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RESUMEN

Los biomateriales han evolucionado hacia la creacién de dispositivos que se adapten al organismo
bioldgico al cual se integran. Diferentes materiales han sido utilizados con el fin de mejorar su resistencia
y biocompatibilidad. El presente trabajo de investigacion explora una perspectiva diferente a la sintesis
de materiales para sustitucién dsea. En base a un modelo disefiado de interaccién entre superficies (metal
— proteina), se formulé como hipodtesis de trabajo la idea que la dimensionalidad de la superficie y la
dimensionalidad de la estructura debian ser diferentes para cumplir con una adecuada
complementariedad de las superficies interaccionantes. Esta hipdtesis se trasladé al desarrollo de
biomateriales y al estudio de la interaccién a nivel de la interface metal — cobertura de hidroxiapatita.
Para ello se estudié la morfologia y las propiedades fisicoquimicas de tres materiales con superficies
modificadas a nivel macro y micro, con vy sin hidroxiapatita por técnicas de SEM, FTIR, EDS, XPS, AFM,
XRD y EIS. Los resultados mostraron la incidencia de la nanoestructuracion del metal y la presencia de
regiones no-apatiticas en los eventos de reconocimiento molecular a nivel de la interface. Con base en
estos resultados, se discute la formulacion de una nueva vision para el disefio de biomateriales
implantables.

ABSTRACT

Biomaterials evolved into the development of devices adaptable to the biological organism. Different
biomaterials have been used to improve the resistance and biocompatibility. The present research work
explores a different perspective about the synthesis of bone replacement material. Based on designed
model to show the surface interaction between metal-protein, a hypothesis was formulated suggesting
that the dimensionality of the surface and the dimensionality of the structure might be different to meet
the complementarity of the interacting surfaces. This hypothesis was applied to the development of
biomaterials and the study of the interaction at the interface metal-hydroxyapatite cover. The
morphology and physical chemistry properties were studied in three materials with modified surfaces at
the macro and micro level with and without hydroxyapatite using SEM, FTIR, EDS, XPS, AFM, XRD and EIS
techniques. The results showed the influence of the nanostructure on the metal and the presence of not-
apatitical regions in the recognition events in the interface. Based on the results a new approach to the
design of biomaterial implants was discussed.
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CAP{TULO 1. BIOMATERIALES

A través de los ultimos dos siglos, el campo de la medicina ha incrementado el uso de biomateriales en la
investigacion y tratamiento de enfermedades. Algunos ejemplos comunes incluyen suturas y agujas para
cirugia, catéteres, reemplazos ortopédicos, injertos vasculares, bombas y marcapasos cardiacos.

1. DEFINICION DE BIOMATERIALES

La versatilidad que muestran estos materiales, tanto en sus caracteristicas como en sus aplicaciones, ha
dado lugar a diversas definiciones para los mismos. En The Williams Dictionary of Biomaterials[1] se
resumen varias de las definiciones cominmente halladas en los libros de texto:

e Material no-viable empleado en dispositivos médicos con el propdsito interactuar con sistemas
bioldgicos (ESB Consensus Conference 1)

e Material empleado con el propésito de evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido,
organo o funcién en el cuerpo (ESB Consensus Conference )

e Material sintético, natural o natural-modificado empleado con el propdsito de estar en contacto
o de interactuar con los sistemas bioldgicos (definicidon 1SO)

e Material sélido que existe en o estd hecho por organismos vivos, tales como quitina o huesos
(diccionario Larousse Science).

La diferencia entre la definicion propuesta en la primera y la segunda Consensus Conference de la
European Society for Biomaterials (ESB) radica en la remocién de la palabra “no-viable” y la especificacion
del uso del biomaterial. Por su parte, la definicién ISO no estd recomendada ya que implica que los
materiales naturales vivos (p. ej. los tejidos) son biomateriales. Adicionalmente, el término “estar en
contacto” resulta ambiguo. La definicion del diccionario Larousse Science es de base estrictamente
etimoldgica, y se considera de poca aplicabilidad debido a lo limitado de la misma.

