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RESUMEN

TITULO:

EVALUACION ELECTROQUIMICA DE UN RECUBRIMIENTO ANTI-TROMBOGENICO
OBTENIDO POR ANODIZACION DE MICROTUBOS DE NITINOL .

AUTOR: FLOREZ CRISTANCHO, Jennifer Paolay MORENO PRADA, Francy Johana Maria**.

PALABRAS CLAVE: Nitinol, Anodizado, Adsorcion de Proteinas, Trombogénesis, Espectroscopia
de Impedancia Electroquimica (EIE).

DESCRIPCION

La importancia del Nitinol debido a sus propiedades de superelasticidad, memoria de forma y su
aplicacion como material biocompatible, ha motivado estudios de mejoramiento superficial para
aplicaciones médicas especificas. Se sabe que el Nitinol es cominmente usado como stent
cardiovascular, cuya funcion principal es permitir el paso del flujo sanguineo por su interior tubular
sin restricciones. Problemas que pueden dificultar su correcto funcionamiento, se presentarian si
estos tubos se bloquearan por la adhesiéon de compuestos de naturaleza fisiolégica o trombos,
formados por proteinas, lipidos u ofras sustancias que son transportadas a través del flujo
sanguineo. Este bloqueo se debe al caracter hidrofilico comprobado de la superficie del Nitinol.
Como solucidn a este problema, se ha planteado una alternativa de tratamiento superficial que
consistié en hacer crecer un 6xido sobre esta superficie con caracteristicas menos hidrofilicas. En
este orden de ideas, en este trabajo de grado se realizé un tratamiento de anodizado electrolitico
galvanostético a partir de soluciones de sulfato de sodio y &cido acético. La caracterizacion de la
superficie anodizada y la respectiva comparacién con la superficie sin tratamiento, se llevé a cabo
con las técnicas de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, con la cual se evalu6 a 37,5°C
la adsorcién de proteina de albumina sobre la superficie, proteina que fue disuelta en solucion
Hank. Caracterizacién morfologica y topografica fue realizada por Microscopia Electrénica de
Barrido y Microscopia de Fuerza Atomica. Los resultados mostraron que el tratamiento superficial
realizado con &cido acético presenté menor adsorcion de proteina que la superficie sin tratamiento.

" Proyecto de grado

" Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica y Ciencia de
Materiales. Director M.Sc. ESTUPINAN DURAN, Hugo Armando
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ABSTRACT

TITLE:

ELECTROCHEMICALEVALUATION OF AN ANTI-THROMBOGENIC COATING BASED ON
ANODIZATION OF NITINOL MICROTUBE *

AUTHOR: FLOREZ CRISTANCHO, Jennifer Paola Moreno and MORENO PRADA, Francy Johana
Maria **

KEY WORDS: Nitinol, Anodized, Protein adsorption, Thrombogenesis, Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIE).

DESCRIPTION

The Nitinol’s important properties, such as superelasticity, shape memory and biocompatibility,
have motivated researchers to study and improve its surface for specific medical applications.
Nitinol is commonly used as cardiovascular stent, whose main function is to allow the flow of blood
through its interior without restrictions. Problems that may hinder its proper functioning would arise
if these tubes were blocked by the accession of compounds of physiological nature or thrombi,
consisting of proteins, lipids or other substances that are transported through the bloodstream. This
blockade is due to the proved hydrophilic character of the Nitinol surface. To solve this problem, an
alternative surface treatment has been implemented by growing a less hydrophilic oxide on the
surface. In this vein, this thesis proposes a galvanostatic anodization electrolyte treatment from
solutions of sodium sulfate and acetic acid. The characterization of the anodized surface and their
comparison with the untreated surface was carried out by using electrochemical impedance
spectroscopy. By this technique, the protein adsorption on the surface of albumin (a protein that
was dissolved in a Hank solution) was evaluated at 37.5°C. Morphological and topographical
characterization was performed by scanning electron microscopy (SEM) and atomic force
microscopy (AFM). The results showed that the surface treated with acetic acid had lower protein
adsorption than the untreated surface.

*Graduation Project.

** Faculty Physical Chemistry of Engineering School of Metallurgical Engineering. Director M.Sc
ESTUPINAN DURAN, Hugo Armando.
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INTRODUCCION

El avance que han tenido los metales en aplicaciones biomédicas ha llevado a un
incremento en el interés de las aleaciones con memoria de forma, es el caso del
Nitinol, una aleacion de niquel-titanio, considerada como un material inteligente ya
gue éste responde a cambios de temperatura y tension, debido a sus excelentes
propiedades tales como: memoria de forma, superelasticidad y biocompatibilidad.
El resultado de dicho interés ha llevado a enfocar la investigacion hacia los
tratamientos superficiales de este material: consiguiendo modificar el area externa
de microtubos de Nitinol, mediante un proceso de anodizado con electrolitos
especificos, esto se realizd por la gran importancia que tiene la interfase
biomaterial-tejido. Teniendo en cuenta que este implante debe permanecer dentro
del organismo en contacto de fluidos biolégicos, el proceso mas importante que
ocurre es la adsorcion de proteinas, lipidos o células, la cual es un problema,
porque puede generar bloqueos en las paredes del microtubo de NiTi en forma de
trombos, generando posibles problemas como trombogénesis y reestenosis, ya
gue la sangre no fluye de forma adecuada, posibilitando que se presente un paro
cardiaco. Para la modificacion superficial de los microtubos, se realiz0 un
anodizado electrolitico en solucidén de acido acético y solucion de sulfato de sodio.
Para la caracterizacion superficial se emple6 la técnica de Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica con el fin estudiar la adsorcion de proteina de
albumina sobre la superficie de los microtubos modificados. La albumina es una
proteina que se encuentra en gran cantidad en la sangre y por la conformacion de
Su estructura quimica, se conoce que posee carga superficial, lo cual favorece la
evaluacion planteada en este trabajo de grado. Se manejo el concepto de cantidad
de proteina adsorbida, como el inverso de la resistencia a la transferencia de
carga del proceso de adsorcion, medida a media-altas frecuencias en los
espectros de impedancia obtenidos, cuyo valor, significa la carga transferida
cuando la proteina se pone en contacto con la superficie del NiTi y es atraida por

fuerzas electrostaticas, dipolo-dipolo con superficies hidratadas o fuerzas de Van
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der Waals. La topografia superficial y la rugosidad del Nitinol, con y sin anodizado,
son factores que posiblemente afectan la adsorciéon de proteinas y fueron
evaluados por Microscopia de Fuerza Atomica y Microscopia Electronica de
Barrido. Esta ultima técnica permiti6 observar la adhesion posiblemente de

proteina sobre las superficies evaluadas.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar electroquimicamente un recubrimiento anti-trombogénico obtenido

por anodizado electrolitico en superficies de microtubos de Nitinol.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar la superficie de microtubos de Nitinol mediante anodizado

electrolitico, en soluciones de acido acético y sulfato de sodio.

e Evaluar electroquimicamente la adsorcion de proteina sobre la superficie de

los microtubos de Nitinol modificados por anodizado.

21



2 ESTADO DEL ARTE DE LA INVESTIGACION

El uso del Nitinol como un material biocompatible ha llevado a varios
investigadores a realizar estudios sobre esta aleacion con el fin de
modificar las propiedades superficiales y estudiar efectos adversos
atendiendo a su aplicaciébn biomédica. Para la documentacion de este
proyecto se ha tenido en cuenta el resultado de investigaciones llevadas a
cabo en los ultimos afios sobre el NiTi como biomaterial; propiedades
mecanicas, superficiales y el resultado de la modificacion, ya que se puede
mejorar la interaccién del material con el medio circundante, atendiendo a

sus propiedades como carga superficial, energia superficial, rugosidad etc.

Pohl, Hel3ing, Frenzel en 2003, demostraron que los procesos de acabado
mecanico incidieron considerablemente en las propiedades de las
aleaciones con memoria NiTi. Las probetas de Nitinol fueron electropulidas
en estado austenitico y martensitico, los resultados son presentados de
acuerdo con las curvas de densidad de corriente-voltaje, las cuales
permitieron observar claramente las zonas de pulido satisfactorio, por otro
lado les permitié determinar que a elevadas exposiciones de tiempo, se
presentaron ondulaciones en la superficie de las probetas, esto de acuerdo
a la segregacion de material. También mostraron, que no solo los
tratamientos superficiales son factores que inciden en las propiedades
corrosivas de las aleaciones con memoria de forma, sino también, el estado

inicial de la superficie [1].

Cheng, Shi, Man, en 2005, estudiaron el NiTi, anodizado
galvanostaticamente en metanol, formando una capa de oOxido uniforme,

gue fue caracterizada por medio de técnicas de espectroscopia y otras
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como Microscopia de Barrido Electronico (SEM por sus siglas en inglés),
energy-dispersive X-ray spectrometry (EDS), difraccion de rayos X (TF-
XRD), microscopia de fuerza atdbmica (AFM por sus siglas en inglés) y
Espectroscopia de rayos X (XPS). La capa de oxido estaba compuesta de
una mezcla de TiO; y niquel metélico, mientras que la superficie de la capa
presentd un compuesto no estequiométrico, la superficie estaba libre de
grietas y compuesta por cristales muy finos. También realizaron mediciéon
de dureza en la superficie utilizando la escala Vickers, la dureza fue
aproximadamente de 1.5GPa y se atribuy6 a la presencia de nanoparticulas
en la capa, las cuales fueron encontradas por XRD. [2].

