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En este trabajo se evalla la hemocompatibilidad del carbon pirolitico y del éxido de titanio natural a través del
analisis de la tension interfacial de los mismos con distintas proteinas plasmaticas y con la sangre para poder
predecir que proteina tendra adsorcion preferencial sobre el material implantado. Se sabe que el tipo de proteina
adsorbida por el material inmediatamente después de su implantacion determina si se producira la adhesion y
activacion plaquetaria desencadenando la formacion de coagulos. Se encontrd que el 6xido de titanio y el carbén
pirolitico adsorben preferencialmente albdmina (que pasiva la superficie) y fibrinégeno (que activa las plaquetas
y desencadena la coagulacién), respectivamente. La tension interfacial sangre-material es mayor en el carbén
pirolitico, lo cual produce un mayor cambio conformacional de las proteinas adsorbidas. Estos resultados
predicen una mejor hemocompatibilidad del 6xido de titanio natural frente al carbon pirolitico. EI 6xido de titanio
tiene un alto potencial para ser usado como recubrimiento deprétesisen contacto con la sangre ya que este 6xido
puede ser modificado y mejorado por diversas técnicas.

Palabras Claves:6xido de titanio, carbon pirolitico, hemocompatibilidad, protesis cardiacas.

The hemocompatibility of pyrolytic carbon and natural titanium oxide is evaluated through the analysis of the
interfacial tension between the material and three plasma proteins and whole blood. This comparison could be
used to predict preferential adsorption of the biological tissues on the implanted material. It is known, that platelet
adhesion and platelet activation will occur when some types of protein are adsorbed on the material, and the
platelets initiate the clotting. It was found that the titanium oxide preferentially adsorbs albumin (which become
the surface passive) and the pyrolytic carbon preferentially adsorbs fibrinogen (which activates platelets and
initiate the coagulation). The blood-material interface tension is higher in the pyrolytic carbon, which leads to
higher conformational change of the adsorbed protein. These results predict a better hemocompatibility of the
natural titanium oxide compared to the pyrolytic carbon. For that reason, the titanium oxide has a high potential
for being used as coating of the prosthesis in contact with blood and added to the fact that this oxide can be
modified and improved by various processing techniques.
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I. INTRODUCCION

El carbén pirolitico es un material biomédico
bioinerte. Tiene una resistencia a la fractura
relativamente alta y un médulo eléstico relativamente
bajo, asi como una alta resistencia al desgaste y a la
fatiga. Ademaés, la hemocompatibilidad del carbon
pirolitico es mejor que la de muchos los metales y
aleaciones. Por estas razones, se ha convertido en el
material de eleccién para la fabricacion de valvulas
cardiacas mecanicas ®.

Sin embargo, la hemocompatibilidad del carbon
pirolitico aln no es satisfactoria. Los pacientes
necesitan terapia anticoagulante durante toda la vida,
con el riesgo potencial de hemorragias para ellos,
especialmente para las mujeres embarazadas @®. En
una investigacion sobre 8599 pacientes espafioles que
recibieron terapia de anticoagulante después de la
implantacion de una valvula cardiaca mecénica
monodisco de carb6n pirolitico se encontr6 que
alrededor del 14,8% de los primeros pacientes fallecidos
murié de hemorragia causado por anticoagulantes®.

Este problema ha llevado a los investigadores a
desarrollar nuevos materiales. Estudios recientes
sugieren que las peliculas de Oxido de titanio son
adecuadas como recubrimientos de aplicaciones
biomédicas en contacto con la sangre debido a su buena
hemocompatibilidad®®®. Sin embargo, su uso clinico
requiere una comprension mas completa del porqué de
esta propiedad.

La aleacion de Ti-6Al-4V ha recibido una atencion
particular por su alta resistencia mecénica y resistencia a
la fatiga en comparacién con titanio comercialmente
puro ®. El titanio forma natural y espontaneamente una
pelicula de 6xido de titanio cuando es expuesto al aire;
esta capa de 6xido de origen natural es por lo general
solo 2-10 nm de espesor y contiene muchos defectos,
sin embargo varios estudios han demostrado que
mejorando la calidad y aumentando el espesor del
oxido,es posible incrementar significativamente la
hemocompatibilidad superficial, independientemente de
la composicion de la aleacion ®. Por estas razones la
aleacion Ti-6Al-4V recubierta con Oxido de titanio
surge como una buena alternativa al carbon pirolitico
para la construccion de protesis cardiacas que se
encontraran en contacto directo con la sangre.

