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RESUMEN

TITULO:

ESTUDIO MICROGRAVIMETRICO DEL COMPORTAMIENTO FISICOQUIMICO
SUPERFICIAL DE PLA/PLG/HAP Y PLA/PLG/BIOVIDRIO MODIFICADOS CON
POLISACARIDO, EN PRESENCIA DE PROTEINAS®

AUTOR: Ing. DIANA CAROLINA PARADA QUINAYA*

PALABRAS CLAVES:

POLILACTICO, POLIGLICOLICO, MATERIALES COMPUESTOS, ADSORCION DE PROTEINAS,
QUITOSANO, HIDROXIAPATITA (HA), BIOVIDRIO, CIRCUITOS EQUIVALENTES.

DESCRIPCION

La modificacién superficial de biomateriales constituye un area de investigacion de gran
importancia dado que se puede mejorar la biocompatibilidad de un material, promoviendo la
activacion de los mecanismos fisioldgicos relacionados con la adhesion y proliferacion celular, y asi
garantizar un mayor reconocimiento por parte del organismo.

La presente tesis esta enfocada al estudio de la superficie de un biomaterial conformado por dos
polimeros biodegradables: acido polilactico (PLA) y &cido poliglicélico (PLG), reforzados mediante
la adicién de fases ceramicas tanto de hidroxiapatita (HA) como de biovidrio (BV), interactuando
con proteinas (albumina de suero bovino, coldgeno), en un ambiente que simula condiciones
fisiologicas (PBS), asi mismo, la respuesta ante la modificacién superficial del material realizada
con un polisacarido (quitosano), con el fin de mejorar sus propiedades de biocompatibilidad y
mojabilidad. Se concluyé que la modificacion de los materiales compuestos con quitosano mejord
las propiedades superficiales, lo cual se reflejo en un aumento en la cantidad de proteina adherida.
Adicionalmente, se encontr6 que la interaccion hidroxiapatita-quitosano con recubrimientos
biodegradables presenté mejores propiedades superficiales de adhesion que la de biovidrio-
quitosano. Los resultados de cantidad de proteina adsorbida se ajustaron adecuadamente a un
modelo monocapa adsorbida de acuerdo con la isoterma de Langmuir y el comportamiento
electroquimico de los recubrimientos fue representado satisfactoriamente mediante un circuito
equivalente en el cual se representaron las interfases (electrolito PBS / monocapa proteinica /
recubrimiento poroso / Cristal de cuarzo), relacionando la impedancia total del sistema con la
cantidad de proteina adsorbida.

S Tesis de maestria en Ingenieria de Materiales.

*Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica. Director: Ph.D Dario Yesid Pefia
Ballesteros.
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ABSTRACT

TITLE: MICROGRAVIMETRIC STUDY OF PHYSICOCHEMICAL BEHAVIOR SURFACE
PLA / PLG/HAP AND PLA/PLG/BIOGLASS MODIFIED WITH POLYSACCHARIDE IN
THE PRESENCE OF PROTEINS®

AUTHOR: Ing. DIANA CAROLINA PARADA QUINAYA*'

KEY WORDS:

POLYLACTIC POLYGLYCOLIC, COMPOSITE MATERIALS, PROTEIN ADSORPTION,
CHITOSAN, HYDROXYAPATITE (HA), BIOGLASS, EQUIVALENT CIRCUITS.

DESCRIPTION

The surface modification of biomaterials is a research area of great importance since it can improve
the biocompatibility of a material, promoting activation of the physiological mechanisms related to
cell adhesion and proliferation, thereby ensuring greater recognition by the body.

This thesis focuses on the study of the surface of a biomaterial composed of two biodegradable
polymers: polylactic acid (PLA) and polyglycolic acid (PLG), reinforced by the addition of ceramic
phases of both hydroxyapatite (HA) and bioglass (BV), upon interaction with proteins (BSA,
Collagen) in an environment that simulates physiological conditions and the response to surface
modification of material made with a polysaccharide (chitosan) to improve their biocompatibility and
wettability properties. The modification of the composites with chitosan, improved surface properties
which was reflected in an increase in the amount of protein attached. Additionally, we found that the
interaction with hydroxyapatite - chitosan biodegradable coatings exhibited better adhesion surface
properties of bioglass - chitosan. The results of adsorbed protein amount was adjusted
appropriately to an adsorbed monolayer model according to the Langmuir isotherm and the
electrochemical behavior of the coatings was successfully represented by an equivalent circuit
which represented the interfaces (electrolyte PBS / protein monolayer / porous coating / quartz
glass), relating the total impedance of the system with the amount of protein adsorbed.

5 Master's Thesis Materials Engineering.

* Faculty of Physical and Chemical Engineering. School of Metallurgical Engineering . Directress: Ph.D Dario
Yesid Pefia Ballesteros.
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INTRODUCCION

Uno de los principales estimulos que dio lugar a los avances en la ciencia de los
biomateriales durante las dos ultimas décadas, ha sido la necesidad de desarrollar
implantes ortopédicos con caracteristicas adecuadas y adaptacién al ambiente

biolégico al que van a ser expuestos.

En la sociedad actual se requiere todo tipo de implantes, y estos cada vez son
mas necesarios como consecuencia de problemas articulares, lesiones causadas
por accidentes de trafico y por la guerra, entre otras. Debido a la creciente
demanda, desde la década de 1950 se viene investigando sobre biomateriales,
sustancias no farmacoldgicas apropiadas para su inclusiébn en sistemas que

potencian o sustituyen las funciones de los drganos y tejidos corporales.

Sin embargo, algunos materiales utilizados para la fabricacion de protesis en el
campo quirdrgico actualmente presentan algunos inconvenientes en la adhesion,
fijacion y compatibilidad con los procesos de adaptacion del organismo; lo cual
puede traer resultados indeseados a largo plazo, como el aflojamiento de las
prétesis al momento de la intervencion quirdrgica o mas adelante, debido a la
insuficiente respuesta bioldgica del material, es decir, la baja oseointegracién entre
el material y el tejido que limita el crecimiento celular y por lo tanto la regeneracion
de los tejidos. Lo anterior tiene como consecuencia problemas en la recuperaciéon
de los pacientes y en algunos casos la necesidad de una segunda intervencién
guirdrgica para la extraccion del implante.

15



Dentro de este contexto, la investigacion juega un papel fundamental en el
desarrollo de nuevos materiales y la modificacion de los existentes para la
elaboracion de implantes, que tengan la posibilidad de recuperar el buen estado
de los tejidos de una forma mas rapida y confiable, y con menos efectos
secundarios.

Posterior al momento del implante, es la superficie del biomaterial la que entra en
contacto directo con el medio fisiol6gico, por esta razon se requiere analizar el
comportamiento fisicoquimico superficial y las interacciones entre el medio
fisiologico y el material, mediante un estudio de sus propiedades y caracteristicas
superficiales que determine la aceptacion del material en el organismo. El contacto
entre el material y los tejidos vivos, y la naturaleza de este contacto, es el principal
factor en la determinacion de su biocompatibilidad, ya que el primer proceso
biolégico que ocurre en las etapas iniciales es la adsorcion de proteinas, y de este

proceso depende la respuesta celular y la integracion del material con el tejido.

El estudio microgravimetrico mediante el uso de la microbalanza de cristal de
cuarzo (QCM), permite monitorear interacciones biomoleculares en tiempo real y
detectar ganancias de masa del orden de microgramos sobre la superficie de
peliculas de diversos materiales. Por otro lado, la posibilidad de sincronizar los
resultados de QCM con mediciones de impedancia electroquimica provee
informacion adicional sobre los cambios en las propiedades eléctricas superficiales
de biomateriales a medida que se lleva a cabo la adsorcién de proteinas, asi como

informacién sobre el cambio de las caracteristicas interfaciales.
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1 MARCO TEORICO

1.1 BIOMATERIALES

Los biomateriales se definen como sustancias o combinaciones de sustancias de
origen natural o sintético; disefiados para actuar interfacialmente con sistemas
biolégicos con el fin de sustituir algun tejido, 6rgano o funcién del organismo
humano ™. Aunque la biocompatibilidad de un material depende de diversos
factores, es la superficie quimica del biomaterial la que determina su respuesta
biolégica en el cuerpo.FlLos fluidos bioldgicos corporales contienen proteinas que
interactdan con la superficie del biomaterial como un paso de mediacién para las
células y las interacciones de los tejidos.” Algunos materiales al ser implantados
en el cuerpo tienen la capacidad de reaccionar bioquimicamente de diferentes
maneras, segun la respuesta que inducen en el tejido circundante pueden

clasificarse en:

1.1.1 Materiales Semi-inertes.

Considerados muy poco reactivos debido a que son poco solubles cuando estan
dentro del cuerpo humano. La reaccion fisiolégica que toma lugar en los
alrededores de una protesis hecha de este tipo de materiales es la formacion de
capsulas de tejido fibroso entre el tejido circundante y la superficie del implante.

Entre los materiales casi inertes estan ceramicas como la alimina (Al,O3) y el

17



zirconio y metales como el acero inoxidable. Las cerdmicas semi-inertes pueden
ser utilizadas en forma densa o porosa, para facilitar el crecimiento éseo entre los

poros del implante, lo que confiere una fijacién mecénica del mismo 2.

1.1.2 Materiales Bioactivos.

Este tipo de materiales permiten una respuesta bioldgica especifica en su
interfase, formando enlaces quimicos entre el material y el tejido que lo rodea. El
requisito de un material para ser bioactivo es la habilidad para formar o inducir la
formacion de apatita sobre su superficie luego de estar en contacto con el tejido
0seo en el cuerpo. De modo que el implante hecho de un material bioactivo es
enlazado al hueso a través de esta capa de apatita intermedia. Dentro de éste
grupo de materiales pueden distinguirse dos categorias muy amplias: los vidrios
bioactivos, y las ceramicas basadas en hidroxiapatita (HA), (Cai1o(PO4)s(OH)2) y
otros fosfatos de calcio; estos ultimos tienen una estructura similar al hueso, por lo

que se considera un material totalmente Biocompatible !,

1.1.3 Materiales biodegradables.

Los polimeros biodegradables estan subdivididos en:

e Bioerodibles, que se descomponen en el cuerpo dejando algunos fragmentos
gue pueden o no pueden abandonar el cuerpo.

e Bioabsorbibles, también llamados reabsorbibles, tienen la capacidad de ser

compatibles con el tejido y de degradarse cierto tiempo después de ser
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implantados; dando lugar a productos que no son téxicos y pueden ser
eliminados por el organismo o metabolizados por éste como poliésteres y
poliaminoacidos, que son completamente metabolizados y resintetizados a

proteinas o eliminados del cuerpo.

También existen materiales ceramicos reabsorbibles *” los cuales después de ser
implantados son reabsorbidos y reemplazados paulatinamente por el tejido 6seo.
Sin embargo, esto implica una correlacion entre la velocidad de reabsorcion de la
ceramica y la velocidad de regeneracion del hueso. En este grupo se encuentran

el sulfato célcico y algunos fosfatos de calcio ..

1.2 POLIMEROS UTILIZADOS COMO BIOMATERIALES

El desarrollo de los polimeros biodegradables a principios de los afios 60 ha sido
de gran interés en el ambito ortopédico. Estos, ya sean naturales o sintéticos, se
han utilizado en numerosas aplicaciones como biomateriales en la fabricacion de
dispositivos médicos que incluyen, tanto implantes degradables como implantes a
largo plazo.*® En comparacién con otros materiales, el uso de polimeros en
aplicaciones médicas ha aumentado considerablemente; debido principalmente a
su amplia gama de propiedades quimicas, fisicas y mecanicas, su procesamiento
sencillo por una variedad de técnicas diferentes y su disponibilidad en diferentes
formas ™. Sin embargo, a pesar de las grandes ventajas que los polimeros

biodegradables representan, éstos carecen de propiedades mecanicas suficientes
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para aplicaciones en las cuales se precisa soportar altas cargas como ocurre en la

mayoria de aplicaciones ortopédicas 2.

1.2.1 Acido Polilactico (PLA)

Es un polimero semicristalino, termoplastico y biodegradable basado en acido
lactico que como biomaterial ha demostrado su capacidad de permitir el
crecimiento controlado del tejido biolégico durante su biodegradacion. El PLA
puede hidrolizarse facilmente a acido lactico, mediante un proceso de degradacion
hidrolitica. Debido a que el acido lactico es un intermediario comun en el
metabolismo de los carbohidratos en nuestro organismo, el uso de PLA es
aceptado desde el punto de vista toxicoldgico. *? El punto de fusién del acido
polilactico es de aproximadamente 174 -184°C. Si el polimero consiste solo en el
isbmero L, se conoce como acido poli (L-lactico), PLLA, que se usa comunmente
en los implantes ortopédicos y es un polimero semicristalino (grado de cristalinidad
del 37%), debido principalmente a su estereoregularidad, tiene alta resistencia a la
tensidn y baja elongacién, y consecuentemente tiene un moédulo de Young
elevado, lo que hace al polimero muy adecuado para aplicaciones que tienen que

soportar una carga, como son las suturas Y fijaciones ortopédicas. ¢

1.2.2 Acido Poliglicélico (PLG)
Es un poliéster lineal biodegradable, alifatico, hidrofilico y de cristalinidad elevada
(46-52 %). Se caracteriza por un punto de fusidon elevado y una temperatura de

transicion vitrea relativamente baja. En lo que respecta a las propiedades
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mecdénicas, se puede considerar que el PLG es un polimero tenaz y poco flexible.
El &cido poliglicolico es de gran interés por su amplia gama de aplicaciones en el
campo de la medicina, se utiliza principalmente como material de implantes o
suturas biodegradables, como dispositivo de fijacion ésea en forma de varillas,
planchas o tornillos, como implante para sustituir fragmentos 6seos o como
sistema de liberacion de medicamentos. Los implantes a base de este compuesto
estan constituidos por microfibrillas orientadas con alternancia de fases cristalinas

y fases amorfas.

1.3 MATERIALES CERAMICOS

Los materiales ceramicos son aquellos constituidos por compuestos inorganicos
no metalicos formados a partir de la unién de elementos metéalicos con elementos
no metalicos por medio de enlaces ionicos y covalentes. Desde hace mas de 20
afios comenzaron los estudios relacionados con la aplicacién de ceramicos como
biomateriales, debido a que estos son los mas parecidos al componente mineral
del tejido 6seo, lo que les confiere buena compatibilidad y capacidad de

osteointegracion ™°.

