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RESUMEN

En este trabajo se ha realizado una activacion superficial mediante irradiacion con luz UV, en peliculas de
Acido Poli-Lactico (PLA), depositadas sobre cristales de cuarzo Au/Cr sobre la cual se estudia la adhesién y
direccionamiento de proteinas de colageno y albumina bovina (BSA), bajo la imposicion de un sobrepotencial
electroquimico anddico, hallado mediante voltametria ciclica, el cual garantiza una condicion de hidratacion y
adsorcion de la proteina. Cambios de masa, de la capacitancia interfacial y de la impedancia de adsorcion de la
monocapa proteinica, fueron evaluados mediante microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) y Espectroscopia
de Impedancia Electroquimica (EIS). Variaciones en la temperatura y en las concentraciones de las proteinas,
fueron realizadas, para obtener parametros termodinamicos de adsorcion. Se planted un modelo de circuito
equivalente que muestra la adhesion de proteina preferencialmente direccionada sobre la superficie irradiada.
Para verificar los resultados y los cambios obtenidos, se caracterizé la superficie empleando microscopia
optica y FT-IR.
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ABSTRACT

A superficial activation was made with the use of UV irradiation on Poly-lactic acid films (PLA) that were
deposited on quartz crystal (Au/Cr). These are used to study the adhesion, and orientation of collagen,
and bovine serum albumin (BSA) proteins under imposition of an electrochemical overpotential of
anodic polarization and to be analyzed by cyclic voltammetry, which guarantees a condition of moisture
and adsorption of the protein. Mass change of interfacial capacitance and impedance of adsorption of
the monolayer protein was assessed using quartz crystal microbalance (QCM) and electrochemical
impedance spectroscopy. Variations in temperature and concentrations of proteins were carried out
to obtain thermodynamic parameters of adsorption. An equivalent circuit model was proposed which
illustrated the preferential adhesion of protein directed towards the irradiated surface. To verify the results
and changes, the surface was characterized with the use of optical microscopy and FT-IR.

Keywords: collagen, BSA, adsorption, Gibbs, Langmuir.
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INTRODUCCION

La adsorcion de proteinas juega un papel

fundamental en la produccién de implantes
biocompatibles. La biocompatibilidad de los
materiales depende en gran medida de las

interacciones que ocurren entre la superficie y
el ambiente bioldgico [1]. Las propiedades de la
superficie influyen en la adsorciéon de proteinas
siguiendo ciertas tendencias generales, como lo
son: la afinidad de la superficie, la hidrofilicidad, la
disminucién de la estabilidad de la proteina [2-5].
Las proteinas con cargas eléctricas opuestas a las
de la superficie, se adsorben con mayor afinidad
[6,7]. El tamafio y la forma de la proteina pueden
desempenfiar un papel importante en la adsorcion,
ya que el numero de sitios de unién por proteina
adsorbida, se incrementan.

El colageno es una proteina de la matriz
extracelular, cuya estructura es la mas grande
del reino animal que contiene secuencias de
aminoacidos, los cuales pueden ser reconocidos
por células receptoras [8]. La albumina es una
proteina globular de forma de esferoide con
dimensiones 4nm x 4nm x 14nm, abundante en
el plasma sanguineo que desempefia un papel
importante en el transporte de compuestos de bajo
peso molecular por la sangre [9,10]

Como respuesta a los requerimientos direccionales
de las proteinas para la formacién de tejidos, se
han implementado numerosas técnicas. Usando
flujo, como la extrusibn mecanica, canales
microfluidilizados, anisotropia quimica, campos
magnéticos, electrospinning. Estas son técnicas
que tienen una limitacién importante por el uso
de solventes toéxicos y corrosivos [11-15]. Debido
a estos problemas, se ha presentado un enfoque
alternativo, la manipulacién electroquimica, la cual
puede disminuir el tiempo de proceso a minutos u
horas, utilizando como variables claves, el voltaje
y la corriente, en donde al aplicarse un voltaje
determinado, se produce el direccionamiento de
la proteina [16]. En este trabajo se estudiaron
las propiedades termodinamicas de la adsorcion
direccionada electroquimicamente de colageno
y BSA, en superficies de PLA, activadas por
irradiacion con luz UV. Haciendo un monitoreo
en tiempo real de la adsorcion mediante técnicas
electroquimicas y microgravimétricas.

