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Capitulo 5

Capas Mixtas de T10O, e IrO,

En este capitulo se resume los resultados obtenidos en la sintesis y caracterizacion
de capas finas de un 6xido mixto de titanio e iridio con el que se pretende reunir las
mejores caracteristicas de los 0xidos estudiados en los capitulos 3 y 4. Ademas se
pretende hacer un paralelismo entre los tres materiales y comparar su funcion como
substratos de crecimiento neuronal.

Primero se realiza una introduccion sobre los dxidos mixtos reportados en la
bibliografia, los métodos de sintesis comunmente usados asi como su posible
aplicacion en estimulacion neurologica.

Luego se presenta un estudio de la superficie de las capas obtenidas mediante
diferentes técnicas de caracterizacion que muestran la composicion, microestructura
y comportamiento eléctrico del material dependiendo de las condiciones de sintesis,
de los tratamientos térmicos realizados y del contenido de iridio de las capas.

Una vez expuestas las propiedades fisicoquimicas del material en estudio se
muestran los resultados de biocompatibilidad de las capas y el desarrollo neuronal
mediante cultivos de 4 dias in vitro a alta densidad cuantificando la supervivencia
celular asi como la extension de las neuronas.

Por ultimo se presentan las conclusiones donde se correlacionan los resultados
obtenidos en la caracterizacion de la fase obtenida con los datos provenientes de los
cultivos celulares.
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5.1 Oxidos Mixtos de Iridio y Titanio

Como fue mencionado en capitulos anteriores, los sensores y electrodos de
estimulacién se utilizan hoy en dia en implantes en el sistema nervioso para el
tratamiento clinico de un gran namero de condiciones médicas relacionadas con
desordenes neurolégicos humanos tales como el Parkinson [1]. Sin embargo, ain
hay problemas que limitan el uso de electrodos implantables, casi siempre
relacionados con la biocompatibilidad del material [2], o con la eficacia de la
transferencia de carga entre el material y el tejido [3]. Estos factores evidencian la
necesidad de desarrollar nuevos materiales con mejores propiedades
electroquimicas [4].

Las aleaciones de platino/iridio [5] y los oxidos de iridio IrO, [6,7] han sido
ensayados y usados para este proposito. Por otro lado, el titanio metalico ha sido
usado para implantes estructurales [8]. Como fue mencionado en el capitulo 3, se
conoce que el titanio forma capas de TiO, que pasivan el metal y contribuyen de
gran manera a la biocompatibilidad siendo al mismo tiempo un notable
neutralizador de radicales de oxigeno. Mientras que el IrO, es conductor, el TiO,
estequiométrico en cualquiera de sus formas es aislante. Sin embargo, estudios
realizados [9,10], han demostrado que el TiO, soporta el crecimiento y asegura la
supervivencia de células neuronales, en las fases de rutilo y anatasa.

Los electrodos implantables de IrO, son altamente biocompatibles [11], vy
esta tesis pretende explorar su papel como soporte de crecimiento neuronal. En el
transcurso del desarrollo se han publicado de modo simultaneo algunos estudios
sobre el TiO, que indican que puede ser utilizado como substrato para crecimiento
neuronal [12,13]. El dopaje redox del TiO, con un componente que indujera
conductividad, podria permitir su uso como electrodo en celdas electroquimicas
que podrian promover la influencia en la direccién, velocidad de crecimiento y la
ramificacion de las dendritas de las neuronas, como se intenta con otras fases.

Un dopaje ideal podria ser con un metal precioso como el iridio de
reconocida biocompatibilidad [14]. Puesto que el IrO, es conductor y cristaliza en
una estructura similar a la del TiO,, es ademés apropiado en principio en cuanto a
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factores estructurales. En la bibliografia existe un precedente de la obtencién del
oxido mixto Ir,Ti;,O, en un estudio de actividad catalitica [15]. Estos estudios han
aportado informacion til acerca del papel que las interacciones electronicas
pueden tener en electrodos fabricados con oxidos binarios.

La electrodeposicion es una técnica que esta siendo actualmente utilizada
para la obtencion de capas de oxido de iridio debido a la estabilidad del material
obtenido en comparacion a otras tecnicas como anodizacion del iridio metélico o
sputtering [15]. Sin embargo las propiedades aislantes del TiO, no han permitido
la obtencion de un hibrido IrTi; 4O, utilizando este método. Otros compuestos
binarios de Pt-1rO, y Pt-RuO, han sido sintetizados por el método sol gel [16], que
se presenta como una buena alternativa para la obtencion de o6xidos metalicos
puros y homogeéneos con un area superficial alta. Ademas, este método permite la
produccion de materiales de composicion compleja de una manera muy simple
como se explicd en el capitulo 3. En este trabajo se abordo la obtencién del 6xido
mixto (Ir-Ti)Oy que podria reunir lo mejor de los éxidos individuales a menor
coste, utilizando dicho procedimiento.

Se obtuvieron peliculas de un oxido mixto de titanio e iridio (Ir-Ti)Oy,
mediante la hidrdlisis sol-gel de precursores y deposicion en substratos de vidrio o
cuarzo recubiertos con platino, mediante Spin Coating, con un tratamiento térmico
adicional. Las proporciones Ir/Ti elegidas en los ensayos tratan de minimizar el
contenido de Ir para reducir el coste, al tiempo que favorecen la existencia de
conductividad electrénica. En concreto se utilizaron proporciones Ir/Ti, de 1:9 y
2:9. Posteriormente se realizd una caracterizacion estructural, microestructural y
electroquimica de las muestras por diferentes tecnicas. Una vez caracterizadas las
muestras fueron utilizadas como substratos de cultivos neuronales para establecer
una correlacién entre la microestructura, las propiedades y la supervivencia celular
en los diferentes materiales. La Figura 5.1 muestra un diagrama de flujo de las
actividades realizadas:



CAPITULO 5 143

Ti(OCH(CH.),), + CH,COCH,COCH, + CH,CH,0H 96% IrCl,XH,0 + CH,CH,OH 96%+ CH3COOH(6:11)

b oritn 1 T

Bilmatm | Tr

Zitlirm e T 1E, I | tnurda e 1 G101 l

Spin s e RIRITNETS RTERCE (TN
A ! cierm OIS

1
F |
_ —
e ,‘ |t
Fl
Loq ::3:"':5”":" B0 8 hara Fise I

F] L
S0 Ao 4 4
X e el Tt I R ., I

(= TE 7] = 0 T

Lulivesi oo | o cstnrcbaral I FsdrEpnnice
| L A ) I 15 JACIHE l

LT N I a'l_mk-\l.'!..'lJ.I.l..-l.-I | RTLY | I I Yolbandnuicl I| 1= I

Figura 5.1 Diagrama de flujo para la obtencion y caracterizacion de capas de (Ir-Ti)Ox.

5.2 Obtencion de Capas Finas de (Ir-Ti)O,

Las capas finas de (Ir-Ti)Oy fueron obtenidas por spin coating segun el
método descrito en la seccion 2.1.1 del capitulo 2. En el método, el Ti esta en
forma de isopropoxido y el Ir como cloruro. La Figura 5.2 muestra las capas de
6xido mixto obtenidas. En la imagen puede apreciarse que las capas son
translucidas y de diferentes tonalidades. El color de las capas depende del espesor
y de la cantidad de iridio depositada siendo mas violetas las que poseen mayor
cantidad de iridio y mas verdes las de menos cantidad. Inicialmente se sintetizaron
capas con una relacion molar Ir/Ti de 1:9 en la disolucidn inicial pero como se vera
méas adelante en los resultados de XPS el valor obtenido para el Ti fue
aproximadamente el doble de lo esperado. Por esta razén se sintetizaron capas con
una relacion de 2:9 para obtener una cantidad de Ir mayor en las muestras.
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Figura 5.2 Capas de (Ir-Ti)Oy obtenidas por spin coating (600°C 6 horas) sobre Pt-cuarzo con
diferentes relaciones Ir/Ti y diferentes nimero de capas.

5.3 Analisis Estructural

La Figura 5.3 muestra los difractogramas de rayos X a angulo rasante de
capas de O0xido mixto tratadas a diferentes temperaturas y tiempos. Los patrones de
las capas de (Ir-Ti)O, muestran que estas capas son mas cristalinas que las de TiO,
y IrO, estudiadas en los capitulos anteriores, hecho logico puesto que la
temperatura de tratamiento es superior. La semejanza de las estructuras, rutilo para
el TiO, e IrO, puede hacer prever la existencia de una fase mixta con poco
desplazamiento de los picos principales respecto a los 6xidos simples. Sin
embargo, las pequefias diferencias en la posicion del pico (101) inducen a pensar
en una segregacion de fases notable que se observa con una incidencia de 0.6° en
angulo de difraccién de rayos X rasante. Ademas independientemente de las
condiciones de tratamiento térmico utilizadas pueden distinguirse 3 fases ademas
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del platino metalico del substrato: TiO, en las formas de anatasa y rutilo e IrO,
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Figura 5.3 Difractogramas de Rayos X de angulo rasante de capas de (Ir-Ti)Ox con una
proporcion Ir/Ti de 1:9, tratadas a diferentes temperaturas y tiempos. El &ngulo de incidencia
es de 0.6°

Con el objetivo de saber como estaban organizadas estas fases dentro de la
estructura de las capas se vario el angulo de incidencia consiguiendo un gradiente
en profundidad. En la Figura 5.4 se muestra los difractogramas de una capa de
Oxido mixto tratada a 600°C durante 6 horas variando el angulo de incidencia y se
puede observar que a medida que se disminuye el angulo de incidencia para
analizar la superficie de la capa, los picos correspondientes a las fases anatasa y
rutilo del TiO, se hacen menos intensos, mientras que los picos del IrO, rutilo
cobran importancia. Este hecho indica que el material puede ser un compuesto
estratificado con IrO localizado en mayor proporcion en la superficie.
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Figura 5.4 Difractogramas de Rayos X de angulo rasante de una capa de (Ir-Ti)Ox con una
proporcion Ir/Ti de 1:9, tratada a 600°C durante 6 horas variando el angulo de incidencia desde
0.3° hasta 0.075°

Para analizar en mas profundidad la estructura del material y compararla con
la de los Oxidos de los elementos individuales obtenidas anteriormente se
realizaron medidas de XPS de las muestras. En el espectro XPS de la Figura 5.5 es
posible observar ademaés de los picos de O 1sy C 1s, los correspondientes al Ti 2p
y al Ir 4f.
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Figura 5.5 Espectro XPS general para capas de (Ir-Ti)Ox con una proporcién Ir/Ti de 1:9,

depositadas sobre platino-cuarzo y tratadas a diferentes temperaturas.

Las concentraciones atémicas encontradas en las capas mediante la

cuantificacion de las seflales XPS resultan muy similares (ver Tabla 5.1)

independientemente del tratamiento térmico realizado. Por otro lado la relacion

Ir/Ti de las muestras fue el doble de lo esperado. Esto puede haber sido causado

por una hidrélisis mas rapida del iridio a partir de su cloruro, 0 menos de

isopropdéxido de Ti y de pérdida de iridio en el proceso de filtracion de las

disoluciones en la sintesis. Por eso en algunas capas la proporcion de iridio de la

sintesis fue duplicada con el fin de obtener més cantidad de iridio en el depdsito.
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Tabla 5.1 Valores de concentracion atomica (%) proveniente de la cuantificacién de los
espectros XPS capas de (Ir-Ti)Oy, depositadas sobre platino-cuarzo y tratadas a diferentes
temperaturas con una proporcion inicial Ir/Ti de 1:9. M representa la suma de % del Ti e Ir.