Hang, et al, en 2009, estudiaron el comportamiento corrosivo de la aleacion
de NiTi en suero fetal de bovino (FBS), utilizando técnicas para dicha
investigacidbn como potencial de circuito abierto, EIS, SEM, XPS, ICP-MS
determinando que la presencia de FBS, cambia la direccion en los graficos
obtenidos por OPC hacia valores negativos, formandose una pelicula de
O0xido mas delgada y mas porosa, que la formada en PBS. La impedancia
de la pelicula de 6xido formada en FBS fue mas pequefa que la de PBS,
pero la impedancia total en la interfase, fue mas grande que en FBS por la
formacion de una biopelicula superficial. Se presentd picado en la aleacion
después de estar inmersa 200h en FBS, lo cual, no fue observado en las
probetas inmersas en PBS. Los resultados de XPS mostraron que la
composicion de la pelicula de 6xido formada en FBS, fue similar a la
formada en PBS, la cual fue compuesta principalmente de oxidos de titanio
con una pequeiia cantidad de hidroxido de titanio. El titanio hidratado se
observo sobre la superficie externa de la aleacién de NiTi. Los espesores
de la pelicula de oxido en la aleacion de NiTi inmersas en PBS fueron
aproximadamente de 17+ 3.0 nm y la de las muestras inmersas en FBS,

fueron de 10+3.2 nm. Estos resultados estuvieron de acuerdo con los
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obtenidos por EIE. La presencia de FBS puede acelerar difusion de los

iones de Ni y estos mecanismos fueron investigados y discutidos [3].

Shi, Cheng y Man, en 2006, con el fin de mejorar la resistencia a la
corrosion, utilizaron acido acético como electrolito para anodizar el NiTi
para aumentar el espesor de la capa de 6xido. Encontraron que existe gran
diferencia en los resultados al anodizar el titanio y esta aleacién, en este
electrolito, siendo mucho mas bajo el potencial anddico y el espesor de la
pelicula de 6xido para el NiTi. Bajo condiciones adecuadas realizaron el
anodizado y encontraron por ensayos de perfilometria, que el espesor de la
capa de o6xido fue de 20 a 25 nm. Después de modificar la superficie, los
resultados de la microscopia de fuerza atbmica mostraron que la rugosidad
aumentd. En este estudio también se realizaron analisis por medio de
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, espectroscopia de
impedancia electroquimica, resistencia a la polarizacion y polarizacion
ciclica. Los resultados de estos ensayos, mostraron que este método es

simple y se puede mejorar la resistencia a la corrosion del Nitinol [4].

Shabalovskaya, Anderegg, Van Humbeeck, en 2007, investigaron la
dificultad que se origina con la liberacion de iones de niquel por los
dispositivos usados como implantes elaborados en esta aleacién. En esta
investigacién se establecieron las ventajas y desventajas, atendiendo a los
diferentes procesos de modificacion superficial realizados a esta aleacion,
ademas de determinar las limitaciones de estos trabajos. En este trabajo se
presenta un estudio minucioso de la topografia de la superficie, ademas de
la quimica, el comportamiento a la corrosion, la liberacion de iones de
niquel y las respuestas biologicas del Nitinol modificadas mecanicamente o

guimicamente, también estudiaron los resultados obtenidos después del
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electropulido, tratamientos térmicos, implantacion idnica, esterilizacion en
autoclave, ademas de la deposicion de sustancias bioactivas. Los analisis
mostraron que la variacion entre métodos de modificacion, esta en que las
superficies variaron de unos pocos nanémetros, a micrometros y que se
puede prevenir la liberaciéon de iones de forma eficiente. También ponen de
manifiesto que algunos de estos tratamientos que se le pueden hacer al
titanio comercialmente puro, pueden servir para el NiTi. También hacen
paralelos a la hora de determinar el rendimiento del método para modificar

la superficie [5].

Chu, et al, en 2008, estudiaron la estructura y las propiedades biomédicas
del Nitinol después de ser sometidas a electropulido y pulido quimico, estas
caracteristicas fueron determinadas y comparadas empleando microscopia
electronica de barrido, espectroscopia rayos X, analisis de hemolisis y
pruebas de adhesion de plaguetas de la sangre. Los resultados indicaron
gue después del pulido quimico aun hay alta concentracion de Ni sobre la
superficie del NiTi. Por otro lado, en las probetas electropulidas, se formé
una capa débil y delgada de oOxido de titanio (10nm espesor) en la
superficie, también se encontraron pequefias cantidades de otros éxidos
como (TiO y Ti,O3) en dicha capa. Comparado con el pulido quimico, el
electropulido fue mas efectivo en la mitigacion (no-difusién) de los iones Ni
y la mojabilidad, compatibilidad con la sangre, y la tromboresistencia
también puede mejorar. Sin embargo, no encontraron diferencia en la

citocompatibilidad entre las muestras quimicamente pulidas o electropulidas

[6].

Los arcos dentales coloreados, son producidos por la anodizacion de
alambres comerciales de Ti-beta y alambres de NiTi. Chen Sinn-wen, et al,

en 2005, realizaron un proceso de anodizado utilizando potenciales entre
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10-60V, a una temperatura de 25°C. Los electrdlitos utilizados fueron &cido
sulfarico, acido fosforico, sulfato de sodio y fosfato trisddico. El color de los
alambres varid0 de acuerdo con la variacion de potencial; estos fueron
examinados metalograficamente. Las composiciones y el espesor de las
capas de Oxido se determinaron mediante el uso de la espectroscopia de
electrones para el analisis quimico (ESCA) y la espectroscopia de
electrones Auger (AES). Las capas de TiO, se encontraron en ambos tipos
de alambres anodizados y no se detecté Ni en la superficie del alambre de
NiTi anodizado. Los colores de los alambres, se deben a interferencias de
luz a través de las capas de o6xido. El espesor de las capas de oOxido
aument6é con el aumento de los voltajes aplicados, al igual, que con el
aumento en el tiempo de anodizacion. La capa de o6xido se formo de
manera uniforme en los alambres anodizados Ti -beta. Sin embargo, la

rugosidad de la superficial del NiTi aumentd después de ser anodizados [7].

El Nitinol es una aleacion con memoria de forma y superelasticidad, por
esta razon son de gran importancia en la fabricacion de dispositivos
biomédicos; una de estas aplicaciones, son los stent, los cuales son
dispositivos que son implantados intra vascularmente, con el fin de permitir
el flujo sanguineo sin obstaculos. Sin embargo la adsorcion de proteinas o
lipidos que provienen del flujo sanguineo, sobre la superficie, es un hecho
controversial, por el riesgo que genera una obstruccion del flujo sanguineo.
Clarke, et al, estudiaron, en 2006, propiedades superficiales como la
rugosidad, hidrofobicidad y composicion elemental en la adsorcion de
albumina. Lo que buscaban con esta investigacion, era determinar de forma
directa la adhesién de la proteina en la superficie de alambres de Nitinol por
medio de la técnica de Espectroscopia de masa matriz, asistida por laser
para desorcidn/ionizacion. En todas las muestras fue detectada la

albumina. La rugosidad de la superficie y la hidrofobicidad no tuvieron
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efecto sobre la adsorcion de albumina. Sin embargo se observé una clara
correlacion entre el niquel, la concentracion oxigeno y la cantidad de
albumina adsorbida sobre la superficie. Las muestras con niveles mas altos
de niquel y menos oxigeno en la capa de 6xido de la superficie de los
alambres, mostraron un aumento en la adsorcion de albumina, lo cual
podria dar lugar a mayor biocompatibilidad. Sin embargo, el niquel es un
elemento téxico y puede causar muchos efectos adversos en los seres
humanos, el Nitinol presentd baja concentracion superficial de iones Ni, lo

cual hace de este material, atractivo en aplicaciones médicas [8].

Tepe, et al, en 2006, demostraron que material constituyente y las
propiedades superficiales de los stent intravasculares, desempefian un
papel fundamental en la activacion de las plaguetas, provocando la
adhesion de las células inflamatorias, que consecuentemente, lleva al re-
estrechamiento causado por hiperplasia neointimal. Para mejorar estas
caracteristicas, ademas de modificaciones mecanicas y quimicas, se buscé
desarrollar un recubrimiento. Los stents recubiertos con polimeros, se
utilizan como vehiculo para la entrega de farmacos locales que pueden
inhibir controladamente la formacion de trombos. En este estudio se
compararon las diferentes modificaciones superficiales a un disefio de stent
de Nitinol. Ademas, utilizaron técnicas convencionales, de pasivacion y
pulido electrolitico, se evaluaron los recubrimientos con heparina, aluminio
y un polimero de poliuretano, de acuerdo a sus caracteristicas
trombogénicas e inflamatorias. Utilizaron el ciclo de Chandler para simular
las condiciones de flujo arterial ex vivo, mediante la circulacion de flujo
sanguineo dentro de tubos de PVC. Los stent fueron inmersos por 120
minutos en contacto con la sangre. Para determinar la activacion
plaquetaria y la reaccién inflamatoria, el recuento de plaquetas, lo hicieron

mediante pruebas de microscopia electrénica de barrido, visualizando asi,

27



las reacciones que ocurrian. El pulido mecénico y la pasivacion, no
mejoraron las caracteristicas de la superficie del stent, mientras que el
electropulido, sandblasting, y el recubrimiento de aluminio, disminuyo6 la
activacion de la coagulacion. En cuanto a la trombogenicidad, el
recubrimiento de heparina no tuvo ningun efecto beneficioso. EI menor
potencial trombogénico, se encontrd en los stent recubiertos de poliuretano.
Si bien las modificaciones mecéanicas y quimicas son capaces de reducir la
trombogenicidad, en particular el recubrimiento con este polimero de
poliuretano, parece ser superior a estas modificaciones con respecto a los
parametros evaluados en este entorno experimental. El bucle de Chandler
es una herramienta valiosa para probar recubrimientos poliméricos "ex vivo"
ya que estas modificaciones pueden reducir el rendimiento de drogas

mediante la induccién de la reaccion inflamatoria en si mismos [9].

Chu, Wang y Yin, en 2008, estudiaron los efectos de la oxidacién anddica
en la biocompatibilidad del NiTi, al ser modificados en acido sulfurico. Fue
caracterizada la estructura superficial, la compatibilidad con la sangre,
mojabilidad y la liberacién de iones Ni por su nocividad. Aunque la pelicula
de Oxido de titanio, como resultado de la oxidacion anddica en este
electrolito, mostré una estructura porosa, en la practica se pudo bloquear la
difusién de Ni en el fluido corporal simulado (SBF). Comparando con el
pulido quimico, la oxidacion anddica en el electrolito de H,SO,4, también
pudo mejorar la mojabilidad, la compatibilidad con la sangre y la

tromboresistencia de la aleacion [10].
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3 MARCO TEORICO

3.1 NITINOL

En la figura 1 se muestra una fotografia de los microtubos de nitinol empleados en

esta investigacion.

