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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los biomateriales pueden ser definidos de forma genérica como materiales
disefados para dirigir mediante el control de las interacciones con componentes de
sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagndstico en
seres vivos.! Estos materiales, han sufrido una gran evolucion a lo largo de la historia,
la evidencia mas antigua hallada se remonta al afio 2000 a.C y corresponde a madera
tallada para realizar tratamientos externos de fracturas, amputaciones e injertos.?
Posteriormente, en 1829 Levert realizd los primeros estudios empleando metales
como el oro, la plata y el aluminio, pero debido a la nocividad de los productos
liberados en el organismo, fueron reemplazados por el acero inoxidable a finales del
siglo XIX.3 Tras finalizar la segunda guerra mundial y con el imparable auge de nuevos
biomateriales, asi como con el aumento de su grado de sofisticacion, aparecieron

materiales como el titanio y sus aleaciones.*

Sin embargo, aunque existen muchas aleaciones metdlicas, muy pocas son
candidatas adecuadas para la estructura de un implante. Esto se debe a la corrosién
que ejercen los fluidos corporales sobre los metales, asi como a la liberacién de iones
metdlicos.> Sin embargo, este no es el caso del titanio y sus aleaciones, ya que
presentan una resistencia a la corrosion satisfactoria,® lo que se puede comprobar
especialmente con las aleaciones de Ti-6Al-4V, las que han demostrado una
resistencia a la corrosidon es muy superior a las que presentan alternativas como las
aleaciones de acero inoxidable y ain mucho mejor que las aleaciones basadas en
cobalto-cromo.” Estas aleaciones de titanio han sido en las Ultimas décadas cada vez
mas usadas en implantes permanentes en el campo de las prétesis y de los implantes

dentales (Figura 1).2



Figura 1.- Aplicaciones del Ti-6Al-4V como a) protesis craneal b) protesis para dedos

c) protesis de rodilla d) implantes dentales

El gran interés en el titanio y sus aleaciones se debe a que ademds de su alta
resistencia a la corrosidn, presentan las caracteristicas idoneas para aplicaciones
biomédicas, tales como gran compatibilidad, elevada fuerza especifica, capacidad de
ser inerte en el medio fisioldgico, y mddulo de elasticidad similar al del hueso.
Igualmente, presentan la habilidad de integrarse al hueso y, ademas, muy poca
probabilidad de rechazo debido a sus propiedades antialérgicas, es decir, que se
adhieren al hueso sin efectos secundarios ya que no interfiere ni se degrada en medio
fisioldgico.® Es por todo esto que el titanio y sus aleaciones han adquirido la cualidad

de ser un material biocompatible de uso extendido.®

Sin embargo, y a pesar de lo descrito en lineas anteriores, los implantes quirdrgicos
todavia suponen un gran problema al ser susceptibles de generar infecciones
bacterianas.!! La contaminacién bacteriana en la superficie de los implantes es una
de las principales preocupaciones en las operaciones quirurgicas, ya que puede llegar
a producir una infeccién e incluso la pérdida del implante, comprometiendo asi la
salud del paciente. De hecho, el proceso de adhesién bacteriana y, la consiguiente
formacién del biofilm, es la principal limitacidén asociada a los implantes de titanio y

sus aleaciones.?

Por definicidn, el biofilm es una comunidad de diferentes microorganismos que

crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos secretados por las bacterias, y



que se une irreversiblemente a la superficie sobre la que crece.® Estas biopeliculas
se componen principalmente de bacterias Gram negativas y Gram positivas.
Generalmente, el proceso de unién de una bacteria a cualquier superficie, descrito
por Abalos,* se divide en dos fases: en la primera etapa se establece una adherencia
temporal mediante fuerzas de Van der Waals y en la segunda etapa, en cambio, se
trata de una adhesion irreversible en la que entran en juego enlaces primarios, bien

idnicos o covalentes.!®

Es por ello, que resulta necesario desarrollar nuevas estrategias en la lucha contra la
formacién del biofilm. Una tactica generalizada para lograr este fin, es el desarrollo
de recubrimientos antibacterianos sobre el propio implante con el fin de evitar la
formacién del biofilm vy, por consiguiente, el posible rechazo del implante,

manteniendo las propiedades ventajosas del biomaterial conocido.!?

Afortunadamente, sdlo las primeras 24 horas después de la implantacién son criticas
para la creacién de la biopelicula, ya que después de ese tiempo los tejidos celulares
se integran en la protesis. Por lo tanto, la adhesién bacteriana debe ser evitada
especialmente durante esas primeras 24 horas antes de que la adhesién bacteriana

suceda.®
1.1. ESTRATEGIAS ANTIBACTERIANAS EN RECUBRIMIENTOS

Los recubrimientos antibacterianos han surgido como un componente primario de
mitigacidn de patdgenos bacterianos. Gracias a los recientes avances en la ciencia de
materiales y biotecnologia y de una compresion cada vez mayor de la microbiologia
ambiental, existen diversas posibilidades.’” Pero lo méas sencillo y por lo que se
apuesta, es hacer recubrimientos duraderos con propiedades antibacterianas sobre
biomateriales conocidos. Estas propiedades antibacterianas se pueden lograr

