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1. INTRODUCCION

1.1. MATERIALES IMPLANTABLES

El factor mas importante que distingue un biomaterial de cualquier otro material es su
capacidad para poder mantenerse en contacto con los tejidos del cuerpo humano sin producir
reacciones adversas. Atendiendo a este requisito, se engloba en el grupo de los biomateriales a
aquellos materiales sintéticos o de origen bioldgico, que no producen danos al ser puestos en
contacto con tejidos vivos o con fluidos fisioldgicos y que pueden emplearse para tratar o
reemplazar una parte de un sistema vivo (Williams, D.F., 2009). Por lo tanto, los materiales
seleccionados para ser implantados en el organismo deben cumplir una serie de requisitos que
dependerdn de la aplicacion médica especifica para la que vayan a ser requeridos; en general,
deben ser quimicamente estables e inertes, no deben ser tdxicos, ni trombogénicos, ni irritantes.

Los biomateriales pueden ser de origen artificial o biolégico (Barrére, F. et al. 2008). En el
primer tipo se pueden incluir los materiales metalicos, poliméricos y cerdmicos, o compuestos
entre los anteriores. El grupo de los biomateriales de origen bioldgico comprende, por ejemplo,
fragmentos de huesos o injertos de piel, obtenidos del propio individuo (autégeno), de un
donante distinto al que recibird el implante (alo-injerto) o incluso proveniente de otra especie
qgue no sea humana (xero-injerto). Retomando los biomateriales de origen artificial, cabe
destacar que los materiales metalicos y sus aleaciones, son los mas utilizados para sustituciones
dseas, como implantes ortopédicos y dentales. Este hecho puede deberse a que poseen una
mejor resistencia al desgaste mecdnico, resistencia a la fatiga, ductilidad y tenacidad en
comparaciéon con los materiales ceramicos y poliméricos. Ademas, estos materiales son capaces
de soportar la carga adecuada para su funcién. Los metales mds usados para la fabricacién de
implantes son el acero inoxidable, las aleaciones de cobalto con cromo y las de magnesio, el
titanio puro (Ti) y algunas de sus aleaciones (Chen, Q. y Thouas, G.A., 2015). Las aleaciones de
base titanio tienen una alta resistencia mecanica y un modulo de elasticidad mas bajo que otros
metales, lo que se asemeja mas al del hueso. A su vez tienen una alta resistencia a la corrosién
como consecuencia de la formacién espontanea de la capa pasiva de dxido de titanio muy bien
adherida, lo que las ha convertido en unas de las aleaciones mas utilizadas para aplicaciones
ortopédicas y con mejor respuesta en contacto con células (Geetha, M. et al., 2009).

Si nos fijamos en el comportamiento del material una vez esta implantado en el cuerpo
humano, se puede hacer una clasificacién de los biomateriales en funcién de si son materiales
biotolerables, bioactivos o biorreabsorbibles. Los materiales biotolerables son aquellos que
producen una reaccion minima a cuerpo extraifo. En general, estos materiales tienen por
respuesta a la implantacion la formaciéon de una capsula delgada de tejidos organicos,
principalmente coldgeno, que no se adhiere a la superficie del implante. Algunos de estos
materiales son el politetrafluoroetileno (PTFE) (Jagur-Grodzinski, J., 1999), el
polimetilmetacrilato (PMMA) (Yue Sa et al., 2016) y los biomateriales de origen metalico. Uno de
los inconvenientes que pueden tener este tipo de biomateriales es el alto porcentaje de rechazo
que sufren los mismos por parte del organismo. Los materiales bioactivos son aquellos que
permiten la formacién de tejido éseo a su alrededor, integrandose fuertemente con la superficie
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del mismo y haciendo que se produzca la aceptacion del implante, con el consiguiente éxito de la
implantacion. Entre estos materiales estan aquellos compuestos por fosfato de calcio sintético
(Ebrahimi, M. et al, 2017), como la hidroxiapatita (HAP). Por ultimo, los materiales
biorreabsorbibles son aquellos que una vez puestos en servicio, son sustituidos por los tejidos
del organismo, es decir aquellos materiales cuya masa disminuye gradualmente con el tiempo de
manera que permiten ser integrados en el tejido y metabolizados hasta su completa
desapariciéon. Algunos de estos materiales son los polimeros de acido polilactico (Wang, M. et
al., 2001) y poliglicdlico (Nair, L.S. y Laurencin, C.T., 2007).

"
e

D\ L/

A
o

A Y

Figura 1. Ejemplos de prdtesis o implantes metalicos. a) Protesis de esterndn y costillas, realizadas en
titanio (Imagen recuperada de pagina web 1), b) prétesis de cadera (Imagen recuperada de pagina web 2)
y ¢) implantes dentales (Imagen recuperada de pagina web 3).

En el caso de proétesis para sustitucion ésea (Fig. 1), por ejemplo, se pretende que el
material implantable no sea entendido por el cuerpo como un ente extrafio. Al contrario, se
busca que la superficie del material ofrezca a las células dseas un contexto adecuado para su
adhesion y proliferacion, de modo que el dispositivo acabe integrandose con el tejido éseo. Para
conseguir este ambiente adecuado, la superficie ha de exponer a las células una terminacién que
mimetice un entorno biolégico, de modo que pueda ser reconocida por las mismas.

1.1.1. Biocompatibilidad

Una definicidn muy completa de biocompatibilidad es la que propone David F. Williams
(Williams, D.F., 2008), que la define como "la capacidad de un dispositivo de uso permanente
para realizar la funcidon para la que se disefid, incorporandose en el receptor en el grado
pretendido sin provocarle ningin efecto local o sistémico no deseado". Los requisitos para que
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un material sea biocompatible son complejos y varian dependiendo de las funciones médicas
para las que sean requeridos. Asi, los materiales utilizados para implantes ortopédicos deben
estar fabricados por elementos no tdxicos, para no causar reacciones inflamatorias o alérgicas
en el cuerpo humano. Pero algunos de los materiales utilizados satisfactoriamente en cirugia
ortopédica podrian ser inapropiados para aplicaciones cardiovasculares debido a sus
propiedades trombogénicas.

Los estudios realizados en esta tesis se centran en materiales metalicos utilizados para la
fabricacion de protesis para sustitucion dsea e implantes dentales, y por lo tanto deben ser
materiales cuyas caracteristicas les permitan permanecer implantados en el organismo durante
un largo periodo de tiempo sin ser rechazados. Algunas de las caracteristicas que deben cumplir
son (Manam, N.S. et al., 2017):

e No toxicidad. La fabricacién de implantes metdlicos requiere el uso de elementos
inertes o existentes como oligoelementos en el cuerpo humano.

e Alta resistencia a la corrosién, ya que el ambiente del cuerpo humano es en general
muy agresivo. La mayoria de los fluidos corporales contienen un gran numero de
iones en suspension, aminoacidos y proteinas solubles que se pueden adsorber en la
superficie del implante, provocando reacciones quimicas o electroquimicas que
pueden producir un deterioro en la superficie del material. Al liberarse iones
metalicos, se puede inducir una reaccién adversa del organismo, local si es cerca del
material, o remota si la repercusion es en otro drgano.

e Propiedades mecanicas adecuadas. Las de mayor importancia para la fabricacion de
implantes para la sustitucién dsea son el mdédulo de Young, la resistencia a la
traccion y la dureza. Una vez implantado, el material va a estar sometido de forma
continua a diferentes tipos de estrés que pueden debilitar su resistencia. También se
busca que presenten unas propiedades mecanicas similares a las del hueso que va a
sustituir.

e Alta resistencia al desgaste. Este es un problema inevitable en cualquier reemplazo
de articulaciones, independientemente del material que se utilice, ya que el sistema
esquelético tiene varios tipos de articulaciones moéviles, aquellas que estan en
contacto con los huesos largos (como la cadera, rodilla, tobillo, hombro y codo) y
aquellas articulaciones mas estaticas (como la mufieca, el craneo y los dientes).

e Tener capacidad de osteointegracion. El proceso de osteointegracion se define como
una conexién directa, estructural y funcional entre el hueso vivo y la superficie de un
implante (Albrektsson, T. et al., 1981) y es fundamental en la sustitucidon ésea
mediante biomateriales. La incapacidad del implante de integrarse al hueso
circundante y a otros tejidos que le rodean, puede provocar que se forme entorno a
él una capsula fibrosa, que en ocasiones es motivo de fracaso de la implantacién por
rechazo inflamatorio o por impedir el anclaje o fijacion del implante en el tejido
receptor. Factores como la composicion quimica de la superficie del material y la
topografia deben ser considerados para que se produzca una buena
osteointegracion.
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1.2. RESPUESTA DE LOS MATERIALES IMPLANTABLES EN UN ENTORNO
BIOLOGICO

Las propiedades mecdanicas de los biomateriales de las que hemos hablado en el apartado
anterior son fundamentales para una correcta seleccién de los materiales para cada una de las
aplicaciones biomédicas especificas. Pero hay que tener en cuenta que en los eventos
posteriores a la implantacién lo que se producen son interacciones entre el entorno bioldgico y
la superficie del material. Por lo tanto, la superficie del material desempefia un papel
extremadamente importante para la integracién del implante con el tejido que le rodea vy si sus
propiedades superficiales no son las adecuadas, el implante puede fallar y ser rechazado por el
organismo. Por ejemplo, un material metalico utilizado para la sustitucién dsea puede tener
excelentes propiedades mecdnicas de carga, pero si la superficie del material no promueve la
osteointegracion, este material no sera una buena eleccién para esta aplicacion a menos que se
modifique su superficie.

Tan pronto como un material se implanta en el cuerpo humano entra en contacto con
fluidos fisioldgicos y su superficie se cubre con moléculas presentes en el organismo. Este
proceso ha sido descrito por B. Kasemo (Kasemo, B., 2002), quien propone una sucesion de
eventos para describir lo que ocurre en la interfase del implante con el medio que le rodea. De
forma resumida, las primeras biomoléculas que alcanzan la superficie a los pocos nanosegundos
de establecerse el contacto son las moléculas de agua (Figura 2a). Se sabe que el agua interactda
y se une de manera muy diferente en las superficies dependiendo de las propiedades de éstas.
Por lo tanto, se van a observar dos tipos de estructuras diferentes para el agua en contacto con
las superficies, una distribucion menos densa de agua en las superficies hidréfobas y otra mas
densa en las superficies hidrdfilas (Vogler, E.A., 1998). En superficies hidrofilas las moléculas de
agua pueden disociarse formando una estructura de grupos —OH sobre ellas, o bien se pueden
adsorber directa y fuertemente en forma de H,0. Sin embargo, en superficies hidréfobas, las
moléculas de H,0 sin disociarse, se adsorben débilmente a la misma. El segundo evento que
ocurre tras el contacto del biomaterial con los fluidos fisioldgicos, es la adsorcidon de iones
hidratados que estan presentes en el medio bioldgico (Figura 2b), formando una doble capa.
Seguidamente, se adsorben las proteinas y otras biomoléculas (Figura 2c). Esta capa inicial
servird de acondicionamiento del material para facilitar la interaccién con las células (Figura 2e)
y dado que estas dependen de proteinas especificas para lograr anclarse a una superficie, la
composicion de la capa de proteinas adsorbida puede estimular una respuesta constructiva en
las células y por tanto la integracion del material con el tejido (Wei-Bor Tsai et al., 1999). Es
decir, la capa de proteinas adsorbidas va a actuar como mediador entre la superficie del material
y los receptores celulares.

Una vez concluye la formacion de esta capa precursora, es de esperar que se produzca la
adhesion de las células dseas en la superficie del implante y que ademads, estas células
proliferen, hecho que conduce a la osteointegracion del implante y por lo tanto a que sea
aceptado por el cuerpo en el que se inserta. Ahora bien, hay que tener en cuenta que el éxito de
un implante puede verse afectado por otros procesos que pueden suceder una vez posicionado
este en el paciente. Entre otros se encuentran los procesos inflamatorios como respuesta a la
implantacion, el aflojamiento de las protesis o incluso pequefios desplazamientos, que dan lugar
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a la formaciéon de una capsula fibrosa e impiden la correcta osteintegraciéon del dispositivo.
Ademas, en el caso de que haya presencia de bacterias en el medio, estas competirdn con las
células eucariotas por el acceso y la colonizacidn de la superficie del material (Gristina, A., 1987).
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Figura 2. Secuencia de eventos que ocurren al colocar un biomaterial dentro del cuerpo humano
(Imagen recuperada de Rodil, S.E., 2009).

Como ya se ha mencionado, las propiedades superficiales del biomaterial son
determinantes para dirigir estos eventos que se producen tras la implantacion del material.
Entre las propiedades fisico-quimicas de las superficies que se ha probado que tienen una gran
influencia en su interaccién con los fluidos y tejidos bioldgicos se encuentran la hidrofobicidad e
hidrofilicidad de la superficie, que determinan su mojabilidad, la energia libre superficial, la
composicion quimica, la carga superficial y la topografia (Spriano, S. et al, 2017). Estas
propiedades, por lo general, estan interrelacionadas y es dificil diferenciar los efectos de cada
una de ellas de forma individual. El papel de la mojabilidad, que estd condicionado por la
topografia de la superficie y la composicién del implante, es uno de los factores mas importantes
en la determinacion de qué proteinas se adsorben sobre la superficie y por lo tanto, en la
adhesidén y proliferacién celular (Boyan, B.D. et al., 1996).
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1.3. MODIFICACIONES SUPERFICIALES EN MATERIALES IMPLANTABLES
METALICOS

Es complicado encontrar un material que cumpla con todos los requisitos para una
aplicacion dada y los biomateriales no son una excepcion. Asi, en el ambito de los biomateriales
es frecuente realizar modificaciones superficiales a los materiales elegidos para la fabricacién de
prétesis y conseguir mejorar su rendimiento una vez implantado en el cuerpo humano. Se han
estudiado una gran variedad de estrategias que optimizan la integracidon del implante. Por
ejemplo, la rugosidad de la superficie causa gran influencia en la adhesion y el crecimiento
celular (Jager, M. et al., 2007) y también otros estudios han mostrado que modificaciones de la
topografia superficial pueden provocar un cambio en la orientacidon de las células adheridas
(McKee, C.T et al., 2011).

Los métodos empleados para modificar las superficies de los biomateriales metdlicos se
pueden clasificar en métodos quimicos o fisicos, segin el mecanismo de formacion de la capa de
6xido modificada. Para el titanio y sus aleaciones, los métodos quimicos que se suelen emplear
se basan principalmente en las reacciones quimicas que se producen en la interfase entre el
titanio y una disolucidon (Xuanyong Liu, et al., 2004). Los mas comunes son tratamientos
realizados con acidos para retirar la contaminacién e incluso parte de la capa de 6xido y asi
obtener una superficie limpia, tratamientos realizados con H,0, que reacciona con la superficie
del titanio produciendo geles de peréxido de titanio, deposicion de peliculas delgadas por sol-
gel, deposicién de peliculas delgadas por evaporacion térmica o adsorcidon y autoensamblado de
biomoléculas. En principio, las modificaciones quimicas que conducen a la funcionalizacién
superficial controlada pueden aplicarse también a otros tipos de biomateriales tales como los
polimeros (Ramakrishna, S. et al., 2001). Por ejemplo, se han realizado estudios sobre el acido
poli-(lactico-co-glicdlico) en los que se realiza una modificacion de la nanoestructura de su
superficie por ataque quimico con NaOH, dando como resultado un material con nuevas
caracteristicas superficiales capaces de aumentar la actividad de diversos tipos de células (Miller,
D.C. et al., 2004).

Los métodos fisicos mds comunes que se utilizan para modificar las superficies del titanio y
sus aleaciones y asi obtener una topografia superficial especifica son los métodos mecdnicos,
como el mecanizado, el pulido, el chorreado con particulas y los tratamientos realizados con
laser (Xuanyong Liu, et al., 2004). Ademas de estos métodos fisicos hay otros, que también se
pueden incluir en esta categoria. Uno de los mds utilizados para la obtencion de peliculas
porosas es el spray térmico y para la obtencién de peliculas densas y mas duras se suele utilizar
el bombardeo de la superficie con particulas energéticas (sputtering). También se consideran
métodos fisicos para la modificacion de estas superficies la implantacion idnica, la
funcionalizacion con grupos amino, hidroxilo o carboxilo, mediante descargas gaseosas y la
activacion de la superficie mediante radiacidon ultravioleta, normalmente en el rango del
ultravioleta C (UV-C).

La mayoria de estos tratamientos pueden modificar la composicidon quimica, la topografia o
incluso el espesor de la capa de éxido superficial y por lo tanto las propiedades que esta confiere
a la hora de integrarse el material en el medio que le rodea. En este sentido, la radiacién UV-C es
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capaz de modificar propiedades como la hidrofobicidad de superficies de titanio sin producir
cambios en la composicidn, topografia o espesor de la capa de pasivado (Pacha-Olivenza, M.A. et
al., 2008).

En el trascurso de esta tesis doctoral se han estudiado varias modificaciones fisicas y
quimicas de la superficie del titanio o sus aleaciones. Se han elegido dos tratamientos fisicos
para las superficies de titanio y sus aleaciones, el primero de ellos es el tratamiento con luz
ultravioleta y el segundo ha sido la modificacién mediante grabado con laser de las superficies
de titanio. Ademas de estas modificaciones fisicas, en este trabajo se han estudiado superficies
de titanio modificadas quimicamente, mediante unién covalente de moléculas de origen
organico, como los flavonoides o el acido fitico.

1.4. CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE MATERIALES IMPLANTABLES

Ya que la interaccién del biomaterial con el entorno biolégico se produce a través de su
superficie, un estudio detallado de sus propiedades puede ofrecer una vision de la naturaleza de
estos eventos.

Como paso previo a la eleccion de la técnica de caracterizacidén apropiada para estudiar una
determinada propiedad de la superficie del biomaterial, es necesario tener en cuenta, tanto las
caracteristicas de la técnica, como las caracteristicas inherentes asociadas a la superficie. En
primer lugar, hay que considerar que la técnica aplicada puede provocar reacciones sobre la
superficie estudiada y por lo tanto, modificarla o dafiarla. Otro aspecto a tener en cuenta es que
la superficie de cualquier material se contamina con mucha facilidad, por lo que las técnicas que
se realizan en condiciones de ultra alto vacio (UHV) son muy Utiles para retardar dicha
contaminacion. Ademas, puesto que existen diferencias entre las caracteristicas de la superficie
y del interior del material, las técnicas utilizadas para caracterizar la estructura y propiedades
masivas de los materiales no suelen ser adecuadas para evaluar su superficie. Y por ultimo, hay
que considerar que la composiciéon superficial no siempre permanece constante, ya que los
atomos y moléculas que estan cerca de la superficie pueden sufrir movimientos como respuesta
al ambiente con el que entran en contacto. Por ejemplo, en respuesta a un entorno acuoso, una
superficie anfifilica (como las cadenas de algunos polimeros), puede invertir su estructura y
orientar los grupos polares hacia fuera para interactuar con las moléculas de agua polares
(Ratner, B.D. et al., 1978).

Como ya se ha mencionado, algunas propiedades superficiales desempefian un papel
fundamental a la hora de evaluar el éxito de los biomateriales, como son la composicién quimica
de la superficie del material, la mojabilidad, la topografia y la carga superficial (Spriano, S. et al.,
2017). En la actualidad hay una gran variedad de instrumentos con capacidad para caracterizar
estas propiedades de la superficie de los biomateriales (Ratner, B.D., 1993). Para el caso de la
composicion quimica de la superficie de los biomateriales (Kingshott, P., et al., 2011), cabe
destacar la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), la espectroscopia
fotoelectrdnica de rayos X (XPS) (Callen, B.W., et al., 1995), la espectrometria de masas (SIMS) y
su variante utilizando la deteccién de iones por tiempo de vuelo (TOF-SIMS) (Belu, A.M. et al.,
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2003). Para determinar la mojabilidad de la superficie de los biomateriales se utiliza la
goniometria de angulo de contacto (Vogler, E.A., 2001) y para caracterizar la topografia de las
superficies las técnicas utilizadas con mayor frecuencia son (Morant, C. et al., 2003) la
microscopia de fuerza atémica (AFM), las técnicas de perfilometria e incluso la microscopia
electrénica de barrido (SEM). Por ultimo, para determinar la carga superficial de un material se
utilizan técnicas electrocinéticas (Spriano, S. et al., 2017).

El uso de una sola técnica de caracterizacién no proporciona toda la informacién necesaria
sobre las propiedades analizadas en un material y por lo tanto, es habitual en este campo el uso
de mas de una técnica. Asi por ejemplo, FTIR permite la identificacién y el estudio de los grupos
funcionales de las moléculas que componen el material, y la informacidn que se obtiene de esta
técnica se puede complementar con la obtenida mediante XPS y TOF-SIMS, que aportan la
composicion elemental, en el caso de ambas técnicas, y también la molecular, en el caso del
TOF-SIMS. Otro ejemplo de técnicas complementarias serian el SEM y el AFM, donde el SEM
puede ofrecer un variado rango de informaciones procedentes de la superficie de la muestra,
dependiendo del detector disponible. Asi, si el detector es de electrones secundarios, se obtiene
una imagen en blanco y negro de la topografia de la superficie examinada. Y si el detector es de
electrones retrodispersados, se vera una imagen de la superficie de menor resolucidon que la
proporcionada por los electrones secundarios, pero en la que se van a distinguir distintos tonos
de gris en funcién de que existan varias fases con distintos elementos, ya que el detector es
sensible a las variaciones en el nimero atémico de los elementos presentes en la superficie. En
el caso del AFM, la informacién obtenida proporciona datos sobre la topografia y sobre los
cambios en composicion de la superficie de la muestra analizada, independientemente de que el
modo de trabajo sea por contacto continuo o por contacto intermitente.

Algunas de estas técnicas mencionadas en los parrafos anteriores son las que se han
utilizado para la caracterizacion de las superficies de los biomateriales elegidos en el transcurso
de esta tesis y serdn desarrolladas en el siguiente capitulo.

1.5. OBJETIVOS

Para cualquier material, su superficie es la frontera a través de la cual entra en contacto con
los medios que le rodean. El mojado, la adsorcidn, la adhesidon de particulas, las reacciones
guimicas superficiales, la corrosidn, etc. son procesos que comienzan en la superficie, pero que
pueden afectar y dafiar a la pieza de material al completo. Este mismo panorama describe a los
materiales empleados en la fabricacién de implantes, sondas y, en general, dispositivos médicos
gue finalmente terminan inmersos en el ambiente bioldgico. En estos casos, las propiedades de
la superficie del material son criticas.

El propdsito general de la investigacion que se desarrolla en esta tesis doctoral es poner de
manifiesto el potencial de las técnicas de caracterizacion superficial, principalmente XPS y TOF-
SIMS, para tener un conocimiento detallado de las propiedades de las superficies de los
biomateriales, concretamente del titanio y alguna de sus aleaciones. Para alcanzar este objetivo
principal se van a aplicar dichas técnicas a estos materiales en distintas condiciones en las que
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pueden encontrarse en el campo de la implantologia ortopédica y dental. Concretamente, en el
capitulo 3 se llevard a cabo un estudio detallado tanto de las propiedades fisico-quimicas de la
superficie del titanio y las aleaciones consideradas, como de la composicidén de la capa de dxido
crecida sobre Ti6Al4V. En el siguiente capitulo se evaluara la influencia de la hidrofobicidad del
sustrato sobre las caracteristicas de las capas adsorbidas de proteinas presentes en el suero
fisioldgico, albumina, fibrindgeno y fibronectina, tanto de forma individual como competitiva. En
el capitulo 5 se pretende identificar los posibles dafios o modificaciones producidas en la
superficie de dos implantes dentales por el envejecimiento tras distintos afios de uso.
Finalmente, en el capitulo 6, se muestra un estudio comparativo de las modificaciones
superficiales que se producen sobre muestras de titanio y aleacidn, utilizando técnicas fisicas y
técnicas quimicas que mejoran la osteointegracion.

21



BIBLIOGRAFIA

Albrektsson, T., Branemark, P.l., Hansson, H.A. y Lindstrom, J. Osseointegrated titanium
implants: Requirements for ensuring a long-lasting, direct bone-to-implant anchorage in man.
Acta Orthopaedica, 52 (1981) 155-170.

Barrere, F., Mahmood, T.A., de Groot, K. y van Blitterswijk, C.A. Advanced biomaterials for
skeletal tissue regeneration: Instructive and smart functions. Materials Science and Engineering
R, 59 (2008) 38-71.

Belu, A.M., Graham, D.J. y Castner, D.G. Time-of-flight secondary ion mass spectrometry:
techniques and applications for the characterization of biomaterial surfaces. Biomaterials, 24
(2003) 3635-3653.

Boyan, B.D., Hummert, T.W., Dean, D.D., Schwartz, Z. Role of material surfaces in
regulating bone and cartilage cell response. Biomoterials, 17 (1996) 137-146.

Callen, B.W., Sodhi, R.N.S., Griffithst, K. Examination of clinical surface preparations on
titanium and Ti6Al4V by X-ray photoelectron spectroscopy and nuclear reaction analysis.
Progress in Surface Science, 50 (1995) 269-279.

Chen, Q. y Thouas, G.A. Metallic implant biomaterials. Materials Science and Engineering R,
87 (2015) 1-57.

Ebrahimi, M., Botelho, M.G. y Dorozhkin, S.V. Biphasic calcium phosphates bioceramics
(HA/TCP): Concept, physicochemical properties and the impact of standardization of study
protocols in biomaterials research. Materials Science and Engineering C, 71 (2017) 1293-1312.

Geetha, M., Singh, A.K., Asokamani, R. y Gogia, A.K. Ti based biomaterials, the ultimate
choice for orthopaedic implants — A review. Progress in Materials Science, 54 (2009) 397-425.

Gristina, A. Biomaterial-centered infection: microbial adhesion versus tissue integration.
Science, 237 (1987) 1588-1595.

Jager, M., Zilkens, C., Zanger, K., Krauspe, R. Significance of Nano- and Microtopography
for Cell-Surface Interactions in Orthopaedic Implants. Journal of Biomedicine and Biotechnology
(2007) 69036.

Jagur-Grodzinski, J. Biomedical application of functional polymers. Reactive & Functional
Polymers, 39 (1999) 99-138.

Kasemo, B. Biological surface science. Surface Science, 500 (2002) 656-677.

Kingshott, P., Andersson, G., McArthur, S.L., Griesser, H.). Surface modification and
chemical surface analysis of biomaterials. Current Opinion in Chemical Biology, 15 (2011) 667-
676.

22



Manam, N.S., Harun, W.S.W, Shri, D.N.A., Ghani, S.A.C., Kurniawan, T., Ismail, M.H.,
Ibrahim, M.H.l. Study of corrosion in biocompatible metals for implants: A review. Journal of
Alloys and Compounds, 701 (2017) 698-715.

McKee, C.T., Raghunathan, V.K., Nealey, P.F., Russell, P., Murphy, C.J. Topographic
Modulation of the Orientation and Shape of Cell Nuclei and Their Influence on the Measured
Elastic Modulus of Epithelial Cells. Biophysical Journal, 101 (2011) 2139-2146.

Miller, D.C., Thapa, A., Haberstroh, K.M., Webster, T.J. Endothelial and vascular smooth
muscle cell function on poly (lactic-co-glycolic acid) with nano-structured surface features.
Biomaterials, 25 (2004) 53-61.

Morant, C., Lépez, M.F., Gutiérrez, A., Jiménez, J.A. AFM and SEM characterization of non-
toxic vanadium-free Ti alloys used as biomaterials. Applied Surface Science, 220 (2003) 79-87.

Nair, L.S. y Laurencin, C.T. Biodegradable polymers as biomaterials. Progress in Polymer
Science, 32 (2007) 762-798.

Pacha-Olivenza, M.A., Gallardo-Moreno, A.M., Méndez-Vilas, A., Bruque, J.M., Gonzalez-
Carrasco, J.L. y Gonzalez-Martin, M.L. Effect of UV irradiation on the surface Gibbs energy of
Ti6Al4V and thermally oxidized Ti6Al4V. Journal of Colloid and Interface Science, 320 (2008) 117-
124.

Ramakrishna, S., Mayer, J., Wintermantel, E., Leong, K.W. Biomedical applications of
polymer-composite materials: a review. Composites Science and Technology, 61 (2001) 1189-
1224,

Ratner BD, Weathersby PK, Hoffman AS, Kelly MA, Scharpen LH. Radiation-grafted
hydrogels for biomaterial applications as studied by the ESCA technique. Journal of Applied
Polymer Science, 22 (1978) 643-664.

Ratner, B.D. Characterization of Biomaterial Surfaces. Cardiovascular Pathology, 2 (1993)
87-100.

Rodil, S.E. Modificacion superficial de biomateriales metdlicos. Revista Latinoamericana de
Metalurgia y Materiales, 29 (2009) 67-83.

Spriano, S., Chandra, V.S., Cochis, A., Uberti, F., Rimondini, L., Bertone, E., Vitale, A.,
Scolaro, C., Ferrari, M., Cirisano, F., Gautier di Confiengo, G., Ferraris, S. How do wettability,
zeta potential and hydroxylation degree affect the biological response of biomaterials? Materials
Science and Engineering C, 74 (2017) 542-555.

Vogler, E.A. How water wets biomaterial surfaces. Water in Biomaterials Surface Science,
John Wiley and Sons, 2001.

Vogler, E.A. Structure and reactivity of water at biomaterial surfaces. Advances in Colloid
and Interface Science, 74 (1998) 69-117.

23



Wang, M., Chen, L.J., Ni, J., Weng, J. y Yue, C.Y. Manufacture and evaluation of bioactive
and biodegradable materials and scaffolds for the tissue engineering. Journal of materials
science: Materials in Medicine, 12 (2001) 855-860.

Wei-Bor Tsai, Grunkemeier, J.M., Horbett, T.A. Human plasma fibrinogen adsorption and
platelet adhesion to polystyrene. Journal of Biomedical Materials Research, 44 (1999) 130-139.

Williams, D.F. On the mechanisms of biocompatibility. Biomaterials, 29 (2008) 2941-2953.
Williams, D.F. On the nature of biomaterials. Biomaterials, 30 (2009) 5897-5909.

Xuanyong Liu, Paul K. Chu, Chuanxian Ding. Surface modification of titanium, titanium
alloys, and related materials for biomedical applications. Materials Science and Engineering R, 47
(2004) 49-121.

Yue Sa, Fang Yang, Joost R. de Wijn, Yining Wang, Joop G.C. Wolk , Jansen, J.A.
Physicochemical properties and mineralization assessment of porous polymethylmethacrylate
cement loaded with hydroxyapatite in simulated body fluid. Materials Science and Engineering C,
61 (2016) 190-198.

WEBGRAFIA

Pagina web numero 1:
http://www.elmundo.es/salud/2015/11/11/564247a346163feb2f8b462a.html

Pagina web numero 2:
http://numbersmagazine.com/articulo.php?tit=infeccion-en-implantes-humanos

Pagina web numero 3:
http://geohabitar-ltda.blogspot.com.es/2012/08/electrogalvanismo-bucal-implantes.html

24


http://www.elmundo.es/salud/2015/11/11/564247a346163feb2f8b462a.html
http://numbersmagazine.com/articulo.php?tit=infeccion-en-implantes-humanos
http://geohabitar-ltda.blogspot.com.es/2012/08/electrogalvanismo-bucal-implantes.html

CAPITULO 2. TECNICAS DE CARACTERIZACION

25






2. TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.1. DETECCION DE IONES SECUNDARIOS MEDIANTE ESPECTROMETRIA
DE MASAS POR TIEMPO DE VUELO (TOF-SIMS, de sus siglas en inglés,
Time-of-flight secondary ion mass spectrometry)

La deteccion de iones secundarios mediante espectrometria de masas por tiempo de vuelo
es una técnica de analisis cualitativo, que proporciona informacion sobre elementos y moléculas
presentes en la superficie de las muestras, en capas finas o interfases. La técnica se basa en la
deteccién de iones secundarios que se emiten desde una superficie que ha sido bombardeada
con un haz de iones primarios muy energéticos. Las muestras examinadas mediante esta técnica
tienen que tolerar condiciones de ultra alto vacio (UHV), requisito necesario para evitar
colisiones con las moléculas de aire de los iones primarios y secundarios en su trayectoria.
Ademas, el mantenimiento de las muestras en condiciones de UHV durante el analisis previene
la contaminacidn de la superficie de las mismas.

Como ya se he comentado en el parrafo anterior, la técnica de TOF-SIMS consiste en el
bombardeo de una superficie sélida con un haz de iones primarios, obteniéndose asi la emisién
de particulas presentes en la superficie del sélido. La mayoria de las particulas emitidas son
eléctricamente neutras, pero una pequefa proporcion sale de la superficie del sélido cargada
positiva o negativamente, en forma de iones atdmicos o moleculares (iones secundarios) y
pueden ser acelerados hasta el analizador de masas. En un analisis mediante TOF-SIMS,
podemos encontrar cualquier ion de los elementos que estén presentes en la superficie de la
muestra analizada, asi como cualquier molécula ionizada estable que pueda formarse como
combinacion de esos dtomos, aunque hay que tener en cuenta que algunas de esas moléculas
pueden tener una probabilidad de formacidon demasiado baja para ser detectadas. La energia de
los iones primarios, que suele estar en el rango de los keV, se transfiere a los atomos de la
superficie del sélido por medio de una secuencia de colisiones eldsticas en cascada, que son muy
energéticas en comparacién con las energias de enlace (Fig. 1). Esta energia que se transfiere en
las colisiones es capaz de provocar la fragmentacién de las moléculas superficiales, algunos de
esos fragmentos se forman con una energia cinética suficiente como para superar la energia de
union superficial, siendo liberados de la superficie del sélido (Benninghoven, A., 1973). Sélo las
particulas de las capas superiores (entre 1 y 2 nm de profundidad) van a recibir suficiente
energia para superar la energia de union superficial y escapar de la muestra. La zona mas
cercana al impacto de los iones primarios es la que recibe mayor energia y por lo tanto en ella se
produce una gran fragmentacién de particulas atdmicas. A medida que nos alejamos del drea de
impacto de los iones primarios, y debido a la colision en cascada que se produce, las colisiones
se vuelven menos energéticas y esto resulta en una fragmentacién menor, con produccién de
fragmentos moleculares mayores (Fig. 1). Tiene especial interés en los andlisis de compuestos
orgdanicos la deteccidon de moléculas de gran masa para obtener informacion sobre la estructura
guimica del material analizado.
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Figura 1. Representacion del impacto de iones primarios sobre una superficie sélida y la posterior emision
de iones secundarios. La fragmentacién producida en la zona cercana a la colisidon produce particulas
atémicas y a medida que nos alejamos de la zona de impacto, y debido a que las colisiones se vuelven

menos energéticas, los fragmentos van aumentando de tamafio (Imagenes recuperadas de paginas web 1

y 2).

En TOF-SIMS los iones primarios se pueden producir de diversas formas, como por ejemplo
mediante ionizacidn de un cierto material por colisién de electrones, mediante ionizacién
térmica, mediante ionizacion quimica o empleando una fuente de iones de metal liquido (LMIG),
que es el caso del equipo utilizado en esta tesis (el cual opera con una fuente LMIG de Bi). La
fuente LMIG (Forbest, R.G., 1997) (Fig. 2) opera por desorcién de iones de un metal liquido
(normalmente Al, Ga, In o Bi) bajo un fuerte campo eléctrico, con el fin de obtener un haz de
iones finamente enfocado y de alta corriente idnica. A grandes rasgos, una aguja fina o capilar se
introduce en un depdsito de metal liquido, que forma una pelicula sobre la superficie de la
aguja. Aplicandole un campo eléctrico de suficiente intensidad, se consigue deformar la pelicula
liguida del apice de la aguja en un saliente en forma cdénica, donde los iones se producen por
desorcion de campo. Posteriormente, el haz de iones se hace pasar por una columna de lentes
condensadoras, que focalizan el haz de iones sobre la superficie objetivo. Dependiendo del
equipo, el haz de iones primarios puede hacerse incidir sobre la superficie de la muestra con un
angulo de inclinacion, que estd comprendido entre 0° y 60° respecto a la normal. Antes de que
los iones primarios lleguen a la superficie de la muestra, estos son acelerados con una energia en
el rango de los KeV.