Un material hemocompatible puede considerarse
aquel que induce escasa 0 nula formacion de coagulos.
En consecuencia, tanto, las plaquetas de la sangre asi
como la cascada de coagulacién de la sangre deben ser
minimamente activadas por la superficie del material ©.
Como la hemocompatibilidad es una propiedad clave en
los biomateriales que entran en contacto con la sangre,
se ha hecho un gran esfuerzo para mejorar esta
propiedad en las protesis de valvulas cardiacas.

Inmediatamente después de la implantacién de la
prétesis se produce la interaccion de las proteinas
plasmaticas con la superficie del material. En cuestion
de segundos a minutos, una monocapa de proteina se
adsorbe en la superficie. El evento de adsorcién de
proteinas se produce antes que las células lleguen a la
superficie del material, por lo tanto, las células

interactUan principalmente con una capa de proteinas,
en lugar de la superficie real del material “.Por ello, la
adsorcion inicial de proteinas de la sangre sobre la
superficie de material ejerce una gran influencia sobre la
adhesion de plaquetas y la posterior activacion de las
mismas ™. El analisis de la interaccion entre proteina y
material se puede abordar mediante el estudio de la
tension interfacial entre el material en cuestion y las
diferentes proteinas plasmaticas, parametro que nos
permite predecir la adsorcién preferencial de una u otra
proteinas presentes en el plasma sanguineo ¢2®).

La albimina humana (Alb), fibrindgeno
humano(Fib) y la y-globulina (Glo) son proteinas
presentes en el plasma sanguineo™”. Se conoce que la
adsorcion preferencial de la albimina pasiva la
superficie del material y la adsorcion preferencial de y-
globulina o fibrindgeno favorece la activacion de
plaquetas y la coagulacion de la sangre. Por lo tanto un
pardmetro importante para predecir la adhesion de
plaquetas y la tendencia a la formacion de trombos en
un material serd la razén de la tension interfacial
albumina-material entre la  tension interfacial

fibrindgeno-material (yMat-Alb/yMat ), UN valor alto

de esta raz6n hace al material mas hemocompatible
comparado con otro con un valor mas bajo ™.

Por otra parte, una alta tension interfacial sangre-
material (yuqe sng)da como resultado que las proteinas
del plasma adsorbidas se anclen y se adhieran
fuertemente a la superficie sélida a fin de reducir la
tension interfacial sdlido-liquido, estas proteinas asi
adsorbidas  sufren un cambio conformacional
considerable; por el contrario, la tension superficial
interfacial de sangre-material mas baja, hace que las
proteinas adsorbidas se sometan a una menor distorsion
de su configuracion nativa Y. El cambio
conformacional de las proteinas juega un importante rol
en la adhesion y activacion de plaquetas (y la
subsiguiente formacién de trombos), debido a que el
cambio conformacional induce la exposicién de nuevos
sitios de unién para las plaquetas en la molécula de
fibrindgeno™(®),

Otro criterio de hemocompatibilidad para un
material es el de la estabilidad mecénica de la interface
material-sangre. Debido a que los elementos celulares
son altamente compatibles con la sangre y su interfase
con el medio también es mecé&nicamente estable, se
considera que una tension interfacial sangre-material de
aproximadamente la misma magnitud que la tension
interfacial célula-plasma sanguineo (ys; = 1-3 mN/m)
proporcionara una superficie con compatibilidad a largo
plazo, asi como una interfase mecanicamente estable
con sangre 702),

Il. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utiliz6 la aleacion de titanio Ti6Al4V. Se
cortaron placas de la aleacion de 1 x 2 ¢cm de lado.
Luego se dio a cada cara plana una terminacion
superficial de baja rugosidad, tal superficie se obtuvo
por pulido mecanico con lijas de SiC desde #220 a
#1500 continuando con pasta de diamante de 1
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Tabla | — Valores de la componente polar (y,,?) y dispersiva (y,,%) de la tension superficial de los cuatro
liquidos usados en este estudio