METODOLOGIA

Acido Poli-Lactico (PLA) fue sintetizado por
policondensacion del Acido L-lactico (MERCK)
con Zn como catalizador. Este polimero fue
disuelto en Acetona (MERCK) a 0,15 g/mL para
realizar las electrodeposiciones. La Solucidon
Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) utilizada
para la dilucion de la proteina se preparé a partir
de NaCl (MERCK), Na,HPO,-2H,O (CarloErba),
KCI (MERCK), K,HPO, (CarloErba) y tamponado
a un pH de 7,4. La Albumina Bovina (BSA)
98% p para electroforesis (Sigma A7906). El
colageno fue utilizado como polvo liofilizado
(RSADO08I25201).

Los recubrimientos sobre los cristales de cuarzo
fueron obtenidos con una solucién de PLA en
Acetona al 0,15 g/mL, una Fuente de Voltaje,
donde el catodo fue conectado con el cristal de
cuarzo de Au-Cr y un anodo que fue conectado a
una lamina de acero austenitico durante un tiempo
de 5 min y a 3 V. Posteriormente el cristal fue
irradiado con luz UV.

Se prepararon soluciones de proteinas en PBS
a concentraciones de 5, 12,5 y 20 yg/mL. Para
las mediciones electroquimicas y de la QCM
simultaneas, se utilizé una celda plana vertical,
en donde el electrodo de trabajo fue el cristal
recubierto, un contra-electrodo de grafito, un
electrodo de referencia Ag-AgCl. Las mediciones
electroquimicas se realizaron usando un
potenciostato GAMRY PC4/750 y las mediciones
de la QCM se realizaron con una QCM200. Las
mediciones de espectroscopia de impedancia
fueron desarrolladas en un rango de frecuencia
de 0,01 a 100.000 Hz a 0,30 V de sobre potencial
respecto al electrodo de referencia. Este sobre
potencial fue obtenido por la técnica de voltametria
ciclica para cada proteina. La amplitud de la senal
de corriente alterna fue de 10mV.

RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica de EIS fue aplicada para investigar la
adsorcion de BSA y Colageno en el recubrimiento
de PLA. La Figura 1 muestra un espectro para la
adsorcion obtenida de solucién para BSA de 20
pg/ml a 45°C.
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Figura 1. Espectro de a) Bode y b) Nyquist de la adsorcion de solucion BSA de 20 ug/ml a 45°C y ¢) modelo usado

La presentacion de los datos en forma de espectro
de Bode, muestra dos constantes de tiempo,
una a alta y otra a baja frecuencia. Esta ultima,
representa la transferencia de carga en la doble
capa electroquimica, por lo tanto, es posible
representar, el fendbmeno de adsorciéon mediante
un circuito eléctrico equivalente caracteristico
al usado, para interpretar los procesos
electroquimicos en un material con recubrimiento
poroso, como se muestra en la Figura 2b.

En este orden de ideas, asumiendo las dos
constantes de tiempo representadas en el circuito
(2c), los datos experimentales fueron obtenidos
mediante simulacion usando el software Zview 2.

En este circuito los elementos eléctricos representan
la resistencia del electrolito (PBS + proteina)
R, entre el electrodo de trabajo y el electrodo
de referencia, la resistencia de los procesos
Faradaicos R, y la capacitancia representada como
un elemento de fase constante a altas frecuencias
CPE,, la resistencia a la transferencia de carga R ,
y la capacitancia de la doble capa eléctrica en la
interface polimero-solucion de proteinas CPE,
a bajas frecuencias. El ajuste obtenido presentd
una minima diferencia entre los datos teoricos
y experimentales (linea continua y punteada,
respectivamente en la Figura 2), del orden de
chi? de 10*. Las resistencias a la transferencia de
carga pueden ser utilizadas como una medida de la
velocidad de reaccion y de la cantidad de proteina
adsorbida en la superficie.
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El inverso de la resistencia a la transferencia
de carga R , es directamente proporcional a la
cantidad de proteina adsorbida I' (mol.cm™?) y a la
densidad de carga superficial, O, (C.cm™), como
se muestra en la Ecuacion 1