Metal Liquido\ /Capllar

R

Lente

® Hazde lones

Figura 2. Esquema de la fuente de iones de metal liquido (LMIG).
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Se ha comprobado que la naturaleza de la fuente de iones influye en los patrones de
fragmentacion. Por ello hay estudios que utilizan distintas fuentes de iones sobre una misma
superficie para ver cudl es el tipo de ion incidente mas apropiado para ella (Xu, J. et al., 2004)
(Kollmer, F., 2004). Los estudios realizados por J. Xu et al. (Xu, J. et al., 2004) muestran que la
cantidad de iones secundarios producida cuando la fuente de iones primarios es Ga" es muy
inferior a la cantidad producida cuando la fuente de iones primarios es Cs’, utilizando una resina
sintética como superficie objetivo. Resultado que concuerda con los obtenidos por F. Kollmer
(Kollmer, F., 2004), quien hace un estudio de iones primarios monoatémicos (Ga®*, Cs*, Au” y Bi’)
y poliatémicos (SFs", Au,’, Bi,", Ceo*) sobre superficies organicas. Como resultado general en ese
estudio se obtuvo que la eficiencia de formacién de iones secundarios mejora a medida que
aumenta la masa del ion monoatdmico y ademds, se obtiene un aumento de la eficiencia
adicional cuando se usan iones primarios poliatdmicos. De acuerdo con esto, y teniendo en
cuenta los iones primarios utilizados en el estudio de Kollmer, las mayores eficiencias de
formacién de iones secundarios se alcanzan utilizando como ion primario Cg' y la menor
eficiencia con el Ga’. Sin embargo, el uso de Cg4" presenta algunas limitaciones, ya que es muy
complicado analizar con él areas pequefias debido al gran tamafio de la seccion del haz de iones
(3000 nm?) que se genera con esta fuente. Como alternativa, se utiliza como haz de iones
primarios Bi;™*, el cual produce haz de iones de seccidén de unos 100 nm?, que es menor incluso
del producido por ejemplo, por un haz de iones de Aus*, que estaria entorno a los 200 nm?”
(Kollmer, F., 2004).

Para limitar el analisis mediante TOF-SIMS a las capas superiores de la muestra, minimizar el
dafio que se pueda realizar a la misma y promover la desorcion de grandes fragmentos
organicos, los experimentos se realizan en el que se denomina modo estatico (Kubicek, M. et al.,
2014). Es decir, empleando una dosis, D, de iones primarios inferior al limite estdtico, que se
calcula relacionando el nimero medio de iones primarios (71) que golpea un area A con la dosis
de iones mediante la expresion:

DA=n 1

Si se asume que para modo estatico 7 < 0,01 iones y A =10 nm’, entonces el limite
estatico seria D < 10" iones/cm®. Esta baja densidad de iones primarios garantiza,
estadisticamente, que cada ion primario va a golpear una superficie virgen de la muestra, que no
esté dafada por un impacto anterior.

Durante el bombardeo de iones primarios en la superficie de la muestra, y debido a las
propiedades de la misma, se puede producir una acumulacién de carga, que puede reducir o
incluso llegar a eliminar la sefial de iones secundarios. Para neutralizar esta acumulacion de
carga en la superficie de la muestra durante el bombardeo, se aplican en la superficie electrones
de baja potencia (<20 eV) (mediante un flood gun) entre los pulsos de los iones primarios. La
corriente y el voltaje de estos electrones deben ser lo suficientemente bajos para minimizar la
emision de iones estimulada por electrones, asi como los dafos que se puedan originar en la
muestra.

29



Analizador de Tiempo de Vuelo

Reflectores

_— -

Detector
Fuente de lones . l I l
Primarios ‘
Espectro de Masas

Lentes

lones Secundarios

W Extractor

Muestra

Figura 3. Esquema de la disposicion del TOF-SIMS. La fuente de iones primarios, la muestra y el analizador
de tiempo de vuelo estan en condiciones de ultra alto vacio (UHV) (Imagen recuperada de Kim, Y.P. et al.,
2015).

La diferencia fundamental de esta técnica con respecto a la espectrometria de masas (SIMS)
es que en TOF-SIMS los iones secundarios liberados de la superficie del sélido son acelerados,
mediante un campo electrostatico aplicado en el extractor, hasta el detector, para separarlos
segun su masa, dependiendo del tiempo que necesiten para recorrer una distancia determinada
(Fig. 3) (Belu, A.M. et al., 2003). En el analizador de tiempo de vuelo (Fig. 4) los iones secundarios
son sometidos a un potencial eléctrico, que les confiere a todos ellos una misma diferencia de
potencial, de tal forma que la energia vendra dada por:

De esta ecuacién (2) podemos obtener una relacion inversamente proporcional entre la

’ZV
m

En la figura 4 se puede observar que el analizador posee un tubo para el vuelo de longitud
L, que esta libre de campo y por el que los iones se mueven a una velocidad constante hasta

velocidad y la masa de los iones:

alcanzar el detector. Asi, el tiempo que tarda un ion en atravesar el tubo de vuelo se puede
obtener de la ecuacién (3):

m
2qVy

t=1L

La carga de los iones secundarios equivale a ¢ = ze, donde z es el nimero de cargay €ela
carga elemental y si sustituimos esto en la expresion (4), se obtiene la relacidon entre masa-carga,
que en TOF-SIMS se suele expresar como m/z, con el tiempo de vuelo. Dado que el tiempo de
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vuelo es proporcional a la raiz cuadrada de la masa del ion secundario, los iones mas ligeros
viajaran a una velocidad mas rdpida y llegardn al detector antes que los iones mas pesados.

lones Secundarios

Reflector,
Tubo de vuelo

[ SRR I .

Detector

Extractor

Figura 4. Esquema del analizador del tiempo de vuelo, donde los iones mas pequeios tardan menos
tiempo en recorrer la longitud del tubo de vuelo que los iones con mayor masa.

Como se ha mencionado anteriormente, los iones secundarios no son generados en un
punto geométrico de la superficie de la muestra analizada, sino en un volumen, lo que da lugar a
una cierta dispersién angular en las velocidades que alcanzan los iones en el proceso de
aceleracién. Este hecho puede producir que iones de la misma masa lleguen al detector a
tiempos distintos. Esta dispersion angular de los iones secundarios puede compensarse
utilizando elementos de enfoque tales como espejos idnicos, también llamados reflectores. Un
reflector enfoca los iones secundarios con la misma masa a través de un campo eléctrico de
retardo, dando como resultado una separacion en las masas de los iones mejorada (Niehuis, E.
et al., 1987).

Los iones secundarios, una vez son enfocados por el reflector, golpean la unidad de
deteccion, que para TOF-SIMS normalmente es de tipo multiplicador de electrones, de caja de
Faraday o multicanal. En el caso del equipo utilizado en esta tesis, el detector empleado es un
electromultiplicador, que se basa en el efecto cascada producido al impactar un determinado
i6n sobre una placa o dinodo. Al chocar los iones contra la placa, ésta emite una corriente de
electrones que son acelerados hacia una segunda placa, de la que vuelven a arrancar electrones
que son acelerados hacia una tercera placa y asi en repetidas ocasiones (generalmente se
utilizan entre 10 y 16 placas).

Mediante la relacion masa-carga de los iones secundarios se obtienen los espectros de
masas de iones positivos o negativos. Estos espectros consisten en la representacion de m/z de
cada ion en funcidn del nimero de iones detectados para cada masa (se puede ver un ejemplo
de espectro caracteristico obtenido mediante TOF-SIMS en la Fig. 5).
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Figura 5. Espectro de masas de iones positivos de una muestra de Ti6Al4V con una capa organica
adsorbida en su superficie.

Una vez que se obtiene el espectro con las medidas experimentales, el primer paso para
analizar esos resultados es realizar una calibracion del mismo para minimizar posibles
desplazamientos que se puedan producir en los picos, eligiendo unos determinados iones, que
dependen de si el espectro es de iones positivos o negativos. Para la calibracidon de espectros de
iones positivos, se suelen elegir los iones H*, H,", Hy", C", CH", CH,", CH;5", C,H;", CsHs" v C,H,".
Para la calibracién de espectros de iones negativos, los iones seleccionados son H', C, CH', CH,,
OH, C,, G5, C4, G5 y C¢. Los espectros de masas contienen un gran nimero de picos y una vez
estdn calibrados, evaluando la relacién masa-carga de cada uno de ellos, se puede determinar a
gué ion corresponde. Los métodos utilizados para evaluar las sefiales TOF-SIMS son similares a
los utilizados con la espectrometria de masas convencional. Una opcidén es comparar el espectro
de masas de la muestra con espectros estandares usando bibliotecas espectrales (Briggs, D. et
al., 1989) o bases de datos (Surface Spectra Ltd, pagina web 3). En la actualidad la mayoria de los
softwares proporcionados por las casas comerciales de fabricacién de estos equipos disponen de
una base de datos para la identificacién de picos. Pero los espectros de masas resultantes de las
medidas de TOF-SIMS son muy complejos. Por ejemplo en el caso de las proteinas, formadas por
combinaciones de 20 aminoacidos y con pesos moleculares que pueden alcanzar hasta el millon
de daltons, al ser bombardeadas pueden descomponerse en una enorme cantidad de
fragmentos diferentes, visibles como picos en el espectro de masas (Fig. 5). Por este motivo, y
para este tipo de muestras (Wagner, M. S. y Castner, D. G., 2001, 2003), es muy comun utilizar
andlisis mediante componentes principales (PCA) (Graham, D.. y Castner, D.G., 2012). Este
método de andlisis es un método estadistico de algebra lineal cuyo objetivo es concentrar la
informacién contenida en un conjunto de datos en un pequefio numero de variables, perdiendo
la menor cantidad de informacién posible (Wold, S. 1987).

Ademas de los espectros obtenidos en la superficie de las muestras, es posible obtener
perfiles de profundidad mediante la aplicacion de iones de baja energia, que para el equipo
utilizado en esta tesis son de 0" o Cs*. En este caso, el equipo trabaja en modo de doble haz, de
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tal forma que un haz de iones de baja energia se utiliza en primer lugar para arrasar un darea
determinada de la muestra y tras el arrase se emplea el haz de iones primarios, que se hace
incidir en el fondo del crater erosionado, obteniéndose asi el espectro de masas a esa
profundidad.

2.1.1. Analisis mediante componentes principales (PCA)

El andlisis de componentes principales consiste en encontrar transformaciones ortogonales
de las variables originales para conseguir un nuevo conjunto de variables independientes,
denominadas componentes principales (PCs). Estas nuevas variables son combinacién lineal de
las componentes originales y se obtienen en orden decreciente de varianza de los datos (Jolliffe,
I.T., 2002) (Wagner, M.S. y Castner, D.G., 2001). Se espera que, solo unas pocas de estas nuevas
PCs (las primeras) recojan la mayor parte de la variabilidad o varianza de los datos, obteniéndose
una reduccién de la dimensidn en los mismos. Una vez calculadas las PCs, se suelen representar
estas nuevas variables, de tal forma que se puedan identificar patrones en datos, de tal forma
gue sus semejanzas y diferencias sean resaltadas.

Supongamos que se representa un espectro de masas por un vector columna X, de longitud
m y que contiene como elementos las intensidades de los m picos seleccionados del espectro. Si
en la medida se dispone de n espectros, es posible construir una matriz X con los n X m datos
originales, donde las filas (n) son las muestras (es decir, los espectros) y las columnas (m) las
variables (es decir, los picos):

X117t Xim
Xn1 0 Xam

Mediante el analisis por PCA lo que se busca es una base para representar el conjunto de
datos de una manera que concentre la informacién en sélo algunos de los vectores de la nueva
base. Los vectores creados en la nueva base, deben ser combinacidn lineal de los antiguos, asi
cada una de las nuevas variables debe ser una combinacién lineal de las m variables originales:

Yi = agaxq + o+ QX = X agxj, k=1,--m 6

donde ayq,...., Qrm SON constantes numéricas. Las nuevas variables Y, o componentes
principales tienen que tener la varianza maxima en orden decreciente y ademas no estar
correlacionadas entre si. Estas PCs se obtienen diagonalizando la matriz de covarianzas S o la de
correlaciones R de las variables medidas originalmente. Las constantes ayq,......, Qi S€ obtienen
con las coordenadas de los vectores propios asociados a los valores propios de S o R, ordenados
de forma decreciente, que representan las varianzas de las PCs.

Por lo tanto en el andlisis mediante PCA la nueva matriz de vectores, que se denomina
como Y, se consigue mediante una matriz de transformacién A, de tal forma que:
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donde A es una matriz ortogonal que va a proporcionar unos nuevos parametros (componentes
principales) que no estdn correlacionados, cuyas componentes son los vectores propios de la
matriz de covarianza.

En muchas ocasiones es dificil encontrar el significado de las componentes principales como
variables compuestas, por lo que el uso principal de esta técnica es la reduccion de la dimension
del nimero de variables.

En los analisis mediante PCA, la representacion grafica se hace en un nuevo conjunto de
ejes que viene dado por las componentes principales. Lo que se suele representar son los
primeros dos o tres vectores de puntuaciones (scores) y vectores de carga (loading) (Fig. 6). En
estas representaciones, las muestras que estan mas separadas a lo largo de estos nuevos ejes no
son tan similares como las muestras que se agrupan juntas. Como puede observarse en la figura
6, donde se muestra la representacién de las puntuaciones de los resultados obtenidos
mediante un analisis mediante PCA, los puntos con la misma numeracion estan agrupados, lo
gue significa que son similares entre si en esta nueva representacion. En este ejemplo, el nuevo
conjunto de ejes, representados por los PCs 1y 2 agrupan el 92% de la varianza de este conjunto
de datos. Normalmente, en la representacién de un grafico de puntuaciones bidimensional, es
posible dibujar una elipse de probabilidad alrededor de un grupo de datos, donde el centro de
esa elipse vendrd dado por el valor medio de esos datos, para estos ejes. Ademas las dos PCs
utilizadas definiran las direcciones de los ejes de la elipse, donde PC1 dara la direccidn de mayor
varianza, que se corresponde con el eje mayor de la elipse.
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Figura 6. Resultados obtenidos mediante PCA para tres muestras con diferentes condiciones en la
adsorcién de proteinas representados en el grafico de puntuaciones.
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2.2. ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X (XPS, de sus
siglas en inglés, X-ray photoelectron spectroscopy)

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X es una técnica de caracterizacién superficial
gue proporciona informacién acerca de la composicion atdmica de la muestra y también sobre la
estructura y el grado de oxidacidon de los elementos que estdn presentes en su superficie. La
técnica se basa en la emisién de electrones de los d&tomos de la superficie del material gracias a
la energia que reciben de fotones de rayos X que se hacen incidir sobre el mismo. A pesar de que
los rayos X son altamente penetrantes en la materia, sélo se obtiene informacién con esta
técnica de los primeros 2 — 3 nm de profundidad. Esta caracteristica le viene conferida por el
escaso recorrido libre medio de los electrones dentro de los sélidos, de modo que sélo aquellos
electrones que han sido emitidos suficientemente cerca de la superficie de la muestra escapan
del material y pueden ser por tanto detectados. Conforme nos vamos introduciendo en el
material la probabilidad de escape de los electrones emitidos por los dtomos va disminuyendo
hasta hacerse practicamente nula a unos 10 nm de profundidad.

El hecho de que sean electrones las particulas detectadas, hace que se tenga que operar en
condiciones de ultra alto vacio (Ultra High Vacuum, UHV), para evitar la neutralizacién de los
mismos por especies gaseosas presentes en el medio antes de alcanzar el detector.

La técnica XPS se fundamenta en el efecto fotoeléctrico, descubierto en 1887 por H. Hertz y
descrito tedricamente por Einstein en 1905. Segun detalla este efecto, una superficie expuesta a
radiacién electromagnética de frecuencia superior a cierta frecuencia umbral, dependiente del
material, absorbera los fotones incidentes emitiendo electrones. Por lo tanto, esta técnica
consiste en la excitacion de los dtomos de la superficie de un sélido mediante bombardeo de
fotones de rayos X de energia conocida. De esta forma se consigue que los electrones de las
capas mas internas de esos atomos excitados sean extraidos de la superficie de la muestra a
estudiar (Fig. 7) siempre que la energia de los fotones sea muy superior a la energia umbral
necesaria para expulsar un electrén del atomo (Wagner, C.D., et al., 1979). La relacion entre las
energias de los fotones de rayos X y de los electrones liberados viene dada por la ecuacién de
Einstein, que para el caso de sélidos es:

EBth_EK_¢ 8

donde Ey es la energia cinética del electrén detectado, hv la energia de los fotones de rayos X y
¢ la funcién trabajo del material, o energia minima necesaria para arrancar un electrén de un
solido. £ la energia de ligadura correspondiente al nivel atémico desde el cual el electréon fue
emitido. Asi, la medida de la energia cinética del fotoelectrén permite determinar su energia de
ligadura, Ep, la cual es caracteristica de cada elemento y nivel atémico.
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Figura 7. Representacion de la emision de electrones de las capas internas del &tomo por impacto de
fotones de rayos X.

Se puede considerar que la energia de ligadura es, de algin modo, una medida de la
intensidad de la interaccién entre el electrén y la carga nuclear, y por lo tanto la energia de
ligadura sigue la energia de los niveles electrdnicos, es decir, Eg (1s) > Eg (2s) > Es (2p) > Eg (3s),
etc. Y ademas, la energia de ligadura de un orbital aumenta con el nimero atémico Z, asi, por
ejemplo Eg (Nals) < Eg (Mg 1s) < Eg (Al 1s).

Las vacantes creadas en las capas internas de los dtomos de la superficie del sélido al
emitirse un fotoelectrén, pueden ser ocupadas con electrones de niveles energéticos mas altos
dando lugar a la emisidon de un fotdn para compensar el balance energético entre los niveles.
Este fotdn creado puede ser absorbido por un electrén de los niveles menos energéticos del
atomo, siendo este electrén también emitido (Electrén Auger) (Fig. 8).
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Figura 8. Diagrama esquematico del proceso de fotoemision y de la subsiguiente emision Auger.

Mediante la técnica XPS lo que se pretende es correlacionar las energias de ligadura
medidas experimentalmente con las calculadas a partir de pardmetros atomicos. Estrictamente
hablando, £z es la diferencia entre la energia del &tomo después de la fotoionizacidn y antes de
ella, o sea, entre el estado final de n-1 electrones y el estado inicial de n electrones:

EB =Ef(n—1)—El(n) 9

donde Er(n - 1) es la energia del estado final y E; (1) es la energia del estado inicial. Si no se
tienen en cuenta los cambios producidos por la ionizacién en los orbitales del sistema, es decir,
si no hay reordenamiento de los otros electrones en el dtomo durante el proceso de
fotoemisidn, se puede simplemente igualar la energia de ligadura Ejz con el negativo de la
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energia del orbital del electrén emitido, —¢,. Esta aproximacidn se denomina Teorema de
Koopmans (Pankratov, O.A. y Povarov, P.P., 1989):

EB = _gk 10

Los valores de g, se pueden calcular usando el método de Hartree-Fock, el cual proporciona
una buena aproximacion para los niveles profundos. Sin embargo, generalmente, las energias de
ligadura medidas experimentalmente en XPS son inferiores a las predichas por el teorema de
Koopmans, lo que es una indicacién de que los efectos de la configuracién del estado inicial y del
estado final influyen notablemente sobre el valor de las energias de ligadura, hecho que
veremos a continuacion.

Se entienden por efectos del estado inicial aquellos factores que afectan al estado
energético de los electrones del atomo antes de que sea ionizado en un nivel interno por un
foton de rayos X, ya que, como se observa en la ecuacion (9) la energia de dicho estado
contribuye a la energia de ligadura. Se pueden describir como efectos del estado inicial el
desplazamiento quimico y la interaccion espin-érbita. El efecto por desplazamiento quimico
aparece como consecuencia del cambio que se produce en la energia de enlace de un nivel
atémico como consecuencia de la unién iénica o covalente del atomo en una molécula, por ello,
el pico de fotoemisidon recogido en el espectro XPS aparece desplazado de su posicion tedrica.
Esto es, la transferencia de carga en los enlaces moleculares puede dejar a los &tomos con carga
parcial positiva (o negativa), conduciendo a un cambio hacia energias de enlace mas altas (o
bajas) asociadas con un aumento (o disminucion) de la atraccién coulombiana entre los
electrones y el nucleo del 4&tomo. Con respecto a la interaccidn espin-orbita, se entiende por tal
a la interaccién magnética entre el momento magnético de espin y el momento magnético
orbital o, entre el espin de un electrén y su momento angular orbital. Esta interaccién posee una
magnitud que aumenta con el incremento del nimero atdmico, y sélo se encuentra cuando en
un ion se tiene una configuracion electrdonica con degeneracion orbital. Por ejemplo, cuando un
electron es expulsado de una capa p completamente llena, el electrén desapareado restante
puede tener su espin paralelo o antiparalelo a su momento angular orbital. Este hecho resulta
en dos estados idnicos con momento angular total diferente. Las dos componentes del
momento angular total seran observadas en el espectro fotoelectrénico separadas por cierta
cantidad de energia. Ademas, la intensidad de cada componente es proporcional a 2j + 1, tal que
la relacidn de las intensidades de los picos 2ps»y 2py s 2:1.

Por otro lado, se entienden por efectos del estado final aquellos factores que afectan al
estado de carga del 4tomo después que el fotdn ha impactado contra el atomo o el fotoelectrén
esta abandonandolo. Los efectos del estado final que se reflejan en los espectros XPS son los
efectos de relajacién, los picos satélites shake-up y los multipletes. El proceso de fotoemisidon
deja un hueco localizado en el &tomo que puede disiparse y tornarse deslocalizado debido a un
proceso de difusion de carga. Este proceso de difusién de carga se llama relajacion y es un
proceso muy rapido en la mayoria de los elementos. Los picos satélites shake-up son estructuras
que representan a los fotoelectrones que han perdido energia debido a la promocion de
electrones de valencia desde un nivel de energia ocupado a un nivel de energia mas alto
desocupado. Puesto que la diferencia de energia entre un nivel y otro esta cuantizada, la pérdida
de energia cinética que experimentan los fotoelectrones posee un valor especifico, y por ende,
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los satélites shake-up aparecen desplazados una cantidad de energia determinada hacia energias
de enlace ligeramente mayores a las del pico primario con el cual estadn relacionados. Por ultimo,
los multipletes son debidos a dtomos que tienen un electrén desapareado en los niveles de
valencia y en ellos la fotoemisién de un electrén de un orbital profundo puede causar dos
estados finales diferentes, dependiendo de si los dos electrones desapareados se alinean con sus
espines paralelos o antiparalelos.

Un espectro XPS (Fig. 9), que no es sino la representacion del nimero de electrones
registrados por el detector en funcién de la energia cinética (o de la energia de ligadura) del
fotoelectrén emitido, permite determinar la composicidn quimica, exceptuando los elementos
con Z < 2, de la superficie de forma cualitativa. En los espectros XPS se puede distinguir una
estructura primaria de picos correspondientes a las energias orbitales de los elementos
detectados en la superficie de las muestras o picos de fotoemisidn (marcada en verde en la
figura 9, *) y a las lineas Auger (marcada en naranja en la figura 9, #). Una estructura secundaria
formada por picos de origen instrumental y del resto de procesos que ocurren junto al de
emision del fotoelectrén, que son en su mayoria debidos a los efectos del estado final (marcada
en azul en la figura 9, +), y un fondo continuo debido a los fotoelectrones que han sufrido
colisiones inelasticas tras la fotoemisién, y por lo tanto tienen una energia inferior a la que
habrian tenido si hubiesen llegado al detector con una trayectoria sin choques.
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Figura 9. Ejemplo de un espectro XPS de una muestra de Ti con una capa orgdnica adsorbida a su
superficie, donde se puede distinguir la estructura caracteristica de estos espectros.

Con los equipos de XPS, ademas de obtener un espectro general de la muestra, que suele ir
de 0 a 1350 eV de energia de ligadura, es posible conseguir detalles de cada nivel electrénico
mediante el registro del espectro en un rango estrecho de energias. Esto es lo que se conoce
como espectros de alta resolucién (Fig. 10). Con estos analisis focalizados se obtienen picos con
mayor definicidn, que nos permiten determinar el estado quimico de cada elemento, mediante
un analisis por deconvolucién (Carley, A.F. y Joyner, R.W., 1979). Para conseguir esta
informacién se limita el intervalo de energias (espectros que cubren un rango de unos 10 eV,
dependiendo de la anchura del pico) a la zona del espectro donde se encuentra el pico de
interés. Ademds, se incrementa el nimero de datos obtenidos en cada intervalo de energia de
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enlace, asi como el nimero de acumulaciones en cada punto del espectro para obtener una
mayor calidad de la sefial.
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Figura 10. Ejemplo de espectro de alta resolucion del pico del Cls y su analisis mediante deconvolucién,

obteniéndose asi los posibles enlaces entre este elemento y el resto de elementos que estan presentes en
la superficie de la muestra analizada.

Tras obtener un espectro XPS experimental, el procedimiento a seguir para su andlisis es en
primer lugar realizar una calibracién del espectro. Con esta calibracién se pretende asignar
correctamente las posiciones de los picos a los valores de la energia. Para ello se escoge de
referencia un pico del que conozcamos su energia de enlace, y que sea, en la medida de lo
posible, independiente de la muestra. En general, la mayoria de las muestras presentan una
capa de contaminacién ambiental, que se refleja en los espectros por la presencia de un pico de
carbono correspondiente a su contaminacidn superficial. Este pico, que corresponde al nivel
Cls, que se posiciona a 285 eV de energia de enlace, se utiliza para realizar la calibracién. En
segundo lugar se procede a extraer la linea base del fondo continuo y para ello se suelen utilizar
algoritmos iterativos. Uno de los mas utilizados es el método Shirley (Shirley, D.A., 1972) (Végh,
J., 2006) que es el que se emplea en esta tesis. Este método considera la existencia de un fondo
qgue, en cada punto, proviene exclusivamente de los electrones que, con energia cinética
superior a la de ese punto, han sufrido dispersidn ineldstica. Una vez calibrado y extraida la linea
base, se identifican cada uno de los picos presentes en el espectro, tanto los de la estructura
primaria como los de la secundaria. A la hora de realizar una cuantificacion de los elementos
presentes en la superficie de la muestra sélo se valoraran los fotopicos o picos de fotoemisién,
gue como ya se ha mencionado forman parte de la estructura primaria del espectro.

Los equipos XPS estdan compuestos por una serie de elementos fundamentales (Fig. 11),
como son la camara de ultra alto vacio, la fuente de rayos X, el analizador de energia de
electrones y el detector de electrones (Watts, J.F. y Wolstenholme, J., 2003). Como ya se ha
indicado en el inicio de esta seccion, los experimentos de XPS deben realizarse en condiciones de
UHV y para ello se suelen combinar, en estos equipos, varias bombas de vacio, de tipo rotatorio,
de difusidn o turbomoleculares. Como fuente de rayos X, las mas utilizadas son las lineas Ka del
Al y del Mg cuyas energias y anchuras de linea son 1486,6 eV y 0,85 eV para el Aly 1253,6 eV y
0,7 eV para el Mg. Ambas tienen la capacidad de ser lo suficientemente energéticas como para
arrancar electrones de las capas mads profundas del atomo de la mayoria de los elementos y
tener la suficiente intensidad como para producir un flujo detectable de fotoelectrones. Estos
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rayos X son producidos por el choque de un haz de electrones de alta energia (10 keV) contra un
blanco, en el que tras el impacto de los electrones se crean vacantes en los niveles atémicos
profundos y como consecuencia de esto los atomos quedan en estado excitado. Para disminuir
la energia de ese estado, tal y como se ha explicado al comienzo de esta seccion (Fig. 8), las
vacantes seran ocupadas por electrones de niveles superiores, tras lo que se produce la emisién
de electrones Auger y rayos X. Con respecto a los analizadores, los mas utilizados en XPS son los
de tipo hemisférico concéntrico, que constan de dos hemiesferas concéntricas, estando la
externa conectada a un potencial negativo y la interna a un potencial positivo. Los electrones
emitidos por la muestra entran al analizador donde la influencia del campo eléctrico, generado
entre las dos hemiesferas, los obliga a seguir trayectorias curvas. La energia que idealmente ha
de tener un haz de electrones que incida perpendicularmente a una rendija de entrada del
analizador centrada y puntual para que describiendo una trayectoria circular alcance el detector
viene dada por:
Re _R;

eAV = Ey (- 2t) 11

R; Re

donde ees la carga del electréon, 4V1a diferencia de potencial entre las hemiesferas de radios R.
(exterior) y R;(interior) y Epla energia de paso o de transmision.

En la préctica, como 4V, es complicado fijarlo con tanta precisién como se desee y rendijas
de entrada puntuales implicarian unos conteos despreciables, se utiliza una mayor apertura de
las rendijas (de entrada y salida), para conseguir que electrones con otras trayectorias diferentes
a la circular alcancen el detector, aumentando asi la tasa de conteo, aunque con una
consiguiente dispersion AF en las energias £ analizadas. Esta dispersidon se describe como la
anchura a media altura del espectro cuentas/energia.

Una vez los electrones pasan el sistema analizador, son contados. Uno de los medios mas
eficientes es mediante un detector multiplicador multicanal, que es el detector que tiene el
equipo XPS utilizado en esta tesis. En este tipo de detectores se recubren sus paredes internas
con un material que emite electrones secundarios al ser golpeado por un electrén y su
funcionamiento es el mismo descrito para el detector multiplicador de electrones del equipo
TOF-SIMS (pag. 4 de este capitulo).
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Figura 11. Esquema de la disposicién del equipo XPS (Imagen recuperada de pagina web 4).

Ademas, al igual que el equipo de TOF-SIMS descrito, el equipo de XPS tiene incorporada
una fuente idnica de baja energia, normalmente Ar’, y flujo elevado para obtener perfiles en
profundidad en el andlisis de las muestras. Y una fuente de electrones de baja potencia (flood
gun) para neutralizar la acumulacidon de carga que se puede producir en la superficie de
determinadas muestras.

3. GONIOMETRIA DE ANGULO DE CONTACTO

Esta técnica de caracterizacién se usa para determinar la energia libre superficial de
materiales soélidos mediante la obtencién del dngulo de contacto que forma una gota de un
liguido sobre su superficie. El angulo de contacto (8) es aquel que forma la tangente al contorno
de la gota con el punto de equilibrio termodinamico entre la fase sélida (s), liquida () y vapor (v)
del sistema objeto de estudio (Fig. 12).

Figura 12. Angulo de contacto de un liquido (8) sobre una superficie sélida.

En equilibrio termodinamico, las tensiones interfaciales solido-liquido (ys), sélido-vapor
(Ysv) v liquido-vapor (yLy) se relacionan con el angulo de contacto que forma una gota de un
liguido sobre una superficie sélida, rigida y homogénea, mediante la ecuacion de Young (Young,
T., 1805):
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Yiv €0s 0 = ysy — V51, 12

Como se indica en el parrafo anterior, la ecuacion de Young requiere que las fases que
intervienen en el calculo de la tensidn superficial del sélido estén en equilibrio termodindmico y
por lo tanto, la fase gaseosa ha de ser vapor saturado del liquido. De este modo, sobre la
superficie del sélido se formara una pelicula adsorbida de este vapor, caracterizada por una
presion superficial o presidn de esparcimiento, .. Asi la ecuacidn de Young pasa a ser:

YLy €0S 0 = ys — Y5, — T, 13

Con esta ecuacién (13) Bangham y Razouk (Bangham, D.H. y Razouk, R.l., 1937) pusieron de
manifiesto que en la ecuacion de Young el término ygy no proporciona la tensidn superficial del
sélido (ys) sino la tensidn interfacial del sélido en equilibrio con el vapor del liquido empleado
para formar la gota. Normalmente se considera que la presion superficial (m.) es nula o
despreciable cuando se trata de liquidos que presentan un angulo de contacto mayor que cero
sobre sélidos de baja energia superficial.

De la ecuacion de Young, por tanto, se puede obtener una relacién entre la tensién
superficial del sélido y la tensién interfacial sdlido-liquido, a través de la medida del dngulo de
contacto de una gota de un liquido sobre el sélido. El dngulo de contacto y la tensién superficial
liquido-vapor se determinan de forma experimental. Asi, en la ecuacidn de Young quedarian dos
incognitas, la tensién superficial del sélido y la tensién interfacial sélido-liquido, que no pueden
ser calculadas de forma directa. Por este motivo se proponen una serie de modelos en los que la
tension superficial, tanto del sélido como del liquido, pueden ser expresadas como la suma de
varias componentes. Cada una de estas componentes se relaciona con un tipo de interacciones o
fuerzas moleculares. En estos modelos la tension interfacial viene dada como una cierta funcion
de estas componentes de las tensiones del sélido y del liquido.

Con lo expuesto en el parrafo anterior, la tensién superficial de cualquier material se
describiria como la suma de unas componentes independientes, provenientes cada una de ellas
de un tipo de interaccion intermolecular diferente. Por un lado se pueden agrupar las
contribuciones debido a las fuerzas dispersivas ()»9) o de London, que son aquellas que surgen
entre moléculas no polares, en las que pueden aparecer dipolos instantdneos temporales
cuando se acercan las moléculas, que provocan fuerzas dipolo inducido-dipolo inducido, y por el
otro aquellas debidas a fuerzas no dispersivas ()79), que son las fuerzas dipolo-dipolo, ya sean
entre dipolos permanentes o dipolo permanente-dipolo inducido, y puentes de hidrégeno.

y=y*+y™ 14

Admitiendo esta aditividad de las componentes de la tensidén superficial, se puede definir
un material apolar como aquel que sdélo tiene componente dispersiva y un material polar como
aquél que tiene, tanto componente dispersiva como no dispersiva.