mediante la transformacidén de la superficie de los materiales.!®

Teniendo todo esto en cuenta, la formacién del biofilm puede evitarse mediante
distintas estrategias (Figura 2), que puede ser tanto para prevenir como para causar
la muerte de las bacterias adheridas. Se puede decir de forma general que todas estas

estrategias estan basadas en la: exclusidon por repulsidon estérica, repulsion



electrostatica, baja energia superficial, liberacién de un biocida y contacto con

biocida activo.'®

Debido al aumento de las bacterias resistentes a los antibidticos y teniendo en cuenta
el complejo mecanismo de la adhesién y proliferacion antibacteriana, parece resultar

necesario la combinacién de dichas estrategias para conseguir una mayor eficiencia

antibacteriana.?®
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Figura 2.- Distintas estrategias de accidn y desarrollo de superficies antimicrobianas

(CC BY 3.0).2

Las estrategias utilizadas para disminuir la adhesién bacteriana en superficies se
basan por una parte en generar repulsiones electrostaticas que imposibilitan el
acoplamiento entre el recubrimiento y las bacterias, ya que las células microbianas
generalmente poseen una carga negativa neta, es por eso, que se unen polimeros
aniénicos como agentes repelentes.?? Por otra parte, la adhesién también puede ser
debilitada mediante la creacién de superficies altamente hidrofilicas, ya que como
demostraron Zhu et al.,?? las bacterias encuentran mayor dificultad de adherencia en

dichas superficies.

De acuerdo con esto, Joo et al.?* sugirieron que uno de los polimeros que mejor se

ajusta a todas las condiciones es el acido hialurénico (HA, Figura 3). Este polisacarido



constituye una importante matriz bioactiva que se ha utilizado para la regeneracién
de cartilago, ingenieria de células madre y en aplicaciones vasculares, al haber

demostrado inhibir la adhesidon de plaquetas debido a su actividad antitrombdtica.
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Figura 3.- Representacion esquemdtica de la estructura quimica
del dcido hialurdnico.

Este glucosaminoglucano lineal consta de unidades repetitivas de disacaridos
poliméricos de 4cido B-(1,4)-glucurdnico y B- (1,3) -N-acetil-d-glucosamina. De hecho,
es uno de los compuestos mas hidrofilicos en la naturaleza, asi como biocompatible

y biodegradable, lo que lo que lo convierte en un biomaterial muy adecuado.?®

La razén por la que el acido hialurénico es uno de los polisacaridos mas estudiados
como repelente de biopeliculas se debe a que presenta una elevada capacidad de
hidratacion que conduce a recubrimientos con alta hidrofilial’. Esta capacidad de
hidratacion se produce cuando el acido hialurénico entra en contacto con el agua,
formandose un enlace de hidrégeno entre las moléculas de agua y los grupos
carboxilo y N-acetilo adyacentes. Como consecuencia, se produce una rigidez
conformacional al polimero que limita su flexibilidad. Dicha formacién de enlaces de
hidrégeno da como resultado la capacidad de retencién de agua y retencion de

polimero, originando una superficie muy hidrofilica.2®

Del mismo modo, la estructura quimica del acido hialurdnico presenta acidos
carboxilicos, cuyo valor de pKa esta entre 3-4 y, como consecuencia de su ionizacidn,
se encuentra cargado negativamente en un pH>3-4, por lo que ejercera repulsién

electrostatica en las condiciones de pH fisioldgico.?’

Otro polimero con gran capacidad de generar superficies altamente hidrofilicas es la

poli(N-vinilpirrolidona) (PVP, figura 4) que es un polimero sintético no toxico y



bioinerte. Igualmente, la presencia en su estructura de un grupo amina explica sus

propiedades hidrdfilas.?®

CF°
Figura 4.- Representacion esquemdtica de la estructura quimica del PVP.

Asimismo, la PVP ha demostrado tener una amplia gama de aplicaciones en el campo
farmacéutico debido a sus buenas caracteristicas de formacién de peliculas y como

adhesivo.?®

A pesar de la evidencia de la eficacia de las superficies modificadas para prevenir o
limitar la adhesion bacteriana, el problema principal que presentan, es la incapacidad
de dichos recubrimientos para eliminar las bacterias una vez adheridas.3° Es por esto,
gue entra en juego otro tipo de estrategia, que consiste en eliminar los
microorganismos que se han adherido al soporte. Existen determinados compuestos
poliméricos capaces de inducir la muerte celular de las bacterias por contacto, ya que
presentan la denominada capacidad “contact killing”, como es el caso del

quitosano.3!

El quitosano (CHI, figura 5) es un polisacarido lineal compuesto de cadenas repetitivas
de B-(1-4) D-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad
acetilada). Se trata de un polimero biocompatible, debido a su no toxicidad y
biodegradable. Se ha demostrado, ademas, que es util en areas diferentes, como
compuesto antimicrobiano en la agricultura, como potencial inductor de respuestas
de defensa de las plantas, como agente hidratante en cosmética, y recientemente,
como agente farmacéutico en biomedicina debido a sus propiedades

antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes.3?

En este contexto, la actividad antimicrobiana del quitosano y sus derivados contra
diferentes grupos de microorganismos, como bacterias y hongos, ha recibido una

atencion considerable en los Ultimos afios.33



HO OH

Figura 5.- Representacion esquemdtica de la estructura quimica del quitosano.

