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Resumen

El titanio por sus propiedades de biocompatibilidad es utilizado en muchos implantes quirdrgicos. Una vez que este
reposa en el organismo se debe evitar la liberacion de iones a los tejidos circundantes y al mismo tiempo que se
mantenga fijo. Para esto, se decidié injertar una amina a la superficie del metal para poder enlazarlo con las proteinas
del cuerpo, utilizando dos técnicas de recubrimiento: Electroinjerto y Autoensamblaje. En la primera técnica se usaron
paréametros de voltametria ciclica, varidndose solventes y tipos de electrolitos. En autoensamblaje se escogié dos tipos
de deposiciones, la silanizacion y deposicion en dopamina. Ademas se hizo estudios de estabilidad simulando un
ambiente fisioldgico con una solucién de PBS y la interaccion de la amina con un biopolimero para simular las
proteinas del cuerpo que se atan a la superficie del titanio. Se realizé diferentes técnicas de caracterizacion, como
SEM, AFM, EDS, etc., para conocer la modificacion la superficie del titanio. La técnica que logré mejores resultados
fue la de autoensamblaje.
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Abstract

Titanium for biocompatibility properties are used in many surgical implants. When this rest on the human body, it
must prevent the release of ions into the surrounding tissue and to remains fixed. For this it was decided to graft the
amine to the metal surface to bind with proteins in the body, using two coating techniques: Electrografting and Self-
Assembly. In the first technique used cyclic voltammetry parameters, various solvents and types of electrolytes. In self-
assembly was chosen two types of depositions, silanization and deposition of dopamine. Besides stability studies were
made simulating a physiological environment with a solution of PBS and the interaction of the amine with a biopolymer
to simulate the body's proteins that bind to the surface of titanium. We performed several characterization techniques
such as SEM, AFM, EDS, etc., to prove the surface modification of titanium. The technique achieves better results was
the self-assembly.

Keywords: Titanium, implants, amine. electrografting, self-assembly.

1. Introduccion no sean toxicas, que no sean cancerigenas y que
presenten gran resistencia mecanica.
Los recubrimientos organicos tienen una gran Metales como el acero inoxidable, el titanio y sus

importancia en el campo industrial y hoy en diaen el ~ aleaciones son los mas utilizados como materiales
campo de la biomedicina. Las sustancias Paraimplantes gracias a su resistencia mecanicay a su
farmacoldgicamente disefiadas para ser incorporadas o~ resistencia a la corrosion.

implementadas en un ser vivo son conocidas como  El gran problema que se presenta en este tipo de
biomateriales, los mismos pueden ser ceramicas, implantes son los posibles dafios que se generan por la
macromoléculas naturales como los biopolimeros, liberacion de iones en el organismo y ademas por su

polimeros  sintéticos, metales y materiales falta de oseointegracion. De aqui nace la necesidad de
compuestos. Estas  sustancias  deben  ser recubrir los implantes metélicos con polimeros que
biocompatibles y para ello se necesita que sean Mejoren su biocompatibilidad, de modo que se
quimicamente estables, que no reaccionen con el aprovechan las ventajas de los metales y a la vez la
medio circundante, que no se degraden con el tiempo, ~ del recubrimiento de polimero.
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El titanio es un material que cumple con las
caracteristicas de biocompatibilidad, sin embargo,
existe la posibilidad de mejorarlas con la aplicacion de
algin  recubrimiento de tipo organico, este
recubrimiento puede ser un polimero que tenga un
grupo amino en su estructura para que este grupo
funcional sirva de enganche para que las moléculas
del organismo puedan reconocer de mejor modo el
implante y no lo rechacen.

Para depositar estos polimeros organicos sobre
superficies metalicas se han realizado algunos
experimentos utilizando diferentes técnicas, ya que la
interaccion metal-tejido depende intimamente del
tratamiento que se le dé a la superficie del implante.

