 pl de sacarosa 1M, 2 ml PBS, 1 ml agua Milli Q), manteniéndolas a 4°C
por 10 minutos.

4, Se lavaron las muestras 2 veces por 5 minutos con PBS-Gly(0.15 g glicina
(de Sigma), 100 ml PBS).

5. Se permeabilizé la membrana celular durante 10 minutos con tritonX-100 al
0.05% en PBS-Gly.

6. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS-Gly.

7. Se tifleron los nucleos, mediante la incubacion de las muestras a
temperatura ambiente, durante 10 minutos en una solucién de DAPI (de Sigma) a
una concentracion de 10ug/ml, diluido en PBS-Gly-BSA 1%, ya que esta solucion
bloguea uniones inespecificas, las placas se cubrieron en papel aluminio, para
mantener la fluorescencia.

8. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS.

9. Se agregd una gota de mowiol (de Sigma), sobre cada una de las muestras
y se les colocé un cubre objeto para mejor conservacién de las células adheridas a
la superficie de las muestras.



10. Los nucleos celulares fueron observados en el microscopio de fluorescencia y
cuantificados con el software Image J.

Protocolo de Fijacion y Deshidratacion para el SEM.

1. Se lavaron las muestras con PBS 1X, para retirar residuos del medio y las
células que no se han adherido.

2. Se fijaron las células con glutaraldeido (de Sigma) a 2,5%, diluido en un
buffer de fosfato 0,1M (mezcla de hidrégeno de fosfato disdédico a 0,2 M y di-
hidrogeno de fosfato de sodio a 0,2 M), durante 2h.

3. Se realizaron 3 lavados con el buffer de fosfato 0.1 M por 5 minutos cada
uno.

4, Se sumergieron las muestras en tetra 6xido de osmio, se cubrieron con
papel aluminio, se mantuvieron en frio y con agitacién durante 2 horas.

5. Se hicieron 2 lavados con el buffer de fosfato 0.1 M por 10 minutos cada
uno.

6. Se cambiaron las muestras a una placa nueva y se volvié a hacer un lavado
por 10 min.

7. La deshidratacion se efectud manteniendo las placas en hielo vy

sumergiéndolas en diversas concentraciones de alcohol (Tabla VI 6).

8. Se cubrieron con hexametildisilasono (HDMS) al 98%, para desplazar los
restos de los alcoholes diluidos.

9. Se dejaron secar en la campana por 10 minutos.

10.  Se llevaron al SEM para observar la morfologia de las células.

Tabla VI 6 Proceso de Deshidratacion

Alcohol Tiempo Cambios
(concentracion %) (min)
50 10 1
70 10 1
90 10 1
96 10 3
100 15 1
100 20 1
100 30 1

La morfologia de las células se evalud en términos extensidn de células, estimando
el area celular, y usando estos resultados como criterio para comparar los efectos
de las diferentes superficies.?*

VI.2.2.6 PROLIFERACION.

Para este estudio se usaron los mismos controles que para los ensayos de adhesion
y se trabajé con las muestras descritas en la Tabla VI 1 por triplicados para cada
tiempo.

Se usaron como control muestras sin tratamientos recubiertas con BSA y muestras
sin ningln tratamiento de modificacidn superficial. Se sembraron 6x10° células por
pocillo, sobre cada una de las muestras, pasado el tiempo de adhesidon se retird el
medio de sembrado (Tabla VI 3).



Se realiz6é el lisado inmediatamente después de la adhesién, en el caso de las
muestra de tiempo 0 y las placas con las muestras de los dias 1, 3, 7 y 14 se
incubaron en medio osteogénico (Tabla VI 4), para llegado cada uno de los tiempos
establecidos, realizar el lisado. Una vez que se tienen todas las muestras lisadas, se
hizo la medicion de LDH.

Protocolo de LDH.

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima presente en todas las células y
cataliza la oxidacion de lactato a piruvato en la presencia de co-enzima, NAD*, una
vez que se lisan las células, se libera rapidamente.

La enzima LDH, presente en las células, reduce el exceso de NAD* y produce la
oxidacién de lactato a piruvato. EIl NADH generado, se oxidara otra vez a NAD™
produciendo la reduccidén de las sales de tetrazolium a formazan, que puede ser
identificado colorimétricamente (Figura VI 1).%?

La medicion de la cantidad de LDH a partir de células es uno de los métodos
principales para evaluar células muertas.
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Figura VI 1 Método de deteccion de LDH

Para este ensayo se utilizaron las muestras descritas en la Tabla VI 1, se utilizaron
como controles dos tipos de muestras 1) sin tratamiento previo denominada control
y 2) una muestra con BSA.

Se sembraron directamente en las placas de cultivos triplicados de diferentes
concentraciones celulares para realizar con ello una recta patrén, ya que este es un
analisis colorimétrico, en el que se requiere correlacionar la absorbancia medida
con el nimero de células sembradas.

El Kit LDH de Roche (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania) emplea lactato
de sodio y de INT como colorante de indicador de NADH generado a partir de la
catalisis LDH, el mismo estd conformado por los siguientes reactivos:

e Solucién de lisis.

e Catalizador (mezcla diaforasa/NAD™)
e Tinte (lactato de sodio y de INT).

e Solucién para detener la reaccion.

1. Para poder cuantificar la LDH una vez adheridas las células se les retird el
medio, se lavaron 2 veces con PBS y se les coloco la solucion de lisis en cada uno
de los pocillos y posteriormente fueron congelados a -80°C



2. Se retiraron las muestras de -80°C y una vez descongeladas, se siguid el
proceso mostrado en la Figura VI 2, la mezcla i

realizada fue de 250ul de catalizador por 11.25ml Hj |j e

de tinte; el paso a paso consistio en: 0u -

Catalizador Mezclar
a. Tomar 100 pl de cada una de las muestras - l
Mezcla de

=
y colocarlo en una placa de 96 pocillos, \\‘\

. Ia,
seguidamente agregar 100 pl de la mezcla reaccién O—> . )
. . . - AL T
(catalizador+tinte). Cubrir con papel aluminio R T
y esperar a ver diferencias de color en las e
muestras de la recta patroén. b , &=
Solucién para
detener la \ \
A H reaccjon )
IraéaAcgir:r?ar 50 ul de la solucidon que detiene la " s
c. Realizar la medicion de absorbancia a una . L) s
longitud de onda de 492nm. j
3. Se cuantific6 mediante la ecuacién de la abs:ég%'.'ﬁ'é‘.aa‘b~ 2 J/
nm _—=
recta patron la cantidad de células adheridas en
cada una de las muestras de estudio. Figura VI 2 Protocolo de LDH.

VI.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUCION.

VI.3.1 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE SEMBRADO CELULAR.

Para determinar el tiempo éptimo para el sembrado celular se hizo una tincion
celular con FDA (descrita en el item VI.2.2.3), en la cual se siguid el protocolo de
sembrado celular, explicado en el apartado VI.2.2.2.

Las muestras fueron observadas en la lupa y se tuvo que a las 2h de adhesién las
células se mostraban redondeadas, tanto sobre las muestras como en los pocillos
de las placas de cultivo, lo cual indica que las mismas aun no se han adherido
correctamente.

Cuando fueron observadas a las 4 horas se notd6 que comenzaban a extenderse,
pero aun sobre las superficies metalicas conservaban una morfologia redondeada.

A las 6 horas en la superficie de las muestras se ven las células extendidas y al ser
comparadas con las observadas 2 horas mas tarde, no mostraron muchas
diferencias en su morfologia.

En funcién a estos resultados se determind que 6 horas es el tiempo 6ptimo de
adhesion, para las células mesenquimales de ratas, en la superficie estudiada.

Para evaluar si las superficies biofuncionalizadas son viables para realizar el andlisis
de cultivos celulares y por ende pueden ser consideradas no citotoxicas o
biocompatibles, se realizd el ensayo de tincién de las células con calceina-AM
descrito anteriormente en la seccién VI.2.2.4.

Por medio de este ensayo se buscé comprobar que las células responden a la
presencia de secuencias peptidicas en superficie. Las imagenes obtenidas son
mostradas en la Figura VI 3, en la cual se observan favorables y evidentes
diferencias entre las muestras que contienen secuencias peptidicas sobre las
superficies.
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Figura VI 3 Tinciéon con Calcein-AM.

De lo cual solo con la imagen se puede afirmar, que la adicién de secuencias
peptidicas mejora la adhesion celular sobre las superficies. No obstante, para tener
una informacion cuantitativa, se midié la intensidad de fluorescencia, mediante el
software Image J y los resultados se presentan en la Figura VI 4, donde queda
evidenciada la influencia favorable de la inmovilizacién de biomoléculas, sobre el
proceso de adhesidn celular.

De esta fase se puede concluir que en funcion de la medicion de la intensidad
de fluorescencia de cada una de las imagenes, las superficies con RGD,
emiten mayor fluorescencia que sus homdlogas sin péptido, por tanto esta
secuencia favorece el proceso de adhesion celular.
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Figura VI 4 Medicion de Intensidad de Fluorescencia (Calcein-AM).

Adicionalmente se puede dilucidar que la densidad del silano, guarda una relaciéon
directamente proporcional, con el proceso de adhesidon celular; ya que
anteriormente quedd comprobado que las muestras silanizadas con APTES+Ma,
presentan una mayor concentracion de silano enlazado al metal, y las mismas
arrojan una mayor intensidad de fluorescencia, que se traduce en un mayor
numero de células sobre la superficie.



VI.3.2 EVALUACION DE LA ADHESION CELULAR.

Para cada uno de los ensayos de adhesién se colocaron 6x103 células por pocillo de
1.9 cm?, con lo cual se tiene una concentracién de 3.16x10° cel/cm? sobre cada una
de las muestras de la Tabla V.1 y en las muestras de control.

Resultados de Inmunofluorescencia (DAPI)

Se hizo un ensayo de adhesidén celular, que mediante la tincién de los nlcleos,
permitié conocer la cantidad de células por cm?. Los resultados de este estudio se
presentan en la Figura VI 5, donde se puede observar que las muestras
silanizadas con APTES+Ma presentan mayor cantidad de células, que las
silanizadas con GPTES; lo cual comprueba que la cantidad de biomolécula
adherida, tiene una influencia directamente proporcional, con la adhesion
celular;**** ya que como se demostré en el capitulo V, las muestras de CoAM,
poseen mayor contenido de azufre que las muestras de CoG y una mayor cantidad

de péptido en superficie.

Al mismo tiempo el hecho de que las mejores respuestas se den en las muestras
con mezclas, puede deberse, a que en estas secuencias existe mayor presencia de
grupos aminas, tal cual como se demostrd en el capitulo V; basando esta hipotesis
en estudios que reportan que las superficies que presentan grupos -NH,, -COOH,
generalmente provocan una mayor adhesion celular.’

Analizando especificamente el uso de RGD+FHRRIKA presenta un considerable
aumento en ambas superficies, lo cual avala lo referenciado bibliograficamente, en
donde se indica que esta mezcla, mejora el efecto de adhesién e incluso hay
estudios que indican que influyen en el proceso de proliferacion,?® lo cual sera
analizado en un préximo apartado.
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Figura VI 5 Cuantificacion de Células Adheridas sobre CoCr mediante Tincion de los Niicleos
con DAPI.

En cuanto a la mezcla de RGD+PHSRN, en este ensayo se trabajo con una
concentracion de péptido de 500 ng/ml (0.5 pg/ml) y como puede verse en la
Figura VI 5 no se obtuvieron los resultados reportados bibliograficamente, en los
cuales se indican que la misma mejora el proceso de adhesién celular, ya que como



puede verse para el caso del APTES+Ma, se presenta un incremento en la densidad
de péptido adherido, si se compara con las muestras CoAMR, CoAMF Y CoAMP; sin
embargo posee una desviacién estandar muy amplia, de igual manera en el caso de
las muestras silanizadas con GPTES esta mezcla no posee diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las muestras de CoGR, CoGF Y CoGP.
Para poder entender estos resultados, se analizd y comparo el trabajo realizado,
con el efectuado por otros autores y se encontré que la causa de no obtener una
notable mejora, puede ser adjudicada a que los estudios que infieren que esta
mezcla mejora el proceso de adhesion celular, trabajan con concentraciones de
péptidos superiores, aun cuando se tiene gran discrepancia entre los trabajos
consultados, por ejemplo: Kao et al. (2001), utilizaron concentraciones de péptidos
entre 0.0025mg/ml y 25 mg/ml,?®> Feng et al. (2006) trabajaron con una
concentracion de 10 pg/ml?® y Satriano et al. (2010), utilizaron 1mg/ml.?’

De lo expuesto anteriormente, se recomienda para trabajos futuros, optimizar la
concentracion del la mezcla RGD+PHSRN, con el fin de obtener resultados mas
eficientes, ya que un buen resultado de la mezcla de RGD+PHSRN indica que se
estd produciendo la sinergia de RGDS con PHSRN y segun lo reportado en la
bibliografia, al igual que el RGD, esta mezcla media el proceso de adhesion y
estimula la actividad de asB;,%?%?® cuando se estd trabajando con el coladgeno,?
que se encuentra presente en la componente organica no mineralizada del hueso.*

Aun cuando la mayor parte de la bibliografia, reporta efectiva la sinergia de RGD
con PHSRN en términos de adhesién.?”:?83° paralelamente existen estudios que
afirman que la mezcla RGD+PHSRN estimula la actividad de asB;, demostrando que
conduce a una mejora en los procesos de adhesion, proliferacién, diferenciacion y
mineralizacion, si se compara con el efecto que produce al utilizar el RGD solo.?%3!

Cabe destacar que la integrina asB; ha sido encontrada tanto en osteoblastos de
ratas como de humanos, esta integrina parece predominar sobre las interacciones
especificas de los osteoblastos con la fibronectina.?

Ahora bien, en la Figura VI 5 también se observa que la muestra de CoCr, sin
ningun tratamiento previo, arroja un resultado poco inferior al de algunas de las
muestras con biomoléculas, por lo cual es necesario evaluar la morfologia de las
células, ya que un optimo resultado es aquel en el que se tiene la mejor relacién
entre la cantidad de células y la extensién de las mismas.

Resultados SEM.

Para visualizar la morfologia y estimar el area de las células se deshidrataron las
células segun el protocolo descrito e el apartado VI.2.2.5 y se observaron a través
del SEM, obteniendo de este modo imagenes de la morfologia de las células
adheridas en cada una de las superficies (Figura VI 6 y Figura VI 7), con lo cual fue
posible realizar la cuantificacion del area (Figura VI 8).

Al observar las imagenes mostradas en las Figura VI 6 y Figura VI 7, queda
comprobado que la adicién de biomoléculas influye en la morfologia de las células;
ya que la muestra control presenta una de célula contraida y de menor area de
extension, comparada con el resto de las muestras.

Asi mismo se puede afirmar que la secuencia RGD las hace sentir mas cémodas,
porque en las superficies que poseen dicho péptido (solo 0 en mezclas) se observan



Capitulo VI

células mas extendidas, con mayor area y exhiben la presencia de filopodios, lo
cual corrobora lo expresado por Petershans.et al., quienes afirman que la secuencia
RGDS, aun siendo el motivo mas pequefio de la matriz extracelular de Ia

fibronectina, actia como la integrina receptora del enlace celular, iniciando la
|_32
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Figura VI 6 SEM de las Células Adheridas sobre CoAM con biomoléculas.
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Figura VI 7 SEM de las Células Adheridas sobre CoG con biomoléculas.

Al comparar la muestras silanizadas con APTES+Ma vy las tratadas con GPTES, de
las imagenes también se puede deducir, que las células se encuentran mas a gusto
en las muestras que antes de la inmovilizacidon de secuencias peptidicas, fueron
silanizadas con APTES+Ma, lo cual vuelve a corroborar que una mayor densidad de
biomoléculas influye en el proceso de adhesién celular.?***

180
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Figura VI 8 Area de las Células Adheridas sobre la Aleacién de CoCr

La cuantificacién del area celular de este ensayo se muestra en la Figura VI 8, con
ella se confirma que las células adheridas en las superficies con APTES+Ma, poseen
mayor extensién que las muestras silanizadas con GPTES, por tanto se puede
dilucidar que la densidad de péptido adherido en superficie tiene una estrecha
relacion con el proceso de adhesién celular, ya que como se comprobd el capitulo V,
las superficies con APTES+Ma, adsorben mas cantidad de péptido que las
superficies con GPTES.