Este polimero actua principalmente en la superficie externa de las bacterias, ya que,
presenta una gran densidad de cargas positivas provenientes del grupo amonio, que
interactuan con la pared celular microbiana cargada negativamente, destruyendo la
membrana citoplasmatica, dando como resultado la fuga de componentes

intramoleculares y por con siguiente la muerte celular (figura 6).3*
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Figura 6.- Representacion esquemdtica de la ruptura de las membranas celulares

microbianas por "contact killing".

Por ultimo, con el fin de lograr una eliminacién mas efectiva de las bacterias, existe
una ultima estrategia antibacteriana, que consiste en la liberacién de un biocida
desde el propio implante. En este caso, el propio polimero va a actuar como red para
almacenar, soportar vy liberar el biocida ya sea como resultado de la degradacién de

la superficie o por la misma difusion del biocida.



Este sistema de liberacidn de biocidas controlado por polimeros implica numerosas
ventajas, ya que mantienen en el tiempo una concentracion alta de biocida cerca de
los microorganismos, facilitando asi su rapida actuacién. Es por eso, que esta

estrategia ha demostrado un gran potencial de uso en la industria médica.?®

Se pueden liberar muchos biocidas, pero merece especial mencién el yodo, ya que se
ha utilizado durante mds de 150 afios como antiséptico debido a sus propiedades
bactericidas, fungicidas, virucidas y esporicidas. Sin embargo, el yodo presenta la
desventaja de que puede llegar a provocar irritaciéon en la piel. Es por ello, que ha
sido muy estudiada su accion ligada al polimero poli(N-vinilpirrolidona) (PVP), ya que
reacciona facilmente con aceptores de electrones como el yodo formando un
complejo estable en disolucién.?® Este hecho potencia el papel de la PVP en el
desarrollo de recubrimientos antibacterianos debido a su doble papel como

repelente bacteriano en base a su hidrofilia y biocida tras su complejacién con yodo.
1.2. ADHESION MEDIANTE GRUPO CATECOL

En el desarrollo de nuevos mecanismos de adhesidon que puedan ser utilizados para
todo tipo de superficies y en presencia de altos grados de humedad, se ha buscado
como fuente de inspiraciéon seres vivos que utilizan propiedades de adherencia
permanente. Un ejemplo de bioadhesidn permanente nos lo proporcionan los
mejillones, que se adhieren a las rocas gracias a la segregacién de unas proteinas
capaces de formar uniones irreversibles en pocos segundos. La clave para sus
propiedades adhesivas fue identificada por Waite y Tanzer y se trata de la presencia
del aminodcido L-3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) cuya caracteristica estructural
diferenciadora es la presencia del grupo 1,2- dihidroxifenil, también conocido como

catecol.?®

En los ultimos afios, se han dedicado grandes esfuerzos en afrontar el reto de
mimetizar y comprender las propiedades adhesivas de este molusco, que van desde
la expresion en microorganismos recombinantes de alguna de las proteinas

responsables de la adherencia, hasta la preparacién de polimeros sintéticos que



utilizan como unidades repetitivas derivados de catecol, que simulan la estructura de

la DOPA.37

Es por eso, que para mejorar las interacciones entre la superficie de Ti-6Al-4V y los
recubrimientos antibacterianos en los ultimos tiempos se ha extendido el empleo de
la dopamina (Figura 7) que contiene el grupo catecol como molécula de anclaje, y
establece fuertes interacciones entre la superficie y el grupo catecol como resultado

de la formacidn un enlace de coordinacion bidentado.38

NH,

HO
OH

Figura 7.- Representacion esquemdtica de la estructura quimica de la dopamina.

La funcionalizacién con grupos catecol es uno de los métodos de modificacion mas
importantes e interesantes gracias a su alta eficiencia de modificacion y

universalidad, por lo que ha sido muy estudiado en los Ultimos afios.??

A este respecto, uno de los problemas que presenta, es la oxidacidn del grupo catecol
a quinona (figura 8). Lou et al.*® evidenciaron que, en condiciones alcalinas, se
producia la oxidacion del catecol a quinona y esto, atenuaba significativamente la
fuerza de adhesidn de esta, es decir, que no contribuia en su forma oxidada a la unién

interfacial.*°

OH O
pH 1

Y
-

OH

Figura 8.- Representacion esquemadtica de la oxidacion del grupo catecol.



Debido a la facilidad de oxidacién a quinona se estan haciendo esfuerzos en encontrar

las condiciones dptimas de reaccidn que llevan al éxito de dicha funcionalizacién.

Debido a todas estas razones han proliferado los trabajos en los que se funcionalizan
polimeros con este grupo. En la literatura actual hay ejemplos significativos aunque
no abundantes de diferentes polimeros derivatizados con catecol, tanto sintéticos:

PVP y PEG, como naturales, HA y CHI.**
1.3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar recubrimientos poliméricos

antibacterianos sobre [dminas de Ti-6Al-4V.

