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Xii

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la deposicién de hidroxiapatita, HAp,
sobre sustratos metalicos para aplicaciones biomédicas en presencia de campos
magnéticos y por métodos electroquimicos. Para esto, se realizo la caracterizacion
estructural y superficial de los sustratos Titanio (Ti) y acero inoxidable (SS316LVM),
Titanio, Acero 316LVM con recubrimiento de Tantalo (Ta/Ti, Ta/SS316LVM) vy,
Titanio y Acero inoxidable 316LVM con recubrimiento de Tantalo/Nitruro de Tantalo
(Ta/TaN/Ti, Ta/TaN/SS316LVM), por medio de Microscopia Electrénica de Barrido,
Difraccion de rayos X, Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier y
Pruebas de hidrofilicidad. Para el método biomimético en presencia de campos
magnéticos se preparo un fluido corporal simulado, en el cual los sustratos fueron
inmersos por 7, 10 y 14 dias, con una exposicion de campos magnéticos de 0,15y
0,22 T. Para el método electroquimico se utilizé una celda de tres electrodos, en la
cual se colocaron los sustratos metalicos, como electrodos de trabajo y el fluido
corporal simulado como electrolito. La caracterizacion electroquimica de los
sustratos, por medio de espectroscopia de impedancia, permiti6 conocer el
comportamiento capacitivo y resistivo de los sustratos. La deposicion
electroquimica se realizd en cada sustrato a diferentes potenciales, los cuales
fueron determinados con la técnica de voltametria ciclica, a tiempos de 3 000 y
6 000 s. Se determind que la presencia del campo magnético, en el método
biomimético, acelerd la deposicion de hidroxiapatita, con un incremento de masa
de HAp formada superior al 120 %, en 14 dias y a 0,22 T. Por otro lado, las mejores
condiciones de formacién de hidroxiapatita bajo el método electroquimico fueron
para Ti, SS316LVM, Ta/TaN/Ti, Ta/TaN/SS316LVM a-16 V,-14V,-15V,-1,7V,
respectivamente, a 6 000 s. Todas las peliculas de HAp formadas por ambos
métodos presentaron relaciones de Ca/P mayores a 1, lo que sugiere que dichas
peliculas puedan ser usadas como biomateriales. El sustrato de Ta/Ti fue el que
presentd la mejor formacién de hidroxiapatita por ambos métodos, con una masa
de HAp formada por area de 0,22 mg/mm? con el método biomimético, en presencia
de campos magnéticos y 0,47 mg/mm? con el método electroquimico. En ambos
casos, las relaciones de Ca/P fueron cercanas a 1,67, relacion ideal de la

hidroxiapatita, Ca10(POa4)s(OH)2, presente en los huesos.



Xiii

INTRODUCCION

Cada afio mas de 2,2 millones de personas en todo el mundo requieren algun tipo
de protesis o injerto 6seo debido a accidentes, traumatismos o enfermedades
degenerativas (Javaid y Kaartinen, 2013, p. 24), lo que genera cada dia la demanda
de nuevas tecnologias para la fabricacién de estos implantes. En la actualidad los
implantes ortopédicos son fabricados principalmente de acero inoxidable (SS),
titanio (Ti) y aleaciones de magnesio, debido a su resistencia mecanica y caracter
inerte. No obstante la falta de interaccion de éstos con el tejido éseo evita que el
implante se integre con el tejido duro circundante, y que con el pasar del tiempo se
presenten anomalias de reaccion a cuerpos extrafios y de corrosién (Baker et al.,
2006, p. 1351).

Una de las formas de proteccion de implantes mas usadas en el presente es la
deposicion de hidroxiapatita (HAp) sobre diferentes sustratos, la cual es utilizada
en distintas aplicaciones como los implantes 6seos y dentales, debido a sus
excelentes propiedades de biocompatibilidad y de inhibicion de los iones del metal
sobre el medio biolégico (Thirugnanam, Sampath y Chakkingal, 2009, p. 76). Entre
los principales métodos para formar hidroxiapatita sobre los sustratos, el método
biomimético es el mas utilizado, éste fue desarrollado por Kokubo y Takadama
(2006), y consiste en la inmersion de las muestras en fluido corporal simulado (SBF)
que asemeja las caracteristicas inorganicas del plasma sanguineo e imita las
condiciones fisioléogicas del cuerpo humano, durante el proceso de
biomineralizacion, encontrandose como limitante que ésta deposicidon puede tardar
varias semanas (pp. 2907-2908). Para disminuir los tiempos de formacién de estas
peliculas, Pecheva, Pramatarova, Maitz y Pham (2003) utilizaron soluciones con
mayor concentracion de iones calcio y foésforo (p. 775). Thirugnanam, Sampath y
Chakkingal (2009) realizaron pretratamientos de superficie a los sustratos metalicos
para obtener un mayor anclaje de la HAp, con tratamientos quimicos, de oxidacién

y pre-calcinacion, entre otros (pp. 82-89).

Por otro lado, otros investigadores proponen el uso de otros métodos de obtencion

de hidroxiapatita distintos al biomimético. Zhang, Tao, Pang, Wang, W y Wang, T
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(2006) proponen el uso de la deposicidon electroquimica de HAp en titanio, con
soluciones de calcio y fosforo a un pH acido durante 2 h, que ayudé a la activacion
de los procesos de nucleacion y crecimiento de cristales de HAp en cortos periodos
de tiempo (p. 634). Asimismo, Isa, Mohd y Yury (2012) utilizaron la deposicion
electroquimica de HAp en titanio, con una solucién de calcio y fésforo a 80 °C por
30 min, tiempo durante el cual observaron la formacion inicial de cristales de

hidroxiapatita (p. 47).

En el presente trabajo se plantea evaluar el uso de métodos electroquimicos en la
formacion de hidroxiapatita y el efecto de la aplicacion de campos magnéticos para
mejorar la deposicion de HAp, sobre sustratos de acero inoxidable tipo bioline
SS316LVM vy titanio, con y sin recubrimientos de peliculas delgadas de Ta y
TaN/Ta, sustratos que tienen un alto potencial de aplicaciones biomédicas, debido
a la alta biocompatibilidad de estos recubrimientos. En ambos casos, se pretende
simular la formacion de hidroxiapatita en el cuerpo humano, mediante el uso de

fluido corporal simulado (SBF).



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. BIOMATERIALES PARA IMPLANTES OSEOS: DEFINICION,
CLASIFICACION, PROPIEDADES Y APLICACIONES

Los biomateriales segun la American National Institute of Health son “Cualquier
sustancia o combinacién de sustancias, distintas de las drogas, de origen sintético
0 natural, que pueden utilizarse durante cualquier periodo de tiempo, lo que
aumenta o sustituye parcial o totalmente cualquier tejido, 6rgano o funcién del
cuerpo, con el fin de mantener o mejorar la calidad de vida del individuo” (Bergmann
y Stumpf, 2013, p. 9). En si, los biomateriales son materiales de cualquier tipo, ya
sean metales, ceramicos, polimeros, etc., que pueden ser utilizados como
reemplazo de un tejido u érgano del cuerpo y que interactuan con los sistemas

biologicos.

Desde hace mas de 2 600 afios A.C el uso de biomateriales se dio a conocer
gracias a las culturas egipcia, griega y romana, donde se han encontrado
osamentas con reemplazos metalicos en sus cuerpos. En el siglo XVI, el oro y la
plata fueron muy utilizados en reparacion dental, y el hierro para inmovilizacién de
fracturas, asi como, materiales no metalicos en suturas de heridas. Ya para los
anos 60, metales como el acero inoxidable, titanio, niobio y tantalo se consolidaron
como materiales por excelencia para implantes, de igual forma polimeros, poli
metacrilato de metilo (PMMA), polietileno de peso molecular ultra alto (UHMWPE)

y siliconas, bioceramicas, ortofosfatos de calcio, zirconia entre otros (Nufiez, 2001).

Los biomateriales para implantes, en la actualidad se definen como sustitutos éseos
artificiales con adecuadas propiedades mecanicas y de resistencia al desgaste y
con una respuesta tisular 6ptima, que permiten aumentar la esperanza de vida de
pacientes con problemas en el sistema Oseo (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y
Gonzalez, 2016, pp. 1-2). El desarrollo de este tipo de protesis sigue avanzando y
su fabricacién requiere de expertos en diversos campos, que tienen como obijetivo

aumentar la funcionalidad y la biocompatibilidad de los implantes en el cuerpo.



1.1.1.

CLASIFICACION

Los biomateriales para implantes 6seos han sido ampliamente desarrollados en el

campo de la medicina e ingenieria, por lo que existen varias clasificaciones de

éstos, de acuerdo a su interaccion con los tejidos y la naturaleza de los
biomateriales (Abdullaeva, 2017, p. 192).

1.1.1.1. Segun la interaccion con los tejidos

Los biomateriales segun su interaccion con los tejidos se clasifican en:

Biotolerables, materiales soportados por el cuerpo, los cuales se separan del
mismo por un tejido fibroso, producido por la liberacion de compuestos
quimicos, iones y otros elementos resultantes del material implantado (Dos
Santos, Savaris y Brandalise, 2017, pp. 6-7). Entre estos materiales se

destacan los poliméricos sintéticos y la mayoria de los metales.

Bioinertes, materiales que una vez colocado en el cuerpo humano tienen una
interaccion minima con su tejido circundante. Algunos ejemplos de este tipo
de material son el acero inoxidable, titanio, alimina, zirconia y polietileno de

peso molecular ultra alto (The University of Rhode Island, 2015).

Bioactivos, materiales que forman enlaces quimicos con el tejido 6seo,
proceso conocido como osteointegracion. Los mas empleados en la
actualidad son el fosfato de calcio, la hidroxiapatita y vitroceramicas (Heness
y Ben-Nissan, 2004).

Biodegradables, materiales que estan en contacto con el cuerpo durante un
cierto periodo de tiempo y son reasorbidos o disueltos. Su aplicacion es de
gran interés; ya que no hay necesidad de una nueva cirugia para la
sustitucién del implante (Dos Santos, Savaris y Brandalise, 2017, p. 7). En

este grupo se encuentran el fosfato tricalsico y copolimeros (Heness y Ben-



Nissan, 2004).

La repuesta de un tejido a un biomaterial es un tema de interés, ya que muchos de

los desafios en la produccién de nuevos dispositivos médicos y materiales

biocompatibles se centran en la mitigacién de la respuesta del organismo a un

cuerpo extraiio que compromete la funcionalidad in vivo y la durabilidad de

cualquier dispositivo implantado (Ferraro, 2016, p. 3; Morais, Papadimitrakopoulos
y Burgess, 2010, p. 190).

1.1.1.2. Segun la naturaleza del material

Los biomateriales segun la naturaleza del material se clasifican en:

Metalicos, son los materiales mas utilizados en implantes 6seos debido a
sus propiedades de resistencia, ductilidad, maleabilidad, dureza y su
caracter inerte, que proporciona gran compatibilidad con el cuerpo (Basu,
2016, pp. 5-6; Patel y Gohil, 2012, p. 94; Yorug y Cem Sener, 2012, pp. 72-
73). La biocompatibilidad del implante metalico es de gran preocupacion por
la corrosion al encontrarse en un medio vivo, el metal puede sufrir un proceso
de desintegracion, que provoca dafios en los tejidos circundantes y los
organos (Parida, Behera y Chandra, 2017, p. 33). Entre los mas utilizados
se destacan el acero inoxidable, titanio, aleaciones de cromo-magnesio y

tantalo.

El acero inoxidable es una aleacion metalica usada para implantes de fijacion
temporal como tornillos, placas, clavos intramedulares para huesos. Los
aceros inoxidables AISI 316 y AISI 316 LVM son los mas adecuados para
uso ortopédico debido a su biocompatibilidad y bajo costo (Navarrete, 2008,
p.1). El acero AlISI 316 LVM se fabrica a alto vacio para alcanzar niveles de
pureza y limpieza, ya que este es utilizado en procesos quirurgicos. Tiene
excelente resistencia en entornos fisioldgicos y a la corrosién general (Alloy
Wire International, 2014).



El titanio comercialmente puro y la aleacion Ti-6Al-4V son los metales para
implantes mas usados, debido a que no producen reacciones alérgicas y en
los tejidos vivos representan superficies sobre las que el hueso crece y se
adhiere. El titanio es un material ligero, con alta resistencia a la corrosion,
bajo mddulo de elasticidad y baja expansidn térmica, estas propiedades mas
la biocompatibilidad favorecen su uso como biomaterial (Navarrete, 2008,
pp. 4-5). Por otro lado, el titanio presenta una formacion espontanea de una
capa de 6xido en la superficie (TiO2), que evita la difusion del oxigeno del
medio ambiente que proporciona resistencia a la corrosién (Oldani vy

Dominguez, 2012).

El tantalo (Ta) y el nitruro de tantalo (TaN), hoy en dia se utilizan como
recubrimientos por sus propiedades tribioldgicas y su resistencia a la
corrosion. El tantalo tiene una excelente propiedad anticorrosiva gracias a la
formacion natural de una pelicula Ta2Os en su superficie, aunque su
produccion a granel se dificulta por las altas temperaturas de fundicion
(<3 000°) (Cristea y Munteanu, 2015, p. 153). El TaN es muy conocido por
su alta resistencia al desgaste y corrosion, posee excelentes propiedades
mecanicas y biomeédicas, ha sido usado para valvulas de corazon artificiales,
mucho mas compatible que el TiN o Ta (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y
Gonzalez, 2016, p. 2).

Polimeros, son materiales organicos formados por grandes cadenas de
mondémeros, éstos tienen varias aplicaciones en biomateriales, a pesar que
no son tan biocompatibles como los metales. Las ventajas principales de los
biomateriales poliméricos son: facilidad de fabricacion para producir diversas
formas (latex, pelicula, lamina, fibras, etc.), facilidad de procesamiento
secundario, costo y disponibilidad. Entre los mas usados estan: Poli
metacrilato de metilo y Polietileno de peso molecular ultra alto y siliconas
(Parida, Behera y Chandra, 2017, p. 33).

Ceramicos, son materiales quimicamente inertes que tienen alto médulo de

elasticidad, por lo que las fallas en la ceramica se producen con poca o



ninguna deformacion plastica. Otras propiedades importantes son su alta
dureza, resistencia a altas temperaturas como al desgaste (Basu, 2016, p.
9) . Ademas estos biomateriales presentan alta porosidad, que ayuda a que
el hueso se implante dentro de la estructura porosa que fortalece la union
con integridad estructural. Todas estas propiedades juntas las hacen ideales
para aplicaciones biomédicas En la actualidad los mas usados son: los

ortofosfatos de calcio, zirconia y alimina (Navarrete, 2008, p. 5).

Ortofosfatos de calcio son un conjunto de compuestos formados de calcio y
diversos fosfatos, donde algunos son bioactivos y son usados como
implantes 6seos por su similaridad quimica en el componente mineral de los
huesos de los mamiferos. En la Tabla 1.1 se muestra la clasificacién de los
diferentes ortofosfatos de calcio segun su relacion de calcio y fosforo (Ca/P).
Los compuestos mas utilizados para biomateriales son aquellos que tiene
una relacion de Ca/P mayor a 1, ya que los que tienen una relacién menor a
1, no tienen buena compatibilidad con el cuerpo debido a su solubilidad y
acidez (Dorozhkin, 2010, pp. 1467-1468).

Tabla 1.1. Tipos de ortofosfatos de calcio segun la relacion Ca/P

Ca/P relacion C ¢ Fé ! Solubilidad
molar ompuesto ormula a 25 °C
Fosfato anhidro
0.5 monocalcico (MCPA) Ca(HPOs) 114
Fosfato anhidro de
1,0 dicalcio (DCPD), CaHPO4 6,9
mineral monetita
Fosfato octacalci
1,33 osta ‘(’gé;)ca A€o | Cag(HPO4)2(PO4)s.5H:0 96,6
1,5 B- Fosfato tricalcico B-Ca3(POs). 28,9
1299 Fosfato de calcio CaxHy(PO4),.nH;0, No
- amorfo (ACP) n=3-4.5; 15-20% H,O | determinado
Hidroxiapatita
1,5- 1,67 deficiente de calcio Calo'x(%i?(i)i()f)o“)“ ~85,1
(CDHA)
1,67 Hidroxiapatita (HAp) Cajo(POs4)s(OH) 116,8
(Dorozhkin, 2010, p. 1468)




1.1.2. PROPIEDADES

Todos los biomateriales que estén en contacto directo con el organismo deben
tener caracteristicas especiales para evitar algun tipo de alergia o proceso
inflamatorio en el cuerpo. Entre las propiedades mas importantes se encuentran la
biocompatibilidad, biofuncionalidad, y establilidad tanto quimica como mecanica, al
mismo tiempo el implante debe ser estéril para evitar irritaciones, rechazo o pérdida

de la prétesis (Dos Santos, Savaris y Brandalise, 2017, p. 7).

La biocompatibilidad segun Williams (2008), se refiere “a la capacidad de un
biomaterial para llevar a cabo su funciéon deseada con respecto a una terapia
médica, sin provocar ningun efecto local o sistémico indeseable en el receptor o
beneficiario de dicha terapia, sino generar la respuesta celular o tisular beneficiosa
mas apropiada en esa respuesta especifica, y optimizar el desempefio clinico de
esa terapia” (p. 2951).

Del mismo modo la biofuncionalidad es la propiedad que permite al material realizar
la funcion deseada sin perjudicar al entorno fisico (Patel y Gohil, 2012, p. 92). La
estabilidad mecanica y quimica son propiedades que evitan que el material no

tenga reacciones perjudiciales con el cuerpo.

Asimismo existen propiedades de interaccion con los tejidos como Ia
osteoinduccion, la oseointegracion y la osteoconduccion. Siendo la osteoinduccion
el proceso en el cual las células son estimuladas para desarrollarse en el tejido
0seo y la oseointegracion y osteoconduccion son procesos donde el hueso maduro
se deposita directamente en los materiales del implante, sin intervencion del tejido
duro o fibroso y promueven un ambiente apropiado para la formacion de hueso
nuevo (Albrektsson y Johansson, 2001, p. 96; Basu, 2016, p. 40; Rubio, 2012, p.
134).

El éxito del biomaterial para una cierta aplicacion esta relacionado, ademas de las
propiedades antes mencionadas, con sus propiedades fisicas, quimicas y

mecanicas.



1.1.2.2. Propiedades Fisicas

Las propiedades fisicas del biomaterial son fundamentales para la adhesién
celular. Cuando las células se adhieren a la superficie del biomaterial, se producen
reacciones fisico-quimicas entre la célula y el biomaterial, que influyen en el
comportamiento del mismo. Entre las propiedades fisicas mas estudiadas estan la
humectabilidad, carga superficial y rugosidad (Dos Santos, Savaris y Brandalise,
2017, p. 8)

La humectabilidad es una de las propiedades mas importantes para la absorcion
de proteinas, adhesion celular y bacteriana, coagulacién de la sangre en implantes
(Menzies y Jones, 2010, p. 388). Cuando la superficie de un biomaterial es
hidrofilica existe una mayor absorcion de proteinas, ya que los medios celulares
estan basados en agua (Liu, Zhang y Hao, 2016, p. 879). Menzies y Jones (2010)
examinaron la adhesion de la matriz extracelular de proteinas, como fibronectina,
fibrinbgeno y colageno, en dos sustratos artificiales. Un sustrato era hidrofilo con
un angulo de contacto de 24°, y el otro sustrato era hidréfobo con un angulo de 86°.
Los resultados mostraron que la absorcion de las proteinas en las superficies

hidréfobas era menor que en las superficies hidrofilicas, como se esperaba (p. 391).

La carga superficial controla la atraccion o repulsion electrostatica que dicta que
proteinas se adsorberan, ésta se genera cuando un material se sumerge en una
solucion, por ejemplo acuosa, se establecen una serie de reacciones que generan
una carga neta en la superficie del material. La medicidn de la carga superficial se

realiza por el potencial zeta (Dory, 2015, p. 5).

La rugosidad del biomaterial también juega un papel importante en la adhesion y el
comportamiento celular. Una superficie lisa y una superficie rugosa tienen
diferentes areas de contacto con moléculas y células por lo que influye en el tipo de
enlaces de las unidades bioldgicas. En la mayoria de los casos las células prefieren
la superficie aspera que las lisas, debido al hecho de que las superficies rugosas

favorecen la proliferacion de las mismas (Cases, 2015, p. 53).



1.1.2.3. Propiedades Quimicas

Las propiedades quimicas, al igual que las mecanicas, influyen en el tipo de enlace
celular y determinan la estabilidad quimica y reactividad del biomaterial. El
ambiente corporal es severo y puede causar corrosion de los biomateriales (Dos
Santos, Savaris y Brandalise, 2013, p. 10; Rodil, 2009, p. 72).

A su vez la corrosion altera la estabilidad quimica e integridad mecanica de los
biomateriales, lo que puede provocar un fallo en el implante o degradacion del
mismo, que generan modificaciones en la estructura del material y, en
consecuencia, modificaciones en sus propiedades. Los grupos quimicos como
carboxilo (-COOH), hidroxilo (-OH), amino (-NHz) y metilo (-CH3z) que se forman
alrededor del biomaterial afectan a la proteina absorbida y la interaccion célula-

proteina (Dos Santos, Savaris y Brandalise, 2017, p. 10).