Tratamiento| C1ls O1s Ti2p Ir4f Ir/Ti C/M O/M

600°C/4h | 28.59 4570 18.29 1.01 0.05 2.38 1.47
600°C/6h | 27.05 4851 18.60 1.05 0.06 2.44 1.37
650°C/4h | 30.49 46.14 1741 096 0.06 250 1.67

650°C/6h | 24.24 50.32 19.02 1.06 0.06 2.50 1.20

Es importante remarcar que dichas observaciones corresponden a la
superficie y como se puede observar, la composicion global no es MO,, sino
MO... Es decir que el 6xido compuesto es subestequiométrico en O. Y los valores
de muestras tratadas a mayor temperatura y mas tiempo son los mas bajos.

Ello pareciera implicar la posible existencia de Ir metalico, pero la cantidad
de Ir presente no es suficiente para justificar dicho descenso en el oxigeno de modo
global, ni se observa la sefial de Ir correspondiente al metal en XPS.

La Figura 5.6 muestra la comparacion de las sefiales Ti 2p e Ir 4f en las
capas de los 3 materiales en estudio, el TiO,, el IrO, y el 6xido mixto. Los picos
de Ti de la Figura 5.6A estan en la posicion esperada para el estado de oxidacion
+4 y no existe evidencia de estados de oxidacion mas bajos. La Figura 5.6B
muestra un pico en la posicion del Ir4f que coincide con el iridio oxidado y no con
el Ir metélico que se veria en torno a 60 eV. A pesar de que las posiciones de los
picos de Ir 4f del 6xido mixto (Ir-Ti)O, coinciden con las de el IrO,, los picos son
mas anchos y no estan totalmente resueltos debido a que en esa misma posicion se
encuentra solapado el pico del Ti 3d.
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Figura 5.6 A) Comparacion de detalle del espectro XPS del pico Ti 2p para capas de: TiO,
depositada por spin coating sobre cuarzo (tratada térmicamente a 450°C 2 horas, 1capa) y (Ir-
Ti)Ox depositada por spin coating sobre Pt-cuarzo (proporcion Ir/Ti de 1:9 tratada
térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa). B) Comparacion del detalle del espectro XPS del pico
Ir4f para capas de: IrOy depositada electroguimicamente a potencial dinamico (0.55V, 10mV/s,
50 ciclos) y (Ir-Ti)Oy depositada por spin coating sobre Pt-cuarzo (proporcién Ir/Ti de 1:9
tratada térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa).
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En la Figura 5.7 se presenta la misma comparacion realizada con la sefiales
del Ti 2p y el Ir 4f pero esta vez con de la sefial XPS del O 1s. En esta
comparacion es posible observar que la posicion del oxigeno principal del 6xido
mixto corresponde con la del TiO, asi como el hombro a altas energias que
representa iones OH en la superficie, mientras que el hombro correspondiente al
agua que aparece en el caso de las capas de IrO, depositadas electroquimicamente
no estd presente. La mayor temperatura de tratamiento puede explicar este

fenémeno.
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Figura 5.7 Comparacion del detalle del espectro XPS del pico Ols para capas de: IrOy
depositada electroquimicamente a potencial dindmico (0.55V, 10mV/s, 50 ciclos), TiO;
depositada por spin coating sobre cuarzo (tratada térmicamente a 450°C 2 horas, 1capa )y (Ir-
Ti)Ox depositada por spin coating sobre Pt-cuarzo (proporcion Ir/Ti de 1:9 tratada
térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa).

Si se observa en detalle el pico de C 1s mostrado en la Figura 5.8 para los
tres materiales en estudio, es posible ver que el 6xido mixto también tiene una
contribucion alifatica y de carbonato que provienen de una posible hidrélisis
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incompleta de los precursores y de la sefial de carbono endémica por el contacto de
las muestras con el aire igual que en el caso de capas de TiO, e IrO,.
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Figura 5.8 Comparacién del detalle del espectro XPS del pico Cls para capas de: IrO
depositada electroquimicamente a potencial dindmico (0.55V, 10mV/s, 50 ciclos), TiO;
depositada por spin coating sobre cuarzo (tratada térmicamente a 450°C 2 horas,1capa )y (Ir-

Ti)Ox depositada por spin coating sobre Pt-cuarzo ( proporcién Ir/Ti de 1:9 tratada
térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa).

5.4 Analisis Microestructural

Las imagenes de SEM muestran que las capas obtenidas tienen un grosor de
60 nm en el caso de las monocapas y 170 nm en el caso de las tricapas. Ademas en
la Figura 5.9 es posible diferenciar cada una de las capas depositadas en el caso de
las tricapas. El contraste existente entre puede explicar una distinta conductividad
entre ellas (la primera capa sufre el tratamiento térmico 3 veces) y quizas distinto
contenido de oxigeno.
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Figura 5.9 Imagenes de SEM de capas de (Ir-Ti)Ox depositadas por spin coating sobre Pt-
cuarzo (proporcion Ir/Ti de 1:9 tratadas térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa) A) Monocapas y
B) Tricapas.

En la Figura 5.10 se muestran las imagenes de AFM para capas del o0xido
mixto con diferentes tratamientos térmicos. En ellas se observa que las capas de
6xidos mixtos tienen una microestructura uniforme muy parecida a la de las capas
de TiO,, con tamafios de grano similares entre 10 nm y 20 nm. La rugosidad
aumenta con la temperatura de tratamiento excepto en la muestra tratada a mayor
temperatura por mas tiempo. Esto demuestra que el método sol gel produce capas
bastante homogéneas y con granos de area superficial grande.