Los biomateriales ceramicos en su mayoria son Oxidos
metalicos, razén por la cual presentan muy baja corrosion en el medio biolégico y
poseen una gran dureza que los hace resistentes a la friccién y el desgaste. Sin
embargo, su aplicacion en areas que deben soportar cargas representa un

problema dificil de resolver, dado que son rigidas y quebradizas *°.
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1.3.1 Hidroxiapatita (HAP)

La hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2), €s una apatita con una relacién molar Ca/P
igual a 1,67. Desde el punto de vista biolégico, presenta algunas ventajas, como la
ausencia de reaccion inflamatoria o reaccion ante la presencia de cuerpos
extrafios al ser implantada. Ademas, este fosfato de calcio es el principal
componente mineral del tejido 6seo por lo cual su uso como material de
fabricacién o recubrimiento de prétesis permite obtener una mayor oseointegracion
entre el hueso y la prétesis implantada . La similitud de esta ceramica con la
fraccion mineral del hueso es la causa de la reaccion bioguimica positiva en la
interfase ceramica-hueso, ya que la HAP se comporta como una estructura
osteoconductiva que permite ser invadida por tejido conectivo proveniente del
hueso circundante para posteriormente osificarse, manteniendo en su interior las

caracteristicas de su origen .

1.3.2 Biovidrio (BV)

Los llamados biovidrios, han ocupado un lugar importante en el area de la
medicina regenerativa 0sea. La caracteristica principal de estos materiales es que
desarrollan en su superficie una capa biolégicamente activa de hidroxiapatita
carbonatada (HCA), la cual provee la interfase de unién con el tejido. Estos
materiales reaccionan en contacto con el fluido formando una especie de gel
hidratado en la superficie el cual es rico en iones Ca y P. La cristalizacion de esta
capa conlleva a la formacion de apatita (Cas(PO4)s) y por lo tanto a la union con el

hueso. La capa formada en la superficie del implante es similar tanto quimica
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como estructuralmente a la fase mineral del hueso, y es por esto que se da la

unién interfacial hueso-implante 8,

1.4 PROTEINAS

1.4.1 Albumina de Suero Bovino (ASB)

La albumina es una proteina de origen animal, es la proteina mas abundante en el
plasma y esta conformada por una larga cadena de 585 aminoacidos con 17
puentes disulfuro entrecruzados en su molécula que forman una estructura
compleja tridimensional que le da caracteristicas quimicas necesaria para la
distribucion correcta de los liquidos corporales entre el compartimento

intravascular y el extravascular, localizado entre los tejidos.

1.4.2 Colageno

El colageno tipo | es uno de los componente de la piel, huesos, tendones, y otros
tejidos conectivos fibrosos. El colageno tipo | se diferencia de otros por la
hidroxilacion de la lisina y su composicion baja en carbohidratos. A pesar de los
diferentes tipos de colageno existentes, todos son compuestos de moléculas que
contienen tres cadenas de polipéptidos dispuestos en una conformacion helicoidal

triple con pequefias diferencias en su estructura primaria .
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1.5 QUITOSANO

El quitosano (figura 1) es un polisacarido cationico de origen natural, extraido por
procesos quimicos del caparazén de crustaceos. Por su estructura y propiedades
en medios hidratados, resulta muy interesante como material para diversas

aplicaciones biomédicas 8.

Es conocido como un material biodegradable
biocompatible, y no téxico y ha sido usado extensamente en investigacion
farmacéutica e industrial para el transporte y liberaciéon de farmacos y como
material biomédico. Las protesis cubiertas con este polisacarido son capaces de

producir la colonizaciéon por células, ya que promueve la osteogénesis y la

oseointegracion.

Figura 1. Quitosano (a) Apariencia fisica (b) Estructura molecular

Todas estas interesantes caracteristicas conducen al desarrollo de numerosas
aplicaciones del quitosano en biomedicina, tales como hilos de sutura, esponjas y
vendas biodegradables, matrices (en microesferas, microcapsulas, membranas y
tabletas comprimidas) para dosificacion de farmacos, en ortopedia y en

estomatologia, entre otros %Y. El quitosano es soluble en soluciones acuosas de
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varios acidos, pero sus moléculas no pueden formar micelas en agua. Aparte de
su caracter biodegradable en condiciones fisioldgicas, el quitosano tiene grupos
reactivos amina e hidroxilo, que ofrecen posibilidades de modificacion, reacciones

de injerto e interacciones i6nicas ?2.
1.6 MODIFICACION SUPERFICIAL

En la comprension de los fendbmenos y mecanismos involucrados en las
interacciones de un biomaterial con el medio bioldgico juegan un papel muy
importante la superficie de los biomateriales y sus caracteristicas interfaciales. Por
ello, la modificacion superficial de biomateriales puede mejorar la
biocompatibilidad de un material o dispositivo sin alterar sus propiedades en masa,
buscando un mayor control de sus caracteristicas superficiales .

| | e~ N § |
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Figura 2. Interaccion de la superficie de un material posterior al momento del implante (a)
Superficie, (b) Adsorcién de biomoléculas, (c) Interaccion celular, (d) Integracion con el
tejido.

Cuando un biomaterial esta en contacto con una célula, tejido, sangre u otros

fluidos bioldgicos, es la superficie del material la que entra en contacto con el

medio ambiente fisioldgico (figura 2). En general, el primer proceso fisiol6gico que
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se produce en las etapas iniciales de la exposicién, es la adsorcion de

biomoléculas en la superficie y esto puede ser seguido por interacciones celulares.

Hay diferentes parametros que caracterizan una superficie: la composicion
guimica, la cristalinidad, la heterogeneidad, la rugosidad y la mojabilidad, todos
ellos son de mucha importancia para la respuesta biol6gica. Ademas, el area de
contacto entre el material y los tejidos afecta la adsorcion de las proteinas en el
material ¥, Una gran variedad de métodos de modificacion son empleados
generalmente para aumentar o disminuir propiedades tales como la hidrofobicidad
de la superficie, la carga ionica, la adsorcion de moléculas, la adhesion de
microorganismos, la permeacion de moléculas, la cinética quimica o biologica, la
rugosidad, las impurezas y las propiedades eléctricas entre otras.*” Algunos de
los métodos usados son: sol-gel, plasma, recubrimientos, laser, fotolitografia,
bombardeo de iones, deposicion quimica en fase vapor, deposicion fisica de

vapor, entre otras.

1.7 BIOADHESION

El término bioadhesion es utilizado para describir un fenbmeno que se relaciona
con la capacidad de algunas macromoléculas sintéticas o biolégicas de adherirse
a tejidos bioldgicos. Este proceso solo tiene lugar en presencia de agua. Para que
un material posea una capacidad adhesiva apropiada debe tener algunas

caracteristicas:
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e Grupos funcionales capaces de formar enlaces tipo puente de hidrégeno
(-OH, -COOH)

e Cargas anionicas

e Cadenas poliméricas con elasticidad suficiente

e Alto peso molecular

Para entender los mecanismos que explican la bioadhesion a partir del
comportamiento de los materiales en la interfase, existen diferentes teorias
relacionadas con el comportamiento de las interfases polimero—sustrato bioldgico.
Para estudiar la bioadhesion, estas teorias pueden clasificarse de acuerdo con el

mecanismo quimico o fisico de la interaccion.

La Teoria mecanica establece que el fenomeno se debe al anclaje del adhesivo
en los poros y oguedades superficiales del sustrato, que proveen un aumento de
area superficial y al endurecerse se fijan a multiples sitios de anclaje. La Teoria de
fractura relaciona las fuerzas de adhesion con la fuerza necesaria para separar las
dos superficies adheridas. Se utiliza para explicar el comportamiento bioadhesivo

de polimeros rigidos.

La Teoria electronica se fundamenta en que el sistema adhesivo—sustrato se
comporta como un condensador, que se carga por contacto entre los dos

materiales. La separacion de las partes, como una interfase de ruptura, da lugar a
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una separacion de carga y a una diferencia de potencial que aumenta hasta que
ocurre la descarga. La interpretacion en el comportamiento bioadhesivo establece
gue tanto el polimero como el tejido sustrato presentan diferente estructura
electrénica, la cual da lugar a una doble capa con carga eléctrica localizada en la
interfase entre el bioadhesivo y el tejido. Las fuerzas de atraccion electrostéatica se
deben a la transferencia de electrones, entre las glicoproteinas del tejido bioldgico
y el material bioadhesivo, lo cual induce atracciones electrostéticas entre las dos

superficies.

La Teoria de adsorcion explica la bioadhesiéon en términos del desarrollo de
fuerzas superficiales que generan uniones quimicas entre el polimero y el sustrato
como enlaces covalentes y enlaces i6nicos o fuerzas débiles como puentes de
hidrogeno y del tipo Van der Waals. De acuerdo con este modelo, la adhesién se
produce cuando el adhesivo moja al sustrato. Para cuantificar esta capacidad se
miden los angulos de contacto (6) de diversos liquidos patrén sobre la superficie
del sustrato. A partir de los valores de angulo de contacto se puede calcular la
energia de superficie del sustrato o trabajo de bioadhesion (Ws.), mediante la
ecuacion de Neuman:

Ws, = v6 (1 + cosbsy,) [1]

veL €S la tension superficial del liquido, la capacidad Optima para mojar se consigue

cuando el angulo de contacto es bajo. Ademas se produce una adhesion
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intrinseca adecuada cuando Wg_ del sustrato es mayor que la energia superficial
de adhesivo.

Mediante la ecuacién de Young se relacionan las tensiones en las tres fases de
contacto y el angulo formado por el liquido bioadhesivo (figura 3), con el tejido que

actla como sustrato, en un ambiente fisiologico:

Y6.C0SOs, = Vs — VsL [2]

G
9 sG
9 sL
'/s‘c g L
< Vo >
S

Figura 3. Equilibrio de las fuerzas de tensién y &ngulo de contacto.

El trabajo de bioadhesion puede explicarse termodindmicamente como la suma de
las tensiones superficiales del material bioadhesivo y el tejido menos la tension

interfacial, de acuerdo con la ecuacion de Dupré:

Ws, = Vs¢ + Ve — Vst [3]

Es posible analizar la interaccion de la interfase fluido/recubrimiento por medio de

mediciones microgavimetricas. La siguiente ecuacion indica la relacion entre el
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cambio de frecuencia de resonancia y el radio de una gota de liquido en el centro
del cristal de una microbalanza de cristal de cuarzo (QCM).

Af = [T [° S(r,@)m(r, 6)rdr d6 [4]
Donde S es el diferencial de sensibilidad (df/dm) y m(r,6) representa la distribucién
de masa angular y radial. En trabajos anteriores’®”! se demostré que para liquidos
Newtonianos la sensitividad S (r,0) puede ser descrita por la siguiente funcién
Gaussiana:

S(r,0) = S, = Kexp(—pr?/1¢) [5]
Donde K representa la maxima sensibilidad en el centro del resonador (r = 0), B es
una constante que define la correlacion de la sensibilidad con r, (se han reportado
previamente valores de 3 para capas rigidamente elésticas),[26] y re €s el radio del
electrodo, es decir de la superficie de oro sobre el cristal de cuarzo. EI cambio de
frecuencia debido al contacto con el aire (fluido 1) estd dado por la siguiente

ecuacion:

Afy = _T[a51.01K%? [1 — exp (_.B :_z)] [6]

e

donde &8, = (n,/mfyp1)/? siendo f, la frecuencia inicial de la QCM, y p. y n.son la
densidad y la viscosidad del aire respectivamente. Si una pequefia gota de un
fluido 2 con radio r se deposita en el centro del cristal, el cambio de frecuencia

estara dado por:

Af, = — {f:o Kexp (—,8 :—;) a 8,p,2nrdr) + for Kexp (—B g) ab,p, (27trdr)} [7]
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2

Af, = —nak (6,0, [exp (—p %) — exp (-8 %)] +8p;[1— e (-p5)]} 8]

r2 ¢
Donde &8, = (,/ntfopz)? y pL Y nuson la densidad y la viscosidad del fluido 2,
respectivamente. El término ro incluye las regiones desnudas del cristal de cuarzo
mas alla de los limites del electrodo. En consecuencia, el cambio de frecuencia
gue acompafia a la adicién de una pequefia gota de liquido en el centro del cristal

es descrito por la siguiente ecuacién, de esta manera rp se elimina.

2 2

Af = Af, —Af; = ”QK%[l — exp (_,3 :_2)] [61p1 — 82p-] (9]
e
Como para el aire §,p, = 0
- _ Tl _ _gr
Af = naé‘zKﬁ [1 exp( 'Brg)] [10]

Esta expresion ilustra el hecho de que si las densidades y viscosidades se
conocen, el radio de contacto de la gota puede ser determinado a partir de los
cambios de frecuencia. Las expresiones se pueden simplificar ain mas si se

considera que el radio de la gota es mucho menor que el radio del electrodo de

oro ?” entonces:

Af = —(mtaKp,8,)r? [11]
C = maKp,6, [12]
Af = —Cr2 [13]

El volumen de una gota liquida sobre una superficie solida esta dada por:
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Vy= 1/3nR3(2 — 3 cos B + cos30) [14]

Donde R es el radio de curvatura y 6 es el angulo de contacto formado entre la
gota liquida y la superficie sélida. El radio de contacto esta dado por r = Rseno,

entonces:

, (WTd)2/3(1—c0520)

" (2-3cos0+cos30)2/3

r [15]

1.8 PROTEINAS EN INTERFASES.

La adsorcion es el proceso mediante el cual un atomo o una molécula de
sustancia se adhiere en la superficie de un sélido o en la interfase entre dos
fluidos. En la adhesion celular sobre la superficie de biomateriales pueden
intervenir algunas proteinas presentes en la matriz extracelular (fibronectina,
laminina), las cuales se adsorben al exponerse a fluidos fisiolégicos in vivo o
simulados (in vitro). Por lo tanto, la respuesta biologica dependera de la
concentracion de proteinas adsorbidas, asi como de la conformacion que éstas
adquieran y a la fuerza de adhesién entre sustrato-proteina.?® Las caracteristicas
superficiales del material (energia superficial, grupos funcionales presentes en la
superficie, propiedades electroquimicas, cargas superficiales, etc.), asi como de la
naturaleza de la proteina (grupos funcionales susceptibles de interacciones con
los del sustrato, cargas, etc.) y el ambiente en donde tiene lugar la adsorcion

(electrolitos, concentracion, etc.) son de gran importancia en el proceso de
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adsorcion proteina-biomaterial. Durante el proceso de adsorcion de proteinas

ocurren las siguientes etapas:

1 4 1) Transporte hacia la superficie

“ ” 2) Adhesién en la superficie

3) Cambios conformacionales inducidos

R M M en la superficie.
- 3
4) Transporte lejos de la superficie o
L anvamy 3

Substrate desorcion.

Figura 4. Esquema del proceso de adsorcién sobre la superficie de un sustrato sélido.