ADS

— QADS
nF

I (1)

F es la constante de Faraday y n es el numero
de electrones transferidos. Se asume n=1 para los
célculos con las dos proteinas. El ajuste de estos
parametros a la ecuacion de Langmuir (Ecuacion 2
y 3), expresa la relacion entre la concentracion de
la proteina, c, y la cantidad de material adsorbida
en la superficie, para representar una monocapa
adsorbida [17,18].
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Donde B, es el coeficiente de adsorcion y T
representa la maxima cantidad de material que se
puede adsorber en la superficie. Estos, valores se
obtuvieron del intercepto y la pendiente de la curva

de </r contra c, respectivamente.
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El B, esta relacionado con la afinidad de la
proteina a ser adsorbida en la superficie del
electrodo a una temperatura dada. Por lo tanto
se puede obtener la energia libre de adsorcion

mediante la Ecuacion 4:

Los resultados mostraron que la adsorcion de
proteinas (BSA y Colageno) fue espontanea a las
diferentes temperaturas, los datos calculados se
muestran en la Tabla 1.

La Figura 2 muestra una respuesta tipica de
cambio de frecuencia vs tiempo causada por la

AG = _RTL”(55-SBA03) (4) adsorcion de BSA a 37°C, de una solucion de 20u
g/mL, obtenida usando la QCM.
Tabla 1. Calculos termodinamicos a partir de datos electroquimicos
T [K] Proteina Concentracion Rct I'méx [mol/cm?]  |Bads| [mL/ug] AG [J/mol]
[ug/mL]
10,0 147555,89
BSA 12,5 2945457,50 -1,07E-06 3,13E-2 -25658,70
20,0 142720,38
298,15
5,0 1410520,96
Coll 12,5 788965,38 2,87E-06 6,98E-2 -27645,67
20,0 614259,11
5,0 553089,07
BSA 12,5 1385012,46 7,69E-06 1,96E-1 -25345,00
20,0 235754,55
310,15
5,0 6547465,22
Coll 12,5 1705087,77 -5,00E-06 5,00E-2 -27899,31
20,0 480065,79
5,0 553022,42
BSA 12,5 3806264,14 1,67E-07 2,00E-1 -32285,83
20,0 4818264,55
318,15
5,0 3712467,61
Coll 12,5 908559,29 -1,59E-06 3,14E-2 -27385,13
20,0 457698,98
50 1969548,29
BSA SIN
IRRADIAR 12,5 4240138,50 2,54E-06 1,97E-2 -24506,22
20,0 787308,99
298,15
50 427430,39
Coll SIN
IRRADIAR 12,5 505962,34 1,71E-06 6,93E-1 -33336,97
20,0 544308,29

Similares curvas se obtuvieron para todas las
concentraciones disminuyendo la pendiente con
la disminucién en la concentracion, de igual forma
para el colageno. Con base en los cambios de
frecuencia en estado de equilibrio de adsorcién,
se calculd la cantidad de proteina adsorbida en

10

la superficie del recubrimiento de PLA usando la
ecuacion de Sauerbrey.

2R

A o,

Am (5)
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Figura 2. Espectro de cambio de frecuencia con
respecto al tiempo para BSA a 37°C y 20ug/mL

Donde AF es la medicion de cambio de frecuencia
[Hz], F, es la frecuencia de resonancia del modo
fundamental microbalanza de cuarzo [Hz], A es el
area efectiva del electrodo, p, es la densidad del
cuarzo 2,648 [g cm?], u es el médulo de corte del
cuarzo [2,947 x 10" g cm™.s2], Am es el cambio de
masa [pg], por lo tanto tomando agrupando todos
los valores constantes, tenemos que:

AF = -Cf Am (6)

El factor de sensibilidad para el cristal C, tiene un
valor 56,6 Hz ug'.cm? para un cristal AT-cut 5 MHz.