Con el objetivo de evaluar la hidrofilicidad de las superficies, se realizaron
medidas de angulo de contacto con agua y con el medio utilizado en el cultivo
celular (Figura 5.11). Independientemente de la cantidad de iridio en el éxido
mixto los valores de angulo de contacto obtenidos fueron menores que en las capas
de los oxidos simples, es decir son mucho maés hidrofilicas en algunos casos.
Ademas puede observarse que cuando las capas se recubren con polilisina el efecto
es opuesto en las muestras calentadas a 600°C y 650°C tanto en agua como en
medio de cultivo celular.
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Figura 5.10 Imagenes de AFM de capas de (Ir-Ti)Ox con una proporcion Ir/Ti de 1:9,
depositadas sobre platino-cuarzo y tratadas a diferentes temperaturas.

Las muestras tienden a ser mas hidrofilicas cuando estan cubiertas con el
polipéptido, salvo en el caso de las de 3 capas calentadas a 600°C. No existe
explicacion plausible para este efecto en este momento.



154 Capas de Mixtas de TiO, e IrOy

96 [ (1r-Ti)ox 600°C/6h (1:9) A 96 [ (1r-Ti)ox 600°C/6h (1:9) B
88l = 88f @ Sin Polilisina
2 sol - — @ 80| O Con Polilisina
a @ Sin POI|I‘|§|r_1a Q r L |
5 72} . O Con Polilisina | o 72f Medio de cultivo
E 64 E 641
§ 561 5 é 56 PY
O 48} Y o 48}
T 40} T 40+
o} o
S 32+f g} 32+¢
:c: 4 o © £ 2f 5

16| Agua 161 ‘-! o

96 [(1r-Ti)Ox 600°C/6h (2:9) c 22 " (Ir-Ti)Ox 600°C/6h (2:9) D
—~ 88} . —~ 881 9 e —
2 sol @ Sin Polilisina D gol : @ Sin Polilisina
a i Q O Con Polilisina Q . O Con Polilisina
Pa © 2wl
c 561 r
8 48| ° 8 48
8 40l ® 3 40| ?
% 32l % 32t ®
D 941 2 24l ®
< ol < Medio de cultivo
< 16} Agua 16l . | edio elcu iv

1 ) 3 1 ,
NUmero ae capas Numero de capas

Figura 5.11 Medidas de angulo de contacto (con agua y medio de cultivo) para capas de (Ir-
Ti)Oy depositadas por spin coating sobre Pt-cuarzo tratadas térmicamente a 600°C 6 horas 1
capa y cubiertas con polilisina A) y B) Relacién Ir 1:9 Ti C) y D) Relacion 1r2:9Ti.

5.5 Propiedades Electroquimicas y Eléctricas

Es de esperar que el oxido mixto tenga propiedades eléctricas intermedias
entre el TiO, y el IrO,, estudiados en los capitulos anteriores. Por tanto se
realizaron voltametrias ciclicas en diferentes medios para evaluar su
comportamiento electroquimico.

En las voltametrias ciclicas de la Figura 5.12 se observa que siempre hay 4
picos en la zona de reduccion, independiente del medio utilizado y su pH.
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Figura 5.12 Voltametrias ciclicas a 2mV/s de capas de (Ir-Ti)Ox depositadas por spin coating
sobre Pt-cuarzo tratadas térmicamente a 600°C 6 horas con diferentes medios electroliticos A)
Relacion 1r1:9Ti 1 capa, B) Relacion 1r1:9Ti 3 capas, C) Relacién 1r2:9Ti 1 capa y C) Relacion
Ir2:9Ti 3 capas.

La Figura 5.13 muestra la voltametria ciclica del substrato de Pt-cuarzo en
tampon fosfato 0.1M pH 7.

Si se comparan las posiciones de los picos de las voltametrias de las capas
del 6xido mixto para un medio en particular como el fosfato, con las voltametrias
del substrato de Pt bajo las mismas condiciones (Tabla 5.2), se puede observar que
los picos localizados en los extremos estan presentes en ambos casos, tanto en las
voltametrias de las capas mixtas como en las del substrato, mientras que sélo los
dos picos centrales son inherentes al material en estudio.
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Figura 5.13 Voltametria ciclica a 2mV/s en tampén fosfato 0.1M pH 7 de un substrato de Pt-

cuarzo.

Tabla 5.2 Posiciones de los picos de la voltametria ciclica (2mV/s en fosfato pH 7) de capas de
(Ir-Ti)Ox obtenidas por spin coating sobre Pt-cuarzo tratadas térmicamente a 600°C/6 horas
con diferente nimero de capas y concentraciones de Ir.

Posicion picos (V)

(1:9)1capa | -0.48  -0.64 -068  -0.83

(1:9) 3capas | -0.46  -0.61  -067  -0.78

(2:9) 1 capa -0.60 -0.66 -0.82
(2:9) 3 capas -0.59 -0.64 -0.76
Pt -0.36 -0.74

Como puede observarse en la Figura 5.14 es importante resaltar que la
definicion de los dos picos ubicados en el medio mejora con el aumento de la
cantidad de iridio en la muestra ya sea por aumento del nimero de capas o por
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aumento en la concentracion en la sintesis. Por esta razon estos dos picos pueden
estar relacionados con la reduccion del iridio o con intercalacion de iones H* como
en el caso de las muestras de 1rO, obtenidas electroquimicamente.

-0.05F Eosfato 0.1M pH 7 B
) = -

0

<

= ——(1:9) 1 capa

— -0.20 ——(1:9) 3 capas

——(2:9) 1 capa

-0.25 |- — (2:9) 3 capas

-069 -066 -063 -0.60 -0.57
E (V) Vs Pt
Figura 5.14 Detalle de la voltametria ciclica en fosfato pH 7 a 2 mV/s de capas de (Ir-Ti)Ox

obtenidas por spin coating tratadas térmicamente a 600°C/6 horas con diferente nimero de
capas y concentraciones de Ir.