Los avances en la Ciencia de los Materiales, y en particular, en la nanotecnologia, han extendido el campo
de aplicacidn de los biomateriales, y en la actualidad, se entiende por biomaterial a todo aquel material
capaz de interactuar con biocomponentes, incluyéndose dentro de este Ultimo, tanto a érganos, tejidos
y células, asi como también a biomoléculas. Esta definicién amplia incluye entonces dos conceptos que
se encuentran intimamente ligados al de biomateriales: el concepto de biocompatibilidad y el de
bioreconocimiento.

El desarrollo y las aplicaciones de los biomateriales, ha experimentado una significativa influencia de los
avances en medicina, cirugfa, biotecnologia y ciencia de los materiales. Hoy en dia existen alrededor de
8000 diferentes tipos de dispositivos médicos que cumplen con las varias definiciones de biomateriales;
algunos de ellos se ejemplifican en la Tabla 1.



TABLA 1. USO DE LOS BIOMATERIALES EN MEDICINA

AREA EJEMPLOS
Reemplazo de zona dafiada o enferma Prétesis para implantes de tejido duro y blando,
remplazo de valvulas cardiacas, maquinas de dialisis
renal
Asistencia en curacion Suturas, adhesivos, placas dseas, tornillo
Mejorar la funcion Lentes intraoculares, desfibrilador cardiaco,
(Corregir anomalia funcional, corregir Implante de tejido blando, catéteres, biosensores

problemas cosméticos, ayuda para
tratamiento y diagndstico de
enfermedad)

1.1. EVOLUCION DE LOS BIOMATERIALES

El desarrollo histérico de los materiales biomédicos coincide con el comienzo mismo de las cirugias,
cuando los antiguos egipcios utilizaban prétesis para sustituir miembros amputados. Uno de los
materiales mas utilizados para la fabricacién de prétesis era la madera, debido a su dureza y elevada
relacion resistencia — peso. También se sabe que en la antigua India (1500 - 1800 DC) se fabricaban
protesis de piernas, ojos y dientes [2]. El primer reporte clinico del uso de biomateriales data de 1759,
cuando Hallowell repard una arteria dafiada con una clavija de madera y un hilo trenzado. Recién hacia
mediados del 1800, con el uso de técnicas de cirugia asépticas llevadas a cabo por Lister, es que el uso de
biomateriales fue una realidad [3]. Sin embargo, los materiales implantados en el cuerpo, generaban
serias complicaciones, siendo generalmente foco de infecciones que la respuesta inmune natural del
cuerpo no podia controlar efectivamente. Una vez controladas las infecciones por medio del uso de
procedimientos estériles en la implantacion, las propiedades fisicas de los materiales de uso médico
tomaron un lugar de preponderancia en el interés cientifico [3]. A comienzos del siglo XX, las placas dseas
eran utilizadas para fijar las fracturas de huesos largos, sin embargo, muchas de éstas fallaron como
resultado del pobre disefio mecanico que poseian. A estos factores meramente biomecdnicos, hay que
sumarle los factores quimicos de deterioro, como la corrosidon de los materiales metalicos en el medio
fisioldgico. Hacia los afios ‘30, la utilizacion de aceros inoxidables y aleaciones de cromo - cobalto tuvieron
un gran éxito en la fijacion de fracturas, asi como en la primera cirugia de reemplazo articular. Un hallazgo
interesante surge de los pilotos aéreos durante la Segunda Guerra Mundial, en quienes se observé que
las heridas producidas por los fragmentos plasticos de los aviones no producian reacciones crénicas
adversas, lo que promovié el uso de los polimeros y plasticos como biomateriales.

La eleccidn de los materiales para poder ser usados como biomateriales se basa en propiedades tales
como la tolerancia por el cuerpo humano, y la reproduccién de las funciones naturales de la parte
anatémica a ser sustituida. La primera caracteristica mencionada se relaciona con lo que hoy se conoce
como biocompatibilidad, que se define como la capacidad de un material para llevar a cabo con una
respuesta del huésped apropiada, en una aplicacion especifica [4]. La biocompatibilidad es un indicativo
de la respuesta del tejido circundante frente a la presencia de un objeto extrafio en el organismo [2]. La



segunda caracteristica mencionada es la biofuncionalidad, que se refiere a las propiedades mecanicas y
fisicas de un implante que le permiten cumplir las funciones para lo que fue construido [4].