El proceso de adsorcion procede que la energia haya alcanzado un minimo, es
decir cuando alcanza el equilibrio y todos los sitios del sustrato estan ocupados, 0
cuando el empaquetamiento de las moléculas adsorbidas produce fuerzas
contrarias. En realidad es un equilibrio dinamico entre el proceso de adsorcion y el
proceso opuesto llamado desorcién, en el cual una molécula adsorbida regresa al
seno del liquido. Este equilibrio existe cuando las fuerzas involucradas tienen un

caracter fisico, es decir para la fisisorcion 28,

Las proteinas en interfases sélidos/liquidos han atraido la atencion en el campo
cientifico debido a la tendencia natural de algunas proteinas para localizarse en
una fase limite. Las uniones con las superficies son principalmente no covalentes,
tales como enlaces hidrégeno y electrostaticas. * Se han utilizado varios modelos
de adsorcion de proteinas para cuantificar y predecir las tasas de adsorcion sobre

superficies solidas, las isotermas de Freundlich y las isotermas de Langmuir son
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los modelos usados mas frecuentemente, ya que pueden ser aplicados a un

amplio rango de concentraciones de adsorbato.

El modelo para el proceso de adsorcion presentado por Langmuir en 1916 se
obtiene al igualar la velocidad de adsorcidn con la velocidad de desorcion. Dicha
isoterma presenta una correlacion acertada para representar la adsorcion de
monocapas protefnicas sobre superficies sélidas B%. La forma general de la
ecuacion para obtener las isotermas de Langmuir es:
[ = Tmax % [16]

En la cual ¢, (mg/cm®) es la concentracion de proteina en el equilibrio, r (mg/cm?)
es la cantidad de proteina adsorbida en equilibrio o concentracién superficial de
proteina, rmax (Mg/cm?) es la maxima capacidad de adsorcién de proteina
adsorbida o concentracion superficial saturada, correspondiente a la formacion de
una monocapa que cubre completamente la superficie del adsorbente y K;
(cm®/mg) es la constante de Langmuir, un pardmetro que refleja la afinidad de las
moléculas de proteina hacia los sitos de adsorcion en el recubrimiento. Los
valores de rmmax Y KL son evaluados de la pendiente y el intercepto de la forma

lineal de la ecuacién de Langmuir:

Ce__ 1 L Ce [17]

r Tmax*KL I'max
De igual manera, la siguiente ecuacion relaciona el parametro K, con la energia

libre de Gibbs de adsorcion sobre la superficie del recubrimiento para diferentes

temperaturas B%:
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AGgys = —RT In(55,5 % K,) [18]

Donde T es la temperatura (K), R la constante de los gases (J/mol*K), AG ags
(J/mol) la energia libre de Gibbs de adsorcién y 55,5 (mol/dm®) es la concentracién

molar del agua.

La velocidad de fijacién a la superficie es proporcional a las concentraciones y el
area disponible para la adsorcion. Las isotermas de adsorcién relacionan la
concentracion de sustancia adsorbida y la concentracion en el seno de la fase

fluida a temperatura constante .

1.9 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIE)

Mediante técnicas electroquimicas es posible estudiar la respuesta de
biomateriales ante una estimulacion eléctrica evaluando la pérdida o ganancia de
electrones que estos sufren durante la estimulacion. Estas reacciones de
reduccion y oxidacion pueden proporcionar informacion sobre la superficie del
electrodo, concentracion, cinética, mecanismos de reaccion y otros
comportamientos de las especies que se encuentran en solucién. La
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE) es una de las técnicas de
analisis electroquimico mas utilizada, consiste en la aplicacion de una sefial

alterna al sistema y se analiza la respuesta del mismo frente a esta perturbacion.
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Esta es tan r4pida que en esencia no interfiere en los fenomenos de transporte de
materia. Mediante esta técnica se puede utilizar un modelo electronico para
representar una celda electroquimica. Algunas aplicaciones de esta técnica son:
evaluacion de recubrimientos, corrosion general, baterias, electrodeposicion,

sintesis de electro-organicos, semiconductores, celdas de combustion, etc %,

1.10 MICROGRAVIMETRIA

La microgravimetria piezoeléctrica es un método establecido para la medicién de
pequefios cambios de masa. La técnica de medicion se basa en el
comportamiento piezoeléctrico de un cristal de cuarzo en forma de disco muy fino
con corte cristalografico AT sobre el que se han depositado, por ambas caras,
recubrimientos metalicos (oro, platino, cobre o plata) que actian como electrodos.
El equipo utilizado se observa en la figura 5 y el esquema de los cristales

utilizados se observan en la figura 6.

-

Figura 5. Microbalanza de cristal de cuarzo QCM200
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Esta técnica est4d basada en el comportamiento piezoeléctrico del cristal de
cuarzo, es decir que al aplicar un potencial eléctrico a través del cristal de cuarzo,
éste experimenta una deformacién en la direccion de cizalla que es proporcional al
potencial aplicado, lo que da lugar a una oscilacion del cristal paralelo a estas
superficies. Si el espesor aumenta (por ejemplo por la deposicion de material o la

adsorcion sobre una de las superficies del electrodo) la frecuencia disminuye.

/]

Cristal de cuarzo Electrodo  Recubrimiento

B R
(= =

Figura 6. Esquema tipico de un cristal de cuarzo piezoeléctrico

La relacion entre los cambios en masa por unidad de superficie (4m) y frecuencia
(4/) se dan por medio de la ecuacion de Sauerbrey, que relaciona los cambios de
masa, por unidad de area en la superficie del electrodo del cristal con el cambio en

la frecuencia de resonancia del mismo.

_ —2Amnfg
A = e [19]

Af © - Variacion de la frecuencia de resonancia (Hz)

4Am:  Variacion en la masa del material depositado (ug),

fo:  Frecuencia fundamental o de resonancia del cristal de cuarzo. (Hz)
A:  Area superficial del electrodo (area piezoeléctricamente activa) (cm?)
tq: Modulo de cizalla del cuarzo (2.95 x1011 dina / cm?)

pq: Densidad del cuarzo (2.65 g lcm®)
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El signo negativo indica que un incremento de la masa en la superficie del cristal,
por ejemplo por la deposicion o adsorcion de un material ajeno, da lugar a una
disminucion en su frecuencia de resonancia y viceversa. Esta ecuacion
normalmente se simplifica como:
Af = -CiAm [20]

En la que C; es una constante que engloba todas las propiedades de los
materiales mencionadas anteriormente y la frecuencia de oscilacion del oscilador
de la microbalanza antes de producirse el cambio de masa. Para cristales de 5
MHz, el valor de C; es 56.6 Hz cm? pg™. Cuando el sistema QCM esta en contacto
con una solucion, hay una disminucion en la frecuencia que depende de la

viscosidad y la densidad de la solucion (ns y ps, respectivamente):

Af =1 (M)l/ 2 [21]

TPqHq

La ecuacion de Sauerbrey es el fundamento de la mayoria de las medidas de
QCM en las que se determinan los cambios de masa producidos en la interfase
directamente a partir de los cambios en la frecuencia del resonador de cuarzo.
Con esta técnica, es posible realizar mediciones de frecuencia con gran precision,
por tanto, es posible medir masas muy pequefias como las de biomacromoleculas

individuales 6%,

1.10.1 Microbalanza Electroquimica de Cristal de Cuarzo, EQCM.

(Electrochemical Quartz Cristal Microbalance) Una aplicacion reciente de la QCM
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es el acoplamiento con mediciones electroquimicas denominado microbalanza
electroquimica de cristal de cuarzo. La técnica EQCM puede ser utilizada para la
medicion de cambios de masa asociados con procesos electroquimicos, tales
como adsorcion, electrodeposicion, corrosion, y equilibrio redox de polimeros
sometidos a reacciones de transferencia de carga. Por lo tanto se considera como
una nueva herramienta analitica para la caracterizacion "in situ" de procesos
electroquimicos. La aplicacion de QCM a los cambios de masa que se producen
durante procesos electroquimicos se realiza mediante un acoplamiento con un

sistema electroquimico (figura 7).

El electrodo QCM que esta en contacto con la solucién sirve también como
electrodo de trabajo en la celda electroquimica, es decir, la adsorcion, la

deposicion, los procesos de transporte, etc.

Referencia
Auxiliar
Trabajo
Potenciostato
Oscilador
INPUT
3
Frequency
Analog Out

Cr

< y;ul
rebe  QCM200

Figura 7. Representacion esquematica del montaje para la Microbalanza de Cristal de
Cuarzo Electroquimica (EQCM).
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La interpretacion Cuantitativa de los datos EQCM se basa en la combinacion de la
ecuacion Sauerbrey y la Ley de Faraday. El primero se refiere cambios en la
frecuencia con cambios en la masa, mientras que el segundo (Q = nFN) relaciona
la carga que pasa en un experimento electroquimico (Q) con el nUmero de moles
de material electrolizado (N) (h = numero de electrones que participan en la
reaccion electroquimica). Por lo tanto, los cambios de frecuencia pueden estar

relacionados con la carga total que pasa 657
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2 ESTADO DEL ARTE

Biljana A. Cavic, Michael Thompson. (1998) Midieron la adsorcion de albumina de
suero humana, citocromo, fibrinogeno, hemoglobina, inmunoglobulina G y apo-
transferrina sobre la superficie de dos organosiloxanos por medio del andlisis de
sensores de onda acustica. Se observo adsorcion de proteinas irreversible. Las
diferencias observadas para la adsorcion en varios casos son asignadas al papel

desempefiado por interacciones moleculares en la interfase liquido/sélido 2.

Majeti & Kumar (2000) Segun estos autores se pudo verificar la biocompatibilidad,
baja toxicidad, biodegradacion y bioactividad del quitosano por lo cual lo
consideraron apto para aplicaciones tecnologicas y biomédicas, que incluyen la

ingenieria de tejidos °..

R. Etchenique, V. L. Brudny. (2000) Propusieron un nuevo modelo para la
caracterizacion de materiales porosos usando el andlisis de impedancia de cristal
de cuarzo. El modelo describe la impedancia eléctrica y/o mecanica equivalente
del cristal de cuarzo en contacto con una capa finita de un material poroso rigido
sumergido en un liquido y predijo una relacion lineal entre la impedancia
equivalente del cuarzo Z= R + XL (XL=iwL w=2mf, f frecuencia de oscilacion del

resonador de cuarzo) y la relacion: grosor de capa (d)/ longitud de poro (§). El
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modelo permitié explicar por primera vez el comportamiento casi lineal de R contra
XL a lo largo del proceso de crecimiento de polimeros conductores que presentan

una estructura fibrosa 2,

Chatelet Et. al. (2001) Sus estudios demostraron que la quitina y el quitosano se
biodegradan in vivo debido a su susceptibilidad a la hidrdlisis enziméatica de los
enlaces B. Sus productos de degradacion son oligosacaridos 0 monosacaridos,
metabolitos naturales que son luego absorbidos y pueden ser incorporados a las
rutas metabdlicas. Realizaron pruebas clinicas con quitosano en el cuerpo
humano, las cuales no reportaron reacciones inflamatorias o alérgicas luego de la
implantacion, inyeccion, aplicacion tépica o ingestion F7.

H. Stadler, M. Mondon, C. Ziegler. (2003) La adsorcion de albumina de suero
bovina (ASB) sobre oro fue determinada para diferentes concentraciones de
proteina en solucién acuosa mediante mediciones de angulo de contacto dinamico
(DCA) y microbalanza de cristal de cuarzo (QCM). Los angulos de contacto de
avance Yy retroceso y la histéresis correspondiente fueron medidos con la técnica
de plato Wilhelmy con un medidor de éangulo de contacto dinamico y un
Tensiometro. Se determind una correlacion entre la masa adsorbida y la

homogeneidad e hidrofilicidad de la pelicula adsorbida .,

Varawut Tangpasuthadol, Noppong Pongchaisirikul, Vipavee Hoven. (2003) La
superficie de peliculas de quitosano se modificé utilizando cloruro de acido y

anhidridos de acido. La composicién quimica en la superficie de la pelicula fue
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analizada por reflectancia atenuada total, espectroscopia infrarroja de
transformada Fourier (ATR-FTIR) y espectroscopia de fotoelectron de rayos X
(XPS). Las peliculas modificadas seleccionadas fueron sometidas a estudios de
adsorcion de proteinas, en los cuales la cantidad de proteina adsorbida fue

determinada mediante ensayos de BCA (bicinchoninic acid assay) %!,

Luminita Balau, Gabriela Lisa, M.l. Popa, V. Tura, V. Melnig. (2004) Obtuvieron
peliculas de quitosano a partir de una soluciébn acuosa en &acido acético. Las
peliculas, con espesor menor a 20 um, fueron transparentes, flexibles y con
superficies lisas. El aumento de espesor de la pelicula induce un aumento de la
fragilidad, las tensiones internas y la consiguiente formacion de una superficie
aspera. Investigaciones de la estructura por difraccion de rayos X y transformada
de Fourier y analisis IR, mostraron que las peliculas de quitosano, fueron amorfas.
La evaluacion de las peliculas por TG, DTG, y DTA revelaron que la
descomposicion térmica de las peliculas de quitosano preparadas procede en dos
etapas que comienzan a 180 °C y 540 °C ¥,

Kim et al. (2004) Desarrollaron un material compuesto adicionando hidroxiapatita y
guitosano a un polimero biodegradable polimetilmetacrilato (PMMA), con esto
lograron aumentar su bioactividad y osteoconductividad manteniendo su
procesabilidad. La biocompatibilidad fue examinada en conejos mediante pruebas
in vivo y se pudo observar un mayor grado de formacion de nuevo hueso en

comparacion con lo observado para el PMMA puro H°,
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Shi G, Rouabhia M, (2004) Sintetizaron materiales compuestos de PLA con
nanoparticulas de polipirrol (PPy) que resultaron ser degradables y conductores.
Se encontrd que los fibroblastos se adherian y crecian sobre los composites con

mayor viabilidad cuando se estimulaban con corrientes entre 10-50 pA *%,

Carcamo, Carla. (2005) Obtuvieron laminas de quitosano (Qo), alginato (Alg) y del
sistema Qo-Alg. Las propiedades de bioadhesiéon se determinaron por el peso
molecular (PM), la concentracion del polimero, la flexibilidad de las cadenas
poliméricas y los grupos quimicos que pudieran formar uniones electrostaticas
como puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. Segun los resultados, las
laminas de alginato presentaron las propiedades de bioadhesién mas pobres en
comparacion con las de quitosano. Las propiedades de bioadhesion de los
complejos presentaron valores intermedios entre los de sus respectivos
polielectrolitos, debido a que los grupos catidnicos presentes interactuaron con la
superficie de la piel cargada negativamente, lo que les entregd caracteristicas
bioadhesivas. Como conclusién se llego a que la adicion de Qo al Alg mejora sus

propiedades bioadhesivas y que a mayor PM, se obtiene una mayor bioadhesién

[41]

Chien-Yang Hsieh et al. (2005) Modificaron matrices de quitosano mediante la
adicion de poli (acido glutamico) (g-PGA), un polimero biodegradable e hidrofilico.