Aunado a ello se tiene que dentro de las superficies de CoAM, los mejores
resultados se consigue con las muestras que contienen RGD y RGD+FHRRIKA. En
cuanto a las muestras silanizadas de CoG, aun cuando se tienen células con menor
area, sin embargo, puede afirmarse que los mejores resultados los exhiben las
muestras que contienen RGD (solo o en mezclas); confirmando que ésta secuencia
peptidica (RGD) promueve la adhesidon celular y que mezclar este péptido con
FHRRIKA o PHSRN, mejora la respuesta de adhesidn,?3:26-30,33-36

En funcién de los resultados obtenidos, se puede resumir que en cuanto a
la densidad de células adheridas, morfologia y en términos de area, las
muestras que contienen RGD, solo o en mezclas, son las que presentan
mejores resultados. Adicionalmente, se confirma que la concentracion de
biomolécula adsorbida sobre la superficie es una variable dependiente del
proceso de adhesion celular; ya que los mejores resultados se presentaron
en las muestras de APTES+Ma, que segin las conclusiones del capitulo V,
son las que adhieren mayor cantidad de péptido. Por tanto se estudiara el
proceso de proliferacién, sélo en las muestras silanizadas con APTES+Ma que
poseen como secuencias peptidicas el RGD y sus mezclas. No se descartaran
ninguna de las mezclas, ya que existen estudios previos que indican que el RGD es
eficiente en términos de adhesién, pero su mecanismo de accién no es osteoblasto-
especifico.?”



Adicionalmente, estos resultados afirman la hipétesis inicial de esta tesis,
donde se buscaba realizar la optimizacion del proceso de silanizacion para
lograr una mejor adhesion de biomoléculas, e inducir a una mejor adhesion
celular. Con este estudio también se puede afirmar que las propiedades
fisico-quimicas de las superficies, son capaces de controlar el tamado, la
forma y la distribucion de los puntos de adhesion focal en Ilas células.

VI.3.3 CARACTERIZACION DEL PROCESO DE PROLIFERACION.

Para el ensayo de proliferacion se colocaron 2x10° células por pocillo de 1.9 cm?,
con lo cual se tiene una concentracién de 1.5x10% cel/cm? en cada una de las
muestras de la Tabla V.1 y en las muestras de control.

Resultados de LDH.

En el proceso de proliferaciéon celular, se desea determinar el aumento de la
cantidad de células sobre superficie en funcién del tiempo. Como se ha mencionado
anteriormente la cuantificacion de la cantidad de LDH es indicativa, del niumero de
células. Por tanto al cuantificar la cantidad de células presentes sobre las muestras
a los diferentes tiempos de estudio (Oh, 1d, 3d, 7d y 14d), se tendra informacién
acerca del proceso de proliferacion celular.
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Figura VI 9 Proliferacion Celular en las Muestras de CoAM por LDH

Los resultados de los analisis de proliferaciéon se presentan en la Figura VI 9, en
estos se demuestra que las superficies de CoCr y cada uno de sus tratamientos,
presentan la cualidad de no ser citotoxicas; ya que en todas las muestras las
células han proliferado continuamente hasta el Ultimo dia de medicion (14d).



Ahora bien, al evaluar la proliferacion se observa que a tiempo 0 horas y 1 dia las
muestras no presentan diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
superficies. Estas diferencias surgen al tercer dia en las muestras de CoCr y las que
contienen RGD y RGD+FHRRIKA; no obstante es evidente un mayor aumento de la
densidad celular en las muestras funcionalizadas (RGD y RGD+FHRRIKA), si se
comparan con las de control (CoCr).

Partiendo de la premisa de que las secuencias peptidicas utilizadas se
caracterizan por su habilidad para promover o mejorar el proceso de
adhesion, el hecho que RGD y RGD+FHRRIKA, proliferen antes que el resto
de las muestras; ya que muestran diferencias significativas al 3er dia,
entre ellas y con el resto de las muestras, indica que estas secuencias
peptidicas no solo promueven la adhesion, sino que también estimulan el
proceso de proliferacion.>*2°343%

Por otra parte, si se correlacionan estos resultados con los ensayos de
adhesién por Dapi y por SEM, se puede decir que el niumero de células, por
si solo no afecta el proceso de proliferacion,”® y que ejerce una gran
influencia la morfologia o la extension de la células; ya que si se observa la
Figura VI 5 en la que se cuantifican las células por unidad de area, se tiene una
marcada diferencia entre las muestras CoAMR y las muestras con APTES+Ma con
mezclas de RGD+FHRRIKA y RGD+PHSRN, no obstante en la Figura VI 8, donde se
presenta el area celular, no se ven diferencias estadisticamente significativas entre
los tres tipos de muestras anteriormente mencionadas, corroborandose que la
adhesién y la extension de las células son prerrequisitos, para la proliferacién vy
subsecuente osteogénesis.>°

Diversos estudios han reportado que otra caracteristica importante, para el analisis
de la proliferacion celular es la velocidad de la proliferacién, haciendo uso de curvas
de crecimiento, mediante el calculo de la duplicacién poblacional acumulada.*®™*?

Ny/N;=2% Ecuacién vI 1*°
donde:

Ny: Cantidad de células adheridas a la muestra.

N;: Cantidad de células sembradas.

X: Duplicacién de la poblacién.

La Figura VI 10 refleja como el mayor valor de duplicacion poblacional acumulado
es para las células sobre superficies con RGD+FHRRIKA, con un valor superior a 16,
por ende se puede decir que esta superficie es la que arroja un mejor resultado en
términos de proliferacion celular.

Ahora bien, analizando los diferentes tiempos, se tiene que:

1) En todo momento las curvas poseen pendientes positivas, resultando entre
0Oh y el dia uno, un aumento muy leve de la concentracién celular.

2) Durante el dia 1 y el dia 3 todas las muestras duplican la poblacién, aun
cuando comienzan hacerse notarias las diferencias entre ellas, las cuales se
mantienen hasta el final del proceso de medicidn.

3) Cabe destacar que la mayor pendiente en todas las curvas se presenta entre
los dias 3 y 7; por tanto este es el periodo de mayor proliferacion celular.



4) Finalmente en el periodo del dia 7 al dia 14 esta inclinacion es mas ligera, lo
cual induce a pensar g a partir de este momento se satura el cultivo por
encontrarse las superficies completamente cubiertas por células y por tanto se
detiene el proceso de proliferacion. El hecho de que se llegue a un estado de
confluencia, podria sugerir que las células comienzan a prepararse para el proceso
de diferenciacién temprana.’®
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VI.4 RESUMEN DE LA VALIDACION DEL PROCESO DE OPTIMIZACION DE
SUPERFICIES BIOFUNCIONALIZADAS CON SECUENCIAS PEPTIDICAS
CORTAS, MEDIANTE LA EVALUACION DE LA RESPUESTA CELULAR IN
VITRO.

En funcion de los objetivos planteados, se puede afirmar que:

1) Determinar la viabilidad de la adhesion celular sobre las superficies
biofuncionalizadas con secuencias peptidicas cortas.

e Por medio de este ensayo se comprobd que las células responden a la
presencia de secuencias peptidicas en superficie, mediante un ensayo de tincién de
las células con Calceina-AM y las imagenes obtenidas se muestran en la Figura VI
3, en este estudio se confirmd que existen diferencias significativas entre las
muestras que contienen secuencias peptidicas sobre las superficies, y las que no las
contienen Figura VI 4, lo cual hace viable y a su vez justifica el uso de secuencias
peptidicas cortas.

2) Evaluar la influencia de las secuencias peptidicas sobre la morfologia
y la cantidad de células adheridas en superficie, para seleccionar los
péptido mas favorecedores para la respuesta celular in Vitro.

e Quedd comprobado mediante la tincion con Calceina-AM y el contaje de
nucleos mediante la tincion con DAPI, que la adicion de secuencias peptidicas sobre
las superficies, mejora el proceso de adhesion celular.

e En funcién de los resultados obtenidos, se puede resumir que en cuanto a la
densidad de células adheridas (Figura VI 5), morfologia y el area (Figura VI 6 y
Figura VI 7), las muestras que contienen RGD, solo o en mezclas, son las que
presentan mejores resultados. Adicionalmente, se confirma que la concentracién de
biomolécula adsorbida sobre la superficie es una variable dependiente del proceso
de adhesidn celular; ya que las muestras silanizadas con APTES+Ma, fueron las que
presentaron mayor concentraciéon de biomoléculas (capitulo V), a su vez tienen
mayor cantidad de células, que las silanizadas con GPTES.

3) Caracterizacion del proceso de proliferacion celular.

e Se realizaron estudios preliminares para analizar la capacidad de
proliferacién de las células adheridas partiendo de la premisa de que las secuencias
peptidicas utilizadas se caracterizan por su habilidad para promover o mejorar el
proceso de adhesion, sin embargo, el hecho que las muestras con RGD y con
RGD+FHRRIKA, proliferen antes que el resto de las muestras, indica que estas
secuencias peptidicas no solo promueven la adhesién sobre las aleacién de CoCr,
sino que también estimulan el proceso de proliferacion.

Por tanto como conclusion de este capitulo se puede afirmar que la
seleccion del mejor proceso de activacion (en términos de limpieza y
grupos hidroxilos en superficie (capitulo III)) y de los organosilanos mas
eficientes (en funcion de porcentaje y estabilidad del Si (capitulo IV)), da
lugar a superficies con mayor densidad de biomolécula adherida (capitulo
V) y por ende estas presentan una mejor respuesta celular.
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VII.1 INTRODUCCION

Los materiales comercialmente mas usados para implantes Oseos, presentan
moddulos elasticos entre 220 GPa (CoCr) y 110 GPa (Ti), sin embargo el hueso
cortical posee un modulo eldstico cercano a los 25 GPa;! por tanto aleaciones con
un modulo eldstico superior, son propensas a causar un efecto de apantallamiento
de carga.?™®

Por este motivo se ha definido utilizar esta aleacién de TiHfNb, que ademas de
exhibir una buena resistencia, al ser libre de Ni, no presenta problemas de
reacciones alérgicas y adicionalmente tiene un mddulo eladstico de 74 GPa,® mas
similar al del hueso.

Para este proyecto se selecciond una aleacién Ti libre de Ni, con bajo moddulo
elastico. La ventaja de poseer un moddulo elastico mas bajo que las aleaciones
comerciales, radica en que si el material protésico tiene un mddulo de Young muy
elevado, las proétesis adsorben la mayor parte del esfuerzo, dejando al hueso libre
de tensiones, esto hace que el hueso trabecular, al ser un tejido vivo y no recibir
cargas, disminuya de volumen y se produzca el aflojamiento aséptico de la
protesis.’ Se entiende por aflojamiento aséptico la pérdida de fijacién de los
componentes de la protesis al hueso, sin infeccion asociada, lo que causa su falta
de funcionalidad y dolor al paciente, requiriendo en ocasiones una segunda
intervencién.*®

A lo largo de este capitulo se desarrollard la caracterizacion fisico-quimica del
proceso de Biofuncionalizacion de la aleacion de TiHfNb y la influencia de
secuencias peptidicas cortas en la respuesta celular in Vitro.

Para llevar a cabo dicha caracterizacién se ha subdividido el capitulo en cuatro
apartados fundamentales:

e Proceso de Limpieza y Activacion de la Superficie.
e Proceso de Silanizacién.
e Proceso de Inmovilizacién de Secuencias Peptidicas Cortas.

e Respuesta Celular in Vitro.
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VII.2 PROCESO DE LIMPIEZA Y ACTIVACION SUPERFICIAL.

VII.2.1 INTRODUCCION.

A lo largo de este apartado se desarrollard la caracterizacién y optimizacion de la
fase de limpieza y activacion para remover los contaminantes provenientes del
contacto de las superficies con la atmosfera y para generar superficies altamente
reactivas.

Dentro de los diferentes métodos de limpieza y activacion se usaran:
. Plasma Cleaning.

. Ataque quimico, con pirafia.

VII.2.1.1 PLASMA CLEANING.

El proceso de plasma cleaning ha sido descrito en el capitulo III, apartado III.1.1;
ya que es el mismo que se ha utilizado para la aleacién de CoCr.

VII.2.1.2 ATAQUE QUIMICO PARA LA ALEACION DE Ti.

Estudios previos reportan que la reaccion de pirafia es usada como método quimico
de limpieza y activacion de la superficie, por tanto este ha sido el ataque quimico
usado para la aleacién de Ti.}1™1°

La solucién de pirafia es una reacciéon quimica en la cual estan involucrados el acido
sulfurico y el peréxido de hidrégeno y aunque ambos reactivos tienen dos funciones
totalmente diferentes, son dependientes el uno del otro.!! El peréxido de hidrégeno
es un compuesto muy inestable, que en presencia de polvo, iones metalicos,
sangre, metales o luz, da lugar a su descomposicion, produciendo oxigeno y agua.
El acido sulfurico es capaz de disolver el 6xido de titanio a elevada temperatura,
una vez la temperatura se eleva, como consecuencia de la descomposicidon del
peroxido de hidrégeno, el acido sulfurico disuelve el dxido de titanio de la superficie
de la muestra, de esta manera la muestra superficialmente posee titanio puro,
entonces el peroxido de hidrogeno al estar en medio acido es capaz de volver a
oxidar el titanio.

Puede considerarse que mediante la reaccién de pirafia se llega a generar una capa
de 6xido de titanio sobre la superficie con cierta homogeneidad y sobre la cual se
han adicionado grupos hidroxilos.



VII.2.2 OBJETIVOS.

VII.2.2.1 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar proceso de activaciéon superficial para una aleacién de TiNbHf,
utilizada en aplicaciones oOseas, y seleccionar el mejor tratamiento en
términos de introduccién de grupos activos en superficie (grupos
hidroxilos), grado de limpieza superficial y composicion quimica de la capa
de o6xidos superficial.

En este estudio se evaluaran procesos tales como el ataque gquimico, mediante una
mezcla de acido sulfurico y peréxido de hidrogeno (solucién de pirafia) y el
tratamiento de plasma de oxigeno, mediante técnicas de caracterizacién fisica y
guimica, de las capas entre 0 nm y 10nm.

VII.2.2.2 OBJETIVOS EPECIFICOS.

Determinacion del grado de limpieza obtenido en cada proceso de
activacion.

La presencia de contaminantes en superficie puede reducir o enmascarar los grupos
activos en superficie y, por tanto, aquellos procesos de activacion que limpien de
una forma eficaz seran los que produciran unos mejores resultados. Para llevar a
cabo este objetivo se procedio a:

elLa buUsqueda de técnicas de caracterizacion superficial que permitan
identificar la presencia de contaminantes en superficie.

ela caracterizacion fisico-quimica y la cuantificacion del grado de
contaminantes antes y después del proceso de activacion.

Determinacion del la densidad de grupos activos (grupos OH") introducidos
en la superficie metalica en cada proceso de activacion.

Los procesos de activacion que introduzcan un mayor relacion OH’/éxido seran los
que produciran los mejores resultados en el proceso de silanizacion posterior. A
priori, en aquellas superficies que presenten una mayor densidad de grupos
hidroxilos activos (OH-act) se uniran una mayor cantidad de organosilanos.

Caracterizacion quimica de la capa de 6xidos superficial antes y después
del proceso de activacion.

Es importante conocer si los procesos de activacion utilizados pueden afectar a la
capa de oOxidos superficial. La modificacion de esta capa protectora tanto en
términos de composicion quimica y/o espesor podra afectar de una forma notable
propiedades como la resistencia a la corrosidn, liberacion de iones o citotoxicidad.



VII.2.3 MATERIALES Y METODOS.

En todos los ensayos efectuados, se utilizaron triplicados de cada una de las
muestras descritas a continuacion y las condiciones de ensayo fueron iguales a las
usadas para aleacion de CoCr.