Figura 1. Microtubos de Nitinol

Fuente:

http://www.uis.edu.co/portal/investigacion/centros/biomateriales/proyectos/Caracte

rizacon_aleacion_con_memoria_NiTi.pdf

Las aleaciones con memoria de forma NiTi son compuestos intermetalicos
basados en una composicién aproximadamente equiatomica (anexo Il). Estas
aleaciones siguen presentando propiedades de memoria de forma en un rango
aproximado de entre 49% hasta 52% atémico de Ni. Dependiendo de la historia
termomecanica del material, este porcentaje puede aumentar un poco mas [11]. El
NiTi puede ser comparado con el acero inoxidable debido a que sobre su
superficie se forma una capa protectora de naturaleza y composicion de la propia

aleacion. Los oOxidos de titanio (TiOy) y los Oxidos de niquel en pequefas
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cantidades (NiO y Ni»Oj3) son los principales componentes superficiales de estas

peliculas [12].

3.1.1 Nitinol como biomaterial
Las aleaciones de niquel-titanio son aleaciones que se utilizan cada vez mas en
aplicaciones biomédicas, por sus interesantes propiedades de superelasticidad,
memoria de forma, resistencia a la corrosion y biocompatibilidad [13]. Estas

aleaciones son muy utilizadas en (ortodoncia, cardiologia, ortopedia, urologia, etc)

[14]. En la figura 2 se muestra el proceso de fabricacion de este dispositivo.

3.1.1.1 Stent de Nitinol

Figura 2. Fabricacion de stents a partir de microtubos.

Fuente: http://www.memry.com

Fuente:
http://www.uis.edu.co/portal/investigacion/centros/biomateriales/proyectos/C

aracterizacion_aleacion_con_memoria_NiTi.pdf

Los stent, son pequeias estructuras en forma de malla de alambre, fabricados a

partir de tubos de pared delgada, (figura 2) [15], utilizados en cirugias
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cardiovasculares, colocados dentro de arterias, parcialmente bloqueadas, que
actian como soporte interno y previenen la obstruccién del flujo de sangre (anexo
[). Para introducir estos dispositivos, se utilizan catéteres como sistema
transportador el cual se inserta en el sistema vascular hasta el sitio de la
obstruccién; alli el stent se libera y se despliega produciendo la dilatacién de la
arteria [10].

3.2 AMBIENTE BIOLOGICO

Para el caso de catéteres, stents y filtros cuya finalidad es su aplicacion en cirugia
cardiovascular, es importante mencionar algunos aspectos fisiologicos,
anatomicos y biomecénicos del sistema circulatorio, para tener visualizacion del
ambiente y establecer las condiciones referentes a cargas y medios agresivos a
gue son expuestos los biomateriales empleados en esta parte del cuerpo humano.
La sangre es un fluido bastante agresivo para los biomateriales metéalicos siendo
considerada como una solucion salina oxigenada con un contenido aproximado de
0,9% en sales, ligeramente alcalina con un pH = 7,4 y a una temperatura de 37°C
[16]. El fluido sanguineo estéa constituido de agua, compuestos complejos, oxigeno
disuelto y grandes cantidades de iones de sodio (Na’) y cloro (CI) y otros
electrolitos como bicarbonato y pequeiias cantidades de potasio, calcio, magnesio,

sulfato, aminoéacidos, proteinas, plasma, glucosa, etc.

3.2.1 Proteinas presente en la sangre

Una proteina es un copolimero de aminoacidos enlazados por enlaces peptidicos.
Existen mas de 20 aminoacidos en la naturaleza, que tienen en comun una
estructura dentro de la cual se distingue una funcién a amina (NH;) y una funcion

acido carboxilico (COOH) en el mismo carbono. Estos aminoacidos difieren por su
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radical, o grupos laterales, que tienen una polaridad, una hidrofobicidad y una
carga diferente. Las estructuras tridimensionales de la proteina le confieren una
actividad bioldgica especifica que les permite, por ejemplo, ser reconocida e

interaccionar con los receptores celulares [11].

3.2.1.1 Albuminade Suero Bovino (ASB)

La albamina es una proteina principal, predominante en el plasma sanguineo, con
una concentracion de entre 35 y 55 mg/ml correspondiente al 60-70% de este
[17], es una proteina en globular relativamente pequefia, su punto isoeléctrico
esta alrededor de pH 4.6 (albimina humana), y consecuentemente lleva una carga

global negativa a pH fisiolégico [14].

3.2.2 Problemas con los implantes

La aleacion de NiTi tiene buena biocompatibilidad. Sin embargo, esta puede

variar, teniendo en cuenta algunos factores:

3.2.2.1 Coagulacién de la sangre

La presencia de un material extraiio en el cuerpo, provoca una reaccion que
puede causar la coagulacion de la sangre en contacto con el material. Para evitar
este proceso, se deben utilizar materiales antitrombogénicos o actuar sobre la
superficie de ellos para mejorar esta propiedad. Se conocen diversos factores que

afectan la compatibilidad con la sangre:

e Rugosidad superficial del material: mas rugosidad, implica mas superficie
de contacto con la sangre.

e Humectabilidad de la superficie: si es hidrofilica o hidrofébica.
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e Electroquimica de la superficie: la superficie interior de los vasos
sanguineos esta cargada negativamente. El caracter antitrombogénico de
esta superficie, se debe a que la sangre también esta cargada
negativamente. Hay un fenémeno de repulsion que evita la coagulacion de

la sangre en la superficie de los vasos.

3.2.2.2 Trombogenecidad

La utilizacion del NiTi en aplicaciones en las cuales el material esta
constantemente en contacto con la sangre, como en el caso de los stents
cardiovasculares, es problematico, ya que es un material trombogénico. A pesar
de que se hayan utilizado y se siguen utilizando stents de NiTi con mucho éxito,

existen casos en los cuales se han observado la formacién de trombos.

Estos codgulos de sangre van, poco a poco, dificultando el paso de la sangre
hasta impedirlo, pudiendo provocar la muerte del paciente [11]. La alta reactividad
de los metales con la sangre, provoca la adhesion de plaguetas y su agregacion,
lo cual inicia los procesos trombogénicos, que aun bajo medicacién, son dificiles

de controlar.

3.2.2.3 Reestenosis

El stent, al mantener abierto el vaso sanguineo, contribuye a mejorar el flujo de
sangre al musculo cardiaco y a reducir el dolor de la angina de pecho. Sin
embargo, un alto porcentaje de pacientes corren el riesgo de sufrir obstrucciones
adicionales en la zona tratada, es decir, que la arteria se cierre de nuevo, proceso
que se denomina “reestenosis”. La reestenosis esta influenciada por las
propiedades superficiales (la energia superficial, la textura, el potencial superficial

y la estabilidad de la capa pasiva) del implante cardiovascular, ya que estas
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controlan la formacion de trombos y la hiperplasia o crecimiento del tejido o pared

interna de las arterias [18].

3.3 SUPERFICIE DE LOS MATERIALES

Las propiedades superficiales de un metal o aleaciéon, son esencialmente
determinadas por la naturaleza y propiedades de la pelicula superficial
naturalmente formada, o capa intencionalmente producida sobre el sustrato. La
superficie del Ti y sus aleaciones, son usualmente modificadas usando varios
procesos para mejorar propiedades superficiales especificas del sustrato,
satisfaciendo diferentes requerimientos en varias aplicaciones. La formacion de la
pelicula o capa de 6xido sobre la aleacion de Ti, es una técnica de modificacion
comun para mejorar la resistencia a la corrosion, resistencia al uso u adherencia,
etc. Sobre las aleaciones de Ti, pueden ser formadas capas de O&xido
relativamente gruesas por métodos quimicos, térmicos, o electroquimicos. La
naturaleza y caracteristicas de la capa de Oxido formada, dependen de las

condiciones de los procesos y también de la composicion del sustrato.

3.4 PROCESO DE ANODIZADO

La anodizacién es un proceso electroquimico de formacion de capas de 6xido en
la superficie del metal. La diferencia de potencial aplicado entre anodo y céatodo,
determina el espesor de la capa formada en la superficie del metal. Potenciales
mas altos, implica una intensidad mas alta, llevando a que la capa formada tenga
mayor espesor [19]. En el anodizado del titanio y sus aleaciones, pueden ser
utilizados una amplia variedad de electrolitos, los cuales pueden ser acidos o
bases diluidos, en el proceso, pueden variarse las condiciones operativas,

incluyendo la concentracion y composicion del electrolito, presencia de aditivos,
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tiempo, voltaje, amperaje y temperatura. Segun el proceso elegido, el anodizado
puede generar en la superficie del metal, propiedades especificas, algunas de

estas son [25]:

e Incremento en la resistencia a la corrosion
¢ Resistencia al desgaste abrasivo
e Imparte apariencias decorativas

e Incrementa la adhesion de pinturas

Las reacciones de oxidacion (anddica) para el titanio y el niquel que se pueden

presentar, son:
Ni — Ni?* + 2e — (1) Ti - Ti*’t + 2e— (2)
En este proceso, la reaccion de reduccidon mas importante es:
0, + 2H,0 + 4e— — 40H* (3)

En forma natural, las aleaciones de titanio tienden a formar O&xidos
espontaneamente, siendo validas las anteriores reacciones en el pH del medio
fisiolégico del cuerpo humano de 7,4, sin embargo, hay determinadas zonas del
cuerpo humano donde se aplican implantes, en las cuales el pH tiende a ser
moderadamente &cido y la reaccion de reduccion puede ser:

0, + 4H + 4e— - 2H,0 (4)

La reaccion de oxidacion del NiTi en presencia de oxigeno se muestra

continuacion:
NiTi + 0, - Ni + Ti0, (5)

Los iones de Ti y O, son formados en las reacciones redox, donde el oxigeno es
conducido a través del electrolito y atraido por el anodo en el momento de aplicar
el campo eléctrico, produciendo el crecimiento de la capa de 6xido. Por lo tanto, el
campo eléctrico debe ser suficiente, para mover los iones a través de la capa de
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oxido, indicando que el espesor final de la capa durante el anodizado, es

linealmente dependiente del voltaje aplicado [20].