1.1.2.4. Propiedades Mecanicas

Entre las principales propiedades mecanicas que se evaluan en los biomateriales
para implantes 6seos se tiene: médulo de Young, rigidez del material, ductilidad,
resistencia a la traccion, resistencia a la compresion y fatiga. (Lopez, 2010). Es
recomendable que los biomateriales tengan un médulo de Young préximo al del
hueso, ya que aseguran una distribucion de tensidén uniforme y reducen el esfuerzo
mecanico después de la colocaciéon del implante; asi como propiedades de
resistencia a la compresién con valores altos de rendimiento que evitan fracturas y
mejoran la estabilidad funcional. De igual manera la ductilidad es importante para
modelar la formacion de biomateriales, la dureza y la tenacidad también evaluan la
respuesta del biomaterial; por ejemplo el aumento en la dureza reduce la incidencia
de desgaste; y el aumento de la tenacidad hace que la fractura sea mas dificil (Dos

Santos, Savaris y Brandalise, 2017, pp. 10-11).



1.1.3. APLICACIONES

Debido a que cada biomaterial es disefiado para una funcién especifica del cuerpo,

estos tienes diferentes aplicaciones, algunas de las cuales se observan en la Tabla

1.2, que se presenta a continuacion:

Tabla 1.2. Aplicaciones de diferentes biomateriales

Metales Aplicaciones Ceramicos Aplicaciones Polimeros Aplicaciones
Reemplazo total
Implantes dentales cemplazo 1ot
. articular artificial,
para la fijacion de
. componentes
fractura, dientes,
. . acetabulares y
Valvulas cardiacas, Poli ,
. femorales, oli Cemento 0seo,
Acero instrumentos espaciadores il dientes
. . espinales, Altimina P y metacrl .ato e
inoxidable . extensores de metilo | artificiales, lentes
instrumentos . .
S . vertebrales, anclajes | (PMMA) intraoculares
quirurgicos, tornillos, L
ortopédicos,
placas de fractura, .
implantes dentales
clavos de cadera, .,
P para fijacion de
protesis de hombro .
dientes
Reemplazo hueso y
articulaciones
(cadera, rodilla), Implantes de
Reemplazo para L
Implantes dentales . cirugia plastica,
., caderas, rodillas, .
para fijacion de . catéteres
: . dientes, tendones y ,
. dientes, Tornillos, . valvulas, de
Titanio y . ... ligamentos, ,
Suturas, dispositivos . . . . corazon,
sus U Zirconio reparacion de Siliconas
. de fijacion 6sea como membranas
aleaciones . enfermedad
clavos, tornillos y . permeables al
. periodontal, rellenos , s
placas, valvulas , . oxigeno, protesis
, o Oseos después de .
cardiacas artificiales . faciales y de la
. cirugia de tumor ;
instrumentos oreja
quirargicos,
marcapasos cardiacos
Tratamientos de la
piel, implantes
. , dentales
Valvulas de corazon, L _
Téntalo rotesis de hombro reconstruccion de Polietileno
. Y|P . > | Fosfato de mandibula, de ultra alto | Tejidos de alta
Nitruro de rodillas, . L, . .
, . calcio ortopedia, cirugia peso resistencia
Tantalo recubrimientos de . -
facial, reparacion de | molecular
metales base . .
oreja, nariz y
garganta, implantes
dentales

( Dos Santos, Savaris y Brandalise., 2017, pp. 10-12; Navarrete, 2008, pp. 2-7; Yorug y Cem Sener, 2012, pp.

72-87)
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En los ultimos afos el desarrollo de biomateriales biodegradables en los campos
de ingenieria de tejidos, medicina regenerativa, administracion controlada de
farmacos y bionanotecnologia, ha aumentado. Por ejemplo, andamios
tridimensionales (soportes que asemejan la matriz de una célula) se han usado,
para generar tejido de cartilago in vitro a partir de células madre que potencialmente

se pueden implantar en el cuerpo humano (Ferraro, 2016, p. 3).

1.2. HIDROXIAPATITA: DEFINICION, PROPIEDADES Y
METODOS DE DEPOSICION

1.2.1. HIDROXIAPATITA: DEFINICION

Los huesos son un sistema complejo compuesto de 70 % hidroxiapatita, 20 %
colageno y 10 % de agua. En los mamiferos, la forma mineral principal se llama
apatita biolégica, que es una apatita hidroxildeficiente y rica en carbonatos con una
relacion estequiométrica de calcio y fosforo (Ca/P) de 1,67 con una estructura
hexagonal, con el grupo espacial P63/m (Garcia y Reyes, 2006; pp. 90-91; Szczes,
Hotysz, y Chibowski, 2017, p. 2). La hidroxiapatita es un bioceramico, formado por
atomos de calcio, fésforo e hidrégeno de acuerdo con la férmula Ca1o(PO4)s(HO)2
con la capacidad de unirse quimicamente con el tejido 6seo, haciéndola bioactiva.
Su similitud con el hueso, ha permitido que se convierta en una alternativa como
sustituto 6seo en diferentes tratamientos meédicos, en especial en la cirugia

maxilofacial (Pareja, Escobar, Ossa y Echavarria, 2008, p. 69).

En varios estudios se demostr6 que antes de la formacién completa de
hidroxiapatita existen fases intermedias que se desarrollan. Entre las fases que se
han propuesto como fases precursoras en la formacion de HAp estan: fosfato de
calcio amorfo (ACP), fosfato dihidratado de dicalcio (DCPD), fosfato octacalcico
(OCP), y hidroxiapatita deficiente de calcio (CDHA). El nuamero de fases
precursoras, estan influenciadas por la temperatura, el pH, catalizadores y

naturaleza de la reaccion (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y Gonzalez, 2016, p. 2).
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1.2.2. PROPIEDADES

La hidroxiapatita es un biomaterial que posee propiedades mecanicas, biologicas,
eléctricas entre otras que permiten que sea un material ampliamente usado en

implantes 6seos.

1.2.2.1. Propiedades Mecanicas

La hidroxiapatita deberia tener propiedades similares a las del hueso, para ayudar
a la remodelacion 6sea, pero debido al origen ceramico de ésta, presenta
deficientes propiedades mecanicas (Chetty, Wepener, Marei, Kamary y Moussa,
2013, p. 16). En la Tabla 1.3 se muestran algunas propiedades mecanicas de la
hidroxiapatita comparada con la de los huesos, se observa que la tenacidad a la
fractura de la HAp esta entre 1,0 MPa m'"? (hueso humano: 2-12 MPa m'?) y
disminuye casi linealmente con aumento de la porosidad. El médulo de Young de
la HAp densa esta en el rango de 35-120 GPa, mas o menos similar a los
componentes mas resistentes de los tejidos calcificados naturales. Debido a su alta
fragilidad, el uso de implantes de HAp esta restringido a aplicaciones sin carga
(Chetty, Wepener, Marei, Kamary y Moussa, 2013, p. 17; Dorozhkin, 2010, p. 1467).

Tabla 1.3. Comparacién entre las propiedades mecanicas de los huesos vs Hidroxiapatita

Propiedades
Mecanicas

Hueso
cortical

Hueso
esponjoso

Dentina

Esmalte
dental

Hidroxiapatita
densa

Hidroxiapatita
porosa

Fuerza de
compresion
(MPa)

100-230

2-12

295

384

120-900

2-100

Fuerza de
tension
(MPa)

50-150

10-20

51,7

10,3

38-300

Tenacidad a
la factura
(MPa.m"?)

2-12

NA

Moédulo de
Young
(GPa)

18-22

18-21

74-82

35-120

(Chetty, Wepener, Marei, Kamary y Moussa, 2013, p. 17)
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1.2.2.2. Propiedades Biologicas

La hidroxiapatita ha sido ampliamente utilizada como sustituto 6seo artificial, debido
a sus propiedades biologicas favorables que incluyen: biocompatibilidad, bio-
afinidad, bioactividad, osteoconduccion, osteointegracién, y osteoinduccion.
Asimismo, el hecho que la hidroxiapatita contiene sélo iones de calcio y fosfato
proporciona baja toxicidad local o sistémica adversa en el cuerpo. Las superficies
de HAp soportan la adhesion, el crecimiento y la diferenciacién de las células
osteoblasticas y se depositan en el hueso nuevo por sustitucion progresiva del

hueso vivo adyacente (Chetty, Wepener, Marei, Kamary y Moussa, 2013, p. 18).

1.2.2.3. Propiedades Eléctricas

Las propiedades eléctricas de la bioceramica de ortofosfato de calcio influyen en
las aplicaciones biomeédicas. Por ejemplo, existe un interés en la polarizacion de las
bioceramicas de HAp para generar una carga superficial mediante la aplicacién de
campos eléctricos a temperaturas elevadas (> 200 °C). Igualmente la polarizacion
de la HAp permite acelerar la reorganizacion del citoesqueleto de células similares
a los osteoblastos (Dorozhkin, 2010, p. 1469).

1.2.3. METODOS DE DEPOSICION

La gran variedad de grupos de fosfatos de calcio hace que su estudio sea extenso
y la estabilidad sensible de fosfatos a cambios menores en: composicién, pH y
condiciones de reaccion, los hace bastante complejos. Estas caracteristicas
determinan la aplicacién final del material, por lo que es importante desarrollar un
método de sintesis que permita controlar: la morfologia, la composicion quimica, la
cristalinidad, la distribucion del tamafio de particula y la aglomeracién del
compuesto a formar (Chetty, Wepener, Marei, Kamary y Moussa, 2013, p. 4; Cox,
2015, p. 2). Existen diferentes métodos para sintetizar hidroxiapatita, mismos que

son descritos brevemente en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4. Métodos de sintesis de Hidroxiapatita

Métodos de sintesis Ta’mano de Ventajas Desventajas
particulas (nm)
Precipitacion >0,1 Bajas temperaturas Dificil de reproducir, alto
costo
Teérmicos > 0,05 Tamarfio dfe cristal Costo dependc? de la
homogéneos morfologia
Reacmo’n.es estado > Costo medio Lent(.)’y dificil en la.’
solido produccion de la reaccion
Sol-gel > 0,001 Bajo costo Dificultad en formar la fase
simple
Plasma inducido por > 0,45 Tiempo corto La particula depende del tipo
descarga superficial de combustible

(Cox, 2015, p. 7)

Por otro lado, los recubrimientos de hidroxiapatita en la superficie de los implantes
pueden prepararse por diferentes técnicas, tales como: pulverizacién por plasma,
deposicion electroquimica, deposicion por laser pulsado, deposicién de sol-gel,
spin-coating, sputtering y deposicion biomimética, entre otros (Szczes et al., 2017,
p. 12). En la Tabla 1.5 se observan las ventajas y desventajas de los diferentes

métodos de formacién de peliculas de HAp.

Tabla 1.5. Métodos de deposicion de recubrimientos de Hidroxiapatita

Métodos de deposicién Espesor Ventajas Desventajas
(mm)
Plasma spraying 30-200 Velocidad de deposicion alta Alta; temperaturas,
recubrimientos amorfos
Sputter coating 0,5-3 Recubrimiento uniforme Tiempo de formacion largo
Laser pulsado 0,05-5 Recu}arm}lento con fases Precision en la linea técnica
cristalina y amorfa
Electroforesis 0,1-2 Velocidad de deposicidn alta Altas temperaturas
. Temperatura baja, . .
Electroquimica 0,05-0,5 L . Baja adhesion
recubrimientos uniformes
Biomimético <30 Bajas tert}pqraturas, simulacion | Tiempo de formacion largo,
de crecimiento en el cuerpo control de pH

(Agrawal, Singh, Puri y Prakash, 2011, p. 728; Szcze$ et al., 2017, p. 12)
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A continuacién se describen los métodos que se estudiaran en este trabajo: el

método biomimético y la deposicion electroquimica.

1.2.3.1. Método Biomimético

El método biomimético ha sido muy utilizado para la deposicion de hidroxiapatita,
éste consiste en la inmersién de un sustrato metalico en un fluido corporal simulado
(SBF), el cual tiene una composicién similar a la composicion inorganica del plasma
sanguineo, a condiciones fisiologicas del cuerpo (Temperatura: 36,5 - 37,0 °C y pH:
7,2 - 7,4), la obtencidn de hidroxiapatita puede tardar entre 15 a 45 dias (Kokubo y
Takadama, 2006, pp. 2907-2908). En los afos 80, ya se habia realizado la
inmersion de peliculas de silice en soluciones de calcio y fésforo, donde se observo
la formacion de una capa de apatita. Con el tiempo Kokubo, Kim y Kawashita (2003)
desarrollaron un fluido corporal simulado, en el que se obtuvieron peliculas de

hidroxiapatita similares a las producidas en el cuerpo (p. 2163).

Para disminuir los tiempos de formacion de estas peliculas, Pecheva, Pramatarova,
Maitz y Pham (2003) utilizaron una solucion SBF con una concentracion calcio y
fésforo 1,5 veces mas alta que la tradicional con pH de 7,4, donde se obtuvieron
puntos de nucleacion luego de 108 h (pp. 775-776). Thirugnanam, Sampath y
Chakkingal (2009) realizaron pretratamientos de superficie a los sustratos metalicos
para obtener un mayor anclaje de hidroxiapatita, con tratamientos quimicos, de
oxidacion y pre-calcinacion, entre otros; y luego se realizé la inmersién, la cual
obtuvo una formacién favorable. En la Figura 1.1 se muestra el mecanismo de
formacion de apatita sobre titanio atacado con NaOH. Los grupos Ti-OH formados
en la superficie del titanato de sodio después de sumergirse en SBF estan cargados
negativamente y, por lo tanto, se combinan selectivamente con los iones Ca?*
cargados positivamente en el fluido para formar titanato de calcio. A medida que
los iones de calcio se acumulan en la superficie, ésta gana gradualmente una carga
positiva general. Como resultado, la superficie cargada positivamente se combina
con iones de fosfato cargados negativamente para formar fosfato de calcio amorfo.

Este fosfato de calcio se transforma espontaneamente en apatita, porque la apatita
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es la fase estable en el entorno corporal. La formacion de hidroxiapatita en fluido
corporal sigue la siguiente Reaccion de equilibrio [1.1] (Nouri, Hodgson, y Wen,
2010, p. 435).

10Ca2* + 6P04% + 20H" 2 Ca1o(PO4)s(OH)2 [1.1]

Tiempo de inmersion

SBF >
K" SO HCOy PO
Ca2+ .
Crl e
Mg2+
S
& ~
<
@]
Titanato de calcio Fosfato de calcio Apatita
amorfo amorfo
PF WY Y W W W
X OH O OR
N : Ve } ~ v 7 l.
I Ti Tire"T1
’ ~ 7/ » 7’ xR N
0 8 0 0 0 0
e W
3 . : e e s = N gt v
[~ '.‘ . . . .l l .\~<: 5 5 g . 2
& - Titanio sustrato = =
] o~ T — - - - v :,‘-“ »‘-".':'.
. 2 S ~ N . LS ¥ .

Figura 1.1. Mecanismo de formacion de apatita sobre titanio
(Kokubo, Kim y Kawashita, 2003, p. 2166)

Por otra parte, Siddharthan, Sampath Kumar y Seshadri (2006), investigaron el
efecto del campo magnético en recubrimientos de hidroxiapatita sobre titanio,
donde realizaron la inmersion en SBF a 37 °C por 3 dias, con un campo estable de
1T, en la que se observo la formacién de una pelicula de HAp en el polo norte del
campo, con cierta absorcion de agua y carbonato. Esto permitié comprobar que el
campo magnético aumentd la disolucion de las fases precursoras metaestables y
la formacion de fases mas estables (p. 13). Sin embargo no se ha estudiado la
formacion de HAp con un campo magnético soportable por el cuerpo humano (0,1
-0,3 7).

1.2.3.2. Deposicion Electroquimica

Una reaccion electroquimica ocurre en la interfase entre un electrodo (conductor de
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electrones) y un electrolito (conductor iénico) en una celda electroquimica, en la
cual se da una reaccion redox (reduccidn-oxidaciéon). La reaccion de oxidacion
ocurre en el anodo, y la reduccion en el catodo. La deposicion electroquimica es un
método de formacion de peliculas y recubrimientos que usa reacciones de
reduccion para depositar un analito en la parte superior de un electrodo mediante

su disolucion en un electrolito (Dissanayaka, 2011, p. 20).

Zhang, Tao, Pang, Wang, W y Wang, T (2006), realizaron la deposicion
electroquimica de hidroxiapatita en titanio, con soluciones de calcio y fésforo a un
pH acido durante 2 h, que obtuvo la activacién de los procesos de nucleacion y
crecimiento de cristales de HAp en cortos periodos de tiempo (p. 634). Asimismo,
Isa, Mohd y Yury (2012) utilizaron la deposicién sobre titanio, con una solucién de
calcio y fésforo a 80 °C por 30 min, tiempo durante el cual se observaron la
formacion inicial de cristales de HAp (p. 47). En acero 316L se realizé la deposicidon
electroquimica de hidroxiapatita con soluciones de Ca(NOs3)2-4H20 y NH4H2PO4 a
un potencial de 0 V a -1,6 V por 130 min, en la cual se obtuvo una formacion de
HAp controlada y con una morfologia definida (Thanh et al., 2013, p. 2038). Durante
la deposicion electroquimica de hidroxiapatita ocurren un conjunto de reacciones.
La Reaccion [1.2] muestra como el electrolito experimenta una condicion de
equilibrio, luego en el lado del catodo, la solucion se descompone en gas hidrégeno
e iones hidroxilo, como indica la Reaccion [1.3]. A continuacién en la Reaccion [1.4]
se observa que el HPO4? se combina con los iones Ca?* para producir precipitacion
y depositos de CaHPO4.2H20. Y finalmente el OH" en la solucién daria lugar a la
formacion de HAp, como se indica en la Reaccién [1.5] (Durairaj y Ramachandran,
2016, p. 2160; Zhang, Tao, Pang, Wang, W y Wang, T, 2006, p. 634).

H2POs 2@ HPO4?™ + H* [1.2]
2H20 + 2e— Hz2 + 20H" [1.3]
Ca?* + HPO4?>™ + 2H20 — CaHP04.2H20 [1.4]
10CaHPO4 + 20H—Ca1o (PO4)s(OH)2 + 4P0O43~ +10H* [1.5]

En la actualidad Liu, Xu y Jiang (2016) realizaron una deposicion electroquimica de

peliculas de tantalo sobre una aleacién de Ti-6Al-4V y comprobaron la formacion
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de hidroxiapatita sobre éstas con resultados satisfactorios. Por otro lado, se han
desarrollado peliculas delgadas de 6xido de titanio, nitruro de tantalo y tantalo, que
son materiales metalicos muy promisorios para lograr alta biocompatiblidad y
proteccion al implante (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y Gonzalez, 2016, p. 3), en los
cuales los métodos de deposicion electroquimica y biomimético han sido poco

estudiados.

1.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE BIOMATERIALES

La caracterizacion de un biomaterial es un paso esencial para conocer el
comportamiento, estructura, propiedades y rendimiento del implante, que va ser
implantado en el cuerpo humano, y que con el transcurso del tiempo no se
produzca un rechazo o dafio en la salud por parte del mismo. Entre las técnicas
mas utilizadas estan: Microscopia electronica de barrido (MEB), Difraccion de rayos
X (DRX), Fluorescencia de rayos X, espectroscopia infrarroja (FTIR), Microscopia
de fuerza atébmica (AFM) (Ratner, Hoffman, Schoen y Lemons, 2003, pp. 40-52). A
continuacion se explican las técnicas de caracterizacion usadas para caracterizar

los sustratos y la hidroxiapatita obtenida en este estudio.

1.3.1. MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Es una técnica que permite obtener imagenes de alta resolucion de superficies. El
MEB utiliza electrones para la imagen, asi como luz visible (Technique, 2014). Entre
las ventajas de la microscopia electronica estan ampliacion de imagen de mucho
mayor (>100.000 X) y profundidad de campo hasta 100 veces mas que la
microscopia optica.

La informacion cualitativa y cuantitativa de analisis quimico también se obtiene por
medio de un espectrometro de dispersion de energia de rayos X (EDS) (Technique,
2014). Gracias a esta técnica se ha podido observar las diferentes morfologias de

los ortofosfatos de calcio y tener una idea de la relacién de Ca/P que se forma en
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ellos.

1.3.2. DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccion de rayos X es una de las técnicas mas utilizadas para el analisis
estructural de los materiales, ya que proporciona un analisis cuantitativo y
cualitativo de los compuestos que no pueden ser medidos por otros medios. Esta
se basa en la interaccion de la radiacion electromagnética de rayos X con la
materia, en la que un haz incide sobre en un cristal, y es dispersado por los
componentes atomicos ordenados del mismo, puesto que la longitud de onda de
dicha radiacion, es comparable con los espacios interplanares en los sélidos
(Dissanayaka, 2011, p. 28). Estos rayos X reflejados crean un patron de
interferencia que puede ser modelado matematicamente mediante la Ecuacién
[1.1], para obtener facilmente la distancia entre dos planos reticulares (dn«). La
Figura 1.2 muestra las condiciones que se utilizan para identificar la reflexion de

rayos X por el cristal.