Mds concretamente, se funcionalizaran con el grupo catecol tres polimeros
susceptibles de crear recubrimientos con potenciales propiedades antibacterianas
por diferentes estrategias: repulsion electrostatica, hidrofilia y “contact killing”. Los
polimeros empleados son el acido hialurénico, poli(N-vinilpirrolidona) y quitosano
respectivamente. Posteriormente, se desarrollaran los recubrimientos sobre Ti-6Al-
4V y se realizara su caracterizacién. También se realizaran recubrimientos con los
polimeros originales sin la funcionalidad catecol con el objetivo de analizar
comparativamente las propiedades de las superficies obtenidas y servir de base para
futuros estudios de interaccidon con bacterias y estabilidad de recubrimientos via

catecol preparados.

2. MATERIALES Y METODO

2.1. MATERIALES

Los disolventes utilizados para las sintesis fueron etanol absoluto (99,8%), metanol
(99,5%), acido clorhidrico (37,0%) e hidréoxido sédico, que fueron suministrados por
Panreac. El acido acético (99,0%) y las placas de Ti-6Al-4V empleadas fueron
suministrados por Sigma Aldrich. Para el lavado de éstas, se emplearon etanol

absoluto (99,8%), acetona (99,5%) suministrados por Panreac y agua destilada.
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Se utilizé clorhidrato de dopamina, N-hidroxisuccinimida (NHS, 98,0%), clorhidrato
de N-(3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (EDC, 98,0%), poli(N-
vinilpirrolidona) (PVP, 360000 g/mol), 2-cloro-3°,4’-dihidroxiacetofenona (CCDP,
97%), acido hidrocafeico (98,0%) y quitosano (CHI, high molecular weight) provistos
por Sigma Aldrich. El peso molecular del quitosano se determind por GPC obteniendo
un valor de 344834 g/mol. El acido hialurdnico (700000 Da) utilizado fue suministrado

por Contripo.

Para la purificacién del proceso de sintesis se emplearon membranas de dialisis de

3500y 12000 Dalton, suministradas por Medicell Membranes Ltd.

2.2. SINTESIS EXPERIMENTALES

2.2.1. Sintesis de acido hialurénico — catecol

La sintesis del compuesto acido hialurénico-catecol (HA-Catecol) se llevé a cabo
siguiendo el método descrito por Joo et al.?* Se pesé acido hialurénico (1 g, 2,5 mmol)
y se disolvié en 200 mL de agua destilada manteniendo la disolucién bajo atmdsfera
de nitrégeno durante 12 horas. Después, se afiadio lentamente a la disolucion NHS
(575 mg, 5 mmol) y EDC (959 mg, 5 mmol) (Esquema 1). Tras 20 minutos con agitacion
se afadié clorhidrato de dopamina (948 mg, 5 mmol), y se controld que durante 6
horas el valor del pH se mantuviera constante entre 4-5. Posteriormente la disolucién
se dejé reaccionando durante toda la noche a temperatura ambiente con agitacién.
Para finalizar, la disolucidn se purificd mediante dialisis, con una membrana de 12000
Da, durante cuatro dias bajo condiciones acidas (se afiadieron unas pocas gotas de
HCI (5 M) al agua de la dialisis). Finalmente, tras liofilizar la disolucién se obtuvo un
polvo blanco.

HO, OH

NH, 5
OH
OH OH OH OH
° o HO o NH
o % o . EDC/NHS < 0 HO o o oo o
e
HO OH o o o |-
A " ot N | o~ om NH
o OH P
o= .
Acido hialurénico Dopamina Acido hialurénico-catecol

Esquema 1.- Amidacion del dcido hialurénico mediante dopamina.
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2.2.2. Sintesis de quitosano — catecol

La sintesis del compuesto conjugado quitosano-catecol se llevd a cabo siguiendo el
método descrito por Kim et al.3® Inicialmente, se disolvid el quitosano (591 mg, 1,6
mmol) en una disolucién acida formada por HCI (2,5 mL, 1 M) y agua destilada 22,5
mL y se incrementé el pH de la disolucién hasta llevarla a 5,0 con 5 M de NaOH.
Después, se afiadié a la disoluciéon acido hidrocafeico (600 mg, 3,25 mmol),
previamente disuelto en 1,5 mL de agua desionizada. Seguidamente, se anadié
lentamente EDC (930 mg, 4,75 mmol) disuelto en 50 mL de una mezcla etanol/agua
(1:1, v/v). Dicha disolucion se agit6 vigorosamente a temperatura ambiente bajo una
atmosfera de nitrégeno durante 12 horas controlando el pH de la disolucién cada 30
min para que se mantuviera en un valor de 5.0 (Esquema 2). Tras 12 horas, la
disolucién se dializé con una membrana de 3500 Da en agua desionizada acidificada
a pH 5 durante 3 dias. Por ultimo, el producto final fue liofilizado y almacenado en

una desecador libre de hidratacion.

HO NH NH,
(e}
EDC/NHS
o:< TpH=512h
Quitosano (CHI) CHl-catecol
Acido hidrocafeico HO OH

Esquema 2.- Sintesis de conjugacion entre el quitosano y el dcido hidrocafeico.