3.4.1 Efecto del tiempo de exposicién de los electrodos de trabajo
(NI Ti).

El proceso de anodizado requiere de un tiempo de exposicion que puede ser en
segundos o minutos, dependiendo de las condiciones de operacion como el

voltaje, temperatura, tipo de electrolito, y la forma de llevar a cabo oxidacion.

En el anodizado electroquimico, el tiempo esta directamente relacionado con la
variacion de densidad de corriente y con el periodo de crecimiento y estructuracion
del oxido formado. Cuando estos valores sean constantes, indica que el
crecimiento de la capa es casi nula por lo tanto se indica ademas, que el tiempo

de anodizado ha finalizado [20].
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4 METODOLOGIA

4.1 ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL

Figura a. Esquema general del disefio experimental.
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4.2 REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO.

Durante el desarrollo del proyecto, se consultaron distintas fuentes bibliogréficas,
como libros especializados, trabajos de postgrado, maestria y pregrado, articulos

de investigacion cientifica y bases de datos relacionados con los siguientes temas:

e Nitinol

e Anodizado de Nitinol

e Fenomenos superficiales
e Adsorcién de proteinas

e Biocompatibilidad

e Trombogénesis

e Reestenosis

e Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE)

4.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL DEL PROYECTO.

El estudio electroquimico del recubrimiento obtenido por anodizado, realizado a
los microtubos de Nitinol, se realizé en fluido fisioldgico simulado Hank, preparado
segun la norma para evaluacion electroquimica de biomateriales ASTM F2129,
adicionando diferentes concentraciones de albumina, con el fin de establecer la
influencia del anodizado en la adsorcién de esta proteina. Con base en la revision
de la bibliografia, se determinaron las variables y condiciones experimentales de
la investigacion, para el proceso de anodizado galvanostéatico y para las pruebas
electroquimicas. Con el tratamiento de anodizado, se modificé la superficie de los
microtubos, mejorando la estabilidad de la pelicula de 6xido de titanio formada
sobre el NiTi, con esto se buscd, que la mojabilidad de la superficie de la aleacion
fuera la menor posible para disminuir considerablemente la adhesion de
proteinica. Con las pruebas electroquimicas, se obtuvieron parametros

relacionados con la adsorcion. Los andlisis de estos ensayos, complementados
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con las evaluaciones de SEM y AFM, permitieron determinar la viabilidad de usar
el proceso de anodizado en alguna de las soluciones electroliticas propuestas

como alternativa de tratamiento superficial, previa a la implantacién intravascular.

4.3.1 Caracterizacién del material empleado.

4.3.1.1 Descripcion de los microtubos de Nitinol

En la figura 3, se muestran los microtubos de Nitinol evaluados.

Figura 3. Condiciones de entrega de los microtubos de Nitinol.

Fuente: Autores

La composicion de los microtubos de Nitinol empleados en este trabajo, se
muestra en la tabla 1. Dicha determinacion de la composicion quimica de la
aleacion fue realizada mediante la técnica de espectrometria de fluorescencia de
rayos X (XFR) [15].

Tabla 1. Composicién quimica de microtubos de NiTi.

Composicion quimica (% wt)
Ni Ti
55.78 44.09

Fuente: Tesis de Maestria W. Vesga.
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4.3.1.2 Preparacion de los microtubos de NiTi.

e Corte transversal de los microtubos

Para la obtencion de las muestras de trabajo, en una primera parte se realizo el
corte de los microtubos de Nitinol, en una microcortadora BUEHLER ISOMET
1000 PRECISION SAW (figura 4), con un disco duro de diamante HC 15. Este
proceso fue realizado a bajas velocidades (100 rpm), con el fin de evitar
transformaciones de fase en la aleacion por sobrecalentamiento. La longitud de
los microtubos de NiTi a utilizar en cada ensayo fue de 0,750,003 mm. Los
microtubos fueron pulidos mecanicamente en los extremos, utilizando papel
abrasivo numero 400, lo cual se realizd, con el fin de eliminar las rebabas
resultantes después del corte, también se efectlio la posterior limpieza en un bafio

ultrasonico durante 7 minutos en alcohol y en agua destilada.

Figura 4. Microcortadora Buehler.

Fuente: Autores, Laboratorio GIC.

4.3.2 Evaluacion superficial de los microtubos, antes y después del

proceso de anodizacioén

El estudio superficial de las probetas de NiTi, se realiz6 mediante Microscopia de
Fuerza Atémica (AFM por sus siglas en inglés), estas pruebas se realizaron en

microtubos sin modificacion en su estado inicial y con el tratamiento de anodizado.
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La técnica de SEM, fue usada para estudiar la morfologia de la superficie de los
microtubos modificados, después de ser inmersa en solucion Hank, en presencia
de proteina. La morfologia de los microtubos se realiz6 con un voltaje de
aceleracion de 20kv, en microtubos con y sin modificacion, estos microtubos
fueron inmersos en solucion Hank enriquecida con albumina durante dos horas
[17], con el fin de determinar el efecto que causa la anodizacién en la adhesion de

las proteinas.

4.3.3 Proceso de anodizacion de microtubos de Nitinol

Teniendo en cuenta que el anodizado es un proceso de oxidacién anddico, se
busco obtener una capa de 6xido bien adherida a la superficie del NiTi y aumentar
el espesor de la capa de 6xido formada y a su vez mejorar su estabilidad. En la

figura 5 se muestra el montaje usado para el anodizado de Nitinol.

Figura 5. Montaje empleado para el anodizado de los microtubos de Nitinol.

Fuente: Autores.

En la Tabla 2 se observa las especificaciones de los materiales y equipos
empleados en los experimentos. Durante este proceso se utilizaron dos
electrolitos: sulfato de sodio y acido acético con los cuales fue variado también el

tiempo de anodizado de los microtubos (anexo V).
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Tabla 2. Materiales y equipos utilizado en el proceso de anodizado.

MATERIALES EQUIPOS
e Longitud electrodos de trabajo de Nitinol: | ¢ Fuente de potencia
0.75+ 0.003 mm THERMO EC570-90.
e Electrolitos: Voltaje 115V
Acido acético 1M Frecuencia 50 / 60 Hz.

Sulfato de sodio P/P= 3%

Electrodo auxiliar: acero inoxidable 316L.

Celda: vaso de precipitado 50 ml.

Fuente: Autores

4.3.4 Desarrollo de pruebas electroquimicas

En esta etapa se realizaron pruebas electroquimicas, en las cuales se utilizd
como electrolito, solucion fisiolégica simulada Hank, elaborada segin norma
ASTM , todos los ensayos se realizaron en condiciones controladas de pH vy
temperatura (37°C y pH=7.4), con el fin de obtener un sistema electroquimico
complejo similar al del cuerpo humano. Para desarrollar las pruebas
electroquimicas fue necesario realizar una serie de actividades previas, entre las
cuales estan el acople de los electrodos de trabajo (sellado de los microtubos), la
elaboracion de la solucion Hank, determinacion de las condiciones para los

ensayos de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica.

4.3.4.1 Materiales y equipos

Para la realizacion de estos ensayos se consideraron las metodologias
consignadas en la bibliografia consultada. En la tabla 4 se presentan los
materiales y equipos empleados en los ensayos electroquimicos, en aras de

mediciones seguras y confiables.
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Tabla 3. Materiales y equipos para realizar las pruebas electroquimicas.

MATERIALES EQUIPOS
e Longitud electrodos de trabajo de Nitinol: 0.75+
0.003 mm. ¢ Potenciostato-Galvanostato
e Solucion Hank GAMRY.
e Proteina SBF (albumina 98%). ¢ Bario termostatado

Electrodo de referencia Ag/AgCI

Electrodo auxiliar de grafito.

Celda: Vaso de precipitado de 50ml.

Fuente: Autores

4.3.4.2 Preparacion de electrodos de NiTi

En la figura 6 se muestra los electrodos de trabajo fabricados

Figura 6. Acople de los microtubos y alambres de Nitinol para realizar las pruebas
electroquimicas a) microtubo sin anodizar, b) anodizado sulfato de sodio, c)

anodizado acido acético.

a) // b)

Fuente: Autores
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Se realiz6 el acople de los microtubos, con alambres de NiTi, con el fin de facilitar
los ensayos con el electrodo de trabajo, por sus dimensiones y también, porque
permitieron garantizar la conductividad, sin formar un par galvanico. El acople ya
mencionado, permiti6 que la superficie expuesta a la solucién Hank fuera la
exterior de la probeta por esta razon, se procedié a sellar los extremos de los
microtubos; este proceso se realiz6 utilizando resina Brillant Dentin y sellados por
polimerizacion con una lampara de luz UV, siendo utilizada 40 segundos por cada

extremo del microtubo.

4.3.4.3 Elaboracion de la solucion fisioldgica simulada Hank.

La solucion se realizé segun la norma ASTM F2129 para soluciones fisiolégicas

simuladas de la sangre como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion solucion fisioldgica simulada de la sangre Hank pH= 7,4

[24].
Compuesto Peso [gramos/L]
NaCl 8

CaCl, 0.14

KCI 0.4

MgCl,.6H,0 0.10

MgSO,.7H,0 0.10

NaHCO; 0.35

Na,HPO,.12H,0 0.12

KH,PO, 0.06

Fuente: Autores

4.3.4.4 Condiciones de las pruebas electroquimicas

Las pruebas electroquimicas se realizaron para cada microtubo de Nitinol

tomando un intervalo de frecuencia de barrido de 100000 a 0.01Hz con amplitud
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sinusoidal de 10 mV estabilizando el sistema mediante pruebas de potencial de
circuito abierto durante 300 segundos hasta obtener variaciones que no
excedieran 5mV. Como se puede ver en la Figura 7, se uso electrodo de Ag/AgCI
como electrodo de referencia, una barra de grafito como electrodo auxiliar y los
microtubos de Nitinol como electrodos de trabajo. Para cada tiempo en cada
electrolito se hizo un ensayo y su repeticion con el fin de asegurar resultados
confiables. Todas las mediciones se llevaron a cabo manteniendo la temperatura
constante de 37.5°C usando un bafio termostatado, acondicionando la celda con
un termométro, con el fin de controlar de eficientemente la temperatura. El

montaje propuesto, se muestra en la figura 7.