La técnica de electroinjerto se ha utilizado hasta
ahora para recubrir superficies conductoras vy
semiconductoras depositando una fina capa de
pelicula orgéanica sobre los mismos mediante la
aplicacion de potencial para la etapa de injerto del
polimero a dicha superficie, sin embargo, en el campo
de implantes de titanio, pocas han sido las
investigaciones de la utilizacion de esta técnica con la
finalidad de mejorar la biocompatibilidad del titanio.

La técnica de autoensamblaje se ha utilizado para
depositar distintos tipos de aminas sobre superficies,
la cual es una técnica de recubrimiento que ensambla
moléculas sin la orientacién o gestion de una fuente
externa. Se la utiliza en muchos sistemas bioldgicos
para el ensamble de varias moléculas y estructuras, en
ella las reacciones ocurren espontaneamente. La
técnica que presenta mejores resultados es la de
silanizacion, la cual consiste en la deposicion de
alcoxisilanos  sobre  superficies oxidadas. La
deposicion de dopamina sobre un substrato metélico
también es una técnica de autoensamblaje que se
utiliza para recubrir superficies metalicas.

2. Trabajo Experimental

Para modificar la superficie del titanio se utilizaron
dos técnicas, la de electroinjerto y la de
autoensamblaje. Se trat6 de recubrir la superficie con
tres mondmeros distintos, cuya caracteristica en
comin fue el grupo amino que poseen en su
estructura.

2.1. Electroinjerto

Esta técnica electroquimica sirve para injertar un
monomero a una superficie polarizada catédicamente,
para ello se necesita suministrar un potencial negativo
a una celda electroquimica utilizando un potenciostato
convencional para aplicar la técnica de voltametria
ciclica.

Dichos electrodos de trabajo necesitaron de un
tratamiento para ser utilizados, las placas de titanio
puro eran utilizadas como electrodo de trabajo, por
ello era necesario la desoxidacion de su superficie
dejando la placa sumergida por dos minutos en una
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solucion de HF (1% v/V)|[HNO; (10% v/v), el
electrodo de referencia utilizado fue el de calomel, el
cual fue escogido por ser un electrodo universal, de
potencial constante y conocido, y ademas se necesito
de una malla de platino, la misma que es utilizada
como electrodo auxiliar por ser un metal inerte. En
este caso particular el potenciostato sirvi6 para aplicar
potencial negativo entre el electrodo de trabajo y el
electrodo de referencia, de modo que cualquier
cambio que se diera en la respuesta de potencial vs
corriente se debiera al electrodo de trabajo, para no
alterar el potencial constante del electrodo de
referencia, el flujo de electrones se los hacia pasar por
el electrodo auxiliar para evitar que el electrodo
euxiliar se polarice.

Ademas de los electrodos, la celda electroquimca
necesitaba una solucion, la cual estaba conformada
por el monémero a ser injertado, los electrolitos y el
solvente. Era necesario que esta solucion se encuentre
libre de oxigeno, para ello se la purgaba con gas
nitrégeno por 20 minutos.

El monémero utilizado fue el aminoetil metacrilato
conocido también como AEMA, el cual fue escogido
porque en su estructura contenia el grupo amino
necesario y ademas el doble enlace C=C que es
requisito fundamental para que el substrato negativo
(debido a su polarizacion catddica) pueda atacar al
carbono menos sustituido y tomar su enlace injertando
el mondmero en su superficie.

Cuando los electrodos y la solucion estaban listos,
se conectd los electrodos al potenciostato modelo
263A Princeton Applied Resarch, y mediante el
programa M270 se introdujo los diferentes parametros
requeridos para que se pueda aplicar la técnica de
voltametria ciclica. Los diferentes parametros que se
variaban en la técnica de voltametria fueron Ila
velocidad de escaneo, los limites de potencial y el
nimero de ciclos. Una vez ejecutado el proceso de
aplicacién de potencial en el programa, se exportaron
los datos y mediante un programa de calculo se
procedio al andlisis de los datos.