Ademas de los diferentes picos de reduccion, la Figura 5.12 muestra que el
6xido mixto de titanio e iridio tiene una ventana electroquimica donde no ocurren
ninguna reaccién del medio a pH biolégico es entre -0.8V y +0.5V.

Siguiendo el mismo razonamiento que con las muestras de IrO, obtenidas
electroquimicamente, el Oxido mixto fue evaluado eléctricamente mediante
medidas de EIS. La Figura 5.15 compara el diagrama de Nyquist del substrato de
platino con el de capas del 6xido mixto tratadas a diferentes temperaturas con una
proporcion de Ir/Ti de 1:9. Como en el caso del IrOy la resistencia del electrolito
decrece cuando el substrato de platino es recubierto con el éxido mixto pero
también se puede observar que si la temperatura y tiempo de tratamiento aumentan
la resistencia del electrolito sufre un incremento.
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Figura 5.15 Diagrama de Nyquist para un substrato de platino sobre cuarzo y capas de (Ir-

Ti)Oyx depositadas por spin coating sobre Pt-cuarzo tratadas a diferentes tiempos vy

temperaturas.

Si se observa el diagrama de Nyquist de las capas con mayor contenido de
iridio presentado en Figura 5.16 es posible ver que la resistencia del electrolito
aumenta substancialmente con lo que la facilidad de movilidad de los iones del
electrolito a traves de la capa esté relacionada con la cantidad de iridio presente.

Si se expande el diagrama de Nyquist (Figura 5.17) de una de las capas
representadas en la Figura 5.16, puede verse que la respuesta eléctrica de las capas
del oxido mixto es diferente que la de las capas de IrO,. Es posible diferenciar
solamente 2 tipos de fendmenos eléctricos, uno a altas frecuencias y otro a bajas
frecuencias.
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Figura 5.16 Diagrama de Nyquist para un substrato de platino sobre cuarzo y capas de (Ir-
Ti)Oy depositadas por spin coating sobre Pt-cuarzo tratada térmicamente a 600°C 6 horas con
diferentes relaciones Ir/Ti y diferente niUmero de capas depositadas.

Si se intenta hacer la misma aproximacion que para las capas de IrOy y
encontrar un circuito equivalente se debe tener en cuenta que la respuesta asignada
a la formacion de una doble capa y la transferencia de carga no esta presente en el
diagrama, lo cual no significa que el fendbmeno no exista, sino que no es lo
suficientemente rapido para ser detectado en el experimento y la polarizacion
inicial y la difusion a través del electrolito son dominantes. Ello implica menor
capacidad, que no ha podido ser cuantificada. EI material tendria menos capacidad
que el IrOy (ver seccion 4.2 del capitulo 4).



160

Capas de Mixtas de TiO, e IrOy

T T W T
4'A 60Hz — u
n
3t " . .
o /W= 593 KHz
L
N 2f f i
1 |
-
1} : '
iﬁKHz

_Z" (ﬂ}
o

Respuesta capacitva =

w
B

Difusidn

Rs

Z' (Q)

‘\Jg

Figura 5.17 Diagrama de Nyquist de una capa de de (Ir-Ti)Ox depositadas por spin coating

sobre Pt-cuarzo proporcion Ir/Ti de 1:9 tratada térmicamente a 600°C 6 horas 1 capas).
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5.6 Cultivos Neuronales

Al igual que con las capas de TiO, e IrO4 las capas del 6xido mixto fueron
evaluadas en términos de la respuesta que las células tienen en su presencia
mediante medidas de supervivencia celular en cultivos de alta densidad (25000
cel/cm?) de neuronas corticales E18.

En todos los casos las neuronas sembradas poseen buen aspecto y buena
adhesion celular al substrato (Figura 5.18).

Sin embargo si se analiza el histograma de la supervivencia neuronal en
cultivos de alta densidad para capas del 0xido mixto con diferentes tratamientos
térmicos (Figura 5.19A), es evidente que los datos de supervivencia cambian con
las condiciones de tratamiento. La temperatura de tratamiento no parece influenciar
el nimero de neuronas que sobreviven sobre el material pero el tiempo de
tratamiento si lo hace. A mayor tiempo de tratamiento mas supervivencia, lo cual
puede estar relacionado con la cristalizacion de la estructura o la eliminacion de
residuos volatiles que no se detecta en los espectros de XPS. Si ademas de estudiar
la supervivencia celular con respecto al tiempo o temperatura de tratamiento, se
evalian en funcion del contenido de iridio también se observan diferencias
relevantes.
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Figura 5.18 Imagenes de microscopia de fluorescencia de neuronas del cortex cerebral de rata
sembradas a 25.000 cel/cm? y cultivadas 4 dias en capas de (Ir-Ti)Oy depositadas por spin
coating sobre Pt-cuarzo tratadas térmicamente a 600°C 6 horas en 1 y 3 capas y diferentes

proporciones Ir/Ti.
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Figura 5.19 Supervivencia neuronal en cultivos de alta densidad (25000 cel/cm?) después de 4
dias in vitro (DIV) en capas de (Ir-Ti)Ox depositadas por spin coating sobre Pt-cuarzo
A)Proporcion Ir/Ti de 1:9 1 capa, tratadas térmicamente a diferentes temperaturas y tiempos de
tratamiento y B) Tratadas térmicamente a 600°C 6 horas con diferente proporcion Ir/Ti y
diferente nimero de capas.

La Figura 5.19B muestra los datos estadisticos de supervivencia en capas del
6xido mixto con diferentes cantidades de iridio. Es evidente que la supervivencia
celular mejora incrementando la cantidad de iridio ya sea aumentando el nimero
de capas depositadas o la proporcion Ir/Ti en la sintesis.

Por otro lado no fue posible realizar cultivos de baja densidad con las capas
del 6xido mixto. Esto impide evaluar diferencias en cuanto al crecimiento celular
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con las capas de los 6xidos estudiados en los capitulos 3 y 4. Las razones para que
la supervivencia en los cultivos de baja densidad sea nula para estas capas estan
siendo objeto de estudio.