Figura 7. Montaje para realizar las pruebas de Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica.

)! ol '|$!.

Electrodo de cloruro
de plata

Electrodo de
grafito

Electrodo de
trabajo

Fuente: Autores
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La celda para las pruebas electroquimicas fue ajustada a un vaso de 50 ml con un
tapdn plastico quedando solo espacio para los electrodos y el termémetro para

controlar la temperatura de la solucion, y tener confiabilidad en los resultados.

4.3.4 Evaluacion de la adsorcion de proteina de albumina sobre las

superficies preparadas

Para el sistema de adsorcion de proteina de albumina sobre microtubos de Nitinol
con y sin proceso de modificacion superficial (anodizado) a 37°C, se hizo una

representacién de acuerdo a la isoterma de Langmuir [22].

Para utilizar esta representacion se hace una correcciéon del valor obtenido de Rrc
por medio del programa Zview, para graficarse vs la concentracion de proteina en

g/ ml [22]. Esta correccion se desarrollé de acuerdo a la siguiente ecuacion:
(1/RTC), = (1/RTC) — (1/RTC), (6)

La magnitud del inverso de la resistencia a la transferencia de carga 1/R,. puede
ser correlacionada con la concentracién superficial T.
De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, se utiliza la siguiente

ecuacion [22]:

c 1 c

T = + (7)

Baas 'max I'max

Bags corresponde al intercepto de la grafica anterior y max €S la pendiente de la

misma [22]:

__ Bggs'max C
T 14Bgys C (8)
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5 RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE LOS MICROTUBOS DE NiTi,
DESPUES DEL ANODIZADO.

5.1.1 Caracterizacion por AFM

Con la técnica de AFM, se buscé determinar topografia y la rugosidad, las cuales
son propiedades superficiales importantes y se conoce que para los biomateriales,
es un factor que influye considerablemente en la tromboresistencia [23]. En la

figura 8, se muestra la microscopia de la superficie sin anodizado.

Figura 8. AFM de superficie de Nitinol sin modificacion.

Fuente: Autores, Laboratorio GOTS. Microscopio de Fuerza Atdbmica Veeco.

La imagen muestra la microscopia de fuerza atomica realizada a una superficie sin
anodizar la cual presenta poca rugosidad, aunque se evidencia una sefial con

gran profundidad lo que se atribuye al proceso de corte de los microtubos.
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5.2 PROCESO DE ANODIZADO

En el proceso de anodizado con acido acético se observo que el potencial se
estabilizé a los pocos segundos, lo que significé, un pequefio crecimiento en la
capa de Oxido ya que el voltaje y el tiempo de exposicion inciden
considerablemente en este proceso, cabe destacar que este comportamiento esta
acorde con los resultados publicados por Shi, Cheng y Mang [16]. Por otra parte,
el anodizado con sulfato de sodio presentd una variacion de colores, que se
distribuyen de forma heterogénea sobre la superficie del microtubo, en tonalidades
gue estan en la gama del azul y verde lo cual se atribuye a interferencias de luz a
través de las capas de oxidos. Las diferencias en la tonalidad de la superficie de
los microtubos anodizados son apreciables sin la ayuda de instrumentacion
auxiliar optica. Este resultado coincide con los obtenidos en estudios anteriores
[7], en el cual se modifico la superficie de alambres de Nitinol, dando como

resultado, superficies coloreadas uniformemente.

5.2.1 Caracterizacion por AFM

En las figuras 9 y 10 se muestran las microscopias de las superficies anodizadas

con los diferentes electrolitos.

Figura 9. AFM de superficie modificada con sulfato de sodio por 1h.

Fuente: Autores, Laboratorio GOTS. Microscopio de Fuerza Atémica Veeco.
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Figura 10. AFM de superficie Nitinol modificada con acido acético por 1h.

Fuente: Autores, Laboratorio GOTS. Microscopio de Fuerza Atdmica Veeco*.

De acuerdo a estos resultados, se pudo observar que el proceso de anodizado
aumento la rugosidad superficial del NiTi, especialmente en el proceso con
anodizado en sulfato de sodio. Debido a que una superficie rugosa presenta un
namero mayor de sitios de alta energia; estos son asociados con potenciales
zonas activas, debidas a las interacciones biolégicas entre la superficie del
biomaterial y el medio biologico [11]. Sin embargo, a pesar, que las superficies
mas rugosas pudieran aumentar la adhesion, prima en mayor medida el efecto
hidrofébico de las superficies con 6xidos formados [27], lo cual fue comprobado en
las pruebas electroquimicas. Los perfiles topograficos que se pueden obtener por
medio de esta técnica (anexo VII), mostraron claramente, que las superficies
modificadas con sulfato de sodio presentaron un aumento considerable en la
rugosidad, permitiendo una fécil adhesion de proteina a estas superficies,
mientras que los microtubos modificados con acido acético, presentaron menos
rugosidad, por lo que esta ultima, se podria considerar como una alternativa para

la modificacidon superficial de Nitinol.

En la Tabla 5 se muestran las rugosidades promedio (Ra), las cuales fueron

determinadas en un area de 7,0 um x 7,0um en los microtubos modificados.

49



Tabla 5. Rugosidad promedio microtubos anodizados 1h en los diferentes

electrolitos.
Rugosidad Probeta sin Probeta anodizada en | Probeta anodizada
promedio (Ra) anodizar CH3;COOH en Na,SO,

14.7797 25.0717 82,7
Fuente: Autores

Estos datos confirman la informacion presentada visualmente en las imagenes de
AFM, resaltando un mayor impacto en la rugosidad (aumento) para los microtubos

anodizados en sulfato de sodio.

5.2.2 Caracterizacion por SEM de las superficies del Nitinol inmersas en

solucion Hank en presencia de albamina.

En las figuras 11, 12 y 13, se presenta la caracterizacion realizada por SEM de las
superficies sin anodizar y con anodizado, después de haber sido expuestas a

albumina en solucién Hank a 1, 5y 10um de escala.

Figura 11. Micrografias de SEM de Nitinol inmerso en solucion Hank con

0.001g/ml de albumina, después de 1h en solucion y 37 °C de temperatura a 1um.

(a) sin anodizado
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(b)sulfato de sodio (c)acido aceético

Fuente: Autores, Laboratorio de Microscopia UDEA.

Figura 12. Micrografias de SEM de Nitinol inmerso en solucidbn Hank con

0.001g/ml de albimina, después de 1h en solucién y 37 °C de temperatura 50um.

a) sin anodizado
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Cristal NaCl .

(b)sulfato de sodio (c)acido aceético
Fuente: Autores, Laboratorio de Microscopia UDEA

Figura 13. Micrografias de SEM de Nitinol inmerso en solucibn Hank con
0.001g/ml de albimina, después de 1h en solucion y 37 °C de temperatura, a 5um

de escala.

(a) sin anodizado
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(b)sulfato de sodio (c)acido aceético
Fuente: Autores, Laboratorio de Microscopia UDEA

En la figura 14, se muestra las microscopias SEM, con la técnica de contraste
para las diferentes superficies con albumina adherida. Esto permitié diferenciar los

compuestos, con diferente naturaleza o composicién, a la de la superficie.

Figura 14. Micrografias de SEM de contraste de Nitinol inmerso en solucién Hank
con 0.001g/ml de albimina, después de 1h en solucion y 37 °C de temperatura,

10um de escala.

(a) Sin anodizado
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(c) Acido acético

Fuente: Autores, Laboratorio de Microscopia UDEA

En estas imagenes se observa diferencias en la morfologia del Nitinol antes y
después de los tratamientos de anodizado. También se observan los posibles
productos de proteina adheridos sobre las superficie, los cuales fueron
caracterizados por EDS. Se puede corroborar con los resultados de la

caracterizacion quimica por EDS (Anexo VIII) que esta superficie presentod
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elevadas cantidades (%atdmico) de Ti y Ni, también presenta cristales que
contienen Na y CI que provienen del electrolito en el cual fue inmersa la probeta.
En las muestras con anodizado se observé un aumento considerable de oxigeno
(78% atomico), lo cual se debié a un posible aumento de éxidos de titanio en la
superficie de las probetas. La presencia de proteina en las micrografias sin
tratamiento, no es visible claramente. Se observé la presencia localizada de la
proteina, especialmente en las superficies con tratamiento de anodizado,
confirmando que la rugosidad superficial, aumenté la adhesién de en la superficie
modificada, con sulfato de sodio y acido acético. La caracterizacion por EDS, no
permiti6 obtener una informacién confiable de la composicion de la proteina

adherida.

53 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE ESPECTROSCOPIA DE
IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

Las figuras 15a y 15b, mostradas a continuacion, hacen parte de los resultados de
las pruebas de EIE (Anexo 1X), para NiTi en las cuales se muestran los espectros
de Bode y Nyquist para los electrodos de trabajo modificados superficialmente en
sulfato de sodio y &cido acético y sin anodizado, variando la concentracion de

proteina (albumina) adicionada a la solucion Hank en cada prueba.

Los microtubos tratados superficialmente, se sometieron a la variacion de la
concentracion de albumina llevando dicha concentracion, a la mitad y al doble de
la inicial. Estos microtubos fueron escogidos, comparando los valores de Rtc, (ver
anexo X), obtenidos de la simulacion con el respectivo ajuste a los modelos
propuestos, de los espectros obtenidos en las pruebas electroquimicas, teniendo
en cuenta que para un mayor valor de Rtc (resistencia a la transferencia de

carga), la cantidad de albumina adsorbida es menor.
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Figura 15. Diagramas de a) Bode b) Nyquist para microtubos de Nitinol sin

anodizado en presencia de proteina.