2.2. Autoensamblaje

Para la aplicacion de esta técnica se necesitaba de
un tratamiento quimico a la superficie del titanio
comercial, tanto para la silanizacién como para la
deposicion de dopamina.

Se utilizo titanio comercial el cual al estar expuesto
al ambiente contenia impurezas, se limpiaba con un
desengrasante, en este caso ciclohexano por 10
minutos en un bafio ultrasonico, para remover
elementos extrafios en la superficie debido a la
adsorcion de hidrocarburos.

El siguiente paso fue desoxidar, ya que el titanio al
estar en estado puro se oxida facilmente en presencia
del aire del entorno, se us6 acido para remover la capa
de 6xido impuro y todos los contaminantes que no se
pudieron eliminar en el paso anterior. El acido
clorhidrico 10N no debilitaba la superficie del titanio
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y disolvia las sales del titanio. Es posible que
quedaran restos de iones cloro en la superficie para
esto utilizabamos agua doblemente destilada durante
30 minutos en un bafio ultrasonico, obteniendo una
superficie con enlaces de grupos hidroxilos.

Debido a que necesitdbamos que el titanio fuera
biocompatible, se recurria a una oxidacién intencional
a la superficie limpia del titanio, el método utilizado
es el menos agresivo, es una mezcla de NH4/H,0,/H,0
durante veinte minutos en bafio maria a 80°C.
Finalmente, teniamos una superficie con mayor
cantidad de enlaces de grupos hidroxilos.

Se utilizaron dos métodos para injertar una amina
para mejorar la adhesién del implante a un sistema
fisiologico: la silanizaciéon y la deposicion de
dopamina.

En la silanizacion, un alcoxisilano se hidroliza
liberando alcoholes y produciendo una molécula de
aminosilanol, otra molécula de aminosilanol se
condensa mediante sus grupos hidroxilo liberando
agua y formando wuna oligomerizacion de las
moléculas de aminosilanol. EIl tercer grupo alcoxido
hidrolizado va a orientar sus enlaces de hidrégeno
hacia los grupos hidroxilo del titanio, formando
enlaces de hidrégeno. Finalmente, se forma un enlace
covalente con la superficie del titanio y se libera agua.
Cabe recalcar, que por cada &omo de silicio se
obtiene un grupo silanol libre que reacciona con la
siguiente capa de silanos, y es asi como se mejora la
adhesion por las redes de polimeros que se crean.

En el método de la deposicion de dopamina, aun la
comunidad cientifica no conoce como es su
mecanismo de reaccién, se intuye que al tener un
anillo bencénico con una amina en un extremo y los
enlaces hidroxilo en el otro, se condensan con los
enlaces hidroxilo de la superficie del titanio para
enlazarse a éste y liberando agua, y es posible que a su
vez esta molécula de agua interactué nuevamente con
la dopamina que se encuentra injertada al titanio
formando una dopamina libre.

Los mecanismos de reaccion de la silanizacion y
deposicion de dopamina se presentan en la figura 1y
figura 2 respectivamente.
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Figura 1. Mecanismo de reaccion de la silanizacion
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Figura 2. Mecanismo de reaccion de la deposicion
de la dopamina

3. Resultados

Para obtener los diferentes resultados del presente
trabajo se utilizaron técnicas como la voltametria
ciclica (VC)*, para conocer la existencia de actividad
quimica en la superficie del titanio mediante el
analisis de sus voltamogramas, microscopia
electrénica de barrido (SEM) para obtener imagenes
con mucha magnificacién de la superficie del titanio,
microscopia de fuerza atémica (AFM) para obtener
imagenes de la topografia de la superficie y la
rugosidad de la misma, espectroscopia de energia
dispersiva de rayos X (EDAX) para conocer los
distintos compuestos presentes en la superficie, la
medicion del &ngulo de contacto estético para conocer
la mojabilidad de la superficie, es decir, si la misma
era hidrofilica o hidrofébicas, la técnica de
elipsometria (EIl) para conocer los espesores de las
capas depositadas sobre la superficie del titanio y la
espectroscopia de masas por ionizacion por
electroespray.