Teniendo en cuenta esta definicion de tensidn superficial en la ecuacién de Young (12), se
obtiene un sistema de dos ecuaciones con dos incégnitas. Por lo tanto serdn necesarios los
angulos de contacto de dos liquidos, uno polar y otro apolar cuyas componentes de la tension
superficial se conozcan, para obtener una solucidn para la tension superficial del sélido.
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Pero solo el analisis basado en este tipo de componentes dispersivas y no dispersivas, y en
consecuencia en las fuerzas intermoleculares que implican cada una de ellas, no explicaran
satisfactoriamente el comportamiento de algunos sdélidos especialmente en presencia de agua.
Van Oss et al. proponen que estas discrepancias aparecen como consecuencia del posible
caracter electron-donador o electrén-aceptor, segun el concepto de Lewis, que puede tener un
compuesto, y que origina la posibilidad de un tipo de interaccidén asimétrica, de corto alcance,
gue exige que cada una de las moléculas que interaccionen tengan un comportamiento opuesto.
Para explicar esta actuacién, Van Oss-Chaudhury-Good (VOCG) (Van Oss, CJ. et al.,, 1988)
sugieren definir la tension superficial como la suma de dos componentes. Una de esas
componentes seria debida a interacciones Lifshitz-van der Waals, y*%, en la que se engloban las
fuerzas de London, las dipolo-dipolo y las dipolo-dipolo inducido, y la otra a interacciones acido-
base, y45. De modo que la tensién superficial total es:

y = yW 4 y4B 15

donde la componente acido-base es el resultado de la combinacién de los pardmetros electrén-
aceptor (y*) y electrén-donador (y ) de las moléculas polares:

)/AB =2 /y+ -y~ 16

Utilizando este modelo para la tensién interfacial para el caso de los sistemas sdlido-liquido:

YsL = VstV —2 /){%WVLLW - 2\/V5+YL_ - 2\/)’5_7L+ 17

Esta ecuacion, junto con la de Young (12), proporcionan un sistema de ecuaciones (18) con
el que es posible calcular la tensidn superficial del sélido a partir de sus componentes, y]S“W y
yéB, midiendo los angulos de contacto de tres liquidos diferentes de componentes y parametros
conocidos.

v.(1+ cosf) = 2 /VSLW)/LLW +2Jvdve + 2Jvsvl 18

La obtencién de los dngulos de contacto de gotas de un liquido sobre superficies sdlidas se
realiza utilizando un gonidémetro (Fig. 13), el cual estd montado sobre un banco horizontal. Los
componentes principales de este equipo son una fuente de iluminacion, un sistema automatico
de deposicidn de gotas, un soporte mévil para muestras, que nos permite adecuar la altura y la
posicién de la misma para la deposicién de la gota del liquido. Y una cdmara para la adquisicién
de imagenes, conectada a un ordenador. Las imagenes captadas son usadas posteriormente
para determinar el valor del dangulo de contacto, que en el caso de los estudios realizados en
esta tesis se obtienen mediante el software proporcionado por la casa comercial del equipo
(Drop Shape Analysis).
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Figura 13. Imagen del gonidémetro Kriiss G20/DSA10, empleado en el transcurso de esta tesis.
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3. CARACTERIZACION DE SUPERFICIES EXTENSAS DE TITANIO Y
ALEACIONES DE TITANIO DE USO MEDICO

3.1. INTRODUCCION
3.1.1. El titanio y sus aleaciones

El titanio (Ti), y algunas de sus aleaciones, son probablemente los materiales metalicos mas
utilizados en sustituciones de tejidos duros, como huesos y dientes, ya que presentan unas
propiedades mecdnicas adecuadas, con un mddulo de elasticidad mas préximo al del hueso
cortical que el acero quirurgico o las aleaciones Cr-Co (Chen, Q. y Thouas, G.A., 2015) (Long, M.y
Rack H. J., 1998) (Mitsuo Niiomi, 1998). Ademas presentan una resistencia a la corrosién
excelente, gracias a la muy buena adhesién de su capa de pasivado (Xuanyong Liu et al., 2004).

El titanio es un metal de transicion de nimero atémico 22, peso atémico 47,9 g/mol y cuya
configuracion electrénica es 1s® 2s’p® 3s°p®d” 4s’. La capa d incompleta hace del titanio un
elemento muy reactivo, adoptando las valencias +2, +3 y +4, pudiendo formar soluciones sdlidas
con otros elementos sustitucionales. Su densidad es de 4,5 + 0,1 g/cm3, lo que le confiere el ser
uno de los metales mas ligeros de los utilizados hasta ahora en el campo de los biomateriales, y
su punto de fusién estd alrededor de 1700°C. El titanio puro es un material rigido y ductil, que
presenta un gran médulo de elasticidad (105 GPa) y una elevada resistencia a la tracciéon (103
MPa) (Xuanyong Liu et al., 2004).

Mg, Cr, V. Fe
B3 Ti

7 o« +f3
Ti-6Al-4V

«< .
g o Ti
g cpTi
; 882°C
5
[_‘
O,ALN,C

Elementos Aleantes

Figura 1. Estructuras cristalinas del Ti en funcion de la temperatura y de los elementos aleantes
(Imagen recuperada de Prasad, S. et al., 2015).

El titanio en estado puro es un material alotrépico, pudiendo existir en dos orientaciones
cristalograficas. A temperatura ambiente presenta una estructura cristalina hexagonal compacta
(fase a) cuya densidad es de 4,5 g/cm>. Sin embargo, a temperaturas superiores a 882 + 2°C
sufre una transformacion reversible a la estructura cubica centrada en el cuerpo (fase B) con una
densidad de 4,4 g/cm® (Fig.1) (Leyens, C. y Peters, M., 2003). Las propiedades que presenta el
titanio cuando se encuentra en fases diferentes no son iguales, por ejemplo, la fase a tiene
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mayor resistencia a la deformacién pldstica, es menos ductil y presenta una menor difusion si la
comparamos con la fase B (Leyens, C. y Peters, M., 2003).

Como consecuencia de las técnicas utilizadas para su obtencion, el titanio comercialmente
puro (cp) siempre lleva asociada cierta cantidad de impurezas, que suelen ser de oxigeno, hierro,
carbono, hidrégeno y nitrégeno. Dependiendo de las cantidades maximas de hierro y oxigeno
gue presente, el titanio cp se puede clasificar en cuatro grados distintos (Yoshiki Oshida, 2007).
Para estos cuatro grados del Ti cp las cantidades de carbono tienen que ser inferiores al 0,10% y
las de hidrégeno al 0,015%. El titanio de grado 1 es el de mayor pureza, contiene un maximo de
0,18 % de oxigeno y 0,20% de hierro. Como caracteristicas de este grado, se pueden destacar
gue tiene una menor resistencia mecanica y una mejor ductilidad a temperatura ambiente que
los otros grados de titanio. El titanio grado 2 contiene como maximo un 0,25% de oxigeno y un
0,30% de hierro. Este grado tiene un limite eldstico minimo garantizado de 275 MPa y buena
ductilidad. También posee unas buenas propiedades al impacto a bajas temperaturas, asi como
una excelente resistencia al desgaste y a la corrosién por el agua del mar y atmésferas marinas.
El titanio grado 3 contiene un maximo de 0,35% de oxigeno y 0,30% de hierro y posee una
excelente resistencia a la corrosion en ambientes, desde altamente oxidantes hasta
medianamente reductores. Por ultimo, el titanio grado 4 es el que contiene un mayor porcentaje
de impurezas, puede contener un maximo de 0,40% de oxigeno y 0,50% de hierro. Ademas, este
grado posee los valores mds altos de resistencia mecdnica de los cuatro, tiene una buena
ductilidad y su resistencia a la corrosion en agua salada es excelente. En algunas publicaciones
aparecen otros grados del titanio (grado 5, grado 6, grado 7), pero estas ya se consideran
aleaciones (Yoshiki Oshida, 2007).

A diferencia del acero inoxidable y de las aleaciones de cobalto, para los que el propdsito
fundamental de formar aleaciones es mejorar su resistencia a la corrosion (Chen, Q y Thouas,
G.A., 2015), para el titanio, el principal motivo de formar aleaciones es mejorar sus propiedades
mecanicas, ya que el titanio puro tiene una excelente resistencia a la corrosién por si mismo. La
temperatura de transformacion entre la fase a y B del titanio estd muy influenciada por los
elementos aleantes que pueden estabilizar la fase a y B en condiciones distintas a las que se
desarrollan de forma natural (Fig. 1). En este sentido, se tienen elementos como el Al, Ga, Ge, C,
O y N que tienden a estabilizar la fase a y elementos como como el Mo, Fe, Cr, Mn, V, Tay Nb
gue tienden a estabilizar la fase B. Por consiguiente, dependiendo de las impurezas disueltas en
el titanio y sus concentraciones relativas, se podran obtener aleaciones tipo a, tipo B o, incluso,
tipo a+B (si la fase a, la B, o ambas fases coexisten a temperatura ambiente) que abarcan un
gran espectro de propiedades mecanicas. De forma particular, la aleacidon de tipo a+B mas
utilizada como material para la fabricaciéon de implantes es la Ti6Al4V, también denominada
titanio grado 5, la cual contiene un 90% en peso de titanio, un 6% de aluminio y un 4% de
vanadio. Debido al excelente balance entre sus propiedades mecdnicas, su resistencia a la
corrosién y su buen comportamiento a temperaturas elevadas, esta aleacién es particularmente
popular en el sector de los biomateriales. De ella también debe destacarse su buena capacidad
para ser trabajada mecdnicamente y modificar sus propiedades mediante tratamientos térmicos.

Recientemente se estd introduciendo el uso de la aleacién Ti6AI7Nb en la fabricacidn de
protesis e implantes, debido a la menor toxicidad del niobio frente al vanadio (Challa, V.S.A. et
al., 2013). Algunos estudios aseguran que la resistencia a la corrosion de la aleacién Ti6AI7Nb es
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superior a la de la aleacion Ti6Al4V (Khan, M.A. et al., 1999), hecho que se atribuye a la
formacién de una capa pasiva mds densa y estable en la superficie del Ti6Al7Nb, ya que se
produce un fuerte enlace covalente entre el Tiy el Nb (Yu, S.Y. et al., 2001).

Las aleaciones, con respecto al titanio puro, mejoran algunas de sus propiedades como su
limite de fatiga, por lo que su uso se prefiere al del titanio para aplicaciones mas exigentes desde
el punto de vista mecdanico. Pero con respecto a las caracteristicas superficiales de ambos, se
puede afirmar que tanto el Ti como sus aleaciones son muy similares en términos de morfologia
y topografia, aunque cabe mencionar que para las aleaciones aparecen algunos 6xidos de los
elementos aleantes en la capa de pasivado superficial.

3.1.1.1. Composicidon de la capa pasiva de los materiales de titanio

Tanto el titanio como sus aleaciones son materiales muy reactivos con respecto a la
oxidacidn, asi, en presencia de aire, estos reaccionan espontdneamente formando una fina capa
de éxido en la superficie, de entre 3 y 7 nm de espesor (Xuanyong Liu et al., 2004). Esta capa
esta compuesta mayoritariamente por didéxido de titanio (TiO,) (Welsh, G. et al., 1994), aunque
en menor proporcién también estdn presentes otros éxidos de titanio, como el TiO y el Ti,0;
(Carley, A.F. et al., 1987). En la capa de pasivado que se forma espontdaneamente en las
superficies de titanio, el TiO, se encuentra, por norma general, en estado amorfo, aunque en
algunas ocasiones, dependiendo del proceso de pasivado, puede encontrarse en estado
cristalino.

TiO,- anatasa TiO.- rutilo

@

@ T

Figura 2. Estructuras cristalinas mas habituales del TiO,: anatasa y rutilo (Imagen recuperada de
Hierro-Oliva, M. 2011).

El dioxido de titanio, también alotrépico, se encuentra de forma natural en tres fases
cristalinas: brooquita (romboédrica), anatasa y rutilo (ambas tetragonales), las cuales, aunque
tienen la misma composicidn quimica, poseen diferentes propiedades fisicas, como por ejemplo
gue la anatasa no es tan dura y es menos densa que el rutilo. Los pardmetros de red tienen un
valor de a=b=3.78 A, ¢=9.50 A y a=b=4.58 A, c=2.98 A para la anatasa y el rutilo,
respectivamente (Yoshiki Oshida, 2007) (Fig. 2). Para la brooquita los pardametros de red toman
valores de a=9.17 A, b=5.43 A y ¢=5.13 A (Yoshiki Oshida, 2007). De todas las fases del TiO,, el
rutilo es la Unica fase termodindmicamente estable a cualquier temperatura, mientras que las
fases anatasa y brooquita son metaestables y se transforman a rutilo irreversiblemente por
calentamiento (Nam H. Vu, et al., 2012).
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La capa de pasivado es muy estable, tanto quimica como estructuralmente, y esto influye
directamente en las propiedades que caracterizan al titanio como material biocompatible, como
son su excelente resistencia a la corrosidn y su capacidad de repasivacién. Esta ultima propiedad
es de gran importancia, ya que durante la implantacién, la capa de 6xido puede arafarse o,
incluso, destruirse por abrasién con el tejido duro. Cuando este hecho sucede, el d6xido
superficial se regenera inmediatamente en presencia de los fluidos corporales (Hanawa, T. et al.,
1997).

El TiO, es un 6xido inerte que confiere al titanio y sus aleaciones mayor resistencia a la
corrosion, limitando el intercambio de iones tanto desde el interior del material hacia el medio
exterior como en sentido inverso. Esto resulta, por ejemplo, en una reduccidén de las reacciones
inflamatorias asociadas a implantes y protesis cuando se utiliza este material (Guillemot, F. et al.,
2003).

Como ya se ha mencionado, la capa pasiva en la superficie de los materiales de titanio esta
compuesta fundamentalmente por TiO,, pero también suelen estar presentes otros estados de
oxidacién del titanio, como el TiO y el Ti,0;. Un caso especial seria la formacién de la capa de
pasivado en las aleaciones de titanio, en las que hay que tener en cuenta que pueden estar
presentes en dicha capa dxidos de los elementos aleantes, aparte de los éxidos de titanio, que
son los que se encuentran de forma mayoritaria. Por ejemplo, en la capa de éxido de la aleacidn
de Ti6AI4V estd presente, el 6xido de aluminio Al,O; (Milosev, I. et al., 2000) (Ask, M. et al.,
1989) (Lee. W.H. y Hyun, C.Y., 2006). Pero no todos los estudios publicados observan vanadio en
la capa de pasivado de esta aleacidn (Ask, M. et al., 1989). En otras aleaciones de titanio, como
Ti6AlI7Nb, también se observan los elementos aleantes en la capa pasiva (Challa, V.S.-.A. et al.,
2013). Algunos de estos elementos presentes en la capa de pasivado de las aleaciones, no son
tan estables quimicamente como los éxidos de titanio y pueden provocar toxicidad cuando
pasan al medio fisioldgico en los procesos de corrosion.

3.1.1.2. Propiedades fisico-quimicas de la capa de pasivado en materiales de titanio

Una propiedad singular del TiO, es su cardcter semiconductor, el cual presenta una energia
de salto de banda (band gap o ancho de banda) entre la banda de valencia y la de conduccién
con un valor de entre 3y 3,3 eV (Tang, H. et al., 1994), dependiendo de si la fase cristalina es
anatasa o rutilo. Con lo cual, la fotoexcitacién del semiconductor y la subsiguiente separacion de
un par electrén-hueco se producira cuando los fotones incidentes sobre la superficie del mismo
tengan una energia superior a los valores caracteristicos del ancho de banda. Esto tiene como
consecuencia que toda la radiacién ultravioleta (UV) de longitud de onda igual o inferior a 400
nm tendrd energia suficiente para excitar al didxido de titanio.

Por lo tanto, la presencia de diéxido de titanio en la capa pasiva confiere a los implantes de
titanio y sus aleaciones una propiedad muy interesante y es la posibilidad de modificar su estado
de hidrofobicidad mediante la iluminacion con luz ultravioleta-C (UV-C).

La irradiacion con UV-C de la superficie de los implantes de Ti produce una modificacién de
su estado hidrofobo a superhidroéfilo y elimina la contaminacién por hidrocarburos presentes en
la superficie, sin modificar las propiedades del material (Pacha-Olivenza, M.A. et al., 2008)
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(Wang, R. et al., 1999). Estos cambios extremos en las propiedades superficiales muestran un
efecto positivo sobre la unién y la proliferacién de los osteoblastos con la superficie del
implante, lo que lleva a mejorar en gran medida la oseointegracion (Tomohiko Miyauchi et al.,
2010). Ademas, otros estudios muestran que los tratamientos UV en las superficies de Ti6Al4V
reducen la adhesidon bacteriana e incluso las permiten actuar como superficies bactericidas
(Pacha-Olivenza, M.A. et al., 2013) (Gallardo-Moreno, A.M. et al., 2009).

El efecto que produce la luz UV sobre el TiO, o efecto fotocatalitico (Fujishima, A. et al.,
2000) se basa en que la irradiacién con energia por encima del valor del ancho de banda de un
semiconductor produce la formacién de pares electron-hueco. Estos pares electrén-hueco
pueden recombinarse o moverse a la superficie para reaccionar con las especies alli adsorbidas.
En particular, el hueco de la banda de valencia puede reaccionar con moléculas de H,0 o iones
hidréxido adsorbidos en la superficie y producir radicales hidroxilo (OH:), mientras que el
electrén de la banda de conduccion puede reducir O, para producir iones superéxido (O,’). Tanto
los iones superdxido como los radicales hidroxilo son extremadamente reactivos con los
compuestos organicos con los que entran en contacto, lo que conduce a la degradacién de la
materia organica.

3.1.2. Aplicaciones biomédicas del titanio y sus aleaciones

Existen un sinfin de metales y aleaciones pero son muy pocos los que pueden ser utilizados
como biomateriales. El cuerpo humano presenta un ambiente corrosivo, por lo cual un
biomaterial debe ser resistente a este ataque y en este sentido, como ya se ha indicado, el
titanio y algunas de sus aleaciones presentan una gran resistencia a la corrosidon en presencia de
fluidos corporales, superior, por ejemplo, al acero inoxidable. Ademas también poseen buenas
propiedades mecanicas y una aceptable tolerancia de los tejidos, lo que lo hace un material
idéneo para ser implantado en el cuerpo humano (Barrere, F. et al., 2008). Una caracteristica
particular del titanio es que es uno de los pocos materiales metalicos que provoca con una
menor probabilidad la formacion de un tejido fibroso que actua de barrera cuando el material se
coloca en contacto con el hueso sano. Esto permite al hueso crecer y llenar los poros
superficiales del implante y obtener una sujecion mds firme de la prétesis mejorando la
regeneracion del hueso afectado (Albrektsson, T. et al., 1981).

En el campo de los materiales implantables, y mas concretamente en traumatologia, el
titanio y sus aleaciones son utilizados en la construccidon de componentes de protesis articulares
(como cadera, rodilla, hombro, columna vertebral, codo y mufeca). También se suelen utilizar
en la elaboracidn de clavos, tornillos y placas de osteosintesis para la recuperacion de fracturas
Oseas (Geetha, M. et al., 2009). En odontologia, se emplean para la fabricacidon de tornillos para
implantes dentales, asi como alambres para uso en ortodoncia y también para la fabricacién de
miniplacas, mallas, tiras y tornillos de uso en cirugia maxilofacial. Estos materiales pueden,
ademads, formar parte como componentes de vélvulas cardiacas y de marcapasos (Bauer, S. et
al., 2013).
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3.1.3. Objetivos de este capitulo

Como se ha puesto de manifiesto, la superficie del titanio y de sus aleaciones tienen un
interés especial en el campo biomédico, puesto que son el lugar de encuentro del medio
fisiolégico con el implante. Por esta razén es necesario conocer con precision las propiedades y
caracteristicas de estas superficies. En el presente capitulo se presenta un estudio detallado de
la composicién de la capa de déxido crecida sobre una muestra de la aleacién de Ti6Al4V.
Ademas, las caracteristicas de la capa pasiva hacen que sus propiedades fisico-quimicas puedan
modificarse con cierta facilidad, por lo que incluso los protocolos de limpieza de las superficies
pueden ser determinantes sobre el grado de hidrofobicidad de las muestras. Por ello, en este
capitulo también se analizan las propiedades de mojabilidad y tensidn superficial, obtenidas
mediante goniometria de dngulo de contacto, de muestras de titanio y aleaciones de titanio
usadas como biomaterial tratadas segun diferentes protocolos de limpieza y secado.

3.2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

3.2.1. Titanio y aleaciones de titanio

En el desarrollo de los estudios realizados en este trabajo se han empleado probetas de
titanio de un 99,6 % de pureza, que fueron suministradas por Goodfellow (Reino Unido) en
forma de discos de 25 mm de didmetro y 1 mm de espesor. Ademas de estas probetas de Ti, se
han empleado probetas de dos aleaciones, Ti6Al4V y Ti6Al7Nb. Las probetas de Ti6Al4V se
obtuvieron cortando discos de 2 mm de espesor y 25 mm de didmetro de una barra de la
aleacién. Del mismo modo se consiguieron las probetas de la aleacién Ti6AI7Nb, pero en este
caso el diametro de la barra, y por tanto el de las probetas, fue de 22 mm. Las barras de ambas
aleaciones fueron adquiridas en la compafia DKSH (Suiza) y cortadas en forma de discos por la
compania Segeda (Espaia).

3.2.1.1. Pulido de las probetas

Para la caracterizacion superficial de las distintas muestras, las probetas de titanio y
aleaciones de titanio se sometieron a un proceso de pulido en una de sus caras con acabado
brillo espejo. Para ello se utilizé una pulidora Phoenix Beta con cabezal monitorizado Vector LC
de la casa Buehler (Alemania).

El protocolo de pulido para obtener un acabado brillo espejo en estas muestras consistié en
un proceso dividido en tres pasos. En el primero de ellos se pulieron las probetas durante 2 min,
a 300 rpm con una fuerza de 20 N sobre un pafio de lija P320 utilizando agua como lubricante.
En el segundo paso las probetas se pulieron durante 10 min, a 150 rpm con una fuerza de 20 N
sobre un pafio UltraPad con pasta de diamante de 9 um como agente abrasivo y con el
lubricante MetaDi Fluid. Y por uUltimo, en el tercer paso las probetas se pulieron también durante
10 min, a 150 rpm con una fuerza de 20 N y sobre un pafio Microcloth, al que se le afiadié una
disolucion de silice coloidal mezclada con H,0, al 30 % (Fisher, UK) como agente abrasivo.
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Todos los pafios empleados en estos tres pasos, asi como los agentes abrasivos y
lubricantes fueron proporcionados por Buehler (Alemania).

3.2.1.2. Protocolo de limpieza de las probetas

Antes de realizar la caracterizacidon de las muestras, todas las probetas de Ti, Ti6Al4V y
Ti6Al7Nb, que previamente habian sido pulidas, se sometieron a un tratamiento de limpieza
para retirar los posibles restos de lubricantes y agentes abrasivos que fueron empleados en el
proceso de pulido. El protocolo seguido consistid en sucesivos bafios de ultrasonido con una
duracion de 10 min cada uno de ellos y utilizando en primer lugar agua destilada, en segundo
lugar una solucion de acetona al 70% (Panreac, Espafia) y por ultimo etanol puro (Panreac,
Espafia). Tras extraer las probetas del ultimo bafio, se les aplicé un chorro de etanol puro,
manteniendo las probetas en posicién vertical y se dejaron secar a temperatura ambiente.

3.2.1.3. Homogeneizacion de la capa de pasivado en muestras de titanio siguiendo
distintos protocolos de limpieza y secado

Aqguellas probetas que se caracterizaron mediante goniometria de dngulo de contacto
fueron sometidas a distintos protocolos de limpieza y secado hasta encontrar valores de angulos
de contacto reproducibles y con una desviacion estandar pequefia (Hierro-Oliva, M. et al., 2015).

Protocolo 1: consistié en frotar la superficie de las probetas con una gasa estéril de algoddn
impregnada en una solucion de liquido antiséptico (Derquim DSF, Panreac, Espafia), tras lo que
las probetas se aclararon con abundante agua destilada. Posteriormente se realizaron los pasos
descritos en el protocolo de limpieza mediante inmersidn expuestos en el apartado 3.2.1.2. Una
vez se concluyd con la limpieza de las probetas, estas se secaron con un chorro de nitrégeno y
fueron depositadas en un desecador durante 60 min hasta ser caracterizadas mediante
goniometria de angulo de contacto.

Protocolo 2: consistié en la inmersion de las muestras en el liquido antiséptico (DSF), en el
que se limpiaron mediante un bafio de ultrasonido durante 10 min (sin frotar la superficie). Tras
este tiempo las probetas se aclararon con abundante agua destilada y se siguieron los pasos de
limpieza mediante inmersién descritos en el apartado 3.2.1.2. Posteriormente se realizaron dos
procesos de secado, algunas de las probetas se secaron con una corriente de N, (como en el
primer protocolo) y otras introduciéndolas en el horno a 120°C durante una hora. Se utilizaron
cuatro muestras para cada condicion de secado, de las cuales dos se mantuvieron durante 60
min en el desecador y las otras dos durante 120 min. Ademas, tras obtener los primeros datos
depositando tres gotas de agua en cada superficie de las probetas, las gotas fueron retiradas con
papel absorbente y las probetas fueron de nuevo limpiadas siguiendo este protocolo para volver
a ser caracterizadas.

Protocolo 3: se aplicaron los procesos de limpieza y secado en ocho probetas, marcando
cada una de las mismas con letras comprendidas entre la Ay la H, de tal forma que las muestras
no fueran seleccionadas aleatoriamente, tal y como sucede en el segundo protocolo. El tercer
protocolo utilizado consistié en el mismo proceso de limpieza seguido en el segundo protocolo
descrito en el parrafo anterior pero en este caso, el método de secado se llevd a cabo sdlo
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mediante nitrégeno. El tiempo en el que las muestras se mantuvieron en el desecador fue de 60
min y ademas, las muestras también fueron limpiadas y caracterizadas en dos ocasiones.

Protocolo 4: consistid en un Unico proceso de limpieza inicial, tal y como se describe en el
apartado 3.2.1.2 de este capitulo, sin utilizar DSF. Tras la limpieza de las muestras, se realizd un
proceso de pasivacién controlada en medio acuoso para obtener una capa de éxido mas
homogénea sobre la superficie de las probetas de titanio. Para ello se introdujeron las probetas
en agua destilada en el horno durante 24 h, 48 h o 72 h a 50 °C. Estas probetas, tras permanecer
en las condiciones descritas, se extrajeron del recipiente con agua y se secaron en el horno a 120
°C durante una hora. Por ultimo, se depositaron en el desecador para conseguir atemperarlas
durante otra hora mas. Ademas, algunas de las muestras que permanecieron durante 72 h en el
horno se depositaron en el desecador durante 24 h para comprobar si el tiempo en el que las
muestras lograban atemperarse influia en los resultados.

3.2.1.4. Tratamiento con luz ultravioleta (UV-C)

Durante el proceso experimental de esta tesis, algunas de las probetas de Ti, Ti6AI4V vy
Ti6AlI7Nb se sometieron a un tratamiento con luz ultravioleta (UV-C) para modificar su grado de
hidrofobicidad (Pacha-Olivenza, M.A. et al., 2008). Para el proceso de irradiacion de las probetas
se empled un tubo de descarga Philips TUV TL-D 15W SLV de vapor de mercurio a baja presion,
con ampolla tubular de vidrio (suministrado por Philips Ibérica, S.A.). Este proceso se realizd en
el interior de una cabina opaca, cerrada y en todo momento la radiacion ultravioleta que
recibieron las probetas se midi6 mediante un sensor conectado a un dosimetro UV-MAT
(Opsytec Dr. Grobel GmbH, Alemania). Para el estudio de la modificacion de la hidrofobicidad
frente al tiempo de irradiacion se emplearon tiempos comprendidos entre 5 min y 4 horas,
variando los intervalos segun la respuesta de las muestras.

3.2.2. Técnicas de caracterizacion
3.2.2.1. Espectroscopia Fotoelectrdnica de Rayos X (XPS)

En el desarrollo de esta tesis, la caracterizacion de las muestras mediante XPS se realizé con
un equipo K-Alpha (Thermo Scientific) (Fig. 3). Este equipo posee una fuente de emisién de
radiacion monocromatica Ka del Al a 1486,68 eV, que opera a un voltaje de 12 KV y una
corriente de 4,2 mA. El punto del haz incidente elegido para estas medidas tenia un tamafio de
300 um, en disposicidn elipsoidal, y todas las medidas se realizaron en el interior de una camara
de ultra alto vacio, que opera a 10° Pa. Para la obtencién de los espectros completos de las
muestras analizadas se empled una energia de paso constante para el analizador de 200 eV y se
recogieron 10 escaneos para la obtencion de cada uno de los espectros de cada una de las
muestras. Para la recogida de picos de alta resolucion, la energia de paso empleada fue de 50 eV
y el nimero de barridos realizados para la obtencién de cada pico dependid de la intensidad de
cada uno de ellos, siendo de 75 escaneos para los picos mas intensos, llegando hasta los 350
escaneos para los menos intensos. Ademas, sobre las muestras estudiadas en este trabajo se
realizaron estudios en profundidad, aplicando un bombardeo de iones de Ar" de 3 KeV.
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Figura 3. Equipo de XPS K-Alpha (Thermo Scientific).

El andlisis de los espectros de XPS se realizé con el software Advantage, proporcionado por
la casa comercial del equipo. La correccion de posibles desplazamientos en las energias de
enlace de los elementos se hizo utilizando como referencia el pico del Cls, que esta situado a
285 eV de energia. Para restar el fondo, tanto de los espectros generales como de los picos de
alta resolucién, se empled el método de Shirley. Los picos de alta resolucién se ajustaron
utilizando una mezcla de curvas Gaussiana y Lorentziana con el software XPSPeak (version 4,1),
el cual proporciona informacidn sobre la posicidn de cada uno de los sub-picos, sobre su dreay
sobre la anchura a media altura (FWHM) y la relacion Gaussiana/Lorentziana, teniendo en
cuenta la asimetria de cada uno de los picos analizados. Estos datos permiten asignar cada uno
de esos sub-picos a un estado quimico de cada uno de los elementos que se analizan,
comparando sus energias de ligadura con las que existen tabuladas (Pagina web 1y 2).

3.2.2.2. Goniometria de angulo de contacto

Para la caracterizacion superficial mediante goniometria de dngulo de contacto se utilizé un
equipo Kriss G20/DSA10 (Alemania) (Fig.4). Con este equipo se midieron los angulos de
contacto de las muestras depositando gotas de agua (6,), formamida (6¢) (Fluka, Alemania) y
diiodometano (6p) (Fluka, Alemania) a una velocidad de 10 ul/min y con un volumen de 5ul, 6ul
y 2ul, respectivamente. Para las medidas de la modificacidn de la hidrofobicidad frente al tiempo
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de irradiacién, se depositaron gotas de agua sobre las superficies de las muestras estudiadas con
el mismo volumen y a la misma velocidad que para la experiencia descrita anteriormente.

Una vez se forman las gotas sobre la superficie de las muestras y tras esperar 15 s para
asegurar el equilibrio entre las tres fases, se tomaron imdgenes mediante el programa Drop
Shape Analysis (proporcionado por la casa comercial del equipo), con el que se pueden
determinar los angulos de contacto que se forman entre el liquido y la superficie del sélido. Para
obtener la tensién superficial de cada una de las muestras se utilizé el modelo VOCG, empleando
un programa que nos permite calcular el sistema de tres ecuaciones con tres incégnitas y sus
errores asociados, creado con anterioridad en nuestro grupo de investigacion (Donoso Morcillo,
M.G., 2004).

Figura 4. Gonidmetro Kriiss G20/DSA10.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Anadlisis del crecimiento de la capa de éxido en la superficie de la aleacidn
Ti6Al4V bajo condiciones de ultra alto vacio (UHV)

Como ya se ha indicado en apartados anteriores de este capitulo, para las aleaciones de
titanio hay que tener en cuenta que en la capa de pasivado pueden estar presentes éxidos de los
elementos aleantes, aparte de los 6xidos de titanio. La presencia de estos éxidos puede ser la
causa de diferencias en el comportamiento entre el titanio y sus aleaciones ante determinados
estimulos externos. Segun estudios publicados, en la capa de 6xido de la aleacién de Ti6Al4V
estd presente, por norma general, el xido de aluminio Al,O; (Milosev, I. et al., 2000) (Ask, M. et
al., 1989) (Lee. W.H. y Hyun, C.Y., 2006). Con respecto al vanadio existen diferentes resultados
acerca de su presencia en esta capa. Por ejemplo, al hacer un estudio en profundidad de estas
muestras, M. Ask et al. (Ask, M. et al., 1989) no detectaron la presencia de V en las capas mas
externas de la aleacién Ti6Al4V, pero si que lo encontraron en las capas mas internas de
pasivado. Por otro lado, Lee y Hyun (Lee. W.H. y Hyun, C.Y., 2006) detectaron vanadio en la
superficie de Ti6Al4V sin necesidad de realizar estudios en profundidad. Estas discrepancias
hacen que resulte de interés realizar un estudio de la distribucién de los 6xidos en la capa de
pasivado de la aleacién Ti6Al4V, observando su crecimiento desde la superficie metalica.

Debido a la rapida oxidacién del titanio en contacto con el aire, no es sencillo hacer un
seguimiento del crecimiento de la capa de pasivado, por este motivo se consideré como la mejor
eleccion la camara de UHV para realizar este estudio, debido a que la disponibilidad de oxigeno
en su interior es escasa, aunque se sabe que el titanio y sus aleaciones pueden disolver oxigeno
en una gran cantidad, hasta un 33 % en porcentaje atémico en el caso del titanio (Leyens, C. y
Peters, M., 2003), y que parte de este oxigeno se puede difundir hasta la superficie. Puesto que
no es posible disponer de muestras sin capa de pasivado, para realizar el seguimiento del
proceso de oxidacion se procedié a eliminar, en la medida de lo posible, toda la capa de éxido de
pasivado de la muestra arrasando con el cafidn de Ar+ en el interior de la cdmara de UHV del
equipo XPS, para después permitir la reoxidacién, lenta, en la cdmara del XPS. Como paso previo
al diseio del experimento, se observd la evolucidn del pico del oxigeno mientras la superficie de
la aleacién era bombardeada con iones de Ar" durante un periodo de tiempo de hasta 7000 s.
Este estudio previo determind que para obtener la superficie metalica limpia de la capa de dxido
era necesario un tiempo de arrase de 6600 s. Para este tiempo de arrase se recogieron los
espectros de alta resolucion de los picos de Ti2p, Al2p, Ols y V2p, que se presentan en la figura
5. Estos espectros muestran que la superficie metélica, tras el bombardeo con iones Ar’, estd
compuesta fundamentalmente por titanio, aunque se pueden observar en menor cantidad los
elementos aleantes, aluminio y vanadio.
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Figura 5. Espectros de los picos de alta resolucion obtenidos en la superficie de la aleacion Ti6AlI4V
tras 6600 s de bombardeo con iones Ar': a) pico del Ti2p, b) pico del Al2p, c) pico del O1s y d) pico del V2p.

Es de esperar que una vez que comience la oxidacion espontanea de esta superficie limpia,
la composicidn vaya cambiando. Con el fin de poder observar dichos cambios, se recogieron
espectros de alta resolucion para los picos de Ti2p, Al2p, Ols y V2p, después de 15, 30, 45, 60,
90, 120, 150, 280, 310 y 1440 minutos tras finalizar el arrase con argon.

La figura 6 recoge los espectros de alta resolucion tomados a cada uno de los tiempos de
envejecimiento del pico del Ti2p. En este caso, todos los espectros estdn compuestos de dos
picos debido al desdoblamiento espin-6rbita (Ti2ps,, y Ti2py,,). Se puede observar en esta figura
que el centro del pico Ti2p;/, se sitla a una energia de enlace de 453,9 eV, con una separacion
del pico Ti2py;, de 6,2 eV, valores de energia de enlace que se corresponden con el titanio
metalico (Carley, A.F. et al., 1987). Sin embargo la forma de los espectros se va modificando con
el transcurso del tiempo. En el espectro obtenido tras finalizar el arrase (Fig.5) los dos picos del
desdoblameiento spin-drbita aparecen centrados y no deformados, lo que indica que el titanio
presente en este nivel de la superficie esta mayoritariamente en forma metdlica. Esto corrobora
la practica ausencia de oxigeno en esta superficie.

A medida que aumenta el tiempo de envejecimiento, se pueden observar cambios en la
forma de los dos picos del Ti2p (Fig.6), que se marcan con flechas para sefialar la aparicion de
cierta convexidad en ellos y que se va haciendo mas prominente en los espectros recogidos para
tiempos superiores. Con esta deformacion del pico del Ti2p, las contribuciones de los niveles
electrénicos del titanio metdlico no son suficientes para ajustar el espectro de alta resolucion
recogido experimentalmente, lo que sugiere que el titanio se encuentra presente también en
forma de 6xido. Para analizar estos cambios se realizaron ajustes mediante deconvolucion para
todos los tiempos de recogida de este pico, observando que existen contribuciones a la capa de
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éxido de titanio en los estados Ti**, Ti** y Ti**, hecho que concuerda con otras publicaciones
(Carley, A.F. et al., 1987) (Biesinger, M.C. et al., 2010). Como ejemplo de la deconvolucién
realizada para estos picos se muestra el espectro recogido a 1440 min en la figura 7, donde se
presentan todos los estados de oxidacion del titanio que tienen contribucidn en este analisis.
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Figura 6. Espectro de alta resolucion para el pico del Ti2p obtenido mediante XPS recogido a
distintos tiempos. Las flechas indican cambios en la forma del pico producidos en el proceso de

oxidacion.
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Figura 7. Deconvolucién del pico del Ti2p recogido a 1440 min tras el bombardeo con iones Ar”. En él
se aprecian todas las contribuciones de los estados oxidados del titanio.