La Ecuacién 6 fue empleada para el sistema de
estudio, donde la influencia de los cambios de la
viscoelasticidad del polimero fueron despreciables,
debido a que se emplearon bajos tiempos de
exposicion al medio acuoso, obviando el efecto
de degradacion del polimero a tiempos mayores.
Se observd una relacion lineal entre el cambio
de masa y frecuencia de la QCM en aire y en
solucién acuosa. En consecuencia, basados en los
cambios de frecuencia en el estado de equilibrio
de adsorcion, se calculd la cantidad de proteina
adsorbida especificamente en el recubrimiento de
PLA (Am [ug/cm?]). Los datos de la QCM, obtenidos
simultaneamente con los datos electroquimicos,
también pueden ser ajustados a una isoterma
de adsorcién de Langmuir. En donde el cambio
especifico de masa Am [pg/cm?] se sustituye por la
cantidad de proteina adsorbida I" y se reemplaza
en la Ecuacion 3.

c __ 1 . C
|Am|  |Am_. |Am__ |B

ax | ADS

(7)

Consecuentemente, de la curva de |T(}:1\ contra la
concentracion C, se obtuvo una relacion lineal de
la cual se obtuvieron los valores de BADS y |Amma,x|
de la pendiente y del corte con la ordenada,
respectivamente. De esta forma, se puede obtener
los parametros de AG (Tabla 2).

Tabla 2. Datos calculados de cambio de energia libre de Gibbs de adsorcién

Oy 0,3V ocM
T [K] Proteina
-AG [J/mol] -AG [J/mol] -AG [J/mol]
BSA 25101,67 25658,70 61852,92
298,15
Coll 31522,48 27645,67 68645,27
BSA 31418,52 25345,00 58443,08
310,15
Coll 28766,93 27899,31 61634,68
BSA 32285,83 32285,83 85163,02
318,15
Coll 28028,71 27385,13 79073,22
BSA
SIN UV 18299,19 24506,22 75083,71
298,15
Coll
SIN UV 38049,88 33336,97 71240,06
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Tanto de las técnicas de EIS y de QCM se
obtuvieron las propiedades termodinamicas, los
resultados obtenidos fueron comparados. De
acuerdo a preliminares, al aplicar un voltaje de
0,3V se pretendidé una activacion superficial. Un

aumento en el AG corrobord la hipotesis planteada
de la activacion en el PLA, al ser irradiado con luz
ultra violeta a una misma temperatura.

En la Tabla 3 se muestran los parametros
termodinamicos de adsorcion de cambio de
entropia y de entalpia como la pendiente y el punto

de corte de grafica AG vs T, respectivamente.

Tabla 3. Parametros termodinamicos obtenidos

Condicion 0,3V oCcM
Propiedad AH AS AH AS
[J/mol]  [J/mol K] [J/mol] [J/mol K]
BSA 65849 303 256098 1051
Colageno 64384 298 64277 434

Los resultados obtenidos de entalpia y entropia
concordaron con los obtenidos en otros trabajos
[19,20]. Los valores hallados de entalpia muestran
que a pesar de mostrar un proceso de adsorcion
endotérmico, no implica que el proceso sea no
espontaneo.

En la Figura 3 se muestran las micrografias de las
superficies de PLA con las proteinas adsorbidas.
La adsorcion de proteina de BSA sobre la
superficie polimérica de PLA, se llevdo a cabo
sobre sitios aleatorios y para el colageno, con
un ordenamiento u orientacién relacionada con
una mayor afinidad de la proteina por los grupos
funcionales de la superficie y con la linealidad de
la estructura de PLA.

CONCLUSIONES

La proteina de colageno presenté mayor adsorcion
que la proteina de BSA, en la superficie del PLA,
tanto en la superficie activada como en la no
activada. Esto se debe muy probablemente a

12

su forma helicoidal que le permite una mejor
acomodacion espacial que la BSA, la cual posee
forma esférica.

La capacidad de adsorber y de ser mas
biocompatible del PLA aumenté al activar la
superficie de material usando un sobre potencial,
debido a un aumento en la hidrofilicidad y al
aumento en la energia libre de Gibbs. Sin embargo,
la albumina bovina a 25°C no presentd ese
comportamiento, posiblemente por una desorcion
de la proteina a esta temperatura.

Figura 3. Micrografias de la superficie a 10X a) cristal
recubierto con PLA, b) cristal con BSA adsorbida de
una solucion de 20ug/ml en recubrimiento polimérico y
c) cristal con Colageno adsorbido de una solucién de
5ug/ml en recubrimiento polimérico
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