Se obtuvo como resultado g-PGA/quitosan denso y poroso con diferentes
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cantidades de PGA. El angulo de contacto de las matrices disminuyd de 113° a
94° esto sugirid que la hidrofilicidad de la superficie, la velocidad de absorcion de
agua y el radio de hinchazén mejoraron por la adicibn de PGA a las matrices.
Ademas, las propiedades mecénicas de las matrices porosas evaluadas mejoraron
notablemente con la modificacion realizada y se encontr6 que la adhesion y
proliferacién de células fue apropiada ya que la densidad celular en el material
luego de la modificacion aumento casi al triple en comparacion con el material no

modificado .

Atashbar, Bejcek, Vijh, Singamaneni. (2005) Los autores reportaron una mejora en
el enlazamiento de proteinas y moléculas de un anticuerpo IgG sobre biosensores
QCM modificando la superficie de oro del cristal de cuarzo con una pelicula de
poliestireno de 35 nm seguida de un tratamiento &acido. Realizaron estudios
complementarios de microscopia de fuerza atomica (AFM) para entender los
parametros responsables de la mejora del enlazamiento biomolecular. Los
estudios de AFM revelaron una disminuciéon significativa en la rugosidad del
substrato de 98.4 a 1.75 nm cuando se cubrié con la pelicula de poliestireno. Este
aumento en la suavidad superficial causé una cobertura biomolecular mas alta en

la superficie del sensor lo que causo cambios de frecuencia mayores °°.

Zhang, Fung, Hui Sun, Zhu, Shouzhuo Yao. (2005) Realizaron un estudio de la
adsorcion de dos proteinas, albumina de suero bovina (ASB) y fibrinogeno sobre

recubrimientos de polimero conductor basados en polianilina (PAN), PAN dopada
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por iones (PAN+ClO,) o PAN dopada con dodecil sulfato de sodio (SDS)
(PAN+SDS), los cuales fueron preparados por métodos electroquimicos. La
adsorcion fue supervisada in situ usando tanto QCM como el método de
impedancia electroquimica. Se estudio el efecto del grosor de la pelicula de
polimero y los agentes de dopado en la adsorcién de proteinas. Los resultados de
adsorcion maxima de proteinas en peliculas de PAN, PAN+ CIO, y PAN+SDS,
mostraron 0.71, 0.65 y 0.99 g/cm? para ASB y 2.73, 1.85 y 4.07 g/lcm? para
fibrinogeno, respectivamente. Se encontré que la adsorcién de proteinas en las
peliculas de PAN seguia la isoterma Langmuir y los resultados del estudio de la
cinética de adsorcion mostraron dos pasos consecutivos en la adsorcion de ASB y

fibrinogeno Y.

Peniche, Carlos. (2006) Estudio la interaccion de polielectrolitos de quitosano con
polimeros acrilicos y con otros polisacaridos. Se obtuvieron membranas de
guitosano/acido poliacrilico (APA), con contenidos de agua en el equilibrio (W x)
dependientes del pH y la composicién. Para experimentos realizados a 25, 37 y
50°C se observé el mismo patron y para una composicion dada, Wi aumentd con
el aumento del pH, debido a la ruptura de los enlaces salinos inter-polielectroliticos

y la disociacién de los grupos -COOH libres 12,

Fimbeau, Grelier, Alain, Veronique. (2006) Prepararon peliculas compuestas de
guitosano y acido polilactico (PLA) por un proceso de disolucién por separado en

diferentes solventes. El quitosano fue disuelto en &cido acético, y el PLA se
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disolvi6 en cloroformo. Los objetivos principales de este estudio fueron la
elaboracion y la caracterizacion de bioempaques basados en quitosano/PLA vy el
estudio de la actividad antifungosa de las peliculas. Se relacion6 el impacto del
contenido de PEG, permitiendo una facil recuperacion de las peliculas sin
disminuir las propiedades de barrera de humedad de los materiales, sin embargo

fueron encontradas dificultades para producir peliculas homogéneas "4,

Po-Liang Lin, Hsu-Wei Fang, Tiffany Tseng, Wun-Hsing Lee. (2007) Realizaron un
estudio en el cual se evaluaron los efectos de la adicion de hidroxiapatita (HAP) en
diferentes dosis a una matriz polimérica de acido polilactico (PLA) sobre las
propiedades mecanicas, la velocidad de degradacion y la biocompatibilidad. Se
demostré que el nivel de HAP determina la velocidad de proliferacion celular, ya
gue esta fue mayor en compuestos PLA/HAp que en PLA puro, por lo cual
compuestos con un alto contenido de HAP presentaron mayor biocompatibilidad y
bioactividad. Igualmente se encontré que las propiedades mecanicas del material
y su biodegradabilidad se pueden controlar eficientemente al controlar el peso

molecular del PLA y el contenido de HAP en los compuestos %,

Xiong Lu et al. (2007) Este articulo alcanz6 resultados relacionados con la
modificacion superficial de recubrimientos de un material compuesto
hidroxiapatita/quitosano (HA/CS) sobre superficies de titanio (Ti). Estas ultimas
fueron tratadas con alcali mediante la combinacion de precipitacion hidrotermal in

situ y la técnica de recubrimiento sol-gel. El tratamiento con alcali convirtio la
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superficie hidrofoba del Ti en altamente hidrofila. Ademas, en ensayos
preliminares se reveld6 mediante cultivos celulares que los recubrimientos fueron

biocompatibles y soportaron la adhesion de osteoblastos .

Guimarda, Nathalie K. Et al. (2007) Proporcionaron informacién sobre las
propiedades de polimeros conductores usados en aplicaciones biomédicas y su
modificacién para lograr tales propiedades. Se concluy6 que la degradabilidad y la
topografia de la superficie son parametros importantes para las reacciones en la

interfase de polimeros conductores con células °*.

Kirchhof, Kristin (K); Groth, Thomas (T). (2008) Utilizaron la técnica de capa sobre
capa para acumular multicapas de polielectrolitos (PEMs) compuestos de
heparina, una glicosamindglica anionica (GAG) y quitosano, sobre superficies de
un biomaterial. PEMs fueron caracterizados fisicoquimicamente por mediciones de
angulo de contacto estatico y microbalanza de cuarzo (QCM) y se estudiaron las
interacciones célula-superficie con fibroblastos humanos sobre PEMs. Por medio
de este estudio, se demostré que el pH de las soluciones tiene un fuerte impacto
en la adhesion celular haciendo superficies extremadamente citofébicas o

moderadamente citofilicas .

M.A. Garcia, A. Pinotti, M. Martino, N. Zaritzky. (2009) Obtuvieron peliculas de
guitosano (CH) y metilcelulosa (MC) y analizaron el efecto de un campo eléctrico

aplicado sobre la estructura y las propiedades macroscépicas de diferentes
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membranas con porcentajes de CH y MC variables. Los ensayos de SEM vy
difraccion de rayos X indicaron que las peliculas de CH tratadas eléctricamente
expusieron una estructura mas ordenada, una superficie menos homogénea y una
menor solubilidad en agua con respecto a las peliculas de control. En cuanto a las
propiedades mecénicas, las peliculas tratadas eléctricamente presentaron valores
de modulo de Young mayores y se pudo comprobar que el modulo de Young y la
resistencia a la tension de las muestras de control se incrementaron con la
concentracion de CH, produciendo peliculas mas fuertes. Ademas se reporté que
el tratamiento eléctrico, no alter60 la apariencia de las peliculas y mejoro la

flexibilidad de la pelicula 7.

Lo anterior confirma que durante los dltimos afios se ha venido investigando
ampliamente en el desarrollo de nuevos biomateriales con mejores propiedades y
se han utilizado diversos métodos para mejorar su biocompatibilidad, propiedades
mecanicas y quimicas entre otros, la contribucion del presente trabajo esta
enfocado en la obtencidon y el andlisis superficial de materiales biodegradables,
reforzados con fases ceramicas de hidroxiapatita y biovidrio y modificados con
guitosano, con el fin de mejorar la adhesion de proteinas. Esto se realizé por
medio de la evaluacion de la mojabilidad superficial, su comportamiento
electroquimico y la adsorcion de albumina de suero bovino y colageno tipo I,
presentes en la matriz extracelular, por medio de técnicas de impedancia

electroquimica y microgravimetria piezoeléctrica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

3.2

Evaluar el efecto de la modificacion superficial de materiales compuestos
PLA/PLG/HAP y PLA/PLG/Biovidrio mediante la adicion de quitosano, sobre la
adsorcion de proteinas por medio de microgravimetria piezoeléctrica QCM y

espectroscopia de impedancia electroquimica EIE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la adicidon de quitosano sobre las propiedades superficiales

y la mojabilidad de materiales compuestos PLA/PLG/HAP y PLA/PLG/Biovidrio.

Proponer un posible modelo para representar el mecanismo de adsorcion de

proteinas sobre PLA/PLG/HAP y PLA/PLG/Biovidrio modificados con

guitosano, mediante circuitos equivalentes.
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4 HIPOTESIS

La modificacion del material compuesto biodegradable PLA/PLG/ceramico
mediante la adicion de quitosano, mejorara las caracteristicas bioadhesivas de la

superficie aumentando la adsorcion de proteinas en la interfase.
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5 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Figura 8. Esquema de la metodologia

5.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

En esta etapa se revisaron y analizaron investigaciones realizadas en el campo de
los materiales poliméricos biodegradables, ceramicos, compuestos, modificacion
guimica, adsorcion de proteinas, polisacaridos, caracterizacion superficial quimica,
etc. Se revisO la informacion contenida en las bases de datos, asi como tesis,
memorias de simposios, congresos, y normas técnicas (ASM, ISO, etcétera).

A partir de la revision de la informacion disponible sobre el tema, se prepar6é un
plan detallado de trabajo, elaborando un procedimiento programado de las

actividades del proyecto e incluyendo protocolos de los equipos, disefio de
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experimentos y procedimientos de las normas relacionadas.

5.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Se llevd a cabo la sintesis de cada uno de los materiales utlizados en la
investigacion, PLA, PLG, hidroxiapatita. A partir del PLA y el PLG se obtuvo la
matriz polimérica que posteriormente fue reforzada mediante la adicion de una
fase ceramica de hidroxiapatita HAP y de biovidrio, formando los materiales
compuestos PLA/PLG/HAP y PLA/PLG/Biovidrio respectivamente. A continuacion
se describen los procedimientos utilizados para la obtencion de cada uno de los

materiales mencionados.

Obtencién de
Materiales
[ 1
Materiales Materiales
Poliméricos ceramicos ‘
r : L ’] [ ";W
Acido Acido ' ‘
Polilactico Polilglicélico Hidroxiapatita Biovidrio
PLA PLG
- L~ oo B o s e
Materiales Y PLA/PLG/ Hidroxiapatita )
Compuestos 7 PLA/PLG/ BiovidFio !
Dopado (Znt**)
Caracterizacion de
materiales

Figura 9. Esquema de materiales obtenidos.
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5.2.1 Obtencién y caracterizacion de materiales poliméricos

Se prepard acido polilactico y acido poliglicolico por policondensacion de acido
lactico y acido glicélico respectivamente. La estructura y composicion de los
polimeros obtenidos se caracteriz6 mediante espectroscopia de infrarrojo IR y se

compararon los respectivos espectros con los encontrados en la literatura.

5.2.1.1 Obtencion de Acido Polilactico (PLA)

El &cido polilactico se preparé a partir de acido lactico Carlo Erba al 98%,
mediante una serie de pasos (figura 10), usando cloruro de cinc como catalizador
con una concentracion de 1,5% en peso, y tiempo de reaccion de 40 horas, estas
condiciones resultaron ser las mas adecuadas para la obtencion de este material
seglin estudios anteriores.”® El montaje empleado (figura 11) incluyé un
rotoevaporador con controlador de vacio y temperatura, y entrada de gas

nitrogeno con el fin de mantener la reaccién en condiciones de atmosfera inerte.

T=100"C . :
£ = 2.3 horas Deshidratacién
Patm l
T=180C
l P =100 mmHg
T=180°C - .
540 horas Oligomeraciéon
P =25 mmHg l
T=180C
Policondensacion |-y

P =10 mmHg

Figura 10. Etapas en el proceso de obtencién de acido polilactico (PLA).
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Figura 11. Montaje para la reaccion de policondensacién de acido polilactico.

Luego de concluir la dltima etapa, se dejé enfriar durante aproximadamente 24

horas a temperatura ambiente y se trituré en un mortero obteniendo un polvo fino.

5.2.1.2 Obtencidn de acido polilglicolico (PLG)

Se realizo la policondensacion a partir de acido glicolico Carlo Erba al 98%, con

0,2% de cloruro de estafio como catalizador.
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Figura 12. Montaje para la reaccion de policondensacion de acido polilglicélico.

La obtencién de PLG se realiz6 en cuatro etapas!’™®, en la primera se llevo a cabo
la reaccién entre el acido glicélico y el catalizador a una temperatura de 190°C, a
vacio de 150mmHg por una hora, en la siguiente etapa se redujo la presion hasta
30mmHg manteniendo la temperatura y sin agitacion durante 4 horas. En la etapa
siguiente se aumento la temperatura a 230°C y finalmente se mantuvo en un crisol

a 190°C, por 20 horas.

5.2.1.3 Obtencion de PLA/PLG
Una vez obtenidos los materiales poliméricos PLA y PLG, se obtuvo PLA/PLG por
un método fisico de disolucion-evaporacion de solvente con diferentes cocientes

PLA/PLG, utilizando como solvente cloroformo.

Posterior a la obtencién de PLA/PLG, se realizé la primera modificacion en la cual

se aportaron a la matriz polimérica propiedades semiconductoras ["*"4
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fundamentales en el proceso de electrodeposicién polimérica que se utiliza mas
adelante para el recubrimiento de los cristales. El dopado quimico se logré durante
la disolucién de la matriz PLA/PLG, mediante la adicion de Zn*? (1.5%) como
agente dopante a la matriz polimérica PLA/PLG, seguido por agitacion y secado.
La morfologia y composicion de la matriz polimérica se caracterizaron mediante

microscopia optica y espectroscopia de infrarrojo (IR).

5.2.2 Obtencién y Caracterizacién de Material Cerdmico

La caracterizacion de los materiales ceramicos se realizd6 mediante los espectros
cualitativos y cuantitativos de difraccion de rayos X (DRX) que determinaron los
grupos fosfatos y carbonatos presentes en los cristales obtenidos y la relacion

Ca/P.

Para la toma de datos en el analisis de difraccion se utilizo un difractometro de
polvo marca RIGAKU, utilizando los siguientes parametros y condiciones: Voltaje:
40kV, Corriente: 30 mA, Muestreo: 0.02° (28), Rango de Medicién: 2-70° (26),
Monocromador: Grafito. El analisis cualitativo de las fases presentes en la muestra
se realiz6 mediante comparacion del perfil observado con los perfiles de difraccion
reportados en la base de datos PDF-2 del International Centre for Diffraction Data
(ICDD), mientras que el andlisis cuantitativo se realizO mediante el refinamiento
por el Método de Rietveld del perfil observado agregado a la muestra una cantidad
conocida de un estandar interno (Aluminum oxide, -100mesh, 99%. Corundum, o-

phase. Aldrich No. 23,474-5) correspondiente al 20%.