VII.2.3.1 MATERIALES.

Los tipos de muestras estudiadas fueron:

e Aleacion de Ti sin tratamiento TiHfNb
e Aleacion de Ti con Plasma de Oxigeno TiPO
e Aleacidn de Ti con Pirafia TiPI

Fabricacion de las muestras de Ti Libre de Niquel.

Al no ser una aleacidon comercial, los botones se fabricaron a partir de trozos de Ti,
Hf y Nb con una pureza de 99,9%, el material se fundid en un horno de arco
eléctrico a 300 A de intensidad (Figura VII 1). Para evitar la oxidacion del material
en el momento de la fundicién, se realizaron 3 purgas (vacio/argén) y para una
mayor homogenizacion se refundié 5 veces cada boton.

Posteriormente se procedié a realizar un tratamiento térmico de homogenlzacmn
para el cual fue necesario colocar dentro de una capsula de
cuarzo al vacio, el botdn de la aleacién con un trozo de Ti
puro, de tal manera que este permita reducir la oxidacion
(Figura VII 1).

Dicho tratamiento térmico fue realizado segun lo establecido
en la tesis de M. Gonzalez; quien describe que los botones
han de ser solubilizados, llevandolos de temperatura
ambiente a 1100 °C en 90 min, posteriormente se debe
mantener el material a esta temperatura durante 12 horas
para lograr la homogenizacion y evitar la segregacion de
elementos pesados. Seguidamente se ha de realizar el  Figura VII 1 Fabricacion
. de la Aleacion de Titanio
temple en una mezcla de agua/etanol a 0 °C, rompiendo
la capsula de cristal, para que el botdn quede en contacto directo con el liquido.?®

El objetivo del tratamiento térmico es en primer lugar lograr la completa
austenizacion del material, al calentarlo por encima de la temperatura B-transus
(703 ©°C); en segundo lugar retener dicha estructura a temperatura ambiente,
templando el material y obteniendo una fase B-metaestable, a partir de la cual
puede obtenerse la martensita termo eldstica a”. De acuerdo con los resultados
publicados sobre esta aleacion, la misma presenta una microestructura B-
metaestable, mas placas martensiticas, que permiten obtener un bajo mddulo
elastico y ademas bajo determinadas condiciones, muestra una cierta
pseudoelasticidad.?®

Una vez certificada la composicién quimica de la aleacidn, a través de un estudio de
fluorescencia de Rayos-X, cada boton fue cortado en muestras de 2 mm de
espesor, luego bajo el mismo proceso de la aleacidon de CoCr, se le realizé el pulido
especular y la respectiva limpieza (ver capitulo III, apartado III.3.1).



VII.2.3.2 METODOS.

En funcién de lo expuesto en el capitulo III, los pardmetros a estudiar para esta
fase son: la activacién de las superficies, la cual es evaluada en términos de
mojabilidad, energia superficial, densidad de los grupos funcionales reactivos sobre
la superficie (OH’) y modificacion de la composicidon quimica de la superficie.
Adicionalmente se considerdé como variable interviniente la rugosidad, ya que si los
tratamientos de modificacion superficial, alteran la rugosidad de la superficie, esta
podria ser otro factor influyente en la activacion superficial.

Para la evaluacion fisica de las superficies, se usaron diversas técnicas: angulo de
contacto, interferometria de luz blanca. Para el andlisis quimico elemental se
emplearon técnicas de caracterizacién en el rango de 0-10 nm, entre ellas se
seleccionaron: ToF SIMS, XPS vy la técnica de sustitucion del complejo de zinc.

En el capitulo II se detallaron las condiciones de ensayo para la caracterizacion
fisico quimica de las aleaciones estudiadas. A lo largo de este capitulo se discutiran
los resultados obtenidos experimentalmente y el fundamento bibliografico en el cual
se apoyan cada uno de ellos.

VII.2.3.2.1 PROCESO DE FABRICACION DE LA ALEACION DE Ti.

Fluorescencia de Rayos X.

La composicién quimica de la aleaciéon fue determinada a través de la fluorescencia
de rayos X (X-Ray Fluorescence (FRX)). Se analizaron dos muestras de la aleacién,
realizandose en cada una de ellas tres medidas, para lo cual se utilizd un equipo
Philips PW2400, en condicidon de 60kv de voltaje.

VII.2.3.2.2 PROCESO DE LIMPIEZA Y ACTIVACION DE LA SUPERFICIE.

Para la limpieza y activacién de las superficies, como se ha descrito en el capitulo I,
se utilizaran dos mecanismos diferentes:

1) plasma de oxigeno'**°y

2) ataque quimico usando una solucidon de Pirafia (acido sulfurico + peréxido de
hidrégeno).!1*°

Plasma de Oxigeno

La descripciéon de este procedimiento fue descrita en el capitulo III, apartado
I11.1.1.

Piraia

El ataque de pirafia consistié en colocar en un vaso de precipitados las muestras de
la aleacion de titanio. Se realiza una mezcla 1:1 de acido sulfirico y de peroxido de
hidrogeno y se vierte sobre los discos de titanio. Se tapa el vaso de precipitados y
se deja reaccionar a temperatura ambiente durante una hora bajo la campana. Por
Gltimo se limpian y se secan las muestras de la misma manera como se realizé la
limpieza en el ataque de acido nitrico (ver capitulo III, apartado III.3.1).



VII.2.3.2.3 CARACTERIZACION SUPERFICIAL.

Tal como se describié en el capitulo III, apartado II.3.2.2 para caracterizacién
superficial de la aleacion de CoCr, en el proceso de limpieza y activacion, se
emplearon varias técnicas, entre ellas: angulo de contacto, XPS, ToF SIMS,
Interferometria de Luz Blanca y Técnica de Sustitucion del Complejo de Zinc, cuyas
condiciones de ensayo, se presentan en el capitulo II.

VII.2.4 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.

VII.2.4.1 EVALUACION DEL PROCESO DE FABRICACION DE LA ALEACION
DE Ti.

Resultados de Difraccion de Rayos X.

Los resultados de la composicion quimica de la aleacion de Ti se exhiben en la Tabla
VII 1 y son expresados en porcentajes de peso, junto con un error estimado para
cada elemento. Como puede observarse estos fueron satisfactorios; ya que son
similares a los valores tedricos de la aleacién (Ti-16.2Hf-24.8Nb).

Tabla VII 1 Composicién Quimica de la Aleacion de Ti por FRX

Elemento Ti Hf Nb Zr
% Peso 59.10 16.19 23.59 1.01
Error estimado 0.25 0.21 0.18 0.05

VII.2.4.2 CARACTERIZACION Y DETERMINACION DEL GRADO DE LIMPIEZA.

Se utilizaron 2 tratamientos: 1) Plasma de oxigeno!*™!° y 2) ataque quimico con

pirafia’'™® y a continuacién se presenta la caracterizacion fisico-quimica de cada
uno de ellos.

Resultados de Interferometria de Luz Blanca.

Se realizd un estudio por interferometria de luz blanca, para conocer la rugosidad
de las muestras, los resultados se muestran en la Tabla VII 2 e indican que los
tratamientos no modifican la nanorugosidad de las superficies, por tanto
las mismas pueden seguir siendo consideradas como o superficies lisas o
minimamente rugosas>*' y con esto se ha comprobado que el efecto de la
nanorugosidad no intervendrd en los resultados de la activacion de las superficies.

Tabla VII 2 Rugosidad de la Aleacidon de Ti

Parametros TiHfNb TiPO Ti+PI
R.(nm) [26.3 + 7.6[229 + 2.4(21.3 + 5.9
Ryu 48 + 25| 48 + 1.2| 3.6 + 0.8
Re(nm) [33.3 + 9.2(29.3 + 3.2|27.0 + 7.4

Aunque las muestras no presentan diferencias estadisticamente significativas con la
rugosidad promedio, las superficies tratadas con pirafla parecen tener una
distribucion mas homogénea de los picos y de los valles, ya que Ry,, posee un valor
mas préximo a 3.%2



Resultados de Angulo de Contacto.

Un parametro fisico a estudiar fue la mojabilidad de la superficie, con el fin de
corroborar el proceso de modificacidon superficial y si mediante los tratamientos de
activacion, se han conseguido superficies hidrofilicas, idéneas para el proceso de
silanizacion.

BAC (°) Se tiene que tedricamente el
Mojabilidad TiHfNb  zes (mn/m) i puro sin ser tratado tiene un
angulo de contacto entre 700 y
70 ﬂ 800.2>2* por medio de este
60 estudio y segun los resultados
presentados en la Tabla VII 3,
se ratifica que los tratamientos
producen una modificacion
superficial; ya que ha
decrecido el angulo de
contacto de =62° a =59 con el
plasma de oxigeno y a = 37°
con la solucién de pirafia.
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Figura VII 2 Medida de Angulo de Contacto y Energia

Superficial Al mismo tiempo tanto en la
Tabla VII 3 como en la Figura VII 2, puede verse un incremento de la energia
superficial (ES), mostrando marcadas diferencias entre las muestras, ya que la
muestra sin tratamiento posee un valor de & 52 mN/m, la muestra con pirafia =65
mN/m y el mas alto valor lo arrojoé el tratamiento de plasma de oxigeno con =
75mN/m, este incremento de la ES implica que las muestras tienen una caracter
mas polar, causado por la incorporacion de radicales sobre la superficie (OH", O,%,
0,7, 0%, 0) y/o la eliminacién de impurezas.'*”?> Lo cual a su vez se ve ratificado,
al observar los valores de la componente polar, que presenta diferencias
estadisticamente significativas entre todas las muestras y demuestra que las
muestras luego del proceso de limpieza, son mas polares; ya que se parte de una
muestra control a = 11.2 mN/my luego este valor asciende a = 25.9 mN/m para
TiPiy = 39.41 mN/m para TiPO.

En funcion de estos resultados el plasma de oxigeno resulta mas efectivo
en términos de mojabilidad y energia superficial.

Tabla VII 3 Valores de la Medicién Estatica del Angulo de Contacto

TiHfNb TiPO TiPI
AC (°) 62.1 + 7.1 54 + 16|36.7 + 7.4
ES (mN/m) 51,9 + 3.2| 749 + 0.6|64.8 + 3.8
Componente dispersiva | 40.8 + 15| 355 + 2.0|38.9 + 1.4
Componente polar 11.2 + 3.8[(3941 + 14259 + 4.3

No obstante, esta técnica no permite determinar la composicion quimica de la capa
superficial, por tanto para conocer el porcentaje de los carbonos contaminantes
presentes y su comportamiento frente a los tratamientos de activacion empleados,
se procedid a realizar una caracterizacién quimica de las superficies.

Resultados de XPS.

Por medio del el barrido general de XPS, se determind la composicién quimica en
porcentaje atdmico de la superficie, la cual es mostrada en la Figura VII 3 y el



porcentaje atdomico se ve en la Tabla VII 4. El mismo ha sido extraido del espectro
de multiregiones, para tener una informaciéon mas precisa.

Las superficies tratadas
muestran una considerable
reduccion del C 1s con
diferencias significativas
entre ellas, pasando de
una muestra sin
tratamiento con 42% de
contenido de carbono a
32% para el caso del
ataque con pirafay a 11%
para las tratadas con
plasma de oxigeno. Por
tanto, en funcion de Ila
0 - - - - - ' Femocion de los
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carbonos, se puede
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, , , .. considerar que este
Figura VII 3 Barrido General mediante XPS de la Aleacion L. .
de Ti Activadas ultimo tratamiento
(PO) es mas efectivo.

Tabla VII 4 Composicion Quimica de la Aleacion de Ti por XPS para las Muestras Tratadas y la
Muestra Control

TiHFNb Ti+ PO Ti+ PI
Cils 42+2.6 1140.6 32+2.1
N1s 1+0.2 1+0.1 1+0.1
Ols 46+3.1 58+43.7 52+2.9
Si2p 1+0.3 1+0.2 340.3
S2p 0+0.0 0+0.0 1+0.2
Cl2p 0+0.0 0+0.0 0+0.0
Ti 2p 7+40.6 11+0.8 7+40.3
Hf 4f 1+0.1 1+0.2 140.1
Nb3d 2+0.3 2+0.2 3+40.2
F 1s 0+0.0 1540.9 0+0.0
Para profundizar en las especies de carbonos que han sido removidas, la naturaleza
quimica de los enlaces de carbono presente y conocer écudles de ellos se destruyen
y cuales permanecen?, se realizd un estudio de alta resolucion, ya que como se ha
mencionado anteriormente, esta informaciéon es valiosa en el momento de
determinar éde qué manera cada uno de los tratamientos realiza el proceso de
limpieza y activacion?

La superposicidon de los espectros de C 1s para cada tipo de muestra se presenta en
la Figura VII 4 y el resultado de las deconvoluciones aparece en la Tabla VII 5.

La Figura VII 4 exhibe una evidente disminucion del pico de carbono en las
muestras activadas, lo cual es un resultado satisfactorio, ya que esto implica, que
mediante los tratamientos empleados, se ha conseguido la eliminaciéon de los
contaminantes.
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Figura VII 4 Espectro de C1s para las diferentes muestras de Ti Activadas

Ahora bien, se realizo la deconvolucién de cada uno de los espectros de carbonos,
para obtener la naturaleza quimica de los enlaces, resultando (al igual como ocurrid
en el caso de la aleacién de CoCr) que el espectro mostré cuatro contribuciones de
especies de carbono (ver capitulo III, Figura III 16)), cuyos porcentajes atdomicos
son presentados en la Tabla VII 5. Es valido recordad que los resultados de los
analisis de alta resolucion presentados, estan basados en el 100% de la muestra,
es decir, (%Cls= %C1+%C2+%C3+%C4) que la sumatoria del area de cada una
de las aportaciones de carbono, da como resultado el area total de carbono
presente en la muestra.

Tabla VII 5 Composicion Quimica en Porcentaje Atomico de las especies de C 1s por XPS

Pico Enlace Ti TiPO TiPI BE (eV)
C1s 42+2.6 11+0.6 32+2.1
Ci C-H, C-C 30 6 18 2849 +0.4
C=0,
Cc2 C-OH 6 3 10 286.2 +0.5
C-0,
C3 N-C=0 4 2 2 287.2 +0.5
Cc4 N-O-C=0 1 0 2 289.3 +0.5
(C2+C3+C4)/C1 0.40 0.83 0.77 |

Al analizar estos datos se observan la tendencia a la disminucion de los carbonos
alifaticos (C1)'%2%°28 provenientes de la atmdsfera, en las muestras en las que se
han efectuado los tratamientos superficiales pasando de un 30% en la muestra
control a un 6% para plasma de oxigeno y 18% para pirafia. Esta informacién
permite confirmar que con tanto el plasma como la pirafia producen un efectivo
proceso de limpieza, por eliminar eficazmente el carbono proveniente de la
contaminacion ambiental.

Adicionalmente puede verse que el plasma de oxigeno rompe o elimina enlaces del
tipo C=0, C-OH, C-O, N-C-O; debido a que se presenta una disminucién con
diferencias significativas en los picos C2 y C3. En contraposicién en las muestras
tratadas con pirafia, se observa un incremento del pico C2 y una disminucién del
pico C3.1626731 Al realizar los cocientes entre C2-4/C1 se tiene 0.4 para la muestra
control, 0.83 para el plasma de oxigeno y 0.77 para las superficies tratadas con



pirafa. De lo cual se puede concluir; que aun cuando los mecanismos que
intervienen en cada caso son diferentes, y aunque el plasma de oxigeno posee un
menor porcentaje de carbonos alifaticos, ambos tratamientos son igual de
eficientes, porque los valores de la ratio de los carbonos no muestran
diferencias estadisticamente significativa entre las muestras con
tratamientos superficiales, pero si las tienen con respecto a la muestra control.

Estos resultados, son Utiles para comprender los datos obtenidos en Ia
caracterizacion de la mojabilidad superficial, ya que se puede deducir que el plasma
de oxigeno es mas eficaz en la disminucién del C 1s (survey), por romper enlaces
del tipo C-H y/o C-C, dejando especies mas polares sobre las muestras, lo cual
contribuye a conseguir superficies mas hidrofilicas.