Este analisis muestra que la contribucién de menor energia de enlace al pico del Ti2ps/, es la
del titanio metalico, que estd situada a 453,9 eV. También se aprecia otra contribucion al pico
Ti2ps/, situada a una energia de enlace de 455,0 eV, que estd relacionada con el estado Ti%, que
corresponderia al titanio en el éxido TiO, y una ultima contribucién a mayor energia de enlace,
456,9 eV, asociada con el estado Ti** asociado al éxido Ti,Os;. Ademas, las posiciones de los picos
que contribuyen al Ti2py/, estdn desplazadas con respecto a los picos Ti2ps;; a +6,0, +5,0 y +5,0
eV para el Ti, TiO y Ti,0s, respectivamente. También hay una contribucién adicional situada a
464,5 eV de energia de enlace, que aparece en los picos de alta resolucidn recogidos a partir de
250 min, que indica la presencia del pico Ti4+2p1/2 (TiO,). Probablemente la parte del
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desdoblamiento espin-érbita de este dltimo pico, Ti**2ps,, esté solapada por el resto de
contribuciones. En todos los casos, las energias de enlace correspondientes a los picos obtenidos
mediante deconvolucién del pico experimental de Ti 2pconcuerdan con los datos publicados en
los estudios realizados por Carley, A.F. et al. en 1987 y por Biesinger, M.C. et al. en 2010.

Puesto que en los espectros de alta resolucidn para el pico del Ti2p (Fig. 6) se observa que a
medida que avanza el tiempo, hay cambios relevantes en la intensidad de los picos resultantes
de la deconvolucién, es posible obtener una visién mas clara de estos cambios analizando el
cambio de las intensidades relativas de cada uno de ellos respecto al pico Ti2p. Para ello se ha
dividido la intensidad absoluta de cada uno de los picos obtenidos en la deconvolucién entre la
intensidad total del pico Ti2p. En la figura 8 se muestra la intensidad relativa de cada uno de los
picos que resultan de la deconvolucién del Ti2p en funcidn del tiempo transcurrido desde el
arrase.
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Figura 8. Intensidad relativa de los distintos estados de oxidacién del titanio obtenidos tras la
deconvolucién del pico del Ti2p en funcidon del tiempo. Las intensidades relativas se expresan en funcion
de la intensidad total del pico del Ti.

Durante los primeros 15 minutos, la intensidad relativa de Ti** aumenta rapidamente (Fig.
8), mientras que las intensidades relativas de titanio metélico (Ti) y Ti*" disminuyen. Entre los 15
y los 150 min no se aprecian cambios en las intensidades relativas de ninguno de los estados de
oxidacién del titanio y es a partir de los 250 min cuando aparece la contribucién del Ti**. Debe
resaltarse que como consecuencia de la contribucién de Ti**, el porcentaje asociado a los otros
estados de oxidacién del titanio disminuye, sin embargo la contribucién relativa de Ti /Ti*oTi/
Ti** o Ti** / Ti** continda siendo similar durante todo el tiempo estudiado.

Esta progresion en la aparicion de dxidos, de modo que las primeras contribuciones a la
capa de oxido de titanio sean las del TiO y del Ti,O; concuerda con los resultados obtenidos por
E. McCafferty y J.P. Wightman (McCafferty, E. y Wightman, J.P., 1999). En dichos estudios se
afirma que los éxidos deficientes de oxigeno, TiO y Ti,Os, se forman en la interfase 6xido/metal,
mientras que el TiO, se forma preferentemente en la interfase dxido/gas.
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Para el caso del aluminio, en la figura 9 se presenta el pico de alta resolucion obtenido para
el orbital Al2p transcurridos distintos tiempos después del arrase con argon. En este pico es
visible una contribucién mayoritaria situada a una energia de enlace de 72,1 eV, que se
corresponde con el aluminio metalico (Al°) (Milosev, I. et al., 2008). En esta misma figura se
puede observar otra contribucidn situada a +2,0 eV con respecto al aluminio metdlico, que estd
relacionada con el estado AI** (Al,03). Es apreciable un desplazamiento en el pico del Al metalico
de 0.11 eV a energia mas baja, que no estd relacionado con ninglin cambio quimico en ese
elemento, si no que es consecuencia de la medida experimental, como por ejemplo una
deficiencia en la correccion de carga (Bolt, P.H. et al., 1995). Los resultados encontrados en el
presente estudio estan en linea con los estudios presentados por |. Milosev et al. (Miloseyv, |. et
al., 2000) que ponen de manifiesto que el Al,O; presente en la capa de éxido del Ti6Al4V se
localiza en la capa externa mas cercana a la interfase 6xido/gas.
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Figura 9. Espectro de alta resolucién para el pico del Al2p obtenido mediante XPS recogido a
distintos tiempos tras el bombardeo con iones Ar”.

Con respecto al vanadio presente en la aleacidén Ti6Al4V, los espectros de alta resolucidon
recogidos tras el bombardeo con iones Ar® (Fig. 10) no permiten obtener ninguna informacién
concluyente sobre este elemento, ya que la cantidad detectada no es suficiente para realizar una
deconvolucidn aceptable en este pico. Se puede resaltar en el espectro recogido en la superficie
metadlica limpia (t=0 min) un pico mas definido que para el resto de tiempos, que esta situado a
una energia de enlace de 512,2 eV, que se corresponde con el vanadio metalico (Milosev, I. et
al., 2000). Teniendo en cuenta la poca resolucién obtenida para este pico, no es posible obtener
la contribucion de ninguna de las formas de dxido de vanadio, ya que sus energias de enlace
deberian estar situadas a 513,8 eV para el V,0;, 516,3 eV para el VO, y 516,9 eV para el V,0;, de
acuerdo con los datos que existen tabulados (pagina web 1).
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Figura 10. Espectro de alta resolucién para el pico del V2p obtenido mediante XPS recogido a
distintos tiempos tras el bombardeo con iones Ar”.

Por ultimo, el analisis de la forma y la posicion del pico del oxigeno en funcién del tiempo
(Fig. 11) complementan la informacidn proporcionada por los espectros de los picos del Ti2p y
Al2p. Se observa claramente en la figura 11 como la intensidad del pico del O1s aumenta en
funcién del tiempo, de una forma similar a lo presentado por Azoulay et al. (Azoulay, A. et al.,
1997) en su estudio de interaccion del oxigeno con diferentes superficies de titanio.
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Figura 11. Espectro de alta resolucién para el pico del O1s obtenido mediante XPS recogido a
distintos tiempos tras el bombardeo con iones Ar".

Ademas del cambio en intensidad, este pico presenta cambios en su forma en el transcurso
del tiempo y para tratar de discernir las posibles contribuciones al pico del Ols, se realizaron
ajustes mediante deconvoluciéon para todos los tiempos de recogida de este espectro. Teniendo
en cuenta la posicidn y la forma de este pico se obtienen dos contribuciones, una de ellas
situada a 530,4 eV de energia de enlace y relacionada con la unién Ti-O y la otra situada a 531,5
eV y asociada a la unién AI-O (Bolt, P.H. et al., 1995). En la figura 12 se presenta esta
deconvolucidn de los espectros del pico del Ol1s obtenidos transcurridos 15 min y 24 h desde el
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bombardeo con iones de Ar* de la superficie de la muestra de Ti6AI4V. Ademds, en esta figura se
observa un desplazamiento de ambas contribuciones a menores energias de enlace a medida
gue avanza el tiempo, hecho que puede estar relacionado con los desplazamientos quimicos
provocados por una mayor absorcidon de oxigeno por parte de los elementos metalicos, segln
los estudios publicados por Kuznetsov et al. (Kuznetsov, M.V. et al., 1992).
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Figura 12. Deconvolucion del pico del O1s transcurridos a) 1440 min y b) 15 min desde el
bombardeo con iones Ar".

En la figura 13 se presenta la evoluciéon de la intensidad relativa de los picos Ti2p, O1sy Al2p
en funcidn del tiempo. En este caso, el calculo de la intensidad relativa se hizo en funcién de la
intensidad total. En el instante inicial, tras el bombardeo con iones Ar* (t=0 min), la contribucién
del oxigeno es muy baja, pero se observa un rdpido aumento transcurridos unos poco minutos,
tras los que la intensidad de oxigeno continua aumentando pero suavemente hasta las 24 h. El Ti
sigue un comportamiento opuesto al del oxigeno. En el caso del aluminio, debido a la baja
intensidad detectada en comparacién con los otros dos elementos, no es posible apreciar
cambios con respecto al tiempo.
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Figura 13. Evolucidn de la intensidad relativa de los picos de Ti2p, O1s y Al2p en funcidn del
tiempo.

65



En cualquier caso, los resultados obtenidos indican que las muestras de Ti6Al4V que se han
analizado en esta tesis tienen una capa de pasivado cuya composicion varia gradualmente desde
su interfase con la aleacion metdlica hacia el exterior, siendo mas rica en éxidos deficientes en
oxigeno en el interior. La parte mds externa estd compuesta fundamentalmente por TiO2, con
una presencia de Al203, pero sin haberse detectado ninglin éxido de vanadio.

3.3.2. Caracterizacion de la superficie de titanio y aleaciones de titanio mediante
goniometria de dangulo de contacto

Como se ha probado en el apartado anterior, la capa mds externa de éxido de la aleacién
Ti6Al4V es mayoritariamente diéxido de titanio, muy similar a la capa de pasivado del titanio sin
aleantes. Sin embargo, cuando se caracteriza la mojabilidad o la energia libre superficial de estos
materiales se observan comportamientos muy diferentes. Segin los datos publicados en
diversos estudios hay una gran variabilidad para los valores de los dngulos de contacto en estas
muestras. Si atendemos a la bibliografia, se presentan valores del angulo de contacto para el
agua sobre la superficie de probetas de Ti6Al4V que estan comprendidos entre los 40° y los 80°
(MacDonald, D.E., et al., 2004) (Pacha-Olivenza, M.A. et al., 2008). Ademas, en medidas
experimentales realizadas con anterioridad, se pudo observar sobre una misma muestra una
gran dispersién en los valores del angulo de contacto de agua. Por estos motivos, es
fundamental fijar un procedimiento para limpiar y acondicionar el titanio y sus aleaciones antes
de cualquier uso posterior que proporcione superficies con propiedades, como su energia libre
superficial o su hidrofobicidad, homogéneas, idénticas y reproducibles. Puesto que el dngulo de
contacto es muy sensible a las propiedades de la superficie, se busca un procedimiento de
preparacion de las muestras que nos proporcione reproducibilidad en la medida de los dngulos
de contacto agua, tanto para una misma muestra como en muestras distintas, como paso previo
a la caracterizacién de dichas superficies.

Para conseguir el tratamiento que lleve a una capa de pasivado homogénea sobre las
superficies de titanio se estudiaron los angulos de contacto de gotas de agua, siguiendo los
diferentes protocolos de limpieza y secado detallados en el apartado 2.1.3 de este capitulo. La
eleccién de dichos protocolos se basé en informacién obtenida de la bibliografia (Pacha-
Olivenza, M.A. et al., 2008) (Park, J.H. et al., 2012), realizando modificaciones sobre los mismos,
teniendo en cuenta que hay estudios que aseguran que la pelicula pasiva de las superficies de Ti
podria deteriorarse o dafiarse con movimientos de cizallamiento muy débiles, incluso por el roce
con tejidos blandos (Lilley, P.A. et al., 1992).

Todos los protocolos de limpieza aplicados en las probetas de titanio y aleaciones de titanio
se realizaron tras el pulido hasta acabado brillo espejo descrito en el apartado 2.1.1 de este
capitulo. Para la seleccion del tratamiento que proporcione reproducibilidad en la medida de los
angulos de contacto se escogieron probetas de la aleacidon Ti6Al4V para realizar los
experimentos.

Los valores obtenidos para el angulo de contacto de una gota de agua sobre la superficie de
las probetas sometidas al primer protocolo de limpieza y secado presentaron una gran
dispersidn, obteniéndose angulos de contacto que iban desde los 46° hasta los 73°. Esta
variacion en los dngulos de contacto obtenidos se relaciond con las alteraciones que pudiera
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causar el frotado de las probetas en la formacidn de la capa de dxido superficial (Lilley, P.A. et
al., 1992).

Tras los resultados obtenidos con el primer protocolo de limpieza, se decidié retirar el
proceso de frotado de la superficie de las probetas en el segundo protocolo de limpieza y
secado. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 14, representando los datos mediante
diagramas de cajas, en color blanco aquellos datos obtenidos para las muestras depositadas 60
min en el desecador y en gris aquellas depositadas durante 120 min. Cada rectdngulo o caja esta
delimitado por el primer y el tercer cuartil (rango intercuartilico), y en el interior de estas se
representa mediante una linea el segundo cuartil, que se corresponde con la mediana y por un
punto el valor medio. Los asteriscos representan valores atipicos y las barras que acompafian a
las cajas, o bigotes, hacen referencia a los percentiles 5 y 95. El eje de abscisas de la figura 14 se
divide entre los diferentes secados aplicados a las muestras, N, u horno, y entre el nimero de
veces que se le aplica a las muestras el proceso de limpieza (nimero 1 cuando los datos se
obtienen tras un primer proceso de limpieza y nimero 2 cuando se someten al proceso de
limpieza una segunda vez).
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Figura 14. Distribucién de los datos obtenidos en las muestras limpiadas mediante el segundo
protocolo utilizado. Las probetas se secaron con nitrégeno (N,) o en el horno a 120°C (Horno). Los
numeros 1y 2 indican si los datos son obtenidos tras un primer proceso de limpieza (1) o tras un segundo
proceso de limpieza (2). Los colores blanco y gris de las cajas de los resultados representan a los datos
obtenidos para las muestras depositadas 60 min en el desecador (blanco) o 120 min (gris).

En la figura 14 se puede comprobar que con el segundo protocolo de limpieza, tanto los
valores de los dngulos de contacto como la dispersiéon de los mismos son mayores para las
muestras secadas en el horno que para las muestras secadas con N,. Se obtiene un valor medio
de los angulo de contacto de entre 60° y 65° para las muestras secadas en el horno y de entre
40° y 45° para las muestras secadas con N,. Este hecho puede deberse a que las muestras
introducidas en el horno para secarse se recubren de una capa de contaminacidon en el
transcurso de este proceso que incrementa su hidrofobicidad. También se puede observar en la
figura 14 que tanto los valores del angulo de contacto como la dispersién de los mismos
aumentan levemente para las muestras que han sido sometidas al proceso de limpieza por
segunda vez.
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Para el segundo protocolo de limpieza y secado, las muestras fueron seleccionadas
aleatoriamente. Sin embargo, aunque todas las muestras fueron obtenidas troceando una
misma barra de la aleacién, se podria considerar que las diferencias observadas estuvieran
relacionadas con diferencias en el material. Con el fin de comprobar si la variabilidad en los
resultados observados se debia o no a posibles diferencias entre las muestras, se realizaron
experimentos asociando en todo momento la muestra utilizada con los resultados obtenidos. De
esta forma, se marcaron ocho probetas de Ti6Al4V, de la A a la H, y sobre ellas se midieron los
angulos de contacto de gotas de agua siguiendo el tercer protocolo de limpieza y secado (figura
15). En esta figura también se utiliza la numeracion 1 o 2, dependiendo del nimero de veces al
que fueron sometidas las muestras al proceso de limpieza.

90
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A-1 A-2 B-1 B-2 C-1 C-2 D-1 D-2 E-1 E-2 F-1 F-2 G-1 G-2 H-1 H-2

Figura 15. Representacion de los angulos de contacto medidos siguiendo el tercer protocolo. Las
letras de la A a la H representan cada una de las ocho muestras analizadas y los nimero 1y 2 indican si los
datos se obtienen tras la primera limpieza (1) o tras una segunda (2).

Se observa de nuevo, a excepcidén de la muestra H, que el segundo lavado siempre aumenta
los angulos de contacto medios. Después del primer proceso de limpieza (1) los angulos de
contacto estan comprendidos entre 38° y 48° en las muestras que van desde la B hasta la H, y
para la muestra A se obtienen angulos de contacto que van de 47° a 54°. Esta dispersion entre
los datos obtenidos en muestras distintas llevaria a un aumento significativo de la dispersion del
promedio de todos los valores de los dangulos de contacto. Después del segundo proceso de
limpieza, los angulos de contacto para las muestras que van desde la B hasta la H estan
comprendidos entre 40° y 55° y para la muestra A entre 61°y 74°.

Puesto que también para las muestras sometidas al tercer protocolo de limpieza y secado
se observé una gran dispersion en los datos obtenidos en distintas muestras, se disefié un cuarto
protocolo de limpieza y secado para promover la pasivacidén controlada en medio acuoso de las
muestras de la aleacidn de titanio, con objeto de obtener una capa de éxido mas homogénea
sobre la superficie del Ti6Al4V, para minimizar la posible contribucién de las caracteristicas del
material a la superficie externa y a las desviaciones producidas por las irregularidades asociadas
por ejemplo, a diferencias en las condiciones ambientales. Los resultados obtenidos tras
someter a las probetas a este cuarto protocolo de limpieza y secado se muestran en la figura 16.

68



90 4

B =

70 <

HH
ik

60

8, (grados)

50

40

30 T T T T

Figura 16. Representacion de los angulos de contacto medidos siguiendo el cuarto protocolo de
limpieza y secado. El eje de abscisas muestra los tiempos en los que las muestras estuvieron sometidas a
la pasivacién en medio acuoso y la marca 72 h* hace referencia al conjunto de muestras que estuvieron

depositadas en el desecador durante 24 h.

Las muestras sometidas al cuarto protocolo de limpieza y pulido, presentan valores medios
estables de los dngulos de contacto independientemente del tiempo en el que las muestras han
estado introducidas en el horno. Ademas, la distribucion de los datos es muy similar en todos los
casos, con la menor dispersién para el tiempo de 48 h. También es interesante sefialar que el
valor medio de los dngulos de contacto es de unos 80°, valor superior a cualquiera de los
obtenidos con otros protocolos de limpieza y secado. Se entiende, por lo tanto, que es probable
que este procedimiento permita una capa pasiva mas gruesa y uniforme sobre la superficie del
Ti6Al4V y por consiguiente una menor dispersién en los dngulos de contacto. Por esta razén se
seleccioné este protocolo para ser empleado en los siguientes procedimientos experimentales.

Una vez conseguido el protocolo a través del cual se obtienen resultados de los angulos de
contacto reproducibles, independientemente de la muestra seleccionada y menos dispersos, se
procedid a la evaluacién de la tension superficial mediante goniometria de angulo de contacto
de las muestras de titanio, Ti6Al4V y Ti6Al7Nb. Los datos para cada una de ellas se presentan en
la tabla 1, en la que se incluyen los valores de los dangulos de contacto para el agua (8,), la
formamida (6;) y el diiodometano (), medidos sobre la superficie de las probetas de Ti,
Ti6Al4V y Ti6Al7Nb. También se muestran en la misma tabla las componentes Lifshitz-van der
Waals (y*") y acido-base (y4%) de la tensién superficial, los pardmetros electrén-aceptor (y*) y
electrén-donador (y~) y la tensidn superficial total (ys) del sdlido, calculadas mediante el
modelo VOCG calculados segun la ecuacion 18 del capitulo 2 de esta tesis.
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Tabla 1. Valores de los angulos de contacto para el agua (6,), la formamida (6¢) y el diiodometano (8p) obtenidos
sobre la superficie de las probetas de Ti, Ti6AI4V y Ti6AI7Nb. También se muestran en la tabla las componentes
Lifshitz-van der Waals (y")y &cido-base (y“4F) de la tensién superficial, los pardmetros electrén-aceptor (y+) y
electrén-donador (y7) y la tensidn superficial total (ys) del sélido, calculadas mediante el modelo VOCG.

e e e Lw AB ar =
A F D 14 , Y , 14 , Y , ¥s (mi/m?)
(Grados) (Grados) (Grados) (mJ/m?) (mJ/m°?) (mJ/m°?) (mJ/m°?)
Ti 80+3 59+2 4943 31,2413 4,3+1,9 0,7+0,3 6,5+2,6 35,5#3,1
Ti6Al4V 771 56+1 39+3 36,1+1,4 3,1+1,0 0,3+0,2 7,3%1,0 39,2+2,5
Ti6AI7Nb 6213 4612 38+1 34,510,8 8,212,2 1,040,3 17,5+3,8 42,7429

Para los tres liquidos utilizados, los valores de los angulos de contacto medidos siguen, en
general, la secuencia Ti > Ti6AI4V > Ti6AI7Nb. En concreto, el angulo de contacto del agua indica
que las superficies de Ti y Ti6Al4V son mas hidrofobas frente a la superficie de Ti6Al7Nb, cuyo
angulo de contacto es aproximadamente 15° menor que para las otras dos muestras. Este
comportamiento del angulo de contacto del agua se observa también con la formamida. En
contraste, el diiodometano ofrece 4dngulos similares sobre las dos aleaciones vy
aproximadamente 10° inferiores al que presenta sobre el Ti.

Los cdlculos realizados a partir de estos angulos segin el modelo VOCG muestran que las
componentes Lifshitz-van der Waals (yX") de la superficie de las aleaciones son similares entre
si y superiores a la del Ti. Sin embargo, la componente &cido-base (y4Z) de la aleacién Ti6AI7Nb
practicamente duplica a la de las otras muestras, principalmente debido al valor del parametro
y~. Como consecuencia, la energia libre superficial sigue la secuencia Ti6AI7Nb > Ti6Al4V > Ti,
aunque comprendida en el estrecho margen entre 35,5+3,1y 42,7+2,9 mJ/mZ.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la irradiacion con UV-C de la superficie de las
aleaciones de Ti produce una modificacion de su estado hidréfobo a superhidréfilo. Por ello se
estudid el efecto de la radiacion ultravioleta sobre la hidrofobicidad de la superficie del Ti y las
aleaciones de titanio seleccionadas en funcidn del tiempo de exposicion a la radiaciéon UV-C, y
por tanto también de la dosis de radiacidon recibida, mediante goniometria del angulo de
contacto del agua. En la tabla 2 se han incluido los valores de los angulos de contacto del agua
sobre las aleaciones y sobre la superficie de titanio sometido a diferentes dosis de irradiacion
con luz UV-C. Antes de ser tratadas (t=0 min), todas las muestras presentaban un caracter
hidréfobo, con un dngulo de contacto para el agua que comprendido entre aproximadamente
60° y 80°. A medida que aumentd el tiempo de irradiacion, las superficies de las muestras
cambiaron de hidréfobas a hidrdfilas, pero a velocidades diferentes (Fig. 17). La disminucidon del
angulo de contacto del agua en la muestras de Ti6Al4V es mads lenta que para las otras muestras
y no llega a cero, dentro del error experimental, hasta los 240 min, mientras que para el Tiy el
Ti6AlI7Nb se hace cero a los 60 min de exposicidn. Es destacable el hecho de que la aleacion
Ti6Al7Nb consigue ser superhidrofilica antes que la aleacion Ti6Al4V.
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Tabla 2. Valores de los dngulos de contacto para el agua (grados) obtenidos sobre la superficie de las probetas de Ti,
Ti6Al4V y Ti6Al7Nb sometidas a distintos tiempos de irradiacién con luz UV-C. También se muestran los valores de la
dosis de radiacion recibida a cada tiempo.

TIEMPOS DE IRRADIACION (min)/DOSIS RECIBIDA (J/cm?)

0/0 15/2,023 30/4,358 60/8,321 90/12,680 120/16,792 240/33,634 360/51,125
Ti 8114 5143 18+1 0 0 0 0 0
Ti6Al4V 774 5613 21+1 1741 1141 8+1 0 0
Ti6Al7Nb 6213 4913 5613 0 0 0 0 0
90
80 ¢
—&— Ti6AI4V
—o— Ti6AI7Nb
Ti
0 e — —  ——
T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo UV-C (min)

Figura 17. Evolucidn del angulo de contacto del agua (6,) frente al tiempo de irradiacion en las
probetas de Ti, Ti6Al4V y Ti6Al7Nb.

A pesar de ser el TiO, el compuesto predominante en las capas de 6xido superficial que

cubre todas las probetas, no todas tienen el mismo comportamiento frente a la dosis de

radiacidon de luz UV-C recibida. Las diferencias observadas entre las muestras analizadas deben

ser, por lo tanto, consecuencia de los elementos aleantes presentes en las capas de pasivado.
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4. EVALUACION DE LA ADSORCION DE PROTEINAS EN
SUPERFICIES EXTENSAS DE ALEACIONES DE TITANIO

4.1. INTRODUCCION

4.1.1. Proteinas

Las proteinas son biomoléculas formadas fundamentalmente por cadenas lineales de
aminodcidos, unidos entre si mediante enlaces peptidicos. Estan presentes, con un alto
porcentaje (constituyen el 80 % del protoplasma deshidratado de toda célula), en la composicién
de los organismos vivos. Las proteinas son macromoléculas complejas, de tamafios en un rango
amplio que va desde unos pocos miles de daltons a mas de un millén (Pefia, A., et al., 2004). En
su composicién siempre aparecen el carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno y ademas, la
mayoria de las proteinas contienen azufre y fosforo. Presentan una superficie muy heterogénea
en la que las cargas eléctricas no estan distribuidas uniformemente y con dominios con distinto
grado de hidrofobicidad.

Aminoacidos

Los aminodacidos son las unidades basicas que forman las proteinas. La composicién quimica
general que presentan es un grupo amino (-NH,), basico, y otro carboxilo (-COOH), acido, en la
misma molécula. Las moléculas que pueden actuar como acido o como base se denominan
anféteras. Por tener un grupo —COOH, los aminoéacidos pueden disociarse dando protones (H*); y
por tener un grupo —NH, basico, puede captarlos. Estos dos grupos estan unidos a su vez un
carbono a (-C-) (Fig. 1), que a su vez se une a un atomo de hidrégeno y a un grupo quimico
variable, denominado radical (-R).

H H O
N\ |/
N—C—C\
H/ FL o—"
amino acido carboxilico

Figura 1. Fdrmula general de los aminoacidos (Imagen recuperada de pagina web 1).

Existen cientos de radicales por lo que se conocen cientos de aminodacidos diferentes, pero
s6lo 20 forman parte de las proteinas. Cada uno de estos 20 aminodcidos viene caracterizado
por su radical R (Fig. 2). Estos 20 aminoacidos pueden distribuirse de forma diferente en cuanto
a numero, clase y orden y de ello deriva la gran diversidad de las proteinas.
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Figura 2. Fdrmula de los 20 aminoacidos que componen las proteinas (Imagen recuperada de pagina
web 2)

Como ya se ha indicado, en las proteinas, los aminoacidos se encuentran unidos
linealmente por medio de uniones peptidicas. Estas uniones se forman por la reaccion entre el
grupo carboxilo del primer aminodcido con el grupo amino del segundo aminoacido, formando
un enlace CO-NH con la pérdida de una molécula de agua. Cuando se unen dos aminodacidos de
esta manera, se forma un péptido, y el enlace que los mantiene unidos se denomina enlace
peptidico. De acuerdo con el nimero de aminoacidos que formen el péptido, este se llama di.,
tri., tetra., etc., o polipéptido, cuando la cadena esta formada por mas de 10 aminodcidos. Las
proteinas son polipéptidos formados por mas de 100 aminoacidos.

La estructura mas basica en la composicién de proteinas, la estructura primaria (Fig. 3),
consiste en una secuencia de aminodcidos, donde el nimero de esos estos, la clase y el orden
(secuencia) en el que estan dispuestos en la cadena proteica son caracteristicos de cada
proteina. Como consecuencia del establecimiento de enlaces peptidicos entre los distintos
aminodacidos que forman la proteina se origina una cadena principal, donde los atomos
implicados en el enlace peptidico se encuentran situados en un mismo plano y constituyen una
estructura rigida que no puede girar libremente sin que se rompan enlaces covalentes. Sin
embargo, si es posible la rotacién libre alrededor del carbono a y, por lo tanto, de un aminoacido
respecto de otro en un péptido. La cadena polipeptidica puede adoptar, fundamentalmente, dos
disposiciones en el espacio de entre el nimero ilimitado que, en teoria, podria tomar, debido al
libre giro del carbono a de los aminoacidos, estas son la conformacién a-hélice y la
conformacion B, a las que se conoce como estructura secundaria de las proteinas (Fig. 3). La
conformacion a-hélice se produce por el enrollamiento de la cadena polipeptidica sobre un eje
imaginario, donde los grupos R de los distintos aminoacidos se sitlan hacia afuera,
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sobresaliendo de la estructura helicoidal. Esta estructura se mantiene estable debido al
enfrentamiento de los grupos CO y NH (Baker, E.N. y Hubbard, R.E.,, 1984) de los enlaces
peptidicos que se produce en cada vuelta o espiral de la hélice, acercandose a una distancia
suficientemente cercana para que se establezca un enlace de puente de hidrégeno. Aunque este
enlace es débil, la existencia de muchos de ellos hace que la hélice se estabilice. La conformacion
B o hoja-B es la que adopta la cadena polipeptidica que se extiende en zigzag. Si una cadena se
dispone adyacente a la otra, se pueden mantener unidas de forma estable, formando enlaces de
puente de hidrégeno entre ambas (Chothia, C., 1984). Cuando la estructura secundaria se pliega
sobre si misma y adquiere una forma globular, se forma la estructura terciaria de las proteinas,
que seria la distribucién tridimensional de todos los atomos que la constituyen (Fig. 3). Esta
estructura se mantiene estable debido a las interacciones que se producen entre los distintos
grupos de los radicales R (entre los que se pueden encontrar, enlaces disulfuro y enlaces por
puentes de hidrégeno), que se acercan unos a otros como consecuencia del plegado de la
cadena. De la estructura terciaria derivan las propiedades bioldgicas de las proteinas, puesto que
la disposicion en el espacio de los diferentes grupos funcionales, condiciona su capacidad de
interaccidn con otros grupos. Por ultimo, la estructura cuaternaria de las proteinas se forma
mediante la union de enlaces débiles de varias cadenas de aminodcidos con estructura terciaria
para formar un complejo proteico (Fig. 3).

Niveles de organizacidn de las proteinas

Estructura primaria de las proteinas
Es la sequencia de una cadena de aminoécidos

Cadenas laterales
{GruposR) "

Estructura secundaria de las proteinas
ocurre cuando los aminodcidos en la secuencia co
interactian a través de enlaces de hidrégeno

{ ~ Hoja plegada

Estructura terciaria de las proteinas

ocurre cuando ciertas atracciones estan presentes
entre hélices alfa y hojas plegadas

Principalescadenas
polipeptidicas

Hélice a

Estructura cuaternaria de las proteinas
@s una proteina que consiste de mas de
una cadena de aminodcidos

Figura 3. Niveles de organizacion de las proteinas, donde se puede observar de forma ampliada las

dos conformaciones de la estructura secundaria (Imagenes recuperadas de paginas web 3y 4).

Para la realizacién de los estudios de adsorcidn de proteinas en superficies sélidas descritos
en este capitulo, se han seleccionado dos proteinas presentes en la sangre, como son la
albumina vy el fibrindgeno. Y otra proteina presente en gran variedad de células y que por lo
tanto participa en las reacciones bioquimicas de diversos procesos fisioldgicos y patolégicos, que
es la fibronectina. En los siguientes apartados se va a ampliar la informacidn acerca de cada una
de ellas.
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4.1.1.1. Albumina de suero humano (HSA)

Es una proteina de transporte globular, muy abundante en el plasma sanguineo (constituye
aproximadamente el 60% de las proteinas plasmaticas) y su principal tarea es mantener la
presidon osmdtica. Su punto isoeléctrico corresponde a un pH de 4.6 aproximadamente. El HSA es
la proteina mas pequefia que se encuentra en la sangre (peso molecular de 66 kDa), con unas
dimensiones de aproximadamente 4 nm x 4 nm x 14 nm (Wehmeyer, J.L., et al. 2010) en forma
de corazdn (Fig. 4) en condiciones fisioldgicas. Dependiendo del valor del pH del medio en el que
se encuentra, la forma de la albimina puede variar de forma reversible; se encuentra con la
forma bdsica de corazén para pH entre 4.3 y 8, pasando a una disposicidon con forma de corazoén
mas abierta para pH entre 2.7 y 4.3. Y para pH por debajo de 2.7 y por encima de 8, adopta una
forma completamente extendida (Carter, D.C. y Ho, J.X., 1994). La albumina de suero humano
estd compuesta por cadenas de 585 aminoacidos, entre los que se encuentran mayoritariamente
la alanina, cisteina, lisina, leucina y acido glutdmico y ademas, contiene 17 enlaces disulfuro. Esta
proteina tiene carga eléctrica negativa, lo que contribuye a que no traspase algunas membranas
del organismo que tienen la misma carga eléctrica (Peters, T. 1985).

Figura 4. Molécula de albumina (Imagen recuperada de pagina web 5).
4.1.1.2. Fibrinégeno (Fng)

El fibrindgeno es una proteina implicada en la coagulacién en cascada de la sangre y
consecuentemente en la adhesién celular y la biocompatibilidad. Es la proteina plasmatica
menos soluble y por accién de la trombina pasa a ser convertida en fibrina insoluble. Tiene unas
dimensiones de aproximadamente 45 nm de longitud y 9 nm de didametro, de estructura
elipsoidal y su peso es de 340 kDa. Debido a su estructura, puede ser adsorbida en las dos
orientaciones posibles con respecto a la superficie, es decir, por la parte mas alargada o por el
extremo. Si la adsorcion en la superficie sélida se produce por el extremo, la cantidad de
proteina adsorbida es menor que si la adsorciéon se produce por la parte mas alargada. El
fibrindgeno es una molécula fibrilar, que en sus extremos tiene cargas fuertemente negativas. Su
punto isoeléctrico corresponde a un pH de 5.5. La molécula de esta proteina esta compuesta por
tres pares de cadenas de polipéptidos diferentes (Aa, BB y v, en la figura 5) unidas por puentes
disulfuro en un dominio central E (Lauricella, A.M., 2007). La cadena Aa contiene 610
aminodcidos, 461 la cadena BB y 411 aminoacidos la cadena y (Weisel, J.W., 2005). Las
secuencias de aminoacidos de las tres cadenas son homodlogas, aunque se encuentran
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diferencias importantes entre ellas, por ejemplo hay 8, 11 y 10 moléculas de cisteina en las
cadenas Aa, BB y v, respectivamente.

Figura 5. Representacién esquematica de la molécula de fibrinégeno, en la que cada color representa una
cadena polipeptidica diferente (Aa, BB y ) (Imagen recuperada de Lauricella, A.M., 2007).

4.1.1.3. Fibronectina (Fn)

La fibronectina es una glicoproteina adhesiva presente en forma soluble en plasma e
insoluble en la matriz extracelular de la mayoria de los tejidos. Su funcién adhesiva le permite
desempenar diferentes papeles en diversas funciones bioldgicas, como la ayuda en la
cicatrizacion de heridas y la estabilizacion de codgulos. Esta formada por una molécula
asimétrica compuesta por dos subunidades similares de 140 nm de longitud y 220 kDa cada una,
unidas por puentes disulfuro, formando un dimero, con un grupo N-amino terminal en cada
subunidad (Fig. 6). Ademas, cada una de estas subunidades puede dividirse en varios dominios
funcionales en los que se pueden fijar diferentes moléculas y células.