5.7 Comparacion de Materiales

Si se evallan los tres materiales, el TiO,, el IrO, y el (Ir-Ti)Oy en términos
de supervivencia podemos afirmar que el iridio tiene un papel determinante en la
aplicacion de dichos materiales como posibles substratos para crecimiento celular
y electroestimulacion.

42000 |
36000 |
30000 |
24000 |
18000 |
12000 |
6000 |

|

Neuronas/cm?2

TiO, IrOx (Ir-Ti)Ox  Control

‘£

Material

Figura 5.20 Supervivencia neuronal en cultivos de alta densidad (25000 cel/cm?) después de 4
dias in Vitro (DIV) en capas de: TiO, depositada por spin coating sobre ITO (tratada
térmicamente a 350°C 2 horas, 1 capa), IrOy depositada electroquimicamente sobre Pt- soda
lime (0.55V, 10mV/s, 50 ciclos), y (Ir-Ti)Ox depositada por spin coating sobre Pt-cuarzo
(proporcion Ir/Ti de 2:9 tratada térmicamente a 600°C 6 horas 3 capas).

La Figura 5.20 muestra los datos estadisticos de supervivencia sobre capas
de los tres materiales estudiados en este trabajo. En los tres casos, las capas de
IrO, presentan los mejores resultados en términos de adhesion, caracteristicas
estructurales o comportamiento eléctrico. Las capas de IrO, se muestran como la
mejor opcion para ser utilizadas como soporte neuronal.
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Los cultivos de baja densidad (500 cel/cm?) realizados sobre las capas del
6xido mixto no presentaron supervivencia celular, posiblemente porque el material
no promueve el crecimiento celular de neuronas aisladas. Por esta razon no fue
posible realizar un estudio del crecimiento de las dendritas y axones y no se puede
establecer una comparacion con el TiO, o el IrOy en este sentido.

Ademés de las propiedades fisicoquimicas de las capas, la supervivencia
celular puede estar relacionada con la interaccion entre el material y el polipéptido
utilizado en los cultivos celulares. Algunas de las técnicas de caracterizacion han
demostrado la adhesion de la polilisina a la superficie de las capas, como en el caso
de las medidas de angulo de contacto en donde se observa que la polilisina
neutraliza la superficie haciéndola mas hidrofilica. Las medidas de XPS de las
capas de los tres materiales en estudio, recubiertas de polilisina mostradas en la
Figura 5.21, comprueban la adhesion de la polilisina con el aumento en las
proporciones de carbono y oxigeno ademas de la aparicion del pico de N1s,
elemento que estd presente en la estructura de la polilisina de formula
(CeH12NL0),..

Ti 2p

{Ir-Tiy0 BOOC/Bh 1 capa Pt - cfiarze

IrQx 50 ciclos Pl - soda lime

Intensidad XPS (counts)

(ST (N U —

L

800 700 600 500 400 300 200 100 O
Energia (eV)

§ I ——

Figura 5.21 Espectros XPS para capas de: IrO, depositada electroquimicamente (0.55V,
10mV/s, 50 ciclos), TiO, depositada por spin coating sobre cuarzo (tratada térmicamente a
450°C 2 horas, 1 capa )y (Ir-Ti)Oy depositada por spin coating sobre Pt-cuarzo ( proporcion
Ir/Ti de 1:9 tratada térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa) cubiertas con polilisina.
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Los datos de la cuantificacion de los picos de los espectros XPS mostrados
en la Figura 5.21 estan resumidos en la Tabla 5.3. Es importante resaltar que estos
datos representan la respuesta mas exterior de la superficie y los valores no se
relacionan con los presentados en las Tablas 3.2 y 4.2 de capitulos anteriores. Los
valores de la relacion N/M de la Tabla 5.3 son diferentes en cada muestra lo cual
significa que la polilisina no se deposita de igual manera en todos los materiales.
Las capas de TiO, parecen tener mas cantidad de polilisina adherida que las de
IrO, 0 el oxido mixto. El efecto de la cantidad de polilisina que se adhiere al
material durante el cultivo celular o el tipo de adhesion dependiendo de las
caracteristicas de la superficie requiere de un estudio mas profundo que no sera
considerado en este trabajo.

Tabla 5.3 Valores de porcentaje de concentracion atomica proveniente de la cuantificacion de
los espectros XPS capas de: IrO4 depositada electroquimicamente (0.55V, 10mV/s, 50 ciclos),
TiO, depositada por spin coating sobre cuarzo (tratada térmicamente a 350°C 2 horas, 1 capa )
y (Ir-Ti)Oy depositada por spin coating sobre P-cuarzo (proporcion Ir/Ti de 1:9 tratada
térmicamente a 600°C 6 horas 1 capa) cubiertas con polilisna.

Muestra Cls Ols Ti2p Irdf Nis S2p C/M O/M N/M
IrO« (0.55V, 10MVIS, 1 5581 3110 - 1028 498 -— 494 303 21
50ciclos, Pt)
H (0]
T'OZ(35OI$g)hX10apa' 5030 3350 7.07 -~ 497 047 7.1 474 14

(Ir-Ti)Ox (600°C/6h 1:9

4532 37.22 1091 083 370 -- 386 317 32
x 1c, Pt-cuarzo)

5.8 Conclusiones

= Las capas de oxido mixto obtenidas tienen una estructura compuesta por tres
fases, TiO, anatasa y rutilo e IrO, rutilo. Los analisis estructurales muestran
que estas fases parecen estar organizadas de tal manera que el 6xido mixto esta
estratificado con IrO, localizado en mayor proporcion en la superficie.