Detector de

Fuente de rayos X

rayos X

- - - * - - -

Figura 1.2. Diagrama Ley de Bragg
(Dissanayaka, 2011, p. 28)

nil = Zdhklsenghkl [11]

Donde:

n:  Numero integral de la longitud de onda
A: Longitud de onda
dnii- Espacio entre los planos cristalinos

6n1:: Angulo de Bragg formado por los planos
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La caracterizacion de peliculas delgadas se lleva a cabo mediante una variante del
método anterior denominado rayos X de incidencia rasante., en el cual el angulo
del haz que incidente sobre la superficie de la muestra es pequefio y permanece
fijo durante el analisis, por lo cual disminuye la influencia del sustrato base, con lo

que se garantiza que el andlisis sea solo de la pelicula (Tolosa y Ortiz, 2014, p. 40).

1.3.3. ESPECTROSCOPiA INFRARROJA (FTIR)

La radiacidon infrarroja se refiere generalmente a la parte del espectro
electromagnético comprendida entre las regiones visible y de las microondas
(400 cm™ — 4000 cm™), se utiliza en la técnica de espectrometria infrarroja para
hacerla incidir sobre una molécula y asi obtener de respuesta un espectro de
bandas, donde se refleja la absorcidn caracteristica de la frecuencia de vibraciéon
y/o rotacion entre atomos o grupos de atomos de la referida molécula. Las
vibraciones mas representativas en esta técnica son las de tensién y flexion. Las
vibraciones de tension son cambios en la distancia interatémica a lo largo del eje
del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexion se forman por los cambios
en el angulo formado por dos enlaces (Universidad de Alcala, 2015, p. 13). Un
compuesto no puede tener el mismo espectro infrarrojo, ya que cada material es

una combinacion unica de atomos (Thermo Nicolet, 2001).

1.3.4. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una medida de la habilidad de
un circuito para resistir el flujo de la corriente eléctrica, que permite detectar las
propiedades dieléctricas de un medio en un rango de frecuencias, asi como revelar
la informacion sobre el mecanismo de reaccidon de un proceso electroquimico

(Tamilselvi, Murugaraj y Rajendran, 2007, p. 114).

Esta técnica consiste en la aplicacién de un potencial sinodal en frecuencia variable

al electrodo de trabajo. Las perturbaciones sinusoidales del potencial E (t) inducen
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una corriente sinusoidal | (t) de la misma frecuencia (w) superpuesta a la corriente
de estado estacionario con el cambio de fase ¢ con respecto al potencial, Figura
1.3 y con la ayuda de un equipo electronico se pueden procesar las mediciones de
potencial-tiempo y corriente-tiempo, que muestra como resultados valores de
impedancia correspondientes a cada frecuencia estudiada. Los datos obtenidos se
pueden trazar en un diagrama de Bode o en un diagrama de Nyquist (Cesiulis,
Tsyntsaru, Ramanavicius y Ragoisha, 2016, pp. 4-5).

NN
NV

NEVAN
AINVARVA

—
Cambio de fase

Figura 1.3. Respuesta de corriente sinusoidal en un sistema lineal

La impedancia electroquimica de un electrodo se define de la forma analoga a la

ley de Ohm como se indica en la Ecuacion [1.6].

_ E@® _ _|Eplsin(wt) _ sin(wt)
Z(w) - 1(t) - |1,] sin(wt—e¢) - ZO sin(wt—¢) [1 6]

Donde:

E, = Amplitud de potencial (V)

I, = Amplitud de corriente (A)

w = Frecuencia (Hz)

o = Angulo de fase (°)

Z, =Amplitud de Impedancia ()
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En coordenadas polares, estas funciones estan representadas por vectores de
longitud |Eo| y [lo] que giran en sentido antihorario a la frecuencia radial w y se

pueden describir en numeros complejos, como se expone en la Ecuacion 1.7.

Z(w) =Zocos@ + Zyjsin @ = Z'(real) + Z” (ima) [1.7]
Donde:
Zocos@ = Componente real de la impedancia (2)

Zyjsin @ = Componente imaginario de la impedancia (£2)

Hryniewicz, Rokosz y Filippi (2009), estudiaron la resistencia del acero 316L
después de tres tratamientos: pulido mecanica, electro-pulido y magnetoelectro-
pulido con espectroscopia de impedancia, cuyos resultados mostraron mayor
resistencia electroquimica luego del proceso de magnetoelectro-pulido, lo cual

aumentaria la biocompatibilidad del acero (p. 143).

1.3.5. PRUEBAS DE HIDROFILICIDAD

Las caracteristicas de hidrofilicidad juegan un papel importante en la interaccion del
biomaterial con el tejido, debido a que determinan la absorcion de proteinas e
influyen en la adhesion celular (Burgués, 2013, p. 2). Esta propiedad se mide por el

angulo de contacto, el cual es el angulo formado por un liquido sobre una superficie.

El angulo formado entre la interfaz sdlido/liquido y la interfaz liquido/vapor, cuyo
vértice esta donde las tres interfaces se encuentran, constituye el angulo de
contacto como se ve en la Figura 1.4. La Ecuacion [1.8] describe las interacciones
entre las fuerzas de adhesion y cohesién, a partir de esta ecuacion se puede

determinar la energia superficial por unidad de area (Fernandez, 2013, p. 12).

La literatura define una superficie como superhidréfoba cuando el angulo de

contacto del agua (Bw) es mayor a 150° e hidrofébico cuando es 90°<6w<150°. Una
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superficie tiene propiedades superhidrofilicas cuando 6w <10° y tiene propiedades
hidrofilicas con un angulo de contacto con el agua de 10°<6w<90° (Minagar, Berndt
y Wen, 2015, p. 159).

Gas (G)

Yo/ _
Ysa LI \

dse Solid (S)

Figura 1.4. Montaje 4ngulo de contacto
(Fernandez, 2013, p. 12)

Yi6-CosO = ysc — Vs1, [1.8]

Donde:

Yic- Tension superficial liquido-gas
Ysc: Tensidn superficial gas
ys.: Tension superficial liquido

6:  Angulo de contacto

Estudios previos de Liu, Zhang y Hao (2016) reportan que cuando la superficie es
hidrofilica existe una mayor absorcion de proteinas, ya que los medios celulares
estan basados en agua (p. 879). Sin embargo, Dos Santos, Savaris y Brandalise
(2017) reportan que las superficies hidrofébicas pueden ser mas beneficiosas para
la formacion de células, ya que se ha visto que la fibronectina plasmatica humana
(glucoproteina presente en todos los vertebrados) tiene mejor absorcién en
superficies de poliestireno superhidrofobo, que en poliestireno con superficie
hidrofilica (p. 46).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

En el presente trabajo de investigacion, el estudio de la deposicidon de hidroxiapatita
sobre sustratos metalicos para aplicaciones biomédicas en presencia de campos
magnéticos y por métodos electroquimicos, se llevé a cabo bajo los lineamientos

establecidos en los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar el uso de métodos electroquimicos y el efecto de la aplicacién de campos
magneéticos en la deposicion de hidroxiapatita, sobre diferentes sustratos metalicos

usados para aplicaciones biomédicas.

Objetivos especificos

1. Evaluar las caracteristicas estructurales y superficiales de distintos sustratos

metalicos usados para aplicaciones biomédicas.

2. Estudiar el efecto de la aplicacion de campos magnéticos en la formacion de
peliculas delgadas de hidroxiapatita sobre los distintos sustratos metalicos

inmersos en fluido corporal simulado.

3. Estudiar la formacion electroquimica de hidroxiapatita sobre los distintos

sustratos metalicos, utilizando como electrolito fluido corporal simulado.

Para el estudio de la deposicion de hidroxiapatita en presencia de campos
magnéticos y por métodos electroquimicos se utilizaron seis tipos de sustratos

usados comercialmente en aplicaciones biomédicas, estos fueron:

¢ Titanio sin recubrimiento.
e Acero inoxidable tipo bioline 316LVM sin recubrimiento.

e Titanio con recubrimiento de Tantalo.
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e Acero inoxidable 316LVM con recubrimiento de Tantalo.
e Titanio con recubrimiento de Tantalo/Nitruro de tantalo.

e Acero inoxidable 316LVM con recubrimiento de Tantalo/Nitruro de tantalo

2.1. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS
ESTRUCTURALES Y SUPERFICIALES DE LOS DISTINTOS
SUSTRATOS METALICOS USADOS PARA APLICACIONES
BIOMEDICAS

Las caracteristicas estructurales y superficiales de los materiales a utilizar en este
trabajo son muy importantes ya que permitiran conocer la morfologia y la
composicion quimica. A continuacion se detalla el proceso de preparacion de los

sustratos antes de la respectiva caracterizacion.

2.1.1. PREPARACION DE LOS SUSTRATOS

Los sustratos metalicos con recubrimientos Ta y Ta/TaN fueron preparados por
deposicion catddica “sputtering” (proceso fisico donde el sustrato es bombardeado
con particulas energéticas como iones acelerados, que causa una expulsién de los
atomos de la superficie, y estos atomos son condensados en un sustrato para
formar una pelicula delgada) (Sin, 2014, p. 8), en el Centro de Ingenieria de
Materiales y Nanotecnologia perteneciente al Instituto Venezolano de Investigaciéon

Cientifica de Venezuela.

El proceso se realizé en un equipo de pulverizacion catédica RF ALCATEL DION
300, con un catodo de tantalo de 99,96 % de pureza. Las peliculas de Ta se
depositaron durante 30 min bajo una atmdsfera de argdn a una presion de 6,5 Pa.
Las peliculas delgadas de TaN se depositaron por pulverizacion catddica reactiva
con una mezcla de gases Argon/Nitrogeno con una presion parcial de nitrégeno. La

bicapa Ta/TaN fue depositada en dos pasos: primero se depositd la capa de TaN
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segun las condiciones expuestas anteriormente y un flujo de nitrégeno y presion
constantes en la camara durante todo el proceso. Luego, sin romper el vacio se
deposito la capa de Ta siguiendo el procedimiento ya descrito (Jara, Fraisse, Flaud,
Fréty y Gonzalez, 2016, p. 4). Estos sustratos fueron proporcionados para su
estudio dentro del marco del proyecto Prometeo “Sintesis y Caracterizacion de
Peliculas de Hidroxiapatita”, llevado a cabo en la Facultad de Ciencias de la

Escuela Politécnica Nacional.

Los sustratos metalicos sin recubrimiento se sometieron superficialmente a una
preparacion metalografica hasta alcanzar un acabado final tipo espejo, basada en
la norma ASTM E03-1:2007 Preparation of metallographic specimen (ASTM, 2010),
la cual tiene como objetivo revelar los constituyentes y la estructura de los metales
y sus aleaciones mediante microscopia optica de luz o barrido electrénico. El lijado
de las muestras se realizo con diferentes laminas de SiC (P400, P600, P800, P1
000, P1 200, P1 500 y P2 000) con ayuda de agua destilada. Para la fase de pulido
se utilizaron pafos con polvo de alumina de 3, 1 y 0,05 micras. Luego los sustratos
fueron introducidos en un bafio ultrasénico por 5 min y después lavados con alcohol

y agua desionizada.

Con el fin de aumentar la bioactividad, el crecimiento y la fijacién de la pelicula de
hidroxiapatita, la superficie de los sustratos sin recubrimiento fue modificada con un
ataque quimico. Este ataque const6é de dos fases, un ataque acido y un ataque
alcalino. Para el ataque acido se realiz6 la limpieza de los sustratos en un bano de
ultrasonido por 10 min con agua destilada y se secaron con aire comprimido; luego
los sustratos fueron sometidos a un decapado quimico con una mezcla de HCI al
18 % y H2S04 al 48 % en peso, en un volumen 1:1; preparada la solucion, se
procedié a impregnar un trozo de algodon con la solucién de ataque, y se froto
sobre la superficie de las muestras por treinta segundos (Meenakshi et al., 2006).
Posteriormente se lavaron las muestras con abundante agua destilada y se secaron
con aire comprimido. Seguidamente, se realizé un ataque alcalino con una solucion
de NaOH 10 M y se procedio a colocar las muestras en un recipiente hermético. Se
agrego sosa caustica dentro del recipiente de manera que las muestras fueron

cubiertas completamente y se introdujeron en una estufa de atmaosfera controlada
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directamente a 60 °C por un tiempo de 36 h ( Thirugnanam, Sampath y Chakkingal
2009, p. 76).

En la Tabla 2.1 se detallan: codificacién y caracteristicas dimensionales de cada

uno de los sustratos utilizados en la experimentacién.

Tabla 2.1. Caracteristicas de los diferentes sustratos utilizados en la experimentacion

Sustratos Codificacion Dimensiones Imagen
L . Didmetro: 12 mm
Titanio Ti
Espesor: 0,8 mm
Acero inoxidable Diametro: 10 mm
SS316LVM
316LVM Espesor: 1 mm
Titanio con
imi Diametro: 12 mm
rf:cubrqulento de Ta/TaN/Ti
tantalo/nitruro de Espesor: 0,8 mm
tantalo
Acero con
imi Diametro: 10 mm
recubrimiento de | 1Ny SS3 1 6 VM
tantalo/nitruro de Espesor: 1 mm
tantalo
Titapig con . Diametro: 6 mm
recubrimiento de Ta/Ti
tantalo Espesor: 0,8 mm
Acgro. con Diametro: 10 mm
recubrimiento de Ta/SS316LVM
tantalo Espesor: 1 mm

2.1.2. CARACTERIZACION DE LOS DIFERENTES SUSTRATOS

2.1.2.1.Caracteristicas estructurales

Las caracteristicas estructurales de los sustratos metalicos fueron determinadas en
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el Centro de Ingenieria de Materiales y Nanotecnologia del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas, mediante Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
con un microscopio FEI Inspec F50 con analisis elemental (EDS), Difraccion de
rayos X (DRX) con un equipo BRUNKER AXS con radiacion de CuKa operado a
45kV y 30 mA y Difraccion de rayos X rasante a 45 kV y 20 mA con un angulo offset
de 7° y una penetracién de 250 nm. Para la interpretacion de los difractogramas se
uso el programa PANalytical X-Pert HighScore Plus® con la base de datos JCPDS.

Los sustratos metalicos sin recubrimiento que fueron sometidos al ataque quimico,
fueron caracterizados, mediante Microscopia Electronica de Barrido con un
microscopio PHENON ProX operado a 15 kv con alto vacio acoplado a un detector

de analisis elemental.

2.1.2.2.Caracteristicas superficiales

Para conocer las caracteristicas superficiales se realizaron pruebas de hidrofilicidad
sobre los diferentes sustratos. El método consiste en determinar el angulo de
contacto producido por una gota de agua en un ambiente de temperatura y presion
controladas (Burgués, 2013, p. 2; Fernandez, 2013, p. 12). El control de presién y
temperatura dentro de la camara hermética se monitoredé mediante la utilizacion de
un higrémetro marca BOE 330. Con ayuda de una micropipeta, se afiadié una gota
de agua destilada con un volumen definido igual a un microlitro sobre el sustrato.
Para la medicién del angulo de contacto se usé un montaje con una camara
conectada a un ordenador y un soporte como se muestra en la Figura 2.1 (a), luego
se tomaron las respectivas fotografias y se medié el angulo producido por medio
de un software de imagen (Image J) en las fotografias tomadas para las diferentes
condiciones experimentales. En la Figura 2.1 (b) se muestra una imagen tipica de
la medicion del angulo. Se llevaron a cabo cinco repeticiones del angulo obtenido,

con el fin de eliminar el error relativo de medicién y obtener un valor promedio.
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Figura 2.1. Medicion angulo de contacto (a) Montaje experimental (b) Medicidén angulo
con el programa Image J

2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APLICACION DE CAMPOS
MAGNETICOS EN LA FORMACION DE PELICULAS
DELGADAS DE HIDROXIAPATITA SOBRE LOS DISTINTOS
SUSTRATOS METALICOS INMERSOS EN FLUIDO CORPORAL
SIMULADO

Este estudio contd con dos etapas: la primera fue la preparacion de un fluido
corporal simulado enriquecido en calcio y fosforo y posteriormente, se realizé la
inmersion de los sustratos en presencia de diferentes campos y tiempos de

inmersién. Estos procedimientos se detallan a continuacion:

2.2.1. PREPARACION DEL FLUIDO CORPORAL SIMULADO ENRIQUECIDO
EN CALCIO Y FOSFORO

Para la preparacion del fluido corporal simulado (SBF) enriquecido en calcio y
fésforo se siguio el protocolo propuesto por Kokubo y Takadama (2006), con una
variante de concentracién de Ca/P de 1,5 veces la tradicional (p. 2907), la cual

permitira acelerar el proceso de formacion de HAp (Baker et al., 2006, p. 1352).
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Para la elaboracién de un litro de solucidén se us6 agua destilada y desionizada y
se agregaron los reactivos con una agitacion constante de 250 rpm, siguiendo el
orden del protocolo de preparaciéon mostrado en la Tabla 2.2, se esper6 que cada
reactivo fuera disuelto completamente antes de agregar el siguiente, a temperatura

de 37 °C en un baro térmico.

Tabla 2.2. Cantidad de reactivos utilizados para preparar 1 L de solucion de fluido
corporal simulado

N° REACTIVOS c-sg 15 PUREZA (%)
1 NaCl 8,035 99,5
2 NaHCO; 0,355 99,5
3 KCl 0,225 99,5
4 K,HPO,.3H,0 0,346 99,0
5 MgCl,.6H,0 0,311 98,0
6 1.M-HCl 40 mL -
7 CaCl,.2H,0 0,438 95,0
8 Na,SO4 0,072 99,0
9 C4H1 103N (TI‘iS) 6,1 18 99,0
10 1.M-HCl 0-5mL -

(Kokubo y Takadama, 2006, p. 2912; Baker et al., 2006, p. 1352)

A la solucién preparada se le afiadieron 40 mL HCI 1 M y con un pH-metro marca
HANNA instrument se controlé que el pH se encuentre entre 7,2 - 7,4, a 36,5-37 °C.
La solucion se almacend en un recipiente de polietileno cerrada herméticamente y

refrigerada a 4 °C, a fin de mantener sus propiedades.

2.2.2. INMERSION DE LOS SUSTRATOS EN FLUIDO CORPORAL SIMULADO
EN PRESENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS

Como primer paso, las muestras fueron esterilizadas con alcohol y lavadas en un
bano de ultrasonido por 5 min. Posteriormente, fueron secadas con aire

comprimido, y pesadas antes de la inmersion.
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Los sustratos con recubrimiento (Ta/TaN/SS316LVM, Ta/TaN/Ti) y los sustratos sin
recubrimientos con tratamiento quimico (Ti y SS316LVM) se colocaron en
inmersion con un volumen de fluido corporal simulado calculado segun la Ecuacion
[2.1] (Kokubo y Takadama, 2006, p. 2912), dentro de pequefios recipientes por 7,
10 y 14 dias, con un pH de solucion entre 7,2-7,4 a 37 °C, estas muestras sirvieron
como blanco de comparacion para el estudio de sustratos sometidos a campos

magneéticos.

Vs = a/l() [2.1]

V;: Volumen de la solucion de fluido corporal simulado (mL)

S,: Area superficial sustrato (mm?)

Para el estudio de la influencia del campo magnético sobre los sustratos se repitid
el proceso de inmersién anterior, con la presencia de campos magnéticos. Los
ensayos se realizaron con valores de campo de 0,15y 0,22 T, durante 7, 10 y
14 dias. El valor y distribucién del campo magnético, en Teslas, se control6 con el
tamafo y numero de imanes, y con la distancia muestra-imanes, estos valores
fueron medidos con un teslémetro marca TESLAMETER, como se muestra en la
Figura 2.2 (a).

Los campos magnéticos fueron proporcionados por imanes de neodimio de 40 x 30
x 10 mm, los cuales se colocaron en las paredes de los recipientes que contenian
la solucion de fluido corporal simulado, como se indica en La Figura 2.2 (b)
colocacion de dos imanes que corresponden a 0,15 T y (c) cuatro imanes que

representan a 0,22 T.
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Figura 2.2. Medicion campo magnético (a) y montaje de recipientes con SBF en presencia
de campos magnéticos (b) 0,15 T (c) 0,22 T

2.2.3. CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS FORMADAS DE
HIDROXIAPATITA EN PRESENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS

Todos los sustratos con depodsitos de hidroxiapatita, fueron lavados con agua

destilada, secados con aire comprimido y pesados para su posterior analisis.