[+]
Disuliide Y/
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binding

Heparin
binding

RGD
sequences
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surface
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binding

Fibrin
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CD"&QEI‘I
binding

Heparin and
fibrin
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*NH, *NH,

AR Pearsor Didcamion, b

Figura 6. Esquema de la molécula de fibronectina (Imagen recuperada de pagina web 6).

La fibronectina contiene aproximadamente 2300 aminodacidos, entre los que se encuentran
la serina, glicina y alanina. Su punto isoeléctrico corresponde a un pH de entre 5.5 y 6.3 (Hynes,
R.O. y Yamada, K.M., 19982). La forma que presenta la Fn puede variar, cambiando de una
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estructura compacta a una extendida dependiendo del pH y de la fuerza iénica de la solucién. En
condiciones fisioldgicas la fibronectina plasmatica adopta una conformacién compacta,
asimétrica en forma de disco, pasando a una estructura mas extendida que aparece tanto a alta
fuerza idnica como para pH extremos (Potts, J.R. y Campbell, L.D., 1994).

4.1.2. Adsorcion de proteinas

La adsorcion de proteinas es un proceso muy complejo, dependiente del tiempo, donde
ocurren una serie de sucesos fisico-quimicos de manera simultdnea o en cascada. Las proteinas
poseen una alta afinidad por las interfases y su adsorcién normalmente se produce de forma
muy rapida, pudiéndose observar una cobertura de la superficie practicamente completa
transcurridos unos pocos segundos después de poner en contacto la superficie con la solucidn.
Las interacciones conocidas que ocurren en la absorcién de proteinas son en su mayoria
interacciones no covalentes, es decir, enlaces mediante puentes de H, interacciones
electrostaticas e hidrofdébicas (los dominios no polares de la molécula evitan las regiones polares
de la superficie del material o viceversa).

Incluso después de haber alcanzado una cobertura superficial completa, la capa de
proteinas adsorbidas presenta un comportamiento dindmico debido a los cambios
conformacionales y procesos de reordenamiento que se producen en estas (Tsapikouni, T. S. y
Missirlis, Y. F., 2008). La interaccidn de las proteinas con las superficies de los biomateriales es
diferente dependiendo de la presencia de una Unica proteina o de soluciones de mezclas de
proteinas, debido a la competencia en la adsorcidn entre ellas.

Todas estas caracteristicas del proceso de adsorcién de proteinas hacen que las
propiedades fisicas y quimicas de la superficie del sustrato influyan directamente en las
propiedades de la capa adsorbida. Las principales caracteristicas de una superficie que
intervienen directamente en el proceso de adsorcidn, como ya se ha mencionado en el primer
capitulo de esta tesis, son la composicidn quimica, la topografia, el potencial eléctrico, la
hidrofobicidad y la energia libre superficial (Spriano, S. et al., 2017) (Rabe, M. et al., 2011).
Muchas de estas caracteristicas superficiales han sido estudiadas para diferentes tipos de
proteinas y de superficies, asi los estudios presentados por Larbi Filali (Filali, L., et al. 2016)
proponen que las superficies hidréfilas de silicio amorfo tienen una mayor adsorcién de
albumina que las hidrofobas. A. Sethuraman et al. (Sethuraman, A. et al. 2004) obtienen
resultados similares a los obtenidos por Larbi Filali et al., realizando estudios de adsorcion de
siete proteinas globulares sobre ocho sustratos solidos compuestos por monocapas
autoensambladas (SAM). Cabe mencionar el trabajo presentado por Wei-Bor Tsai (Wei-Bor Tsai
et al. 1999) donde utilizan poliestireno como ejemplo de material hidrébofo para estudiar el
papel que juega el fibrinégeno en la adhesién de plaquetas. Otros estudios demuestran que la
misma composicién quimica pero con diferentes microestructuras superficiales puede dar como
resultado un comportamiento de adsorcién muy diferente (Zhongwei Wang, et al., 2017). Con
respecto a superficies de titanio, uno de los estudios mas actuales es el propuesto por Ying-Sui
Sun (Ying-Sui Sun et al. 2016), donde observan que la modificacién de la superficie del titanio
utilizando genipina para la inmovilizacién de proteina ésea mejora la hidrofilicidad de Ia
superficie y la adsorcién de albumina en la misma.
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La hidrofobicidad superficial es uno de los parametros que afectan en mayor medida a la
respuesta biolégica de un material implantado, ya que afecta tanto a la adsorcién de proteinas
como a la adhesion de células y bacterias (Lee, J.H. y Lee, H.B., 1998) (Pacha-Olivenza, M.A. et
al., 2013). Por norma general, se considera que en las superficies hidréfobas se produce una
mayor adsorcién de proteinas que en las superficies hidréfilas. Esto es debido a que en la
adsorcién de proteinas se producen interacciones hidrofdbicas (Schmidt D.R., et al. 2009), en
contraste con las fuerzas repulsivas que surgen de las moléculas de agua fuertemente unidas a
las superficies hidroéfilas (Ostuni, E. et al. 2001). Pero algunos de los estudios presentados en el
parrafo anterior defienden el comportamiento contrario en la adsorcion de proteinas, ya que
observan una mayor adsorcién de proteinas en superficies hidrofilas. En estas superficies, es de
esperar que la adsorcién de proteinas se rija por interacciones electrostaticas y ademas, se prevé
que pueda favorecer los reordenamientos estructurales (Norde, W. 1995). Por norma general,
los dominios polares (hidréfilos) de las proteinas tienden a adsorberse a superficies polares,
mientras que los dominios hidréfobos tienden a adsorberse en superficies hidréfobas.

4.1.2.1. Adsorcion competitiva de proteinas

En los fluidos corporales se detectan una gran cantidad de proteinas y esto hace que la capa
de proteinas adsorbidas en la superficie de los biomateriales implantados en el cuerpo humano
sea compleja. Hay muchos estudios sobre adhesidon de una Unica proteina en biomateriales
(Silva-Bermudez, P. y Rodil, S.E. 2013), pero el comportamiento de la adhesién competitiva de
proteinas no se puede predecir de la adsorcidn de una Unica proteina ya que la presencia de una
proteina puede reducir la adsorcién de otra. Este efecto se conoce como la secuencia de Vroman
(Vroman, L. y Adams, A. L., 1969) (Hirsh, S. L. et al., 2013) donde inicialmente las proteinas mas
pequefias y mas abundantes se difunden rapidamente a la superficie y son adsorbidas, para
después ser desplazadas por proteinas menos abundantes y mas activas.

Son muchos los factores que afectan notablemente a la adsorcién competitiva de proteinas,
como son, la composicion quimica de la superficie, el pH de la solucién, la velocidad de
despliegue de la proteina en la superficie y el tiempo de resistencia de la proteina en la interfase
(Brash, J.L. y Horbett, T.A., 1995). Ademads, en la adsorcion competitiva de proteinas la
disposicidn y orientacién que sufren las mismas en la capa adsorbida son muy importantes para
determinar la respuesta bioldgica de un biomaterial (Rabe, M. et al., 2011). Jinku kim (Jinku Kim,
2016) ha desarrollado una tecnologia experimental basada en el intercambio de
hidrégeno/deuterio combinada con la espectrometria de masas para investigar los cambios en la
disposicidn de las proteinas en capas adsorbidas.

Para estudiar la adsorcion de varias proteinas sobre biomateriales se utilizan distintas
técnicas de analisis, como se vera en el siguiente apartado de forma mas desarrollada (Silva-
Bermudez, P. y Rodil, S.E. 2013). Un ejemplo de ello son los trabajos propuestos por P. Ying et al.
(Ying, P. et al., 2004), donde estudian mediante elipsometria la adsorcion competitiva de
colageno y albumina en superficies de silicio con diferentes grados de hidrofobicidad. En ellos se
muestra que la adsorcién de coldgeno proveniente de una mezcla de proteinas disminuye, a
medida que la de albiumina aumenta, con el aumento de la hidrofobicidad de la superficie.
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4.1.3. Caracterizacion de capas de proteinas adsorbidas en biomateriales
metdlicos

El estudio de las interacciones a nivel molecular entre los materiales sintéticos y los
sistemas bioldgicos sigue teniendo mucha importancia en los campos de investigacion
relacionados con los biomateriales, ya que existe una influencia directa entre la estructura del
material y la respuesta de los organismos que componen los fluidos fisiolégicos. Como se ha
mencionado en los capitulos previos y en este mismo, son muchos los aspectos que hay que
someter a estudio para adquirir una amplia comprensién sobre los fenédmenos de adsorcion de
proteinas. Es por este motivo por el que se utilizan diferentes técnicas para proporcionar
informacién complementaria sobre los diferentes aspectos fisicoquimicos que envuelven estos
fendmenos. Algunas de las técnicas mas empleadas para el estudio de capas de proteinas
adsorbidas en materiales metalicos son la Elipsometria Espectroscopica (SE), la Microbalanza de
Cristal de Cuarzo (QCM), la Espectroscopia Infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR), la
Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS), la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) o la
Deteccién de lones Secundarios mediante Espectrometria de Masas por Tiempo de Vuelo (TOF-
SIMS).

El uso mas extendido de la SE es el estudio de la cinética de adsorcién en tiempo real de
proteinas en la interfase soélido-liquido, siendo posible obtener el valor del espesor y los
parametros oOpticos de la capa de proteinas adsorbidas (Arwin, H., 2011) (Lousinian, S. vy
Logothetidis, S., 2008) (Elwing, H., 1998). Sin embargo una limitacion muy importante en esta
técnica es que para la obtencién de estos resultados se requiere un conocimiento amplio a nivel
de composicidon de la muestra. Para obtener una cuantificacién de la cantidad de proteinas
adsorbidas se suele utilizar QCM (Voros, J., 2004) y mediante AFM se puede estudiar el espesor
de la capa de proteinas adsorbidas, asi como sus fuerzas de union a la superficie (Agnihotri, A. y
Siedlecki, C.A. 2004). Una de las pocas técnicas que permiten la identificacién de detalles
estructurales y conformacionales de las proteinas adsorbidas es FTIR, ya que es una técnica
capaz de detectar los cambios en las estructuras secundarias de las proteinas (Tunc, S. et al.
2005). Pero esta técnica tiene un uso limitado en el andlisis de disoluciones con varias proteinas
porque los espectros en estos casos pueden llegar a ser muy complicado y dificiles de resolver.

Ademas de las técnicas descritas en el parrafo anterior, las técnicas de XPS y TOF-SIMS son
métodos muy potentes para caracterizar capas de proteinas adsorbidas sobre superficies de
biomateriales debido a su especificidad quimica y a su sensibilidad superficial, permitiendo
detectar muy bajas cantidades de proteinas. En este campo, cabe destacar a D.G. Casnert, con
multitud de trabajos presentados sobre caracterizacion de superficies en contacto con
biomoléculas mediante las técnicas citadas (Wagner, M.S. y Castner, D.G., 2001) (Michel, R. y
Castner, D.G., 2006) (Belu, A.M. et al. 2003). Mediante TOF-SIMS también es posible estudiar la
orientacién y conformacién de la capa de proteinas, observando las modificaciones en la
intensidad de los iones secundarios de cada aminodcido, tal y como lo hacen Caren D. Tidwell et
al. (Tidwell, C.D. et al. 2001) en sus estudios de caracterizacion de albumina y fibronectina en
superficies de titanio, oro y politetrafluoroetileno. Debido a la complejidad de los espectros de
masas de las proteinas, se utilizan técnicas de analisis de componentes principales (PCA) para
obtener una mejor interpretacion de los resultados obtenidos mediante TOF-SIMS. Wagner y
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Castner desarrollan esta técnica de andlisis estadistico en muchas de sus publicaciones con
diferentes proteinas y sustratos (Wagner, M. S. y Castner, D. G., 2001, 2003) (Sanni, O.D. et al.
2002). Por otro lado, mediante los resultados obtenidos utilizando la técnica de XPS se pueden
obtener, ademas de la composicién de la capa que se encuentra adsorbida en la superficie del
biomaterial, los enlaces mediante los cuales las proteinas se unen al sustrato o entre si.
Numerosos investigadores vienen utilizando esta técnica para estudiar las interacciones que se
producen entre la capa de proteinas y el biomaterial, como por ejemplo Sundgren et al.
(Sundgren, J.E. et al., 1986) quienes estudian la adsorcidn de fibrindgeno en superficies de oro y
titanio. En este trabajo relacionan los cambios en intensidad y forma del pico del Cls,
observados con respecto a la muestra de referencia, con la adsorcion de fibrindgeno.

4.1.4. Objetivos de este capitulo

En este capitulo se presenta el estudio de la adsorcion de tres proteinas diferentes,
albumina, fibrinégeno y fibronectina, en superficies de las aleaciones de titanio, Ti6AlI4V vy
Ti6AlI7Nb. Ademas, se propone un cambio en la hidrofobicidad de estas superficies mediante
irradiacion con luz UV-C, para ver los posibles efectos que éste produce en la adsorcidn de estas
proteinas. Por ultimo, se evalla la adsorcidn competitiva entre las tres proteinas seleccionadas
sobre las superficies de aleacidon de titanio con diferentes grados de hidrofobicidad.

4.2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

4.2.1. Descripcion de sustratos y medios

La adsorcidn de proteinas estudiada en este capitulo se realizdé sobre superficies de las
aleaciones Ti6Al4V y Ti6AI7Nb. Las caracteristicas de ambos materiales y las técnicas empleadas
para el pulido y la limpieza de los mismos han sido descritas con detalle en el capitulo anterior.
Para la modificacién de la hidrofobicidad de la superficie de estas aleaciones se emplearon
tiempos de 2 y 15 horas de irradiacién con luz UV-C, utilizando el mismo proceso descrito
también en el capitulo anterior.

Las proteinas utilizadas fueron suministradas por Sigma-Aldrich (Alemania), en el caso de la
albumina y el fibrindgeno en formato de polvo liofilizado y en el caso de la fibronectina en una
suspension al 0,1 %.

Las disoluciones de proteinas se realizaron utilizando como medio un tampdn fosfato salino
(PBS), el cual se prepara a partir de un tampdn fosfato potdsico (KPi, que consiste en una
disolucién de K,HPO, (43,5 g/I) y KH,PO, (34,0 g/l) en agua destilada) al que se le afiaden 8,76 g/I
de NaCl.

4.2.2.Adsorcion de proteinas

La adsorcidon de proteinas sobre las superficies de las aleaciones de titanio se realizd
depositando sobre las probetas 1 ml de disolucién de proteinas de distintas concentraciones (10
ug/ml, 30 pg/ml, 80 pg/mly 100 pg/ml) a 37° C. Las muestras se incubaron a esa temperatura
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durante 2 horas, tras lo cual, todas ellas se aclararon con agua destilada para retirar los restos de
proteinas y sales que pudieran quedar sobre la superficie sin adsorberse al material, y por ultimo
se dejaron secar a temperatura ambiente para posteriormente ser caracterizadas.

Para los estudios de adsorcién competitiva de dos proteinas se prepararon disoluciones de
las dos proteinas seleccionadas (albumina y fibrindgeno) en distinta proporcién de volumen
(75:25 y 25:75), siendo la concentracion final de las disoluciones 30 pg/ml. Las disoluciones de
las tres proteinas se hicieron manteniendo una concentracién de fibronectina de 10 pg/ml y
variando la mezcla de albumina-fibrinégeno en distintos porcentajes. Se tomaron cuatro
variaciones de mezcla de proteinas posibles. La primera disolucion se realizé con una mezcla
50:50 en la disolucién de Fn y la disolucidn de HSA, sin afiadir nada de Fng. La segunda disolucion
se hizo mezclando el 50% de disolucidn de Fn y el otro 50% con la mezcla de HSA-Fng con una
proporcién de volumen 75:25. La tercera disolucion se elaboré con una mezcla 50:50 entre la
disolucién de Fn y la mezcla de HSA-Fng con una proporciéon de volumen entre ellos de 25:75.
Por ultimo, la cuarta disolucion se realizd mezclando la disolucién de Fn y de Fng en una
proporcién 50:50, sin afiadir nada de HSA.

El proceso de adsorcidn de las distintas mezclas de proteinas sobre las aleaciones de titanio
se realizo siguiendo el mismo protocolo utilizado para una sola proteina.

4.2.3. Técnicas de caracterizacion

4.2.3.1. Deteccidn de lones Secundarios mediante Espectrometria de Masas por Tiempo
de Vuelo (TOF-SIMS)

Para los analisis de caracterizacidn superficial realizados mediante TOF-SIMS se empled un
equipo TOF-SIMS> (ION TOF, Alemania) (Fig. 7) que estd equipado con un cafién de iones
primarios de Bi,", con n=1-7 y q=1-2. Este cafién opera a 25q keV (25 keV para los iones con
carga individual y 50 keV para los iones doblemente cargados) y a un angulo de incidencia de 45°
con respecto a la horizontal de la muestra. Para el caso de las muestras con proteinas adsorbidas
en la superficie se utilizd Bis*, que tiene una intensidad de 0,2 pA y estd mas indicado para
muestras organicas (Kollmer, F. 2004) y las medidas se realizaron en modo estatico. El area
analizada fue de 200 x 200 um?® con una densidad idnica de recogida por encima de 1E"
iones/cm” en cada espectro y se midieron de 4 a 8 puntos en las superficies de cada muestra,
dependiendo de la homogeneidad de las mismas. Todas las medidas se realizaron en el interior
de una cdmara de ultra alto vacio a una presion de 1,8E° mbar. La energia de extraccién aplicada
a los iones secundarios fue de 10 kV. Para obtener los espectros de masas de las muestras con
proteinas adsorbidas se recogieron los iones positivos y se realizd una calibracién de espectros
con los siguientes iones: H*, H,", CH5", C,H;", C3Hs' y C/H-".

El analisis de componentes principales se desarrolldé con un paquete de herramientas para
Matlab llamado NESAC/BIO Toolbox, creado y proporcionado amablemente por el Dr. Dan
Graham. Para el desarrollo de esta tesis ha sido fundamental su aportacién y por lo tanto
agradezco al profesor Dan Graham el paquete de datos NESAC / BIO, que ha sido utilizado en
este estudio, asi como a la subvencidn NI-002027 del NIH que ha permitido su desarrollo.

88



Figura 7. Equipo TOF-SIMS> (ION TOF)

4.2.3.2. Espectroscopia Fotoelectrdnica de Rayos X (XPS)

La caracterizacion de las muestras mediante XPS se realizé con un equipo K-Alpha (Thermo
Scientific), que ya ha sido descrito en el capitulo anterior. El punto del haz incidente elegido para
estas medidas tenia un tamafo de 400 um, en disposicion elipsoidal, y todas las medidas se
realizaron en el interior de una cdmara de ultra alto vacio, que una vez activado el flood gun
operaba a 1,97 mbar.

El andlisis de los espectros de XPS y el tratamiento de los datos obtenidos mediante esta
técnica se realizaron siguiendo el mismo proceso ya explicado en el capitulo anterior (en el
apartado 3.2.2.1).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Estimacion del rango de concentraciones de la disolucién de proteinas para
los analisis mediante TOF-SIMS

En primer lugar se realizaron experimentos que abarcaban un rango desde los 5 pg/ml
hasta los 2 mg/ml en la concentracion de proteinas para determinar la sensibilidad del equipo
TOF-SIMS en la deteccidén de las sefiales en este tipo de medidas. Para ello se utilizaron
disoluciones de HSA en PBS de concentraciones de 5, 10, 30, 80, 100, 1000 y 2000 pg/ml. La
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adsorcion se realizd sobre probetas de Ti6Al4V tal y como se ha descrito en el apartado de
materiales y métodos de este capitulo. Se incluyd como referencia una muestra patrén de la
aleacidn de titanio sumergida en PBS sin proteina.
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Figura 8. Espectro TOF-SIMS de iones positivos de la muestra patrdn (Ti6Al4V+PBS). Los picos
relacionados con el ion titanio (Ti", m/z=48) y el ion éxido de titanio (TiO*, m/z=64) se muestran marcados
en rojo.

En la figura 8 se presenta el espectro de iones positivos de la muestra de Ti6Al4V sumergida
en PBS. Este espectro contiene los picos caracteristicos de este material, como son el pico
asociado al ion titanio (Ti", con m/z=48) y a un ion O6xido de titanio (TiO*, con m/z=64),
representados en la figura 8 en rojo. Ademas, se pueden observar en esta figura isdtopos de
estos picos, como el **Ti (m/z=49) o el **TiO (m/z=65), asi como numerosos picos relacionados
con hidrocarburos (C,Hn, CH." con m/z=14-16, C,H,," con m/z=28-31, CsH,," con m/z= 39-41,
C4Hn" con m/z= 47-51, CsH,,' con m/z= 62-66) y con elementos presentes en el PBS (Na* con
m/z=23, K" con m/z= 39, KNaH" con m/z=63).

Los espectros de iones positivos obtenidos en las superficies sobre las que se realizd la
adsorcion de las disoluciones de proteinas se muestran en las figuras 9 y 10 para las distintas
concentraciones. En estos espectros se detectan multitud de picos asociados a la proteina, que
estan relacionados con cada uno de los fragmentos de los aminodacidos que la componen (Tabla
1). Se han marcado en azul en las figuras 9 y 10 los picos correspondientes a algunos de los
aminodacidos con mayor peso en su composicion, que para el caso del HSA son la alanina (Ala con
m/z =44), la prolina (Pro con m/z=70), el 4cido glutdmico (Glu con m/z=84) y la leucina (Leu con
m/z=86). En estos espectros, también se siguen apreciando los picos mdas caracteristicos
relacionados con el sustrato (marcados en rojo en las figuras 9 y 10).
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Tabla 1. lones positivos de los fragmentos de los aminoacidos que componen las proteinas.

Acido Aspartico (Asp)

Acido Glutamico (Glu)

Alanina (Ala)

Arginina (Arg)

Asparagina (Asn)

Cisteina (Cys)

Fenilalanina (Phe)

Glicina (Gly)

Glutamina (GIn)

Histidina (His)

Isoleucina (lle)

Leucina (Leu)

Lisina (Lys)

Metionina (Met)

Prolina (Pro)

Serina (Ser)

Tirosina (Tyr)

Treonina (Thr)

Triptéfano (Trp)

Valina (Val)

C3HeNO," (88,047)
C,HeNO" (84,051), C,HgNO," (102,064)

C,HsN" (42,036), C,HgN" (44,052)

CH3N," (43,055), CH<N;" (59,050), C,H,N;" (73,068), C4H1oN5 (100,092), C4Hq;N5*

(101,094), CsH1oN5™ (112,095), CsHi4N," (127,107)
C3H,NO" (70,032), C;H;N,0" (87,063), C3HgNO," (88,047), C,H,NO," (98,030)
CHS' (44,978), C,H¢NS" (76,028)

CgH1oN™ (120,090), CoH,0" (131,044), CoHsO" (132,056)
CH,N" (28,020), CH,N" (30,036)

C,HgNO" (84,051)

C,HsN," (81,048), C,HN," (82,058), CsHgN5* (110,084)
CsHq,N' (86,107)

CsHqoN" (84,090), CsHq,N* (86,107)

C3HgN" (56,051), CsHyoN* (84,090)

C,HsS" (61,013), C,H,0SN" (104,059)

C,HgN" (68,054), C;HgN" (70,072)

C,H,NO" (58,033), C,H{NO" (60,047), C3H;0," (71,015)
C,H,0" (107,056), CgH1oNO* (136,090)

C,Hs0" (69,038), C;HgNO™ (74,067)

CyHgN" (130,071), C1;HgNO™ (170,059)

C4H1oN" (72,087), CsH,0" (83,054)
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Figura 9. Espectros de iones positivo para las capas de proteina adsorbidas de concentraciones 5, 10, 30 y 80 pug/ml. Los picos relacionados con el ion titanio (Ti*, m/z=48) y el
ion éxido de titanio (TiO*, m/z=64) se muestran marcados en rojo. Los picos relacionados con la alanina (Ala con m/z =44), prolina (Pro con m/z=70), acido glutamico (Glu con
m/z=84) y leucina (Leu con m/z=86) se encuentran marcados en azul.
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Figura 10. Espectros de iones positivo para las capas de proteinas adsorbidas de concentraciones 100, 1000 y 2000 pg/ml. Los picos relacionados con el ion titanio (Ti",
m/z=48) y el ion 6xido de titanio (TiO*, m/z=64) se muestran marcados en rojo. Los picos relacionados con la alanina (Ala con m/z =44), prolina (Pro con m/z=70), 4cido
glutamico (Glu con m/z=84) y leucina (Leu con m/z=86) se encuentran marcados en azul.



Debido al enorme numero de picos que se obtienen en un espectro TOF-SIMS, resulta
dificultoso poder hacer comparaciones entre ellos sin reducir el nimero de picos a estudiar.
Por este motivo, es muy util representar la evolucidn de la intensidad normalizada de un solo
pico caracteristico de la muestra analizada en funcién de la variable que se quiera estudiar. Es
decir, para poder comparar los resultados de TOF-SIMS de las medidas de las capas de
proteinas adsorbidas en funcidon de la concentracién, se escogidé un fragmento de un
aminodcido que estd presente en la composicion de la proteina en una proporcién elevada y
gue tenga una intensidad de sefial aceptable para esta proteina en particular. En el caso de la
albumina de suero humano se eligio la alanina (Ala con m/z =44), que corresponde a un 10,60
% del total de su composicién (Wagner, M.S. y Castner, D.G., 2001). La normalizacion de este
pico se llevd a cabo segun lo descrito por Henry et al. (Henry, M., et al. 2003), esto es
dividiendo la intensidad de la sefial del fragmento seleccionado (la.) por la suma de la
intensidad de ese fragmento y la intensidad del pico del sustrato (en este caso es el del Ti", Iy,
con m/z=48). La relacidn entre la intensidad del pico correspondiente a la alanina normalizado
y la concentracion de la capa de proteina adsorbida se presenta en la figura 11. En ella se
puede observar que el valor de la intensidad del punto correspondiente a la muestra patrén
(representado en el 0 del eje de concentracién de proteina) esta por debajo de los obtenidos
para el resto de concentraciones. A partir de los 5 pug/ml, la intensidad aumenta con la
concentracién hasta 1 mg/ml, donde se mantiene constante hasta los 2 mg/ml. Esto hecho
puede deberse a que se produce una saturacién en la sefial que detecta el equipo. La
concentracién de 5 pug/ml proporciona una elevada dispersion en los resultados obtenidos en
comparacién con otras concentraciones, resultando muy complicada la obtencidén de
conclusiones. Ademas, presenta una dificultad afiadida en los errores cometidos en la
preparacion de las disoluciones frente a las concentraciones mds altas. Por lo tanto, para el
resto de medidas realizadas con el TOF-SIMS se decidié trabajar en el rango de 10 a 100 pg/ml,
excluyendo las concentraciones de 5, 1000 y 2000 pg/ml, para tener la certeza de que no se
llegaba a la saturacién de la sefial del equipo y obtener unos resultados menos dispersos.
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Figura 11. Relacidn entre la intensidad del fragmento del aminoacido seleccionado (l,,) y la suma
de su intensidad y la intensidad del pico del sustrato (ly;), representada frente a la concentracion de la
disolucién de HSA.
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4.3.2. Caracterizacion de la capa de una unica proteina adsorbida sobre
superficies de Ti6Al4V y Ti6Al7Nb con distinto grado de hidrofobicidad

La caracterizacién de la capa de una Unica proteina adsorbida sobre las superficies de las
dos aleaciones de titanio seleccionadas se realizd6 mediante TOF-SIMS para muestras
preparadas a partir de disoluciones de HSA y Fng de concentraciones 10, 30, 80 y 100 pug/mly
exclusivamente sobre Ti6Al4V para la adsorcion de fibronectina.

Puesto que los espectros de masas que se obtienen para muestras con capas adsorbidas
son muy complejos, se presentan exclusivamente los resultados de una serie de iones que
corresponden a fragmentos de algunos de los aminodcidos presentes de forma mayoritaria en
la composicion de las proteinas seleccionadas en este estudio (Tabla 2). Junto con los
fragmentos de aminodacidos se han incluido los resultados correspondientes al ion Ti*, que se
utilizé en la normalizacidn de las intensidades, como se ha visto en el apartado anterior.

Tabla 2. lones positivos de los fragmentos del sustrato y de los aminoacidos seleccionados para el analisis de la capa
de proteinas adsorbida.

lon m/z lon m/z
CH,N" (Gly) 30,036 C4HsN," (His) 81,048
C,HgN™ (Ala) 44,052 C4HgNO" (Glu) 84,051
Tit 47,948 CsHy,N' (Leu) 86,107
C,HsO" (Thr) 69,038 C3H,N,O" (Asn) 87,067
C,HgN™ (Pro) 70,072 C3HgNO," (Asp) 88,047
C4H1oN" (Val) 72,087 C4H1oN5" (Arg) 100,092

En las figuras 12 y 13 se ha representado el drea corregida, es decir eliminando la linea
base de cada pico de los iones seleccionado frente a la relacion m/z, obtenidos de las
diferentes capas adsorbidas de HSA sobre ambas aleaciones y tiempos de irradiacién con UV-C.
En estas figuras se puede observar que en general, la cantidad de proteina adsorbida es mayor
para las muestras no tratadas con luz UV-C que para las que han sido sometidas a tratamiento
para modificar su hidrofobicidad, excepto para la muestra de Ti6Al4V con una capa de HSA
adsorbida de 100 pg/ml de concentracién. Para esta muestra los datos obtenidos en la
superficie sin tratamiento y tras ser sometido a irradiacion UV-C durante 15 h son
practicamente iguales excepto en el caso de la prolina. Si atendemos a las superficies que han
sido sometidas a irradiacién con luz UV-C, se observa que en todos los casos el tratamiento de
2 h de irradiacion disminuye la cantidad de proteina adsorbida sobre las superficies de Ti6Al4V
y Ti6AI7Nb. Sin embargo, las muestras que fueron irradiadas durante 15 h presentan una
adsorcion intermedia entre la obtenida sobre las aleaciones sin irradiar y las irradiadas durante
2 h, a pesar de que la hidrofilicidad en las superficies tratadas 2h y 15h con UV-C es idéntica,
tal y como se probd en el capitulo 3 a través de las medidas del angulo de contacto del agua.
Cabe destacar que el comportamiento del ion titanio en funcién del tiempo de irradiacién del
sustrato es diferente al de los fragmentos de los aminoacidos, detectandose una mayor
cantidad de iones en los sustratos que han sido irradiados con luz UV-C durante 2 h que en los
no irradiados o los irradiados 15 h. En general, las diferencias de comportamiento entre las
muestras, dependiendo del tiempo de irradiacidn, son mayores entre las no irradiadas y las
irradiadas 2h, que entre las muestras sin irradiar y las irradiadas 15 h.
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Figura 13. Fragmentos del sustrato y de aminoacidos detectados en las capas de HSA adsorbidas de concentraciones 10, 30, 80 y 100 pug/ml sobre superficies de
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La evaluacion de la cantidad adsorbida de cada proteina en funcién de la concentracién
para cada uno de los sustratos se realizd calculando la relacion entre la intensidad de uno de
los aminoacidos caracteristicos de la proteina y el pico caracteristico del sustrato, tal y como se
explica en el apartado anterior de este capitulo. En este caso, el aminoacido caracteristico de
la proteina seleccionado fue la prolina (Pro, m/z=70), ya que es muy abundante en todas las
proteinas utilizadas. Al igual que en el apartado anterior, el pico caracteristico del sustrato es
el del ion titanio (Ti", m/z=48). Los resultados obtenidos para la albumina y las dos aleaciones
de titanio seleccionadas se presentan en las figuras 14 y 15.
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Figura 14. Relacion entre la intensidad del fragmento del aminoacido seleccionado (lp,,) y la suma
de su intensidad y la intensidad del pico del sustrato (l;), representada frente a la concentracién de la
disolucion de HSA para muestras de Ti6Al4V.
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Figura 15. Relacion entre la intensidad del fragmento del aminoacido seleccionado (lp,,) y la suma de su
intensidad y la intensidad del pico del sustrato (Iy;), representada frente a la concentracion de la
disolucion de HSA para muestras de Ti6AI7Nb.
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En relacidn al tratamiento con luz UV-C al que son sometidas las aleaciones de titanio, en
las figuras 14 y 15 se puede observar que para ambas aleaciones hay una mayor adsorcion de
proteina en las superficies sin tratar. La obtencidn de estos resultados tras el célculo de las
intensidades normalizadas corrobora lo mostrado en las figuras 12 y 13.

Para la adsorcién de HSA sobre la superficie del Ti6Al4V se aprecia en la figura 14 que las
tres condiciones del sustrato para el Ti6Al4V muestran una tendencia creciente de la adsorcién
de proteina con respecto a la concentracidon de la disolucién, que es un comportamiento
habitual en estos procesos (Schmidt D.R., et al. 2009). Del mismo modo que se puede observar
en la figura 12, esta representacion muestra que la adsorcién sobre las superficies irradiadas
con luz UV-C es inferior que sobre la no irradiada, especialmente para las superficies tratadas
durante dos horas. Sin embargo, la adsorcién sobre las superficies irradiadas durante 15 horas
es claramente inferior a la de la muestra no irradiada solo para la concentracién de 10 pg/ml.
Por encima de esta concentracion, la adsorcion sobre esta superficie es muy proxima a la que
ocurre sobre la superficie no irradiada, teniendo en cuenta los errores experimentales para
estas medidas.

Otros autores también han probado un comportamiento similar de la adsorcion de HSA
sobre superficies con distinta hidrofobicidad, es decir mayor adsorcién sobre la superficie
hidréfoba que sobre la hidréfila, como por ejemplo en el estudio en superficies de
policarbonato llevado a cabo por M. Henry et al. (Henry, M. et al. 2003). Sin embargo, resulta
llamativa la diferencia encontrada en el comportamiento de la adsorcidon en superficies
irradiadas durante 2 horas y 15 horas, ya que aunque ambos tratamiento provocan la misma
hidrofilizacién de la superficie, la cantidad adsorbida sobre cada una de ellas son
significativamente diferentes.

En el caso de la aleacién Ti6AI7Nb (figura 15) la tendencia creciente de la cantidad
adsorbida con la concentracidn de proteina en la disolucién no es tan evidente como para la
aleacidn TibAl4V, excepto para la concentracion 10 pg/ml, que provoca una adsorcidn sobre la
superficie mayor o al menos igual que la que corresponde a la concentracion de 30 pg/ml. Al
igual que para la aleacidn TibAl4V, para la Ti6AI7Nb la adsorcidon sobre las superficies
irradiadas es menor que sobre las no irradiadas, pero en contraste con la anterior, el
comportamiento de la muestra irradiada durante 15 h aparece mads claramente diferenciado
entre el de la no irradiada y el de la irradiada durante 2 horas.

En general y dentro de la incertidumbre experimental, la cantidad adsorbida sobre ambas
aleaciones sin ser irradiadas o irradiadas durante 2 horas, alcanza el mismo valor para
concentraciones altas, en las que es probable que el recubrimiento de proteina sobre la
superficie sea lo suficientemente elevado como para enmascarar la influencia de la diferente
composicidon de ambas aleaciones en la adsorcion de HSA. Sin embargo, cuando el tiempo de
irradiacién es de 15 horas, incluso a concentraciones altas, aparecen diferencias frente a la
adsorcién entre ambas aleaciones, siendo mayor la adsorcidon sobre Ti6Al4V que sobre
Ti6AlI7Nb. Este comportamiento parece indicar que la modificacién que se induce sobre estas
superficies tras un periodo prolongado de irradiacidén es lo suficientemente importante como
para provocar diferencias en la adsorcién, como consecuencia de la distinta composicion del
sustrato, incluso aunque el recubrimiento de HSA sobre esas superficies sea elevado.
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En el otro extremo, para la concentracion mas baja de las estudiadas 10 ug/ml, y para
cualquier tratamiento, se favorece la adsorcidn sobre la aleacion de Ti6AI7Nb frente a la que
tiene lugar sobre Ti6Al4V, aunque este comportamiento se invierte al aumentar la
concentracion para las muestras irradiadas, en cambio, para las superficies no irradiadas, la
adsorcién parece saturarse mucho mas rdpidamente sobre la muestra Ti6Al7Nb que sobre la
superficie Ti6AI4V.