DIAGRAMA DE BODE. 8 vS FRECUENCIA.
MICROTUBOS NiTi SIN ANODIZADO
-100
-90 —— Sin anodizado
-80 proteina 0.002g/ml
-70
€0 —®&— Sin anodizado
> -50 proteina 0.004g/ml
-40
-30
20 Sin anodizado
proteina 0.008g/ml
_10 4
0 1 1 1 J
1,E-02 1,E+00 FrecuelhEchrg%Hz] 1,E+04 1,E+06
a) Fuente: Autores
DIAGRAMA DE NYQUIST SIN ANODIZADO CON
PROTEINA
-4,0E+05 -
-3,5E+05
—— Proteina
-3,0E+05 - 0.004g/ml
-2,5E+05 A .
- . Proteina
:N 2,08+05 0.008g/ml
-1,5E+05 A
-1,0E+05 —a&— Proteina
0.002g/ml
-5,0E+04
0,0E+00 L . . . . L . !
0,E+00 5E+04 z- 1,E+05

b) Fuente: Autores

Con base en los procesos electroquimicos que ocurren en la interfase metal—
oxido-electrolito determinados por la técnica EIE se realizé el analisis del
comportamiento interfacial, o, las interacciones entre la proteina (albumina) y la

superficie de los microtubos de NiTi. Las proteinas por lo general se adsorben
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sobre las superficies metalicas, permitiendo la transferencia de electrones de las
capas adsorbidas electroactivas, dependiendo de las condiciones del area externa
de los microtubos va a tener una cinética diferente para dicha transferencia
[33]. En la Figura 15 b se observa una representacion del diagrama de Nyquist de
la impedancia imaginaria frente a la real de 1mg/ml albimina (BSA) en funcion del

potencial electroquimico aplicado.

Los datos de impedancia para cada prueba con proteina, revelaron un
comportamiento resistivo para frecuencia alta. A medida que aumenta el potencial
aplicado, la impedancia a bajas frecuencias, disminuye. Para alta frecuencia,
se encontré6 que la impedancia imaginaria mostré un ligero incremento con el

potencial.

En el diagrama de Bode de la figura 15a, se distinguen tres relajaciones que
dependen de la frecuencia. En la regién de bajas frecuencias, se detectan los
procesos de transferencia de masa, debida a la formacion del 6xido que tiene
lugar en la interfase metal-6xido. Para frecuencias medias, las impedancias
representan la repuesta de la capa de Oxido frente al electrolito, siendo

dependiente de la frecuencia, con el mayor valor de angulo de fase.

En la zona de frecuencias altas, la informacion se refiere al proceso de

transferencia de carga relacionado a la interfase 6xido-proteina.

5.3.1 Modelo de circuitos equivalentes asociado al proceso de

adsorcion sobre las superficies de Nitinol.

Con base en el andlisis de los datos de impedancia, se plantearon dos modelos de
circuitos equivalentes para el sistema de Nitinol con adsorcion de albamina, sobre
los microtubos de Nitinol, buscando un ajuste entre los datos experimentales y

tedricos tanto para altas, como para bajas frecuencias. El sistema con dos
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constantes de tiempo corresponde a los microtubos sin anodizar, la relajacion mas
externa, relacionada con la capa de pasivacion formada espontaneamente, la
relajacion mas interna, a la interfase 6xido metal y a los procesos de transferencia

de masa que suceden debido a la rugosidad y defectos del NiTi.

El circuito de la figura 16a, cuenta con los siguientes elementos: la resistencia del
electrolito (Rs) que para este estudio fue solucién Hank, en serie la constante de
fase de adsorcion (Cads), que a su vez se encuentra en paralelo con la resistencia
de adsorcion (Rads), relacionada con la resistencia a la transferencia de carga
debida a la adhesién de monocapas de albumina, esto, para altas frecuencias. A
frecuencias medias, en serie se encuentra la capacitancia de la pelicula de éxido,
en paralelo la resistencia del 6xido, lo cual representa un proceso mas lento
asociado a la formacion espontanea de los oxidos, y por ultimo, la capacitancia y
la resistencia del metal de estudio de Nitinol. En general las constantes de fase
usadas, se permiten representar la relajacion en la distribucion de los tiempos de
los procesos electroquimicos, como resultado de las heterogeneidades presentes

a nivel microscopico en las interfaces de estudio.

La figura 16b, representa el circuito mas ajustable para las simulaciones de los
datos de impedancia realizadas a los microtubos anodizados, este circuito cuenta
basicamente con los mismos elementos del circuito de la figura 16a. La diferencia
esta en que el segundo circuito asume un control sélo por transferencia de carga,
debido a que la relajacion por transferencia de masa es muy corta, el oxigeno se
une con el metal debido a su reactividad hasta bajar su energia libre, este es un
proceso de carga muy estable que puede llegar a no ser significativo en el

intervalo de frecuencia.
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Figura 16. Modelos de circuitos equivalentes para el sistema de adsorcién de

albimina sobre los microtubos de Nitinol.

Ri cadsor Rs
) A
Radsor CNiTi

) o

Fuente: Autores

Con base en estos circuitos, se realizé un analisis de acuerdo al comportamiento
del Nitinol en presencia de la albumina ajustandose de forma correcta a los

resultados de las pruebas electroquimicas.

54 PROCESO DE ADSORCION DE PROTEINA REPRESENTADO
MEDIANTE LA ISOTERMA DE LANGMUIR.

Las Figuras 17 y 18 representan los resultados de las isotermas de Langmuir, las
cuales permitieron observar el comportamiento de adsorcién de la proteina sobre

las superficies de Nitinol con y sin modificacién.
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Figura 17. Representacion del proceso de adsorcion de proteina de acuerdo a la
linealizacion de la isoterma de Langmuir para probetas anodizadas con sulfato de

sodio, acido acético y sin modificacion superficial.

2500 ~
—— acido acético
2000 -
= —=— sulfato de sodio
£ 1500 -
% Sin anodizado
Elooo 1
= —— Lineal (acido
%’ 500 - aceético)
° —— Lineal (sulfato de
0 ) — #—— sodio)
00 ? 0.005 0.01 | ineal (sin
-5 B ) _
Concentracion proteina (g/ml) anodizado)

Fuente: Autores

Figura 18.Isotermas de adsorcion de albumina sobre microtubos de Nitinol con y

sin modificacion superficial en solucién Hank.

0,09 -
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -
0 r——-=Yg——F x ¥ \
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Concentracion g/ml

—o— Acido acético
—li— Sulfato de sodio

sin anodizado

(1/Rtc)c

Fuente: Autores
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De acuerdo a los resultados obtenidos con las isotermas de Langmuir, 'max,
corresponde a la maxima cantidad de proteina adsorbida sobre la superficie de los
microtubos. Se determiné que el Nitinol modificado con sulfato de sodio es mas
propenso a la adhesién de proteina. La afinidad de la proteina hacia los sitios de
adsorcion (Bags); de acuerdo a la topografia de las superficies modificadas,
corresponde al aumento en la rugosidad generada por el proceso de anodizado, el
cual, fue menor en los microtubos tratados en &cido acético. En la figura 18, se
observa también, que el 6xido formado con el acido acético tiende a ser mas
estable en presencia de proteina disuelta en soluciébn Hank, mostrando un
comportamiento  hidrofébico, lo cual corresponde a que la superficie de los
microtubos modificados en este electrolito presentaron una pequefia carga
superficial, segun los resultados del valor de la resistencia de carga, comparada
con los resultados obtenidos con el tratamiento con sulfato de sodio y con la

superficie sin anodizar.

Los resultados obtenidos de la morfologia y la caracterizacion quimica de los
microtubos modificados con sulfato de sodio, permitieron observar la presencia de
cristales de sodio, los cuales pueden originar la formacion de grupos hidroxilados
sobre la superficie, promoviendo parcialmente la hidratacién de la superficie y la
atraccion de compuestos de carga opuesta (-), haciéndola mas hidrofilica y
reactiva. Este aspecto, pudo ser la causa que generd un incremento en la
adhesion de la proteina, tal como fue observado en las curvas de Langmuir para
las superficies sin modificacion y las modificadas con sulfato de sodio. La carga
superficial del niquel y el titanio son mas altas, lo cual determina un caracter
hidrofilico a las superficies de NiTi sin modificacién, ya que el 6xido que se
presenta en éstas, tiene poca estabilidad, por esta razén, se observé un
incremento considerable en la adhesion de proteina, de acuerdo a la

representacion lineal de las isotermas de Langmuir.

61



CONCLUSIONES

Se realizé el anodizado de los microtubos de Nitinol, en sulfato de sodio y acido
acético, variando los tiempos de exposicion, con lo que se encontré a nivel
macroscopico, una variaciéon en la tonalidad de la superficie y un aumento
considerable en rugosidad con un posible aumento en la energia superficial de los
microtubos, de acuerdo a los resultados de los perfiles obtenidos de la
Microscopia de Fuerza Atomica.

Se evaluaron los microtubos de Nitinol anodizados, por medio de la técnica de
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica en solucion Hank, con pequefias
concentraciones de proteina de albumina, ajustando los espectros obtenidos, a
modelos de circuitos equivalentes, con los cuales fue posible obtener valores de la
resistencia de transferencia de carga asociada a los procesos de adsorcion, con lo
cual, se demostré6 que el sistema es muy sensible a la cantidad de proteina

adsorbida en la superficie de los microtubos.

La modificacion con acido acético, presentdé un mejor comportamiento frente a la
adsorcién de proteina, de acuerdo a los ensayos realizados y a los analisis
mediante el ajuste a la isoterma de Langmuir. Esto debido a que el éxido formado
fue el mas estable en solucién Hank con proteina, presentando altos valores de
resistencia a la transferencia de carga y a bajos valores de rugosidad mostrados
de los ensayos con microscopia de fuerza atdmica. Esta modificacion superficial
con acido acético, se puede considerar como una opcion, para modificar la
superficie del Nitinol evitando asi, la formacién de trombos. Una mayor adsorcion
de proteina, se presentd en las superficies sin anodizar, debido probablemente, a
la inestabilidad del titanio y del niquel, lo cual representa una carga superficial mas

alta que incrementa la hidrofilicidad.
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RECOMENDACIONES

Realizar pulido electrolitico a las probetas antes de realizar el proceso de
anodizado esto con el fin de evitar zonas rugosas que puedan interferir en
la adhesion de proteinas; ya que se evidencio que son zonas de alta
actividad superficial en las pruebas de caracterizacion topografica de las

probetas de Nitinol.