57



5.2.2.1 Sintesis de Hidroxiapatita (HAP)

Los cristales de hidroxiapatita, se obtuvieron utilizando el método de precipitacion
acuosa, con nitrato de calcio tetrahidratado (Ca (NOs3)..4H,0) y fosfato amonico
(H2 (PO4) NHy4) en concentraciones 1M y 0.5M respectivamente, adicionados en
relacion molar de 1,67. Se ajust6 el pH de las soluciones entre 9.8-10 antes de
mezclar, utilizando hidréxido de amonio y agitacion continua. Se dejé la solucién
en envejecimiento por 24 horas a temperatura ambiente; y luego se sec6 a 60°C

por 24 horas. Por ultimo se calcino a 1050°C.

5.2.2.2 Sintesis de Biovidrio (BV)
El biovidrio utilizado en esta investigacion fue preparado a partir de fosfato
amonico y nitrato de calcio mediante método de precipitacion acuosa y aportado

por estudiantes del Laboratorio de Investigaciones en Corrosion.

5.2.3 Obtencion de materiales compuestos PLA/PLG/BV, PLA/PLG/HAP

Para la elaboracion de los materiales compuestos, se utilizé la técnica de
dispersién, usando cloroformo como solvente para homogenizar la mezcla.®
Inicialmente se pulverizd la hidroxiapatita y el biovidrio. EI material polimérico
PLA/PLG, se disolvio en cloroformo a 50°C en una relacién de 10g de PLA/PLG
por cada 50ml de solvente, agitando por aproximadamente media hora. Luego las
particulas de material ceramico fueron adicionadas a la solucién polimérica en
proporcion al 30% p/v y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una

hora.
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5.2.4 Modificacion de materiales compuestos

La modificacion de los materiales compuestos se realizd por codisolucion de una
solucion de quitosano "*™. E| quitosano y el PLA/PLG fueron disueltos por
separado en diferentes solventes. Para la preparacion de la solucion de quitosano,
inicialmente se disolvié una cantidad de quitosano en polvo en solucién acuosa de
acido acético 0.1 M. El pH se ajusté a un valor de 5 con NaOH. Luego se agit6 por
24 horas y se filtr6 para remover sustancias insolubles. Simultdneamente se
disolvié el PLA/PLG/HAP y el PLA/PLG/Biovidrio en cloroformo, bajo agitacion
durante 2 horas. La solucion de quitosano se adicion6 a ambas soluciones en
diferentes proporciones y se mezclaron durante 2 horas bajo agitacion magnética
para homogenizar. Finalmente se secé la solucién por dos dias a temperatura

ambiente para remover los solventes utilizados.

5.2.5 Obtencion de recubrimientos sobre cristales de cuarzo piezoeléctrico

Se utilizaron cristales de cuarzo piezoeléctricos tipo AT-cut cubiertos con finas
capas de oro-cromo Y titanio-platino, con frecuencia de 5 MHz y 1 pulgada de
diametro. La preparacion superficial de los cristales de cuarzo piezoeléctricos se
realizé inmediatamente antes de realizar los recubrimientos con el fin de remover
cualquier resto de contaminacion superficial. Inicialmente, se adicionaron tres
gotas de acetona sobre la superficie metalica en la parte superior de cada cristal
durante cinco minutos, posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada y
se secaron en una corriente de aire frio. Para la obtencion de los recubrimientos

de cada uno de los materiales se realizé un pequefio disefio factorial con tiempo y
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voltaje aplicado como variables.

Tabla 1. Condiciones de operacion electrodeposicion sobre cristales.

Condiciones - o] +
Voltaje (V) 3 6 9
Tiempo (min) 5 7 10

Con el andlisis de estos resultados se determinaron las condiciones de trabajo
utilizadas en el transcurso de la investigacion (potencial aplicado 3V, tiempo 10
minutos) para obtener recubrimientos con las caracteristicas de espesor y
homogeneidad requeridos, luego de este tiempo se secO la superficie a
temperatura ambiente. Mediante este procedimiento se obtuvieron recubrimientos

delgados sobre la cara superior del cristal.

Los experimentos se realizaron en una celda electroquimica con el electrodo
metalico sobre el cristal de cuarzo como electrodo de trabajo y una lamina de
platino-titanio como electrodo de referencia. Se utilizaron soluciones de PLA, PLG
y PLA/PLG (75:25), (10% en peso) preparadas usando como disolvente
cloroformo y de igual manera se realiz6 el procedimiento para depositar los
materiales compuestos y modificados con diferentes concentraciones de quitosano
sobre una de las caras de cristales de cuarzo piezoeléctricos, con el fin de obtener

recubrimientos homogéneos.
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5.2.6 Caracterizacién y evaluacion superficial de recubrimientos

La caracterizacion de la superficie del material compuesto obtenido es uno de los
puntos clave en el estudio de su comportamiento interfacial; asi como el analisis
de los elementos absorbidos o adheridos luego de un determinado tiempo de
contacto. Se estudi6 el comportamiento electroquimico de peliculas de
PLA/PLG/HAP/Quitosano y PLA/PLG/BV/Quitosano mediante técnicas de
espectroscopia de impedancia electroquimica EIE y microgravimetria en solucion
fisiolégica simulada PBS (Phosfate Buffer Solution) con pH=7,4. Esta es una
solucion que simula las condiciones fisiologicas cuya composicion quimica se

presenta en la tabla 2.

5.2.6.1 Mediciones electroquimicas

La caracterizacion de la interfase y los procesos superficiales que ocurren sobre
los recubrimientos, se realizdé por medio de mediciones electroquimicas, estas se
llevaron a cabo en un potenciostato/galvanostato tipo GAMRY PC4/750, con
conexion a una celda de vidrio con tres electrodos en la cual se utilizé el electrodo
de oro sobre el cristal como electrodo de trabajo, un electrodo de referencia de
Ag/AgCl y como contraelectrodo una barra de grafito. Con el fin de asegurar la
completa caracterizacion de la interfase electrodo/electrolito y los procesos
superficiales, las mediciones se realizaron con diez puntos por década, a una
amplitud de 10 mV (rms) y en un rango de frecuencia entre 0,01 — 100.000 Hz, con
el fin de examinar el comportamiento del sistema antes y después del proceso de

adsorcién de proteina.
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Utilizando el montaje de la celda electroquimica descrita en combinacioén con el
montaje de la microbalanza electroquimica (figura 13), se llevaron a cabo
mediciones simultdneas de cambio de frecuencia, resistencia e impedancia

electroquimica.

Figura 13. Montaje utilizado para la realizacién de ensayos simultaneos de

microgravimetria e impedancia.

Luego de realizar la conexién del cristal de cuarzo a la microbalanza y al
potenciostato Gamry, se estabilizo la frecuencia de resonancia en la microbalanza
durante aproximadamente 1000 segundos. A continuaciéon se adiciono el
electrolito (PBS) a la celda y nuevamente se permiti6 que se estabilizara la
frecuencia de la solucion. Una vez estabilizada, se realizaron barridos de EIE.
Inmediatamente después de efectuar estas pruebas, se adiciond la solucion de
ASB al electrolito y se realizaron nuevamente ensayos de espectroscopia de

impedancia electroquimica EIE cada hora, para evaluar el proceso de adsorcion.
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5.2.6.2 Ensayos Microgravimeétricos

Para los ensayos micro-gravimétricos se empleé una microbalanza de cristal de
cuarzo QCM200 con interfaz de RS-232, un contador de frecuencia y un medidor
de resistencia incorporados. Se utilizaron cristales piezoeléctricos AT-cut de 1
pulgada de diametro, con frecuencia de resonancia de 5MHz, recubiertos con oro,
con una de sus caras en contacto con la solucién electrolito. El cristal de cuarzo se
conectd a la microbalanza por medio de un oscilador de cristal QCM25 con

regulador RJ-45, el esquema de este montaje se presenta en la figura 14.

Figura 14. Montaje de holder y cristal de cuarzo piezoeléctrico recubierto con una fina

[amina de oro.

Posteriormente, luego de que la frecuencia del electrodo QCM en PBS se
estabilizd, el experimento de adsorcibn comenzé afiadiendo soluciones de
proteina (5ml) de diferentes concentraciones. Se midieron simultaneamente los

cambios de frecuencia de resonancia y de resistencia sobre el cristal.

5.2.7 Medicién de angulos de contacto

La medicion de angulos de contacto y tension superficial de los recubrimientos se
realizd utilizando la microbalanza de cristal de cuarzo, para esto se disefié una
celda cilindrica de teflon conectada al holder de la microbalanza, que conté con
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una abertura en la parte superior, en la cual se adaptdé una micropipeta con
sensibilidad +/- 0.5 pl. En cada ensayo, se dejo caer una gota de PBS con 10 pl de
volumen en la superficie de cada cristal recubierto con los diferentes materiales, y
se registraron los cambios de frecuencia producidos en el momento de la caida de
la gota. Los angulos de contacto fueron determinados por la medicién de cambios
en la frecuencia de resonancia de los cristales de cuarzo recubiertos usando el

método de Newton-Raphson 7.

5.2.8 Ensayos de adsorcion de proteinas

Se estudio la adsorcion de Albumina de Suero Bovina (ASB) de grado analitico,
(Sigma Chemical Company, Producto N° A 7906). Molécula 69 kDa, y colageno
Tipo |, sobre la superficie de recubrimientos de PLA/PLG/HAP,
PLA/PLG/HAP/Quitosano, PLA/PLG/BV y PLA/PLG/BV/Quitosano en un rango de
temperaturas entre 25 y 45°C. Los ensayos de adsorcién de proteinas ['® se
realizaron por medio de técnicas de espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIE) y mediciones microgravimétricas, las cuales se llevaron a cabo utilizando
una microbalanza de cristal de cuarzo. Las proteinas fueron adicionadas al
electrolito, una solucion buffer salina de fosfatos (PBS), con pH = 7,4 para obtener
concentraciones finales entre 0 y 0.05 g/L.

Tabla 2. Reactivos utilizados en la preparacion de la solucion buffer de fosfatos

Reactivos PBS Compaoasicion (g/l)
NaCl 8

KCI 0.20
Na,HPO, - 12H,0 1.44

KH,PO, 0.24

HCI Para ajustar el pH=7,4
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Las pruebas preliminares de adsorcion de proteinas fueron llevadas a cabo para
cristales de cuarzo inicialmente sin recubrimiento y posteriormente para cristales
modificados con los recubrimientos poliméricos obtenidos (PLA/PLG/HAP,
PLA/PLG/BV, PLA/PLG/HAP/Quitosano, PLA/PLG/BV/Quitosano). El proceso de
adsorcion de proteinas sobre la superficie de los recubrimientos se representé por

medio de isotermas de Langmuir.

Adicionalmente, se realizaron pruebas colorimétricas para corroborar la presencia
de proteina sobre cada uno de los materiales. El método colorimétrico utilizado
para la cuantificacion espectrofotométrica de ASB fue el Método Bradford,
utilizando azul brillante de coomasie en forma aniénica. Este método constituye
una forma rapida y confiable para la determinacion de proteinas y se basa en la
cuantificacion de la union del colorante azul brillante de coomassie a una proteina,
y la comparacion de esta union con la de diferentes cantidades de una proteina
estandar. El azul de coomasie reacciona y la absorbancia varia tras afadir
proteina debido a la estabilizacion de la forma anidnica del mismo por

interacciones hidrofobicas e idnicas.
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Figura 15. Montaje de pruebas colorimétricas.

Se utilizaron dos placas de 24 pozos, se realizaron por duplicado y con dos
mediciones por cada prueba. Los ensayos se realizaron en recubrimientos sobre
probetas de la aleacion Ti6AL4V obtenidos por medio de procesos de

electrodeposicion catddica® y sobre los materiales poliméricos directamente.
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6 DISCUSION GENERAL Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE MATERIALES POLIMERICOS

La caracterizacién de los materiales utilizados en esta investigacion es de gran
importancia, ya que fue posible evidenciar que los diferentes materiales
sintetizados en el laboratorio correspondieron a los materiales que fueron
utilizados posteriormente como recubrimientos, cumpliendo con las caracteristicas

guimicas requeridas.

6.1.1 Caracterizacion de acido polilactico (PLA)

En la figura 16 se presenta el espectro FTIR que muestra la absorcion
caracteristica del PLA sintetizado en el laboratorio de investigaciones en corrosion,
este espectro se comparé con el espectro para el PLA encontrado en la literatura
[14]

y se comprobo la similitud de las bandas, lo cual confirma que el polimero

obtenido es similar al &cido poli (L-lactico) comercial.
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Figura 16. Espectro FTIR de material polimérico obtenido (PLA). 40 horas de

oligomeracion dopado con 2% de Zn.

En este espectro se presentan los picos que representan diferentes grupos
funcionales presentes en la estructura de este polimero, los cuales son mostrados

en la tabla 3.

Tabla 3. Grupos funcionales de PLA obtenido

-1

vV cm Grupo
2997 C-H
1756 Cc=0
1456 CHs;

1200-1300 C-C
1086 C-O

Se realizaron pruebas de Calorimetria Diferencial de Barrido DSC con el fin de
identificar las transiciones térmicas del polimero a través de un rango de
temperaturas. Se encontré que para el PLA obtenido la temperatura de transicion
vitrea es de 55°C, se observa un pico endotérmico correspondiente a la

temperatura de fusion en aproximadamente 300°C y un pico exotérmico de
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cristalizacién se observa a una temperatura de aproximadamente 400°C, el cual
indica la presencia de heterogeneidades y regiones cristalinas por lo que a esta

temperatura las propiedades fisicas del polimero se disminuyen notablemente.

Hoat P 4D

B By Tempeame ("C) e VY 2.4 T4 b— —

Figura 17. Termograma de DSC para el material polimérico obtenido (PLA). 40 horas de

oligomeracion, dopado con 2% de Zn.

6.1.2 Caracterizacion de acido poliglicolico (PLG)

Se observa que en la regién comprendida entre 1091 y 801cm™ se presentaron
vibraciones debido a la unidad repetitiva de [-C-C-],. En 1190cm™ se observa la
presencia de un grupo C-O, en 1419cm™ se observa un enlace C-H, el pico en
1740cm™ indica la presencia del grupo C=0 vy los picos de absorcién registrados

en 2960cm™ indican la presencia del grupo CH.
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Figura 18. Espectro FTIR de material polimérico PLG sintetizado. Dopado con 2% Zn.

El termograma DSC para el PLG muestra dos picos caracteristicos, el primero se
le atribuye a la temperatura de fusion en aproximadamente 205°C y el segundo y

mas amplio, a una fase de degradacion térmica en 314.83°C.
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Figura 19. Termograma de DSC para el material polimérico obtenido (PLG).