VII.2.4.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA DENSIDAD DE
GRUPOS HIDROXILOS EN SUPERFICIE

Con la informacion de la Tabla VII 4, se puede decir, que si bien ambos métodos de
activacion incrementan el porcentaje atdmico del oxigeno, variando de 46% para la
muestra sin tratamiento a 52% para la atacada con pirafia y 58% para la tratada
con plasma, estos datos no son suficientes en el momento de analizar, écudl de
ellos resulta mas eficiente en términos de activaciéon superficial?

Resultados de XPS.

Con el fin de corroborar si realmente el plasma de oxigeno y la pirana, en el
momento de realizar la limpieza superficial, también consiguen activar la superficie
con la adicion de grupos funcionales (OH"), se realizo el estudio alta resolucion del
espectro del O 1s.

Como se ha indicado en el capitulo III, Figura III 8, el espectro de O 1s contiene al
menos tres contribuciones (OH™, 0% y H,0)*?7:31735 A través de la alta resolucién
de este espectro (O 1s) (Figura VII 5 y Tabla VII 6), puede verse un incremento del
area de los picos de 0% y OH'en las muestras tratadas y una modificaciéon en los
porcentajes atdmicos de cada una de las contribuciones de las diferentes especies.

Segun los porcentajes de grupos hidroxilos hay un evidente incremento de estos en
las muestras tratadas, pasando de un 10% en la muestra control a un 28% en la
muestra con plasma de oxigeno y a 17% para las tratadas con pirana, por tanto
ambos tratamientos consiguen activar las superficies.
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Tabla VII 6 Porcentaje Atomico de las Especies de oxigeno presente en la Aleacion de Ti

TiHfNb TiPO  TiPI BE (eV)
O1ls 46+3.1 58+3.7 52+2.9
0% 28 25 32 530.1 + 0.5
OH" 10 28 17 531.5 + 0.5
H.0 8 5 3 533.1 + 0.4
OH /0> 0.36 1.12 0.53 |

No obstante, para confirmar esta tendencia, se efectu6é la ratio OH /0%, y se
selecciond la que posee el mayor valor, ya que este indica que se ha incrementado
la densidad de grupos OH™ sobre la superficie, por ende se seleccionara asi la
muestra con un mejor resultado en términos de activacion superficial. De lo
anterior se concluye que para la aleacion de TiHfNb los mejores resultados
del cociente OH /O se obtienen en las muestras tratadas con plasma de
oxigeno con un valor de 1.12, en contraposicion con la reaccién de pirana
que tiene 0.53.

Resultados de ToF SIMS.

Una vez conocidos los resultados del XPS, se procedié a realizar un analisis, con
ToF SIMS, por ser esta una técnica mas superficial, que permite identificar
fragmentos de moléculas a profundidades entre 0 nm y 5 nm, para detectar los
oxidos de la capa superficial y los grupos OH™ presentes.

En el espectro de ToF SIMS (Figura VII 6), se puede observar como ambas
superficie presentan fragmentos de grupos OH’, sobre la superficie (m/z=17), de
igual manera se detecta la presencia de 6xidos de Ti a m/z =~ 64, 65 y 79 y 80,
pueden ver fragmentos de 6xidos de niobio a m/z=109 y 125 y un éxido de hafnio
a m/z=196; el pico que se observa en 119, bibliograficamente ha sido reportado



como una serie de fragmentos que
contienen oxigeno, que en el caso de
este estudio, pueden deberse a la 25000 -
presencia de O6xidos superficiales o a
contaminantes sobre la muestra. 3¢74°

Para profundizar en estos resultados y | ,
poder correlacionarlos con los datos S,y o3 TiPi
obtenidos mediante el XPS, se realizo la
ratio OH/0O?, cuyos resultados son 50001
mostrados en la ‘
Tabla VII 7. Como se observa en dicha TiPo
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tabla el plasma de oxigeno posee el m/z
valor mas alto de la ratio entre los
grupos hidroxilos, y la sumatoria de los
oxidos de los elementos metalicos de la
aleacién (Ti, Hf, Nb). 30004
Y en funcion de lo que se ha
mencionado en el item anterior, se
busca obtener el mayor valor de la ratio
OH/0*, ya que esto implica un
incremento de la cantidad de grupos N B N B )
OH, sobre la superficie.
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Figura VII 6 Espectro Negativo de las
Muestras de Ti Activadas

Tabla VII 7 Intensidades de los Fragmentos del Espectro Negativo de ToF SIMS de las
Muestras de Ti activadas.

Ti-A+OP Ti-A+Pi m/z
o 15066 25452 16
OH" 16097 25406 17
Tio" 314 5284 64
TiO, 794 18753 80
NbO" 1007 35 109
ZrO,- 833 294 122
NbO, 1597 452 125
HfO" 207 87 196
OXIDOS - 4752 24905
OH-/0x 3.38 1.02

De lo que se tiene, que tanto con XPS, como con ToF SIMS, de los métodos
de activacion estudiados para la aleacion de Ti, el que presenta una mejor
activacion de las superficies, es el plasma de oxigeno en términos de la
ratio OH /0%*.

Resultados de la Técnica de Sustitucion del Complejo de Zinc.

Mediante el uso de esta técnica complementaria se pudo conocer la densidad de los
grupos OH-act sobre cada una de las superficies. Es necesario recordar que los
datos obtenidos por esta técnica son simplemente orientativos; ya que los mismos
autores de la misma, indican que al trabajarse en condiciones diferentes al UHV del
XPS y del ToF SIMS, no pueden ser comparables. 22?7



, o as Los resultados de este estudio son
Técnica de Sustitucion del )

Complejo de Zinc en Ti mostrados en la Figura VIII 7, donde se

16 - exhibe la normalizacion de las

14 - I concentraciones de OH-act (Coy), que fue

13 realizada en funcion de la muestra de
3 TiHfNb  (muestra control) sin  ningun

tratamiento y que presentd una Coy de
443/nm?>.

Los resultados obtenidos por medio de esta

Control Ti-A+ OP  Ti-A + Pi técnica, han servido para corroborar lo

i B . descrito por el XPS, en ellos se pueden
Figura VII 7 Concentracion Normalizada . . . , .

de los Grupos de OH-act sobre la apreciar diferencias estadisticamente

Superficie de Ti. significativas entre todas las muestras,

siendo el tratamiento de plasma de oxigeno el que arrojé la mayor

Con/nm?, lo que corrobora que es el mejor método de activaciéon para la

aleacion de Titanio.

VII.2.4.4. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA CAPA DE OXIDOS
SUPERFICIALES.

Existe documentacion bibliografica que indica que las superficies de Ti contienen en
su superficie mayoritariamente de 6xido de rutilo (TiO;), asi como también grupos
hidroxilos.?” También ha sido reportado que el TiO,, es el principal responsable de
comportamiento biocompatible del titanio y sus aleaciones.?

Por tanto se estudio la capa superficial de la aleacién, para determinar si la misma
posee en su superficie este tipo de o6xido y si el mismo persiste luego de los
tratamientos superficiales empleados, con lo cual se estaria corroborando la
biocompatibilidad de la aleacion.

Resultados de XPS.

Para conocer los tipos de 6xidos se hizo uso el XPS y mediante un estudio de alta
resolucién de los elementos metalicos (Ti 2p, Hf 4f y Nb 3d), se conocieron los
oxidos presentes sobre la superficie. Para la correcta deconvolucién y cuantificacion
de las especies presentes, se fijaron los parametros de mostrados en la Tabla VII 8.

La deconvolucién de los elementos metalicos se muestra en las Figura VII 8
(perteneciente a una muestra de TiHfNb), Figura VII 9 (extraida de una muestra de
TiPI) y Figura VII 10 (correspondiente a una muestra de TiPI), en ellos pueden
apreciarse los elementos metalicos aparecen a menor energia de enlace y los
oxidos a energias de enlaces mayores.

Tabla VII 8 Parametros para la Deconvolucién de los Elementos Metalicos de la Aleacién de Ti
Espectro Orbitales Relacion de Areas A (eV)
Ti 2p 1/2 3/2 1:2 5.54
Hf 4f 5/2 7/2 3:4 1.71
Nb 3d 3/2 5/2 2:3 2.72
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Los resultados de estas deconvoluciones son resumidos en la Tabla VII 9 y al igual

que en el caso de

la aleacion de CoCr,

se han extraido del

espectro de

multiregiones, por tanto la sumatoria de un elemento metalico mas su respectivo
oxido, da como resultado el area del espectro medido (ej.: %Ti 2p=%Ti+%TiO,).



En dicha tabla se puede observar que los tratamientos aplicados logran aumentar
considerablemente el porcentaje de los éxidos, variando de 42% en las muestras
sin tratamiento a 88% en las atacadas quimicamente y 84% para el plasma de
oxigeno, a su vez se determin6 que las muestras tratadas tienen un mayor espesor
de la pelicula de 6xido, ya que se detecta un menor porcentaje de elementos
metalicos (58% para TiHfNb, 16% para TiPO y 13% para TiPI).

Tabla VII 9 Composicién Quimica en % atémico de la Capa de Oxido de la Aleacién de Ti por
XPS 2,13,29,41,42

TiHfNb TiPO TiPI B.E. (eV)
Ti2p 7+0.6 11+0.8 7+0.3
Ti 5.2 1.3 0.5 462.0 +0.5
TiO, 1.8 9.7 6.5 463.8 +0.5
Hf 4f 1+0.1 1+0.2 1+0.1
Hf 0.1 0.1 0.2 14,5 +0.5
HfO, 0.9 0.9 0,8 18.0 +0.1
Nb 3d 2+0.3 2+0.2 3+0.2
Nb 0.5 0.7 0.6 204.7 +0.5
Nb,Os 1.5 1.3 2.4 208.4 +0.3
Metal 58 16 13
Oxido 42 84 88
TiO,/ (HfO5+Nb>05) 0.75 4.41 2.03

Como ambos tratamientos incrementan la capa de oOxido se realizd un cociente
entre el 6xido de Ti, que es el mayoritario en todas las muestras y los 6xidos de Hf
y Nb (TiO,/(HfO,+Nb,0s)), cuyos resultados indican que el Ti es mas resistente al
atague quimico, por ende las muestras tratadas con plasma de oxigeno presentan
un aumento considerable del éxido de rutilo, en funcién del espesor de la capa de
oxidos, al mismo tiempo se corrobora que el aumento de espesor de la capa de
oxido es una consecuencia directa del incremento del TiO, que incrementa
de = 2% en la muestra control a =~ 7% con piraia y & 10% con plasma, lo
cual segiin lo reportado en la bibliografia es un excelente resultado ya que
este oOxido favorece el comportamiento biocompatible del titanio y sus
aleaciones.



VII.2.4.5 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LAS
SUPERFICIES ACTIVADAS EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS.

Por medio de este estudio se tiene que:

1) Determinacion del grado de limpieza obtenido en cada proceso de
activacion.

e . El proceso de limpieza de las superficies fue caracterizado por angulo de
contacto, interferometria de luz blanca y XPS. En funcién de la caracterizacién fisica
se tiene que los tratamientos de limpieza no modifican la nanorugosidad de las
superficies, por tanto pueden seguir siendo consideradas como lisas o minimamente
rugosas. Mientras que l|a mojabilidad arroja como resultado que ambos
tratamientos producen una modificacién superficial (Tabla VII 3), consiguiendo
hacer las muestras mas hidrofilicas, ya que se pasa de una muestra control con un
valor de = 629 a una muestra super hidrofilica (259) cuando se utiliza el plasma de
oxigeno (PO) y una muestra con 37° para la solucién de piraiia (PI) (=379).

e A través de un estudio de XPS se tiene que tanto el plasma de oxigeno como
la pirana son eficaces en términos de remocion de carbonos, ya que desde un valor
inicial de 42% se pasa a 32% para TiPI y 11% para TiOP (Tabla VII 5). Sin
embargo, la ratio de C2-4/C1 no muestras diferencias significativas.

2) Determinacién del la densidad de grupos activos (grupos OH’)
introducidos en la superficie metalica en cada proceso de activacion.

e De acuerdo a los resultados de XPS, el PO introduce mas oxigeno a la
superficie (TiHfNb: 46%, TiPO: 58% vy TiPI: 52%) y simultdneamente es este
tratamiento el que arroja mejores resultados para el cociente OH /0%, con un valor
de 1.12, que se contrapone con 0.53 obtenido para la pirafia (Tabla VII 6).

e A través de el analisis de ToF SIMS, se tiene que en términos de la ratio OH"
/O? es el PO el que produce mejores resultados, teniéndose un valor de 3.38,
frente a 1.02 para las muestras tratadas con PI (Tabla VII 7).

e La técnica de sustitucion del complejo de zinc, sirvié para reafirmar los
resultados anteriores; ya que mediante esta se obtuvo una diferencia significativa
favorable al PO, en funcién de la concentracién de grupos OH-activos por nm?, ver
Figura VII 7.

A raiz de lo anterior, se puede afirmar que el plasma de oxigeno es mejor que
la pirafa para la aleaciéon de TiHfNb, en funcion de ser eficiente en términos de
limpieza y de mostrar los mejores resultados para el cociente OH/0> y la mayor
densidad de OH-activos en superficie.

3) Caracterizacion quimica de la capa de oOxidos superficial antes y
después del proceso de activacion.

e En funcién de la composicion quimica de la pelicula de o6xido, ambos
tratamientos generan un incremento en la proporciéon de TiO,, pasando de una
condicidén inicial de = 2% a = 7% para Pi y ®10% para PO (Tabla VII 9), lo cual es
conveniente para futuras etapas del proceso de funcionalizacidon, ya que esta
reportado que este 6xido favorece la biocompatibilidad del Ti y sus aleaciones.



Como conclusion de esta seccion y como se ha comentado para la aleacion
de CoCr la naturaleza quimica de la capa de é6xidos superficiales, tiene una
relacion directa con las propiedades de resistencia a la corrosion,
liberacion de iones, citotoxicidad o adsorcion de proteinas. Por tanto, para
la seleccion del mejor método de activacion se requiere que este sea el
mas eficiente en términos de limpieza e introduccion de grupos hidroxilos,
sin modificar la naturaleza de la capa de oxidos, lo cual refuerza la
seleccion del tratamiento de plasma de oxigeno para la aleacion de TiHfNb,
frente al ataque quimico con piraia.



VII.3 PROCESO DE SILANIZACION.

VII.3.1 OBJETIVOS.

VII.3.1.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el proceso de silanizacion para la aleacion de TiNbHf previamente
activada y seleccionar el mejor organosilano en términos de porcentajes de
silano adherido y estabilidad de la union silano-metal.

En este estudio se utilizaran tres organosilanos:
e CPTES
e GPTES
e APTES + Maleimido

VII.3.1.2 OBJETIVOS EPECIFICOS.

. Caracterizacion del proceso de silanizacién para cada organosilano
estudiado.

A priori, aquellas superficies metdlicas que presentan un mayor porcentaje de
organosilanos adheridos serdn las mas susceptibles a enlazar mayor cantidad de
biomoléculas y por tanto, de obtener una mejor respuesta celular.

Para obtener este objetivo se procedid a:

. La busqueda de técnicas de caracterizacion superficial que
permitieran identificar la presencia de los organosilanos en superficie.

. La caracterizacién fisico-quimica y cuantificacion del silicio presente
en las superficies silanizadas, antes y después del proceso de silanizacion

. Determinacion de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la
unién silano-metal.

Los procesos de silanizacion deben formar enlaces covalentes o lo suficientemente
fuertes, por tanto si se demuestra que son estables térmica, quimica vy
mecanicamente, se podria garantizar que se ha creado una interfaz eficiente para la
union metal-silano-biomolécula.

Tras la caracterizacion fisico-quimica de las superficies activadas se tiene que: Ya
que para elegir un método de activacion interesa aquel que limpie e introduzca
grupos hidroxilos, sin modificar la naturaleza de la capa de 6xidos superficiales, los
resultados refuerzan la utilizacion del plasma de oxigeno
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Caracterizacion Fisico-Quimica de la Aleacion de TiHfNb Biofuncionalizada.