3.1. Resultados de electroinjerto

Los resultados presentados en la técnica de
electroinjerto no demostraron un buen recubrimiento
de la superficie después de haber sido modificada con
esta técnica.

Los diferentes voltamogramas que se obtuvieron
demostraron presencia de actividad quimica en la
superficie del titanio, sin embargo al observar las
imagenes obtenidas con el microscopio electrénico de
barrido y el microscopio de fuerza atémica resulté que
aquellas superficies que fueron modificadas con las
soluciones que contenian el monémero AEMA
comparadas con las que no contenian dicho
monomero no presentaron mayor diferencia, es decir,
no se vio diferencia en sus topografias ni en sus
rugosidades.

! Las siglas que aparecen entre paréntesis

corresponden al nombre de las técnicas en inglés.
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solucion acuosa que contiene monémero
AEMA, entre Vca y -1.6 V. velocidad de
barrido 20 mV/s. AET0026A
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Figura 4. Imagenes de superficie modificada en
solucién con AEMA (AET0024-3) y en solucion sin
AEMA (RET0011-3) obtenidas por microscopia
electrénica de barrido.
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Figura 5. Imagenes de superficie modificada en
solucion con AEMA (AET0024-F) y en solucién sin
AEMA (RET0011-A) obtenidas por microscopia de

fuerza atémica.

3.2 Resultados de Autoensamblaje

El titanio comercial presentd en su superficie
ciertas estrias y una rugosidad de 52 nm debido a la
adsorcion de hidrocarburos en la superficie. Cuando
fue sometido a pre tratamiento, se observd una
superficie con una mayor cantidad de estrias pero con
ciertas zonas de rugosidad, una vez que esta superficie
se oxido intencionalmente se obtuvo una rugosidad
uniforme en toda la region, por los enlaces de grupos
hidroxilos. Ademas el titanio comercial presentd
mayor angulo de contacto pero la superficie se volvio
mas hidrofilica cuando ocurri6 la oxidacion.

Figura 6. Imagenes de Titanio comercial, antes de
ser sometido a tratamiento quimico, SEM y AFM

TITANIO PRETRATADO

TITANIO OXIDADO

4

Figura 7. Imagenes de Titanio pretratado y oxidado
obtenidas por SEM

En la silanizacién, se utiliz6 dos concentraciones
de APTES de uno y cinco por ciento, con dos tiempos
de reaccién, de una y veinticuatro horas. En las
imagenes de microscopia de barrido electrdnica, se
observaron aglomeraciones de las moléculas de
APTES en la superficie del titanio. En una
concentracién baja, se pudo analizar que se
encontraron depositadas en una sola area, pero al
aumentar el tiempo de reaccion no solo aumentaron
las aglomeraciones sino que estas se encontraron en
toda la superficie y uniformemente. Lo mismo ocurrié
en las mediciones del angulo de contacto, donde a
mayor tiempo de reaccion el angulo de contacto
aumenta el angulo de contacto, es decir menos
hidrofilicas. La rugosidad aument6 a medida que el
tiempo de reaccion aumentaba.

Cuando aumentamos la concentracion a cinco por
ciento, se observd mayor cantidad de aglomeraciones
distribuidas en toda la superficie, pero se mantuvo la
tendencia de los tiempos de reaccion, que a menor
tiempo estas aglomeraciones se encontraron
localizadas en una sola region mientras que a mayor
tiempo de reaccion se encontraron uniformemente
distribuidas en toda la superficie.