6.1.3 Caracterizacion de PLA/PLG
Luego de la obtencion de PLA/PLG, se analiz6 el espectro FTIR, en el cual se
presentaron varios picos que identifican la presencia de diferentes grupos

funcionales presentes en la estructura de los dos polimeros base, PLAy PLG, esto
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es un indicativo de que la composicion del material formada por la presencia de

los polimeros individuales.

Figura 20. Espectro FTIR de material obtenido (PLA/PLG). Dopado con 1,5% Zn

El espectro FTIR del material PLA/PLG presento las siguientes bandas de
absorcion mostradas en la tabla 4.

Tabla 4. Grupos funcionales de PLA/PLG obtenido

v cm™ Grupo
3000-3600 O-H
2997 C-H
1756 C=0
1456 CH;
1200-1300 C-C
1086 C-O

Adicionalmente, a estas observaciones, se comparé el espectro obtenido, con el
espectro del copolimero PLGA reportado en la literatura *¥!, estableciéndose una
gran similitud con las bandas de los grupos funcionales; ademas se corroboré que
la modificacion realizada al dopar el copolimero con zinc metalico no afectd la

estructura quimica del material obtenido.
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6.1.4 Caracterizaciéon de hidroxiapatita (HAP)

Se obtuvo un material cerdmico que se identific6 como hidroxiapatita segun
espectros cualitativos y cuantitativos obtenidos mediante Difraccion de Rayos X
(DRX) que determinaron los grupos fosfatos y carbonatos presentes en los

cristales obtenidos.

El andlisis cuantitativo, mostrod la presencia de fases cristalinas de hidroxiapatita y
de fosfato tricalcico (Whitlockita). Este ultimo se presenta en menor proporcion,
constituyéndose un precursor en la formacion de HAP. Los resultados de la
difraccion de rayos X se muestran en la figura 21, en la cual se observan los picos

representativos de la hidroxiapatita.

A

Figura 21. Diagrama de difraccion de rayos X del material ceramico obtenido.
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Tabla 5. Fases cristalinas presentes en HAP obtenida

) i o Desviacion
0,
Fase cristalina Nombre Cuantitativo % estandar
Cas(PO,)3(OH) Hidroxilapatita 84.9 0.5
Cas(PO,), Whitlockita 15.1 0.4

Adicionalmente, en el perfil de difracciébn de la muestra obtenida, se observaron
dos reflexiones de baja intensidad en 24.28° y 30.84°, las cuales no se asignaron
a ninguna de las fases reportadas en la base de datos de la International Centre
for Diffraction Data (ICDD); se puede observar también que no se registré la
presencia significativa de fases amorfas en la muestra analizada.

En la figura 21 se presenta el espectro obtenido para una muestra de
hidroxiapatita. Se observan picos a longitudes de 600cm™ y 1100cm™

correspondiente al grupo fosfato.
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Figura 22. Espectro FTIR de hidroxiapatita obtenida.

Un indicativo de la fase ceramica son las bandas correspondientes al grupo
carbonato (COs3)? en aproximadamente 1500cm™. La banda a 3600 cm™

corresponde a los grupos OH".
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6.2 CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE RECUBRIMIENTOS

6.2.1 Dureza.
De acuerdo con los resultados de este ensayo, la presencia de una fase ceramica
en la matriz polimérica influye en el aumento en la dureza superficial.

Tabla 6. Valores promedio de la medicion de dureza tipo Shore D.

Material Dureza Shore D
PLA 25+ 0,01
PLG 35+ 0,01
PLA/PLG 30 +£0,01
PLA/PLG/BV 40 + 0,01
PLA/PLG/HAP 45 + 0,01
PLA/PLG/BV/Q 20+ 0,01
PLA/PLG/HAP/Q 30+ 0,01

Sin embargo, estos materiales modificados con quitosano, presentaron valores
menores de dureza. Esta caracterizacion de dureza puede indicar un aumento de
la fragilidad en los materiales con refuerzo y un aumento de ductilidad en los

materiales con refuerzo y quitosano.

6.2.2 Microscopia Optica

La respuesta de células y tejidos ante la superficie de un implante es afectada por
la topografia de la superficie sobre la base macroscopica, asi como por la
morfologia y la rugosidad de la superficie sobre la base microscopica. Se ha
demostrado, que superficies con baja porosidad, ademas de promover la
formacion de capsulas fibrosas alrededor de los implantes, producen un area de

contacto menor entre el tejido 6seo y el implante, resultando en un torque de
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desinsercion, inferior al de superficies mas rugosas, en las que la unién de la
superficie del implante con el tejido, es mejor. También ha sido demostrado, que la
interconexion de tejido 6seo con materiales implantados, se correlaciona de forma

positiva con la rugosidad de la superficie del implante 3334,

En la figura 23 se observa la topografia homogénea obtenida en los

recubrimientos de acido polilactico sobre los cristales de cuarzo.

Figura 23. Microscopia Optica del recubrimiento PLA. (a) 5X, (b) 10X, (c) 20X, (d) 50X

La degradacion de las peliculas de PLA se lleva a cabo mediante un proceso de
hidrolisis de las cadenas de polimero, Mostrandose un hinchamiento inicial a
causa de la absorcién de agua, donde ocurre la degradacion del recubrimiento. En
la figura 24 se muestran las morfologias de estos materiales luego de permanecer

sumergidas en solucién PBS durante cinco horas.
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Figura 24. Microscopia éptica del recubrimiento PLA, en PBS por 5 horas, (a)5X, (b)20X,

(c)50X, (d)100X.

Una ampliacion a 100x aumentos de la superficie del material polimérico
conformado por PLA/PLG se presenta en la figura 25, en la cual se observa la

mezcla de dominios de la mezcla polimérica.
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Figura 25. Microscopia 6ptica del recubrimiento PLA/PLG a 100x

Adicién de la hidroxiapatita: Las micrografias de la superficie del recubrimiento del
material compuesto PLA/PLG/HAP mostradas en la figura 26, revelan la presencia
de micro poros en la superficie de la pelicula. Esos microporos son formados por
las interfases entre las particulas de HAP entrecruzadas con el polimero, estas
particulas ceramicas forman agregados dispersos a lo largo de la matriz

polimérica, formando ademas, grietas y poros mayores.

Figura 26. Microscopia Optica del recubrimiento PLA/PLG/HAP. (a) 5X. (b) 100X.

Una observacion detallada de los recubrimientos en la figura 27, indica también la

formacion de aglomeraciones sobre la superficie, las cuales son atacadas
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preferencialmente por las soluciones liquidas con las que estdn en contacto

posteriormente.

Figura 27. Microscopia 6ptica del recubrimiento PLA/PLG/HAP. (a) 10X. (b) 20X. (c) 50X
En la figura 27, se muestra los recubrimientos de PLA/PLG/HAP, luego de las
pruebas en solucion PBS durante 4 horas, observandose una degradacion
hidrolitica no homogénea, con el ataque especifico de los aglomerados descritos

anteriormente.
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Figura 28. Microscopia 6ptica del recubrimiento PLA/PLG/HAP. 4 horas en PBS. (a) 10X.
(b) 20X. (c) 50X .

La morfologia superficial de los recubrimientos presenté cambios con el porcentaje
de quitosano adicionado al material. Con un aumento en el contenido de quitosano
la superficie se muestra mas homogénea, sin embargo, a mayores
concentraciones de quitosano, se presentan grietas profundas. Estos efectos se

muestran en la figura 29.

Figura 29. Microscopia optica del recubrimiento PLA/PLG/HAP/Q a 10X. (a). 0,5%

quitosano (b) 1%gquitosano (c) 1,5% quitosano.
La presencia de quitosano influye en las caracteristicas superficiales del
recubrimiento afectando directamente, la adsorcion de proteinas. En este orden de
ideas, el aporte de los grupos amino por parte del quitosano, tienen un efecto

positivo, tanto en la adsorcion de proteinas como en la adhesién celular, ya que
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provee sitios para la inmovilizacion de biomoléculas. Con la adicion de quitosano,
en cuya molécula estan presentes estos grupos, se puede lograr estabilidad de las

cargas superficiales .

6.2.3 Mediciones electroquimicas

La técnica de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE) fue aplicada,
para la caracterizacion de la interfase electrodo/electrolito y los procesos
superficiales en presencia de moléculas de proteina. Los ensayos realizados
sobre el electrodo de trabajo sin recubrimiento, indicaron que durante el tiempo
gue la superficie estuvo en contacto con el electrolito a diferentes concentraciones
de proteina ASB, las condiciones eléctricas superficiales variaron ratificando la
formacion de monocapas de ASB adsorbida sobre los electrodos de oro. La
capacitancia calculada a partir de datos de impedancia y de frecuencia presento
una transicioén durante el proceso de adsorcidon, asociada a las variaciones en las
propiedades eléctricas en la superficie del electrodo. En la figura 30 se presenta

un espectro caracteristico obtenido.
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Figura 30. Variacién de la capacitancia con el tiempo (C = 1/ 2x f Z))(Adicién de ASB en
t=0)

Ensayos de espectroscopia de impedancia electroquimica realizados, cada hora,
usando como electrolito solucion PBS a la cual se agrego pequeiias cantidades de
proteina ASB hasta una concentracion final de 0.05g/L, revelaron la formacién de
una monocapa en la superficie del sustrato. A frecuencias intermedias se
observan interacciones entre el electrolito y el sustrato, relacionadas con la
transferencia de carga y a la vez relacionadas con el inverso de la cantidad de
proteina adsorbida. El desplazamiento de los espectros de angulo de fase en el
diagrama de bode hacia la derecha, como se observa en la figura 31, indica que a

mayores tiempos en solucion, este sistema tiende a ser mas capacitivo.
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Figura 31. Espectro de Bode, cristal de cuarzo en solucion PBS. a) Sin proteina. b)
0.05¢/L de ASB, t =0 s. c) 0.05g/L de ASB, t = 1800 s. d) 0.05¢/L de ASB, t = 3600 s.

A partir de estos espectros y mediante simulacion por circuitos equivalentes, se
obtuvo la resistencia a la transferencia de carga relacionada con la interfase entre
la proteina y la superficie del recubrimiento. En la figura 32 se muestran los
ajustes obtenidos al graficar In(Rct/T) contra 1/T, siendo T la temperatura del
ensayo en el electrodo de oro usando como electrolito solucion simulada de
fosfatos (PBS) y (PBS+ASB). A partir de la pendiente de las rectas se obtuvo la

energia de activacion E,, aplicando la siguiente ecuacion:

Rt E
In (%) = f2 1 g [21]
T RT
10
9 &
- 8 —
3
?’ r o
G —_ o ——
£ s —
S 4
e 3
5 2
1
0
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034
1/T (K?)
+ SinBSA ® 0,02 mg/mlBSA

Figura 32. Graficas de Arrhenius para ASB usando un electrodo de oro en PBS, pH=7,4
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Segun estas graficas, la velocidad de adsorcion, tanto en solucion libre de proteina
como en la solucion que contiene 0,03 mg/ml de ASB, aumenta con la
temperatura, adicionalmente las energias de activacion obtenidas fueron de 99,85
KJ/mol para el electrolito libre de proteina ASB y 59,27 KJ/mol para el electrolito
con adicién de proteina. Segun esta disminucién en los valores de la energia de
activacion de corrosion (E,) se puede determinar que el proceso de adsorcion de
moléculas de ASB en la solucién PBS sobre el electrodo ocurre por un mecanismo

de transferencia de carga relacionado con quimisorciént’.

Luego de realizados los ensayos sobre electrodos sin recubrimiento, se realizaron
ensayos de impedancia electroquimica sobre electrodos recubiertos con los

diferentes materiales estudiados en el presente trabajo.

6.2.4 Determinacién de los angulos de contacto

Se midi6 el angulo de contacto formado entre gotas de solucion PBS y la
superficie de los electrodos cubiertos con recubrimientos de PLA/PLG/HA y
PLA/PLG/BV sin modificar y modificados con diferentes concentraciones de
guitosano. La frecuencia de resonancia del cristal disminuy6 abruptamente al caer
la gota sobre el centro de la superficie del electrodo al realizar la prueba detallada
en la metodologia. Los angulos de contacto para determinar los cambios en
hidrofilicidad de la superficie de los materiales preparados, fueron determinados

usando el método de Newton Raphson aplicando la siguiente ecuacion:
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NONE
(—d) (1-cos26)

T

Af =C [22]

(2—3cosO+ cos39)2/3
Los valores de Af se obtuvieron por la medicion de cambios en la frecuencia de
resonancia de los cristales de cuarzo recubiertos, V; es el volumen de la gota
depositada sobre el centro del cristal, el valor de C utilizado fue calculado segun la
ecuacion € = naKppgs(M2/mfoppps)t/? , donde o = 0,5; f, = 5 MHz, se determind

un valor de K = 432,36 Hz*cm?/ug.

Para los ensayos realizados sobre los materiales sin adicion de quitosano, el area
de contacto observada entre la superficie sdlida y la gota adicionada fue menor, en
comparacion con el area de contacto de los recubrimientos modificados con
guitosano, en los cuales la gota se expandié sobre el material en un area mayor.
Esto se corrobor6 ya que se obtuvieron menores valores de 6 para las superficies
con mayor contenido de quitosano (Tablas 8 y 9), en comparacién con los valores
de 6 obtenidos sobre recubrimientos sin modificacién (Tabla 7), lo cual indica que

dicha modificacion favorecio la mojabilidad superficial de los recubrimientos.

Tabla 7. Parametros de mojabilidad para los materiales sin modificaciéon de quitosano.

Material 85t | (dinagiem) | (dinas/cm) (din\e,l\éc/cm) (dinz\ée}cm) (dinz\scm)
PLA 92 | 1948 2,54 5,08 2,45 2,63
PLAPLG 81 | 1204 11,38 2276 13.16 29,60
PLAIPLGIBV | 745 | 9,77 10,44 38,88 24,64 14,25
PLAIPLGIHAP | 715 | 848 23,08 46,17 30,41 15,76
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Tabla 8. Parametros de mojabilidad para PLA/PLG/BV con quitosano.

Quitosano 0 Yt Yiv _ W, _ W, _ W,
(g/l) St | (dinas/cm) | (dinas/cm) | (dinas/cm) | (dinas/cm) | (dinas/cm)
0,5 69 7,49 26,07 52,14 35,41 -16,73

1 65 6,06 30,75 61,49 43,74 -17,75
1,5 63 5,42 33,03 66,06 48,02 -18,03
2 60 4,55 36,38 72,75 54,56 -18,19

Tabla 9. Parametros de mojabilidad para PLA/PLG/HAP modificado con de quitosano.