Para la evaluacion de la formacion de las peliculas de Hidroxiapatita, las muestras
fueron analizadas por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) con un
microscopio FEI Inspec F50 con analisis elemental (EDS), a fin de conocer la
morfologia y composicion de la hidroxiapatita formada, en el Centro de Ingenieria
de Materiales y Nanotecnologia del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas. Las muestras de igual manera fueron analizadas por espectroscopia de
infrarrojo (FTIR) en un equipo PerkinElmer Spectrum 100 entre una longitud de
onda de 4 000 a 500 cm', en el Laboratorio de Nuevos Materiales de la Facultad

de Ingenieria Mecanica.
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Para determinar la influencia del campo magnético y tiempo de inmersion en la
formacion de hidroxiapatita, se efectudé un analisis estadistico con el programa
STATGRAPHICS Centurion. Un disefio experimental multifactorial 3 x 3 fue
utilizado con la relacion de Ca/P y la masa de pelicula formada a los diferentes
tiempos como variables de respuesta. El analisis se hizo para los sustratos con
recubrimiento (Ta/TaN/SS316LVM, Ta/TaN/Ti) y los sustratos sin recubrimientos
con tratamiento quimico (Ti y SS316LVM). Por otro lado, con las mejores
condiciones de formacion de hidroxiapatita en los sustratos anteriores, se realizé la
inmersion a los sustratos con recubrimiento de Ta. Asimismo, se llevaron a cabo en
los sustratos que presentaron la mejor formacion de hidroxiapatita, las pruebas de
hidrofilicidad, basadas en la seccion 2.1.2.2.

2.3. ESTUDIO DE LA FORMACION ELECTROQUIMICA DE
HIDROXIAPATITA SOBRE LOS DISTINTOS SUSTRATOS
METALICOS, UTILIZANDO COMO ELECTROLITO FLUIDO
CORPORAL SIMULADO

Este estudio contd con tres etapas: la primera fue la caracterizacion electroquimica
de los sustratos metalicos sin depdsito de hidroxiapatita, luego se realizé la
deposicion electroquimica de la hidroxiapatita y finalmente se caracterizaron las

peliculas de hidroxiapatita formadas.

2.3.1. CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE LOS SUSTRATOS
METALICOS

Los sustratos con y sin recubrimiento se caracterizaron mediante impedancia
electroquimica, a una sefial de excitacion de 20 mV en un rango de frecuencia de
1 Hz a 10° Hz (Liu, Xu y Jiang 2016, p. 4). Para esto se us6 una celda
electroquimica de tres electrodos como se indica en la Figura 2.3., en la cual se

colocaron la solucién de fluido corporal simulado (electrolito) a 37 °C, los sustratos
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a estudiar (electrodos de trabajo), un electrodo de acero inoxidable (contra-
electrodo) y un electrodo de plata-cloruro de plata (electrodo de referencia). El
proceso se monitoreo con un potencioestato CH Instruments 600E. En el electrodo
de trabajo se aplica un potencial deseado para que se dé la reaccion. El electrodo
de referencia tiene un potencial bien definido, utilizado para medir el potencial del
electrodo de trabajo y el contraelectrodo se usa para mantener el flujo de corriente
(Li y Miao, 2013, p. 11).

Electrodo de
referencia

(Ag/AgCl) \

)

Contra-
electrodo
(SS)

Entrada gas Potencioestato

inerte

Electrolito (SBF) Electrodo de

trabajo

Figura 2.3. Esquema de Celda electroquimica de 3 electrodos utilizada en la
experimentacion

2.3.2. DEPOSICION ELECTROQUIMICA

Para conocer los voltajes de formacion de la hidroxiapatita se realiz6é un analisis por
voltametria ciclica de barrido, que es una técnica electroquimica de diagnéstico,
que realiza un barrido de potencial sobre el electrodo de trabajo, este barrido de
potencial aplica un voltaje que se incrementa gradualmente de un voltaje minimo a
voltaje maximo, y luego el voltaje decrece con la polaridad inversa, y mide la
corriente que pasa por el mismo. Este analisis permite observar las reacciones de
reduccion u oxidacion en el sistema (Guaman, 2017, p. 20). Para esto, se uso6 una
celda electroquimica de 3 electrodos, mencionada en la seccién 2.3.1, como
electrolito la solucion de fluido corporal simulado a 37 °C y pH de 7,2 - 7,4, con un
suministro constante de nitrégeno por 10 min. Luego se aplicaron potenciales de

reduccion de -2 VV a 0 V con una velocidad de barrido de 100 mV/s ( Isa, Mohd y
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Yury, 2012, p. 47). Todo el proceso se monitored y controld con un potencioestato
DIY 2 100.

Con los potenciales encontrados por medio de la voltametria ciclica, se realizo la
deposicion por cronoamperometria, la cual es una técnica que consiste en aplicar
un potencial constante al sistema durante un periodo de tiempo, para causar la
reaccion electroquimica, que permite la formacion de hidroxiapatita (Baeza y
Garcia, 2011, p. 53). En esta investigacién se realizé la deposicion electroquimica
con dos valores de voltajes, que estan dentro de la zona estable de trabajo,
seleccionada del voltagrama obtenido por voltametria ciclica en tiempos de 3 000
y 6 000 s.

2.3.3. EVALUACION DE LAS PELICULAS DE HIDROXIAPATITA FORMADAS
ELECTROQUIMICAMENTE

Para la evaluacion de las ©peliculas de hidroxiapatita formadas
electroquimicamente, primero se realizé la limpieza con agua destilada de los
sustratos metalicos con la hidroxiapatita depositada y se secaron con aire
comprimido. Con el objetivo de conocer la cantidad de HAp formada, todas las

muestras fueron pesadas después del proceso de lavado.

Luego, los sustratos con la formacion de hidroxiapatita fueron analizadas por
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) con un microscopio FEI Inspec F50 con
analisis elemental (EDS), para conocer la morfologia y composicion de la HAp
formada, estos analisis se realizaron en el Centro de Ingenieria de Materiales y
Nanotecnologia del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas y asimismo,
para el analisis se utilizé un analisis de espectroscopia de infrarrojo (FTIR) en un
equipo PerkinElmer Spectrum 100 con una longitud de onda de 4 000 a 500 cm™"
disponible en laboratorio de nuevos materiales de la Facultad de Ingenieria

Mecanica.
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Con el objeto de conocer, la influencia del tiempo y del voltaje aplicado en la
formacion de HAp se realizd un analisis estadistico con el programa
STATGRAPHICS Centurion. Se empled un disefio experimental 2 x 2, donde las
variables de respuestas fueron la relacion de Ca/P y la masa de pelicula formada.
El analisis se realizé para los sustratos con recubrimiento (Ta/TaN/SS316LVM,
Ta/TaN/Ti) y los sustratos sin recubrimientos con tratamiento quimico (Ti y
SS316LVM). Por otro lado, con las mejores condiciones de formacion de
hidroxiapatita en los sustratos con recubrimiento de Ta/TaN, se realiz6 la inmersion
a los sustratos con recubrimiento de Ta. Asimismo, en los sustratos que
presentaron una mejor formacion de hidroxiapatita, se realizaron pruebas de

hidrofilicidad basados en la seccion 2.1.2.2.

Finalmente, se realiz6 una comparacion con los resultados obtenidos en los

métodos utilizados en esta investigacion
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOS SUSTRATOS
METALICOS

En las Figuras 3.1 y 3.2 se muestran las imagenes MEB del Titanio y Acero
inoxidable 316LVM con las diferentes modificaciones de superficie realizadas. En
la Figura 3.1 (a) se muestra un sustrato de titanio pulido, con presencia de una
morfologia suave; en este todavia no se ha revelado la microestructura de granos.
Luego del tratamiento quimico, se observa la morfologia de la capa de 6xido
formada sobre el titanio, la cual presentd microgrietas, como se ve en la Figura 3.1
(b). En la Tabla 3.1 se expone el analisis EDS, del titanio con tratamiento quimico,
en el cual se observa la presencia de oxigeno, que comprueba la formacion de un
oxido en la superficie del mismo. Los estudios de Nouri, Hodgson y Wen (2010),
reportan que al realizar un ataque alcalino con NaOH, la capa superficial formada
podria ser un titanato de sodio, el cual se produce por la disolucién del TiO2 (pp.
434 - 435), como se ve en la Reaccion 3.1, la formacién de TiOz2 se favorecio en el
ataque acido. En este caso el analisis EDS de esta muestra, no mostré presencia
de sodio, probablemente debido a que la capa de 6xido es muy fina. La formacién
de esta capa favorece la adsorcién de proteinas e iones de calcio y fosfato en la

superficie.
TiO2 + NaOH — HTiOs + Na* [3.1]

Por otro lado la Figura 3.2 (a) muestra un acero inoxidable 316LVM desbastado,
con una topografia irregular debido al proceso de lijado que se realiz6 hasta grado
P600, sin darle el acabado especular final, a diferencia del titanio. En este caso,
este proceso favorece la adhesion de las capas que se depositaran posteriormente
(Thanh et al., 2013, p. 2038) . En la Figura 3.2 (b) se observa el acero luego del
tratamiento quimico, el cual no es muy notorio como en el titanio, ya que este tipo
de acero es resistente a los tratamientos alcalinos, sin embargo el analisis EDS

presentado en la Tabla 3.2 mostré la presencia de oxigeno, que comprueba la
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formacion de oxidos en la superficie del acero. Al realizar el ataque con NaOH, se
podria formar una capa de cromato de sodio, que sigue la Reaccion 3.2, a pesar

que en el EDS, no se observo la presencia de sodio como en el caso del titanio.

Cr203 + NaOH — HCrO4 + Na* [3.2]

Por otro lado, las Figuras 3.1 (c) y 3.2 (c) muestran la deposicion de la pelicula de
tantalo sobre el titanio y acero inoxidable 316LVM, en la cual el tamafio de grano
de la pelicula de tantalo (60 nm) sobre titanio es ligeramente mayor a la pelicula de
tantalo depositada (50 nm) sobre acero (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y Gonzalez,
2016, p. 5). De igual manera, en las Figuras 3.1 (d) y 3.2 (d) se observa la
deposicion de la pelicula de Ta/TaN sobre los sustratos, la pelicula de Ta/TaN
formada sobre titanio es mas densa que la formada en el acero, esto puede ser
debido a la influencia de la pre-pelicula de TaN, asi como por la formacién
espontanea de TiO2 en la superficie del titanio (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y
Gonzalez, 2016, pp. 5-6).

Figura 3.1. Imégene;; MEB Titanio (é)‘Pulido (b) Tratamiento quimio (c) Con |
peliculas de Ta (d) Con peliculas de Ta/TaN

Figura 3.2. Imagenes MEB Acero inoxidable 316 LVM (a) Desbastado (b) Tratamiento
quimico (c) Con peliculas de Ta (d) Con peliculas de Ta/TaN
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Tabla 3.1. Resultados del analisis EDS del Titanio con tratamiento quimico

Muestra Ti (%) O (%)

Titanio con tratamiento

quimico 31,0 69,0

Tabla 3.2. Resultados del analisis EDS del Acero inoxidable 316 LVM con tratamiento

quimico
Muestra Fe (%) | Cr (%) 0 (%) Ni (%) Mo (%)
Acero 1nox1dable 3 1’6L.VM 56.5 15.9 134 12,0 21
con tratamiento quimico

A continuacion se exponen el analisis por difraccion de rayos X convencional para
los sustratos de Ti y SS316LVM sin recubrimiento y el analisis DRX con angulo
rasante de los sustratos con recubrimientos de Ta y Ta/TaN, donde se observaron

los picos caracteristicos de cada elemento que conforman los sustratos.

La Figura 3.3 expone el difractograma del Titanio sin recubrimiento, en el cual se
aprecia que el titanio tuvo dos estructuras cristalinas, una cubica en 44,6, 65,2 y
77,0 ° 20 [JCPDS 88-2321] y otra hexagonal en 35,0, 38,5, 40,3 y 53,1 ° 26
[JCPDS 44-1294] , este comportamiento es tipico por el cambio de la presion en el

proceso metalurgico (Oldani y Dominguez, 2012).
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Figura 3.3. Difractograma convencional del Titanio sin recubrimiento

La fase hexagonal muestra una mayor intensidad debido a que es la fase que
cristalizd mucho mas que la fase cubica, aunque la presencia de la fase cubica es
importante, ya que ésta es mas compatible con el cuerpo humano al momento de
fabricar una proétesis (IMDEA Materials Institute, 2009).

Las Figuras 3.4 y 3.5 muestran los difractogramas del Ta/Ti Ta/TaN/Ti,
respectivamente, como el Ta y TaN son peliculas delgadas sobre el sustrato de Ti,
se realizd una difraccion de rayos X con angulo rasante, para atenuar la presencia
del sustrato base y resolver con claridad la contribuciéon proveniente de las
peliculas. En los difractogramas se observan que entre los picos de 35,0 y 38,5 °
260 existié una reflexién ancha, que esta centrada en 37,5 ° 26 correspondiente a
B —tantalo [JCPDS 25-1280], el ensanchamiento de este pico se debe a que la capa
esta formada por cristales nanométricos, como se evidencioé en las imagenes MEB

presentadas en las Figuras 3.1 (a) y (b).
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Figura 3.4. Difractograma de 4ngulo rasante para el titanio con las peliculas Ta

Por otro lado, en la Figura 3.5 adicionalmente, esta presente el TaN en 35,8 ° 20
ubicado dentro del ensanchamiento y en 41,6 ° 26 [JCPDS 049-1283]. De igual

manera se notd la presencia de titanio con mayor presencia de fase hexagonal en
35,0, 38,5, 40,3, y 53,1 ° 26.

| H o hep Ti
I e TaN
| + BTa

Intensidad (a.u)
o
-'-:

20 ' 25 ' 30 ' 35 ' 40 ' 45 ' 50 ' 55 ' 60
20 (°)
Figura 3.5. Difractograma de dngulo rasante para el titanio con las peliculas Ta/TaN

La Figura 3.6 corresponde al difractograma del acero inoxidable 316LVM sin
recubrimiento, en el cual se observd una mezcla de las dos fases austeniticas del

acero, gama (y) en 44,1, 50,8 ° 26 [JCPDS 33-0945] y alfa (@) en 44,8, y 66,1 ° 26
[JCPDS 35-1375].
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Figura 3.6. Difractograma del acero inoxidable 316LVM sin recubrimiento

Asimismo, las Figura 3.7 (a) y (b) muestran el difractograma del Ta/SS316LVM
Ta/TaN/SS316LVM, en los cuales se notd la presencia de la fase y-acero, en 44,1,
50,8 260 ° para ambos sustratos, asi como la fase B-Tantalo centrada en 37,5 26 °
[JCPDS 25-1280], y en la Figura 3.7 (b) se ven los picos correspondientes al TaN
en 35,8y 41,6 20 °.
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3.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APLICACION DE CAMPOS
MAGNETICOS EN LA FORMACION DE HIDROXIAPATITA

3.2.1. EFECTO DE LAS DIFERENTES CONDICIONES DE CAMPO
MAGNETICO Y TIEMPO

Los resultados del efecto de la aplicacion de campos magnéticos en la formacion
de hidroxiapatita se exponen en las imagenes MEB vy el analisis FTIR, los cuales
fueron encontrados a las diferentes condiciones aplicadas, sobre Ta/TaN/Ti,
Ta/TaN/SS316LVM, Ti y SS316LVM con tratamiento quimico y Ta/Ti y
Ta/SS316LVM, éstos se presentan a continuacion:

3.2.1.1.Sustrato Ta/TaN/Ti

En la Figura 3.8 se muestra el MEB de la deposicion de hidroxiapatita sobre
Ta/TaN/Ti a los tiempos de 7, 10 y 14 dias. En la Figura 3.8 (a) se observa una
nucleacion heterogénea en el sustrato a los 7 dias, que indicaria el proceso inicial
de formacion del compuesto, ya que como reporta Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y
Gonzalez (2016), el mecanismo de deposicion de hidroxiapatita sobre tantalo

comienza por la formacion de grupos Ta-OH en la superficie del tantalo por la
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hidratacién de la capa de 6xido de tantalo formada en la inmersion en el fluido
corporal simulado. Luego el Ta-OH se unira con pequefias cantidades de iones
Ca?* para formar una especie de tantalato de calcio. Seguidamente esta especie
quimica se combinara con los iones fosfatos para empezar la nucleacion
heterogénea con la formacion de la fase amorfa de fosfato de calcio, y luego el
exceso de iones Ca?* y POs* sera adsorbido en la superficie para formar la

hidroxiapatita.

Se ve que a medida que trascurre el tiempo, existe una mayor precipitacion de
compuesto, como se aprecia en las Figuras 3.8 (d) y (g), en las cuales a su vez se
presentan una relacion mayor de Ca/P, esta relacidén se encontro gracias al analisis
EDS, que se presenta en la Tabla Al.1, Anexo |. Asimismo, se observa en las
Figuras 3.8 (b) (c) (e) (f) (h) (i), que la influencia de campos magnéticos aumenté la
nucleacion y crecimiento del compuesto, y este proceso fue mayor con la presencia
de un campo de 0,22 T. Este fendmeno se podria explicar gracias al estudio de
Tian, Xue, Liu, He y Yang (2010), quienes proponen que la unica propiedad sobre
la cual el campo magnético actua en la precipitacion de fosfatos de calcio es sobre
el giro de protones, dado que el proton tiene spin | = 1/2, que esta sujeto al principio
de exclusion de Pauli (pp. 1198-1199). Tian, Xue, Liu, He y Yang (2010) suponen
que si el proton puede dejar el ion fosfato con solo una de las dos posibles
orientaciones de espin, se debe esperar una duplicacion de la velocidad de
transferencia en presencia de un campo magnético suficientemente fuerte. Las
tasas de nucleacién y crecimiento de cristales entonces deberian duplicarse de
forma similar, siempre que sean proporcionales a la tasa de transferencia de

protones (p. 1199).

Varias investigaciones muestran que el proceso de formacion por el método
biomimético puede tardar entre 15 a 45 dias (Baker et al., 2006, p. 1351; Kokubo y
Takadama, 2006, pp. 2907-2908; Paz et al., 2011, p. 138). En este caso se ve que
la presencia de campos si influye en el efecto de deposicién de HAp y disminuye
los tiempos de formacion notoriamente, ya que a las condiciones de 0,22 Ty 14 d,

como se muestra en la Figura 3.8 (i) se obtuvo una morfologia definida, que
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asemeja a un coral, tipica de una hidroxiapatita formada biomiméticamente (Baker
et al., 2006, pp. 1359-1360).

Sin campo 0,15T 0,22T
Ca/P = 0,64 '

7d ~

3 pm

10d

., S A CalP = 1,30

14d

Figura 3.8. Imagenes MEB de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/Ti
(a) (d) (g) sin campo (b) (e) (h) 0,15 T (¢) (f) (i) 0,22 T durante 7, 10y 14 d

El analisis por FTIR de la formacion de hidroxiapatita sobre Ta/TaN/Tia 7, 10 y
14 dias con y sin presencia de campos, se indica en la Figura 3.9. En la region de
1020 cm™a 1110 cm™ se encuentran los grupos PO43 correspondientes a la HAp.
En las Figuras 3.9 (a) y (b), apareci6 una pequefia banda dentro de esta regién. En
el caso de la Figura 3.9 (c) existid un solapamiento de bandas, lo que no permitio

observar los compuestos formados en esta region.
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Asimismo en los tres casos existio la presencia del grupo OH-en 630 cm™ y la

vibracion de tension asimétrico del OH en 3 746 cm™', coincidente con los
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resultados presentados por Koutsopoulos (2002), esta ultima banda fue mas visible
en las Figuras 3.9 (b) y (c) a un campo de 0,22 T. De igual manera, una molécula
de agua absorbida en 3 248 cm™ se presentd; debida a una formacion rapida de
las particulas de HAp, que hace que exista una absorcion de cristales de agua
(Koutsopoulos, 2002, p. 605). Por otra parte en las Figuras 3.9 (a) y (b) se observa
una banda en 897 cm, la cual corresponde a HPO4%, propia de una formacion
deficiente de calcio (Cimdina y Borodajenko, 2012, p. 127). En la Figura 3.9 (c)
existe una absorcion de CO3? en 1 642 cm™, atribuidas al CO:2 de la atmosfera
(Cimdina y Borodajenko, 2012; p. 127; Koutsopoulos, 2002, p. 604).

Por otro lado, en la Tabla 3.3 se muestra la relacion de Ca/P y la cantidad de masa
promedio de hidroxiapatita formada por area de deposicion expuesta (mg/mm?), a
las diferentes condiciones sobre Ta/TaN/Ti, en la cual se observa una mayor
cantidad de masa a las condiciones de mayor tiempo y mayor campo magnético, lo
que corroboraria las observaciones de las imagenes MEB, presentadas en la Figura
3.8.

Tabla 3.3. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes condiciones
de campo magnético y tiempo sobre Ta/TaN/Ti

Campo . Masa promedio de | Masa promedio de
Magnético Tle,mpo Relacion Ca/P HAp formada HAp formada

(Tesla) (dias) (g) (mg/mm?)
0,00 7,00 0,64 0,0006 0,020
0,15 7,00 0,82 0,0053 0,174
0,22 7,00 1,37 0,0060 0,197
0,00 10,00 1,12 0,0035 0,116
0,15 10,00 0,68 0,0068 0,224
0,22 10,00 1,23 0,0069 0,229
0,00 14,00 1,10 0,0043 0,141
0,15 14,00 1,15 0,0085 0,280
0,22 14,00 1,30 0,0092 0,303




47

En el Anexo | se muestran los analisis EDS de la formacién de hidroxiapatita con el
meétodo biomimético en presencia de campos magnéticos, de los cuales se calculo
la relacién de Ca/P y en el Anexo |l se indica el ejemplo del calculo de la cantidad

de masa promedio por area, cuyos resultados se exponen en la Tabla 3.3.