VII.3.2 MATERIALES Y METODOS.

VII.3.2.1 MATERIALES.

Se trabajé con triplicados de cada tipo de muestra de la aleaciéon de TiHfNb,
previamente activada con plasma de oxigeno.

La nomenclatura utilizada para cada tipo de muestra fue:

e Aleacion de Ti con CPTES TiC
e Aleacion de Ti con GPTES TiG
e Aleacion de Ti con APTES +Maleimido TiAM

VII.3.2.2 METODOS.

VII.3.2.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Para la preparaciéon de las muestras, se siguid el protocolo descrito en el capitulo
ITI, apartado III.2.2.1

VII.3.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.
VII.3.3.1 CARACTERIZACION FiISICA DE LAS CAPAS SILANIZADAS.

Resultados de Angulo de Contacto.

Para obtener una caracterizacién fisica cualitativa de las superficies silanizadas, se
empled como técnica de medicién el angulo de contacto, mostrandose los
resultados obtenidos en la Figura VII 11, en la cual es notorio que las muestras de
titanio silanizadas, exhiben valores muy similares a los obtenidos en la aleacion de
CoCr, lo cual es perfectamente justificable ya que la gota no estd en contacto
directo con los 6xidos de la superficie metalica, sino que esta interactuando con la
capa nanométrica de organosilanos que esta recubriendo cada una de las
superficies.

Mojabilidad Muestras de Ti Silanizadas
89,7

También puede
observarse que las
todas las muestras
silanizadas pasaron de
un angulo de contacto
de aproximadamente
50 a valores superiores

a los 659,
comprobandose asi
que hubo una
modificacion Control  Plasma CPTES GPTES APTES  APTES +
superficial.** Del Maleimido
mismo modo, se tiene Figura VII 11 Mojabilidad de las Muestras de Ti Silanizadas
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gue el crosslinker también produce cambios sobre la superficie silanizada con
APTES, ya que el dngulo decrece de =90° a =759,

Si se observa la desviacién estandar de las mediciones, se puede concluir que aun
cuando las medidas son realizadas de manera aleatoria en diferentes
puntos de cada muestra, la tendencia esta orientada a un valor constante,
por tanto se deduce que Ilas superficies se han silanizado
homogéneamente.

Ahora bien, con el objetivo de profundizar en cdmo la composiciéon quimica de cada
organosilano, influye en el proceso de silanizacién y al mismo tiempo de determinar
si los mismos se encuentran enlazados al metal, se realizé una caracterizacion
guimica de las capas silanizadas.

VII.3.3.2 CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS CAPAS SILANIZADAS.

Para evaluar la eficiencia del proceso de silanizacion, en términos de deteccidn de la
presencia de los 6rganos silanos y determinacién de los enlaces Si-O-metal, se
utilizaron dos técnicas de caracterizacién quimica: ToF SIMS y XPS.

Resultados de ToF SIMS.
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En el espectro negativo (Figura VII 13), se puede confirmar que todas las
superficies han sido silanizadas, ya que muestran la presencia de 0-Si-O" a m/z =
60. Adicionalmente en este espectro, otros datos comprobatorios de la presencia de
los organosilanos, son la presencia del CI" (m/z=35 y 37) para las muestras con
CPTES y el incremento de CN" y CON™ (m/z=26 y 42) para el caso del APTES+Ma.
Ademas aparecen los picos de O (m/z=16), OH  (m/z=17) TiO, (m/z=80) y
TiO,OH™ (m/z=97).37444¢

La identificaciéon de fragmentos de O-Si-O" y Si*, en todas las capas
silanizadas, es una forma cualitativa de confirmar la presencia de de los

organosilanos en superficie. Ahora bien, para saber si los silanos estan
enlazados covalentemente se hara usdé del XPS.

Resultados de XPS.

Con el fin de conocer la composicidon quimica de las superficies y determinar la
efectividad de cada uno de los silanos, se realizé un barrido general mediante XPS y
los resultados son presentados en la Tabla VII 10 en las filas de sombreadas.

Tabla VII 10 Alta Resolucion de las Muestras de Ti Silanizadas por XPS

PICOS TiHfFNb TiPO TiC TiG TiAM BE
C 1s 42+26 10+05 31+3.0 28+24 B55+3.7
oo 32 9 22 20 46 284.8 + 0.1
CH:N,
C-N,C-0, C2 6 1 7 6 7 286.6 + 0.4
C-OH
0-C=0,
€=0, c3 4 0 2 2 2 2887 + 0.6
Grupo . x .
imida
N 1s 1i0.2 1+0.1 1i0.1 1i01 104009 _
NSi; TIN N1 0.7 0.3 0.3 0.8 3974 + 1.1
NCO,NH;,
NH,
Grupo N2 1.3 0.7 0.7 8.6 399.8 + 04
imida
O 1s 46+3.1 60+29 50+3.4 55+32 23+1.9 _
0%, Tio, 01 23 25 27 31 2 530.2 + 0.4
oS 02 3 27 16 17 19 531.3 + 0.9
HZOI
C20,C-0 03 20 11 7 7 2 533.2 + 0.4
Si 2p 1i03 1i01 5+0.3 2+0.1 12+1.0
Sic, sio,  S1 1 1 2.1 1.3 7.1
Si-O-Ti
o-si.o 92 0 0 2.9 0.7 4.9
Cl 2P 0+0.0 1i03 2+0.1 1i01 0-+0.0
Ti 2P 7106 22+2.1 8+04 10+0.7 0+0.0
Nb 3d 2+0.3 4+0.3 2+0.1 2+0.1 0+0.0
Hf 4F 1+01 1i0.2 1+01 1i0.2 0-+0.0
02/Si2 5.51 24.29 3.87
Cl/si2 0.69
N2/Si2 1.75

Con los datos obtenidos se puede confirmar la presencia de los silanos en
superficie, ya que:




1) En las muestras silanizadas se exhibe la presencia de Si 2p,

2) Se observa un incremento del porcentaje atémico del carbono, que ha de ser
debido a las cadenas carbonadas de los silanos y

3) Se presenta una disminucion de los elementos metalicos, debido a la formacion
de una capa de silanos sobre ellos.

4) Se observa la presencia de Cl 2p en las muestras de TiC

De lo anteriormente expuesto, y en funcion de los resultados del barrido
general se puede inferir que la muestra de TiAM, genera un mejor
resultado, porque:

1) Contiene mayor cantidad de de Si (12%) que TiC (5%) y TiG (2%) y

2) Presenta menor porcentaje de elementos metalicos, debido a que posee
una capa mas gruesa, por poseer una cadena de mayor longitud.

Con el objeto de profundizar en el tipo de enlaces que efectian los silanos con las
superficies metalicas se realizé un estudio de alta resolucién del Si 2p, Cl 2p, N 1s,
Cls y O 1s, para determinar los enlaces del proceso de silanizacién (Tabla VII 10).
Las razones de seleccién de estos elementos fueron explicadas en el capitulo III,
apartado III.3.2.

Pico de Si 2p.

Como se ha mencionado anteriormente, los silanos contienen un atomo de Si, por
tanto la presencia de este elemento es un indicativo de que el silano se encuentra
en la superficie de las muestras. Ahora bien, para determinar ¢de qué manera este
silano se enlaza con el metal? se realiz6 su deconvoluciéon (Figura VII 14,
correspondiente a una muestra de TiC), mediante la cual se obtuvo que, tal cual
como ocurrié con las muestras de CoCr, aparece una muy baja cantidad de Sil en
las muestras sin silanizar proveniente del papel de SiC usado en el desbastado,
pulido y SiO, (Tabla VII 10).

Las aportaciones del pico Si2 son atribuidas a los enlaces Si-O-metal y el enlace
siloxano (0-Si-0),'3%%313% razén por
la cual es totalmente justificable que
este pico solo aparezca en las
muestras silanizadas, y el mismo
permite deducir que gran parte del
silano presente estad enlazado con el
metal.
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En referencia a las muestras de
TiAM y TiC se tiene que el mayor
porcentaje de Si presente se
debe a las aportaciones del Si2.
106 104 102 100 98 Por tanto, se puede decir que
Eneraia de Enlace (eV)
para estas muestras la mayor

Figura VII 14 Deconvolucién de los Espectros parte del silano se ha unido a las
de Si 2p de Ias muestras de Ti silanizadas supe rficies.
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Es importante acotar que en las muestras silanizadas con GPTES, se aprecia un 2%
de contenido de Si 2p ubicado mayoritariamente en el pico Sil, debido a
contaminantes y no al enlace del silano con el metal.



Pico de O 1s.

El espectro del O 1s, como se ha mencionado con anterioridad, esta conformado
por tres picos de los cuales:

El O1 a 530.15 eV se adjudica en las muestras silanizadas tanto a los éxidos de Ti
como a los enlaces O-Si 228293146748 v 3| jgual que en la aleacién de CoCr, este
valor es mayor para el CPTES y el GPTES, ya que estos al poseer una cadena
carbonada mas corta, permiten al detector del XPS medir parte de la capa
silanizada y parte de la pelicula de dxido.

Por el contrario, para el caso de TiAM, el valor en este pico es mas bajo, porque las
muestras se encuentran recubiertas por las cadenas carbonadas mas largas,
propias del silano y del maleimido, por tanto la contribucion del pico O1 ha de ser
mayoritariamente debida al enlace 0-Si.>%%8

El nivel de enlace del pico de 02 a 531.3 eV, se asocia a los grupos hidroxilos (OH-
metal) y a la contribucién de Si-O-Ti, enlace que indica que el silano, no sélo, esta
depositado sobre la superficie; sino que se encuentra adherido al metal.?® Por tanto
el proceso de silanizacién ha sido exitoso. En este pico se han reportado otras
contribuciones, tales como COOH y O=C-N, que en el caso de los silanos
estudiados, estaran asociados al APTES y al crosslinker.

El pico en O3 muestra la presencia de agua adsorbida en las superficies y de los
enlaces Si-OH y C=0.%%3°

Para profundizar en estos resultados, se ha realizado el cociente 02/Si2 y partiendo
de la premisa que por cada metal-OH se debe producir un enlace metal-0-Si, se
tiene que el valor teorico de esta ratio es igual a 1. Por tanto, de las muestras
estudiadas el mejor resultado lo presentan las muestras de TiAM (3.87), seguidas
por TiC (5.51) y sin embargo el GPTES presenta un valor de 24.29 que se aleja
mucho de la unidad.

Estos resultados demuestran que el tratamiento mas eficiente es el
APTES+Ma, aun cuando el CPTES también presenta una ratio aceptable, no
obstante por medio de ellos se infiere que la silanizacion con GPTES para la
aleacion de Ti, no ha sido efectiva;, ya sea porque se requeria de una mayor
concentracion inicial del silano, o porque el proceso se ha visto afectado a causa de
1) la hidrdélisis,

2) de estabilidad quimica-mecanica, o
3) que cierto porcentaje de OH™ no ha reaccionado con el silano.
Pico de CI 2p.

La aparicion del cloro sobre una superficie silanizada con CPTES, es un indicativo de
gue la superficie ha sido silanizada, ya que este contiene un dtomo de cloro en su
grupo organofuncional (Figura III.3).

En los resultados experimentales se identifica el CPTES, mediante la aparicion
del pico Cl, correspondiente al grupo organofuncional de dicho silano, no
obstante relacién CI/Si2 resultd igual a 0.69 y tedricamente debiera ser 1.

En el capitulo III, apartado III.3.2, se obtuvo un resultado similar para la aleacion
de CoCr y se han planteado dos hipdtesis para justificar la disminucidn de esta
ratio, que de una manera resumida, podria decirse que es debida a 1) ataques



nucledfilos del Cl con grupos OH™ que no han reaccionado, durante el proceso de
silanizacion, y/o 2) ataques nucledfilos, producto de no trabajar en un ambiente
100% anhidrido.

Pico de N 1s.

La deconvolucién de este pico para la aleacién de Ti es mostrada en el capitulo III,
Figura III.13, y segun lo presentado en la Tabla VII 10 es notorio el incremento del
porcentaje atédmico de N2, para las muestras de TiAM, y el mismo se debe a la
presencia del grupo imida propio del crosslinker (maleimido). 234648

Para cuantificar la efectividad del proceso se realizdé el cociente N/Si2,%°3%%” y en
esta aleacion se vuelve a demostrar que existe una polimerizacién lateral ya que
tedricamente, esta relacién deberia dar 2 y experimentalmente se ha presentado
una disminucion a 1.75.

Hipotéticamente, a causa de esta polimerizacion se puede justificar que las
muestras silanizadas con APTES presentan una capa mas gruesa y por ello
mediante el XPS no es posible la deteccién de los metales.

Pico de C 1s.

Sabiendo que en todos los silanos usados existen enlaces de CH,, se justifica el
hecho que en todas las muestras el C1 es mayoritario, predominando este aumento
en el caso del TiAM; por contener una cadena carbonada de mayor longitud. No
obstante es conveniente acotar que Cl1 también es consecuencia del carbono
presente sobre la superficie.*

El pico de C2 aumenta ya que todos los organosilanos al enlazarse con la superficie,
presentan enlaces del tipo C-O. Para las muestras con APTES+ Ma este pico es
asignado a la aminas, CH,N y a los grupos CH,-0,16:2631,46-48,50

En resumen de los estudios de alta resolucion de los diferentes espectros, se puede
afirmar que: el silicio presente en las superficie es debido mayoritariamente
a la presencia del enlace Si-O-Ti, lo cual se traduce a un enlace covalente
entre el silano y las superficies activadas, al mismo tiempo que en
términos de la ratio 02/Si2, el APTES+Ma es el que arroja los mejores
resultados.

VII.3.3.3 ESTABILIDAD QUIMICA, TERMICA Y MECANICA DE LAS
MUESTRAS SILANIZADAS.

Resultados de Angulo de Contacto.

Para determinar si los enlaces de Si-O-metal, mostrados en el apartado anterior
son covalentes, las muestras se sometieron a un ensayo de estabilidad quimica,
térmica y mecanica, cuyas condiciones se han explicado en el capitulo IV, apartado
IV.3.3. El criterio de seleccion ha sido la permanencia del enlace Si-O-Ti pasadas
las 24 h del ensayo.

En cuanto a la estabilidad del proceso de silanizacion, se tiene que hipotéticamente
una muestra es estable si su mojabilidad permanece constante, luego de estar
sometida a agitacion constante durante 24h a 37 °C y dentro de una solucién a pH
neutro.
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Figura VII 15 Estabilidad de la Mojabilidad de las Muestras de Ti Silanizadas

En la Figura VII 15, se observa, como pasadas 24h todas las muestras,
exhiben una leve disminucién de la hidrofilicidad, pero continian teniendo
un angulo de contacto mucho mayor que la muestra activada con plasma
de oxigeno, lo cual demuestra que la modificacién superficial efectuada por
la silanizacion ha soportado las condiciones del ensayo.

Este resultado sugiere la estabilidad del proceso de silanizacién, pero no aporta
informacion sobre la estabilidad del enlace Si-O-Ti, el cual garantiza la unidn
covalente entre el organosilano y la superficie metalica, razéon por la que se
procedid a realizar un estudio de XPS.

Resultados de XPS.

La caracterizacion quimica por XPS del ensayo de estabilidad del silano, se muestra
en la Tabla VII 11. Analizando estos datos se tiene que luego de 24h todas las
muestras contienen Si 2p, sin embargo, como es sabido, este resultado no indica
que todo el Si presente se encuentre enlazado covalentemente al metal.