De acuerdo a las caracteristicas de los materiales y a la evolucidon que han tenido en el tiempo, se los
puede clasificar en generaciones.

1.1.1. BIOMATERIALES DE PRIMERA GENERACION (1950 - 1970)

CARACTERISTICAS GENERALES

Los biomateriales de primera generaciéon fueron especialmente disefiados para ser implantados en el
cuerpo humano, por lo que encontraron un dmbito principal de aplicacién en disciplinas médicas como
la cirugia cardiovascular, la ortopedia y la oftalmologia. Se utilizaban como materiales de base aquellos
gue eran facilmente accesibles, y habian sido desarrollados con fines de uso en ingenieria o durante la
Segunda Guerra Mundial. Por ejemplo, los primeros tubos de didlisis fueron confeccionados con acetato
de celulosa; los primeros injertos vasculares fueron realizados con Dacron, un polimero desarrollado para
la industria textil [4].

Los biomateriales de primera generacion pueden ser de origen natural o sintético, y se clasifican por su
composicién quimica (Tabla 2). En la siguiente tabla se detallan los biomateriales mas comunes de
primera generacion y sus aplicaciones. Se podra observar mds adelante que existe una superposicion de
las tres generaciones de biomateriales.

TABLA 2. MATERIALES UTILIZADOS EN LA FABRICACION DE BIOMATERIALES DE PRIMERA GENERACION, Y SUS
APLICACIONES

MATERIALES APLICACIONES
METALES Y ALEACIONES
316L acero inox. Fijacion de fracturas, stens, instrumentos quirdrgicos
CP-Ti, Ti-Al-V, Ti-Al-Nb, Ti-13Nb-13Zr, Ti- Remplazo de huesos y uniones, fijacién de fractura,
Mo-Zr-Fe, Co-Cr-Mo implante dental,
Ni-Ti Placas de hueso, stens, alambres para ortodoncia
Aleaciones de oro Reconstruccién dental
Productos de plata Agentes antibacteriales
Platino y Pt-Ir Electrodos
CERAMICOS Y VIDRIOS
AlUumina Implantes dentales, remplazo de uniones
Zirconio Remplazo de uniones
Fosfato de calcio Reparacién de hueso, recubrimiento de superficies
metdlicas
Porcelana Reconstruccién dental
Carbono Vélvulas, dispositivos subcutaneos
POLIMERQOS
Polietileno Reemplazo de uniones
Polipropileno suturas
PVC Tubos
Poliéster Prétesis vasculares, sistema de liberacién de drogas
COMPOSITES
PMMA — vidrios rellenos Cemento dental
Goma Catéteres, resinas dentales
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METALES Y ALEACIONES

Los metales han sido utilizados por décadas principalmente como dispositivos de fijaciéon en quebraduras
y reemplazo de articulaciones. También han sido utilizados en cirugias cardiovasculares e implantes
dentales y maxilofaciales [4]. Los dispositivos de fijacion y las articulaciones artificiales corresponden al
44% de los dispositivos de reemplazos médicos [5]. Los materiales utilizados para la construccién de
implantes deben tener ciertos requerimientos mecanicos, fisicos, quimicos y biolégicos [6]. Mas alla de
tener propiedades mecdanicas apropiadas como fuerza de fatiga alta, suficiente deformabilidad y una
elasticidad alta, al igual que el resto de los materiales utilizados como implantes, deben tener una
resistencia a la corrosion y ser biocompatibles [4, 6].