Quitosano 0, e T . We . W, . Ws
(afl) (dinas/cm) | (dinas/cm) | (dinas/cm) | (dinas/cm) | (dinas/cm)
0,5 59 4,28 37,47 74,94 56,77 -18,17

1 55 3,31 41,73 83,46 65,66 -17,79
1,5 47 1,84 49,62 99,23 83,45 -15,78
2 38 0,82 57,33 114,66 102,50 -12,15

De igual manera se puede observar que para los recubrimientos con contenido de
biovidrio (Tabla 8), la diferencia en los valores de 6 obtenidos luego de la
modificacion son menores comparados con los de los recubrimientos que
contienen hidroxiapatita, lo cual indica que la modificacién afecto en un mayor
grado en este Ultimo caso, probablemente debido al caracter catidénico del
guitosano compatible con el mayor caracter de hidroxilacién de la hidroxiapatita.
Adicional a esto se sabe que los polimeros que presentan grupos carboxilos e
hidroxilos en su composicion como es el caso de los materiales utilizados,
presentan mejores comportamientos bioadhesivos. Sin embargo, los valores para
el trabajo de adhesion obtenidos fueron ligeramente menores al trabajo de
cohesion, lo cual evidencia una tendencia del fluido en contacto a adoptar una
superficie minima sobre la superficie. Para el PLA sin adiciébn de quitosano ni
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fases cerdmicas se obtuvieron valores de negativos de W, indicando un

comportamiento hidrofobico de la superficie.

6.3 ADSORCION SUPERFICIAL DE ASB Y COLAGENO SOBRE

RECUBRIMIENTOS COMPUESTOS Y MODIFICADOS.

El mecanismo de la formacién de la estructura proteinica sobre el recubrimiento,
es diferente para estos dos tipos de proteina, por un lado, el colageno es una
macromolécula de alto peso molecular que normalmente se mantiene en solucion
a bajos valores de pH, sin embargo, cuando este se eleva por encima de pH 7, las
moléculas de colageno se organizan en una red fibrosa formando un gel. Mientras
gue la albumina de suero Bovino, se mantiene en solucion a pH neutro como el de
la solucidn fisiologica simulada PBS. Por otro lado, el punto isoeléctrico de la ASB
es 4.8, por lo tanto a pH=7,4 que es el pH del medio PBS empleado, las moléculas

de ASB estan cargadas negativamente.

Para determinar cualitativamente la adhesion de proteinas con los materiales
empleados, se realizd un ensayo utilizando el método Bradford cuyo mecanismo
de accion reside en la comparaciéon de la absorcion del tinte azul de Coomasie.
Generalmente, las proteinas absorben luz a determinadas longitudes de onda en
el espectro de luz ultravioleta. Para estas mediciones, se elabor6 una curva de

calibracion a partir de las lecturas espectrofotémetricas (Anexo ).
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6.3.1 Mediciones de adhesion por microbalanza electroquimica de cristal de
cuarzo EQCM

Utilizando el montaje de la celda electroquimica en combinacion con el montaje de
la microbalanza electroquimica, se llevaron a cabo mediciones simultaneas de
cambio de frecuencia, resistencia e impedancia electroquimica. La medicion de los
cambios de masa adherida en la superficie del material, mediante la microbalanza
de cristal de cuarzo, resulté util para la estimacion de la cantidad de proteinas

adsorbidas en la superficie.

El uso de la ecuacion de Sauerbrey para la realizacion de los célculos de ganancia
de masa fue adecuada en este caso debido a que fue comprobado que sobre los
datos de frecuencia y masa, no tuvieron efecto variables relacionadas con
cambios viscoelasticos. Los cambios de frecuencia observados en el transcurso
del proceso de adsorcion de ASB sobre electrodos de otro sin recubrimiento se

muestran en la figura 33.
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Figura 33. Variacién de la frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo piezoeléctrico

con el tiempo (se adiciono ASB en t=0)
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En el momento de la adicion de proteina se observa una disminucion abrupta de la
frecuencia de resonancia fundamental del cristal de cuarzo, mostrando que se
produce la adsorcibn de ASB sobre la superficie del electrodo. Mediante la
realizacion de calculos y utilizando la ecuacién de Sauberbrey se obtuvo la
cantidad de proteina depositada, relacionada directamente por la disminucion de
frecuencia. De igual manera se observa un aumento en la resistencia con el
tiempo, justo en el momento en el que se adiciona la proteina a la solucién PBS,

relacionada directamente con la disminucion de frecuencia.

AR [Ohm)

320

318 T

316 +

-2000 -1000 0 1000 2000

tiempo (s)

Figura 34. Variacion de la resistencia con el tiempo (se adiciono ASB en t= 0)

El efecto de la concentracidon de la solucion proteinica adicionada sobre la
ganancia de masa en el electrodo se muestra en la figura 35 en la cual se observa
el cambio de frecuencia para ensayos realizados a concentraciones de 0.05 g/L y

0.5 g/L respectivamente.
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Figura 35. Af para diferentes concentraciones de ASB. a) 0.05 g/L ASB, b) 0.5 g/L ASB

Como resultado de esta medicion, se obtuvieron cambios de frecuencia del orden
de 25 Hz, con cambios de masa de 0,44 ug/cm? para 0,05 g/l de ASB y Af = 60Hz,

es decir que la ganancia de masa fue de Am = 1,06 pg/cm?

En la figura 36 se observa que la ganancia de masa total sobre el electrodo, en un
ensayo realizado para un tiempo de 5 horas, es del orden de microgramos por
unidad de area, estos pequefios cambios detectados por la gran sensibilidad de la
técnica, indica la formaciéon de una monocapa de moléculas de ASB adsorbida

sobre la superficie metélica.

A Masa (ug/cm2)

-6000 -4000 -2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

tiempo (s)

Figura 36. Ganancia de masa sobre el electrodo de oro durante el proceso de adsorcién
de ASB. Adicién 0.5¢g/L de ASB ent =0s
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Para la adsorcion de ASB sobre el material PLA/PLG/HAP/quitosano se obtuvo un
cambio de frecuencia, por medio de la microbalanza de cristal de cuarzo, del
orden de 10400 Hz (Figura 37), segun la ecuacion de Sauerbrey, este cambio de

frecuencia corresponde a Am=183,78 pg/cm?.
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Figura 37. Af para adsorcion de ASB sobre PLA/PLG/HAP/Quitosano.

Teniendo en cuenta los ensayos realizados sin adicion de proteina, se comprobo
gue debido a las propiedades hidrofilicas del recubrimiento polimérico, estos
valores para el cambio de frecuencia obtenidos se deben principalmente a la
absorcion de agua por parte del material. Un valor corregido restando el Af debido

al agua dio como resultado cambios de frecuencia del orden de Af = 500 Hz.

En trabajos anteriores se han caracterizado exitosamente las interacciones entre
proteinas y superficies sdlidas de electrodos por medio de ensayos de impedancia
[56-61].

La figura 38 muestra los espectros de Nyquist para el sistema en una

solucion libre de proteina y con adicion de ASB.
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Se presenta la respuesta obtenida al graficar la impedancia real Vs impedancia
imaginaria (Figura 38a) y el angulo de fase Vs frecuencia (Figura 38b) para

ensayos realizados con una concentracion final de 0,05 g/l de ASB cada hora.
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Figura 38. Espectros de impedancia realizados con concentracion de 0,05 g/l ASB.
(a) Diagrama de Nyquist. (b), Diagrama de Bode. Datos experimentales. (#EIE 1(0
g/l ASB), m EIE 2, (1 hora después de adicién de 0,05 g/l de BSA) & EIE 3 (2
horas después de adicion de 0,05 g/l de BSA), + EIE 4 (3 horas después de adicion
de 0,05 g/l de BSA)). Datos Ajustados (—-EIE 1(0 g/l ASB), — EIE 2, — EIE 3, — EIE 4)
En solucién PBS, pH=7,4.

En las graficas de Nyquist y Bode de los ensayos de espectroscopia de
impedancia electroquimica, realizados para la de la adsorcion de colageno y BSA,
se presentaron tres constantes de tiempo. De acuerdo con esto, se represento el
sistema mediante un circuito eléctrico equivalente (figura 39), en el que la
combinacion de resistencias (R) y elementos de fase constante (EFC) representan
los componentes fisicos del sistema. Estos componentes eléctricos representan la
pérdida de energia por medio de las resistencias y el almacenamiento de energia,

por medio de los EFC [®,
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Figura 39. Modelo de circuito equivalente propuesto

Los datos ajustados de los elementos eléctricos de este circuito equivalente, el
cual representa el sistema electrolito/proteina/recubrimiento/electrodo, permiten
determinar las variaciones en la adsorcion superficial de las dos proteinas
utilizadas. Los elementos del circuito equivalente son: Rs es la resistencia del
electrolito (solucion PBS, pH=7,4) entre el electrodo de referencia de Ag/AgCl y el
electrodo de trabajo, EFC1 representa el elemento de fase constante a altas
frecuencias, R1 la resistencia a la transferencia de carga debida a la formacion de
la monocapa proteinica, EFC2 es el elemento de fase constante relacionado con
la proteina adherida en la superficie del recubrimiento, R2 representa la
resistencia producida por la presencia de poros en la superficie de los
recubrimientos en la interfase recubrimiento/electrolito, EFC3 representa la
capacitancia de doble capa eléctrica, y R3 es la resistencia en la interfase
electrodo/recubrimiento. ElI modelo obtenido representa el mecanismo de

adsorcién que corresponde a la interaccién en paralelo de las constantes de

92



tiempo que conforman la interfase (EFC1xR1)/(EFC2XR2)*.El modelo de
elementos eléctricos relacionados con las reacciones del electrodo y con los

parametros de adsorcion, de acuerdo al modelo de ajuste de los espectros es:
Z = Ro(EFC,[R,(EFC,xR,(EFC,xR5))]) [23]

Donde, EFC =aC, siendo q, la fase del elemento de fase constante la capacitancia
o el factor que representa el efecto de las heterogeneidades superficiales del
electrodo sobre la transferencia de carga, o el factor de alejamiento de la idealidad

de una capacitancia pura. Reemplazando aC en la ecuacion 23.

Z = RQ(alcl[Rl(a2CZXR2(a3C3XR3))]) [24]
Siendo,

__ F?Ar

Cads - E [25]

Donde: Cus es la capacitancia de adsorcion medida en la interfase
proteina/recubrimiento (C,), F es la constante de Faraday, A es el area superficial
del electrodo, I' es la cantidad de proteina adsorbida, R es la constante de los

gases, T es la temperatura de la prueba.

F2Ar

Z =Ry (a0, =2 [Ry(a2CoxR, (a5C5xR;))] ) [26]

4RT

Este modelo de elementos resistivos de impedancia, descrito a partir del modelo

de circuitos equivalentes, permite describir el mecanismo de adsorcion de
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proteinas sobre recubrimientos depositados en sustratos de electrodo en funcién

de la cantidad de proteina adsorbida.

6.3.2 Representacion del proceso de adsorcidon proteinica a la isoterma de
Langmuir
Los procesos de adsorcion de proteinas sobre superficies sélidas han sido

r 6261 En gl

descritos en trabajos anteriores mediante isotermas de Langmui
presente trabajo se determiné que los procesos de adsorcion de colageno y ASB
pueden ser ajustados y descritos segun este modelo de isoterma El valor de 1/R.

fue corregido restando el valor del inverso de la resistencia obtenido para ensayos

sin adicion de proteina (1/R.),-

(1/th)c = (1/th) - (1/th)0 [27]

Graficas de la resistencia a la transferencia de carga corregida, contra la
concentracion de proteina (anexo I, 1ll), muestran una relacion inversa entre la
resistencia a la transferencia de carga y la concentracion de proteina, de acuerdo
con esto y en concordancia con trabajos anteriores ®4, la magnitud del inverso de
la resistencia a la transferencia de carga 1/R,. puede ser correlacionado con la

concentracion superficial I

= + [28]

Imax*KL Imax

Nl
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c 1 N
(1/Rte)c (1/Rtc)max*Kr. ~ (1/Rec)max

[29]

A partir de las graficas cRi. contra la concentracion de coladgeno y ASB, y
aplicando el modelo para las isotermas de Langmuir, se obtuvieron las relaciones

lineales mostradas en la figura 40.
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PLA/PLG/BY PLA/PLG/BV/Q PLACPGABY X PLAPGA:BV-Q
a b

Figura 40. Dependencia de cRtc con la concentracion de proteina. Isotermas de Langmuir

presentadas en su forma linealizada. T= 308K, (a) adsorcion ASB, (b) adsorcion colageno

Los parametros K| y 'max fueron obtenidos a partir de la pendiente y del intercepto
de las graficas anteriores, aplicando la ecuacion 29, se calcularon los valores I" las
cuales permitieron graficar las isotermas para la adsorcion de ASB y colageno

sobre las superficies de cada material. Por medio de la siguiente ecuacion:

r *Ky *C
r = max™ L [30]
1+Kj*c
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El conveniente ajuste entre los valores experimentales obtenidos y los calculados,
mostraron que las isotermas de Langmuir describen correctamente la formacion

de monocapas de proteina sobre los recubrimientos. Las isotermas obtenidas se

muestran en las figuras 41 y 42.
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Figura 41. Isotermas de adsorcion de ASB sobre recubrimientos poliméricos, en solucién

PBS. T=308K.
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Figura 42. Isotermas de adsorcién de colageno sobre recubrimientos poliméricos, en
soluciéon PBS. T=308K.
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Las isotermas de adsorcion reflejan una gran afinidad tanto de ASB como de
colageno con las superficies modificadas con quitosano y un incremento de la

adsorcion en los recubrimientos con hidroxiapatita.

Las figuras 43 y 44 muestran la variacion de la concentracion de proteina
adsorbida maxima con la temperatura. Se observa que la dependencia de rmax
con la temperatura es inversa en el caso de la adsorcién de colageno sobre el
recubrimiento de PLA/PLG/BV y PLA/PLG/BV/Q obteniéndose la cantidad
adsorbida de colageno maxima a temperatura ambiente y mostrandose una
desorcion con el aumento de la temperatura; mientras que para los ensayos con

ASB se present0 una mayor adsorcion para temperaturas mayores a 298K.
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Figura 43. Dependencia de la cantidad adsorbida maxima de ASB sobre los materiales

estudiados, con la temperatura.
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Figura 44. Dependencia de la cantidad adsorbida méxima de colageno sobre los
materiales estudiados, con la temperatura.

Los valores de rmax para la ASB adsorbida a temperatura ambiente fueron
comparados con los valores promedio de rmax Obtenidos por medio de diferentes
técnicas a la misma temperatura, y se encontré que en el caso de ASB sobre

PLA/PLG/HAP/Q los valores obtenidos fueron cercanos.

En cuanto a la dependencia de la concentracion de proteina sobre la temperatura
se pudo observar un mayor efecto en los ensayos realizados con ASB, para los
materiales modificados con quitosano la cantidad de ASB adsorbida aumenté con
el aumento en la concentracion de proteina, mientras que en el caso de colageno,
la cantidad adsorbida se mantuvo casi constante con el aumento en su
concentracion. Esto corrobora la mayor afinidad de las moléculas de ASB con la

superficie de los materiales estudiados.