Tabla VII 11 Estabilidad Quimica, Térmica y Mecanica de las Muestras de Ti Silanizadas

Cis Nis Ols Si2s CI2p Ti2p Nb3d Hf4f

Control 42+2.6 1+0.2 46+3.1 1+03 0+0.0 7+06 2+0.3 1+0.3
CPTES 31+3.0 2+0.1 50+3.4 B5+03 2+0.1 8+04 2+0.1 1+0.1
CPTES 24 h 33+2.3 2+0.3 55433 2402 2403 4+03 1+0.1 0x0.0
GPTES 28+2.1 1+0.1 55+3.2 2101 1+0.1 10+0.7 2+0.1 1+0.2
GPTES 24 h 34+29 2+0.3 57+3.6 1102 1+0.0 3+0.2 1+0.1 0zx0.0
APTES CL 55+3.7 10+0.9 23+1.9 12+1.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0

APTESCL 24 h 43+3.1 5+04 44439 7+06 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0

Para poder profundizar en la estabilidad del enlace Si-O-Metal se realizd un estudio
de alta resolucion del Si 2p, el cual arrojé una informacion mas precisa sobre la
estabilidad del proceso de silanizacion.

Si el silano se encuentra enlazado covalentemente, el pico Si2 deberia poseer una
gran aportacion, ya que con ello se demuestra que el enlace Si-O-metal es estable.



Tal como puede observarse en los resultados de la Tabla VII 12, en todas las
muestras hubo una disminucién del pico Si2 (Si-O-Ti) pero lo mas llamativo, es que
pasadas las 24 horas las muestras silanizadas con GPTES, han perdido todo
el Si2, por tanto, este silano no ha sido efectivo sobre la aleacion de Ti.
Adicionalmente si este resultado se correlaciona con la ratio 02/Si2, del apartado
anterior, parece ser que el enlace de este silano no se ha realizado, por esta razén
en las siguientes fases de estudio, se excluira el uso del GPTES para esta aleacidn.

Tabla VII 12 Resolucién del Si 2s del Ensayo de Estabilidad en Ti Silanizado

a2 SE ST
CPTES 5+03 2.1 2.9
CPTES 24 h 2+02 0.7 1.3
GPTES 2+0.1 1.3 0.7
GPTES 24 h 1.02 1.00 0.0
APTES CL 12:10 7.1 4.9
APTESCL 24 h 7+06 2.3 4.7

Por otra parte se puede observar que aun cuando el APTES+Ma presenta un alto
porcentaje de Si a t=0 gran parte de este se debe a la contaminacién proveniente
del pulido y/o desbastado, o a SiOy, el cual no es un resultado deseado en el
proceso de silanizacion, no obstante luego del ensayo de estabilidad, la fraccidon de
Si que se pierde en estas muestras, corresponde justamente al pico S1, por tanto el
pico S2 se considera estable y por ende se puede afirmar que se ha efectuado el
enlace covalente Si-O-Ti.

En resumen se tiene que las muestra silanizadas con CPTES y con APTES+Ma,
luego de un ensayo tan agresivo, siguen demostrando que se ha efectuado
el proceso de silanizacién, porque aun cuando han perdido silicio, el pico
de Si2, ha permanecido practicamente invariable.



VII.3.4 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION
SUPERFICIAL DE LAS SUPERFICIES SILANIZADAS, EN FUNCION DE LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS.

1) Caracterizacion del proceso de silanizacion para cada organosilano
estudiado.
. La silanizacion es un proceso que origina una modificacién fisica de la

capa superficial de las muestras, en términos de mojabilidad, ya que se presentd
un incremento de 5° para la muestra control, a valores superiores a 65° para todas
las muestras silanizadas (Figura VII 11), lo cual es un indicador que en esta medida
no interfiere el que se esté trabajando con silanos diferentes y que el recubrimiento
es homogéneo.

) Por medio del ToF SIMS se pudo determinar la efectividad del proceso
de silanizacién, ya que se detectaron fragmentos de los organosilanos (Si*, Si-O* y
0-Si-0") y para las muestras silanizadas con CPTES, se observo la presencia del CI°
gue es el grupo funcional de éste drgano silano; estos resultados indican la
presencia de los silanos sobre la superficie de las muestras. (Figura VII 12 y Figura
VII 13).

) Por XPS se detecto la presencia de los érgano silanos sobre las capas
silanizadas, a través del Si 2p, resultando para APTES+Ma: 12%, CPTES 5% vy
GPTES 2% (Tabla VII 10), sin embargo una mayor presencia de silano no garantiza
una mayor efectividad del proceso de silanizacidén, ya que una cadena polimerizada
(en el caso del APTES+Ma) o un organosilano que sufre de ataques nucledfilos,
causa una disminucidn de la efectividad en el momento de la inmovilizacién de las
biomoléculas.

) Para profundizar en el tipo de enlace, se realizd un estudio de alta
resolucién, donde resultdé que el proceso mas eficiente fue la silanizacion de las
muestras con APTES+Ma, ya que: 1) Presentd una mayor concentracion en
porcentaje atémico de Si 2p y 2) La ratio 02/Si2 fue de: TiAM: 3.87, TiC: 5.51 y
TiG: 24.29, los valores mas cercanos a la unidad los presentan las muestras
silanizadas con APTES+Ma, seguida de la silanizada con CPTES (Tabla VII 10), lo
cual sugiere que estos organosilanos son mas eficientes que el GPTES, cuando se
esta trabajando con la aleacién de TiHfNb.

2) Determinaciéon de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la
union silano-metal.

. Se realizd el ensayo de estabilidad y mediante los andlisis de alta
resolucién, se observaron los enlaces de Si-O-Ti, 0O-Si-O, y la estabilidad del los
mismos para con ello afirmar que para esta aleacidon los resultados mas
favorecedores en términos de adhesion y estabilidad de los organosilanos, fueron el
CPTES y el APTES+Ma (Tabla VII 12).

Por lo expuesto anteriormente se puede concluir que el proceso de
silanizacion produce modificaciones fisicas de las superficies, ya que
modifica la mojabilidad de las muestra aumentando el angulo de contacto
de las mismas. Al mismo tiempo mediante la caracterizacion quimica se
deduce que los tres silanos se adhieren sobre las superficies, no obstante



demostraron ser mas estables el APTES+Ma y el CPTES, en términos de
cantidad de silicio y estabilidad del mismo.



VII.4 PROCESO DE INMOVILIZACION DE BIOMOLECULAS.
VII.4.1 OBJETIVOS.

VII.4.1.1 OBJETIVO GENERAL.

Optimizar el proceso de inmovilizacién de biomoléculas para la aleacion de
TiNbHf previamente silanizada, en términos de porcentaje de péptido
adherido y estabilidad de su enlace con las superficies metalicas.

En este estudio se evaluara la inmovilizacién de las siguientes secuencias
peptidicas: CGGRGDS, CGGFHRRIKA y CGGPHSRN. Y de forma paralela, se
evaluara el efecto de las mezclas en relaciéon 1:1 de CGGRGDS+CGGFHRRIKA y de
CGGRGDS+CGGPHSRN.

VII.4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Deteccion de las secuencias peptidicas.

Como se ha mencionado en el capitulo V, a la hora de caracterizar secuencias
peptidicas sobre la superficie de un material, existe una diversidad de técnicas de
caracterizacion, tales como: radiomarcado, espectroscopia de infrarrojos (ATIR-IR)
0 espectroscopia de masas de iones secundarios por tiempo de vuelo (ToF SIMS).>!
No obstante para esta tesis se ha decidido explorar las posibilidades de la técnica
de XPS para la caracterizacion de la capa de biomoléculas sobre las superficies
silanizadas y de esta manera continuar con el hilo conductor de los capitulos
anteriores, en funcion de la caracterizacién y optimizacién de superficies con XPS.

Por tanto, para determinar las secuencias peptidicas utilizadas, se planteo:

e Detectar mediante XPS el azufre presente en la cisteina; ya que este
aminoacido se encuentra en todas las secuencias estudiadas y la aparicion
de este elemento determinara la efectividad del proceso de inmovilizacion de
la biomolécula.

e Identificar mediante estudios de alta resolucion, los enlaces tipicos de las
secuencias peptidicas (grupos carboxilos, amida, guanidina y dipéptidos), asi
como también el enlace S-C, debido al enlace de la cisteina con los
organosilanos.

Caracterizacion fisico-quimica del proceso de inmovilizacion de las
secuencias peptidicas en superficies.

Los procesos de inmovilizacién introducirdn modificaciones fisicas en las superficies
silanizadas y modificaran su composicidon quimica. A priori, aquellas superficies que
presenten mayor variabilidad en la mojabilidad y mayor porcentaje de azufre, han
de contener mayor cantidad de péptido sobre la superficie, por tanto induciran a
una mejor respuesta celular.



VII.4.2 MATERIALES Y METODOS.

VII.4.2.1 MATERIALES.

En funcién de los resultados obtenidos en el apartado anterior, se utilizaran el
CPTES y el APTES+Ma. La nomenclatura usada para identificar cada una de las
opciones fue: Ti: aleacién de Ti, luego de la identificacion del metal se coloco la
inicial de cada silano (C:CPTES, AM: APTES+Maleimido) y por ultimo la inicial de
cada motivo reactivo (R:CGGRGDS, F:CGGFHRRIKA, P:CGGPHSRN,
RF:CGGRGDS+CGGFHRRIKA y RP:CGGRGDS+CGGPHSRN)

El disefio de las secuencias peptidicas utilizadas, fue descrito en el capitulo IV. Y las
muestras a caracterizar son las presentadas en Tabla VII 13.

Tabla VII 13 Muestras utilizadas en la Aleacion de Ti
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CPTES TiCR TiCF TiCP  TiCRF  TiCRP

APTES+Ma TiAMR TiAMF TiAMP TiAMRF TiAMRP

VII.4.2.2 METODOS.

VII.4.2.2.1.PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

El proceso de inmovilizacidon de las biomoléculas se ha explicado en el capitulo V,
item V.2.2.1.

VII.4.2.2.2.CARACTERIZACION SUPERFICIAL

Como técnica de caracterizacion fisica del proceso se utilizé el angulo de contacto y
la caracterizacion quimica de la superficie se evalué mediante el XPS.

VII.4.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.

VII.4.3.1 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LA INMOVILIZACION DE
BIOMOLECULAS.

Antes de la inmovilizacion de las biomoléculas la aleacion de Ti se activé con
plasma de oxigeno y sobre ella se emplearon como silanos el CPTES y el
APTES+Ma, por tanto la adhesion de las secuencias peptidicas se realizara a pH 11
0 a pH 7 respectivamente.

Como se demostrdé en el capitulo IV, la mojabilidad de las muestras silanizadas
presenta resultados similares en ambas aleaciones, debido a que la gota de agua
entra en contacto con la capa nanométrica que recubre el metal y no directamente



con los 6xidos y/o con el bulk. Por ello en este capitulo se extrapolan los resultados
de mojabilidad de la aleaciéon de CoCr.

Resultados de XPS.

Para la caracterizacién quimica se analizaron cada una de las secuencias peptidicas
adheridas sobre los diferentes silanos y los resultados en porcentajes atomicos son
mostrados en la Tabla VII 14 para las muestras silanizadas con CPTES y en la Tabla
VII 15 las que han sido silanizadas con APTES+Ma.

Ya que todas las secuencias peptidicas utilizadas poseen al menos una cisteina, la
cual en su cadena lateral tiene un tiol (-SH), entonces segun los resultados se
puede identificar la presencia de los péptidos en superficie, por la aparicion del S
2p. Este pico aparece en cantidades muy pequefas, por tanto, al igual como se hizo
con las muestras de CoG, se infiere que con la aparicidon de este pico, se evidencia
la presencia del péptido en superficie.

En cuanto al carbono presente sobre las superficies, se observan en el caso de las
muestras de TiC, diferencias significativas en las superficies a las que se le han
anadido las mezclas, posiblemente por la presencia de dipéptidos y carboxilos.

Tabla VII 14 Composicion Quimica por XPS de las Muestras de TiC con Péptidos Adheridos en

Superficie

Picos TiC TiCR TiCF TiCP TiCRF TiCRP
C1s 31+3.0 29+2.1  32+26 28+26 B52+3.9 44+4.0
Cl 2p 2+0.1 3+0.2 5+0.4 4+0.3 1+0.0 1+0.2
N 1s 1+0.1 1+0.0 4+0.3 2+0.3 13109 6105
O 1s 50+3.2 56+3.7 52+3.9 54+4.1 26+2.1  40+3.3
S 2p 0+0.0 1i0.0 1i0.1 1:03 2+0.3 1i0.2
Si 2p 5+0.3 9+0.6 6+0.4 7+0.6 4+0.2 6+0.5
Ti 2p 8+0.4 4+0.3 0+0.0 440.3 2+0.3 0+0.0
Hf 4f 1+0.1 1+0.2 1+0.1 1+0.2 1+0.1 1+0.1
Nb 3d 2+0.1 1+0.1 1+0.0 1+0.1 1+0.2 1+0.1

Tabla VII 15 Composicion Quimica por XPS de las Muestras de TiAM con Péptidos Adheridos
en Superficie

Picos TiAM TiIAMR TiAMF TiAMP TiAMRF TiIAMRP
Cis 55437 43141 41436 42439 39+2.8 4243.8
N1is 10+0.9 640.5 6+0.4 7+0.5 6+0.7 7+0.7
Ols 23+19 36432 38129 36+3.3 39+2.7 36+3.1
S2p 0+0.0 1:0.1 1:0.1 1i0.2 1+0.0 1i0.2
Si2p 12+1.0 10+0.8 8+0.6 8+0.7 10+0.4 8+0.7
Ti2p 0+0.0 1+0.2 2+0.1 2+0.1 3+0.1 2+0.2
Nb3d 0+0.0 1+0.1 1+0.0 1+0.2 1+0.1 1+0.2
Hf4f 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0

Adicionalmente las muestras de TiC a las que se les coloc6 FHRRIKA, solo o en
mezcla, exhiben un considerable incremento del N 1s, ya que tal como se puede
observar en el capitulo V, Figura V 2, esta secuencia posee mayor porcentaje
atomico de nitréogeno. De igual manera un incremento del N 1s en las muestras de
TiCRP, es justificable, ya que al ser una mezcla, se tiene mayor cantidad de
aminoacidos y por ende, mayor cantidad de grupos amidas, propios de los



dipéptidos. También se observa que la cantidad de elementos metalicos en la
superficie luego de la adicién del péptido disminuye, ya que se encuentran
recubiertos por las secuencias peptidicas.

Como conclusiones generales del barrido general se tiene que la presencia del
péptido puedo ser determinada por la aparicion del pico de S 2p sobre
todas las superficies estudiadas.

No obstante, es necesario hacer un estudio mas detallado, con el objeto de
profundizar en los enlaces propios de las biomoléculas y de las mismas con los
silanos.

En funcién de los enlaces mostrados en el capitulo V, Figura V.8 se definid realizar
un analisis de alta resolucion del C 1s, O 1sy N 1s,

La deconvolucion del carbono y del oxigeno ha sido mostrada en el capitulo III,
(Figura III.6 y Figura III.8 respectivamente) y la del nitrégeno en el capitulo 1V,
(Figura IV 11). Los resultados de este estudio se presentan en porcentaje atémico
en las Tabla VII 16 y , por medio de la alta resoluciéon se pueden identificar los
carboxilos en los picos C4 y 02, el enlace peptidico en los picos C4 y 02, el grupo

guanidina mediante los picos C4 y N2 y la presencia del grupo amida, a través del
pico N2 29,30,46,48,52-54

Como se ha mencionado en el capitulo V, el resultado obtenido de este estudio de
alta resolucién sugerird la presencia o la ausencia de las secuencias peptidicas
sobre las superficies silanizadas. Sin embargo ha de tenerse en cuenta que varias
especies de las estudiadas, coinciden en los niveles de energia de enlace reportados
para el XPS, por tanto no se podra realizar un estudio totalmente independiente
entre ellas.