Liquido Componente Dispersiva Componente Polar (y,,”en | Tension superficial (y;, en
(yuv%en mN/m) mN/m) mN/m)
Agua Desionizada 21,8 51 72,8
Etilenglicol 29 19 48
Glicerol 37 26,4 63,4
Dimetilsulfoxido 34,9 8,6 43,5

micrometro lubricada con etilenglicol, para el pulido
final se utilizé un método quimico-mecéanico utilizando
suspension de silica de 0,02 micrometros y H,0,. El
material procesado en estas condiciones finaliza con una
capa de oOxido de Ti de las mismas caracteristicas que el
oxido formado en condiciones naturales.

El carb6n pirolitico se obtuvo de una valva de
prétesis de valvula cardiaca comercial.

Observacion de la superficie

La observacion superficial de las probetas se realiz6
mediante microscopia Optica (microscopio
metalografico de platina invertida).

Rugosidad superficial

Se utiliz6 un perfilometro con una resolucién de 10
nm usando un filtro RC de contraste de fases utilizando
un cut-off de 0,8 mm sobre una longitud (L) de 4 mm.
Los valores de la rugosidad (Ra) se calculan de acuerdo
a la norma ISO 4287. El valor informado es el promedio
de 5 lecturas en diferentes direcciones y sectores de la
superficie de la probeta.

Angulo de contacto y mojabilidad

El &ngulo de contacto se define como aquel
comprendido entre la superficie del sélido y latangente a
la interfaz liquido-gas en el punto de contacto de las tres
fases (liquido-gas-s6lido) medido del lado de la fase
liquida.EImismo se midié utilizando la técnica de la
gota sésil con un goniémetro fabricado en el laboratorio
con el que se adquirieron imagenes de las gotas, las
cuales se procesaron con el software Imagel “®. Se
midieron los angulos de contacto de 4 liquidos (agua
desionizada, etilenglicol, dimetilsulféxido y glicerol) en
cada material. El angulo de contacto final es el
promedio de los angulos izquierdo y derecho de cada
gota. Antes de cada medicion la probeta es lavada con
detergente, enjuagada con agua desionizada, alcohol
etilico y secada en aire caliente. Se midieron 5 gotas por
cada liquido en cada probeta. Durante los ensayos
temperatura ambiente fue 25 £3 °C.

Célculo de la energia libre superficial

La energia libre superficial se calculo utilizando el
modelo teérico de Owens-Wendt (OW) segin la
ecuaciont?:

Y@ +cos8) = 2y Ly + 2 JysrP yw® (1)

linearizando la ecuacion 1, y determinando el angulo de
contacto de al menos dos liquidos, podemos obtener las
componentes polar (ys,?) y dispersiva (ys,¢) de la
energia libre superficial del s6lido como la pendiente y
la ordenada al origen de la ecuacion 2 respectivamente:

0.5yLy (1+cos 6) _ W(M)l/z N W )

d yive

YLv
El modelo OW expresa la energia libre superficial

del liquido (yy) y del sélido (ygy) como la suma de
sus componentes dispersiva y polar:

Y = Y+ vw? B)vsy = vor®+ vsuP(4)
donde la componente dispersiva es debida a las fuerzas
de Lifshistz-Van der Waals y la componente polar es
debida a los puentes de hidrégeno.

Los valores de las componentes polar y dispersiva
de la tension superficial de los liquidos utilizados se
muestran en la tabla 149,

Célculo de la tensién interfacial

La tension interfacial (y;) entre las fases
condensadas i y j puede ser evaluada por la siguiente
ecuacion(21):
vy = (e —a)+ (B—5) +4, (5)

Se define a a; y B, como la componente dispersiva
(as =+/ys?) y polar (B; =.[ys?)de la superficie
respectivamente.

El término A;; describe las interacciones de tipo ion-
covalente, en este trabajo la interfase esta dominada por
interacciones de Van der Waals por lo tanto el término
ion covalente puede considerarse insignificante.