2.2.3. Sintesis de poli(N-vinilpirrolidona)- catecol

La sintesis de poli(N-vinilpirrolidona)-catecol (PVP-CA) se llevé a cabo siguiendo el
método descrito por Tamim et al.3® Primero, se disolvié poli(N-vinilpirrolidona) (PVP)
(2 g, 18 mmol) y 2-cloro-3’,4’-dihidroxiacetofenona (CCDP) (1,12 g, 6 mmol) en 50 mL
de etanol dentro de un matraz de 150 mL y se purgé la disolucidn con gas nitrégeno.
Posteriormente, se agito la disolucion a 70-80 °C durante 24 horas (Esquema 3). Una

vez finalizado el tiempo de reaccion, el disolvente se evapord a vacio y el polimero se
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precipitd utilizando dietiléter. Por ultimo, el producto se secé en una bomba de vacio

y se molié obteniendo un polvo marrén.

o
(/\(7 ° D D
0
L . Etanol O™™NT O7NF
o)

H

HO 70-80°C, 24h m 4/

OH H OH

OH

PVP CCDP
PVP-CA

Esquema 3.- Sintesis de conjugacion entre la poli(N-vinilpirrolidona) y 2-cloro-3,4-

dihidroxiacetofenona.

2.3. RECUBRIMIENTOS

Primeramente, se acondicionaron las muestras de Ti-6Al-4V, para ello se lavé cada
muestra con acetona, etanol y agua destilada durante 15 minutos y se secaron en
una bomba de vacio a 50 °C durante 24 horas. Después se procedid a realizar los

distintos recubrimientos.

Para demostrar la eficacia del grupo catecol, se realizaron dos tipos de
recubrimientos, unos conteniendo Unicamente el polimero de interés y otros con el

compuesto formado polimero-catecol.

En el caso del acido hialurdnico, las muestras de Ti-6Al-4V se sumergieron en 50 ml
de agua destilada con 50 mg de HA o HA-CA.?* Para los recubrimientos de quitosano,
las muestras se introdujeron en una disolucién de 806 mg de CHI o CHI-CA en 5 mL
de &cido clorhidrico (1M) y 45 mL de agua destilada.3® Por ultimo, para los
recubrimientos de poli(N-vinilpirrolidona) se siguié el procedimiento descrito por
Tamim et al..3® Se sumergieron las muestras en una disolucién de 50 mg PVP o PVP-
CA en 5 mL de etanol y 3,75 mL de agua destilada. En todos los casos, se dejo
reaccionando durante 12 horas, después se lavaron las muestras de Ti-6Al-4V con

abundante aguay se secaron en la bomba de vacio.
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3.TECNICAS DE CARACTERIZACION

En esta seccién se recogen las condiciones experimentales, asi como la

instrumentacion empleada para caracterizar los recubrimientos antibacterianos.

Los experimentos de RMN-H'y la espectroscopia fotoelectrdnica de rayos X (XPS)
fueron realizados en los servicios generales de Investigacion (SGlker) de la

universidad del Pais Vasco, UPV/EHU.
3.1. MEDICION DE ANGULOS DE CONTACTO

El angulo de contacto se define como el angulo que toma un liquido al entrar en
contacto con un sélido , la medida y el valor de dicho angulo nos proporcionara el
grado de mojabilidad, y por tanto, el grado de adhesién del liquido al sélido (Figura

9).32

En el caso de que las fuerzas de adhesién sean muy bajas, la superficie tenderd a
“repeler” el liquido y el dngulo de contacto sera mayor de 90°, mds conocido como
superficies hidréfobas. Mientras que, si las fuerzas de adherencia son muy altas, el
angulo de contacto es menor de 90°, ya que el liquido se ve “atraido” por el sélido y

se extiende, en este caso se denomina superficies hidrdfilas.

Y GL

Y GS

A<
=
w

Figura 9.- Representacion de la medida de dngulo de contacto.

La medida del adngulo de contacto de las placas de Ti-6Al-4V con y sin los
recubrimientos se realizd, empleando el sistema dptico Neurtek Dataphysics OCA

15EC Instruments. Sobre cada muestra se depositaron 10 gotas (3 pL/gota) de agua
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Mili-Q y se midieron los dngulos de contacto en la superficie. Los datos presentados

constituyeron la media de 10 medidas.
3.2. XPS

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) es una técnica ampliamente
utilizada debido a su gran precisién a la hora de conocer de manera cuantitativa el

porcentaje atdmico en la superficie de los materiales sélidos homogéneos.

Esta técnica consiste en la excitacion mediante un haz de rayos X, de los niveles mds
internos de los atomos, provocando la emisién de fotoelectrones. Dicha emisidn,
proporciona informacién sobre la energia de cada nivel, y por tanto, sobre la

naturaleza de cada atomo emisor.