Evaluar electroquimicamente los procesos de adhesion, en microtubos de
Nitinol anodizados en &cido acético haciendo una variacion en las
condiciones de anodizado, es decir, aumentando el tiempo de anodizado y
variando los potenciales con el fin de garantizar capas de Oxido con

espesores representativos.

Determinar los espesores de la capa de 6xido con el fin de determinar

cuantitativamente estas dimensiones.

Estudiar la capa de o6xido con técnicas que permitan hacer una

caracterizacion exacta de los 6xidos formados en la superficie (TEM).

Evaluar la presencia de iones Ni en la solucion Hank, después de realizar
los ensayos de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica ya que este
también es un factor que notoriamente alterara la interaccion metal tejido

por sus propiedades altamente téxicas.
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ANEXO I.

METODO DE FABRICACION DE UN STENT

La eleccion del método de fabricacion depende principalmente del material y la
forma de partida que se tiene. La gran mayoria de stents se producen por corte
con laser a partir de la forma de tubo. Posteriormente se realiza un pulido o
electropulido en el que se mejoran las caracteristicas de la superficie del material.
Este dltimo paso se realiza ya que el laser provoca la aparicibn de una zona
afectada por el calor que se debe eliminar. Otro método en el que no aparece
zona afectada por el corte es la utilizacién de un chorro de agua con componentes
abrasivos. Por ultimo, otro método de fabricacion de stents es por estampado
fotoquimico. Y aunque se utilice para el corte de stents en forma de tubo su
utilizacion es realmente beneficiosa en los stents a partir de ldminas, ya que con
este método se pueden cortar grandes cantidades a la vez. Los alambres se
transforman en stents usando técnicas tradicionales de conformacion como la
produccion de espiral, el trenzado o el tejido de punto. La forma mas simple para
fabricar un stent a partir de alambre es dandole forma de espiral. Este tipo de
stents son de Nitinol y de caracteristicas autoexpandibles. Para aumentar la
estabilidad longitudinal del stent se realiza una soldadura en puntos especificos
creando asi una estructura mas cerrada. En el caso de los stents fabricados por
trenzado o tejido se utilizan materiales autoexpandibles y expandibles con globo

aungue no es una técnica muy utilizada.

En resumen, las técnicas de fabricacion mas utilizadas en la fabricacion de stents

son:
Mayoritariamente: Corte con laser.
Algunos: Estampado fotoquimico.

En menor proporcion:
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Chorro de agua
Trenzado
Tejido
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ANEXO II.

DIAGRAMA ESTABILIDAD DEL NiTi
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ANEXO II1.
CALCULO DEL AREA DE LOS MICROTUBOS Y ALAMBRES DE NiTi
Area del microtubo de Nitinol
Diametro interno= 1,52 mm
Diametro externo=2,17mm
L= longitud microtubos anodizados con sulfato de sodio 7,49 mm

A = 27 (Texterno — Tinterno )2 + 21rLL
217 1.52 5
A= ZT[(T — T) + (2 XmX217 X 7,4-9)

A= 1,027 cm?
Area alambre de Nitinol Diametro alambre = 0,31 mm, longitud=37mm

A=mr? + 2nrlL

,31 0,31
A=n(—)?+2xmx(—) %37

2 2

A =0.36034
Longitud microtubos [mm?] Area [cm?]

7,48 1,026
7,49 1,027
7,5 1,029
7,51 1,03
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ANEXO IV.

CALCULO PARA DETERMINAR LAS DENSIDADES DE CORRIENTA A
UTILIZAR EN LOS ANODIZADOS

Densidad corriente anodizado Na,SO,4

Los célculos realizados para llevar a cabo el proceso de anodizado en sulfato de
sodio fueron 0,3 Alcm?. [19]

0,3A —>  1cm?
X 1.026 cm?

X=0,3078 Alcm?

De esta manera se demostré que para cada microtubo la densidad de corriente a

utilizar para el anodizado a los diferentes tiempos es de 308 mA/cm?.

Densidad de corriente anodizado con CH;COOH

La determinacion de la densidad de corriente para el anodizado con este
electrolito se realiz6 de acuerdo a lo establecido en [16].

20 mA —>  1cm?
X 1.029 cm?
X= 20,58 mA

De ahi, que la corriente utilizada fue la mostrada en el resultado anterior para
llevar a cabo este proceso.
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ANEXO V.
CALCULO PARA ELABORAR LAS SOLUCIONES DE ANODIZADO
Sulfato de sodio
Férmula molecular: Na,SO,4 Densidad: 2,7g/cm®

Concentracion a utilizar para el anodizado [3%Wt], cantidad de solucién a

preparar 200ml.

gr soluto

gr solucion

304P /P = gr soluto
PP = oo

agr
eml * 2,7% = 16'2gNa2504
Acido acético
Formula molecular: CH;COOH

Peso molecular 60.05 g/mol Densidad 1.049 g/cm?®

Concentracion a utilizar para el anodizado: [1M], cantidad de solucién para

preparar 100ml.
GJacido = Peso molecular X volumen X concentracion
Jacido = 60,054 /mo1 X 0,1L X 1M
Gacido = 6,005

6,005 g

=229 _ _573m
1,049 g/cm3 mn
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ANEXO VI.

CONDICIONES PARA EL PROCESO DE ANODIZADO

En el anodizado las condiciones dadas con el sulfato de sodio fueron 0,3 A/cm?,

voltaje inicial 30 V y tiempos como se muestran en la siguiente tabla:

Longitud Voltfaje Dir;ﬂideanotlede Ti.empo

[mm] [Voltios] [mA/cm?)] [Minutos]
Electrolito 749 4> =308 30
7,49 4-5 =308 30
Sulfato 7.49 4-5 =308 60
de sodio 7,49 4-5 =308 30
7.49 6-7 =308 90
7.49 6-7 =308 90
7.51 6 =308 60

En el anodizado las condiciones dadas con el sulfato de sodio fueron 20 mA/cmZ,
voltaje inicial 30 V y tiempos como se muestran en la siguiente tabla:

Longitud Voltaje Densplad de Tiempo
[mm] [Voltios] Co”'e“tS [Minutos]
[mA/cm?]
Electrolito 7.51 5 20.58 =21 60
7.50 5 20.58 =21 90
Acido acetico 7.50 5-6 20.58 =21 30
7.50 6-7 20.58 =21 90
7.50 5-6 20.58 =21 60
7.50 5-6 20.58 =21 30
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ANEXO VII.
PERFILES DE RUGOSIDAD DE LOS AFM

La rugosidad de la superficie se describe normalmente utilizando dos derivaciones
aritméticas:

e Ra- media aritmética: el valor promedio aritmético de todas las distancias
absolutas del perfil de rugosidad, R, desde la linea central dentro de la
longitud de medicion.

e Rq raiz cuadrada media: esta es un tipo de medicién alternativa al Ra, se
define como el valor RMS de un perfil calculado a lo largo de una sola
longitud de muestreo, pero que se puede expresar como el resultado medio

de 5 longitudes de muestreo consecutivas.

a. Perfil de rugosidad Nitinol sin anodizado

\_‘ Limpia sin anodizado.hdf (50.0um x50.0pm):... [ = |[& |52 ]

o

300} |
250
200!

150

Z[nm]

100}

50!

X[pm]
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b. Perfil de rugosidad acido acético

2 Acido aceticolH.hdf (10.0um x10.0um):Con... [ |[@ |[ 2 |

200}

150}

Z[nm]

100

50

] i e s o v e B
0 5 10 15 20 25 30 35
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c. Perfil de rugosidad sulfato de sodio

B Profile from Na25041HO.HDF (15.0um x150... [ = |[& |52 |

800
700
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ANEXO VIII.
RESULTADO DE LOS EDX

El espectro de dispersion de energia (EDX), identifica la distribucion cuantitativa y
cualitativa de elementos que se encuentran presentes en la muestra, mostrando

gréficas e imagenes relacionadas con esa distribucion.

SIN ANODIZADO

Spectrum 1
a R
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Ti M ,\_J h Ti i Ni
T T T r t T T T T T T
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Spectrum 2
Ti
Mi
i 1
o Ti .
Ti ’ N Ul B
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> 100pm b Electron Image 1 Full Scale 1524 cts Cursor: 10.550 (7 cts) kev|
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SULFATO DE SODIO
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ANEXO IX.
DIAGRAMAS DE BODE Y NYQUIST PARA LOS DIFERENTES SISTEMAS

Diagramas a) Bode b) Nyquist. Probetas de Nitinol anodizadas con sulfato de

sodio en presencia de proteina.

DIAGRAMA DE BODE. 6 VS FRECUENCIA.
MICROTUBOS ANODIZADOS SULFATO DE SODIO.

Sulfato de sodio
proteina
0.002g/ml

—=&— Sulfato de sodio

o) proteina
0.004g/mi
Sulfato de sodio
proteina
0.008g/ml
O 1 Ll 1 Ll 1 Ll 1 L
0,01 1 100 10000 1000000
Frecuencia [Hz]
a) Fuente: Autor
DIAGRAMA DE NYQUIST ANODIZADO SULFATO DE
SODIO CON PROTEINA
-800000
-700000 2
-600000
-500000 - .
:N 400000 1 —— Proteina 0.002g/ml
—=&— Proteina 0.004g/ml
-300000 -
Proteina 0.008g/ml
-200000
-100000 | g
0 G: 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0,0E+00  5,0E+04  1,0E+05 1,5e+05  2,0E+05  2,5E+05
7’

b) Fuente: Autor
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Diagramas a) Bode b) Nyquist. Probetas de Nitinol anodizadas con acido acético

en presencia de proteina.