Los valores de a;y B; para la sangre y proteinas
plasmaticas se tomaron de la bibliografia®®?®.

A

Figura 1. Fotografias de microscopia oOptica. A- Titanio
recubierto de 6xido de titanio natural. B- Carbon
pirolitico
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION

Observacién de la superficie

Las imagenes del microscopio dptico de las probetas
de titanio y de carbon pirolitico usadas en las
determinaciones se muestran en la Figura 1. La probeta
de titanio fue pulida hasta obtener una superficie
especular de baja rugosidad, sin embargo se observan,en
la Figura 1, puntos negros dispersos aisladamente sobre
su superficie los cuales pertenecen a porciones de
material depositado y fijado a la superficie durante el
proceso de pulido mecénico, este material es Ilamado
comunmente “empaste”. Los puntos negros observados
son remanentes del empaste y tienen dimensiones del
orden de 10 micrometros y menores. En el carbén
pirolitico se observan lineas de muy poco relieve
producto del proceso de fabricacién del mismo.

Rugosidad superficial

Se midio la rugosidad en las probetas de ambos
materiales y se encontrd una menor rugosidad (Ra) en
el recubrimiento de 6xido de titanio que en el carbén
pirolitico. Los resultados se muestran en la Tabla Il.

Tabla Il - Rugosidad de las Probetas

Material Rugosidad (Ra en nm)
Titanio 39 +£10
Carbén Pirolitico 60 +10

Angulos de contacto y mojabilidad

Los angulos de contacto (mojabilidad) entre el agua
y las probetas fueron de 65,7° y 51,4° para las probetas
del carbon pirolitico y de oOxido de titanio,
respectivamente.Por ello, el carb6n pirolitico es mas
hidrofobico que el 6xido de titanio

Los valores de &ngulo de contacto de los distintos
liquidos sobre el éxido de titanio y el carbén pirolitico
se detallan en la Tabla I11.

Tabla 111 — Angulos de contacto (en grados)

Oxido de Carbon Nro.
Liquido Titanio Pirolitico de
X DS X DS | gotas
Agua 51,4° | 1,1° 65,7° 1,3° 5
Etilenglicol | 36,3° | 0,5° | 26,0° 1,5° 5
Glicerol 485° | 1,0° 69,0° 2,1° 5
DMSO 155° | 0,9° 17,9° 0,9° 5

X = media aritmética DS = desvio estandar

Tabla IV — Energia superficial

. Energia Superficial (mN/m)
Material 3 o
Vsv Vsv Vsv
Oxido de Titanio | 16.9 29.9 46.8
Carbon Pirolitico 23.8 14.9 38.7

Energia libre superficial

. .. 0.5 1+ 6
LaFigura2 muestra la relacion entre2>tty (+cos 8),

(M>1/2
Y@
relacion se obtuvo la componente polar (ys?) vy
dispersiva (ys,y%) para cada material.La energia libre
superficial y sus componentes polar y dispersiva del
oxido de titanio y el carbon pirolitico se muestran en la
Tabla IV.

yive

para cada material. Del ajuste lineal de esta

Tensién Interfacial

La tension interfacial de los diferentes materiales y
las proteinas plasmaticas se detallan en la Tabla V.

El o6xido de titanio tiene una mayor tension
interfacial con la albdmina (2,3 mN/m), seguido de la y-
globulina (2,0 mN/m) y por el fibrinégeno (1,5 mN/m).
Esto indica que en esta superficie la albdmina sera

Tabla V - Tension interfacial

(mN/m)*? Oxido de Titanio® Carbén Pirolitico®
Sustancia Bioldgica o 5 vy (MN/m) (8 - ﬁj)z Y (mN/m) (5 - ﬁ]_)z
(o = 0‘1’)2 (a; - “1‘)2
Fibrinégeno 4,972 | 6,346 1,5 1,0 6,2 707,3
y-Globulina 5,428 | 5,961 2,0 0,1 4,7 14,6
Alblimina 5,602 | 5,798 2,3 0,1 4,3 7,2
Sangre entera 3,3 6,0 0,9 0,4 7,1 1,8

(B:i=8)’
T 3z
(ai—aj)

hacia la energia interfacial.