Tabla VII 16 Alta Resolucion del C 1s, N 1s y O 1s de las muestras TiC con Péptidos

TiC TiCR TiCF TiCP TiCRF  TiCRP  B.E.(eV)

C1s 31+3.0 29+2.1 32+2.6 28+2.6 52+3.9 44+4.0
Cl cC=C,C-H 22 19 18 16 35 27 284.4 +0.4
C=0,
Cc2 C-OH, 7 6 8 8 10 9 286.5 +.01
C3 CH2-0, C-S 2 2 4 2 2 4 287.8 +0.3
Dipéptido
C4 COOH 0 2 2 2 5 4 288.9 +0.2
Guanidina
N 1s 1+0.1 1+0.0 4+40.3 2+40.3 13+0.9 6+4+0.5
N1 TiN, C-N 0.4 0.3 0.5 0.2 2 1 398.3 +0.5
N-H
N2 Srupo 0.6 0.7 3.5 1.8 11 5 4011 40.5
Amida
Guanidina
O 1s 50+3.2 56+3.7 52+3.9 54+4.1 26+2.1 40+3.3
01 0% Tio; 27 23 19 19 8 22 529.9 +0.3
OH,Ti-0-Si,
02 COOH 16 20 14 14 17 16 531.6 +0.3
Dipéptido

03 -C=0, so, 7 13 19 21 1 1 532.6 +0.3




Tabla VII 17 Alta Resolucion del C 1s, N 1s y O 1s de las muestras TiC con Péptidos

Picos TiAM TiIAMR TiAMF TiAMP TiAMRF TiAMRP B.E.(eV)
Cls 55+3.7 43+4.1 41+3.6 42+3.9 39+2.8 42+3.8
Cl c=C,C-H 46 33 32 31 31 30 284.7 +0.1
c2 ¢ 7 8 7 9 6 8 2864 +0.3
CH2-0,
C-S
C3 C=0 2 2 2 2 1 3 287.9 +0.3
Grupo
Imida
Dipéptido
C4 COOH 0 1 2 1 1 1 288.9 +0.2
Guanidina
N1s 10+0.9 6+0.5 6+04 7+0.5 6+0.7 7+0.7
N1 TiN, C-N 2 4 4 5 2 3 399.5 +0.2
N-H
N2 Srupo 8 2 2 2 4 4 4011 +0.2
Amida
Guanidina
Ols 23+1.9 36+3.2 38+2.9 36+3.3 39+2.7 36+3.1
01 03 Tio; 2 10 12 12 12 13 530.3 +0.2
OH,
Ti-O-Si,
02 COOH 19 25 25 24 26 24 531.9 +0.3
Dipéptido
03 -C=0, S0, 2 1 1 1 1 1 532.9 +0.3

Grupos Carboxilos.

Como se ha descrito en el parrafo anterior, los grupos carboxilos de la cadena
terminal de las secuencias peptidicas pueden ser identificados ya sea por el pico
C4, o por el pico 02.

Para el caso de las muestras silanizadas con GPTES, el pico C4 aparece en
todas las muestras, lo cual comprueba la presencia del péptido en sus
superficies. En cuanto a las muestras silanizadas con APTES+Ma, Ia
presencia de carboxilos es detectada en todas las muestras mediante el
incremento del pico 02

Enlace Peptidico.

La identificacion del enlace peptidico o dipéptido, se confirma por el incremento de
los picos C4 y 02 en las muestras en las que se han inmovilizado biomoléculas; por
tanto segun los resultados obtenidos, se tiene que por medio del pico C4, se
confirma la presencia de este enlace en todas las muestras de TiC de igual
manera mediante el pico 02, se comprueba la existencia del dipéptido en
todas las muestras silanizadas con APTES+Ma.

Grupo Guanidina.

La guanidina puede ser detectada mediante el pico N2 y el carbono con el mayor
valor de energia de enlace (C4). El incremento del pico C4 es notorio en todas
las muestras, al mismo tiempo que se aprecia un aumento del pico N2 en




todas las muestras silanizadas con CPTES (excepto TiCR), lo cual confirma
la presencia del péptido en sus superficie.

Grupo Amida.

La presencia del grupo amida es evidenciada, solo en las muestras silanizadas con
CPTES (excepto TiCR), mediante el aumento en el porcentaje atémico del pico N2.

De la informacion obtenida mediante los estudios de alta resoluciéon, se puede
concluir que las secuencias peptidicas se encuentran adheridas a las
superficies; ya que ademas de la presencia del S 2p, se exhiben diferencias
significativas en los picos correspondientes a los grupos carboxilos, grupos
amidas, guanidina y a los enlaces peptidicos.



VII.4.4 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LA
INMOVILIZACION DE LAS BIOMOLECULAS EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS.

En funcion de los objetivos especificos de este apartado se tiene que:
1) Deteccion de las secuencias peptidicas.

e La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X permitid detectar la
presencia de las secuencias peptidicas sobre la superficie a través de la
identificacion del azufre proveniente de la cisteina. Sin embargo, por XPS no fue
posible sacar conclusiones sobre el enlace covalente entre los péptidos y los
silanos, por tanto se podria concluir que se ha llegado al limite maximo de
deteccién de la técnica

2) Caracterizacion quimica del proceso de inmovilizacion de las
secuencias peptidicas en superficies.

e Se comprobd la presencia de las secuencias peptidicas en superficie por la
deteccion del S 2p mediante el barrido general de XPS, sin mostrar diferencias
significativas ni entre los diferentes tipos de secuencias peptidicas, ni entre los
silanos empleados (CPTES y APTES+Ma) (Tabla VII 14 y Tabla VII 15).

e A través del estudio de alta resolucion de los picos de C 1s, N 1sy O 1s, se
puede afirmar la presencia de péptidos en superficie debido a:

o Que las muestras con secuencias peptidicas que fueron previamente
silanizadas con GPTES presentan la aparicion del pico C4, el cual surge a causa de
la introduccion dipéptidos y del grupo guanidina de la arginina (Tabla VII 16).

o Las muestras con APTES+Ma, en las cuales se inmovilizaron las
diferentes secuencias de péptidos, presentaron un incremento en el pico O2 debido
a la presencia de los enlaces peptidicos y los carboxilos propios de cada aminoacido
(Tabla VII 17).

Como conclusion de este capitulo se tiene que para evaluacion de la
inmovilizacion de las siguientes secuencias peptidicas: CGGRGDS,
CGGFHRRIKA y CGGPHSRN y de las mezclas en relacion 1:1 de
CGGRGDS+CGGFHRRIKA y de CGGRGDS+CGGPHSRN, Ila técnica de
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), ha llegado al limite de
deteccion, por tanto solo se puede afirmar la presencia de las biomoléculas
en las superficies, mas no el enlace covalente de las mismas con los
organosilanos.

De los resultados obtenidos se extrae que las secuencias peptidicas se
encuentran enlazadas a las superficies de TiAM y de TiC mediante Ila
presencia del azufre sobre la superficie y al incremento de los picos C4 en
todas las muestras, el cual es adjudicado a los carboxilos, grupo guanidina
y a los enlaces peptidicos. No obstante, no se producen diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras silanizadas con
APTES+Ma y las tratadas con CPTES, aun cuando se ha comprobado que las
muestras con APTES+Ma tienen mayor porcentaje atomico de silicio en
superficie.
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VII.5 RESPUESTA CELULAR IN VITRO.

VII.5.1 OBJETIVOS.

VII.5.1.1 OBJETIVO GENERAL.

Validar la optimizacion de las superficies de TiHfNb biofuncionalizadas con
secuencias peptidicas cortas, mediante la respuesta celular in Vitro, en
términos de cantidad de células adheridas, morfologia y proliferacion.

En este estudio se evaluard la influencia de la inmovilizacién de secuencias
peptidicas (CGGRGDS, CGGFHRRIKA, CGGPHSRN, CGGRGDS+ CGGFHRRIKA,
CGGRGDS+ CGGPHSRN) en la respuesta celular obtenida con células
mesenquimales de ratas. Realizando para cada biomolécula, un estudio
comparativo entre las muestras previamente silanizadas con CPTES o con
APTES+Ma.

VII.5.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Evaluar la influencia de las secuencias peptidicas cortas, sobre la
morfologia y la cantidad de células adheridas en superficie, para
seleccionar los péptidos mas favorecedores para la respuesta celular in
Vitro.

Se analizaran la cantidad de células adheridas y su morfologia; ya que estos
parametros son indicativos de su adaptacion con el entorno, debido a que una
célula bien extendida representa que la misma se ha adaptado bien al material.

Caracterizar el proceso de proliferacion celular.

Se analizara la capacidad de proliferacion de las células adheridas y se determinara
si las secuencias seleccionadas, ademdas de promover la adhesion, inducen la
proliferacion.



VII.5.2 MATERIALES Y METODOS.

VII.5.2.1 MATERIALES.

VII.5.2.1.1 SUPERFICIES ESTUDIADAS.

Se estudiaron dos grupos de superficies mostrados en la Tabla VII 18.

Tabla VII 18 Muestras Utilizadas en los Distintos Estudios Celulares.

Material Proteina Adhesion Proliferacion

TiAM RGD vV vV
FHRRIKA vV [4]

PHSRN vV [4]
RGD+FHRRIKA v v
RGD+PHSRN v v

TiC RGD vV [4]
FHRRIKA vV [4]

PHSRN vV [4]
RGD+FHRRIKA vV [}
RGD+PHSRN vV %}

V: incluido,

@: excluido en funcion de los resultados de adhesion.

En cada experimento se incluyeron muestras de control, que variaron en funcion
del ensayo, por lo que se detallaran en cada apartado

VII.5.2.2 METODOS.

Los procesos de sembrado celular, adhesién y proliferaciéon se encuentran descritos
en el capitulo VI, item VI.2.2.2

VII.5.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION.

VII.5.3.1 EVALUACION DE LA ADHESION CELULAR.

Para cada uno de los ensayos de adhesién de esta aleacion se colocaron 6x10°
células por pocillo de 0.95 cm?, con lo cual se tiene una concentracién de 6.32x103
cel/cm? en cada una de las muestras de la Tabla VII 18 y en las muestras de
control.

Como se ha comentado anteriormente, el numero de células adheridas a la
superficie del implante y la morfologia celular son indicadores que definen el éxito
del proceso de adaptacidn de las células con el entorno.

Resultados de Inmunofluorescencia (DAPI).

Para la cuantificacion del proceso de adhesion celular se realizé un estudio
mediante la tincién de los nucleos celulares con DAPI y los resultados son
mostrados en la Figura VII 16.

Estos resultados reflejan que en la muestras silanizadas con CPTES, Ia
variacion de secuencias peptidicas, no produjo diferencias



estadisticamente significativas. Sin embargo en las muestras previamente
silanizadas con APTES+Ma, los mejores resultados se consiguen en las
muestras que contienen RGD, tanto solo, como en mezclas.>> 52
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Figura VII 16 Cuantificacion de Células Adheridas sobre Ti mediante Tincién de los Nicleos
con DAPI

También es evidente que se adhirié un mayor nimero de células en las muestras
con APTES+Ma. Esto puede ser justificado por la presencia de mayor cantidad de
grupos -NH,, -COOH que segun estudios previos, provocan una mayor adhesion
celular.?®

El hecho de que la muestra control presente una adhesién celular similar a la de las
muestras biofuncionalizadas puede ser justificado en funcion de que esta aleacion
contiene mayoritariamente TiO, en la superficie y bibliograficamente ha sido
reportado que este tipo de 6xido favorece el proceso de adhesion celular,® sin
embargo al momento de realizar la evaluacion de la respuesta de adhesion celular
se debe establecer un compromiso entre la cantidad de células adheridas y su
morfologia; razén por la cual se procedié a usar una técnica de imagenes que
permita visualizar la forma de las células y estimar su area.

Resultados SEM.

Con el objeto de evaluar la morfologia de las células se decidié hacer un estudio por
medio del SEM, cuyas imagenes se muestran en las Figura VII 17 y Figura VII 18.
Al observar las imagenes, queda comprobado que la adicidn de secuencias
peptidicas influye en la morfologia de las células, ya que es evidente que en la
muestra control las células presentan una menor extension o una menor area, asi
mismo se puede afirmar que la secuencia RGD las hace sentir mas comodas, por
tanto en las superficies que poseen dicho péptido se observan células con mayor
area y exhiben la presencia de filopodios.

De las imagenes también se puede deducir que las células se encuentran mas a
gusto en las muestras que antes de la inmovilizacion de biomoléculas fueron
silanizadas con APTES+Ma.



Capitulo VII

70 pm 70 pm 70 pm

Figura VII 18 SEM de las células Adheridas sobre TiC

La cuantificacion del area celular de este ensayo se muestra en la Figura VII 19, en
la cual se evidencia que para las muestras silanizadas con CPTES, solo las que
contienen RGD+FHRRIKA, presentan diferencias estadisticamente significativas.

En el caso de las muestras de TiAM se tienen células con mayor area, en las cuales
los mejores resultados los arrojan las superficies con RGD y las mezclas, aun
cuando la desviacion estandar presenta un rango tan amplio que no genera
diferencias estadisticamente significativas entre ellas con respecto a TiCF, TiCP y
TiCR.

En funcion de los resultados obtenidos, se puede resumir que en cuanto a
la densidad de células adheridas, las que generan mejor resultados son las
muestras silanizadas con APTES+Ma.
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Figura VII 19 Area de las Células Adheridas sobre la aleacién de Ti

Correlacionando la morfologia y el area celular se tiene que aun cuando sobre la
aleacion sin ningun tratamiento previo, se adhiere gran cantidad de células, las
mismas se presentan contraidas, por tanto no se encuentran a gusto en esta
superficie.

Igualmente las muestras que arrojan mejores resultados son las que han sido las
silanizadas con APTES+Ma, siendo favorecedores los resultados para las muestras
que contienen RGD+FHRRIKA, ya que son las que presentan mayor extensién y
presencia marcada de filopodios.

Con respecto a las muestra silanizadas con CPTES, aun cuando en la las imagenes
del SEM, muestran que estan mas extendidas en comparacion con las células
adheridas sobre la TiHfNb sin tratamiento, la cuantificacion del area no exhibe
diferencias estadisticamente significativas, exceptuando el caso de |la
biofuncionalizada con TiCRF.

Por tanto a partir de este momento se estudiara el proceso de proliferacion de las
muestras silanizadas con APTES+Ma y que poseen como secuencias peptidicas el
RGD y sus mezclas.

VII.5.3.2 CARACTERIZACION DEL PROCESO DE PROLIFERACION.

La cuantificacion de la cantidad de células para cada uno de los tiempos de
medicion se realizd a través de la cuantificacion de LDH. Los resultados de los
analisis de proliferacién se presentan en la Figura VII 20. Al evaluar la proliferacién
se observa que para la muestra de TiHfNb no se producen diferencias
estadisticamente significativas. En cuanto a la muestra con BSA, aunque en la fase
inicial presenta la menor cantidad de células adheridas, con el paso del tiempo, las
pocas células debieron haber generado su propia matriz extracelular, lo cual les
permitid comenzar un lento proceso de proliferacion donde a tiempos 7d y 14d
tienen diferencias significativas con respecto a los tiempos 0Oh, 1d y 3d, sin
embargo no superan la densidad celular que sirvié de punto de partida para el resto
de los casos.



Capitulo VII

Proliferacion Celular TiHfFNb

18.000
16.000
14.000 -
12.000

10.000 -

Células/cm?

8.000

6.000

4.000 -

2.000 -

Ti+BSA TiHfNb TiAMR TiAMRF TiAMRP

Figura VII 20 Proliferacion Celular en las Muestras de CoAM por LDH

Curvas de Crecimiento Acumulado
(TiIHfND)
[}
—m—TiHfNb

© —4—=TiAMR
& S
2 ——TiAMRF
3 —+—TIiAMRP
<
e S
8
=]
& 3
=
L1
-]
S 2
g
2
=
[a] 1

4]

4] 1 2 3 4 5 [5) 7 8 9 10 11 12 13 14

Tiempo (dias)

Figura VII 21 Velocidad de Proliferacion Celular en las Muestras de TIAM

Con respecto a las muestras con biomoléculas adheridas se tiene que tanto en las
superficies con RGD como con RGD+FHRRIKA se presenta una evidente
proliferacién para el dia 14, sin embargo antes de este rango de tiempo no se
muestran diferencias estadisticamente significativas.