Los metales como el oro, la plata y el platino se han utilizado inicialmente en forma pura [4]. Uno de los
ultimos metales puros en incorporarse como biomaterial fue el titanio hacia 1940. Posteriormente,
fueron remplazados por aleaciones que mejoraban su dureza y biocompatibilidad. Las aleaciones mas
comunmente utilizadas han sido las de acero inoxidable, aleaciones de titanio y aleaciones de cobalto. La
primera aleacién desarrollada para uso en humanos fue el acero de vanadio a comienzos de 1900 [3].
Posteriormente se desarrollaron aleaciones de acero inoxidable para mejorar la dureza vy la resistencia a
la corrosién, como por ejemplo los aceros 18/8 o tipo 302 (18 % Cry 8 % Ni), asi como aleaciones 18/8s
Mo o tipo 316, el agregado de 2 - 3% de molibdeno mejora la resistencia a la corrosion del material en
agua salada. Las aleaciones del tipo 316 y 316L son conocidas como aceros austeniticos y han sido los
mas ampliamente utilizados en biomateriales. Asi mismo, aleaciones de Cr-Co fueron inicialmente
desarrolladas para usos comerciales y posteriormente se utilizaron en biomateriales. Estas aleaciones se
utilizaron como reemplazo del oro en odontologia y actualmente se utilizan en articulaciones artificiales
[3]. Como se menciond anteriormente, el titanio ha sido el mas reciente metal en utilizarse como
biomaterial. Desde su descubrimiento en 1791 por Gregor, estuvo restringido a una curiosidad de
laboratorio hasta el afio 1946 cuando Kroll desarrolla un proceso comercial para la obtencién de titanio
a partir de la reduccién del tetracloruro de titanio con magnesio [7]. El titanio es un metal reactivo que
forma una capa de Oxido a la exposicién al aire, agua y determinados electrolitos [4]. Debido a la capa de
oxido que presenta en su superficie, le brinda propiedades termodinamicas, fisicas y quimicas que lo hace
el biomaterial metdlico por excelencia.[6] Adicionalmente, es insoluble en fluidos bioldgicos, por lo que
no libera iones que podian reaccionar con otras moléculas [3]. Mas alla de las propiedades mecaénicas el
titanio y sus aleaciones, presentan bioadhesion gracias a los grupos oxhidrilos libres en la superficie de
oxido [6]. Otra ventaja de los materiales de titanio es su alta elasticidad, el médulo de Young de estos
materiales es el 50% del médulo de las aleaciones de CoCr y el acero inoxidable [5].

En el grupo de las aleaciones encontramos los materiales de memoria de forma (SMAs) que presentan la
propiedad de memoria de forma térmica, super-elasiticidad y fuerzas de histéresis. El mas utilizado es el
nitinol, que estd compuesto por una relacidon equimolar de niquel y titanio. Se utiliza en proétesis de
cirugias, stens endovasculares, clips para aneurismas intracraneales y anclaje de sutura vascular [3].

CERAMICOS

Las ceramicas son otro de los grupos de materiales denominados de primera generacion. Son los
materiales artificiales mas antiguos, utilizados originalmente en alfareria. Son compuestos policristalinos
que incluyen los silicatos, éxidos metalicos, carburos, sulfitos, selenoides y varios hidruros refractarios
[3]. En aflos recientes se han desarrollado cerdmicas high-tech que mejoraron la biocompatibilidad y
aumentaron la resistencia compresiva. Estos implantes ceramicos se han llamado biocerdmicos [8], y se
clasifican seguin la composiciéon quimica y forma (Tabla 3) en dos grupos: i) fosfatos de calcio (CP) vy ii)



otros compuestos como Zirconio tetragonal (ZrO,) Ytria-estabilizada (Y,0s), alumina (Al,0s) y algunos
silicatos y fosfatos de la familia de los vidrios y ceramicas vitreas [8].