La adsorcién de Fng se realizd sobre las mismas superficies y con los mismos tratamientos
que se emplearon para la adsorcidn de HSA. Los fragmentos de aminodcidos para la capa de
fibrinégeno adsorbida en las superficies con distintos tratamientos se representan en las
figuras 16 y 17. A diferencia de lo que sucede con el HSA, el tratamiento de la superficie no
parece influir tan intensamente sobre la cantidad de Fng adsorbido, sobre todo para el caso de
la aleaciéon Ti6Al4V, para la que la adsorcidon sobre la superficie sin tratar coincide con la de las
probetas irradiadas durante 15 h, y también para la concentracién de 100 pg/ml adsorbida
sobre Ti6AI7Nb. El resto de concentraciones adsorbidas sobre la aleacion Ti6AI7Nb siguen un
comportamiento similar al del HSA. En cualquier caso, del mismo modo que ocurre con la
adsorcién de HSA, la condicidon para obtener la minima adsorcion sobre estas aleaciones es
irradiarlas con luz UV-C durante 2 h. También en estos analisis se encontré que en general la
intensidad del pico del ion titanio era en general, mayor para la muestra irradiada 2 h que para
la muestra no irradiada, aunque las diferencias son menores que cuando se analizaron las
muestras con HSA adsorbido, probablemente debido al tamafio de las dos proteinas y el
diferente recubrimiento que pueden estar provocando.
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Figura 16. Fragmentos caracteristicos del sustrato y de aminodcidos en las capas de Fng de concentraciones 10, 30, 80 y 100 pg/ml sobre superficies de Ti6Al4V

con distintos grados de hidrofobicidad.
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con distintos grados de hidrofobicidad.



Para poder comparar los resultados del analisis de las capas de fibrindgeno adsorbidas en
funcién de la concentracion se realizd el célculo de la relacidn entre la intensidad del pico
correspondiente a la prolina, como aminodacido caracteristico de la proteina y el pico del
titanio, tal y como se llevd a cabo para el caso de la adsorcion de HSA. Estos resultados se
muestran en la figura 18 para la capa de Fng adsorbido sobre la aleacidén Ti6Al4V y en la figura
19 para la aleacidon Ti6AI7Nb.
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Figura 18. Relacidn entre la intensidad del fragmento del aminoacido seleccionado (lp,) y la suma de su
intensidad y la intensidad del pico del sustrato (Iy;), representada frente a la concentracion de la
disolucion de Fng para muestras de Ti6Al4V.
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Figura 19. Relacidn entre la intensidad del fragmento del aminoacido seleccionado (lp,) Yy la suma de su
intensidad y la intensidad del pico del sustrato (Iy;), representada frente a la concentracion de la
disolucidn de Fng para muestras de Ti6AlI7Nb.
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En la figura 18 se puede observar, teniendo en cuenta los errores obtenidos tras el analisis
de la capa de Fng adsorbida sobre Ti6Al4V, que la cantidad de proteina adsorbida sobre la
superficie no tratada y la irradiada durante 15 horas coincide para todas las concentraciones.
Este resultado indica que la capa adsorbida se satura ya desde las concentraciones mas bajas,
no viéndose afectada por el cambio en la superficie que se haya podido producir por la
irradiacién durante 15 horas. En cambio, la adsorcion sobre la superficie irradiada durante 2
horas si parece sensible a las diferencias de concentraciéon, siendo menor en las
concentraciones mas bajas estudiadas que en las mas altas. Ademas, aunque para las
concentraciones elevadas no es posible distinguir entre la adsorcién en superficies con
diferentes tratamientos superficiales, a concentraciones bajas la adsorcion sobre la muestra
irradiada 2h con luz UV-C es menor que sobre la muestra no tratada o la irradiada 15 h, del
mismo modo que ocurre en la adsorcion de HSA.

Para el caso del Ti6AlI7Nb la cantidad de Fng adsorbido, en las tres condiciones del
sustrato, alcanza el valor maximo incluso para la concentracion mas baja estudiada. Sin
embargo, del mismo modo que cuando se trata de la adsorcién de HSA, para cada
concentracién la adsorcidn sobre la muestra no irradiada es mayor que sobre las hidréfilas,
siendo mas alta la adsorcidn sobre la muestra irradiada 15 h que sobre la irradiada 2 h, aunque
para las concentraciones de 30 pg/ml y 10 pg/ml algunos resultados se superponen debido al
error experimental.

También como en el caso de la adsorcidn de HSA, la adsorcidn parece favorecerse sobre la
superficie de Ti6AlI7Nb frente a la de Ti6Al4V, aunque para esta proteina esta tendencia no
aparece tan clara debido a la mayor incertidumbre que se tiene con los resultados de la
adsorcién de esta proteina.

A la vista de los resultados obtenidos para la adsorcién de fibrindgeno sobre las
superficies de ambas aleaciones, y puesto que aquellos resultados sobre la aleacién Ti6Al4V
parecen mostrar mas selectividad respecto de la concentracién de proteinas que sobre
Ti6Al7Nb, se realizaron experimentos de adsorciéon de fibronectina en superficies de la
aleacién de Ti6Al4V. La figura 20, que muestra los fragmentos de aminoacidos para la capa de
fibronectina adsorbida en las superficies con distintos tratamientos, indica un comportamiento
similar para las concentraciones altas al que se obtuvo en la adsorcién de las otras proteinas,
es decir, en general la adsorcién es menor en la superficie irradiada 2 horas que en las otras
condiciones para la superficie.
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Figura 20. Fragmentos caracteristicos del sustrato y de aminoacidos en las capas de Fn de concentraciones 10, 30, 80 y 100 ug/ml sobre superficies de Ti6Al4V

con distintos grados de hidrofobicidad.



Asimismo, la evaluacién de la adsorcion de la Fn en funcidon de la concentracidon sobre
cada uno de los sustratos realizada normalizando el pico de la prolina con respecto al del Ti
(Fig. 21), arroja unos resultados muy similares a los obtenidos para el Fng, aunque para esta
proteina no es posible establecer diferencias entre concentraciones o tratamiento, debido a la
dispersion experimental.
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Figura 21. Relacion entre la intensidad del fragmento del aminoacido seleccionado (lp,,) y la suma de su
intensidad y la intensidad del pico del sustrato (Iy;), representada frente a la concentracion de la
disolucion de Fn para muestras de Ti6Al4V.

Con el fin de poder comparar los resultados de las tres proteinas se utilizd el célculo
mediante PCA en los datos de las capas absorbidas de 30 pg/ml de concentracion sobre
superficies de la aleacién Ti6Al4V sin tratamiento para modificar su hidrofobicidad. En la figura
22 se presenta el grafico de las puntuaciones obtenidas tras la aplicacién del analisis mediante
PCA para HSA, Fng y Fn. En esta representacion la PC1 representa el 95% de la varianza de los
datos, mientras que PC2 el 4%. Se puede observar como claramente la primera componente
separa la proteina HSA (representada en azul en el grafico) del Fng (representada en rojo) y la
Fn (representada en verde), que arrojan unos resultados bastante parecidos entre si. Este
hecho podria estar relacionado con el tamafio de las proteinas, ya que el HSA es una proteina
muy pequefia y el Fng y la Fn son proteinas con un tamafio mucho mayor (datos aportados en
el apartado de introduccion de este capitulo). Por norma general se sabe que el tamario de la
proteina influye en la adsorcidon de las mismas, ya que afecta a la velocidad de difusion.
Ademas, las proteinas mas grandes suelen tener mas sitios de unién para la interaccion sobre
la superficie del material (Schmidt D.R., et al. 2009). Por este motivo de las proteinas con un
tamafio mas parecido se obtienen unos resultados similares en cuanto a la adsorcion en una
misma superficie.
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Figura 22. Resultados obtenidos mediante PCA para capas de HSA, Fng y Fn adsorbidas sobre superficies
de la aleacién Ti6Al4V.

4.3.2.1. Caracterizacion mediante XPS de la capa de HSA y Fng adsorbida sobre
superficies de Ti6AlI4V

La caracterizacidon de las superficies de la aleacidon Ti6Al4V cubiertas con una capa de
proteina adsorbida se realizé mediante espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) con el
fin de corroborar los resultados obtenidos mediante TOF-SIMS. En la figura 23 se muestra el
espectro XPS de una probeta de Ti6Al4V sin capa de proteina adsorbida y el de otra probeta de
Ti6Al4V con capa de HSA de 100 pg/ml adsorbida. La composicidon superficial de la aleacion
Ti6Al4V, tal y como se puede observar en el espectro de la figura 23, es oxigeno (38,2%),
titanio (14,1%), carbono (43,8%), un pequeio porcentaje de aluminio (3,0%), vanadio (0,2%) y
nitrogeno (0,6%). El analisis mediante XPS de esta aleacién estd ampliamente detallado en el
apartado 3.3.1 del capitulo anterior de esta tesis. La existencia de la capa de proteina
adsorbida sobre la superficie de la aleacidon de titanio se puede confirmar con el aumento en la
intensidad del pico del N1s recogido en el espectro de esta muestra (Fig. 23), ya que el
nitrégeno es un elemento presente en la proteina y en muy pequeiia proporcion en la
aleacion. Ademas de la presencia de la proteina, en dicho espectro siguen presentes los
componentes de la aleacion Ti6Al4V, lo que puede sugerir que la capa de proteina adsorbida
no es del todo homogénea o lo suficientemente gruesa como para que no se detecten estos
elementos. Tras la adsorcidn de la capa de proteina, la composicién de la superficie es muy
similar independientemente de la concentracién de la disolucién de proteinas empleada (Tabla
3). Esta afirmacidén se puede extender a las dos proteinas analizadas, ya que no presentan
cambios significativos en la composicidon obtenida en la superficie de las muestras, tal y como
se puede observar en las tablas 3 y 4. Por este motivo sélo se presentan en forma de espectro
los datos obtenidos para la muestra de Ti6Al4V con HSA de 100 pug/ml de concentracion y para
el resto de muestras analizadas se recogen los datos en las tablas 3y 4.
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Figura 23. Espectro XPS de la aleacién Ti6Al4V y de la misma aleacién con capa de proteina
adsorbida (Ti6Al4V+HSA 100 pg/ml).

En ambas tablas se presentan los datos de los porcentajes atdmicos obtenidos tras el

analisis de las capas de HSA y Fng con concentraciones de 10, 30, 80 y 100 pg/ml sobre

superficies de Ti6Al4V con y sin tratamiento de luz UV-C. En todas las muestras la composicién

mayoritaria es oxigeno, carbono, titanio, nitrogeno y aluminio. Ademas se pueden apreciar

pequefias cantidades de vanadio (presente en la aleacion) y fésforo (presente en el PBS). Otros

elementos minoritarios como el silicio, azufre y potasio son detectados en la superficie de las

muestras y pueden ser el resultado de contaminacion ambiental o restos del proceso de

pulido.

Tabla 3. Resultados obtenidos del analisis XPS realizados a las muestras de Ti6Al4V, con distinto grado de

hidrofobicidad, con capa de HSA adsorbida.

Porcentajes atémicos relativos (%)

10 pg/ml 30 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
Elementos “;g;gr:” (Zf/) Ti6AI4V SS?': Y] Ti6AI4V SS?': Y] Ti6AI4V L@AII: \; Ti6AI4V SS?': Y]

01s 530,2 47,1 59,4 39,3 52,6 38,0 50,6 480 | 518
Cls 285,2 27,5 12,0 37,3 20,6 38,9 23,9 25,2 20,5
Ti2p 458,3 15,8 21,9 13,0 18,9 11,9 17,1 16,6 18,5
N1s 400,0 5,1 1,0 6,4 2,7 6,8 42 5,5 3,7
Al2p 73,9 2,9 3,5 2,3 3,1 2,2 2,3 2,8 3,2
P2p 133,3 1,0 1,1 1,1 2,7 1,4 1,0 1,1 0,8
V2p 514,9 0,2 03 0,2 03 0,2 0,3 0,3 03
S2p 164,2 0,2 0 03 0 0,4 0 0,3 0
Si2p 101,5 0 0,7 0 07 0 0,8 0,3 1,2
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Tabla 4. Resultados obtenidos del analisis XPS realizados a las muestras de Ti6Al4V, con distinto grado de
hidrofobicidad, con capa de Fng adsorbida.

Porcentajes atémicos relativos (%)
10 pg/ml 30 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
Hememes | (i‘\e/)"gad”ra Ti6AI4V S\?Allgz Ti6AI4V Sfjﬁ?\; Ti6AI4V Sfjﬁ?\; Ti6AI4V S\?Allgz

O1ls 530,2 43,9 48,3 31,3 51,0 34,5 50,5 39,3 38,6
Cls 285,2 29,0 24,4 47,6 21,5 43,2 21,8 36,6 37,0
Ti2p 458,3 13,5 16,3 8,0 18,0 9,8 17,5 10,9 10,9
N1s 400,0 7,3 5,8 10,0 4,0 9,4 5,0 9,3 9,8
Al2p 73,9 2,5 2,7 1,8 3,3 1,8 3,0 2 2,1
Nals 1071,3 1,6 0 0 0 0 0 0 0
P2p 133,2 1,5 1,3 0,9 1,4 0,9 1,3 1,4 0,6
V2p 514,9 0,2 0,3 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0
Si2p 101,5 0,3 0,8 0 0,9 0 0,7 0,4 0,7
K2p 292,6 0,2 0,2 0 0 0 0 0 0
S2p 164,2 0 0 0,4 0 0,4 0 0,3 0,3

Una vez confirmada la presencia de la proteina sobre la superficie de la aleacién mediante
el aumento del pico del N1s, es posible estudiar el comportamiento de la misma mediante la
deconvolucidn de los picos de alta resolucidn del N1s y Cls. Estos picos analizados para las dos
proteinas, para todas las concentraciones y para las superficies con distinto grado de
hidrofobicidad presentan las mismas contribuciones. Por este motivo solamente se muestran,
a continuacioén, los picos Cls y N1s obtenidos en la superficie de la muestra Ti6Al4V+HSA 100
ug/ml como ejemplo del resto de picos analizados.

El analisis del pico del Cls (Fig. 24), obtenido de la superficie de las muestras con capa de
proteina adsorbida, mediante deconvolucién da como resultado tres picos. El primero de ellos
estd asociado a los hidrocarburos (C-C, C-H, 285,1 eV), el segundo esta relacionado con los
enlaces C-O y C-N (286,4 eV) y el ultimo, con el grupo amida existente en la proteina (N-C=0,
288,3 eV). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por C.D. Tidwell et al. (Tidwell, C.D.
et al. 2001) en sus estudios realizados con albumina y fibronectina sobre diferentes
superficies.
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Figura 24. Deconvolucidn del pico del C1s obtenido en la superficie de las probetas de Ti6Al4V+HSA
100 pg/ml.

El pico del N1s de las muestras de la aleacién de titanio con capa de proteina adsorbida,
tras su analisis mediante deconvolucidn muestra dos enlaces para el nitrégeno (Fig. 25). El pico
principal corresponde al nitrégeno en grupos amida y amina no protonada (NH,) y tiene una
energia de enlace de 400,1 eV. El pico que aporta a la deconvolucidén una menor contribucion
esta relacionado con la protonacién del grupo amina (NHs") y le corresponde una energia de
enlace de 401,8 eV (Shchukarev, A. et al. 2017).
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Figura 25. Deconvolucién del pico del N1s obtenido en la superficie de las probetas de Ti6Al4V+HSA
100 pg/ml.
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Para poder estimar la cantidad de proteina adsorbida con distinta concentracién en cada
uno de los sustratos se puede utilizar el porcentaje atémico de nitrégeno obtenido en el
analisis de la superficie de cada una de las muestras (datos presentados en las tablas 3 y 4). Ya
que la cuantificacidon que se obtiene mediante el andlisis XPS es relativa a cada superficie, se
calculé la relacién nitrogeno-carbono para cada una de las condiciones estudiadas y estos
resultados se recogen en la tabla 5. En ella se observa que sélo existen diferencias
significativas en la absorcion de HSA de concentracion 10 pg/ml para la superficie de la
aleacion tratada con luz UV-C y sin tratar. La cantidad de N detectada en estas muestras
sugiere una menor adsorcion en la superficie irradiada durante 15 h que en la superficie que
no ha sido sometida a ningun tratamiento para modificar su hidrofobicidad. El resto de
resultados obtenidos no presenta diferencias significativas para el tratamiento del sustrato y
para la concentracién de proteina empleada.

Tabla 5. Relacidn entre los porcentajes atomicos del pico del N1s y del Cls obtenidos en las superficies de la
aleacién de Ti6Al4V con capas de HSA y Fng adsorbidas a distinta concentracion.

Muestra N/C Muestra N/C
Ti6Al4V+HSA 10 ug/ml 0,19 Ti6Al4V+Fng 10 ug/ml 0,25
Ti6AI4V(UV)+HSA 10 ug/ml 0,08 Ti6Al4V(UV)+Fng 10 ug/ml 0,24
Ti6Al4V+HSA 30 ug/ml 0,17 Ti6Al4V+Fng 30 ug/ml 0,21
Ti6AI4V(UV)+HSA 30 ug/ml 0,13 Ti6Al4V(UV)+Fng 30 ug/ml 0,19
Ti6Al4V+HSA 80 ug/ml 0,17 Ti6Al4V+Fng 80 ug/ml 0,22
Ti6AI4V(UV)+HSA 80 ug/ml 0,18 Ti6Al4V(UV)+Fng 80 ug/ml 0,23
Ti6Al4V+HSA 100 ug/ml 0,22 Ti6Al4V+Fng 100 ug/ml 0,25
Ti6AI4V(UV)+HSA 100 ug/ml 0,18 Ti6Al4V(UV)+Fng 100 ug/ml 0,26

4.3.3. Evaluacion de la adsorcion competitiva de proteinas

Ademas del estudio de la adsorcidén de una Unica proteina sobre las aleaciones de titanio
presentado en el apartado anterior de este capitulo, se evalud la adsorcidon de la mezcla de
esas mismas proteinas en proporciones variables. En primer lugar se realizd la mezcla de HSA 'y
Fng con distinta proporcion de volumen (25:75 y 75:25) para posteriormente realizar la
adsorcién sobre superficies de Ti6Al4V y Ti6AlI7Nb con distintos grados de hidrofobicidad. De
los espectros obtenidos tras la adsorcion de la mezcla de estas dos proteinas se seleccionaron
una serie de picos (Tabla 6) relacionados con los fragmentos de aminodcidos que aparecen en
mayor proporcién para realizar con ellos el analisis mediante PCA (Bernsmann, F. et al., 2008).
En esta tabla también se incluyeron picos relacionados con el sustrato (Ti" y TiO").
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Tabla 6. lones positivos de los fragmentos del sustrato y de los aminoacidos seleccionados para el anélisis mediante
PCA.

Fragmento lon m/z Fragmento lon m/z Fragmento lon m/z Fragmento lon m/z

CH4N" (Gly) 30,036 C4HsO" (Thr) 69,038 | C,HgNO" (Glu) | 84,051
CHsN," (Arg) 43,055 | C3H,NO' (Asn) | 70,032 C<HioN™ (Lys) 84,090
C,HgN" (Ala) 44,052 C4HgN' (Pro) 70,072 CsHoN' (Leu) 86,107
CHS" (Cys) 44,978 | C3H30," (Ser) 71,015 | C3H,N,0" (Asn) | 87,063
Ti" 47,948 | C,HioN™ (Val) | 72,087 | CHeNO,™ (Asp) | 88,047
C3HgN" (Lys) 56,051 | C,H,N; (Arg) | 73,068 |C,H,NO," (Asn) | 98,030
CHsN5' (Arg) 59,050 | C3HgNO'(Thr) | 74,067 | C4HioNs' (Arg) | 100,092
C,HsS™ (Met) 61,011 C4HsN," (His) | 81,048 | C4HiiN;™ (Arg) | 101,094
Tio* 63,944 C4HgN," (His) 82,058 | C,HgNO," (Glu) | 102,064
C,HgN" (Pro) 68,054 CsH,0" (Val) 83,054 | C4HoSN' (Met) | 104,059

C,H,0" (Tyr) 107,056
CsHgN3' (His) | 110,084
CgHioN" (Phe) | 120,090
CsHyiN,* (Arg) | 127,107
CoHgN™ (Trp) 130,071
CsH,0" (Phe) | 131,044
CyHsO" (Phe) | 132,056
CgHoNO (Tyr) | 136,090
C1;HgNO*(Trp) | 170,059

Los resultados obtenidos tras el analisis mediante PCA para la mezcla de HSA y Fng con
distinta proporcién de volumen adsorbida sobre la aleacién de Ti6Al4V con distinto grado de
hidrofobicidad se muestran en las figuras 26 y 27. Para la mezcla con mayor proporcién de Fng
(Fig.26) se observa una clara diferencia entre la mezcla de proteinas adsorbida sobre la
superficie irradiada durante 2 h (HSA-Fng 25:75 UV 2 h, marcada en rosa en la fig. 26) y entre
la adsorbida en superficies no irradiadas (HSA-Fng 25:75, marcada en azul en la fig. 26) e
irradiadas durante 15 h (HSA-Fng 25:75 UV 15 h, marcada en verde en la fig. 26). Estas dos
ultimas condiciones del sustrato arrojan resultados mads similares en cuanto a la adsorciéon de
la mezcla HSA-Fng con una proporcién de volumen 25:75.
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Figura 26. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de HSA
y Fng (25:75) adsorbida sobre la aleacion Ti6Al4V.
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Atendiendo a la mezcla de proteinas con mayor proporcion de HSA (Fig. 27), se aprecia
qgue las tres condiciones del sustrato proporcionan resultados diferentes. En este caso, la
primera componente representa un 68% de la varianza de todos los datos y la segunda
componente el 24%. Para las dos componentes la diferencia entre la capa de mezcla de
proteina adsorbida sobre las distintas condiciones del sustrato muestra claras diferencias.
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Figura 27. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de HSA
y Fng (75:25) adsorbida sobre la aleacion Ti6Al4V.

A continuacidn se presentan los resultados de este mismo andlisis, pero clasificados por
condicién del sustrato (Fig. 28, 29 y 30). Para clarificar estos resultados se incluyeron, en estas
representaciones, los datos relativos a cada una de las proteinas adsorbidas de forma
individual sobre la superficie de la aleacidn. Asi para las superficies de la aleacién Ti6Al4V que
no han sido sometidas a ningun tratamiento que modifique su hidrofobicidad se obtiene que
las mezclas de proteinas con distinta proporcion de volumen se encuentran situadas entre las
proteinas adsorbidas de forma individual (Fig. 28). La mezcla de HSA-Fng con mayor
proporcién de Fng (25:75) esta mas préxima a los resultados obtenidos para el Fng y la mezcla
con mayor cantidad de HSA (75:25) esta mas proxima al HSA. Por lo tanto, cabe destacar que
la técnica de andlisis mediante PCA también muestra diferencias entre las mezclas de HSA-Fng
con distinta proporcion de volumen para una misma condicion del sustrato. Resultados
similares se obtienen tras el analisis para la mezcla de las dos proteinas adsorbidas sobre las
superficies de Ti6Al4V irradiada durante 15 h con luz UV-C (Fig. 30).

Por el contrario, la mezcla de las dos proteinas adsorbidas sobre la aleacién Ti6Al4V
irradiada con luz UV-C durante 2 h no presenta este comportamiento descrito para las otras
dos condiciones del sustrato. En este caso son las proteinas adsorbidas de forma individual las
que se encuentran entre las mezclas de proteinas (Fig. 29). Por otro lado, si que se pueden
apreciar diferencias entre la capa de proteinas adsorbida de ambas mezclas con distinta
proporcién de volumen, siempre que se atienda a la primera componente. Aunque en el caso
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de esta condicién del sustrato no se puede relacionar el comportamiento de la mezcla de
proteinas con la adsorcién de las proteinas de forma individual.
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Figura 28. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de las proteinas
HSA, Fng y la mezcla de ambas en proporcién 25:75 y 75:25 adsorbidas en la aleacién Ti6Al4V no

irradiado.
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Figura 29. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de las proteinas
HSA, Fng y la mezcla de ambas en proporcidn 25:75 y 75:25 adsorbidas en la aleacion Ti6Al4V irradiada
durante 2 h.
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Figura 30. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de las proteinas
HSA, Fng y la mezcla de ambas en proporcién 25:75 y 75:25 adsorbidas en la aleacién Ti6Al4V irradiada
durante 15 h.

Tras observar los resultados obtenidos mediante PCA para la mezcla de dos proteinas
adsorbidas en la superficie de la aleacidn de Ti6Al4V no irradiada e irradiada durante 15 h, se
puede asumir que la proteina con mds proporcion de volumen en la disolucion es la que se
adsorbe primero sobre la superficie. Y por ese motivo sus espectros se asemejan mas a los
obtenidos en la adsorcién de una Unica proteina. Ademas, la mezcla de proteinas con mayor
proporcién de HSA adsorbida en la superficie irradiada con luz UV-C durante 15 h se encuentra
situada entre la mezcla con mayor proporcidn de Fng y el HSA, sin aproximarse mas al HSA.
Esto puede ser debido a que tras la adsorcidn inicial de la proteina en mayor proporcién de
volumen, las moléculas mas grandes de Fng desplazan a las mas pequefias de HSA, tal y como
predice el efecto Vroman de la adsorcién competitiva de proteinas (Vroman, L. y Adams, A. L.,
1969) (Hirsh, S. L. et al., 2013).

El mismo estudio realizado para la aleacién Ti6Al4V se realizd para la aleacién Ti6AlI7Nb.
Los resultados obtenidos tras el andlisis mediante PCA para la mezcla de HSA y Fng con distinta
proporcién de volumen adsorbida sobre la aleacién de Ti6AlI7Nb con distinto grado de
hidrofobicidad se muestran en las figuras 31 y 32. Para la mezcla con mayor proporcion de Fng
(Fig.31) se observa una clara diferencia entre la mezcla de proteinas adsorbida sobre la
superficie irradiada durante 2 h (HSA-Fng 25:75 UV 2 h) y entre la adsorbida en superficies no
irradiadas (HSA-Fng 25:75) e irradiadas durante 15 h (HSA-Fng 25:75 UV 15 h). Estos resultados
se asemejan a los obtenidos para la aleacion Ti6Al4V con esta misma proporcidn en la mezcla
de proteinas. Atendiendo a la mezcla de proteinas con mayor proporcién de HSA (Fig. 32), se
aprecia que en este caso las mayores diferencias se encuentran entre la capa de proteinas
adsorbida sobre la superficie no irradiada (HSA-Fng 75:25) y la capa de proteinas adsorbidas
sobre las dos superficies de la aleacién sometidas a tratamiento con luz UV-C (HSA-Fng 75:25
UV 2 hy HSA-Fng 75:25 UV 15 h).
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Figura 31. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de HSA-
Fng (25:75) adsorbida en la aleacidn Ti6Al7Nb.
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Figura 32. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de HSA-
Fng (75:25) adsorbida en la aleacidon Ti6Al7Nb.

Si clasificamos los resultados obtenidos tras el analisis mediante PCA de la mezcla de HSA-
Fng adsorbida sobre la aleacion Ti6AI7Nb en funcion de la condicidn del sustrato, se obtienen
los resultados presentados en las figuras 33, 34 y 35. Para las superficies de la aleacion
Ti6AlI7Nb que no han sido sometidas a tratamiento con luz UV-C, se obtiene que la mezcla de
HSA-Fng con mayor proporcién de Fng (25:75) se encuentra mas proxima a los resultados
obtenidos para el Fng y la mezcla con mayor cantidad de HSA (75:25) lo esta al HSA (Fig. 33). Al
igual que sucede para el caso de la aleacidn Ti6Al4V, los andlisis mediante PCA realizados a las
superficies que han sido irradiadas durante 2 h no aportan resultados tan clarificantes como
los de las muestras no irradiadas. Para las muestras cuya superficie ha sido sometida al
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tratamiento con luz UV-C durante 2 h (Fig. 34), la adsorcion de la mezcla de proteinas con
distinta proporcién de volumen proporciona resultados mas similares entre si que con las
proteinas de forma individual.
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Figura 33. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de las proteinas
HSA, Fng y la mezcla de ambas en proporcién 25:75 y 75:25 adsorbidas en la aleacidn Ti6Al7Nb no

irradiada.
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Figura 34. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de las proteinas
HSA, Fng y la mezcla de ambas en proporcién 25:75 y 75:25 adsorbidas en la aleacién Ti6AlI7Nb irradiada
durante 2 h.

Por ultimo, para el caso de la aleacién Ti6AlI7Nb cuya superficie ha sido irradiada con luz
UV-C durante 15 h, no se observan diferencias significativas entre las mezclas de las proteinas
y las proteinas de forma individual (Fig. 35).
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Figura 35. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de las proteinas
HSA, Fng y la mezcla de ambas en proporcién 25:75 y 75:25 adsorbidas en la aleacidn Ti6Al7Nb irradiada
durante 15 h.

Una vez se observd el comportamiento de la mezcla de HSA y Fng, se realizaron
experimentos incluyendo la fibronectina y realizando la adsorcidn en superficies de Ti6Al4V.
Para ello, y como se ha indicado en el apartado de materiales y métodos experimentales de
este capitulo, se realizaron cuatro disoluciones diferentes. La primera disolucién se realizé con
una mezcla 50:50 entra la disolucidn de Fn y la disolucién de HSA, sin incluir Fng (Disolucidn 1,
Fn-HSA-Fng 50:50:0). La segunda disoluciéon se hizo mezclando el 50% de disolucion de Fn y el
otro 50% con la mezcla de HSA-Fng con una proporcién de volumen 75:25 (Disolucién 2). La
tercera disolucién se elabord con una mezcla 50:50 entre la disolucidon de Fn y la mezcla de
HSA-Fng con una proporcion de volumen entre ellas de 25:75 (Disolucidn 3). Por ultimo, la
cuarta disolucién se realizd6 mezclando la disolucidn de Fn y de Fng en una proporcién 50:50,
sin incluir nada de HSA (Disolucién 4, Fn-HSA-Fng 50:0:50). Los resultados obtenidos tras el
analisis mediante PCA de los espectros de la mezcla de las tres proteinas clasificados segun la
condicidn del sustrato, se muestran en las figuras 36, 37 y 38.

Aquellas superficies de la aleacidon de Ti6Al4V que no han sido sometidas a ningun
tratamiento con luz UV presentan una clara diferencia entre la adsorcién de las disoluciones 1
y 4 (Fig. 36). Estas dos disoluciones son aquellas que mezclan solamente dos proteinas, la 1 es
la mezcla entre Fn y HSA vy la disolucién 4 entre Fn y Fng. Las disoluciones 2 y 3, que son
aquellas donde se incluyen las tres proteinas con diferente proporcidon de volumen, muestran
una adsorcion muy similar sobre la superficie de Ti6Al4V no irradiada. Ademds, estas dos
disoluciones estdn mas préximas a la mezcla Fn-HSA que a la mezcla Fn-Fng.
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Figura 36. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de las
tres proteinas adsorbidas sobre Ti6Al4V sin irradiar.

Para las superficies de Ti6Al4V que han sido irradiadas durante 2 h con luz UV-C (Fig. 37),
se observa que la mayor diferencia en la adsorcion se encuentra entre la disolucion 3 y el resto
de disoluciones. En esta condicion del sustrato si que se presentan cambios entre la mezcla de

las tres proteinas con distinta proporcion. Y el comportamiento entre la mezcla Fn-HSA y Fn-
Fng es muy similar.
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Figura 37. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de las
tres proteinas adsorbidas sobre Ti6Al4V irradiado durante 2 h.

Por ultimo, las superficies de Ti6Al4V que han sido sometidas a tratamiento con luz UV-C

durante 15 h (Fig. 38) solamente presentan diferencias en la adsorcidn entra la disolucién 4 y
el resto de disoluciones.
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Figura 38. Resultados obtenidos mediante PCA del espectro de iones positivos de la mezcla de las
tres proteinas adsorbidas sobre Ti6Al4V irradiado durante 15 h.

Por lo tanto se puede decir que la adsorcién de proteinas a un biomaterial esta
influenciada por la concentracién de la proteina en la disolucién inicial. Como ya se ha
mencionado, en la practica, la afirmacidn anterior se resume en que una mayor concentracion
de una Unica proteina en una solucién liquida que rodea un material conduce generalmente a
mas proteina adsorbida en la superficie de ese material. Sin embargo, este fendmeno se
vuelve mucho mas complicado cuando mas de un tipo de proteinas estd presente en la
disolucidn, ya que varias proteinas participan en el proceso de adsorcién.
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5. CARACTERIZACION DE IMPLANTES DENTALES RETIRADOS

5.1. INTRODUCCION

Los implantes dentales se han convertido en un método muy extendido para la
rehabilitacion oral en pacientes parcial o totalmente desdentados (Daood, U. et al., 2011). La
gran mayoria de estos implantes estdn fabricados con titanio o algunas de sus aleaciones, debido
a sus propiedades mecdnicas, resistencia a la corrosion, biocompatibilidad y alto indice de
osteointegracion (Prasad, S. et al., 2015).

Figura 1. Imagenes SEM de implantes dentales de titanio; a) Implante nuevo, b) Implante retirado en
el que se observan restos bioldgicos adheridos a su superficie.

Las tasas de éxito de los implantes dentales son altas, normalmente mas del 90% de los
implantes dentales no producen problemas en el paciente después de mas de 10 afios en uso
(Lekholm, U. et al., 2006) (Romeo, E. et al., 2002). Aun asi, en la actualidad los esfuerzos del
personal clinico y de Ila industria que fabrica estos dispositivos estan dirigidos,
fundamentalmente, a continuar disminuyendo la probabilidad de fracaso de los mismos en
cualquier clase de condiciones.

Los factores que pueden provocar fallos en un implante son muy diversos (Chrcanovic, B.R.
et al., 2014). Por una parte, son relevantes para el éxito del implante las condiciones clinicas del
paciente, tanto especificas de la cavidad bucal, como por ejemplo una periodontitis latente, o
bien generales como la diabetes, el tabaquismo o la osteoporosis. Igualmente, el volumen de
hueso en la zona donde se va a colocar el implante, e incluso si ese hueso se ha recrecido para
facilitar el implante, puede afectar a la estabilidad del mismo y en consecuencia a su
aflojamiento y pérdida. También son decisivas las técnicas quirdrgicas de implantacién seguidas
(Albrektsson, T. et al., 1981), ademas de la mayor o menor experiencia del cirujano. Y, por
supuesto, las propiedades fisico-quimicas del implante, especialmente sus caracteristicas
topograficas y de composicién quimica de su superficie.

Como se acaba de indicar, las caracteristicas de la superficie de los implantes van a jugar un
papel esencial en el éxito del dispositivo, es decir, en su pervivencia, idealmente indefinida en el
paciente. Para conseguir este objetivo es preciso que la superficie sea adecuada al ambiente
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fisiolégico en el que se va a encontrar inmerso el implante. Se espera que sus propiedades
favorezcan su relacién con osteoblastos o fibroblastos, dependiendo de la zona concreta de
contacto del implante, que no se deteriore por las moléculas o por las condiciones quimicas del
entorno fisioldgico, e igualmente que sea capaz de inhibir lo mas posible su colonizacién por
microorganismos, sobre todo teniendo en cuenta que la cavidad bucal es, probablemente, la
parte del cuerpo en la que se pueden encontrar mayor densidad y diversidad de especies de
microrganismos.