Las muestras con RGD+PHSRN, comienzan un proceso de proliferacion a los 7 dias,
sin mostrar diferencias estadisticamente significativas entre los dias 7 y 14.
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Con respecto a la velocidad con la cual se efectla la proliferacion se tiene la Figura
VII 21, donde se puede apreciar que:

1) En todo momento las curvas poseen pendientes positivas, resultando entre
0Oh y el dia uno un aumento muy leve de la concentracién celular.

2) Durante el dia 1 y el dia 3; sigue la proliferacién, pero aun ninguna de las
muestras logra la duplicacién poblacional.

3) A partir del tercer dia en las muestras TiHfNb la proliferacién se ralentiza,
exhibiendo una curva con menor pendiente, trayendo como consecuencia que
llegado el dia 14 aun no han conseguido la duplicacion poblacional.

4) Entre los dias 3 y 7 logran duplicarse las células sembradas en las muestras
con RGD+PHSRN, no obstante, entre el tiempo de 7d y 14 d, también ocurre un
proceso de proliferacion mas lento, que pudiera deberse a que se satura el cultivo
por estar las células en confluencia.?®

5) Las muestras con RGD y RGD+FHRRIKA muestran un comportamiento
totalmente inverso a las demads, ya que aun cuando consiguen la duplicacion celular
después del séptimo dia, en el periodo de los dias 7 y 14, su pendiente se
incrementa, con lo cual hasta el dia 14 presentan un proceso de proliferacion
celular.

En resumen, de la Figura VII 21 se puede concluir que las secuencias
utilizadas sobre la aleacion de titanio tienen un excelente efecto en la
adhesion celular, sin embargo para inducir la proliferacion los mejores
resultados se consiguen con las secuencias de RGD y RGD+FHRRIKA, pero
se produce de una manera mucho mas lenta y con menor potencial de
duplicaciéon que el observado con la aleacion de CoCr.



VII.5.4 RESUMEN DE LA VALIDACION DEL PROCESO DE OPTIMIZACION DE
SUPERFICIES BIOFUNCIONALIZADAS CON SECUENCIAS PEPTIDICAS
CORTAS, MEDIANTE LA EVALUACION DE LA RESPUESTA CELULAR IN
VITRO.

Tomando en consideracidén los objetivos planteados para la evaluacién de la
respuesta celular se concluye:

1) Evaluar la influencia de las secuencias peptidicas cortas sobre la
morfologia y la cantidad de células adheridas en superficie para
seleccionar los péptido mas favorecedores para la respuesta celular in
Vitro.

e Se analizaron la cantidad de células adheridas y su morfologia; ya que estos
parametros son indicativos de su adaptacién con el entorno, debido a que una
célula bien extendida representa que la misma se ha adaptado bien al material. En
funcién de los resultados obtenidos se puede resumir que:

o En términos de la densidad de células adheridas, las que generan un
mejor resultados son las muestras que previamente fueron silanizadas con
APTES+Ma (Figura VII 16).

o Con respecto a la morfologia, se tiene que las superficies que
contienen RGD, solo o en mezclas, son en las que se visualizan las células mas
extendidas y mostrando la presencia de filopodios (Figura VII 17 y Figura VII 18).

o En términos de area, nuevamente son las muestras silanizadas con
APTES+MA, las que poseen una mayor area, aun cuando la cuantificacion del area
no exhibe diferencias significativas entre las diferentes secuencias peptidicas
(Figura VII 5).

2) Caracterizar el proceso de proliferacion celular.

e Se puede concluir que las secuencias utilizadas sobre la aleacién de titanio
tienen un excelente efecto en la adhesién celular, sin embargo, para inducir la
proliferacién los mejores resultados se consiguen con las secuencias de RGD vy
RGD+FHRRIKA, pero se produce de una manera mucho mas lenta y con menor
potencial de duplicacién que el observado con la aleacion de CoCr.

Por tanto como conclusion de esta seccion, se puede afirmar que Ila
seleccion del mejor proceso de activacion (en términos de limpieza y
grupos hidroxilos en superficie (capitulo III)) y de los organosilanos mas
eficientes (en funcion de porcentaje y estabilidad del Si (capitulo IV)), da
lugar a superficies con mejor respuesta celular.
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De los resultados obtenidos a lo largo la caracterizacién y optimizacién de las
superficies biomiméticas, se presentaran las conclusiones para cada una de de las
etapas involucradas en la modificacidon superficial y de su valoracién en funcién de
la respuesta celular in Vitro

PROCESO DE LIMPIEZA Y ACTIVACION

De la caracterizacion fisico-quimica de las superficies activadas se concluye que la
seleccion de la técnica de espectroscopia de fotoelectrones de Rayos X (XPS), ha
sido acertada, porque a través de esta, pudo ser detectada la capa de
contaminacion de carbono presente en cada una de las superficies, al mismo
tiempo que se logré estimar semicuantitativamente el porcentaje atdmico de los
grupos hidroxilos presentes en la capa superficial.

Estos datos son fundamentales ya que para elegir un método de activacidn interesa
aquel que limpie e introduzca grupos hidroxilos sin modificar la naturaleza de la
capa de 6xidos superficiales.

La optimizacién del proceso refuerza:

1) que un incremento en la relacion OH /0> es un excelente pardmetro para
determinar la eficiencia del proceso de activacién y

2) que la composicion quimica de la capa de 6xido puede sufrir modificaciones
dependiendo si se utiliza un tratamiento de activaciéon en seco o en humedo; este
parametro es importante tomarlo en consideracion, ya que dependiendo del mismo
se puede favorecer o no el proceso de corrosion y por ende de liberacion de iones,
teniendo como consecuencia problemas de alergias, aflojamiento aséptico, entre
otros.

En funcion de los resultados de cada aleacion, se tiene:

Aleacion de CoCr

Se ha seleccionado como método de activacion el tratamiento con acido nitrico,
debido a que:

e El plasma de oxigeno resulté mas efectivo frente al ataque con acido nitrico
en términos de mayor mojabilidad y mayor energia superficial, no obstante ambos
tratamientos tuvieron la misma eficiencia en cuanto a remocién de carbonos, lo
cual quedé demostrado con los cocientes entre C2+C3+C4 y el carbono alifatico
(C1). Aunado a ello, los resultados de XPS y ToF SIMS demostraron que el ataque
con acido nitrico representa un tratamiento apropiado para ser usado en la aleacion
de CoCr; debido a que el mismo fue eficiente en términos de limpieza, mostré una
mayor relacién OH /0% y presenté mayoritariamente Cr,05;, siendo este 6xido el
principal encargado de los enlaces metal-silano, ademds dentro de los Oxidos
presentes, es el mas resistente a la lixiviacidon cuando estad en contacto de fluidos
corporales. Dichos resultados coincidieron con los datos arrojados en los ensayos
con la técnica del zinc, donde se confirmd que las superficies tratadas con acido
nitrico presentan una mayor reactividad en solucion.

e Mediante el ensayo de fluorescencia se validd la hipotesis de que el método
de activacion que introduce una mayor densidad de grupos hidroxilos en superficie
(en este caso el acido nitrico), serd susceptible de unir una mayor cantidad de
organosilanos y por ende, mayor cantidad de péptido.



Aleacion de TiHfNb

Se ha seleccionado como método de activacion el tratamiento de plasma de
oxigeno, debido a que:

o El plasma de oxigeno (PO) limpia de una forma mas eficaz la contaminacion
superficial presente en la aleacidon de titanio que la solucidén de pirana, lo cual se ve
al obtener con PO un angulo de contacto tendiente a 0°, que es un indicativo de
gue la muestra esta totalmente limpia, con enlaces quimicos insaturados y con un
estado de energia mas alto. Adicionalmente los resultados de XPS muestran que el
porcentaje de carbono atdmico asociado a los productos de contaminacion
disminuyen con ambos tratamientos.

e Los resultados de XPS y ToF-SIMS indican que el proceso de plasma es el
que produce un mayor ratio OH/0%. Es decir, aunque ambos métodos generan
grupos hidroxilos, el PO produce una mayor cantidad de grupos OH™ en funcién de
la capa de 6xido, que favoreceran el proceso posterior de silanizaciéon. Aunado a
ello se obtuvo un resultado similar con la técnica del zinc, cuyos resultados indican
que las superficies tratadas con plasma de oxigeno presentan una mayor
reactividad en solucidn.

PROCESO DE SILANIZACION

En cuanto a las técnicas de caracterizacion, se tiene que tanto la espectroscopia de
fotoelectrones de Rayos X (XPS), como la espectroscopia de masas de iones
secundarios (ToF SIMS), permitieron determinar la presencia del silicio en las
superficies y de los grupos siloxanos (0O-Si-0O). Al mismo tiempo, a través del XPS
se logro determinar la estabilidad de las capas silanizadas y con ello, la presencia
de un enlace covalente entre el metal y los organosilanos.

Del proceso de silanizacion se puede concluir que el mismo produce modificaciones
fisicas de las superficies, ya que modifica la mojabilidad de las muestras
aumentando el angulo de contacto de las mismas. Paralelamente, mediante la
caracterizacion quimica se deduce que los tres silanos se adhieren sobre las
superficies demostrando ser el mas estable, en términos de cantidad de silicio y
estabilidad, el APTES+Ma. No obstante el comportamiento del CPTES y el GPTES,
vario segun la composicién quimica de cada una de las superficies.

En base a la caracterizacién fisico-quimica de cada una de las aleaciones
silanizadas, se tiene:

Aleacion de CoCr

Aun cuando todos los organosilanos se adhieren sobre esta superficie, en funcién
del porcentaje de Si y la estabilidad, se decidid que los mejores resultados los
ofrecen el APTES+Ma y el GPTES. Esta selecciéon ha sido argumentada, gracias a
que:

e Por medio de la técnica de XPS se puso de manifiesto la presencia del
organosilano mediante la deteccion del Si 2s proveniente del grupo siloxano Si-O-
Si.

e Como método de valoracion del proceso, se propuso como hipotesis evaluar
el rendimiento de la reaccién de silanizacidén, realizando el cociente entre los
porcentajes atomicos correspondientes a los picos 02 (OH-metal)/Si (Si-O-Si), y si



este cociente se acerca a la unidad significaria que todos los atomos de silicio
detectados estan enlazados con el metal de la forma metal-O-Si y, por tanto, se
habrian consumido todos los grupos hidroxilos presentes en la superficie. Los
resultados experimentales arrojaron que el mejor silano fue el APTES+Ma con una
ratio O2/Si igual a 1.00, mientras que para el CPTES fue de 5.00 y para el GPTES
de 8.00. Estos cocientes indican que tanto para el CPTES, como para el GPTES, el
proceso de silanizacidn es deficitario; ya que existen muchos grupos hidroxilos en
superficie sin reaccionar, o que se ha producido una hidrdlisis. No obstante para
determinar si el Si presente se encontraba enlazado covalentemente se realizaron
ensayos de estabilidad quimica, térmica y mecanica, cuyos resultados permitieron
afirmar que en el GPTES y el APTES+Ma son organosilanos que se adhieren
covalentemente sobre la superficie de CoCr.

Aleacion de TiHfNb

Aun cuando todos los organosilanos inicialmente se encontraron presentes sobre
esta aleacion, se demostré que el GPTES no se enlazé covalentemente, por lo cual
se decidié que los mejores resultados los ofrecen el APTES+Ma y el CPTES. Esta
seleccién ha sido fundamentada ya que:

e Por medio de la técnica de XPS se pone de manifiesto la presencia del
organosilano mediante la deteccidon del Si y mediante el estudio de alta resolucion
del Si 2p, se detectd el enlace Si-O-Si (Si2) y se efectud el cociente 02/Si2,
obteniéndose el valor mas cercano a la unidad es para el caso del APTES+Ma
(3.87), mientras que para el CPTES es de 5.51 y para el GPTES alcanza un valor de
24.29, lo que sugiere que tanto para el CPTES como para el GPTES, el proceso de
silanizacion es menos eficiente y en ambos casos existen bastantes grupos
hidroxilos en superficie sin reaccionar.

e Los ensayos de estabilidad térmica y mecanica indican que las muestras
silanizadas con APTES+Ma son las que presentan una mayor estabilidad y que las
muestras silanizadas con GPTES, al colocarse en agitacién constante (150 rpm), a
pH 7 y 7 ©°C, pierden todo el Si2 que se debia haber enlazado a los grupos
hidroxilos de la superficie, lo cual ocasiona, que este silano deba ser descartado
para la aleacién de Ti.

INMOVILIZACION DE LA BIOMOLECULA

o Como conclusion de este apartado se tiene que para la evaluacion de la
inmovilizacion de las siguientes secuencias peptidicas: CGGRGDS, CGGFHRRIKA y
CGGPHSRN y de las mezclas en relacion 1:1 de CGGRGDS+CGGFHRRIKA y de
CGGRGDS+CGGPHSRN, la técnica de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X
(XPS), ha llegado a su limite de deteccién; ya que ésta solo permite determinar la
presencia de las biomoléculas sobre la superficie; resultando un estudio de alta
resolucidén insuficiente para la determinacion de los enlaces de los silanos con la
biomolécula, razén por la cual el enlace covalente entre ellos se comprobd
mediante un ensayo de estabilidad térmica, quimica y mecénica. Adicionalmente
fue necesario hacer uso de otra técnica de caracterizacion (espectrofotometria de
luz UV/visible (NanoDrop)) para la cuantificacion de la densidad de las
biomoléculas.

De los resultados obtenidos se extrae que:



Aleacion de CoCr

o Las secuencias peptidicas se encuentran enlazadas covalentemente a las
superficies de CoAM y de CoG, y en términos de densidad de péptido los mejores
resultados se obtuvieron con APTES+Ma, de los cual se puede deducir que a mayor
cantidad de silano (capitulo IV), mayor adhesién de biomolécula.

Aleacion de TiHfNb

o Las secuencias peptidicas se encuentran adheridas a las superficies de TiAM
y de TiC, lo cual se confirmd mediante |la presencia del azufre sobre la superficie, y
a través del incremento de los picos C4 en todas las muestras, el cual es adjudicado
a los carboxilos, grupo guanidina y a los enlaces peptidicos. No obstante, no se
producen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras silanizadas
con APTES+Ma vy las tratadas con CPTES, aun cuando, se ha comprobado que las
muestras con APTES+Ma, tienen mayor porcentaje atomico de silicio en superficie.

RESPUESTA CELULAR

Como conclusién de esta seccion se puede afirmar que la seleccién del mejor
proceso de activacion, en términos de limpieza y grupos hidroxilos en superficie y
de los organosilanos mas eficientes, en funcidon de porcentaje y estabilidad del Si,
da lugar a superficies con mejor respuesta celular.

A través de los estudios celulares in Vitro se puede concluir que:

e La adicion de biomoléculas sobre las superficies, mejora el proceso de
adhesion celular, lo cual queddé comprobado mediante la tincién con Calceina AM y
el contaje de nlcleos mediante la tincién con DAPI.

e En funcion de los resultados obtenidos, se puede resumir que en cuanto a
densidad de células adheridas, morfologia y en términos de area, las muestras que
contienen RGD, solo 0 en mezclas, son las que presentan mejores resultados.
Adicionalmente, se confirma que la concentracion de biomolécula adsorbida sobre la
superficie es una variable dependiente del proceso de adhesién celular; ya que la
mejor respuesta celular se obtuvo en las muestras silanizadas con APTES+Ma por
poseer mayor cantidad de biomolécula en la superficie y a su vez mayor porcentaje
atéomico de silicio.

e Partiendo de la premisa de que las secuencias peptidicas utilizadas se
caracterizan por su habilidad para promover o mejorar el proceso de adhesién, el
hecho de que RGD y RGD+FHRRIKA, proliferen antes que el resto de las muestras
indica que estas secuencias peptidicas no solo promueven la adhesidon sobre las
aleacién de CoCr, sino que también estimulan el proceso de proliferacién.

e El mayor valor de duplicacion poblacional acumulado es para las células
sobre superficies con RGD+FHRRIKA, con un valor superior a 16 para la aleacién de
CoCr, por ende se puede decir que esta superficie es la que arroja un mejor
resultado en términos de proliferacion celular. En cuanto a la aleacion de TiHfNb se
da la proliferacién de una manera mucho mas lenta y con menor potencial de
duplicacién.
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