En el Anexo lll, se muestra el analisis estadistico detallado realizado en el programa
Statgraphics Centurion, en el cual el analisis de varianza expuesto en la Tabla
Alll.1, determina que las variables campo magnético y tiempo de inmersién tienen
una influencia estadistica significativa en el nivel de 0,05, con los términos del
modelo actual, sobre la masa de hidroxiapatita obtenida en Ta/TaN/Ti. De igual
forma, enla Figura 3.10 se corrobora que las variables campo magnético A y tiempo
B son estadisticamente significativas, ya que cruzan la linea de referencia de
efectos. La variable campo magnético A tiene un mayor efecto sobre la masa
formada que la variable tiempo B y que la combinacion de ambas variables AB. La
Figura 3.11 muestra una tendencia significativa de aparicion de la masa de HAp

formada en presencia de dichas variables.

A:Campo magnético

AB

B:Tiempo

AA

BB

|

L L L
2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 3.10. Diagrama de Pareto Estandarizada para la masa de pelicula de HAp formada

en Ta/TaN/Ti
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Figura 3.11. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula de HAp formada sobre
Ta/TaN/Ti
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Para el caso de la relacion Ca/P, no se pudo realizar el analisis estadistico, debido
a que no se contd con los datos de repeticion necesarios para el analisis. Los
reportes de Dorozhkin (2010), afirman que la relacion de Ca/P en la formacion de
fosfatos de calcio esta influenciada principalmente por el pH y la temperatura, por
lo cual en esta investigacién se mantuvieron constantes los valores de pH en 7,2 -
7,4 y temperatura en 36,6-37,0 °C, segun las condiciones ideales probadas por
Kokubo, Kim y Kawashita (2003).

3.2.1.2.Sustrato Titanio con tratamiento quimico

La formaciéon de HAp en presencia de campo de magnéticos sobre Titanio con

tratamiento quimico a tiempos de 7, 10 y 14 dias, se muestra en la Figura 3.12. A

diferencia del sustrato de Ta/TaN/Ti, se observan morfologias mas definidas tipo

coral.
Sin campo 15T 022 T
7d
10d
Ca/P =241 . Ca/P =342 Calp = 2,35
14d

Figura 3.12. Imagenes ME formacion de HAp sobre Titanio con tratamiento quimico (a)
(d) (g) Sin campo (b) (e) (h) 0,15 T (¢) (f) (1) 0,22 T durante 7, 10y 14 d
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La mayor formacion se presenta cuando se aplicaron los campos magnéticos de
0,15 Ty0,22 T, con presencia de la mayor relacion de calcio y fésforo. A los catorce
dias de inmersién del sustrato se observaron morfologias tipo coral o coliflor con
aglomeraciones que indica una formacién de capas gruesas, siendo este tipo de

morfologia beneficiosa para la adhesion celular.

El tratamiento quimico realizado en la superficie del titanio influyé en la formacién
de HAp, posiblemente debido a la formacién de una capa de titanato de sodio, que
induce a la formacion de apatitas en la superficie del sustrato (Nouri, Hodgson y
Wen, 2010, p. 435). Luego, la capa de titanato de sodio libera sus iones Na* en el
fluido circundante a través de un intercambio iénico con H3O* en el fluido para
formar grupos Ti-OH. Los grupos Ti-OH interactuan inmediatamente con los iones
de calcio en el fluido para formar un titanato de calcio. El titanato de calcio incorpora
los iones de fosfato, asi como los iones de calcio, en el fluido para formar nucleos

de hidroxiapatita en la solucién SBF (Wang, Zhou y Wang, 2004, p. 10).

Los espectros infrarrojos de la formacién de hidroxiapatita sobre titanio con
tratamiento quimico con y sin presencia de campo a los tiempos de 7, 10 y 14 dias,
se indican en la Figura 3.13. A los diferentes tiempos se not6 la presencia de grupos
fosfatos entre 1 020 cm™ a 1 110 cm-", a excepcion de la condicion de catorce dias
y 0,15 T, que presentd una vibracién de tension simétrica del fosfato en 960 cm™’,
como se indica en la Figura 3.13 (c¢) (Cimdina y Borodajenko, 2012, p. 127;
Universidad de Alcala, 2015, p. 13). Para los tres casos existid una absorcion de
CO32en 1642 cm™y 870 cm™, asi como, agua absorbida en 3 248 cm™'. En todos
los casos el grupo OH™ no se encontrd presente, debido a un solapamiento de los
grupos P207* en 725 cm, atribuidos a la fase de pirofosfato de calcio (Cimdina y
Borodajenko, 2012, p. 134).
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Figura 3.13. FTIR de la formacion de HAp sobre Titanio con tratamiento quimico en
presencia de campos magnéticos (a) 7d (b) 10dy(c) 14d

En la Tabla 3.4 se exponen los resultados de relacion de Ca/P y la masa promedio
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de hidroxiapatita obtenida a las diferentes condiciones en titanio con tratamiento
quimico. Como en el caso del Ta/TaN/Ti, se observa una mayor cantidad de
hidroxiapatita formada a mayor campo y mayor tiempo, el mismo comportamiento

se tiene en la relaciéon de Ca/P.

Tabla 3.4. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes condiciones
de campo magnético y tiempos sobre Ti

Cam,pf) Tiempo - Masa promedio de Masa promedio de
Magnético ) Relacion Ca/P HAp formada HAp formada

(Tesla) (dias) ) (mg/mm?)
0,00 7,00 1,38 0,0008 0,025
0,11 7,00 1,14 0,0010 0,031
0,22 7,00 1,40 0,0026 0,085
0,00 10,00 1,47 0,0027 0,088
0,11 10,00 1,83 0,0066 0,219
0,22 10,00 2,80 0,0076 0,252
0,00 14,00 2,41 0,0044 0,144
0,11 14,00 3,42 0,0063 0,209
0,22 14,00 2,35 0,0085 0,282

En el Anexo lll se muestra el analisis estadistico detallado realizado en el programa
Statgraphic Centurion, el cual demostrd que en este sustrato las variables campo
magnético A y tiempo B son estadisticamente significativas en la experimentacion,

como en el sustrato Ta/TaN/Ti.

3.2.1.3.Sustrato Ta/TaN/SS316LVM

En el caso de la deposicidn de hidroxiapatita sobre Ta/TaN/SS316LVM se
observaron morfologias mas definidas como se muestra en la Figura 3.14. Igual
que en los sustratos de Ta/TaN/Ti y Titanio con tratamiento quimico, una mayor
precipitacion se formo con la presencia de campos magnéticos, ya que como se ve

en las Figuras 3.14 (a), (d) y (g) con el método biomimético sin campo no existe
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una presencia notoria del compuesto. En este caso, al tiempo de catorce dias se
evidencia el inicio de la nucleacion del fosfato, sin la aplicacion del campo
magneético. Las muestras en presencia del campo magnético de 0,22 T ya tuvieron
una morfologia tipica de HAp, como se ve en las Figuras 3.14 (c) (f) y (i). A los
catorce dias de inmersion del sustrato y con un campo de 0,22 T, se obtuvo una
pelicula uniforme con una relacién de Ca/P de 1,68, propia de la formacion de

hidroxiapatita, como se muestra en la Figura 3.14 (i).

Sin campo 0,15T

7d
: 3 pm
n Ca/P =0,64
10d
3 um _ " 3 um ;
14d P

Figura 3.14. Imagenes MEB formacion de HAp sobre Ta/TaN/SS316 LVM (a) (d) (g) sin
campo (b) (e) (h) 0,15 T (c) (f) (1) 0,22 T durante 7, 10y 14 d

Los infrarrojos de la formaciéon de hidroxiapatita sobre Ta/TaN/SS316LVM,
presentados en la Figura 3.15, muestran que con el transcurso de los dias las
bandas de los fosfatos empezaron a definirse mejor en comparacién del caso del
Ta/TaN/Ti, entre 1 020 cm™ a 1 110 cm™. Con la influencia de los campos
magnéticos en tiempos de 10 y 14 d se observaron bandas mas marcadas de

PO43, como se ve en las Figuras 3.15 (b) y (c); asi como una disminucién de agua
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absorbida en 3 248 cm™ comparada con los otros casos. Asimismo, en estos
espectros se observa que la aparicion del grupo OH-en 3 756 cm', es mas intensa
y a diferencia de los sustratos mencionado anteriormente no existié una absorcion

de CO:2 presente.
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Figura 3.15. FTIR de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/SS316LVM en presencia de
campos magnéticos (a) 7d (b) 10d y (c) 14d
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En la Tabla 3.5 se presentan los resultados de la relacién de Ca/P y la masa
promedio de hidroxiapatita obtenida a las diferentes condiciones en
Ta/TaN/SS316LVM. Como en los sustratos anteriores, se observa una mayor
cantidad de hidroxiapatita formada a mayor campo y mayor tiempo, asi como con

la relacion de Ca/P.

Tabla 3.5. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes condiciones
de campo magnético y tiempos sobre Ta/TaN/SS316LVM

oo g | s | Moo ge | o promec
(Tesla) (dias) Ca/p (2 (mg/mm?)
0,00 7,00 0,00 0,0002 0,008
0,11 7,00 1,00 0,0037 0,116
0,22 7,00 1,00 0,0072 0,229
0,00 10,00 0,00 0,0010 0,033
0,11 10,00 0,64 0,0049 0,156
0,22 10,00 1,40 0,0053 0,170
0,00 14,00 0,00 0,0017 0,054
0,11 14,00 0,95 0,0057 0,180
0,22 14,00 1,68 0,0074 0,236

Los resultados de la influencia del campo magnético y del tiempo de inmersion
sobre la cantidad de masa de hidroxiapatita sobre el Ta/TaN/SS316LVM se
muestran en el Anexo lll, que al igual que en los casos anteriores se observa que
las variables campo magnético A y tiempo B tienen una influencia estadisticamente

significativas sobre la formaciéon de hidroxiapatita.

3.2.1.4.Sustrato SS316LVM

La Figura 3.16 expone las imagenes MEB de la deposicion de hidroxiapatita sobre

SS316LVM con tratamiento quimico con y sin presencia de campos por tiempos de

7,10 y 14 dias. Las Figuras 3.16 (a-c), muestran que a los 7 dias de inmersion en
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el SBF no existieron nucleaciones, y con un campo de 0,22 T, comenzo el proceso
de formacioén con presencia de calcio y fésforo. Ya a los 10 y 14 dias, como se
muestra en las Figuras 3.16 (d-i), el proceso de nucleacién es mas notorio que a
los 7 dias a ambos valores de campo magnéticos. Para la condiciéon de 10 y 14 dias
con un campo magnético de 0,22 T se observo una pelicula uniforme en todo el
sustrato. Por otro lado, en la Figura 3.16 (i) se observa la mayor relacion de Ca/P.
Asimismo al realizar la experimentacién con el método biomimético sin presencia
de campos magnéticos para el acero 316LVM a los catorce dias, se nota el proceso
de precipitacidon con presencia de Ca y P. Al igual que en el titanio con tratamiento
quimico, la capa de oxido formada ayudo a la formacién de la hidroxiapatita.

Sin campo

0,15T 0,22T

cfp-112

7d

10d

Ca/P = 0,60 Ca/P=0,56

14d

3 fm
Figura 3.16. Imagenes MEB formacion de HAp sobre SS316 LVM con tratamiento
quimico (a) (d) (g) Sin campo (b) (e) (h) 0,15 T (¢) (f) (i) 0,22 T durante 7, 10 y 14 d.

Al igual que los casos anteriores, el analisis FTIR, ayud6 a reconocer los grupos
formados en el método biomimético con y sin presencia de campos magnéticos

sobre el acero inoxidable 316 LVM, que se presenta en la Figura 3.17.
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En todos los casos, se observa la presencia de PQO42 entre 1 020 cm™ a

1110 cm™', excepto para la condiciones de 7 y 10 dias sin presencia de campos, lo

que se corrobora en las imagenes MEB presentadas en las Figuras 3.16 (a) y (d).
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En las Figuras 3.17 (a) y (b) aparecio el grupo HPO4?- en 897 cm™', esto a un campo
de 0,15 T, debido a una formacién deficiente de calcio y una presencia de

carbonatos entre 1 642 cm™ a 1 420 cm™.

De igual manera en la Tabla 3.6 se exponen los resultados de la relacion de Ca/P
y la masa de hidroxiapatita formada a las diferentes condiciones sobre SS316LVM,

en la que se observa el mismo comportamiento de los sustratos anteriores.

Tabla 3.6. . Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes
condiciones de campo magnético y tiempos sobre SS316LVM

Cam,pf) Tiempo - Masa promedio de Masa promedio de
Magnético . Relacién Ca/P HAp formada HAp formada

(Tesla) (dias) (2) (mg/mm?)
0,00 7,00 0,00 0,0000 0,000
0,11 7,00 0,00 0,0002 0,006
0,22 7,00 1,12 0,0001 0,005
0,00 10,00 0,00 0,0002 0,006
0,11 10,00 1,00 0,0040 0,127
0,22 10,00 1,10 0,0021 0,067
0,00 14,00 0,60 0,0003 0,010
0,11 14,00 0,56 0,0020 0,064
0,22 14,00 1,29 0,0051 0,162

En el Anexo lll se muestra el analisis estadistico realizado en el programa
Statgraphic Centurion, que corrobora la influencia del campo magnético y el tiempo
de inmersion sobre la masa de hidroxiapatita obtenida a las diferentes condiciones

sobre SS316LVM, mismo comportamiento que en los casos anteriores.

3.2.2. APLICACION DE LAS MEJORES CONDICIONES DE FORMACION
SOBRE LOS SUSTRATOS CON RECUBRIMIENTO DE TANTALO

A continuacion se presentan los resultados del efecto de la formacion de
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hidroxiapatita sobre los sustratos con recubrimientos de Tantalo (Ta/Ti y
Ta/SS316LVM), a las mejores condiciones de formacién de HAp deducidas de los
analisis realizados en los sustratos anteriores. Estas condiciones se presentaron
con un tiempo de inmersion en el fluido corporal simulado de catorce dias y un
campo magnético de 0,22 T, bajo las cuales se obtienen la mayor cantidad de
hidroxiapatita precipitada y las mejores relaciones de Ca/P y morfologia tipo coral.
En la Figura 3.18 (a) y (b) se muestran las imagenes MEB de la formacién de
hidroxiapatita sobre Ta/Ti, en las cuales se evidencia que con la presencia del
campo magnético, se obtiene una mayor nucleacién y crecimiento del compuesto
HAp con una morfologia tipo coral bien definida, asi como una relacién 6ptima de
Ca/P de 1,60, derivada del analisis elemental presentado en el Anexo I. De la misma
forma, el analisis de las Figuras 3.18 (c) y (d) evidencian que no se mostraron
resultados satisfactorios en la deposicion de hidroxiapatita sobre el Ta/SS316LVM,
con y sin efecto de campo magnético, observandose solamente una fase inicial de
precipitacion de HAp sobre el sustrato. Este efecto negativo puede ser atribuido a
la delaminacion de la pelicula de tantalo sobre el sustrato de acero, que fue
observada durante la experimentacion.

Sin campo 0,22T

Ca/P = 1,00 . Ca/P = 1160

E

Ta/Ti

S pm

Ca/P =0,90

Ca/P=0,72

Ta/SS316LVM o' 8 .

Figura 3.18. Deposicion de hidroxiapatita en presencia de un campo magnético de 0,22 T
sobre Ta/Tiy Ta/SS316LVM durante 14 d
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En las Figuras 3.19 y 3.20 se muestran los analisis FTIR de la formacion de
hidroxiapatita sobre Ta/Tiy Ta/SS316LVM, respectivamente. En el caso del Ta/Ti,
se observa un espectro mas definido con la presencia de campo magnético, en este
se nota la presencia de los grupos PO42 entre 1 020 cm™ a1 110 cm™ y carbonatos
entre 1 642 cm™ a 1 420 cm', como la presencia del grupo OH en 630 cm™ y
3 756 cm™. Por otro lado, en la Figura 3.20 no se evidencian las bandas
caracteristicas que muestran la formacion de HAp. Resultados que concuerdan con
las observaciones de las imagenes MEB para este sustrato, corroborandose el
efecto negativo de la delaminacion del tantalo sobre la superficie del acero antes
mencionado.
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Figura 3.19. FTIR HAp depositada sobre Ta/T1 en presencia de un campo magnético de
0,22 T por 14 d
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Figura 3.20. FTIR HAp depositada sobre Ta/ SS316LVM en presencia de un campo
magnético de 0,22 T por 14 d
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3.3. DEPOSICION ELECTROQUIMICA DE HIDROXIAPATITA
SOBRE LOS DISTINTOS SUSTRATOS METALICOS,
UTILIZANDO COMO ELECTROLITO FLUIDO CORPORAL
SIMULADO

3.3.1. CARACTERISTICAS ELECTROQUIMICAS DE LOS SUSTRATOS

En este apartado se presentan los resultados de la caracterizacion electroquimica
de los sustratos, mediante espectroscopia de impedancia, antes de la deposicidon
de hidroxiapatita. Los datos obtenidos se representaron con ayuda del diagrama de
Nyquist, que relaciona la componente imaginaria de la impedancia (Z”) vs la
componente real de la misma (Z’). Y el diagrama de Bode, que relaciona el médulo
de la impedancia |Z(w)|y el angulo de fase ¢ vs el log de frecuencia de Nyquist,
(Pérez, 2012, pp. 40-41).

El diagrama de Nyquist presentado en la Figura 3.21, muestra que el titanio con
recubrimiento de Ta/TaN posee una pendiente mas elevada que los otros sustratos,
lo que indica que el Ta/TaN/Ti tiene un comportamiento mas capacitivo que el titanio
con recubrimiento de Ta, titanio pulido y titanio con tratamiento quimico. Este
comportamiento revela que la doble capa de Ta/TaN presenta mayor resistencia
electroquimica, y sugiere que la doble capa tendra un efecto de proteccion en el

sustrato ante un proceso de corrosion (Liu, Xu y Jiang, 2016, p. 11).

El diagrama de Bode expuesto en la Figura 3.22, corrobora el mismo
comportamiento del Ta/TaN/Ti, ya que en el rango de baja y media frecuencia el
log Z se mantiene constante con el angulo de fase cerca de 90°, caracteristico del
comportamiento capacitivo y cae para altas frecuencias atribuido al
comportamiento resistivo de la solucion ( Liu, Xu y Jiang, 2016, p. 11). El titanio con
recubrimiento de Ta/TaN muestra un rango mayor de log Z vs frecuencia en la
relacion lineal y en el plateau del angulo de fase que el titanio sin recubrimiento, por
lo que la doble capa tendria un efecto mas aislante y protector que en los materiales

sin recubrimiento (Liu, Xu y Jiang, 2016, pp.10-11).



61

1,2X105 T T T T T T T T
| |
1,0x10° A
. _
[
8,0x10" "
o -
£ . =
o 4
o 60x10' o .
= | | u -
N 4 | | .I
4,0X10 1 ]
al =
l'...' B Tali
. LN B Ta/TaNi .
2,0x10" . B Ticon ataque quimico
B Tipulido
0,0 - T T T T T T T T T T
0,0 50x10°  1,0x10°  1,5x10*  2,0x10*  2,5x10°  3,0x10*
Z' (Q cm2)

Figura 3.21. Diagrama de Nyquist del Titanio pulido, Titanio con tratamiento quimico,
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La Figura 3.23 representa el diagrama de Nyquist, en el cual se observa que el

acero 316LVM con tratamiento quimico, acero desbastado y el acero con
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recubrimiento de TaN/Ta tienen las pendientes mas elevadas, que el acero
recubierto con una pelicula Ta, que demuestran que dichos sustratos tienen un

comportamiento mas capacitivo que el Ta/SS316LVM.
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Figura 3.23.Diagrama de Nyquist del Acero 316LVM desbastado, Acero 316LVM con
tratamiento quimico, Ta/SS316LVM y Ta/TaN/SS316LVM en SBF a 37 °CypH de 7,2 -
7,4

Por otro lado la Figura 3.24 representa el diagrama de Bode, que confirma lo visto
en el diagrama de Nyquist, ya que se observa que el acero desbastado, con
tratamiento quimico y el acero con recubrimiento de TaN/Ta tienen una mayor
relacion lineal, asi como un angulo cercano a 90°, propio del comportamiento
capacitivo, que el acero con recubrimientos de Ta; es decir que el recubrimiento no
es tan efectivo ante un proceso corrosivo como en el caso del Ta/Ti, esto ocurre
porque la pelicula de Ta no tiene una buena adhesién con el SS316LVM, puesto
que se observé un proceso de delaminacion de la pelicula, posiblemente atribuido
a la generacién de tension, a medida que se depositan nuevas capas por la llegada
de nuevos atomos, dicha tension aumenta entre ellas y estos granos coalescen y
empiezan a tener un crecimiento tipo isla (Jara, Fraisse, Flaud, Fréty y Gonzalez,
2016, p. 5), por lo que es necesaria una pre-pelicula que aumente la adhesion, en

este caso fue de TaN.
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tratamiento quimico, Ta/SS316LVM y Ta/TaN/SS316LVM en SBF a 37 °C y pH 7,2-7,4

3.3.2. DEPOSICION ELECTROQUIMICA

3.3.2.1.Efecto de las diferentes condiciones de voltaje y tiempo

La voltametria ciclica permiti6 conocer los picos de reduccion que se produjeron

durante el proceso de deposicion de hidroxiapatita. La Figura 3.25 representa la

voltametria ciclica de barrido de los sustratos modificados: titanio con tratamiento

quimico Yy titanio recubierto con peliculas de Ta/TaN en solucién de fluido corporal

a 37 °C y pH de 7,2. Este analisis permitio determinar el rango de voltaje, en el cual

se dan la nucleacion y crecimiento de hidroxiapatita, el cual sera usado para los

experimentos de deposicion.