El desarrollo de superficies que promuevan la osteointegracion (Mendonga, G., et al. 2008)
(Sykaras, N., et al., 2000) se dirige hacia la modificacion de su topografia y de su composicion
guimica. Se sabe que las superficies tratadas para aumentar su rugosidad, tanto a escala
micrométrica como nanométrica, y que por tanto tienen una mayor area de contacto entre el
hueso y el material que las no tratadas, presentan, en general, un mayor grado de integracion
Osea (Li, D., et al., 2002) (Anselme, K., et al., 2000). Por otra parte, la inclusion en la superficie de
ciertos compuestos también favorece la respuesta del implante, por lo que se emplean
diferentes procedimientos para producir recubrimientos especificos en las superficies. Es preciso
sefialar que es muy complicado cambiar una caracteristica superficial sin afectar al resto y por lo
tanto, la alteracion de la topografia de la superficie del implante, en algunas ocasiones, implica
un cambio en sus propiedades quimicas (Massaro, C., et al., 2002), del mismo modo que la
deposicién de recubrimientos sobre la superficie del implante pueden generar una topografia
diferente de la que presentaba inicialmente el material.

Hay varias posibilidades para modificar la topografia de la superficie de los implantes
dentales a nivel micro y nanomeétrico, entre ellas se incluyen el granallado, los tratamientos con
laser, la oxidacion anddica, o los ataques con acido. La oxidacion anddica es una de las técnicas
para modificar la superficie de los implantes mas empleada y con mejores resultados para el
aumento de su rugosidad. Este procedimiento, ademas de promover la formacion de la capa de
Oxido del metal, permite modificar la composicidn quimica de la superficie incorporando iones,
presentes en las disoluciones aplicadas en el tratamiento, en la capa de dxido que se origina. Por
lo tanto, mediante esta técnica se desarrolla en el material un recubrimiento poroso, cuyo
espesor va a depender del voltaje y del tiempo aplicados en el proceso (Schreckenbach, J.P., et
al. 1999), en el que también se encuentran elementos presentes en la solucién del electrolito
qgue se empled (Kaluderovi¢, M.R., et al., 2016). Con este procedimiento se pueden incorporar
elementos como Ca o P al dxido superficial, que influyen ventajosamente en la proliferacion
celular, y finalmente a la mejor fijacién del hueso a las superficies del implante (Maxian, S.H., et
al., 1994). En el caso del tratamiento por ataque con acido, la rugosidad superficial de las
muestras que se produce aumenta con la temperatura y el tiempo del tratamiento (Seiji Ban, et
al., 2006). En general, aparecen sobre la superficie micro-picaduras, con tamafios que van desde
0,5 hasta 2 um de didmetro (Medvedev, A.E., et al., 2016). Pero, ademas, cuando una superficie
metadlica es atacada con ciertos acidos fuertes como HCI, HF, HNO; o H,SO,, se puede llegar a
una eliminacién selectiva del material, ya que ciertas fases metalicas e impurezas son mas
sensibles al ataque quimico que otras y por lo tanto permite discriminar entre granos en la
superficie del implante.

Otra posibilidad para favorecer la integraciéon del implante es crear un recubrimiento en su
superficie con otros materiales, adecuados para aumentar la interaccién entre el hueso y el
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implante, entre los que se encuentra la hidroxiapatita (HAP) como uno de los mdas empleados. La
HAP, Cayo(PO,)s(OH),, esta aceptada como material biocompatible ya que su composicidn es
similar al componente mineral de hueso y dientes (Jarcho, M., 1981). Dos de las técnicas mas
habituales para realizar estos recubrimientos son la pulverizacién térmica y la deposicidon de
peliculas mediante sol-gel (Mendonga, G., et al. 2008). La pulverizacion térmica produce
recubrimientos de HAP gruesos (de hasta 200 um) y altamente porosos, pero como
inconvenientes se pueden destacar que esos recubrimientos son generalmente no uniformes y
tienen una fuerza de union pobre a los sustratos metalicos (Radin, S.R. y Ducheyne, P., 1992). En
contraste, la deposicidén de peliculas de HAP mediante sol-gel produce recubrimientos de capas
delgadas (Kui Cheng et al.,, 2001), con una composicién quimica homogénea y menos
susceptibles de sufrir agrietamientos (Haddow, D.B., et al., 1998).

Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos por conseguir superficies duraderas, continlan
produciéndose fallos de implantes que provocan el que sea preciso extraerlos y sustituirlos. En
un estudio realizado sobre una muestra de 100 implantes que tuvieron que ser eliminados como
consecuencia de la pérdida progresiva de hueso provocada por periimplantitis, pero sin haber
presentado problemas de tipo mecanico, al menos el 60% de ellos presentaban dafios y roturas
en su capa superficial, siendo los implantes fabricados con Ti cp mds susceptibles a estos dafios
que los manufacturados a partir de Ti6Al4V (Shemtov-Yona, K. y Rittel, D., 2015). Si bien estos
dafios se producen y se intensifican debido principalmente a la fatiga que provoca en el material
la masticacidon a lo largo de la vida util del implante, también pueden originarse durante su
colocacién por el cirujano. Un estudio in vitro del proceso de implantacidn, utilizando moldes de
poliuretano para simular el espacio de insercién en la mandibula, demostré que tras su
insercion, la altura de los picos de la rugosidad de las superficies tratadas con acido se rebajaba,
guedando mas romas, mientras que en el caso de las superficies anodizadas se llegaron a
producir incluso arranques de partes de la capa de éxido (Mints, D., et al., 2014).

A lo largo de la vida util del implante, junto con el posible deterioro estructural de su
superficie, también se provocan alteraciones en su composiciéon quimica. Ademas de la posible
liberacion de elementos que pudieran estar presentes en la superficie original, el contacto con el
medio fisioldgico durante un periodo prolongado favorece la adsorcién irreversible de moléculas
de este entorno en su superficie, promoviéndose la difusion de iones hacia el interior del
material del implante, e incluso, si la integraciéon del implante ha sido buena, parte del nuevo
hueso formado queda firmemente adherido sobre el implante. La evaluacién de estos cambios
se realiza mediante técnicas de caracterizacidon quimica superficial. El método mas habitual es el
uso de la medida de la energia dispersiva de rayos X (EDX) (Shah, F.A. et al., 2014) (Shemtov-
Yona, K. y Rittel, D., 2015) (Guang Han y Zhijian Shen, 2015). Esta técnica tiene la ventaja de
poder realizarse simultdneamente a las observaciones con SEM, sin embargo sus caracteristicas
hacen que la informacidon composicional que provee se refiera a una capa del material muy
gruesa, entorno a los 1000 nm, con lo que la informacidon mas superficial se enmascara en el
global. Una técnica de analisis alternativa es XPS que, aunque no puede realizarse en el interior
del SEM, permite obtener informacidn mucho mas sensible de la composicién quimica de la zona
mas externa de la superficie, es decir, de una capa de aproximadamente 2-3 nm de espesor.
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5.1.1. Objetivos de este capitulo

En este capitulo se pretende identificar los posibles dafios o modificaciones producidas en
la superficie de dos implantes dentales retirados tras distintos afios de uso. Para ello se analiza la
superficie de los implantes, tanto a nivel topografico, como de la composicién quimica, mediante
técnicas de SEM y XPS. Los cambios producidos en la superficie de los implantes retirados se
detectaron mediante comparacidon con implantes sin utilizar, tal y como se suministran por la
casa comercial, aunque en uno de los casos no fue posible obtener un implante nuevo idéntico
al retirado, debido a que ese modelo no se fabrica actualmente y por el largo periodo de tiempo
transcurrido desde su implantacién, la casa comercial no mantenia almacenado ningun ejemplar
de aquella produccién.

5.2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

5.2.1. Casos clinicos

Todos los estudios presentados en esta Tesis relacionados con implantes dentales retirados
estan realizados en colaboracién con profesionales del Departamento de Cirugia Oral vy
Maxilofacial perteneciente al Hospital Universitario Infanta Cristina de Badajoz y del Centro de
Implantologia y Cirugia Oral y Maxilofacial, CICOM (Badajoz, Espaiia).

Se estudiaron los casos de dos pacientes que acudieron a ese Centro para que les fueran
retirados los implantes dentales que les habian colocado afos atras por movilidad de los
mismos. El primero de los casos fue el de un varéon de 55 afios de edad al que se le habian
sustituido piezas dentales en la mandibula superior 3 afios antes. El segundo caso fue el de otro
vardn de 45 anos de edad al que se le retiré un implante colocado hacia 18 afos.

5.2.2. Tipos de implantes retirados

El implante retirado al primer paciente es un sistema Branemark Mk IV TiUnite® (4 x 11.5
mm?) (Nobel Biocare AB®, Goteborg, Sweden). Segun la informacién del fabricante, este tipo de
implantes posee un recubrimiento grueso de éxido de titanio cristalino y enriquecido con
fosforo, obtenido mediante oxidacién anddica. El tratamiento utilizado hace que la superficie del
implante tenga una terminacién porosa y ligeramente rugosa, formada por poros tubulares de
entre 3y 15 um de didmetro.

Del segundo paciente se retiré un implante de titanio Biomet 3i Osseotite® (3.25 x 13 mm?)
(Implant Innovations, Inc, USA). No se tiene mucha informacion de la composicion y topografia
exacta de este implante debido a que este modelo ha dejado de comercializarse e incluso la
compania propietaria del desarrollo no existe en la actualidad. Por lo tanto, segun la informacién
de la que se dispone, este tipo de implantes se fabricaban sometiéndolos a un tratamiento
superficial mediante una pulverizacidn con particulas de fosfato cdlcico, solamente en la parte
de espiras del tornillo, y mediante acido (mezcla de HCl y H,SO,4) que les proporcionaba una
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estructura porosa, con tamafo de poros o picaduras que oscilan entre 1 y 2 um de didmetro
(Sul, Y.T., et al., 2008).

Una vez retirados los implantes en el CICOM, se depositaban en cubetas con suero, para
poder ser trasladados hasta los laboratorios en la Universidad de Extremadura. Como paso
previo a la caracterizacion de los implantes, estos fueron sometidos a un proceso de limpieza
con un liquido antiséptico DSF (Derquim 11, Panreac, Espafia) y una gasa esterilizada para retirar
los restos biolégicos blandos de su superficie. Posteriormente fueron sumergidos en agua
destilada, sonicados en un bafio de ultrasonidos, para, por ultimo, ser sumergidos en etanol
durante unos pocos segundos y depositados al aire para secarse.

5.2.3. Técnicas de caracterizacion
5.2.3.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Todas las imdgenes SEM mostradas en este capitulo fueron tomadas por el Servicio de
Andlisis y Caracterizacion de Sdlidos y Superficies (SACSS) en los Servicios de Apoyo a la
Investigacion de la Universidad de Extremadura. La superficie de los implantes fue analizada con
un microscopio electrénico Quanta 3D FEG (FEI, Hillsboro, US), cuya fuente de iones es de galio.
Las imdgenes de la superficie de los implantes dentales se tomaron mediante deteccién de
electrones secundarios. Las muestras se montaron sobre un portamuestras de aluminio, en el
gue fueron fijadas con una cinta adhesiva de carbono de doble cara. El modo de trabajo en el
equipo fue alto vacio, con una presion de 10™ Pa. El voltaje empleado en la aceleracién de los
electrones para la recogida de cada imagen suele ser 10 o 15 kV y se indica en el margen inferior
de las mismas. Se tomaron imagenes con aumentos que oscilaban entre 150x y 50000x, en
diferentes zonas de los implantes seleccionadas al azar, para tener una visidon tanto de la
macroestructura como de la microestructura de la superficie de los implantes.

5.2.3.2. Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X (XPS)

La caracterizacién de la superficie de los implantes dentales retirados mediante XPS se
realizé con un equipo K-Alpha (Thermo Scientific, UK), que ya ha sido descrito en los capitulos
anteriores. El punto del haz incidente elegido para estas medidas tenia un tamafio de 300 um,
en disposicion elipsoidal, y todas las medidas se realizaron en el interior de la cdmara de ultra
alto vacio, que operaba a 10 mbar. Para todas las muestras analizadas se tomaron medidas en
la superficie y a distintos niveles de profundidad, aplicando un bombardeo con iones Ar* de 3
KeV durante distintos tiempos de arrase. El analisis de los espectros de XPS se realizé con el
software Advantage, proporcionado por la casa comercial del equipo y para la correccion de
posibles desplazamientos en las energias de enlace de los elementos se utilizd6 como referencia
el pico del Cls, que estd situado a 285 eV de energia. Para restar el fondo de los espectros
generales se utilizé el método de Shirley.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Cambios topograficos producidos en la superficie de los implantes retirados

En la figura 2 se pueden apreciar las diferencias en la topografia superficial de los implantes
dentales estudiados producidas por los diferentes tratamientos a los que son sometidos en su
fabricacion. Estas imagenes SEM se presentan a distintos aumentos para poder distinguir mejor
las caracteristicas topograficas de ambas superficies. El implante TiUnite® presenta una
estructura porosa en la superficie debido al proceso de oxidacion anddica (Fig. 2a). El tamafio de
poro para estas superficies suele estar entre 3 y 15 um de didmetro. Mientras que la superficie
del implante Osseotite” se caracteriza por la presencia de lo que parece una capa muy rugosa
que recubre el implante (Fig. 2b). Este tipo de topografia superficial es tipica de aquellos
materiales que han sido sometidos a una pulverizacién térmica con algunas particulas. En el caso
de los implantes Osseotite® las particulas empleadas para crear el recubrimiento en su
superficie son de fosfato calcico.

Figura 2. Imagenes SEM de los dos tipos de superficie de implantes estudiados: a) TiUnite®y b)
Osseotite .

Es de esperar que la implantacién produzca cambios en la topografia de los implantes
dentales debido tanto a las técnicas quirdrgicas utilizadas en su colocacion, como al entorno
bioldgico y al estrés mecanico al que estdn sometidos.

En la figura 3 se presentan las imagenes SEM de la superficie del implante TiUnite® extraido.
Estas imagenes estan tomadas a distintos aumentos y en distintas zonas del implante dental.
Ademds, se compararon las imagenes de un implante nuevo (Fig 3. 1a, 2a, 3a) con las tomadas
del implante retirado (Fig 3. 1b, 2b, 3b), a las magnificaciones de 150x (Fig 3. 1a y 1b), 1000x
(Fig3. 2a vy 2b) y 3500x (Fig3. 3a y 3b), para poder ver los posibles dafios producidos en la
superficie por el uso.
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Figura 3. Imagenes SEM del implante Branemark Mk IV TiUnite® tomadas a diferentes aumentos (1:150x,
2:1000x, 3:3500x): a) Implante nuevo, b) Implante retirado tras 3 afios implantado.

Comparando las imagenes del implante nuevo y retirado tomadas a 150x se puede observar
como se ha producido un claro deterioro en los detalles macroscépicos del implante tras su uso.
Las crestas de las roscas y en general todos los perfiles afilados del tornillo nuevo aparecen
romos en el usado. Ademas, son visibles claramente restos bioldgicos fuertemente adheridos a
la superficie, que no fue posible retirar en el lavado previo, y que probablemente sean restos
minerales de hueso formado hacia la superficie. Detalles a nivel microscépico del deterioro del
implante se pueden observar en las imagenes tomadas a 1000 y especialmente, 3500 aumentos.
Comparando las imagenes de ambos implantes, nuevo y usado, se aprecian dafios en algunas de
las formaciones porosas de la superficie del implante retirado. Después de realizar un barrido
por la superficie del implante, se observd que aproximadamente el 40% de las estructuras
porosas presentes en la superficie del implante retirado se encontraron dafiadas o parcialmente
rotas. Estos daifos son mads apreciables en las imagenes 4a y 4b, tomadas a 8000 aumentos y con
las muestras inclinadas para apreciar mejor el aspecto de la topografia. En la figura 4a se observa
que el tratamiento con oxidacién anddica produce un gran numero de poros en las superficies y
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de forma relevante, provoca la aparicién de estructuras porosas con forma de chimeneas de
altura variable. Aunque el uso del implante sigue permitiendo la presencia de un gran niamero
de poros (Fig. 4b), las estructuras en forma de chimenea aparecen dafiadas en su mayoria.

Figura 4. Imdgenes SEM del implante Branemark Mk IV TiUnite® tomadas a 8000x: a) Implante nuevo, b)
Implante retirado tras 3 afios implantado.

En el caso del segundo implante estudiado, Osseotite”, se procedié de modo similar al
anterior, aunque, debido al tiempo que habia estado insertado, en el centro CICOM no
disponian de un implante nuevo del mismo tipo. Por este motivo se requirié a la empresa de
fabricacion de estos implantes que enviasen un implante nuevo de caracteristicas quimicas y
topograficas lo mas similares posibles al implante retirado. Esto no fue tarea facil, ya que la
empresa original de fabricacién de estos implantes habia sido absorbida por la compaiiia Implant
Innovations (USA). Aun asi, desde esta Gltima se enviaron implantes Osseotite” de caracteristicas
lo mas similares posibles al implantado 18 afios atrds. La figura 5 muestra las imagenes
obtenidas mediante SEM en estos implantes. Al igual que para el caso anterior, estas imagenes
estdn tomadas a distintos aumentos y en distintas zonas del implante dental. Las imagenes de
un implante nuevo se presentan en la figura 5. 1a, 2a, 3a y las tomadas al implante retirado en
las figuras 5. 1b, 2b, 3b, a las magnificaciones de 500x (Fig 5. 1a y 1b), 1500x (Fig 5. 2ay 2b)y
3500x (Fig 5. 3ay 3b), para poder ver los posibles dafios producidos en la superficie por el uso.

Para el implante del tipo Osseotite” es posible apreciar cambios en su topografia a partir de
los 500 aumentos, si se comparan las superficies del implante nuevo y del retirado (Fig. 5.1a y
5.1b). En la figura 5, y para todos los aumentos, es posible distinguir zonas en la superficie del
implante retirado donde se pueden distinguir grietas o arafiazos en el recubrimiento (indicadas
en la figura 5 mediante circulos), en las que se ha perdido la topografia creada por el
tratamiento aplicado a esta superficie. Estos cambios son mds apreciables a medida que se
incrementan los aumentos a los que son tomadas las imagenes.
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Figura 5. Imagenes SEM del implante Biomet 3i Osseotite® tomadas a diferentes aumentos (1:500x,
2:1000x, 3:3500x): a) Implante nuevo, b) Implante retirado tras 18 afios implantado, donde se puede
apreciar el deterioro de la superficie (indicado mediante circulos).

En ambos casos, como se muestra en las imagenes tomadas por SEM, se producen cambios
en las caracteristicas topograficas de la superficie de los implantes que han estado implantados.
Una de las causas de estos cambios puede achacarse al proceso quirurgico, en el que los
implantes sufren una gran presién para ser insertados en el hueso donde van colocados. Esta
explicacion se apoya en que, para la colocacidn de implantes es aconsejable perforar el hueco
donde va colocado el implante con un didmetro menor para lograr la estabilidad del mismo
(Natali, A.N., et al., 2009). Por otro lado, las modificaciones en la topografia de los implantes
también estdn relacionadas con los efectos desencadenados por la combinacidn de la posible
presencia de células inflamatorias, bacterias patégenas y de algunas enzimas presentes en los
fluidos corporales. Asimismo, la corrosidn localizada y la disolucién de material de la superficie
del implante dafian sus propiedades pudiendo favorecer el fracaso del implante (Yan, Y. et al.,
2007). Por lo tanto, y aunque mediante este estudio no se puede identificar la causa o posibles
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causas ciertas que afectaron a estos implantes, estd claro que los cambios en su topografia
deterioraron la estabilidad de estas piezas en los pacientes que las llevaban.

5.3.2. Andlisis de la composicion quimica de la superficie de los implantes
retirados

En la figura 6 se muestran los espectros obtenidos mediante XPS en la superficie del
implante TiUnite®, nuevo (representado en color negro) y retirado tras 3 afios implantado
(representado en color azul). Tanto el implante nuevo como el retirado tienen la misma
composicion, con elementos mayoritarios presentes en su superficie como el oxigeno, el titanio,
el carbono vy el fésforo. Los porcentajes atédmicos obtenidos de los elementos presentes en la
superficie de los implantes se presentan en la primera columna de la tabla 1. La presencia de
estos elementos concuerda con el hecho que ya se ha comentado en el apartado de Materiales y
Métodos Experimentales de este capitulo, de que el implante TiUnite® posee en su superficie un
recubrimiento de Oxido de titanio enriquecido con fdsforo, incorporado en el proceso de
oxidacion anddica. También, el pico Ti2p se encuentra situado a 459,0 eV de energia de enlace,
dato que coincide con el publicado por Byung-Soo Kang et al. (Byung-Soo Kang et al., 2009) en
los estudios que realizan en un implante nuevo del mismo tipo que el que aqui se analiza. En
esta misma publicacidon también aparecen citados los datos de las energias de enlace a las que se
sitian los picos Ols y P2p, que coinciden con los que se obtienen en los experimentos aqui
realizados (531,1 eVy 133,8 eV, respectivamente).

Por su parte, la presencia de carbono es habitual en la mayoria de las superficies analizadas
debido a la contaminacién ambiental y en particular, en las superficies de titanio, debido a la
tendencia de este material a adsorber compuestos organicos durante los procesos de
fabricacion (provenientes, por ejemplo, de los lubricantes). Se aprecia que la cantidad de C
detectada (tabla 1) en los implantes retirados es siempre mayor que en los implantes nuevos,
probablemente como resultado de una mayor contaminacion sufrida por los implantes tras su
manipulacidn clinica o por la retencién de moléculas organicas a lo largo de su vida util. Ademas,
en la superficie de estos implantes estan presentes otros elementos minoritarios, como son el
calcio, el azufre y el zinc (sélo en el implante nuevo), cuya presencia puede deberse a
contaminacidon por la manipulacién del implante o en el proceso de modificaciéon de su
superficie.

Es destacable la gran diferencia existente entre la cantidad de nitrogeno presente en el
implante nuevo y en el retirado (Tabla 1). Si se atiende a los datos de los porcentajes atémicos
relativos a este elemento, se puede observar que la cantidad de N en la superficie del implante
retirado es mas de diez veces mayor que en el implante nuevo. La presencia de N en la superficie
de materiales que han estado en contacto con fluidos fisiolégicos, normalmente, se relaciona
con la presencia de proteinas adsorbidas en dichas superficies (Hsin-Yi Lin y Bumgardner, J.D.,
2004).
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Figura 6. Espectro XPS tomado en |a superficie del implante TiUnite". Se presentan los espectro de un
implante nuevo (negro) y de un implante retirado tras 3 afios implantado (azul).

La informacién sobre la evolucion de la composicién quimica en las primeras capas del
implante se obtuvo a partir de las medidas en profundidad (resultados presentados en la tabla
1). Estos analisis indican la desaparicion del S y Zn tras el primer arrase de 30 s realizado al
implante nuevo y del S al implante retirado, ya que para este uUltimo no se observa Zn en su
superficie. Este hecho confirma que dichos elementos son contaminantes presentes en la
superficie de los implantes pero que no forman parte de la composicion quimica del material
base utilizado. Por el contrario, aumenta la cantidad de Ti y P, ya que son elementos que forman
parte del material de fabricacién del implante TiUnite®. Tanto para el implante nuevo como para
el retirado, la cantidad de Ca, C y N disminuyen a medida que profundizamos en la muestra,
llegando incluso a desaparecer el N a los 60 s de arrase en el implante nuevo. Sin embargo, aln a
esta profundidad, los porcentajes de carbono y nitrégeno en el implante retirado siguen siendo
muy importantes y mas altos que en el implante nuevo, lo que sugiere la difusion de moléculas
orgdnicas, posiblemente proteinas, desde el medio fisioldgico en el que estuvo implantado hacia
su interior.

Tabla 1. Resultados obtenidos del andlisis XPS realizados a los implantes nuevo y retirado del tipo TiUnite".

Porcentajes atémicos relativos (%)
Superficie 30 s de arrase 60 s de arrase
Elementos Energia (c:elt\e/)ligadura Nuevo | Retirado | Nuevo | Retirado Nuevo Retirado

O1s 531,1 40,0 23,7 55,4 42,8 60,2 48,3
Cls 285,2 42,3 59,6 14,7 31,1 7,7 21,6
Ti2p 459,0 9,7 2,4 19,8 16,5 22,7 20,5
N1s 400,3 1,1 11,5 0,6 4,4 0 4,0
P2p 133,8 51 1,6 8,9 4,9 8,9 5,3
Ca2p 348,0 1,0 0,5 0,6 0,4 0,5 0,3
S2p 169,2 0,5 0,8 0 0 0 0
Zn2p 1022,2 0,3 0 0 0 0 0
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Para el caso de los implantes Osseotite®, los espectros obtenidos mediante XPS se
presentan en la figura 7 para el implante nuevo, representado en negro, y para el implante
retirado tras 18 afios de uso, representado en azul. Se puede apreciar en estos espectros que la
composicidon quimica de ambos implantes no es exactamente la misma, ya que en el implante
retirado hay una cantidad importante de aluminio, asi como un pequefio porcentaje de calcio,
gue no estdn presentes en la superficie del implante nuevo. Ademas, en el nuevo aparecen
fosforo y silicio en su composicion, sin que se encuentren trazas de ellos en el implante retirado
(datos presentados en la tabla 2). Estos resultados ponen de manifiesto de forma clara que la
composicidon quimica de ambas muestras no es exactamente la misma, aunque su topografia
superficial sea bastante similar (como se ha mostrado en el apartado anterior de este capitulo).
Con mucha probabilidad, el implante retirado estd compuesto por una aleacién de titanio y
aluminio, aunque este hecho no se ha podido corroborar con la empresa fabricante de estos
implantes debido a los problemas expuestos en el apartado anterior.
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Figura 7. Espectro XPS tomado en la superficie del implante Osseotite®. Se presentan los espectro de
un implante nuevo (negro) y de un implante retirado tras 18 afios implantado (azul).

Como ya se ha indicado, aunque las superficies topograficamente sean iguales para ambos
implantes, el interior del nuevo esta compuesto exclusivamente por titanio segun los datos
obtenidos mediante el andlisis XPS. Los elementos mayoritarios presentes en su superficie son
Ti, O y C, que como ya se ha comentado en el andlisis del implante anterior, son los elementos
gue corresponden a una capa de éxido de titanio (O y Ti) con contaminacidén ambiental (C). El
pico del Ti2p se encuentra situado a 458,0 eV de energia de enlace y el del oxigeno a 530,6 eV,
datos que concuerdan con los publicados por C. Massaro et al. (Massaro, C. et al., 2002) en sus
estudios realizados en la superficie de un implante tipo Osseotite® nuevo. Para esta muestra,
ademas, cabe destacar la presencia de una cantidad importante de N, tanto en la superficie del
implante como en el interior (datos presentados en la tabla 2), elemento que también se detecta
en los estudios de C. Massaro et al., aunque en su caso en una proporciéon menor.

Debido a las diferencias encontradas en la composicion del implante nuevo y del retirado,
se realizé un analisis en profundidad de estas muestras llegando hasta niveles mas profundos
que para los implantes TiUnite". Los resultados de los porcentajes atémicos obtenidos para cada
uno de los elementos detectados en la superficie y en los distintos niveles de profundidad
analizados para los implantes Osseotite” se muestran en la tabla 2.
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Los analisis de las medidas XPS realizadas en profundidad muestran también claramente la

diferencia en la composicién entre la muestra nueva y la retirada (Tabla 2). Los elementos que

aparecian de forma minoritaria en la superficie de ambos implantes, dejan de estar presentes a

medida que profundizamos en las muestras. En el caso de aquellos elementos relacionados con

la contaminacion de la superficie, como son Zn, F y S, se puede observar que sélo estan

presentes en la superficie de estos. Y los elementos que probablemente se introducen en las

primeras capas del implante tras el proceso de modificacién de su superficie, como son P, Ca y

Si, dejan de ser detectados tras 60 s de arrase. Aquellos elementos que su presencia en el

implante nuevo y retirado, N y Al respectivamente, certifican la diferencia en la composicion

entre ambos, siguen estando presentes en todo el analisis realizado en profundidad, incluso su

porcentaje atdmico aumenta a medida que profundizamos en las muestras.

Tabla 2. Resultados obtenidos del analisis XPS realizados a los implantes nuevos y retirados del tipo Osseotite”.

Porcentajes atémicos relativos (%)

Superficie 20 s de arrase 40 s de arrase 60 s de arrase 1000 s de arrase | 2000 s de arrase
Elementos ,Energl]a de Nuevo | Retirado | Nuevo | Retirado | Nuevo | Retirado | Nuevo | Retirado | Nuevo | Retirado | Nuevo | Retirado
ligadura (eV)
O1s 530,6 36,6 27,5 32,2 39,9 30,1 40,1 32,3 402 19,0 36,9 18,8 37,8
Cls 285,0 29,5 52,7 17,3 26,4 17,3 23,7 13,8 21,1 4,1 9,4 4,4 6,8
Ti2p 458,0 16,4 2,9 30,1 13,6 32,2 15,6 34,3 17,1 52,8 29,5 52,8 30,3
N1s 400,0 12,2 9,4 18,0 4,2 18,0 3,8 18,0 3,5 24,1 2,3 24,0 1,0
P2p 133,8 2,1 0 1,1 0 1,1 0 0,7 0 0 0 0 0
Si2p 102,0 2,2 0 1,4 0 1,1 0 1,0 0 0 0 0 0
S2p 168,1 0,3 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Al2p 74,1 0 5,2 0 14,4 0 16,4 0 17,7 0 22,9 0 24,2
Ca2p 347,0 0 0,9 0 0,6 0 0,5 0 0,3 0 0 0 0
Fls 689,0 0,8 0,7 0 0,9 0 0 0 0 0 0 0 0
Zn2p 1022,0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Para poder comparar los resultados obtenidos en la superficie de ambos tipos de implantes,

TiUnite” y Osseotite®, sin tener en cuenta la contribucion del carbono y debido a que los

porcentajes atdmicos proporcionados por el XPS son relativos a cada superficie, se han obtenido

las relaciones de los elementos presentes en ambas muestras con respecto al titanio (datos

presentados en la tabla 3).

Tabla 3. Relacidn entre los elementos presentes en la superficie de los implantes estudiados con respecto al titanio.

TiUnite® Osseotite”
Nuevo Retirado Nuevo Retirado
O/Ti 4,1 9,9 2,2 9,5
P/Ti 0,5 0,7 0,1 0
N/Ti 0,1 4,8 0,7 3,2
Ca/Ti 0,1 0,2 0 0,3
Al/Ti 0 0 0 1,8
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La relacién entre los elementos presentes en la superficie de los implantes estudiados
muestra un comportamiento similar entre los implantes nuevos y retirados de ambos tipos. En la
tabla 3 se puede comprobar como la relacién N/Ti es siempre mucho mayor para los implantes
retirados que para los nuevos, independientemente de que el implante sea TiUnite® u
Osseotite”. Como ya se ha mencionado al comienzo de este apartado, la presencia de N en la
superficie de materiales que han estado en contacto con fluidos fisiolégicos, normalmente, se
relaciona con la presencia de proteinas adsorbidas en dichas superficies (Hsin-Yi Lin vy
Bumgardner, J.D., 2004). Otra relacidn entre elementos destacable es la O/Ti, que también es en
ambos casos muy superior para los implantes retirados. Este hecho puede deberse también a la
presencia de proteinas y a que debido a la formacion de H,0, en las reacciones inflamatorias, la
capa de 6xido que recubre la superficie de los implantes de titanio puede sufrir cambios en su
espesor y en su estructura (Pan, J., et al., 1994). Mas concretamente, los estudios realizados por
P. Tengvall et al. (Tengvall, P., et al., 1989) muestran que los implantes de titanio en presencia de
H,0, sufren la captura y oxidacién de radicales superdxido, de tal forma que se crea una fina
capa TiOOH sobre la capa de dxido de titanio.
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TITANIO Y ALEACIONES DE TITANIO CON
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6. CARACTERIZACION DE SUPERFICIES DE TITANIO Y ALEACIONES
DE TITANIO CON MODIFICACIONES FiSICAS O QUIMICAS QUE
MEJORAN SU OSTEINTEGRACION

6.1. INTRODUCCION

En capitulos anteriores de esta tesis ya se han resaltado las bondades de las técnicas de
caracterizacién superficial XPS y TOF-SIMS para valorar las modificaciones que ocurren en la
superficie de los biomateriales tras estar en contacto con medios fisioldgicos. Asi, en el capitulo
4 se utilizan ambas técnicas para estudiar la adsorcién de diferentes proteinas sobre
biomateriales que presentan modificaciones superficiales, obteniéndose informacién sobre
como estas modificaciones influyen en la adsorcidon de las proteinas. Por otra parte, en el
capitulo 5, se pone de manifiesto que mediante XPS es posible obtener informacion del
envejecimiento sufrido en la superficie de implantes dentales retirados. Ademas, se comprueba
gue esta técnica permite la detecciéon de restos organicos en la superficie del material y su
difusion hacia el interior del mismo. En este capitulo, ambas técnicas se van a utilizar para la
caracterizacién de superficies que han sido modificadas fisica o quimicamente para conseguir
mejorar la respuesta de los materiales ante un entorno bioldgico. Es de esperar que los cambios
guimicos realizados en la superficie de las muestras sean detectados mediante XPS y TOF-SIMS,
debido a su especificidad quimica y a su sensibilidad superficial, pero se va a poner de manifiesto
gue estas técnicas también permiten generar informacién relevante cuando estas
modificaciones no implican el uso de especies quimicas diferentes.

Como ya se ha mencionado a lo largo de esta tesis, la modificacion superficial de los
dispositivos médicos implantables es una estrategia comun para resolver problemas de mala
integracién (Bauer, S. et al., 2013). El perfeccionamiento de las caracteristicas de la superficie del
biomaterial pasa por procurar que sean menos proclives a la oxidacién, a la rotura de la capa
superficial, con la consiguiente liberacidn de fragmentos del material al entorno, o a que
ofrezcan a las células un entorno mas adecuado para su desarrollo. Por ello, al modificar las
propiedades superficiales, alterando la funcionalidad de la superficie o mediante la deposicién
de peliculas delgadas sobre ella, se crean superficies con propiedades quimicas y fisicas
optimizadas para la respuesta bioldgica posterior.

Una de las estrategias para mejorar la implantaciéon en el organismo de los materiales
metdlicos, como el titanio, es modificar las caracteristicas de su capa de oxido. Ya se ha
mencionado que a pesar de que la capa de pasivacion espontdnea que se produce en las
superficies de titanio estd muy bien adherida, es posible mejorar su biocompatibilidad
modificando las caracteristicas de la misma, con el fin de que sea mas resistente a los ataques,
tanto quimicos como mecanicos, que pueda sufrir una vez implantado. Un procedimiento para
poder conseguir capas de oxido mejoradas es la oxidacion térmica. Con esta técnica, en el caso
del titanio, se generan capas de Oxido, densas y con estructuras ordenadas, compuestas
fundamentalmente por didxido de titanio en la forma de rutilo altamente cristalino (Browne, M.
y Gregson, P.J., 1994), que mejoran el rendimiento del biomaterial (Garcia-Alonso, M.C. et al.,
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2003). Sin embargo, esta técnica tiene algunas limitaciones, y la que mayores consecuencias
puede tener para los biomateriales es que la pieza completa tiene que ser sometida a las
condiciones de temperatura que requiere el procedimiento. Este hecho puede perjudicar
algunas de sus propiedades mecanicas, como por ejemplo, su resistencia a la fatiga. Por lo tanto,
aquellos tratamientos superficiales que promuevan la formacidn de capas de 6xido resistentes
en la superficie de los biomateriales sin comprometer sus propiedades mecdnicas, son de gran
interés en el campo de la implantologia.