98



6.3.3 Determinacion de la energia de adsorciéon de Gibbs a partir de los

pardmetros electroquimicos obtenidos.

Los datos de impedancia obtenidos fueron utilizados para determinar los valores
del cambio de energia de adsorcién de Gibbs (AG,4;). Esta se relaciona con el
parametro K; que refleja la afinidad de las moléculas de proteina adsorbidas sobre

los sitios de adsorcién a temperatura constante, mediante la siguiente ecuaciént’™:

AGaqs = —RT In(55,5 * K;) [31]

Los valores negativos obtenidos para la energia de Gibbs de adsorcion indican,
adsorcion espontanea sobre la superficie de los cuatro recubrimientos poliméricos

evaluados, tanto para los ensayos realizados con ASB, como con colageno.

En las figuras 41 y 42, se muestra las graficas que relaciona la dependencia de -
AG,g4s con el incremento de temperatura en un rango de valores entre 298 y 318K.

Para la adsorcion de ASB se observa que la adsorcion se favorece a mayor
temperatura para los recubrimientos de PLA/PLG/HAP vy el recubrimiento de
hidroxiapatita modificado con quitosano (PLA/PLG/HAP/Q); mientras que para los
recubrimientos que contienen biovidrio la temperatura no afectd significativamente

los valores de AGggs.
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Para los cuatro materiales se obtuvieron valores de AG.qys Similares a temperatura
ambiente, indicando un grado de afinidad similar de proteina sobre los
recubrimientos. Adicionalmente se observé que la modificacion con quitosano,
resultd en una disminucién en la energia libre de Gibbs de adsorcion para el
material compuesto con hidroxiapatita para temperaturas por encima de 298K,
indicando una mayor afinidad de las proteinas sobre el recubrimiento con
modificacién quimica, mientras que para el material compuesto con biovidrio se
observé un aumento en la energia libre de Gibbs de adsorcién para el material

modificado con quitosano.

295 300 305 310 315 320
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e | ineal (FLA:PGA:BY:Q) Lineal (FLA:PGA:BY)

Figura 45. Energia de adsorcién de Gibbs Vs Temperatura para adsorcion de ASB.

Solucién de Fosfatos pH=7,4.

Los resultados de la dependencia de la energia de adsorcion de Gibbs con la

temperatura del coldgeno sobre los cuatro recubrimientos, indican, al igual que

100



para la proteina ASB, que el proceso de adsorcidén es espontaneo. A temperatura
ambiente, los valores de AG.ys para los ensayos realizados con colageno se
presentaron en un rango entre -41,93 y -33,22 KJ/mol, estos valores son menores
a los obtenidos para los ensayos realizados con ASB a la misma temperatura, los
cuales fueron entre -35,72 y -29,92 KJ/mol, lo cual indica procesos de adsorcion
mas espontaneos para el colageno sobre los diferentes recubrimientos con
respecto a los ensayos con ASB. Sin embargo, a mayor temperatura (318 K), se
determind que para la adsorcion de ASB los valores de AGags fueron entre -49,73 y
-31,90 KJ/mol, mientras que para la adsorcion de colageno estos valores fueron
entre -39,67 y -34,37 KJ/mol, indicando que a mayores temperaturas la adsorcion
de ASB ocurre mas espontaneamente, mientras que la adsorcion de colageno es

mas espontanea a temperatura ambiente.
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Figura 46. Energia de adsorcion de Gibbs Vs Temperatura para adsorcion de colageno.

Solucién de Fosfatos pH=7,4.
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Los valores de AG.s indican que la modificacion con quitosano favorecié la
adsorcion de colageno sobre los recubrimientos. Se observa en todo el rango de
temperaturas una  disminucion en los valores de AGgs para
PLA/PLG/HAP/Quitosano y PLA/PLG/BV/Quitosano, con lo cual se corrobora que
la adsorcién de la proteina aumenta con la incorporacion de quitosano en el

recubrimiento.

A partir del valor de la pendiente y el intercepto de las graficas anteriores se
obtuvieron parametros del cambio de entalpia y entropia (Anexos VI, VII) los
cuales indican las reacciones exotérmicas o endotérmicas que se generan durante

el proceso de adsorcion.
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7 CONCLUSIONES

1. La modificacion de los recubrimientos dopados con zinc, de PLA/PLG/HAP y
PLA/PLG/biovidrio con el aumento de la cantidad de quitosano, presentdé un
efecto de incremento en el trabajo de adhesion, el cual fue mayor en los
recubrimientos con hidroxiapatita que en los recubrimientos con biovidrio. En
este orden de ideas, la interaccion hidroxiapatita-quitosano con recubrimientos
biodegradables presenta mejores propiedades superficiales de adhesion que la

de biovidrio-quitosano.

2. Se demostro0 que para la adsorcion de colageno los recubrimientos con
mezclas de polimeros, tanto con hidroxiapatita como con biovidrio, presentaron
mayor energia de adsorcion a temperatura cercana a la corporal, posterior a la
modificacion con quitosano. Mientras que para la proteina de albumina los
procesos de adsorcion fueron mas espontdneos en las superficies de los
polimeros con hidroxiapatita, independientemente del contenido de quitosano

en el recubrimiento.
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3. El comportamiento electroquimico de los recubrimientos observado en los
diagramas de Bode y Nyquist son representados satisfactoriamente por medio
de un modelo de elementos resistivos obtenido de un circuito equivalente, que
representa y ajusta los parametros obtenidos y las interfases (electrolito PBS /
monocapa proteinica / recubrimiento poroso / Cristal de cuarzo), relacionando

la impedancia total del sistema con la cantidad de proteina adsorbida.

4. El ajuste de los datos de cantidad de proteina adsorbida contra la
concentracion de proteina en un modelo de isoterma de Langmuir, concuerda

correctamente con un modelo de monocapa adsorbida.

5. El material compuesto que presentd mejores propiedades superficiales y el
mejor comportamiento en cuanto a adsorcion de proteinas fue el material con
relacion matriz polimérica/ hidroxiapatita 70/30, modificado mediante la adicion

de 0,5% en peso de quitosano.
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8 RECOMENDACIONES

Para complementar los resultados obtenidos en el presente en este trabajo, se
recomienda evaluar el desempefio del material compuesto modificado con
guitosano mediante ensayos de citocompatibilidad in vivo y realizar estudios para
valuar el efecto del quitosano sobre la velocidad de degradacién del material en

contacto con fluidos fisiolégicos, en futuras investigaciones.
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ANEXO I.
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ASB sobre recubrimientos en probetas de Ti6Al4V
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ANEXO I

Caracterizacion Biovidrio (BV)

Resultados Difraccion de Rayos X (DRX) Biovidrio

Desviacion
Fase cristalina Nombre Cuantitativo %
estandar
Cas(PO4)3(OH) Hidroxiapatita 31,2 0.4
Caz(POy,): Whitlockita 68,8 0.6
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ANEXO III.

Isotermas de Langmuir para adsorcion de ASB presentadas en su forma

linealizada.
4500 : 4000 ]
4000 A& 3500 3
~ 3500 = 3000 22
=~ =~
< zggg G 2500 =
— 2000 5 2000 7
S S
X 1500 2 & 1500
© 1000 o 1000
500 = _______+ __‘_/_f%____ 500 +—
0 | | 0 4-—'—‘-
0 001 002 003 004 005 0,06 0 001 002 003 004 0,05 0,06
Concetracién BSA (g/) Concetracién BSA (g/l)
© PLA/PLG/HAP B PLA/PLG/HAP/Q © PLA/PLG/HAP B PLA/PLG/HAP/Q
A PLA/PLG/BV X PLA/PLG/BV/Q A PLA/PLG/BV X PLA/PLG/BV/Q
(a) 298K (b) 308K
3000
2500
o
=~
a 2000 /
b
= 1500 / £2aad
]
£ 1000 —
o
500 +——
0 4i—-——l
0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracién BSA (g/1)
© PLA/PLG/HAP B PLA/PLG/HAP/Q
A PLA/PLG/BV X PLA/PLG/BV/Q
(c) 318K
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ANEXO IV.

Isotermas de Langmuir para adsorcion de coldgeno presentadas en su forma

linealizada.
6,0E+04 6,0E+04
5,0E+04 5,0E+04 %
= = /
G 4,0E+04 G 40E+04
B B 2
o 3,0e404 o 3,0e404 /{
s s
X 004 X 004
o /i (&S]
1,0E+04 T/ 1,0E+04
0,0E+00 ! | 0,0E+00 Ss=skgE=aE |
0 001 002 003 004 005 0,06 0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracién Colageno [g/I] Concetracién Colageno [g/I]
@ PLA:PGA:HAP M PLA:PGA:HAP:Q @ PLA:PGA:HAP M PLA:PGA:HAP:Q
PLA:PGA:BV X PLA:PGA:BV:Q PLA:PGA:BV X PLA:PGA:BV:Q
() 298K (b) 308K
1,2E405
1,0E+05 b
=
G 8,0E+04
)
o 6,0E+04
S
X 40e+04
o
2,0E+04
T ==
0,0E+00 ===
0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracion Colageno [g/I]
@ PLA:PGA:HAP B PLA:PGA:HAP:Q
PLA:PGA:BV X PLA:PGA:BV:Q
(c) 318K
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ANEXO V.
Isotermas de adsorcién de ASB adsorbida sobre recubrimientos poliméricos,
en solucion PBS.

8,0E-05 — — — 3,5E-05
7,0E-05 —— — | 3,0E-05
=~ B0E-05 o~ 2,5E-05
§ 50805 I g 2,0E-05
= 40E-05 —f = LsE.0
£ 30605 E " 22
- = = - 1,0£-05 . o
2,0E-05 +4 5 e ——— — — ¢
1,0E-05 I ! 5,0E-06
0,0E+00 - 0,0E+00
0 0,02 0,04 0,06 0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracion BSA (g/l) Concetracién BSA (g/1)
s PLA/PLG/HAP ==lli== PLA/PLG/HAP/Q e PLA/PLG/BV === PLA/PLG/BV/Q
(a) 298K
5,0E-04 EmE====m========= 3,5E-05 e e ')i(
4,5E-04 =2 =3 3,06-05 H N EEEE
4,0E-04
& 35604 o~ 25E-05
E 30604 € 2005
~ 25604 F < E
& W 1 5E-05
€ 20604 4 £ L |
= 15604 +f = 10805 Ff
LOE03 T 5,0E-06
5,0£-05 #_ = /0E i
0,0E+00 = ! ' T e 0,0E+00 -
0 001 002 003 004 005 0,06 0 001 002 003 0,04 0,05 0,06
Concetracién BSA (g/1) Concetracién BSA (g/1)
et PLA/PLG/HAP === PLA/PLG/HAP/Q e PLA/PLG/BV === PLA/PLG/BV/Q
(b) 308K
8,0E-04 ——— , 5,0E-05
7,0E-04 +— : — 4,5E-05
= 4,0E-05
o S0R0 T &~ 3,56-05
£ SO0E04 ==f € 3,0£05
< 40604 2 o5p05 £
2T I =: *Y:) y =
€ 30804 1 € 20805 =+
= okos gl = 1,5E-05
' f 1,0E-05 -
1,06-04 +f 5,0E-06
0,0E+00 M — S — 0,0E+00
0 0,01 002 0,03 004 0,05 0,06 0 001 002 003 004 0,05 0,06
Concetracién BSA (g/1) Concetracion BSA (g/l)
=t PLA/PLG/HAP === PLA/PLG/HAP/Q e PLA/PLG/BV == PLA/PLG/BV/Q
(c) 318K
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ANEXO VI.

Isotermas de adsorcién de coldgeno adsorbida sobre recubrimientos
poliméricos, en solucién PBS.

3,5E'06 : ::: :: 2,5E'06 T N I N I N o
3,0E-06 20606
& 25606 &~ E=s
§ 20006 L E 15606
B 15606 E [
£ , g 10E-06 :ﬁ: p—
= 1,0E-06 - e g
5,06-07 +f >0807 o
0,0E+00 0,0E+00 X
0 001 002 003 004 005 0,06 0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracién Colageno (g/l) Concetracién Colageno (g/l)
s PLA:PGA:HAP il PLA:PGA:HAP:Q s PLAIPGA:BY s PLA:PGA:BV:Q
(a) 298K
9,0E-06 1,4E-06 T T =
_ 3:85:82 _ i,ZE'gz ; *; ; : IIIIIIﬂ:
‘g 60E06 = T 7 i e S
S 50806 S 80E07 ]
%0 4,0E-06 %0 6,0E-07 +F
= 3,0E-06 —f = E
, 4,0E-07 -
= 2,0e06 = 4080
1,0€-06 20807 g
0,0E+00 } } } } 0,0E+00 X—
0 001 002 003 004 005 0,06 0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracién Colageno (g/l) Concetracién Colageno (g/l)
et PLA:PGA:HAP  ==fll==PLA:PGA:HAP:Q == PLA:PGA:BV === PLA:PGA:BV:Q
(c) 308K
1,4E-05 — 6,0E-07
1,2E-05 = 5,0E-07
NE 1,0E-05 NE 4,0E-07
{ 8,0E-06 1= & |
3 coroe F % 30E07 -:E:ﬁ
E [ € 20e07 +f
= 4,0E-06 - = 0507
2,0E-06 4 ” IIIIIII?!!!!!!! 2 1,0E-07 ‘5'
0,0E+00 - } | 0,0E+00 Y&
0 001 002 003 004 0,05 0,06 0 001 002 003 004 005 0,06
Concetracién Colageno (g/l) Concetracién Colageno (g/l)
et PLA:PGA:HAP  ==fll==PLA:PGA:HAP:Q == PLA:PGA:BV === PLA:PGA:BV:Q
(d) 318K
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ANEXO VII.

Parametros termodinamicos Adsorcion de Colageno.

Recubrimiento T [K] AG [KJ/mol] | AH [KJ/mol] | AS [J/molK]
298 -37,59

PLA/PLG/HAP 308 -41,26 -26,91 25,78
318 -39,67
298 -41,93

PLA/PLG/HAP/Q 308 -41,60 -120,67 -261,55
318 -36,75
298 -33,22

PLA/PLG/BV 308 -33,49 -7,45 104,05
318 -37,19
298 -33,85

PLA/PLG/BV/Q 308 -36,32 27,15 200,55
318 -34,37

Parametros termodinamicos Adsorcion de ASB.

Recubrimiento T [K] AG [KJ/mol] | AH [KJ/mol] | AS [J/mol]

298 -31,38

PLA/PLG/HAP 308 -38,96 71,19 348,68
318 -38,32
298 -34,89

PLA/PLG/HAP/Q 308 -43,20 187,61 747,34
318 -49,73
298 -35,73

PLA/PLG/BV 308 -35,35 -31,90 12,26
318 -35,96
298 -29,92

PLA/PLG/BV/Q 308 -32,82 -0,93 99,40
318 -31,90
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