Segun la Ecuacidn 1, puesto que la energia del haz de rayox X es hy, la energia cinética
de emisidn del fotoelectrdn es EK, y la funcion trabajo es ¢, la diferencia de ellas nos

da la energia de ligadura (EL), que es caracteristica de cada elemento.
EL =hv—EK —¢ (1)

Se analizé la composicidon quimica de las muestras mediante el equipo Phoibos 150
1D-DLD empleando una fuente de radiacion monocromatica Focus 500, con anodo

dual Al/Ag en una espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS).
3.3. RMN

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protédn (RMN-H?) se realizaron a
temperatura ambiente en un espectrometro Bruker AV-300 (300 MHz para 'H),
utilizando agua vy dimetilsulféxido deuterados como disolventes. Los
desplazamientos quimicos (8) estan expresados por partes por milléon (ppm) relativos
al TMS empleando la sefial residual del disolvente [ 6 4,79 ppm (*H) para D20y & 2,50

ppm (*H) para (CD3)2S0] como referencia interna.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

Los polimeros HA, CHI y PVP fueron modificados tal y como se ha descrito en el
apartado experimental para introducir en ellos la funcionalidad catecol, que ha
demostrado servir de anclaje, al establecer fuertes interacciones con la superficie de

Ti-6Al-4V.
4.1. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE H* (RMN-H?)

La espectrometria RMN-H! permitié comprobar que las sintesis habian transcurrido
con éxito y se determind cuantitativamente el grado de modificacion de los

polimeros.

En la figura 10, se muestran los espectros del quitosano, del acido hidrocafeico y del

guitosano-catecol.
A continuacion, se comentan las sefiales obtenidas:

Primeramente, el quitosano (Figura 10.A) presenta una sefial a 1,98 ppm
correspondiente a los protones metilicos del grupo acetamida, por otro lado, las
sefiales que aparecen entre 3,00-3,90 ppm corresponden a los protones de los
enlaces glucosidicos del anillo. A 4,68 ppm aparece la seiial correspondiente al proton
anomérico. Por ultimo, la sefial que aparece en torno a 4,79 ppm corresponde al agua

deuterada utilizada como disolvente.

Al analizar el espectro del acido hidrocafeico (Figura 10.B), entre 2,77-3,12 ppm se
encuentran dos tripletes correspondientes a los metilenos y entre 6,64-6,74 ppm

aparecen las sefiales de los protones aromaticos del grupo catecol

Finalmente, en el producto obtenido tras haber realizado la sintesis (Figura 10.C), se
observa una sefial a 6,50 ppm correspondiente a los protones aromaticos del catecol
incorporado al polimero. El calculo del grado de modificacion CHI-catecol, se llevd a
cabo calculando la variacién del area relativa de la sefal, correspondiente a los
protones metilicos, del grupo acetamida (1,98 ppm) respecto a la intensidad de las
integrales de los protones aromaticos del catecol (6,50 ppm), obteniendo un grado

de modificacion del 41%.
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Figura 10.- Espectros RMIN-H* de A) Quitosano B) Acido hidrocafeico C) Quitosano —
Catecol en D,0O/2% DCI.
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RMN-H? Quitosano (D,0/ 2% DCI, 500 MHz, 20°C): & (ppm) = 1,98 (s, 3H, N-COCHs),
3,00-3,15 (m, 2H, CH de GIcN), 3,40-3,90 (m, 6H, CH de GlcN), 4,68 (s, 1H, CH

anomeérico).

RMN-H? Acido hidrocafeico (D20/ 2% DCl, 500 MHz, 20°C): 6 (ppm) = 2,77 (t, 2H, J=
7,2 Hz, CH; azul), 3,12 (t, 2H, J= 7,2 Hz, CH; rosa), 6,64 (dd, 1H, J= 8,1 Hz, J= 2,1 Hz,
CH aromatico), 6,74 (d, 1H, J= 2,1 Hz, CH aromatico), 6,80 (d, 1H, J= 8,1, CH

aromatico).

RMN-H! Quitosano-catecol (D20/ 2% DCI, 500 MHz, 20°C): 6 (ppm) = 1,98 (s, 3H, CHs
acetamida), 2,45(t, 2H, CH, metileno), 2,75 (t, 2H, CH2, metileno), 3,05 (s, 1H, CH de
GlcN), 3,30-4,10 (m, 6H, CH de GIcN), 6,50-6,85 (m, 3H, CH del anillo aromatico).

La modificacion de la PVP también fue corroborada y cuantificada mediante RMN-H?,
registrdndose los espectros de la poli(N-vinilpirrolidona) (PVP), del 2-cloro-3,4-

dihidroxiacetofenona (CCDP) y del PVP-catecol (Figura 11).

En la Figura 11.A correspondiente a la PVP se observa que a 1,77 ppm aparece un
doblete correspondiente a dos de los protones de la cadena principal polimérica,
entre 1,80-3,15 aparecen los protones correspondientes a la lactama, mientras que
a 3,47 aparece un singlete correspondiente al protén de la cadena principal unido a
la lactama. Asimismo, 2,50 ppm aparece la sefial correspondiente al disolvente
DMSO. Seguidamente, en la Figura 11.B se registra el espectro del 2-cloro-3,4-
dihidroxiacetofenona, donde aparece a 5,00 ppm el singlete propio del protén de la
cadena principal, y por ultimo entre 6,83-7,39 aparecen las sefiales de los protones
aromaticos. Finalmente, en el espectro del PVP-catecol (Figura 11.C) entre 6,83-7,39

ppm se aprecia la sefial de los protones del grupo catecol.