= Ademas de Ti, Ir y O las capas presentan contienen C proveniente de la
contribucion alifatica y de carbonato de una posible hidrélisis incompleta de los
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precursores y de la sefial de carbono endémica por el contacto de las muestras
con el aire.

= Las capas de 6xidos mixtos obtenidas tienen una microestructura uniforme muy
parecida a la de las capas de TiO,, con tamarios de grano similares entre 10 nm
y 20 nm aungue son mas hidrofilicas. La rugosidad aumenta con la temperatura
de tratamiento excepto en la muestra tratada a mayor temperatura por mas
tiempo. Esto demuestra que el método sol gel produce capas bastante
homogéneas y con granos de area superficial grande.

= La caracterizacion electroquimica revela que el material tiene 2 picos en la zona
de reduccion que pueden estar relacionados con la reduccién del iridio o con
intercalacion de iones H" como en el caso de las muestras de IrO, obtenidas
electroquimicamente. Ademéas de los diferentes picos de reduccion el éxido
mixto de titanio e iridio tiene una ventana electroquimica donde no ocurren
ninguna reaccion del medio a pH biolégico entre -0.8V y +0.5V vs. Pt.

= Los cultivos celulares muestran que las neuronas sembradas sobre el Oxido
mixto como substrato poseen buen aspecto y buena adhesion celular al material.
La temperatura de tratamiento no parece influenciar el nimero de neuronas que
sobreviven sobre el material pero el tiempo de tratamiento si lo hace. A mayor
tiempo de tratamiento mas supervivencia, lo cual puede estar relacionado con la
cristalizacion de la estructura o la eliminacion de residuos volatiles que no se
detecta con las técnicas de caracterizacion estructural utilizadas.

» Ademés de la influencia de las condiciones de tratamiento sobre la
supervivencia de las células parece que existe una relacion con la cantidad de
iridio presente en el material. A mayor cantidad de iridio mejores valores de
supervivencia.

= Si se evallan los tres materiales, el TiO,, el IrO, y el (Ir-Ti)O, en términos de
supervivencia las capas de IrO, se muestran como la mejor opcion para ser
utilizadas como soporte neuronal.
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= Ademas de las propiedades fisicoquimicas de las capas de los tres materiales en
estudio, la supervivencia celular puede estar relacionada con la interaccion
entre el material y el polipéptido utilizado en los cultivos celulares ya que
algunas técnicas de caracterizacion como XPS o angulo de contacto muestran
que la polilisina utilizada en los cultivos celulares como interfase
material/célula no se deposita de igual manera en todos los materiales.
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Considerando los resultados obtenidos en este trabajo y el analisis de los

mismos, pueden formularse algunas conclusiones enunciadas a continuacion:

Con respecto a los materiales:

1.

TiO,

Las capas finas de TiO, se preparan para una serie de aplicaciones, como por
ejemplo, celdas fotovoltaicas sobre substratos transparentes de vidrio [54]. Este
estudio muestra que lo que se ha considerado clasicamente como un 0xido puro
de TiO, contiene cantidades pequefias, pero significativas en la superficie, de
Na" proveniente del vidrio en forma de una fase no identificada y que puede
afectar algunas aplicaciones. En el caso de este trabajo, la diferencia
significativa entre las muestras tratadas a 350°C de 3 capas (sin Na" y sin
precursores en la superficie) y el resto de muestras evidencia que el Na* puede
estar afectando en la utilizacion posterior. Esto indica a su vez que de usar un
material de soporte como el vidrio, la temperatura de tratamiento para un
dispositivo aplicado al sistema nervioso deberia ser baja.

El TiO, en su forma anatasa derivado del proceso sol-gel y nanoestructurado es
homogéneo, aislante y no pasiva en estas dimensiones el paso de corriente de
un substrato conductor. Su ventana de accion electroquimica es de -0.7 V a 0.5
V vs. Pt.

. IrOx

Las capas de IrOx optimas (mejor adherencia y afinidad celular) fueron las
obtenidas a potencial dindmico a 10 mV/s con 50 ciclos, alcanzando valores de
40 puClem?,

El material obtenido por electrodeposicion debe ser formulado idoneamente
como un oxo-hidroxido hidratado, conductor protonico y eléctrico y
ligeramente basico, amorfo o cuasi-amorfo con una estructura local tipo rutilo
que permite la insercion de H" o K* y con grados de homogeneidad variable.
Seria posible definirlo como una “esponja” de agua/H'/K*. Sus propiedades
eléctricas y electroquimicas muestran un conductor electro-iénico (mixto) con
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capacidad de sufrir cambios en el estado de oxidacion del Ir, e intercalacion
simultanea.

= El método de sintesis utilizado parece potenciar la retencion de oxalato y/o
carbonato en la estructura final del Oxido obtenido. La caracterizacion

estructural evidencia una valencia mixta alrededor de Ir*>*

en las capas de IrOx.
La estructura local puede ser descrita como una estructura desordenada tipo
rutilo, donde los octaedros IrOg son similares a los encontrados en la estructura
cristalina, sin embargo las capas no poseen un orden tridimensional de largo
alcance. EIl desorden, y la facilidad de absorcion/intercalacion, asi como la
presencia de K y C, evidencian una estructura abierta formada por un

“template”.

= La ventana de potencial donde no ocurre ninguna reaccion del H,O o del
electrolito y que permitiria la utilizacion segura del IrO, sintetizado seria de -1
V a 0.7V vs Pt en varios medios utilizados. En el medio de cultivo dicha
ventana se estrecha al rango de -0.8V a 0.6 V vs Pt.

= El proceso de su formacion electroquimica consume 4.2 e/lr y por tanto
involucra un proceso adicional a la oxidacién del Ir""” precursor. Una
posibilidad es la oxidacion del propio oxalato quelante del metal que liberaria el
metal cerca del electrodo. La formacion de un 6xido en el catodo podria ser
debida a la formacion local de OH como resultado de la reduccién del H,O a
H,.