TABLA 3. COMPOSICION Y FORMAS DE MATERIALES BIOCERAMICOS
CATEGORIA MATERIALES APLICACIONES

FOSFATOS DE CALCIO Hidroxiapatita (HAp o HA) Cuerpo sinterizado
grupo (CP) (densoy poroso)
Polvos
Recubrimientos
Composites
Fibras
B-Tricalcio fosfato (B-TCP) Cuerpo sinterizado
(denso y poroso)
Polvo
Fosfato de dicalcio anhidro Polvo
(monetita, DCP o DCPA)
Fosfato de dicalcio dihidratado Polvo
(brushita, DCP2 o DCPD)

Pirofosfato de calcio (CPP) Polvo
a-Tricalcio fosfato (a-TCP) Polvo
Fosfato de tetracalcio (TeCP) Polvo
Octacalcio fosfato (OCP) Polvo
Fosfato de calcio amorfo (ACP) Polvo

OTROS Zirconio tetragonal Ytria-estabilizada Cuerpo sinterizado (denso)
(Y-TZP)
YzOg-ZI’Oz
Oxido de Aluminio (alumina) Al,O3 Cuerpo sinterizado (denso)
Oxido de titanio (titania) TiO» Cuerpo sinterizado (denso)
Nitruro de silicio SisNg4 Cuerpo sinterizado (denso)
Carburo de Silicio SiC Cuerpo sinterizado (denso)
Carbdn C Fibra
Sistemas de vidrios bioactivos
SiOz-PzOs-Nazo-CaO Bulk
SiOz-PzOs-Nazo-Kzo-CaO-MgO Bulk
Si02-P205-Ca0-Al203 Bulk
Sistema bioactivo de cerdmicas
vitreas.
Si02-P205-Ca0-MgO (A-W) Bulk
Si02-P205-Na20-K20-Ca0-MgO Bulk

(Ceravital)




También se clasifican en tres categorias de acuerdo a la respuesta bioldgica segln el ambiente: ceramicas
bioinertes, cerdmicas bioreactivas o de superficies reactivas y cerdmicas reabsorbibles o biodegradables
[3]. Las ceramicas bioinertes son no absorbibles y contienen carbdn, zirconio, alimina y nitruros de silicio.
Estos materiales bioinertes mantienen sus propiedades mecanicas y fisicas en medios bioldgicos y son
utilizadas en implantes de soporte de estructuras como placas dseas y tornillos para huesos [3]. Las
ceramicas bioactivas incluyen el vidrio, vidrios ceramicos y materiales a base de fosfato de calcio. Tienen
la caracteristica de activar la respuesta al crecimiento del hueso y tejido alrededor debido a sus
propiedades osteogénicas, osteoconductor y/o osteoinductor [5], por lo cual se utilizan como anclaje para
el implante. Las cerdmicas biodegradables o ceramicas reabsorbibles incluyen a los fosfatos de aluminio
y calcio, corales, yeso blanco, hidroxiapatitas y tricalcio fosfatos [3]. Difieren de las ceramicas bioactivas
en dos aspectos: a) son mas solubles y en consecuencia son degradadas por el tejido circundante; b)
debido a su estructura porosa estimula el crecimiento interno del tejido. La ventaja de la estructura
porosa radica en una mayor relacion superficie-volumen que resulta en una mayor superficie de contacto
para el tejido. Asi mismo los poros interconectados permiten el crecimiento interno del tejido y facilita el
transporte de sangre y nutrientes [3].