En este capitulo se estudian mediante XPS y TOF-SIMS las modificaciones que provoca en la
guimica superficial una de las alternativas a la oxidacion térmica, que es el proceso de percusidon
por ladser pulsado, también conocido como ladser peening (LP) (Fig. 1). En esta técnica las
superficies son irradiadas con pulsos laser, muy energéticos y muy focalizados a una zona
puntual que, dependiendo de los pardmetros elegidos para estos, pueden conseguir modificar la
rugosidad de la superficie del material, pudiendo llegar incluso a crear pequefios orificios
(Mirhosseini, N. et al., 2007) (Khosroshahi, M.E. et al., 2007). Al incidir estos pulsos sobre el
material, se produce una onda de choque que induce una deformacién plastica de la zona
superficial, originando la aparicion de tensiones residuales que mejoran las propiedades
mecanicas del implante (Montross, C.S. et al., 2002), modifican la topografia de la zona irradiada
(Mirhosseini, N. et al., 2007) (Khosroshahi, M.E. et al., 2007) y provocan una fuerte oxidacion,
consecuencia del gran aumento de la temperatura en la zona irradiada, especialmente si el
material se encuentra inmerso en un medio confinante para las ondas de presiéon, como por
ejemplo, agua.

Haz Laser

Medio confinante

e choque

Figura 1. Esquema de tratamiento con laser peening sobre superficie metalica.

Otra de las posibles actuaciones para mejorar el resultado de la implantacién de los
materiales en el organismo seria hacer sus superficies bioactivas, es decir, hacerlas capaces de
responder a sefales provenientes del medio fisioldgico, induciendo una respuesta especifica del
tejido bioldgico circundante. En la actualidad, la mayoria de los estudios realizados para
conseguir este tipo de superficies se centran en su modificacion quimica. Para ello se suelen
inmovilizar en la superficie, o bien biomoléculas como las que intervienen en el sistema
biolégico, de modo que la superficie mimetice en cierto grado el mismo ambiente, como por
ejemplo, proteinas o péptidos extracelulares y factores de crecimiento (Guillot, R. et al., 2013)
(Yan Li et al.,, 2011), o bien otras moléculas organicas que puedan proveer al material de
caracteristicas adecuadas para que sea reconocido favorablemente por las células humanas,
promoviendo su adhesiéon y proliferacién, es decir, mejorando su osteointegracion (Fig. 2). En
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este capitulo se va a poner de manifiesto cdmo las técnicas de XPS y TOF-SIMS permiten obtener
informacién sobre la modificacién que se produce en la superficie por la incorporacién de
moléculas organicas de efectividad reconocida como son los flavonoides y las sales del acido
fitico.

o (o]

Figura 2. Esquema de la union covalente de un flavonoide a una superficie de titanio, utilizando un
silano como agente enlazante (Imagen recuperada de Cérdoba, A. et al., 2015-B).

Los flavonoides son pequefios compuestos polifendlicos con conocidas propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales, antimicrobianas y antialérgicas ubicadas en la
naturaleza y presentes en la dieta humana (Amic, D. et al., 2007). Los mecanismos de accién de
los flavonoides no son muy conocidos, pero sus efectos protectores en los sistemas bioldgicos se
atribuyen principalmente a sus potentes propiedades antioxidantes y su capacidad para
interactuar con las proteinas (Heim, K.E. et al., 2002). En algunos estudios se ha conseguido
crear revestimientos de polifenoles sobre diferentes sustratos que se ha comprobado que tienen
una influencia positiva sobre la regeneracidn dsea (Satué, M. et al., 2013), aunque no esta claro
cual es la estructura exacta de ese recubrimiento (Sileika, T.S. et al., 2013) (Barrett, D.G. et al.,
2014).

Otra molécula natural que se utiliza para funcionalizar la superficie de biomateriales es la
sal sédica del acido fitico o hexafosfato de inositol (IP6), que es un acido organico que contiene
fésforo en su composicién y que esta presente en los vegetales, sobre todo en las semillas y
legumbres (Irvine, R.F. y Schell, M.J., 2001). Entre las propiedades del IP6 beneficiosas para la
biomedicina estan la capacidad de estas moléculas de inhibir la aparicion de calcificaciones, es
decir la cristalizacion de sales de calcio (Grases, F. et al., 2007), su potencialidad para reducir la
pérdida de masa 6sea, ya que estas moléculas se adsorben sobre la superficie de la
hidroxiapatita, el constituyente mineral del hueso, inhibiendo su disolucién (Lépez-Gonzalez,
AA. et al.,, 2013) y sus efectos antioxidantes (Hawkins, P.T. et al., 1993). Asimismo, se ha
observado un interesante cardcter antimicrobiano de las moléculas IP6, ya que se ha
comprobado que frenan el crecimiento de varias bacterias gram-positivas y gram-negativas
(Moon, J.H. etal., 2011).
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6.1.1. Objetivos de este capitulo

En este capitulo se pone de manifiesto cdmo el uso de las técnicas de XPS y TOF-SIMS
permite obtener informacion sobre las modificaciones que se provocan en las superficies de los
materiales, ya sea por procesos fisicos aplicados a estas, o como consecuencia de reacciones
guimicas que se producen sobre las superficies. Para ello se analizan los cambios sufridos en la
capa de 6xido de una superficie de Ti6AI4V al ser tratada fisicamente mediante laser peening.
Ademas, se pretende poder resaltar la capacidad de ambas técnicas para caracterizar el cambio
sufrido en superficies de titanio al fijar sobre ellas moléculas de interés biolégico. Con este fin se
van a analizar los recubrimientos sobre titanio de dos flavonoides, quercitrina y taxifolina, que
son moléculas formadas exclusivamente por carbono, oxigeno e hidrégeno, elementos
generalmente presentes también en las superficies antes de ser recubiertas, y de la sal sédica de
myo-inositol-hexafosfato, molécula que ademas de los elementos anteriores contiene fosforo y
sodio.

6.2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

6.2.1. Modificaciones superficiales
6.2.1.1. Modificacion fisica superficial de muestras de aleacién de titanio

El material empleado para ser sometido a la modificacion de su superficie por
procedimientos fisicos ha sido la aleacion de titanio Ti6Al4V. Este material fue procesado en el
Centro Nacional de Investigaciones Metalurgicas, CENIM-CSIC (Madrid, Espafia) para ser tratado
posteriormente mediante laser peening en el Centro de Aplicaciones Laser, AIMEN (Porrifio,
Espaia).

Figura 3. Cambios en la topografia producidos por el tratamiento con laser: a) muestras de Ti6Al4V
control y b) muestra de Ti6Al4V tratada con laser. La barra negra corresponde a 200 um y la blanca en el
cuadro de ampliacién a 20um.

Las muestras empleadas consisten en probetas de 2 mm de espesor y 21 mm de didmetro
de la aleacion Ti6Al4V (Surgival, Espafia). Previo a su tratamiento con laser, los sustratos fueron
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sometidos a un proceso de pulido hasta acabado brillo espejo y posteriormente limpiados con
un chorro de agua caliente y sonicados en alcohol, tal y como se describe en el trabajo publicado
por L. Crespo et al. (Crespo, L., et al., 2016). Parte de estas muestras pulidas se reservaron como
controles. El resto de discos fueron tratados con un papel de lija de carburo de silicio de 2400 y
posteriormente irradiados con un equipo Spectra Physics Quanta Ray Pro, compuesto por un
l[dser PRO 290-30 Q-switched que produce pulsos de 10 ns, con una frecuencia de 30 Hz y una
energia de 1,6 J/pulso. Las muestras fueron sumergidas en una cubeta con agua destilada,
empleada como medio confinante y fueron irradiadas con el haz Iaser enfocado con una lente, a
una densidad de 421 pulsos/cm?, de tal forma que se generaron huellas en la superficie de 2,4
mm de didmetro con una superposicion del 80% (Crespo, L., et al., 2016) (Fig. 3). Tras el
tratamiento con ldser, las muestras fueron limpiadas con agua destilada.

6.2.1.2. Modificacion quimica superficial de muestras de titanio

El material base sobre el que se hicieron modificaciones quimicas con el fin de conseguir
superficies bioactivas fue titanio. Estos recubrimientos fueron preparados en conjunto por el
Grupo de Terapia Celular e Ingenieria Tisular, del Instituto de Investigacién en Ciencias de la
Salud, IUNICS (Palma de Mallorca, Espaia) y el Instituto de Investigaciéon Sanitaria de Palma
(Palma de Mallorca, Espaia).

En este caso, las muestras consistieron en probetas de 6,2 mm de didmetro y 2 mm de
espesor de titanio (Implantnedia, Espafia). Estas fueron pulidas mecdnicamente hasta un
acabado brillo espejo y limpiadas de la forma descrita por S.F. Lamolle et al. (Lamolle, S.F. et al.,
2009) antes de ser funcionalizadas. Las moléculas seleccionadas para recubrir las superficies de
titanio fueron los flavonoides quercitrina (QR) y taxifolina (TX) (Sigma Aldrich, USA), y fitato de
hexasodio (sal sédica de myo-inositol-hexafosfato, IP6Na6) (Almac Sciences, U.K), cuyas
estructuras moléculares se presentan en la figura 4. Las muestras que se funcionalizaron con
flavonoides, previamente, fueron pasivadas con HNO; (Scharlab, Espafia) y silanizadas con (3-
Aminopropyl)triethoxysilane (APTES) (Sigma Aldrich, USA), tal y como se describe en los trabajos
presentados por A. Cérdoba et al. (Cérdoba, A. et al., 2015-A y B). En el caso de los sustratos en
los que se fijaron moléculas de IP6Na6, estos fueron sometidos a un pasivado con HNO3 o HF
(Fisher Scientific, Espafia), como paso previo a la funcionalizacion, tal y como se presenta en el
trabajo de A. Cérdoba et al. (Cordoba, A., et al., 2016).

Quercitrina (QR) Taxifolina (TX) Sal sédica de myo-inositol-hexafosfato (IP6Na6)

Figura 4. Estructura molecular de quercitrina (QR), taxifolina (TX) (Imdgenes recuperadas de Cérdoba,
A. et al., 2015-B) y sal sddica de myo-inositol-hexafosfato (IP6Na6) (Imagen recuperada de pagina web 1).
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6.2.2. Técnicas de caracterizacion

6.2.2.1. Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X (XPS)

La caracterizacién de la superficie de las muestras con modificaciones superficiales fisicas o
guimicas mediante XPS se realizd con un equipo K-Alpha (Thermo Scientific, UK), que ya ha sido
descrito en los capitulos anteriores. El punto del haz incidente elegido para estas medidas tenia
un tamafio de 300 um, en disposicidn elipsoidal, y todas las medidas se realizaron en el interior
de la cdmara de ultra alto vacio, que operaba entorno a 1E® mbar. Sobre las muestras sometidas
a tratamiento con laser se realizé un proceso de limpieza superficial aplicando un bombardeo de
iones de Ar* de 3 KeV durante 5 s, tras el que posteriormente se tomaron las medidas utilizadas
en el analisis mediante XPS. El andlisis de los espectros de XPS se realizd con el software
Advantage, proporcionado por la casa comercial del equipo y para la correccién de posibles
desplazamientos en las energias de enlace de los elementos se utilizd como referencia el pico del
Cls, que estd situado a 285 eV de energia. Para restar el fondo de los espectros generales se
utilizé el método de Shirley. Los picos de alta resolucién se ajustaron utilizando una mezcla de
curvas Gaussiana y Lorentziana con el software XPSPeak (version 4,1), tal y como se describe en
capitulos previos.

6.2.2.2. Deteccion de lones Secundarios mediante Espectrometria de Masas por Tiempo
de Vuelo (TOF-SIMS)

Ademas de la caracterizacion mediante XPS, algunas de las muestras tratadas con laser y
funcionalizadas con IP6Na6 fueron caracterizadas mediante TOF-SIMS, con un equipo TOF-SIMS’
(ION TOF, Alemania), que ya ha sido descrito en capitulos anteriores. Para el caso de estas
muestras se utilizé como haz primario Bi* que opera a 25 kVy las medidas se realizaron en modo
estatico. El 4rea analizada fue de 250 x 250 pm” para las muestras tratadas con laser y de 150 x
150 um?’ para las muestras funcionalizadas, con una densidad iénica de recogida por encima de
1E*? iones/cm? en cada espectro. Todas las medidas se realizaron en el interior de una cdmara de
ultra alto vacio a una presién de 1,2E® mbar. La energia de extraccién aplicada a los iones
secundarios fue de 11 kV. Para obtener los espectros de masas de estas muestras se recogieron
los iones negativos y se realizé una calibracién de espectros con los siguientes iones: H, C, CH,
CH,, O, OH, OH,, C, y C;. Ademas, en las muestras sometidas a tratamiento con laser se
realizé un estudio en profundidad, aplicando un bombardeo de iones Cs a 2kV.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Caracterizacidn de la superficie de los sustratos de Ti6Al4V sometidos a una
modificacidn fisica mediante LP

Los resultados obtenidos tras el analisis mediante XPS de las muestras de Ti6Al4V control y
sometidas a un tratamiento de tipo fisico mediante laser peening (LP) se muestran en la figura 5.
En ambos tipos de muestras se detectan los picos relacionados con los elementos que
componen el sustrato; Al2p, Ti2p, V2p y O1s (este ultimo por la capa de oxido presente en la
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superficie de las muestras). Ademas, se observan elementos procedentes de la contaminacion
ambiental, como C y N, y de restos que se pueden haber transferido a la muestra durante el
proceso de fabricacién o pulido, como Si, P, F, Fe y Zn.

Ti6AI4V Control

—— Ti6AI4V LP

700000 —
600000
500000 —
400000 /T'z"

300000 —
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200000 Fe

Zn2p,

100000

T T T T T T
1200 1000 800 600
Binding Energy (eV)

Figura 5. Espectro XPS de la superficie de las muestras de Ti6Al4V control (representado en negro) y
tratada con laser peening (representado en azul).

Se espera que los cambios en composicion quimica mas significativos que provoca el
tratamiento mediante LP estén relacionados con la oxidacion de la superficie de los sustratos de
la aleacién Ti6Al4V. Por este motivo se tomaron los picos del Ti2p, Ols, Cls y Al2p en alta
resolucidn para asi poder hacer un andlisis mediante deconvolucion de los mismos. En la figura 6
se presentan los resultados obtenidos en el pico del Ti2p y del Al2p, ya que el resto de picos de
alta resolucién analizados arrojé los mismos resultados para las muestras control y las tratadas
con laser. Para ambas muestras, tras la deconvolucidn del pico del Ti2p, se detecta un pico
principal situado a 458,2 eV de energia de enlace, que corresponde con el estado del titanio
Ti**2ps/, y esté relacionado con el éxido TiO,. El pico correspondiente al desdoblamiento espin-
Orbita, Ti4+2p1/2, se encuentra desplazado 5,7 eV con respecto al anterior. Se puede observar una
segunda contribucién a este pico, relacionada con el éxido Ti,03, cuyas picos se encuentran a
unas energias de enlace de 456,4 eV y 461,9 eV para los estados Ti3+2p3/2 y Ti3+2p1/2,
respectivamente. Este estado de oxidacidn del titanio contribuye de forma mucho menor a la
muestra control que a la muestra tratada con laser. Ademas, en el analisis realizado para en el
pico Ti2p de la muestra control (Fig. 6a), se detecta una pequeia cantidad de titanio metalico,
Ti%, cuyo pico Ti’2ps, se sitia a 454,0 eV de energia de enlace. De estos resultados se puede
deducir que la capa de 6xido que se crea sobre las superficies de Ti6Al4V que son sometidas a
tratamiento con LP es mas gruesa que la pelicula de pasivado natural que se encuentra sobre las
muestras control. Ademas, las muestras tratadas con ldser contienen una cantidad importante
del 6xido de titanio Ti,O; (Fig. 6b). Las energias de enlace obtenidas para los distintos estados de
oxidacion del titanio concuerdan con los resultados descritos en el capitulo 3 de esta tesis y
ademads estan de acuerdo con los datos publicados en los estudios realizados por A.F. Carley et
al. (Carley, A.F. et al., 1987) y por M.C. Biesinger et al. (Biesinger, M.C. et al., 2010).
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Figura 6. Picos de alta resolucion del Ti2p y Al2p: a) para las muestras de Ti6Al4V control y b) para las
muestras de Ti6Al4V tratadas con laser.

La forma y la posicidon del pico del Al2p (Fig. 6) muestran que el estado de oxidacion del
aluminio se encuentra principalmente en la forma AI**, que corresponde al éxido Al,0s, cuyo
pico se centra en una energia de enlace de 73,7 eV, tanto para las muestras control como para
las tratadas con laser (latsunskyi, I. et al., 2015). Ademds, para las muestras tratadas mediante
LP se detectd otra contribucion en el pico del Al2p, situada a 74,5 eV de energia de enlace, y que
esta asociada al enlace Al-OH (latsunskyi, I. et al., 2015). La presencia de grupos OH enlazados
con el aluminio puede estar relacionado con el uso de agua como medio confinante en el
proceso de tratamiento mediante LP. Los valores obtenidos de la energia de enlace para los
picos que se corresponden con los estados de oxidacién de aluminio son un poco mas bajos que
los publicados en otros estudios (Yu-Jhen Liou et al., 2013), hecho que puede estar causado
también por la exposicidon a una atmdsfera himeda durante el proceso de oxidacién (Nylund, A.
y Olefjord, 1., 1994).

Los perfiles de profundidad obtenidos mediante TOF-SIMS para las muestras tratadas con
laser se muestran en la figura 7. Se ha realizado un estudio de la evolucién de los iones OH, TiO,
TiO, y AlO en las muestras de Ti6Al4V control (representado en negro en la figura 7) y en las de
la aleacién Ti6Al4V LP (representado en azul en la figura 7). Para estimar la profundidad
alcanzada en las muestras tras el bombardeo con iones Cs realizado con TOF-SIMS, se enviaron
las muestras al CENIM-CSIC para realizar medidas del tamafio de los crateres que se generan en
las mismas utilizando perfilometria dptica, usando un perfilbmetro optico Zeta-20 (Zeta
Instruments, CA, USA). Con los resultados aportados por esta técnica y observando los perfiles
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de profundidad obtenidos mediante TOF-SIMS se determina que los iones estudiados se
observan a mayor profundidad para las muestras tratadas con ldser que para las control. El perfil
de profundidad obtenido para el ion OH en la muestra tratada con LP confirma que este ion estd
presente en la parte mas externa de la capa de 6xido de estas muestras, tal y como se obtiene
en los estudios realizados mediante XPS. Este hecho se puede constatar observando que el ion
OH se encuentra en las muestras hasta un tiempo de arrase similar al del ion TiO,. Los iones de
los 6xidos de titanio en las muestras tratadas con LP muestran una diferencia en cuanto a su
distribucidn en la capa de d6xido, ya que el maximo de la cantidad del ion TiO, observada se
encuentra situado a tiempos de arrase mucho mas cortos que el del ion TiO. Este resultado
indica que los 6xidos de titanio que se encuentran en la capa mas externa de las muestras
Ti6Al4V LP estan mas saturados en oxigeno que los que se sitlan en capas mas profundas,
debido a una menor disponibilidad de oxigeno.
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Figura 7. Perfiles de profundidad de los iones OH, TiO, TiO2 y AlO obtenidos mediante TOF-SIMS para las
muestras de Ti6Al4V (representada en negro) y Ti6Al4V LP (representada en azul).

El estudio posterior que se realizdé con las muestras tratadas mediante LP probd que los
cambios producidos en la topografia y en la composicién quimica de la superficie de Ti6Al4V LP
afecta favorablemente la adhesion de células madre mesenquimales humanas y osteoblastos,
incluyendo cambios morfoldgicos (Crespo, L. et al., 2016). Ademas hay estudios sobre cdmo
estos cambios pueden afectar a la adsorcién de las proteinas que actian como mediadoras entre
la superficie del material y las células (Deligianni, D.D. et al., 2001) (MacDonald, D.E. et al.,
2004).
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6.3.2. Caracterizacion de la superficie de los sustratos de titanio sometidos a
modificaciones quimicas

Los resultados obtenidos mediante XPS para las superficies que han sido modificadas
guimicamente, junto con sus controles, se presentan en la figura 8, para el caso de los sustratos
de titanio funcionalizados con flavonoides.
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Figura 8. Espectro XPS obtenido de la superficie de los sustratos de Ti silanizados (representado en
negro) y de esos sustratos tras ser funcionalizados con quercitrina (QR, representados en rojo) y taxifolina
(TX, representados en azul).

La figura 8 representa el espectro de la muestra de titanio que se ha utilizado como control
(representado en negro) y que como ya se ha indicado esta silanizada para permitir la fijacidn
posterior de los flavonoides. En este espectro se observa la presencia en la superficie de los
elementos Ti, O, Si y N junto con C, que son elementos caracteristicos del material del que estd
compuesto el sustrato, titanio y del silano (APTES) empleado como molécula de enlace, que esta
compuesto por C, O, Si y N. Aunque también es posible que parte de la contribucién de Cy O
provenga de especies contaminantes del ambiente adsorbidas sobre la muestra. Asimismo, se
detecta la presencia de F y Cl, contaminantes probablemente incorporados a las superficies en
los pasos previos de preparacion de las muestras. En la figura 8 también se muestran los
espectros que corresponden a las superficies ya funcionalizadas con quercitrina (representado
en rojo) y taxifolina Representado en azul). En comparacién con el espectro de la muestra
control, destaca especialmente el aumento de los picos Cls y O1ls, indicativos de la existencia de
un recubrimiento sobre la superficie de estas moléculas, compuestas fundamentalmente por los
elementos C, O e H. También destaca el hecho de que los elementos contaminantes que
aparecian en el espectro de la muestra control, no son ahora detectables, ya que es probable
que el espesor del recubrimiento obtenido sea suficiente como evitar su presencia en la capa
mas externa. Como ya se ha indicado, los sustratos de Ti funcionalizados con flavonoides fueron
previamente silanizados y este hecho se refleja claramente en los resultados obtenidos
mediante XPS, ya que se detectan, en mayor o menor medida, los picos caracteristicos de los
elementos que componen el sustrato silanizado, como son Ti, O, Siy N.
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Puesto que las moléculas de QR y TX estdn compuestas por C, Hy O, el andlisis de los picos
de alta resolucion de estos elementos, exceptuando el hidrogeno que esta fuera de las
posibilidades de esta técnica, tomados en la superficie de las muestras funcionalizadas (Fig. 9)
permite conocer mas detalladamente el cambio provocado en la superficie como consecuencia
del tratamiento quimico. La deconvolucion del pico de alta resoluciéon del Cls muestra tres
contribuciones a este pico, tanto para las muestras con QR como para las que estdn
funcionalizadas con TX (Fig. 9 a y b). La primera contribucién esta situada a 288,0 eV de energia
de enlace y se relaciona con la uniéon C=0. La segunda esta situada a una energia de enlace de
287,1 eV y estd relacionada con la unién C=N. Por ultimo, la tercera contribucién al pico del Cls
se encuentra situada a 285,2 eV, que puede estar relacionada con la unién C-OH. Es
especialmente relevante la presencia de la unidn correspondiente al grupo imina (C=N), ya que
su presencia en las muestras funcionalizadas confirma la existencia de una unién covalente entre
las moléculas de los flavonoides y las de los silanos que conforman la muestra control. Este
resultado permite confirmar que sobre la superficie del material ha tenido lugar una reaccion
guimica entre las moléculas de los flavonoides y el APTES, indicada en el trabajo presentado por
A. Cérdoba et al. (Cérdoba, A. et al., 2015-B). Por otra parte, la deconvolucién del pico del Ols
obtenido en la superficie de estas muestras, presenta dos contribuciones a este pico, una
situada entre 530,5 eV y 531,5 eV y la otra a 533,5 eV de energia de enlace. Ambas
contribuciones se relacionan con los enlaces Ti-O (el rango de energias de enlace que se
encuentra en la literatura para esta unioén varia entre 529,6 eV y 531,7 eV, pagina web 2) y C-OH,
respectivamente, sugiriendo la presencia de una capa hidratada en la superficie.
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Figura 9. Picos de alta resolucion del C1s y Ols: a) para las muestras de Ti QR, b) para las muestras Ti TX.
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Para el caso de las muestras cuya funcionalizacion se hizo con fitato de hexasodio (IP6Na6),
los resultados obtenidos mediante XPS se presentan en la figura 10. En esta figura se muestran
los espectros de la muestra control (representado en negro) y de las muestras recubiertas y
pasivadas con acido nitrico (representado en rojo) o con acido fluorhidrico (representado en
azul). En el espectro de la muestra control se encuentran los picos correspondientes al material
utilizado como sustrato, titanio, es decir, Ti y O, puesto que la capa mds externa del titanio estd
oxidada. Ademas se detectan N y C, probablemente provenientes de moléculas adsorbidas del
ambiente. En los espectros de las muestras funcionalizadas con IP6Na6 se aprecian claramente
las diferencias que la funcionalizacién proporciona a los sustratos de Ti. En ellas siguen estando
presentes los elementos relacionados con el sustrato (O y Ti) pero ademas se observa P y Na,
que forman parte de la composicién de la molécula de fitato de hexasodio. Los espectros de las
muestras que han sido pasivadas con diferentes acidos presentan restos de los mismos, ya que
se puede observar un pequeno pico de F en la muestra Ti-IP6 (HF) y un aumento en la cantidad
del N en la Ti-IP6 (HNOs). El resto de elementos detectados, Si, Mg, Cay S estan relacionados con
la contaminaciéon de las muestras en el proceso de pulido, de pasivado o en la funcionalizacion.
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Figura 10. Espectro XPS obtenido de la superficie de los sustratos de Ti control (representado en
negro) y de esos sustratos tras ser pasivados con HNO; y funcionalizados con IP6Na6 (Ti-IP6 HNO3,
representados en rojo) y pasivados con HF y funcionalizados con IP6Na6 (Ti-IP6 HF, representados en
azul).

La deconvolucion de los picos de Cls y Ols que se obtiene para los espectros de alta
resolucién obtenidos en la superficie de las muestras de titanio tratadas previamente con HNO3
y HF y funcionalizadas con IP6Na6 se muestran en las figura 11. Independientemente del acido
empleado (HNO; y HF), la deconvolucién del pico del C1s muestra tres contribuciones. La mayor
de ellas estd relacionada con el enlace C-C y C-H, la cual se encuentra a 284,2 eV de energia de
enlace. Las otras dos contribuciones situadas a 286,1 eV y 287,9 eV, respectivamente, estan
asociadas con los enlaces C-OH y C=0 y estarian relacionadas con la contaminacién ambiental. A
diferencia del recubrimiento con flavonoides, para este recubrimiento, se obtiene mayor
informacién a partir de la deconvolucién del pico de oxigeno que del carbono. La deconvolucidn
del pico del Ols obtenida para estas muestras es mas compleja, ya que presenta cuatro
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contribuciones. La situada a menor energia de enlace, 530,0 eV, estd relacionada con el enlace
Ti-O. Se observa una segunda contribucién a 531,3 eV de energia de enlace, asociada a los
enlaces P-O-Ti y P=0 (Adden, N. et al., 2006) (MilosSev, I. et al., 2012) (Mani, G. et al., 2008). La
presencia de estos enlaces nos indica que ha tenido lugar una reaccién quimica superficial, que
estd relacionada con la unién covalente entre la molécula de fitato de hexasodio y el sustrato de
titanio. Para energias de enlace mayores, se detecta una contribucidon situada a 533,1 eV,
relacionada con la unién C=0, y una contribucién adicional, relacionada con el agua adsorbida en
la superficie de las muestras, que esta a 536,1 eV de energia de enlace (Puziy, A.M. et al., 2008).

a) o1s
18000 o C-C,C-H
100000 -

16000 |

14000 | 80000 4
w 0
o o
S 12000 C-OH S
= 2 60000
2 10000 2
g g
= 5

8000 Cs0 40000

6000

20000 -
4000
T T T T ) T T T T T T
290 288 286 284 282 280 538 536 534 532 530 528
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)
O1s

b)

16000 4 100000

14000
80000 -

12000

10000 4 60000 4

Intensity (c.p.s)
Intensity (c.p.s)

8000
40000 4

6000

20000 4
4000

T T T T 1 T T T T T T T
290 288 286 284 282 280 538 536 534 532 530 528 526
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Figura 11. Picos de alta resolucion del C1s y O1s: a) para las muestras Ti-IP6 HNO; y b) para las
muestras Ti-IP6 HF.

Para confirmar la presencia del enlace covalente entre la molécula IP6Na6 y la superficie de
Ti, en estas muestras se realizaron analisis mediante TOF-SIMS y los resultados se muestran en la
tabla 1. En esta tabla se presentan los fragmentos de los iones negativos mas caracteristicos de
las superficies de titanio funcionalizadas con el fitato. Los iones con valores de m/z
comprendidos entre 46 y 79 se corresponden con los fragmentos de las moléculas de IP6Na6 y
por lo tanto indican que dicha molécula esta presente en la superficie de las muestras. Por otro
lado, los iones con valores de m/z comprendidos entre 126 y 222 demuestran que se ha
producido la unién covalente P-O-Ti entre la sal sddica del acido fitico y el sustrato de Ti, en
concordancia con los resultados obtenidos mediante XPS.
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Tabla 1. lones negativos obtenidos mediante TOF-SIMS en la superficie de las muestras pasivadas con HNO3 o HF y
funcionalizadas con Ip6Na6.

lon m/z
PO’ 46,9695
CHPO' 59,9673
PO, 62,9668
PO; 78,9614
TiO, 79,9338
TiO,0H 96,9404
TiOPO, 126,9023
TiO,PO, 142,9002
TiO,PO5 158,8972

TiOP,0, 189,8726
TiO,P,0,  205,8689
TiO,(PO,),CH,  219,8716
TiOP,06 221,8632

Estudios posteriores realizados en ambos grupos de superficies funcionalizadas muestran
que, tanto los flavonoides taxifolina y quercitrina, como la molécula IP6Na6, tienen actividad
bioldgica (Cordoba, A. et al., 2015-A y B) (Cérdoba, A. et al., 2016). Estos hallazgos pueden tener
un impacto clinico significativo ya que estas superficies bioactivas podrian tener aplicacién para
implantes dentales, mejorando su osteointegracion, reduciendo la ocurrencia de periimplantitis
y, por lo tanto, aumentando las tasas de éxito.

6.3.3. Estudio comparativo de las modificaciones superficiales fisicas y quimicas
realizadas en muestras de Ti y Ti6Al4V

Para poder comparar los cambios en composicidén quimica que se producen en la superficie
de los sustratos tratados con las modificaciones fisicas y quimicas estudiadas en este capitulo, se
calculan las relaciones entre algunos de los elementos mayoritarios detectados en la superficie
de las muestras (Tabla 2).

Tabla 2. Relaciones entre los elementos presentes en la superficie de las muestras modificadas con laser y
funcionalizadas con flavonoides e IP6Na6.

Zf;\t':‘gll Ti6AI4V LP | Ti Silanizado Ti QR Ti TX TiControl | Ti-IP6 HNO; | Ti-IP6 HF

OfTi 2,8 2,8 6,3 12,8 32,8 2,5 43 5,4
P/Ti 0,1 0,1 - - - - 0,5 0,9
N/Ti 0,1 0,1 18 14 3,6 0,1 0,2 01
Al/Ti 0,1 0,2 - - - - - -

Na/Ti - - - - - - 08 0,7
C/N 18,1 17,8 6,8 19,1 23,4 20,7 10,8 17,7
Si/N 15 03 14 13 1,4 - 0,4 1,0

La relacién entre los elementos presentes en la superficie de las muestras de Ti6Al4V no es
muy diferente para las muestras control y para las tratadas con ldser. Ya se ha visto
anteriormente que la mayor diferencia que produce el tratamiento con LP en estas superficies
estd relacionado con el estado de oxidacidn de sus elementos y no tanto con los cambios en
composicion.
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Tras la silanizacidn de las superficies de Ti, la proporcidn Si/N encontrada es de 1,4 y la de
C/N de 6,8, datos que concuerdan con los publicados para otros sustratos silanizados con APTES
(Howarter, J.A. y Youngblood, J.P., 2006) (Song, Y-Y. et al., 2010). Después de funcionalizar estas
superficies con los flavonoides, la cantidad detectada de C aumenta considerablemente (51,1%
para el Ti silanizado, 60,7% para el Ti QR y 66,3% para el Ti TX), hecho que concuerda con la
presencia de moléculas organicas unidas a la superficie. Por otro lado, la relacién Si/N para las
muestras funcionalizadas se mantiene constante, indicando la presencia de la capa de APTES.

Por ultimo para las muestras funcionalizadas con fitato de hexasodio, se aprecia un
aumento en la cantidad de oxigeno con respecto a la muestra de titanio control. Ademas, en las
superficies funcionalizadas, aparecen elementos como P y Na, que no estan presentes en la
superficie control. Todos estos datos son indicativos de la presencia de la molécula IP6Na6 en la
superficie de los sustratos de Ti.

Por lo tanto, tras analizar los datos presentados en la tabla 2, se puede afirmar que el
proceso de funcionalizacion de las superficies de titanio, tanto con flavonoides como con fitato
de hexasodio, produce modificaciones en la superficie de las muestras que pueden ser
detectados mediante XPS. Y por el contrario, en las superficies modificadas con laser no se
aprecian cambios en la composicién quimica, pero si se detectan cambios significativos en el
estado de oxidacién de los elementos que componen el sustrato. Y estos cambios también se
detectan mediante la técnica XPS.
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7. CONCLUSIONES

e El andlisis de los resultados obtenidos aplicando las técnicas de caracterizacion
Espectroscopia Fotoelectrdnica de Rayos X y Deteccién de lones Secundarios mediante
Espectrometria de Masas por Tiempo de Vuelo nos permite afirmar que ambas
técnicas son adecuadas para valorar las modificaciones que ocurren en la superficie de
los biomateriales tras estar en contacto con medios fisiolégicos.

e La técnica Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X permite la observacién del
crecimiento secuencial de la capa pasiva de Ti6Al4V, pudiendo establecerse Ia
distribucién de los éxidos de los distintos elementos que componen la aleacién a lo
largo de la capa de pasivado.

e La mojabilidad de las superficies de Ti6Al4V es muy dependiente de los protocolos de
preparacion a los que son sometidas. Se han obtenido condiciones de hidrofobicidad
homogéneas realizando una pasivacién controlada en medio acuoso para estos
materiales.

e A pesar de ser el TiO, el compuesto predominante en las capas de éxido superficial
presentes en titanio, Ti6Al4V y Ti6AlI7Nb, no todas tienen el mismo comportamiento
respecto a su mojabilidad frente a la dosis de radiacion de luz UV-C recibida.

e En general, en el rango de concentraciones seleccionado, la cantidad de proteinas
adsorbidas es dependiente no solo de la hidrofobicidad del sustrato sino también del
tiempo durante el que fue sometido a irradiacion UV-C. Asimismo, los diferentes
elementos que componen las aleaciones estudiadas inducen distintos
comportamientos de adsorcion para una misma proteina.

e El andlisis por componentes principales de los resultados obtenidos mediante
Deteccién de lones Secundarios mediante Espectrometria de Masas por Tiempo de
Vuelo de la adsorcién competitiva de proteinas permite diferenciar entre el
comportamiento sobre superficies con distinta hidrofobicidad y tiempo de irradiacién
UV-C.

e Han podido ser detectados cambios en la topografia y en la composicién quimica de la
superficie de piezas dentales implantas durante un largo periodo de tiempo como
consecuencia de su envejecimiento por la interaccion con el medio bioldgico.

e Las técnicas de caracterizacion empleadas en el estudio de las superficies modificadas
fisicamente mediante percusidn con laser pulsado han permitido detectar los cambios
producidos en los estados de oxidacion de los elementos presentes en la superficie de
la aleacion Ti6Al4V.

e Ha sido posible confirmar la existencia de enlaces covalentes entre las moléculas
organicas empleadas para la funcionalizacién del titanio y su superficie mediante
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Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X y Deteccién de lones Secundarios mediante
Espectrometria de Masas por Tiempo de Vuelo.
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