El calculo del grado de sustitucidon del catecol en el PVP se cuantificé calculando como
varia el area relativa de la sefal correspondiente a los protones de la unidad -CH, de
la lactama (3,15 ppm) y los protones del catecol (7,00 ppm) obteniendo un grado de

modificacion del 21%.
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Figura 11.- Espectros RMN-H* de A) PVP B) CCDP C) PVP — Catecol en DMSO.
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RMN-H! PVP (DMSO, 500 MHz, 20°C): & (ppm) =1,75 (d, 2H, CH, de la cadena
principal), 1,80-2,25 (m, 4H, CH, de la lactama), 3,15 (d, 2H, CH de la lactama), 3,47

(s,1H, CH de la cadena principal).

RMN-H? 2-cloro-3,4-dihidroxiacetofenona (DMSO, 500 MHz, 20°C): § (ppm) = 5,00
(s, 2H, -CH»-, -COCHxCl), 6,82 (d, 1H, J= 8,3 Hz, CH aromatico), 7,34 (d, 1H, J=2,1 Hz,
CH aromatico), 7,37 (dd, 1H, J=8,3Hz, CH aromatico).

RMN-H! PVP-catecol (DMSO, 500 MHz, 20°C): & (ppm) = 1,77 (d, 2H, CH,, de la
cadena principal de la lactama), 2,24 (m, 4H, CH,, de la lactama), 3,15 (m, 2H, CH, de
la lactama), 3,47 (s, CH cadena principal), 6,83-7,39 (m, 3H, CH del catecol).

En lo que respecta a la modificacidon del dcido hialurdnico (Figura 12) se muestra
comparativamente los espectros RMN-H! del acido hialurdnico, dopamina y HA-

catecol.

En el espectro del HA (Figura 12.A) se observé un singlete a 1,85 ppm
correspondiente al grupo acetilo, entre 3,25-3.85 ppm las sefiales correspondientes
a los protones de los enlaces glucosidicos y por ultimo entre 4,45-4,60 ppm aparece

la sefial del protén anomérico.

En cuanto al espectro de la dopamina (Figura 12.B) entre 2,76-3,12 ppm aparecen los
protones alquilicos y entre 6,64-6,80 ppm aparecen las sefiales correspondientes a

los protones del anillo aromatico.

Para determinar si la reaccidn transcurrié con éxito, se realizd el espectro RMN del
producto obtenido (Figura 12.C), y se observé que se habia realizado adecuadamente
ya que entre 6,60-7,25 ppm aparecen las sefiales correspondientes a los protones
aromaticos en posicién orto y meta del grupo catecol. Ademads, a 1,85 ppm se
observan los multipletes del acido hialurénico y a 2,75 ppm aparecen las sefiales de

la cadena alifatica de la dopamina.*?

Asimismo, el grado de modificacién se estimd a partir de las integraciones entre los
protones del acetilo del 4cido hialurdnico (1,85 ppm) y los protones aromaticos (7,00

ppm) obteniendo un grado de sustitucion del 33%.
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RMN-H! Acido hialurénico (D20, 500 MHz, 20°C): & (ppm) = 1,85 (s, 3H, CHs,
acetamida), 3,25-3,85 (m, 8H, CH de los anillos de HA), 4,45-4,60 (m, 1H, CH

anomeérico).

RMN-H! Dopamina (D20, 500 MHz, 20°C): 6 (ppm) = 2,76 (t, J=7,2 Hz, 2H, CH>
metileno), 3,12 (t, J= 7,2 Hz, 2H, CH, metileno), 6.64 (dd, J= 8,1 Hz, J=2,1 Hz, 1H, CH
anillo aromatico), 6,74 (d, J=2,1 Hz, 1H, CH anillo aromatico), 6,80 (d, J=8,1 Hz, 1H, CH

anillo aromatico).

RMN-H? Acido hialurénico-catecol (D,0, 500 MHz, 20°C): 6 (ppm) = 1,85 (m, 3H, CHs,
acetamida), 2,75 (m, 2H, CH;, metileno), 3,25-3,75 (m, 6H, CH, anillos del HA), 4,45-
4,55 (m, 1H, CH anomérico), 6,60-7,25 (m, 3H, CH anillo aromatico).

4.2. ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X (XPS)

Después de la realizacidon de las sintesis y de la caracterizaciéon de los derivados
poliméricos HA-catecol, CHI-catecol y PVP-catecol se procedid a su deposicion sobre
las muestras de Ti-6Al-4V. Para ello, las muestras de Ti-6Al-4V se sumergieron en
disoluciones de HA-catecol, CHI-catecol y PVP-catecol tal y como se ha descrito en el

apartado experimental. Y la composicién de su superficie fue analizada mediante XPS.

Los resultados obtenidos por XPS se muestran en la Figura 13, donde se analiza la
composicidon quimica de la superficie de las placas de Ti-6Al-4V antes y después de
las deposiciones de los polimeros modificados con catecol en un intervalo de energia

de 0-600 eV.

Estas curvas permitieron realizar la determinacion cuantitativa de la composicién
superficial del Ti-6Al-4V (Tabla 1). Asimismo, en la figura 13 se distingue un todas las
muestras con recubrimiento un incremento del pico a 400 eV correspondiente al Nis,
también se observa un incremento en el pico del Cis a 288,3 eV en las tres curvas,
qgue corresponde al enlace C=0, grupo funcional caracteristico de los tres polimeros
y por ultimo, también se aprecia un incremento a 531,3 eV que corresponde al pico

del O1s mientras que los picos correspondientes al Tizp, V2p ¥ Alyp se volvieron
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inapreciables en todas las muestras recubiertas, lo que indica la formaciéon del

recubrimiento sobre la aleaciéon metalica.