-100 - DIAGRAMA DE BODE 8 VS FRECUENCIA.
MICROTUBOS ANODIZADOS ACIDO ACETICO
90 -
80 J oo~
+ )
-70 1 —&— Acido acético
proteina 0.002
-60 - g/ml
D 50 =— Anodizado
acido acético
-40 0.004g/ml
-30 1 —a— Acido acético
0.008 g/ml
20 -
-10 R EETI] Ll IR R
1,0E-02 1,0E+00 _ 1,0E+02 1,0E+04
Frecuencia [Hz]

a) Fuente: Autor

-1200000 | DIAGRAMA DE NYQUIST ACIDO CON PROTEINA

-1000000
-800000

-600000 —— Proteina 0.002g/ml

N —&— Proteina 0.004 g/ml

-400000 Proteina 0.008 g/ml
-200000

0 Gfx" 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 100000 200000 300000 400000

7

c) Fuente: Autor
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ANEXO X.

VALORES DE LAS RESISTENCIAS A LA TRANSFERENCIA DE CARGA
OBTENIDOS CON EL PROGRAMA Z VIEW.

Tiempo Resistencia ala Resistencia ala
transferencia de carga transferencia de carga
(Rtc). Sulfato de sodio (Rtc). Acido acético

30 min 174.8 2.86E06

60 min 0.652 1.4249E07

90 min 1697* 2.2269E07*

*De acuerdo a estos resultados se utilizaron las probetas anodizadas durante hora
y media para hacer las pruebas electroquimicas variando la concentracién de

proteina.
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ANEXOXI.

SIMULACIONES EN Z VIEW

Sin anodizado sin albimina

Rflextr

Crec
\,

Element
Rflextr
Crec-T
Crec-P
Rrec
Ccrist-T
Ccrist-P
R1

Chi-Squared:

Weighted Sum of Squares:

Data File:

Freedom
Fixed(X)
Fixed(X)
Fixed(X)
Fixed(X)
Fixed(X)
Fixed(X)
Free(t)

Circuit Model File:

Mode:

Maximum lterations:
Optimization Iterations:

Type of Fitting:

Type of Weighting:

Ccrist

Value Error Error %
7,384 N/A N/A
1,3917E-05 N/A N/A
0,93507 N/A N/A

12 N/A N/A
4,5551E-07 N/A N/A
0,39545 N/A N/A
-1,338E14 2,5507E19 1,9064E07
0,00058042

0,049336

~Clipboard

C:\SANZModels\modelo medio-células--armazonsing
Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)

100

0

Complex

Calc-Modulus
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Sin anodizado con albUimina

Rflextr Crec
N\,

Ccrist

Rcrist

Element Freedom Value Error Error %
Rflextr Fixed(X) 6,666 N/A N/A
Crec-T Fixed(X) 3,1613E-05 N/A N/A
Crec-P Fixed(X) 0,87389 N/A N/A
Rrec Fixed(X) 80,5 N/A N/A
Ccrist-T Fixed(X) 1,9225E-06 N/A N/A
Ccrist-P Fixed(X) 1,13 N/A N/A
Rcrist Free(t) 1,0157E06 69953 6,8872
Chi-Squared: 0,004428

Weighted Sum of Squares: 0,37638

Data File: ~Clipboard

Circuit Model File: C:\SANZModels\modelo medio-células--armazonsing
Mode: Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)
Maximum lterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus

Sin anodizado doble albimina

Rflextr Crec
\,

Element Freedom Value Error Error %
Rflextr Free(z) 3,716 0,023679 0,63722
Crec-T Free(t) 9,6882E-06 3,0936E-07 3,1932
Crec-P Free() 0,96093 0,0033256 0,34608
Rrec Fixed(X) 245,2 N/A N/A
CPEL1-T Free(t) 1,3629E-05 8,6064E-07 6,3148
CPE1-P Free(t) 0,66607 0,016015 2,4044
R1 Free(t) 14250 1198 8,407
CPE2-T Free(t) 1,7283E-05 3,0672E-07 1,7747
CPE2-P Free(t) 0,79965 0,0056151 0,70219
R2 Free(%) 1,9059E06 94814 4,9748
Chi-Squared: 0,00017973

Weighted Sum of Squares: 0,01348

Data File: ~Clipboard

Circuit Model File: C:\SAI\ZModels\modelo medio-células--armazonsing
Mode: Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)
Maximum lterations: 100

Optimization lterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus
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Sin anodizado media albumina

Rflextr CPE1
\,

Ccrist

Rerist

Element Freedom Value Error Error %
Rflextr Free(z) 1,648 0,034101 2,0692
CPE1-T Free(z) 1,9777E-06 3,0768E-07 15,557
CPE1-P Free(+) 1,151 0,014631 1,2712
Rrec Free(t) 54,54 13,801 25,304
Ccrist-T Free(t) 2,4057E-05 3,7698E-07 1,567
Ccrist-P Free(z) 0,7581 0,0051212 0,67553
Rcrist Free(+) 1E20 1E20 100
Chi-Squared: 0,0042249

Weighted Sum of Squares: 0,35066

Data File: ~Clipboard

Circuit Model File: C:\SAI\ZModels\modelo medio-células--armazonsing
Mode: Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)
Maximum lterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus

Sulfato de Sodio sin albumina, Hora y media

Rflextr Crec
\

Ccrist

Rcrist

Element Freedom Value Error Error %
Rflextr Free(+) 1,832 0,019165 1,0461
Crec-T Free(+) 3,8584E-06 2,3103E-07 5,9877
Crec-P Free(+) 1,069 0,0059537 0,55694
Rrec Free(+) 435,4 61,206 14,057
Ccrist-T Free(+) 6,7659E-06 2,3115E-07 3,4164
Ccrist-P Free(+) 0,84508 0,0043273 0,51206
Rcrist Free(+) 1E20 1E20 100
Chi-Squared: 0,0032853

Weighted Sum of Squares: 0,22669

Data File: ~Clipboard

Circuit Model File: C:\SANZModels\modelo medio-células--armazonsing
Mode: Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)
Maximum Iterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus
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Sulfato de Sodio media albumina, Hora y media

Rflextr Crec
\,

Element Freedom
Rflextr Fixed(X)
Crec-T Fixed(X)
Crec-P Fixed(X)
Rrec Fixed(X)
Ccrist-T Fixed(X)
Ccrist-P Fixed(X)
Rcrist Free(t)
Chi-Squared:

Weighted Sum of Squares:

Data File:

Circuit Model File:
Mode:

Maximum lIterations:
Optimization Iterations:
Type of Fitting:

Type of Weighting:

Ccrist

Value Error Error %
6,861 N/A N/A
1,3486E-05 N/A N/A
0,92761 N/A N/A
1,0039E05 N/A N/A
7,718E-06 N/A N/A
0,80138 N/A N/A
3,6466E06 4,182E05 11,468
0,0021223

0,18464

~Clipboard

C:\SANZModels\modelo medio-células--armazonsing
Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)

100

0

Complex

Calc-Modulus

Sulfato de Sodio con albumina, Hora y media.

Rflextr CPE1
\,

Element Freedom
Rflextr Fixed(X)
CPEL1-T Fixed(X)
CPE1-P Fixed(X)
Rrec Fixed(X)
Ccrist-T Fixed(X)
Ccrist-P Fixed(X)
Rcrist Free(+)
Chi-Squared:

Weighted Sum of Squares:

Data File:

Circuit Model File:
Mode:

Maximum lterations:
Optimization Iterations:
Type of Fitting:

Type of Weighting:

Ccrist

Rerist

Value Error Error %
2,698 N/A N/A
1,2783E-05 N/A N/A
0,94991 N/A N/A
87789 N/A N/A
3,9306E-06 N/A N/A
0,83236 N/A N/A
4,7156E06 3,4461E05 7,3079
0,0014451

0,12283

~Clipboard

C:\SANZModels\modelo medio-células--armazonsing
Run Fitting / Freq. Range (0,0005 - 100000)

100

0

Complex

Calc-Modulus
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Sulfato de Sodio doble albumina, Hora y media

Rflextr Crec
N\,

Ccrist

Rcrist

Element Freedom Value Error Error %
Rflextr Fixed(X) 5,074 N/A N/A
Crec-T Fixed(X) 1,3798E-05 N/A N/A
Crec-P Fixed(X) 0,93258 N/A N/A
Rrec Fixed(X) 74748 N/A N/A
Ccrist-T Fixed(X) 9,8982E-06 N/A N/A
Ccrist-P Fixed(X) 0,8358 N/A N/A
Rcrist Fixed(X) 2,8458E06 N/A N/A
Chi-Squared: 0,00096322

Weighted Sum of Squares: 0,085726

Data File: ~Clipboard

Circuit Model File: C:\SANZModels\modelo medio-células--armazonsing
Mode: Run Fitting / Freg. Range (0,0005 - 100000)
Maximum lterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus
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ANEXO XII.

DATOS PARA LA ELABORACION DE LAS ISOTERMAS DE LANGMUIR.

Los resultados para las simulaciones permiten obtener valores de Rtc (resistencia
a la transferencia de carga). De ahi se hacen los respectivos ajustes como se

muestra en las tablas que se muestran a continuacion.

Datos para la isoterma para los microtubos modificados con &cido acético.

. Resistencia
Concentracion tranferencia Rtc C*rtc
de proteina d . : 1/Rtc (1/Rtc)c
(g/ ml) e carga corregida | corregida
(Rtc 0)
0 350120 0 0 2.856E-06 0
0.002 496640 146520 293.04 | 2.0135E-06 | 8.425E-07
0.004 712340 362220 | 1148.88 | 1.4038E-06 | 1.452E-06
0.008 646070 295950 2367.6 1.55E-06 | 1.306E-06

Datos para la isoterma para los microtubos modificados sulfato de sodio

Concentracion .
proteinas Rtc(2) th. C RFC 1/Rtc (1/Rtc)c
corregido | corregido
(g/ml)
0 435.4 0 0.00229674 0

0.002 100390 | 99954.6 | 199.9092 | 0.00000996 2.28678E-03
0.004 87789 | 87353.6 | 349.4144  1.139E-05 | 2.28535E-03
0.008 74748 | 74312.6 | 594.5008 = 1.34E-05 2.28334E-03
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