Para el caso del titano con tratamiento quimico este rango se encuentra entre

-1,3V a-1,8 V. Por otro lado, para el caso del titanio con recubrimientos de Ta/TaN,

este rango esta entre -1,5V a-2,0 V.
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Figura 3.25. Voltametria ciclica del titanio con tratamiento quimico y titanio con
recubrimiento de Ta/TaN en SBF a 37 °C y pH de 7,2, velocidad de barrido de 0,1 V/s

La Figura 3.26 muestra el voltagrama del acero inoxidable 316LVM con tratamiento
quimico y acero inoxidable 316LVM recubierto con Ta/TaN en SBF a 37 °C y pH de
7,2.-7,4. En este caso se noto que en el acero con tratamiento quimico los procesos
de nucleacion y crecimiento se dan entre -1,2V a-2,0 V, y para el acero inoxidable
recubierto con Ta/TaN estos procesos se realizan entre potenciales de -1,5 V a
-1,8 V.

2,0x10™ . T . . . ; . '

004 P — ]

-2,0x10™

-4,0x10™ -

—— SS con ataque quimico

4
*6.0x10 —— Ta/TaN/SS .

-8,0x10™

Densidad de Corriente (A/cm?)

A,0x10°4 /

-1,2x10” T T T T T T T T T T T T T
-2,1 -1,8 -1,5 -1,2 -0,9 -0,6 -0,3 0,0

Potencial aplicado (V vs Ag/AgCl)
Figura 3.26. Voltametria ciclica del acero 316LVM con tratamiento quimico y acero

316LVM con recubrimiento de Ta/TaN en SBF a 37 °C y pH de 7,2, velocidad de barrido
de 0,1 V/s
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En la Tabla 3.7 se muestran los potenciales a los cuales se realizara la
cronoamperometria, escogidos en la zona de nucleacion y crecimiento determinada
en la voltametria ciclica, en la cual se realiza la deposicion de hidroxiapatita a los
tiempos de 3 000 y 6 000 s.

Tabla 3.7. Potenciales aplicados para la cronoamperometria

Sustrato Potencial 1 Potencial 2 Sustrato Potencial 1 Potencial 2
o) o) \%) %)
Ticon t’rat.armento 13 1.6 SS31.6LVM ?op 12 14
quimico tratamiento quimico
Ta/TaN/Ti -1,5 -1,8 Ta/TaN/SS316LVM -1,4 -1,7

e Sustrato de Ta/TaN/Ti

Los resultados de la morfologia de la hidroxiapatita depositada, a los diferentes
potenciales y tiempos se muestran a continuacion. La Figura 3.27 muestra las
imagenes MEB de la formacion de HAp sobre el Ta/TaN/Ti, en todos los casos se
observa que la formacion del producto se da en capas, este fendmeno fue visto

también en estudios de Ciro, Zapata y Lopez, (2015) sobre sustratos de vidrio.

En las Figuras 3.27 (a) y (b), se muestra la deposicién a -1,5V por 3 000 y 6 000 s,
en la que a las condiciones de -1,5 V y 6 000 s se mostré6 una morfologia mas
uniforme y densa en todo el sustrato que en la formacién biomimética. Por otro lado
el analisis EDS, que se expone en el Anexo IV, indico que la mayor relacion de
Ca/P se presentdé a 6 000 s. Asimismo, las deposiciones realizadas a -1,8 V,
expuestas en las Figuras 3.27 (c) y (d), fueron menos uniformes, aun cuando se

observé que el efecto del tiempo mejora la deposicion.
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Figura 3.27. Imagenes MEB formacion de HAp sobre Ta/TaN/Ti (a) -1,5 V 3 000 s
(b) -1,5V 6 000s (c) -1,8 V3 000 s

En la Figura 3.28 se muestran los resultados del analisis de FTIR de la formacion
de HAp sobre titanio con tratamiento quimico. Se observa que a las condiciones de
-1,8 V. .a 3 000 y 6 000 s, existe un solapamiento de las bandas en la region de
1 000 cm™ a 1 400 cm™, regién donde se encuentra la huella digital de la

hidroxiapatita, lo que no permitié reconocer los compuestos formados.
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Figura 3.28. FTIR de la formacion de HAp sobre Ti con tratamiento quimico

Por otro lado, a la condicién de -1,5V a 3 000 s, se mostré la formacién de un
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fosfato amorfo, que es una primera fase de formacion de HAp, que concuerda con
el FTIR encontrado por Drouet ( 2013). A mayor tiempo, 6 000 s, y con un potencial
de -1,5 V, se observaron las bandas caracteristicas de HAp, en 1 024 cm™ y
1 110 cm™ que corresponden a PO43, y la presencia de grupos OH en 630 cm™' y
3 753 cm™. También se notd la presencia de COs? en las bandas de 1 420 cm™ a

1 650 cm™, y agua absorbida en 3 250 cm™.

Enla Tabla 3.8 se presenta la relacién de Ca/P y la masa promedio de hidroxiapatita
obtenida a las diferentes condiciones aplicadas sobre Ta/TaN/Ti. En este caso a la
condicion de -1,5 V y 6 000 s se obtuvo la mayor cantidad de masa, asi como la
mayor relacién de Ca/P. En esta condiciéon también se encontré el mejor FTIR de

hidroxiapatita formada.

En el Anexo IV se exponen los analisis EDS de la formacion de hidroxiapatita por
el método electroquimico, de los cuales se calcula la relacién de Ca/P expuesta en
la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes condiciones
de potencial y tiempo sobre Ta/TaN/Ti

Potencial Tiempo Carp Masa pl;())l;l;giioade HAp | Masa pl;;l:::;gifade HAp
) © (® (mg/mm?)
-1,50 3 000 1,27 0,0029 0,228
-1,80 3 000 1,02 0,0031 0,248
-1,50 6 000 1,35 0,0069 0,550
-1,80 6 000 1,21 0,0024 0,187

En el Anexo V se muestra el analisis estadistico detallado realizado en el programa
Statgraphic Centurion, en el cual se observd que tanto el voltaje como el tiempo
son variables que tienen una influencia estadistica significativa en la masa de
hidroxiapatita formada, ya que existen tres efectos que tienen una valor-P menor
que 0,05, como se ve en la Tabla IVA.1. En la Figura 3.29 muestra que las variables

voltaje Ay tiempo B, asi como, la combinacion AB, tienen una influencia significativa
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en la experimentacion, ya que pasan la linea de efectos estandarizados. En la
Figura 3.30 se observa la tendencia significativa de la masa formada en relacion de
dichas variables. Al igual que con el método biomimético en presencia de campos
magnéticos, no se pudo realizar el analisis estadistico con la relacion de Ca/P

encontrada, debido a la insuficiencia de datos.

AB
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A:Voltaje
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Efecto estandarizado

Figura 3.29. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de HAp formada en Ta/TaN/Ti
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Figura 3.30. Grafica de efectos principales para la masa de HAp formada sobre Ta/TaN/Ti

e Sustrato Ti atacado con tratamiento quimico

En la Figura 3.31 se observa las imagenes MEB de la formacion de HAp sobre
titanio con tratamiento quimico, donde todos los productos obtenidos tienen una
morfologia bien definida con forma de pequefas particulas esferoidales, esta
morfologia también fue encontrada en estudios de Spadavecchia y Gonzalez
(2007), para obtencion de hidroxiapatita nanoestructurada. En las Figuras 3.31 (c)
y (d), se nota una mayor formacién de producto y mayor relacién de Ca/P, que

arrojo el analisis elemental.



69

i

P

s
3 pm

Ca/P=1,4

Figura 3.31. Imagenes MEB de la formacion de HAp sobre Titanio con tratamiento
quimico (a) -1,3v3 000 s (b) -1,3v6 000 s (c) -1,6 v3 000 s (d) -1,6 v 6 000 s

Los resultados FTIR de la deposicion sobre titanio con tratamiento quimico, se
exponen en la Figura 3.32, donde a las diferentes condiciones se obtuvo el espectro
de HAp bien definido, con presencia de las bandas caracteristicas. Las bandas
estdn mas definidas, ya que como se vio en el MEB tienen la estructura mas
ordenada, a diferencia del caso del recubrimiento de Ta/TaN. De igual forma se
observéd la presencia de PO43, en las bandas de 1 110 cm™ a 1 024 cm™, con
presencia de carbonatos en 1 650 cm™ y 1 423 cm™ y OH- en las bandas 630 cm™
y 3756 cm™.
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\  ——-1,6V 3000s

——-1,6V 6000s
324
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Figura 3.32. FTIR de la formacion de HAp sobre Ti con tratamiento quimico
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La relacion de Ca/P y la masa promedio de hidroxiapatita obtenida a los diferentes
voltajes tiempos, se presentan en la Tabla 3.9. La mayor cantidad de masa de
hidroxiapatita se da a -1,6 V, que es el voltaje mas alto aplicado. De igual manera

la relacion de Ca/P es mayor a este voltaje.

Tabla 3.9. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes condiciones
de potencial y tiempo sobre Ti con tratamiento quimico

. . Masa promedio de HAp Masa promedio de HAp
Potencial Tiempo

Ca/P formada formada

V) (s) >

(2 (mg/mm?)
-1,30 3 000 1,40 0,0024 0,191
-1,60 3 000 1,50 0,0031 0,247
-1,30 6 000 1,10 0,0014 0,111
-1,60 6 000 1,40 0,0031 0,247

En el Anexo V, se muestra el analisis estadistico detallado realizado en el programa
Statagraphic Centurion de la influencia del voltaje aplicado A y el tiempo B sobre la
masa de hidroxiapatita en el ti con tratamiento quimico, que al igual que en el caso
del Ta/TaN/Ti mostré que son variables que tienen una influencia estadistica

significativa en la experimentacion.

e Sustrato de Ta/TaN/SS316 LVM

En las imagenes MEB de la deposicion sobre Ta/TaN/SS316 LVM mostradas en la
Figura 3.33, no se observan grandes diferencias entre las diferentes condiciones
de potencial empleados, -1,4 V y -1,7 V, en todas se observan formaciones de
aglomerados de particulas de fosfatos de calcio sobre todo el sustrato. Aunque al
tiempo de 6 000 s como se ve en las Figuras 3.33 (b) y (d) existe una mayor
precipitacion de producto, ademas en éstas se tienen las mayores relaciones de

calcio y fésforo.
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Ca/P=1,16

Ca/P=1,08 B Ca/P=1,16

Figura 3.33. Imagenes MEB de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/316LVM (a) -1,4 V
3000s(b)-1,4V6000s(c)-1,7V3000s(d)-1,7V 6000s

En la Figura 3.34 se observa el FTIR de la formacién de HAp sobre
Ta/TaN/SS316LVM, en todas las condiciones se notan las bandas caracteristicas
de fosfatos de calcio. Entre 1 110 cm™a 1 020 cm" se encuentra las bandas de los
grupos PQO43, y entre 865 cm™ a 877 cm, el grupo HPO4?, que se da por la
vibracién de tension del P-OH (Cimdina y Borodajenko, 2012, p. 130). La banda del
grupo OH-también esta presente en 632 cm™'. A la condicién de -1,7 V por 6 000 s

tiene un espectro con el perfil de bandas mas caracteristicas de hidroxiapatita.

-1,7 V 6000 s
-1,7 V 3000 s 630 1
-1,4 V 6000 s
-1,4 V 3000 s

]

- '
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BV, : 1176 N apa ]
\ B RS A
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Figura 3.34. FTIR de la HAp depositada sobre Ta/TaN/SS316LVM
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Enla Tabla 3.10 se indican la relacién de Ca/P y la masa promedio de hidroxiapatita
formada a los diferentes voltajes y tiempos sobre Ta/TaN/SS316LVM. Al igual que
en los casos anteriores se observa una mayor cantidad de producto a un potencial

mayor, asi como, de relacién de Ca/P al mayor potencial y tiempo.

Tabla 3.10. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes
condiciones de potencial y tiempo sobre Ta/TaN/SS316 LVM

. . Masa promedio de Masa promedio de HAp
Potencial Tiempo

Ca/P HAp formada formada

V) (s) (@) >

g (mg/mm?)
-1,40 3 000 1,04 0,0003 0,021
-1,70 3000 1,08 0,0036 0,286
-1,40 6 000 1,16 0,0034 0,267
-1,70 6 000 1,16 0,0036 0,286

En el Anexo V se muestra el analisis estadistico detallado de la influencia del voltaje
Ay del tiempo B en la masa de hidroxiapatita formada realizado en el programa
Statgraphic Centurion, que demostré que estas variables tienen una influencia

estadistica significativa sobre la masa.

e Sustrato de acero 316LVM

La formacion de hidroxiapatita sobre acero 316LVM con tratamiento quimico a las
diferentes condiciones se muestra en la Figura 3.35. Cuando se emplea un
potencial de -1,2 V se obtiene una menor formacion de producto, con una
morfologia irregular, no caracteristica, como se observa en las Figuras 3.35 (a) y
(b), atribuida a que el voltaje aplicado fue muy bajo para que se dé el crecimiento,
por otro lado la Figura 3.35 (c) en la cual se utiliz6 -1.4 V se obtuvo la formacion de
una capa con particulas con morfologia mas definida, especialmente a 6 000 s, con

una relacion de Ca/P igual a 1,30.
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Ca/P=0,70 Ca/P=1,02

-

Figura 3.35. Imagenes MEB de la formacion de HAp sobre SS316LVM (a) -1,2 V 3 000 s
(b)-1,2V6000s(c)-1,4V3000s(d)-1,4V6000s

A continuacion se muestran los resultados FTIR de la deposicién de HAp sobre
SS316 LVM con tratamiento quimico, expuestos en la Figura 3.36. A la condicién
de -1,4 V por 6 000 s se observa el espectro mas definido de la formacién de
hidroxiapatita con presencia de los grupos PO43 entre 1 110 cm™a 1 020 cm™, OH-
en 630 cm™' y HPO4? en 870 cm™, lo que se corrobora con el MEB de la Figura 3.36
(d), obteniéndose una morfologia definida de pequefios bastones esferoidales.

T T T T T T T T
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Figura 3.36.FTIR de la HAp depositada sobre SS316LLVM con tratamiento quimico
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Ala condicion de -1,4 V y 3 000 s, se nota la formacién de un fosfato con una banda
corta a 1 031 cm™ .Por otro lado a las demas condiciones de -1,2 V no se tuvieron
buenos resultados, ya que las estructuras encontradas tuvieron una formacion
deficiente y amorfa. Esto se debe a que la sintesis se realiz6 a un potencial bajo,

en el cual no se produjo el proceso de nucleacion y crecimiento.

En la Tabla 3.11 se presentan la relacion de Ca/P y la masa promedio de
hidroxiapatita obtenida a las diferentes condiciones, se puede apreciar que a mayor
potencial existe un aumento de la masa del producto y de la relacién de calcio y

fosforo.

Tabla 3.11. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita formada a las diferentes
condiciones de potencial y tiempo sobre SS316 LVM

. . Masa promedio de Masa promedio de HAp
Potencial Tiempo
W) © Ca/P HAp formada formada
]
(2 (mg/mm?)
1,20 3000 0,70 0,0007 0,056
1,40 3000 0,00 0,0016 0,125
1,20 6000 1,02 0,0008 0,064
1,40 6000 1,30 0,0021 0,170

Asimismo, en el Anexo V se expone el analisis estadistico detallado realizado en el
programa Statgraphic Centurion, con el cual se corroboré que el potencial A y el
tiempo B son variables estadisticamente significativas sobre la masa de

hidroxiapatita formada en acero 316LVM con tratamiento quimico.

3.3.3. APLICACION DE LAS MEJORES CONDICIONES DE LA FORMACION
SOBRE LOS SUSTRATOS CON RECUBRIMIENTO DE TANTALO

A continuacién se presentan los resultados de la formacion de hidroxiapatita sobre
los sustratos con recubrimiento de Ta, con las mejores condiciones de formacion

obtenidas en los sustratos con recubrimiento de Ta/TaN, al igual que en estudio del
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efecto del campo magnético, dichas condiciones se basaron en la mayor cantidad

de hidroxiapatita producida y la mayor relacion de Ca/P.

En la Figura 3.37 se observan las imagenes MEB de la especie formada sobre Ta/Ti
a las condiciones de -1,8 V por 6 000 s y Ta/SS316LVM a -1,7 V por 6 000 s. En el
caso de la Figura 3.37 (a) se observa una formacién de pequefios bastones
esferoidales tipica de la HAp, la cual es mas definida que en el caso de la HAp
formada sobre Ta/TaN/Ti. Por otro lado en la Figura 3.37 (b) se formo una especie
mas pequefia y dispersa, aunque mas definida que en el caso de
Ta/TaN/SS316LVM. Ambos sustratos muestras nucleaciones de la especie

alrededor del sustrato.

n Ca/P =0,99

Ca/P =143

Figura 3.37. Imagenes MEB de la formacion de la especia a las mayores condiciones (a)
Ta/Ti-1,5V 6 000 s (b) Ta/SS316LVM -1,7 V 6 000 s

Los resultados del analisis FTIR de la formacion de hidroxiapatita sobre Ta/Ti y
Ta/SS316 LVM, se exponen en la Figura 3.38. En ambos casos, existe la presencia
de grupos PO43 entre 1 110 cm™ a 1 020 cm™, CO23de 1650 cm™ a 1420 cm™, y

del grupo OH- en 630 cm™', asi como agua absorbida en 3 250 cm™".
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Figura 3.38. FTIR de la formacion de HAp sobre (a) Ta/Tiy (b) Ta/SS316LVM por
6 000 s

3.4. PRUEBAS DE HIDROFILICIDAD

Los resultados de las pruebas superficiales realizadas por medio de la medicion del
angulo de contacto antes y después de la deposicidon de hidroxiapatita, a las
mejores condiciones de formacion encontradas en los diferentes métodos, para

cada uno de los sustratos analizados se muestran en la Tabla 3.12.

El titanio con tratamiento quimico antes de la deposicion muestra un angulo de
67,4811,37 °, lo que concuerda con angulos de contacto para titanio después de un
ataque acido de 67,89 ° reportados por Strnad, Chirila, Petrovan y Russu (2016).
El angulo obtenido se encuentra en el rango de una superficie hidrofilica
(10°<6<90°) segun lo indican Minagar, Berndt y Wen (2015), y este comportamiento
hidrofilico aumenta relativamente al colocar los recubrimientos de Ta 'y Ta/TaN, ya
que el angulo disminuye a 46,22+0,96° y 49,32+2,56°, respectivamente. Este
comportamiento es beneficioso para la adhesion celular, ya que los medios
celulares estan basados en agua, la union celular con el implante seria pobre, si la

superficie es hidrofébica (Menzies y Jones, 2010, p. 388). Otros autores han
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reportado para tantalo sobre titanio, un angulo de contacto en agua de 51,00+2,50°
(Balla, Banerjee, Bose y Bandyopadhyay, 2010, p. 2331), lo cual es consistente con
el angulo de contacto encontrado sobre Ta/TaN/Ti y Ta/Ti en este trabajo. Luego
de la deposicidon de HAp por ambos métodos el angulo sobre Ti con tratamiento
quimico disminuy6 en 33,98 % y 39,33 %, para el Ta/TaN/Tien 19,08 % y 21,18 %
yel Tal/Ti,en 8,19 % y 7,14 %, lo que hace que sea un material mas compatible en

el cuerpo.