Voo \/}f Ti-6Al-4V

Ti-CHI-CA

Intensidad (u.a.)

Ti-PVP-CA

T T T T T
0 200 400

Energia de enlace (eV)

Figura 13.- Curvas de XPS de los recubrimientos superficiales de Ti-6Al-4V.

Por otra parte, en la curva del quitosano-catecol (Figura 13) aparece un pico a 498
eV, que corresponde a un pico Auger por contaminacidon de sodio. Estos picos se
explican como el efecto cascada en el que un electréon de un nivel de energia superior

ocupa una vacante que se habia creado por el bombardeo de rayos X.

La Tabla 1, recoge los valores numéricos correspondientes a las composiciones
superficiales determinadas para cada una de las muestras, donde se percibid que el
porcentaje atémico del aluminio, vanadio y titanio pasd a ser despreciable en las
placas modificadas respecto a la placa sin modificar. Este hecho, corroboré la
correcta formacién de los recubrimientos demostrando asi la gran capacidad de

adhesién del grupo catecol que es el responsable del anclaje a la aleacidn.
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Tabla 1. Composicion atomica (%) de la superficie de Ti-6Al-4V y de las muestras de

Ti-6Al-4V modificadas.

Composicion atédmica (%)

Muestra Cis | Oass Ti2p | Vap32 | Nis | Alyp
Ti-6Al-4V 24,0 51,4 19,4 0,7 1,2 | 3,3
Ti-6Al-4V con quitosano-catecol 57,0 | 39,4 0 0 3,6 0
Ti-6Al-4V con acido hialurdnico-
60,0 33,6 0 0 6,4 0
catecol
Ti-6Al-4V con poli(N-vinilpirrolidona)-
75,7 | 14,3 0 0 100 O

catecol

4.3. MEDICION DE ANGULOS DE CONTACTO

Asimismo, la variacion de las propiedades hidréfilas del Ti-6Al-4V tras su modificacion
superficial se analizé midiendo el dngulo de contacto de las superficies. En la Figura
14, se comparan los dngulos de contacto obtenidos tanto en las muestras en las que
se habia realizado la deposicidn con catecol como con los polimeros originales sin
catecol. En ellas, pudo observarse un claro aumento de la hidrofilia en las muestras
modificadas con el polimero respecto a la muestra sin modificar, obteniéndose un
angulo de contacto de 83,0 + 1,8° en la muestra de Ti-6Al-4V sin modificar mientras
gue las modificadas con polimeros sin modificar, como quitosano, acido hialurdénico
y poli(N-vinilpirrolidona) obtuvieron 71,21 + 5,5°, 68,64 + 4,5° y 47,22 +3 ,0°
respectivamente. Esta variacién en el dngulo fue observada por diferentes autores
como Joo et al., y es atribuida a la introduccién de grupos hidrofilicos, como grupos
carboxilicos, hidroxilos y amino en la superficie del sustrato, que hace que la
superficie hidrofoba del Ti-6Al-4V se transforme en una superficie altamente

hidrdfila.*?

24



Por otra parte, al analizar las muestras con recubrimientos de polimeros
funcionalizado con catecol, se obtienen para CHI-CA, HA-CA y PVP-CA los siguientes
angulos de contacto: 46,3 +5,3°,32,1 +5,4° y 27,6 + 2,3° respectivamente, es decir,
un descenso aun mayor del angulo de contacto, debido a la introduccién de dos

grupos hidroxilo nuevos, lo cual dota a la superficie de una mayor hidrofilia.?*
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Figura 14.- Grdfica de los dngulos de contacto de las superficies modificadas.

5.CONCLUSIONES.

Se han llevado a cabo de manera exitosa las sintesis de HA-catecol, CHI-catecol y PVP-
catecol, asi como la modificacion de la superficie de Ti-6Al-4V por recubrimiento con

los polimeros funcionalizados preparados.

A través de las distintas técnicas de caracterizacion empleadas se ha podido

comprobar la correcta formacidn de los recubrimientos con potenciales propiedades
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antibacterianas. Asimismo, han quedado demostradas las ventajosas propiedades

del catecol en el aumento de la hidrofilia de las superficies metalicas estudiadas.

Ademas, respecto a las técnicas cuantitativas, cabe destacar que XPS ha aportado
resultados de andlisis elementales de las superficies de los materiales, obteniendo
gran informacién sobre la composicion del recubrimiento, corroborando asi la

correcta adhesion de los recubrimientos.

Los recubrimientos poliméricos permiten obtener de manera sencilla mediante
deposicion, materiales con propiedades mejoradas para aplicaciones determinadas

en el campo de los biomateriales.

Finalmente, este trabajo ha permitido también desarrollar competencias del grado
de quimica como son las habilidades para conocer y analizar nuevos problemas,
plantear estrategias para solucionarlos y desarrollar habilidades de iniciacion a la

investigacion y al trabajo en entornos nuevos.
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