3 para valores de a; = 4,11 (mN/m)*2y B;= 5,46 (mN/m)?
® para valores de «; = 4,87 (MN/m)¥2y B;= 3,86 (mMN/m)*2

A, - N 2 . . 2
Esta relacion indica la proporcion de la contribucién de la componente polar (ﬁi - ﬁj) y dispersiva (ai — a,-)
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adsorbida preferencialmente.
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14
Ajuste Lineal del Oxido de Titanio

- 1 y=54704x+4,1181 €—0
l;:':. R2 = 0,9748

r‘.'E

if 10

N\

Ajuste lineal del Carbon Pirolitico
y =3,8636x+ 4,8794
R?=0,8469

4 datos experimentales del dxido de titanio

0.5 Yiv (1 + cos 6)
V¥ @
[=)]

M datos experimentales del carbon pirolitico

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 18

1/2
( Yiv? )
\ lr’.u-'d.

) - ) r\1/2 L I o
Figura 2. Relacion entre M y C/'L—"d) para el 6xido de titanio y el carbén pirolitico.
Yiv v

Carbon Pirolitico

Titanio

O Albimina
. Fibrindgeno
. y-Globulina

Figura 3. Representacion esquematica del supuesto estado adsorcion de proteinas plasmaticas y de la adhesion y activacion
de plaquetas para las superficies analizadas.

Q Albimina desnamralizada

Fibrindgeno desnaturalizado

y-Globulina desnaturalizada

El carbdn pirolitico tiene una mayor tension respectivamente, mostrando el 6xido de titanio una

interfacial con el fibrindgeno (6,2 mN/m), seguido de la
y-globulina (4,7 mN/m) y por la albdmina (4,3 mN/m).
Esto indica que en esta superficie el fibrindgeno sera
adsorbido preferencialmente.

Los valores de la razdn yyq:.am / Ymar.rip Para el
oxido de titanio y el carbon pirolitico son 1,542 y 0,691

mejor hemocompatibilidad que el carbén pirolitico.

La tension interfacial sangre-material (yuq¢ sng) Para
el oxido de titanio y el carb6n pirolitico fue de 0,9
mN/m y 7,1 mN/m respectivamente, lo que predice que
el Oxido de titanio tendra una  mayor
hemocompatibilidad debido a una mayor estabilidad
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mecénica de la interface material-sangre que el carb6n
pirolitico.

En el Figura 3 se hace una representacion
esquematica del supuesto estado de adsorcion de
proteinas plasmaticas y de la adhesion y activacion de
plaquetas para las superficies analizadas. En el caso del
recubrimiento de O6xido de titanio se espera una
adsorcion preferencial de proteinas plasmaticas en el
orden: albdmina > y-globulina> fibrindgeno, ademas de
una baja desnaturalizacion de las proteinas adsorbidas,
esto impide la adhesién y activacion de plaquetas y la
formacion de trombos. En el caso del carbon pirolitico
se espera una adsorcién preferencial de proteinas
plasméticas en el orden: fibrindgeno>y-globulina>
albimina, ademds de una alta desnaturalizacion de las
proteinas adsorbidas, esto lleva a la adhesion y
activacion de plaquetas y la formacion de coéagulos.

IV. CONCLUSION

Los recubrimientos de Oxido de titanio natural tienen
una mejor hemocompatibilidad segln los analisis de
energia interfacial realizados. Las interacciones con las
proteinas plasmaticas estdn minimizadas, y el cambio
conformacional de las mismas es muy bajo, ademas
adsorbe preferencialmente a la albimina que pasiva la
superficie del material. En contraste el carbdn pirolitico
adsorbe preferencialmente el fibrinbgeno y -
globulinaque activan las plaquetas y la coagulacién de
la sangre; ademéas de esto adhiere fuertemente a las
proteinas adsorbidas provocando cambios
conformacionales en las mismas.

El potencial del dxido de titanio como recubrimiento
hemocompatible es alentador ya que este (el natural) se
puede mejorar (espesor, estructura cristalina, etc.) a
través de diferentes métodos como por ejemplo la
oxidacién anddica, oxidacion térmica y sol-gel.
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