Tabla 3.12. Resultados de angulo de contacto de los diferentes sustratos antes y después de
la deposicion de Hidroxiapatita, a las mejores condiciones de formacion a los diferentes
métodos aplicados en la experimentacion

Sin Con Deposicion de HAp
Deposicion (Método biomimético en
de HAp | presencia de campo magnético)

Con Deposicion de HAp
(Deposicion electroquimica)

Condiciones Condiciones
Sustrato Angulo (°) Cam’l:‘() Tiempo Angulo (°) Voltaje | Tiempo Angulo (°)
mag(‘g 101 (dias) ) (s)

Ti con tratamiento | ;4. )37 | (99 14,00 |44,555135| -1,60 | 6000 | 40,94=121

quimico
Ta/TaN/Ti 46,22+0,96 0,22 14,00 |37,40+2,41| -1,50 | 6000 | 36,43+2,46
Ta/Ti 49,3242 56 0,22 14,00 |45,28+1,20| -1,50 | 6000 | 45,80+1,90
SS316LVM con

. . 45,74+2,22 0,22 14,00 |45,61+1,10| -1,40 6 000 | 40,35+1,29
tratamiento quimico

Ta/TaN/SS316 LVM | 48,45+1,28 0,22 14,00 |36,37+1,23| -1,70 | 6000 | 34,31+1,53
Ta/SS316LVM 52,02+3,22 0,22 14,00 |53,32+1,14| -1,70 | 6000 | 43,32+1,14
PROMEDIO 51,54+8,13 43,76+6,21 40,19+4,26

En el caso del acero inoxidable 316LVM, el angulo de contacto medido antes de la
deposicion de HAp fue de 45,74+2,22°, por lo que tiene un comportamiento
hidrofilico, este comportamiento aumentd con la disminucion del angulo a 48,45° y
52,02° con recubrimiento de Ta/TaN y Ta respectivamente. En reportes de la
literatura se ha encontrado para acero inoxidable 316L pulido, un angulo de 63,33°
(Kumar, 2014, p. 19), esto indica que tanto el tratamiento quimico como la
deposicion de las peliculas de Ta y Ta/TaN mejoran la hidrofilicidad, lo cual se

busca en su aplicacion como biomateriales. De igual manera, luego de la
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deposicion de HAp, el angulo disminuyé en ambos métodos, en el caso del
SS316LVM con tratamiento quimico se observd una disminucién del angulo en
0,28 % y 11,78 % y para el Ta/TaN/SS316LVM en 24,93 % y 29,18 %; aunque
para el caso del Ta/SS316LVM el angulo aumenté en un 2,50 %, con el método
biomimético en presencia de campos magnéticos, esto pudo darse por los
problemas de adherencia de la pelicula de Ta sobre el acero, lo que perjudico la
formacion de hidroxiapatita en este tipo de sustrato, por el contrario en el método
electroquimico se dio un comportamiento diferente, ya que el angulo formado
después de la deposicion de HAp sobre Ta/SS316LVM disminuyé en un 16,72 %,
pero esto se debe a que en este método se usa solo una parte del area del sustrato,
que se delimita por el area de la celda electroquimica (d=4 mm), y en el caso del

método biomimético, la deposicion se realiza en toda el area superficial del sustrato.

En el Anexo VI se muestra el ejemplo de calculo de la disminucion del angulo del

contacto después de la deposicion de la pelicula de hidroxiapatita.

3.5. COMPARACION DE METODOS

En esta seccidén se comparan los mejores resultados obtenidos en la formacién de
hidroxiapatita con el método biomimético en presencia de campos magnéticos y el
meétodo de deposicidn electroquimica, en los diferentes sustratos analizados. Estos
resultados se basaron en la cantidad de masa formada, relaciéon de Ca/P,

morfologia y analisis FTIR.

En la Figura 3.39 se observa un resumen de las imagenes MEB obtenidas a las
mejores condiciones encontradas en los diferentes métodos, en el cual se pudo
observar morfologias distintas tanto para el caso de la deposicion de hidroxiapatita
con el método biomimético en presencia de campos magnéticos y el método
electroquimico. En primer lugar, cuando se emple6 un campo magnético se observo
que el tiempo de formacién de la hidroxiapatita disminuyd considerablemente, ya
que a 14 d se observé una morfologia definida con respecto al método biomimético

sin presencia del campo, el cual puede tardar entre 15 a 45 dias para apreciar la
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nucleacion y crecimiento de la HAp. En este método la morfologia de la capa
formada fue tipo coral, la cual es una estructura beneficiosa, ya que posee cierta
porosidad y esto ayuda aumentar la biocompatibilidad de los implantes, y la
adhesion de las células osteoblasticas en la formacion del hueso/implante (Garcia
y Reyes, 2006, p. 94). En el caso del método electroquimico el tiempo de formacion
de la hidroxiapatita fue mucho menor que los dos anteriores, ya que en
aproximadamente 2 h, se obtuvo una capa de hidroxiapatita bien definida. En la
deposicion electroquimica, la morfologia encontrada presenté una estructura de
pequefos particulas esferoidales en todos los sustratos, que es tipica de una
hidroxiapatita nanoestructurada (Spadavecchia y Gonzalez, 2007), a excepcion de

los sustratos con recubrimiento de Ta/TaN, que presentaron una morfologia amorfa.

Método biomimético Método Método biomimético Método
en presencia de electroquimico en presencna' (?e electroquimico
campos magnéticos campos magnéticos

Ta/TaN/Ti “TalTaN/Ti
PP
»

Ta/TaN/SS316LVM " Ta/TaN/SS316LVM

o

Figura 3.39. Resumen de las imadgenes MEB de la formacién de hidroxiapatita a las

mejores condiciones encontradas con el método biomimético en presencia de campo

magnético y el método electroquimico, en los diferentes sustratos utilizados en la
experimentacion
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En las Figuras 3.40 y 3.41 se exponen los analisis FTIR de la formacion de
hidroxiapatita a las mejores condiciones encontradas con el método biomimético en
presencia de campo magnético y el método electroquimico, en los diferentes
sustratos estudiados. Como se puede observar, en el método electroquimico se
obtuvieron espectros FTIR mejor definidos que en el caso de la deposicion
biomimética en presencia de campos de magnéticos, ya que los compuestos

encontrados por el método electroquimico tendrian una mayor cristalizacion.

Ta/Ti T T T
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Figura 3.40. Analisis FTIR de la deposicion de Hidroxiapatita a las mejores condiciones

encontradas en el método biomimético con campo magnético, en los diferentes sustratos
estudiados
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Figura 3.41. Analisis FTIR de la deposicion de Hidroxiapatita a las mejores condiciones
encontradas en el método electroquimico, en los diferentes sustratos estudiados

En todos los casos se observaron las bandas caracteristicas de la hidroxiapatita
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grupos PO4+2 entre 1110 cm™ a 1020 cm™, y del grupo OH en 630 cmy
3756 cm™, esta ultima banda mas evidente en el método electroquimico, asi como
agua absorbida en 3 250 cm™' en ambos métodos, excepcion del Ta/TaN/Ti en el
método biomimético, en cuyo FTIR existié un solapamiento de bandas. Ademas, se
observa que la presencia de grupos CO22 de 1 650 cm™ a 1 420 cm™, es mas
notoria en el método electroquimico. Por otro lado, el FTIR de la formacion de

hidroxiapatita sobre Ta/SS316LVM en el método biomimético no fue satisfactorio.

En la Tabla 3.13 se exponen la relacion de calcio-fésforo (Ca/P) y de masa
promedio de hidroxiapatita obtenida por area de deposicion expuesta (mg/mm?), a
las mejores condiciones encontradas con el método biomimético en presencia de
campos magnéticos y el método electroquimico. Se puede observar en general,
que existe un incremento en la formacién de la masa de HAp de aproximadamente
el 127 %, con el método biomimético en presencia de campos magnéticos y del
80 % con el método electroquimico, contra el método biomimético tradicional. En el

Anexo VI se expone el ejemplo de calculo del incremento de masa.

Tabla 3.13. Relacion de Ca/P y masa de hidroxiapatita obtenida a las mejores condiciones
encontradas con el método biomimético en presencia de campos magnéticos y el método

electroquimico
. Método biomimético en
Método . s Lo,
RN presencia de campo Deposicion electroquimica
biomimético 8
magnetico
Masa promedio Masa Masa promedio
Sustrato de HAp Relacion promedio de Relacién de HAp
formada Ca/P HAp formada Ca/P formada
(mg/mm?) (mg/mm?) (mg/mm?)
Ti con tratamiento 0,144 2,35 0,282 1,40 0,247
quimico
Ta/TaN/Ti 0,144 1,30 0,303 1,21 0,187
Ta/Ti 0,220 1,60 0,47 1,43 0,254
S5316LVM con 0,076 1,29 0,162 1,30 0,170
tratamiento quimico
Ta/TaN/SS316 LVM 0,054 1,68 0,236 1,16 0,286
Ta/SS316LVM 0,010 0,90 0,019 0,99 0,024
PROMEDIO 0,108 1,52 0,245 1,25 0,190
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Por otro lado, si bien la masa promedio obtenida en el método electroquimico es
menor que la masa promedio obtenida con el método biomimético en presencia de
campos magnéticos, las velocidades de formacion son de 1,6 h vs 14 dias,

respectivamente.

En la mayoria de los compuestos obtenidos se obtuvo una relacién de Ca/P mayor
a 1, lo cual es beneficioso en compuestos que son utilizados como biomateriales,
ya que los que tienen una relacién Ca/P inferior a 1, no tienen buena compatibilidad

con el cuerpo debido a su solubilidad y acidez (Dorozhkin, 2010, p. 1468).

Las pruebas de hidrofilicidad mostraron una disminucion promedio del angulo de
contacto obtenido después de la deposicién de hidroxiapatita en 10 % y 20 %,
comparado con el angulo antes de dicha deposicién, con el método biomimético en

presencia de campos magnéticos y el método electroquimico, respectivamente.

De la evaluacion de todos los sustratos se determiné que el titanio con
recubrimiento de tantalo mostré la mejor formacion de hidroxiapatita sobre su
superficie en ambos métodos, obteniéndose mayores proporciones de
hidroxiapatita, asi como mayores relaciones de Ca/P, las cuales a su vez se

acercan a la relacion estequiometria ideal de la hidroxiapatita de 1,67.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Los sustratos metalicos de titanio y de acero inoxidable tipo bioline SS316LVM sin
recubrimientos, después del tratamiento quimico, formaron Oxidos en sus
superficies. Por otro lado, las morfologias de los recubrimientos de Ta y Ta/TaN
sobre titanio y acero SS316LVM fueron similares, aunque los recubrimientos de
Ta/TaN depositados sobre acero fueron mas densos que los recubrimientos
depositados sobre el titanio, debido a que el titanio forma una pelicula de TiO:2
espontanea al contacto con el ambiente. Las diferentes modificaciones de la
superficie, aumentaron la bioactividad de los sustratos, proceso que se evidencid

con la formacién de fosfatos de calcio en ellos.

El analisis difraccion de rayos X mostré que el titanio tiene en su estructura dos
fases cristalinas una cubica y otra hexagonal. De igual forma, en el acero 316LVM
se determiné la presencia de las dos fases austeniticas del acero, la gama (y) y alfa
(). La presencia de estas fases hace que dichos sustratos sean compatibles con
el cuerpo humano. Por otro lado, los sustratos con recubrimientos de Ta 'y Ta/TaN

mostraron la presencia de la fase B-tantalo en sus superficies.

Se demostrd que el efecto de la aplicacion de campos magnéticos en el método
biomimético, influye significativamente en el incremento de la masa de
hidroxiapatita obtenida, por area de deposicidon expuesta, obteniéndose
incrementos del orden del 120 % de formacién de masas, con respecto al método
biomimético sin presencia de campos magnéticos. Las mejores condiciones de
deposicion de hidroxiapatita sobre sustratos de titanio y acero SS316LVM se
definieron en presencia de un campo magnético de 0,22 T y un tiempo de inmersion
de 14 dias.

La caracterizacion electroquimica permitié conocer que los sustratos de titanio con

recubrimiento de Ta/TaN y el acero SS316LVM con tratamiento quimico, tuvieron
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un comportamiento mas capacitivo que los otros sustratos, lo que comprueba que

son sustratos mas resistentes a la corrosion.

Se determind que la formacion electroquimica de peliculas de hidroxiapatita sobre
los distintos sustratos metalicos, utilizando como electrolito fluido corporal
simulado es un método promisorio para la deposicion de dichas peliculas, ya que
se obtiene en promedio un incremento de masa de HAp de aproximadamente
80 %, comparado con el método biomimético tradicional. Las mejores condiciones
de deposicion electroquimica fueron sobre Ta/TaN/Ti, a -1,5 V, Ti con tratamiento
quimico a -1,6 V, Ta/TaN/SS316LVM a -1,7 V y SS316LVM a -1,4 V, y un tiempo
de 6 000 s.

Las pruebas de hidrofilicidad mostraron que los angulos de contacto después de la
deposicion de hidroxiapatita disminuyeron en 10 % y 20 % aproximadamente en el
método biomimético en presencia de campos magnéticos y el método
electroquimico, respectivamente, lo que indica que las peliculas de HAp aportan un

comportamiento mas hidrofilico a los sustratos.

La morfologia de la hidroxiapatita formada con el método biomimético en presencia
de campos magnéticos fue tipo coral y en el método electroquimico estuvo
compuesta por pequenas particulas esferoidales. Asimismo, en ambos métodos se
obtuvieron relaciones de Ca/P mayores a 1, lo que hace que el compuesto formado

sea apto para su uso como biomaterial.

El sustrato de Ta/Ti fue el que presentd la mejor formacion de hidroxiapatita por
ambos métodos, con una masa de HAp formada por area de 0,22 mg/mm? con el
método biomimético en presencia de campos magnéticos y 0,47 mg/mm? con el
método electroquimico y, en ambos casos, las relaciones de Ca/P fueron cercanas

a 1,67, relacién ideal de la hidroxiapatita.
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4.2. RECOMENDACIONES

Realizar otros tratamientos de superficies como tratamientos térmicos y la
combinacion de tratamientos térmicos-quimicos en las superficies del titanio y acero

316LVM y observar el efecto de estos en la formacion de hidroxiapatita.

Estudiar la respuesta celular y actividad bacteriana de las superficies de los
diferentes sustratos con la hidroxiapatita depositada, para comprobar el efecto de

dichos materiales in vivo.

Evaluar las propiedades de corrosion de los diferentes sustratos después de la

deposicion de hidroxiapatita.
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ANEXO I

ANALISIS EDS DE LA FORMACION DE HIDROXIAPATITA SOBRE
LOS DIFERENTES SUSTRATOS CON EL METODO BIOMIMETICO
EN PRESENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS

Tabla AL.1. Andlisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/Ti por 7 d

Condicién | Ta (%) | Ti (%) | Ca(%) | P (%) | Mg (%) | O (%)

Sin campo | 22,71 | 6392 | 524 | 8,14 ; ;
0,15T | 1051 | 16,83 | 3,00 | 3,78 | 136 | 64,42
022T | 1589 | 52,66 | 1,18 | 0,86 ; 29,41

Tabla Al2. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Titanio con tratamiento quimico

por 7d
. or Ti Ca P Mg O
Condicion | o)y | (%) | ) | ) | (%)
Sin campo 11,41 | 17,94 | 13,05 - 57,6
0,15T 3483 | 372 | 327 - | 5817
0,22T 16,02 | 14.85 | 1056 | 3,5 | 55,06

Tabla AL3. Andlisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/SS316 LVM por 7 d

Condicién | T | Ni | Fe | Cr | ca | P | O
ondicién | o/, (%) (%) (%) %) | (%) | (%)

Sin campo | 60,67 5,33 26,02 7,98 - - -
0,15T 74,75 - 9,71 2,88 1,99 1,99 | 8,69

0,22 T 71,94 - 8,09 2,7 3,32 | 3,32 | 10,63

Tabla AlL.4. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre SS316 LVM con tratamiento
quimico por 7 d

Condicion | Ni(%) | Fe (%) | Cr(%) | Ca(%) | Mo (%) | P (%) | O (%)
Sin campo | 12,02 54,56 12,90 - 2,56 - 17,96
0,15T 12,00 56,60 15,90 - 2,10 - 13,40
0,22T 11,99 57,74 16,09 1,05 1,21 0,94 10,97
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Tabla ALS. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/Ti por 10 d

Condicion | Ta (%) | Ti (%) | Ca (%) | P (%) | O (%)

Sin campo | 29,35 | 18,05 1,34 1,20 | 50,06
0,15T 56,16 | 25,67 | 0,66 | 0,97 | 16,54
0,22T 60,64 | 2942 | 0,27 | 0,22 | 9,45

Tabla AL6. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Titanio con tratamiento quimico
por 10 d

Condicién | Ti (%) | Ca (%) | P (%) | Mg (%) | O (%)
Sin campo | 33,67 | 3,84 | 2,61 | 0,84 | 61,04
0,15T | 27,03 | 822 | 447 - 160,29
022T |3533| 3,70 | 1,32 - | 59,65

Tabla AL7. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/SS316LVM por 10 d

Condicion | Ta (%) | Ni (%) | Fe (%) | Cr (%) | Ca (%) | P (%) | O (%) | Mo (%)

Sin campo | 80,60 - - - - - 19,40 -
0,15T 12,56 - 61,72 | 16,25 | 1,30 | 2,04 | 3,79 2,35
0,22 T 20,17 - - - 10,94 | 7,83 | 61,05 -

Tabla AL8. Analisis EDS de la formacién de HAp sobre SS316 LVM con tratamiento
quimico por 10 d

Ni Fe Cr Ca Mo P o Mg
(%) | o) | (%) | (%) (%) | (%) | (%) | (%)

Sin campo | 12,71 | 61,42 | 17,36 - 1,33 - 4,89 | 2,33
0,15T 11,99 | 57,74 | 16,09 | 1,05 1,21 1,05 | 10,86 -
0,22 T 8,04 | 25,46 | 16,00 | 1,98 1,34 1,98 | 33,10 | 11,08

Condicion

Tabla Al 9. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/Ti por 14 d

Condicién | Ta (%) | Ti (%) | Ca (%) | P (%) | Mg (%) | O (%) | C (%)
Sin campo | 18,80 | 1120 | 540 | 4,90 - | 42,80 | 16,90
0,15T | 33,80 | 1532 | 5,01 | 4,38 - | 3620 5,28
022T | 1502 | 420 | 24,68 | 19,03 | 0,62 | 3644 | 15,02
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Tabla AL.10. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Titanio con tratamiento quimico
por 14 d

Condicién | Ti (%) | Ca (%) | P (%) | Mg (%) | O (%)
Sin campo | 34,16 | 2,70 | 1,12 | 122 | 60,80
0,05T | 18,69 | 338 | 1,44 | 131 | 7518
022T | 1931 | 226 | 0,66 | 1,17 | 76,6

Tabla AL.11. Anélisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/TaN/SS316LVMN por 14 d

Condicién | Ta (%) | Ni (%) | Fe (%) | Cr (%) | Ca (%) | Mo (%) | P (%) | Mg (%) | 0 (%)
Sin 63 |- | 1247 | 421 ] ] ] ~ | 3560
campo
015 T = 11305 | 6427 | 1672 | 060 | 225 | 063 | - | 249
022T | 3840 | - | 612 | 125 | 1050 | - | 624 | 196 |3553

Tabla AI.12. Anélisis EDS de la formacion de HAp sobre SS316LVM atacado por 14 d

Condicién | Ni (%) | Fe (%) | Mn (%) | Cr (%) | Mo (%) | P (%) | Ca (%) | O (%) | Si (%)

Sin campo | 9,25 | 26,32 | 123 | 16,63 | 1,17 | 1,42 | 086 |31,92| -
0,15T | 11,68 | 60,40 - 1648 | 129 | 1,76 | 098 | 7,89 | 0,47
022T | 12,82 | 60,72 - 1628 | 220 | 143 | 1,84 | 421 | -

Tabla AL.13. Analisis EDS de la formacion de HAp sobre Ta/Ti por 14 d

Condicion | Ta (%) | Ti (%) | Ca (%) | P (%) | Mg (%) | O (%)
Sin campo | 99,56 - 0,22 0,22 - -
0,22T 13,06 | 41,28 4,84 3,04 - 37,78

Tabla Al.14. Analisis EDS de la formaciéon de HAp sobre Ta/SS316LVMN por 14 d

Condicién | Ta (%) | Fe (%) | Cl1(%) |Ca (%) | P (%) | O (%)
Sin campo | 7,29 | 2546 | 1,77 | 1,63 | 225 |61,59
022T | 225 | 37,80 - 225 | 2,5 | 552
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ANEXO II

EJEMPLO DE CALCULO DE LA MASA DE HIDROXIAPATITA
SOBRE AREA EXPUESTA

e M¢étodo biomimético en presencia de campos magnéticos

En este método el area de deposicion de hidroxiapatita se realiza en toda el area

superficial del sustrato (Sa).

- Calculo area superficial del sustrato Titanio

r =6 mm

espesor = (0,8 mm

Sa = 2w * r x espesor
Sa = 2w « (6 mm) * (0,8 mm)
Sa = 30,159 mm?

- Cailculo de masa de hidroxiapatita sobre area superficial expuesta

masa de HAp 1= 0,0008 g

masa de HAp _ 0,0008 g * 1000
Sa ~ 30,159 mm?

masa de HAp mg
=0,025
Sa mm?
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e Método electroquimico

El area expuesta en la deposicion electroquimica de HAp, se encuentra limitada por el area
de la boquilla de la celda electroquimica, donde se coloca el sustrato, que tiene un didmetro

de 4 mm. En este caso se realizara el calculo con la masa obtenida en el titanio.