Al aumentar la concentracion la superficie se
volvié mas hidrofilica, pero se mantuvo la tendencia
de que a mayor tiempo de reaccion mayor fue el
angulo de contacto. En un anélisis de la composicion,
se obtuvo que a mayor concentracién mayor cantidad
de silicio se encontraba en la superficie y a la vez
aumentd el porcentaje de carbono y oxigeno debido a
la presencia de APTES, pero el porcentaje de titanio
disminuy6, ya que existia una capa de siloxano
recubriendo la superficie.
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TITANIO CON 5% APTES (1H) TANIO CON 5%APTES (24H)
S 1 . —

Figura 8. Imagenes de Titanio con 5% APTES 1
hora y 24 horas, obtenidas por SEM

TITANIO CON 5% APTES (1H) TITANIO CON 5%APTES (24H)

Figura 9. Imagenes de Titanio con 5% APTES 1
hora y 24 horas, obtenidas por AFM

En la deposicion de dopamina, se mantuvo la
concentracién pero se varié los tiempos de reaccion de
tres y veinticuatro horas, no se visualizd la misma
representacion de aglomerados como en la
silanizacion debido que la dopamina depositd una
capa bien fina y homogénea en la superficie, es por
esto que se hicieron analisis de rugosidad, y a mayor
tiempo de reaccion la superficie tuvo mayor
rugosidad. Esto indica que existi6 un mejor
recubrimiento de la amina en la superficie. En las
mediciones del &ngulo de contacto a mayor tiempo de
reaccion la superficie aumenta la mojabilidad de la
superficie. En los analisis de composicion, se obtuvo
que a mayor tiempo de reacciébn mejor fue el
recubrimiento ya que disminuy0d el porcentaje de
titanio y aument6 el porcentaje de carbono.

DOPAMINA 3H DOPAMINA 24H

RUGOSIDAD: 144,05 nm

RUGOSIDAD: 205,29 nm

Figura 10. Imagenes de Titanio con dopamina 3
horas y 24 horas, obtenidas por AFM

Se hicieron ensayos de estabilidad con un
biopolimero en este caso, gelatina que es una proteina
que simuld ser parte del cuerpo humano y ademas
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incubaciones en PBS para simular una solucion
fisiolégica. Esto se hizo para analizar como
reaccionaban ambos métodos para mejorar la
biocompatibilidad.

En el caso de la silanizacion se observé que las
multiples capas de APTES se entrecruzaban con la
gelatina, y la rugosidad de la superficie aumenta. La
mejor representacion fue en 5% APTES con 24 horas
de reaccion. En la deposicion de dopamina, su
recubrimiento en gelatina fue muy fina, y a mayor
tiempo de reaccion tenia interactuaba mejor.

APTES 5% GEL (2H)

Figura 11. Imagenes de Titanio con 5% APTES 1
hora y 24 horas en incubacion de 1y 24 horas en
gelatina, obtenidas por SEM

DOPAMINA-GEL 24H

')

Figura 12. Imagenes de Titanio con dopamina en
gelatina en incubacion de 3y 24 horas en gelatina,
obtenidas por SEM

En incubaciones en PBS las superficies del titanio
tendieron a ser mas hidrofilicas, aunque en Ia
oligomerizacion de los aminosilanoles tuvieron mayor
angulo de contacto debido a que los siloxanos crearon
una capa de impenetrabilidad. Mientras que en la
dopamina se observaron mejores resultados de
estabilidad.

4. Conclusiones

En la silanizacion, a mayor tiempo de reaccion,
mayor es el angulo de contacto y se presenta un
aumento de la rugosidad de la superficie, debido a la
presencia de siloxanos, por los aglomerados. Esto
también ocurre al aumentar la concentracion.

En la deposicion de dopamina, a mayor tiempo de
reaccion mejor es el recubrimiento de la superficie.
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Los parametros utilizados en este trabajo con la
técnica de electrografting no presentaron buenos
resultados para recubrir la superficie del titanio.

De las tres técnicas utilizadas, la deposicion de
dopamina ofrece mejores resultados en cuanto al
recubrimiento del substrato de titanio.
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