3. (Ir-Ti)Ox

= Las capas de 6xido mixto obtenidas tienen una estructura compuesta por tres
fases, TiO, anatasa y rutilo e IrOx rutilo. Los anélisis estructurales muestran
que estas fases parecen estar organizadas de tal manera que el 6xido mixto esta
estratificado con IrO, localizado en mayor proporcion en la superficie.

= Ademas de Ti, Ir y O el C también esta presenten las capas, proveniente de la
contribucion alifatica y de carbonato de una posible hidrélisis incompleta de los
precursores y de la sefial de carbono endémica por el contacto de las muestras
con el aire.
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Las capas de 0xidos mixtos obtenidas tienen una microestructura uniforme muy
parecida a la de las capas de TiO,, aunque son mas hidrofilicas. La rugosidad
aumenta con la temperatura de tratamiento excepto en la muestra tratada a
mayor temperatura por mas tiempo. Esto demuestra que el método sol gel
produce capas bastante homogéneas y con granos de area superficial grande.

La caracterizacion electroguimica revela que el material tiene 2 picos en la zona
de reduccion que pueden estar relacionados con la reduccion del iridio o con
intercalacion de iones H* como en el caso de las muestras de IrOx obtenidas
electroquimicamente. Ademas de los diferentes picos de reduccion, el oxido
mixto de titanio e iridio tiene una ventana electroquimica donde no ocurre
ninguna reaccién del medio a pH biolégico entre -0.8V y +0.5V vs. Pt.

Con respecto al desarrollo celular sobre substratos 6xidos:

1.

TiO,

Sobre el TiO; el crecimiento neuronal existe, con valores ligeramente diferentes
a la referencia usual, borosilicato hidrofilico, lo que implica que su uso como
recubrimiento en un electrodo protesis para el sistema nervioso podria ser
adecuado y 6ptimo. El recubrimiento éptimo es el de 350°C 3 capas y 90 nm de
espesor, con una fase previa a la cristalizacion en la estructura anatasa.

La inhibicién del desarrollo de dendritas parece estar motivado por la quimica
del material mas que por su microestructura ya que se observa también para el
TiO, de estructura rutilo con tamafio de particula superior.

IrOx

Los cultivos celulares sobre IrOx lo muestran como el mejor substrato probado
con diferencias significativas con respecto al TiO,. El crecimiento de dendritas
no esta inhibido y la supervivencia neural es muy alta.

A pesar de que la supervivencia celular en las capas de IrOx es cercana a la
observada en los controles las neuronas parecen desarrollarse mejor sobre el
material en estudio en un primer estadio, a diferencia de las capas de TiO, en
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donde el desarrollo de las dendritas y la maduracion del axon parecian estar
inhibidos. Sin embargo, hacia el final del periodo se inhibe el desarrollo.

3. (Ir-Ti)Ox

= Los cultivos celulares muestran que las neuronas sembradas sobre el Oxido
mixto como substrato poseen buen aspecto y buena adhesion celular al material.
La temperatura de tratamiento no parece influenciar el niUmero de neuronas que
sobreviven sobre el material pero el tiempo de tratamiento si lo hace. A mayor
tiempo de tratamiento mas supervivencia, lo cual puede estar relacionado con la
cristalizacion de la estructura o la eliminacion de residuos volatiles que no se
detecta con las técnicas de caracterizacion estructural utilizadas.

= Ademas de la influencia de las condiciones de tratamiento sobre la
supervivencia de las células parece que existe una relacion con la cantidad de
iridio presente en el material. A mayor cantidad de iridio mejores valores de
supervivencia.

4. Comparacion entre materiales

= Si se evallan los tres materiales, el TiO,, el IrOx y el (Ir-Ti)Ox en términos de
supervivencia las capas de IrOx se muestran como la mejor opcién para ser
utilizadas como soporte neuronal.

= Ademas de las propiedades fisicoquimicas de las capas de los tres materiales en
estudio, la supervivencia celular puede estar relacionada con la interaccion entre
el material y el polipéptido utilizado en los cultivos celulares ya que algunas
técnicas de caracterizacion como XPS o angulo de contacto muestran que la
polilisina utilizada en los cultivos celulares como interfase material/célula no se
deposita de igual manera en todos los materiales.
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A.3 Actividad Actual y Perspectivas

La tesis aqui presentada fue planteada originalmente en paralelo con otra que
comenzo poco después, en la que con los mismos objetivos propuestos en este
trabajo, el estudio se realizaba sobre materiales poliméricos conductores (polipirrol
y PEDOT con diversos contraiones), asi como posibles hibridos de estos con
6xidos. En este momento, los estudios realizados muestran una gran afinidad del
medio celular por los oxidos, asi como un mejor desarrollo neuronal sobre los
dxidos descritos en este trabajo.

Ambos trabajos son complementarios y se espera que den lugar a un trabajo
compartido en un futuro proximo.

Aungue aqui se han dado los primeros pasos de la aplicacion de campos
eléctricos en cultivos celulares, se ha podido observar las muchas variables que
necesitan controlarse, tanto si el material esta presente en la disolucion como si
actua de soporte celular y electrodo simultaneamente.

Dicho trabajo, de por si puede dar lugar a otro trabajo de tesis completo que
incluiria ademéas el estudio mas avanzado de la adhesion de proteinas o
polipéptidos a los materiales descritos.

Por dltimo, en los materiales oOptimos, el desarrollo de “andamios” (o
(“scaffolds™) porosos que sirvan de soporte en la regeneracion macroscépica
celular y de tejido nervioso, es una etapa esencial que se esta probando en este tipo
de materiales.

Por todo ello puede considerarse que esta tesis abre una puerta significativa,
con una elucidacion basica de la aplicacién de este tipo de materiales al sistema
nervioso central, en varios campos simultdneos, ademas de en el ya probado de
electroestimulacion.