- Calculo area boquilla celda electroquimica

r =2 mm
Aboquilla = i = r?
Aboquilla = = (2mm)?
Aboquilla = 12,57 mm?

- Calculo de masa de hidroxiapatita sobre area boquilla celda

masa de HAp 1= 0,0024 g

masade HAp  0,0024 g+ 1000
Aboquilla 12,57 mm?

masade HAp 0.0191 mg
Aboquilla mm?
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ANEXO III

ANALISIS ESTADISTICO EN EL PROGRAMA STATGRAPHIC
CENTURION DE LAS VARIABLES CAMPO MAGNETICO Y
TIEMPO SOBRE LA MASA DE HIDROXIAPATITA FORMADA

Para conocer la influencia de las variables campo magnético y tiempo de inmersion
sobre la masa de hidroxiapatita formada, se utilizdé un disefio experimental 3 x 3, el
cual fue aplicado para el Ta/TaN/Ti, Ti con tratamiento quimico, Ta/TaN/SS316LVM
y SS316LVM. A continuacion se muestra el disefio base aplicado en los sustratos

mencionados.

Diseiio Base

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 2

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 18

Grados de libertad para el error: 11

Factores Bajo | Alto | Niveles | Unidades
Campo magnético | 0,0 | 0,22 3 Tesla
Tiempo 7,0 | 14,0 3 dias
Respuestas Unidades
Masa de pelicula formada g

e Resultados en el sustrato Ta/TaN/Ti

Como se puede observar en la Tabla Alll.1. La tabla ANOVA particiona la
variabilidad de Masa de pelicula formada en piezas separadas para cada uno de

los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto que
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compara su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este

caso, 4 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, que indica que son

significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla AIIL.1. Analisis de Varianza para Masa de pelicula formada sobre Ta/TaN/Ti

Fuente Csu‘;‘(‘i‘:a‘;zs Gl C'ﬁgg;"" Ra;"’“' Valor-P

A:Campo magnético 0,0000229633 1 0,0000229633 41,20 0,0000

B:Tiempo 0,00000736333 1 0,00000736333 13,21 0,0039

AA 0,00000300444 1 0,00000300444 5,39 0,0405

AB 0,000012005 1 0,000012005 21,54 0,0007

BB 0,00000245444 1 0,00000245444 4,40 0,0598

bloques 5,55556E-10 1 5,55556E-10 0,00 0,9754
Error total 0,00000613167 11 5,57424E-7 - -
Total (corr.) 0,0000539228 17 - - -

Resultados en el sustrato Ti con tratamiento quimico

Como se ve en la Tabla Alll.2, cuatro efectos tienen una valor-P menor que 0,05,

que indica que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza

del 95,0%.

Tabla AIIL2. Anélisis de Varianza para Masa de pelicula formada sobre Ti con
tratamiento quimico

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A:Campo magnético 0,000027331 1 0,000027331 34,60 0,0001

B:Tiempo 0,000114207 1 0,000114207 144,60 0,0000

AA 7,59803E-7 1 7,59803E-7 0,96 0,3478

AB 0,00000879901 1 | 0,00000879901 11,14 0,0066

BB 0,0000214987 1 0,0000214987 27,22 0,0003

bloques 6,48E-8 1 6,48E-8 0,08 0,7799
Error total 0,00000868798 11 7,89816E-7 - -
Total (corr.) 0,000181348 17 - - -
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En la Figura Alll.1, se ve que en este sustrato las variables campo magnético y
tiempo son estadisticamente significativas, ya que cruzan la linea de efectos
propuesta en este modelo. Asimismo se nota que el efecto de la variable tiempo B
es mayor que el efecto del campo magnético A y de la combinacion de ambas
variables AB. En la Figura Alll.2, se expone la tendencia de la masa de

hidroxiapatita en las variables campo magnético y tiempo.

B:Tiempo = -

A:Campo magnético

BB

AB

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura AIII.1. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de Pelicula formada en Ti
con tratamiento quimico

o o
o = o o
- [3,] N [5,]

Masa de pelicula formada

d
o
(4]

0,0 0,22 7,0 14,0

Campo magnético Tiempo

Figura AIIL.2. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula formada sobre Ti
con tratamiento quimico

¢ Resultados en el sustrato Ta/TaN/SS316LVM

De igual manera en la Tabla Alll.3, se muestra que tres efectos tienen una valor-P
menor que 0,05, que indica que son significativamente diferentes de cero con un

nivel de confianza del 95,0%.
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Tabla AIIL3. Anélisis de Varianza para Masa de pelicula formada sobre

Ta/TaN/SS316LVM
Fuente Csill:(lll:a?if)s Gl Clﬁgg?odo Razén-F | Valor-P
A:Campo magnético 0,0000957675 1 0,0000957675 165,15 0,0000
B:Tiempo 0,00000444083 1 | 0,00000444083 7,66 0,0183
AA 0,00000330028 1 | 0,00000330028 5,69 0,0361
AB 7,8125E-7 1 7,8125E-7 1,35 0,2703
BB 0,00000117361 1 | 0,00000117361 2,02 0,1826
bloques 1,38889E-8 1 1,38889E-8 0,02 0,8798
Error total 0,00000637875 11 5,79886E-7 - -
Total (corr.) 0,000111856 17 - - -

La influencia del campo magnético y del tiempo de inmersién sobre la cantidad de
masa de hidroxiapatita sobre el Ta/TaN/SS316LVM se muestra en la Figura Alll.3,
que al igual que en los casos anteriores se observa que las variables campo
magnético A y tiempo B tienen una influencia estadisticamente significativa sobre

la formacion de hidroxiapatita

A:Campo magnético || l.'-
B:Tiempo
AA

AB

| . . . . .
(1] 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura AIIl.3. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de Pelicula formada en
Ta/TaN/SS316LVM

La tendencia de la masa de hidroxiapatita formada en dichas variables se expone

en la Figura Alll.4.
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Campo magnético Tiempo
Figura Alll.4. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula formada sobre en
Ta/TaN/SS316LVM

e Resultados en el sustrato SS316LLVM con tratamiento quimico

En la Tabla Alll.4, se indica que tres efectos tienen una valor-P menor que 0,05,
que indica que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95,0%.

Tabla AIIL4. Analisis de Varianza para Masa de pelicula formada

Fuente Csul:(lllsa(cilf)s Gl C;Zgg;;io Razén-F | Valor-P
A:Campo magnético 0,0000156408 1 0,0000156408 16,86 0,0017
B:Tiempo 0,0000165675 1 0,0000165675 17,86 0,0014
AA 0,00000230028 1 | 0,00000230028 2,48 0,1436
AB 0,0000108112 1 0,0000108112 11,65 0,0058
BB 0,00000261361 1 | 0,00000261361 2,82 0,1214
bloques 2,45E-7 1 2,45E-7 0,26 0,6175
Error total 0,0000102043 11 9,27664E-7 - -
Total (corr.) 0,0000583828 17 - - -

En la Figura Alll.5 se exponen los resultados de la influencia del campo magnético
y el tiempo de inmersion sobre la masa de hidroxiapatita obtenida a las diferentes
condiciones sobre SS316LVM, en el cual se observa que las variables campo
magnético A y tiempo B en este caso, tienen un efecto parecido sobre la masa,

pero mayor para la combinacién de ambas AB. Por otro lado la Figura Alll.6,
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muestra la tendencia de la masa de hidroxiapatita obtenida a las variables

evaluadas

B:Tiempo

A:Campo magnético

AB

AA

|
|
|
| | |
|

L L L L L
1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Figura AIILS. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de Pelicula formada en

SS316LVM
0,1 -
30,08 [ ]
© L 4
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£
8 - 4
0,06 — —
g f ]
80,04 ]
[ - 4
° = .
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= 0,02 n .
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0,0 0,22 7,0 14,0
Campo magnético Tiempo

Figura AIIL.6. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula formada sobre
SS316LVM

A continuacién se presenta el analisis estadistico de la variable respuesta Relacion
CalP, en el cual se muestra que es un disefio factorial multinivel que consiste de 4
corridas. El disefio debera ser ejecutado en un solo bloque. NO hay grados de
libertad disponibles para estimar el error experimental. Por lo tanto, no sera capaz

de hacer ninguna prueba estadistica a los resultados.

Diseno Base

Numero de factores experimentales: 2
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Numero de bloques: 1
Numero de respuestas: 1
Numero de corridas: 4

Grados de libertad para el error: 0

Factores Bajo| Alto| Niveles | Unidades

Campo magnético| 0,0 |0,22 2 Tesla

Tiempo 7,0 114,0 2 dias

Respuestas | Unidades

Relacion de Ca/P -
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ANEXO IV

ANALISIS EDS DE LA FORMACION DE HIDROXIAPATITA SOBRE
LOS DIFERENTES SUSTRATOS POR EL METODO
ELECTROQUIMICO

Tabla AIV.1. Resultados del analisis EDS de la Hidroxiapatita formada sobre Ta/TaN/Ti

Muestra Ta (%) | Ti (%) | Ca (%) | P (%) | O (%) | C (%) | Mg (%)
Ta/TaN/Ti
38,15 2,59 12,06 9,49 32,34 0,89 4,48
(-1,5V 30005s)
Ta/TaN/Ti
81,52 6,40 1,24 0,92 9,92 - -
(-1,5V 6000 s)
Ta/TaN/Ti
68,14 11,94 2,28 2,23 15,42 - -
(-1,8 V 3000 s)
Ta/TaN/Ti
42,43 4,71 12,80 10,55 | 28,85 - 0,65
(-1,8 V 6000 s)

Tabla AIV.2. Resultados del anélisis EDS para formacion de HAp formada sobre titanio

atacado
Muestra Ti (%) | Ca(%) | P (%) | O (%) | C (%) | Mg (%)
Ti atacado
45,12 6,47 4,76 4221 - 1,45
(-1,3V 3000 s)
Ti atacad
! atacado 9159 | 374 | 3.45 ] ] 1.22

b

(-1,3V 6000 s)

Ti atacado

30,59 12,87 8,65 | 44,36 1,56 1,97
(-1,6 V 3000 s)

Ti atacado

34,66 13,48 9,71 39,64 - 2,51
(-1,6 V 6000 s)




Tabla AIV.3. Resultados del analisis EDS de la formacion de HAp sobre
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Ta/TaN/316LVM
Muestra Ta Ni Co Fe Ca P Al o Cr Mg
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) (%) %) | (%) | (%)
Ta/TaN/SS316LVM | 5594 | _ | 089 | 6,93 | 6,66 | 6,40 | - |19,59|2.27| 1,31
(-1,4V 3000 s)
Ta/TaN/SS316LVM
3502 | - | 034 | 3,19 | 1545|1336 | - |31,49 | - 1,15
(-1,4V 6000 s)
Ta/TaN/SS316LVM
6428 | - - 549 | 5,11 | 474 | 1,69 | 16,38 | 2,31 -
(-1,7V 3000 s)
Ta/TaN/SS316LVM
45,70 1,28 0,28 4,86 4,77 4,10 8,86 28,58 | 1,56 1,97
(-1,7V 6000 s)

Tabla AIV.4. Resultados del analisis EDS de la formacion de HAp sobre SS316LVM

Muestra Ni Fe Cr Ca K Cl Mo P Na (0] C
(%) %) | %) | (%) | () | (B) | (%) | (W) | (%) | (%) | (%)

SS316LVM
10,44 | 47,79 | 12,86 | 0,58 2,44 4,65 1,87 0,83 14,04 45 -

(-1,2'V 3000s)

SS316LVM
- 46,39 | 12,42 | 0,99 - 1,96 0,97 - 12,19 | 4,38

(-1,2V 6000 s)

SS316LVM
17,27 | 46,44 12,8 1,54 1,43 - - 13,05 -

(-1,4 'V 3000s)

SS316LVM
8,16 38,77 | 10,83 | 9,07 - 1,64 7,13 - 19,24 | 3,03

(-1,4V 60005s)

Tabla AIV.S. Resultados del analisis EDS de la formacién de HAp sobre Ta/Tiy

Ta/SS316LVM
Muestra Ta Ni Fe Cr | Ca P (0] Ti C
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (Yo) | (%)
Ta/Ti
13,96 - - - 1,29 | 0,9 | 22,52 | 54,99 | 6,34
(-1,8 V 6000 s)
Ta/SS316LVM
67,31 12,39 (8,94 |27212,33|2,34 | 13,98 - -
(-1,8 V 6000 s)
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ANEXO V

ANALISIS ESTADISTICO EN EL PROGRAMA STATGRAPHIC
CENTURION DE LAS VARIABLES POTENCIAL Y TIEMPO SOBRE
LA MASA DE HIDROXIAPATITA FORMADA

Para conocer la influencia de las variables potencial y tiempo de inmersion sobre
la masa de hidroxiapatita formada, se utilizé un disefio experimental 2 x 2, el cual
fue aplicado para el Ta/TaN/Ti, Ti con tratamiento quimico, Ta/TaN/SS316LVM y
SS316LVM.

e Sustrato: Ta/TaN/Ti

Diseiio Base

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 2

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 8

Grados de libertad para el error: 3

Factores Bajo Alto Niveles Unidades
Voltaje 1,5 1,8 2 A%
Tiempo 3000,0 6000,0 2 S

Respuestas Unidades
Masa de pelicula formada g

Como se puede observar en la Tabla AV.1 el analisis de varianza revela que existen
tres efectos que tienen una valor-P menor que 0,05, que indica que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%. De la
misma manera la Figura IV.1 muestra que las variables potencial A y tiempo B, asi

como, la combinacion AB, tienen una influencia significativa en la experimentacion,
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ya que pasan la linea de efectos estandarizados. En la Figura IV.2 se observa la

tendencia de la masa de hidroxiapatita en dichas variables.

Tabla AV.1. Anélisis de Varianza para Masa de pelicula formada sobre Ta/TaN/Ti

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F| Valor-P

A:Voltaje 0,000536281 1 | 0,000536281 | 1091,67 | 0,0001
B:Tiempo 0,000926651 1 | 0,000926651 | 1886,31| 0,0000
AB 0,00115921 1 0,00115921 | 2359,72| 10,0000
bloques 9,1125E-7 1 9,1125E-7 1,85 0,2665
Error total | 0,00000147375 | 3 4,9125E-7 - -
Total (corr.) 0,00262453 7 - - -

e Sustrato: Ti con ataque quimico

Diseino Base

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 2

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 8

Grados de libertad para el error: 3

Factores | Bajo Alto | Niveles | Unidades
Voltaje 1,3 1,6 2 A%
Tiempo | 3000,0 | 6000,0 2 S

Respuestas Unidades

Masa de pelicula formada g

En este caso, la Tabla AV.1 expone que existen tres efectos que tienen una valor-

P menor que 0,05, que indica que son significativamente diferentes de cero con un
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nivel de confianza del 95,0%. En la Figura AV.1 se observa que las variables
potencial A y tiempo B, y la combinacién de ambas AB, tienen una influencia sobre
la masa de hidroxiapatita formada. De igual manera, la Figura AV.2 muestra la

tendencia de masa de hidroxiapatita en dichas variables.

Tabla AV.2 Analisis de Varianza para Masa de pelicula formada sobre Ti con tratamiento

quimico
Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F| Valor-P
A:Voltaje 0,00000288 1 0,00000288 86,40 0,0026
B:Tiempo 5,E-7 1 5,E-7 15,00 0,0305

AB 5,E-7 1 5,E-7 15,00 0,0305

bloques 2,E-8 1 2,E-8 0,60 0,4950

Error total 1,E-7 3 3,33333E-8 - -
Total (corr.) 0,000004 7 - - -
T T T T T T :I .

A:Voltaje = -
B:Tiempo

AB
0 2 s 6 8 10

Efecto estandarizado

Figura AV.1. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de Pelicula formada en Ti con
tratamiento quimico
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Figura AV. 2. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula formada sobre Ti con
tratamiento quimico



e Sustrato: Ta/TaN/SS316LVM

Diseno Base

Numero de factores experimentales: 2

Numero de bloques: 2

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 8

Grados de libertad para el error: 3

Factores | Bajo Alto Niveles | Unidades Respuestas Unidades
Voltaje 1,4 1,7 2 \4 Masa de pelicula formada g
Tiempo 3000,0 | 6000,0 2 s
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Como se puede observar en la Tabla AlV.3, el andlisis de varianza muestra que en

este caso, 3 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, que indica que son

significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

Asimismo, la Figura AV.3 muestra que las variables potencial A, tiempo B y su

combinacion AB tienen una influencia significativa sobre la masa de hidroxiapatita

formada. En la Figura AV.4, al igual que en los casos anteriores se observa la

tendencia de la masa formada en los distintos voltajes y tiempos.

Tabla AV. 3. Andlisis de Varianza para Masa de pelicula formada sobre

Ta/TaN/SS316LVM
Fuente Cslll:clll:a?lf)s Gl Cﬁg;;do Razén-F| Valor-P
A:Voltaje | 0,00000642611 0,00000642611 | 125,72 0,0015
B:Tiempo | 0,00000475861 0,00000475861 | 93,10 0,0024
AB 0,00000475861 0,00000475861 | 93,10 0,0024
bloques 7,41125E-8 7,41125E-8 1,45 0,3149
Error total 1,53338E-7 5,11125E-8 - -
Total (corr.)| 0,0000161708 7 - - -




A:Voltaje

B:Tiempo

o

Efecto estandarizado

Figura AV.3. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de Pelicula formada en
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Figura AV .4. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula formada sobre en

Ta/TaN/SS316LVM

e Sustrato: SS316LVM con tratamiento quimico

Diseno Base

Numero de factores experimentales: 2

Numero de bloques: 2

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 8

Grados de libertad para el error: 3

Factores | Bajo Alto | Niveles | Unidades
Voltaje 1,2 1,4 2 A%
Tiempo | 3000,0 | 6000,0 2 S
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Respuestas Unidades

Masa de pelicula g

Al igual que en los caos anteriores, el analisis de varianza que se muestra en la
Tabla AV .4, que tres efectos tienen una valor-P menor que 0,05, que indica que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%. Lo que
se corrobora en las Figuras AV.5 y AV.6, en las cuales se observa que el potencial
Ay el tiempo B tienen una fuerte influencia sobre la masa de hidroxiapatita, asi

como la combinacién de AB.

Tabla AV.4. Anélisis de Varianza para Masa de pelicula sobre SS316LVM con ataque

quimico
Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F| Valor-P
A:Voltaje | 0,00000243101 1 10,00000243101 | 433,14 0,0002
B:Tiempo 2,27812E-7 1 2,27812E-7 40,59 0,0078

AB 1,12812E-7 1 1,12812E-7 20,10 0,0207
bloques 3,6125E-9 1 3,6125E-9 0,64 0,4811
Error total 1,68375E-8 3 5,6125E-9 - -
Total (corr.)| 0,00000279209 | 7 - - -
O +
A:Voltaje = -
B:Tiempo
AB
0 s 8 12 16 20 2

Efecto estandarizado

Figura AV.S. Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de Pelicula formada en
SS316LVM
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Figura AV.6. Grafica de efectos principales para la masa de pelicula formada sobre
SS316LVM

A continuacion se presenta el analisis estadistico de la variable respuesta relacion
Cal/P, en el cual se muestra que NO hay grados de libertad disponibles para
estimar el error experimental. Por lo tanto, no sera capaz de hacer ninguna prueba

estadistica a los resultados.

Diseno Base

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 1

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 4

Grados de libertad para el error: O

Factores | Bajo | Alto | Niveles | Unidades
Voltaje 1,5 1,8 2 A%
Tiempo |3000,0|6000,0 2 S

Respuestas Unidades

Relacion de Ca/P -
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ANEXO VI

EJEMPLO DE CALCULO DEL INCREMENTO/DISMINUCION DEL
ANGULO DE CONTACTO Y DE LA MASA DE HIDROXIAPATITA
OBTENIDA EN LOS DIFERENTES SUSTRATOS

e (Calculo de la disminucion del angulo de contacto después de la deposicion de

hidroxiapatita

Se toma el sustrato de titanio con tratamiento quimico como ejemplo, cuyos datos

se exponen en la Tabla 3.12.

Angulo antes de la deposiciéon de HAp (A) = 67,48 °
Angulo después de la deposicién de HAp con el método biomimético en presencia

de campos magnéticos (B)= 44,55 °

L (B) = 100

% disminucién = 100 — T
o B (44,55 °) x 100

% disminuciéon = 100 — (67,48

% disminucion =33,98

e Calculo del incremento de masa de HAp

Como datos se tomaron la masa promedio obtenida en el método biomimético y la
masa promedio obtenida con el método biomimético en presencia de campos

magnéticos que se exponen en la Tabla 3.13.

Masa promedio de HAp en el método biomimético (mp1) = 0,108 mg/mm?
Masa promedio de HAp en el método biomimético en presencia de campos

magnéticos (mp2) = 0,245 mg/mm?
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(mp2) =100
(mp1)

(0,108 mg/mm? ) * 100
0,245 mg/mm?)

% incremento = 100 —

% incremento = 100 —

% incremento = 127,16