POLIMEROS

Los polimeros han sido ampliamente utilizados en la fijacion de fracturas, reemplazo de huesos,
reparacién de cartilagos y fijacion de ligamentos [5]. Consisten en pequefias unidades o isémeros
repetidos a lo largo de una cadena principal, unidas por enlace covalente. Las mismas pueden orientarse
de manera lineal, ramificaciones o estructuras de redes, dependiendo de la funcionalidad de las unidades
repetidas. Las cadenas largas se mantienen unidas una con otras mediante enlaces secundarios como
fuerzas de van der Waals y enlaces de hidrogeno, y enlaces primarios como fuerzas de enlaces covalentes
a través de enlaces cruzados entre cadenas. Este entrecruzamiento puede aumentar la densidad del
material mejorando su resistencia y dureza, lo cual trae como desventaja la disminucion de la flexibilidad
volviéndose mas quebradizo [3]. Las propiedades fisicas y quimicas del material pueden cambiar
modificando los grupos funcionales o el largo de la cadena. Estas modificaciones provocan cambios en
sus propiedades mecanicas, por ejemplo, un aumento del peso molecular del polimero puede generar
estructuras mas largas, con menor movilidad resultando en un material mas rigido. El aumento de tamafio
de los grupos laterales o del nimero de entrecruzamientos de la cadena principal, disminuye el grado de
empaguetamiento de la molécula provocando cambios en los puntos de fusion o ebullicion [3]. Por
ejemplo, la temperatura de transicion vitrea refiere al punto entre el rango de temperaturas en la que un
polimero es relativamente rigido (region vitrea) y el rango de temperaturas en que el material es muy
docil (regién gomosa). Dependiendo de la temperatura un Unico material polimérico puede adquirir
diferentes formas. Dentro de los polimeros mas antiguos se encuentran el nylon desarrollado en el afio
1930, siendo el primer polimero comercial. En el afio 1954 el Profesor G. Natta desarrollé una nueva
técnica de polimerizacién donde obtenia estructuras con una alta regularidad quimica y geométrica. Esta
técnica permitié el desarrollo del polipropileno, polimero derivado del petrdleo que se utiliza en varias
aplicaciones médicas. Actualmente unas altas variedades de polimeros son utilizados como biomateriales.
Entre ellos se incluyen: cloruro de polivinilo (PVC), polietileno (PE), polipropileno (PP),
polimetilmetacrilato (PMMA), poliestireno (PS), polimeros fluorcarbonados (PTFE), poliamidas o nylons,
resinas y polisiloxanos (siliconas) [3]. Estos polimeros han sido ampliamente utilizados en dispositivos
implantables, superficies de dispositivos, catéteres y tubos, transportadores inyectables de drogas e
injertos vasculares. Polimeros como el polilactido (PLA), poliglicélido (PGA) y polihidroxibutiratos (PHBV)
son los tipos mas comunes de polimeros que se utilizan en ingenieria de tejidos duros [5].



COMPOSITOS

Materiales hibridos cuyas propiedades son significativamente diferentes a las originales de cada material
por separado. El nuevo material presenta la ventaja de potenciar las propiedades de los materiales
originales. Por ejemplo, la goma utilizada en catéteres es comunmente llenada con finas particulas de
silice para aumentar la resistencia y tenacidad del material. Asi mismo, los biomateriales composites
utilizados en clinica incluyen composites de resina que se utilizan como relleno en dientes por ejemplo,
matrices poliméricas con barrio, vidrio o inclusiones de silice [3].

COMPOSITOS CERAMICOS/POLIMEROS

En la busqueda de mejorar las propiedades de los materiales, estudios recientes han integrado las
propiedades de los ceramicos y polimeros para obtener los materiales del futuro [5]. En estos composites
el polimero y la cerdmica son utilizados para mimetizar el coldgeno y los minerales del hueso,
respectivamente. Crecimientos celulares observados sobre las matrices ceramico-poliméricas, mantienen
sus caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento en multicapas. El uso de particulas de hidroxiapatitas en
polimeros ha demostrado servir como anclas para la adsorcién celular [5]. Los cristales de apatitas
permiten mantener el pH del entorno del implante en el rango fisiolégico, por tanto, se utilizan para
prevenir las reacciones acidas en torno a los sitios de implantacién con PLA y PGA. Asi mismo, el balance
entre el polimero y la cerdmica demostro ser delicado y los eventos quimicos y las reacciones celulares
durante la degradacion del polimero deben contrarrestar el crecimiento interno del hueso [5].

1.1.2. BIOMATERIALES DE SEGUNDA GENERACION (1970 - 2000)

A'lo largo de tres décadas los biomateriales fueron evolucionando hacia el uso de diferentes materiales y
al mejoramiento de las caracteristicas del mismo. Si bien propiedades como biocompatibilidad y
biofuncionalidad se mantuvieron en el tiempo, los materiales bioinertes fueron reemplazados por
materiales bioactivos o biodegradables. A estos materiales se los llamd de segunda generaciéon. Un
material bioactivo es creado para generar interacciones especificas y controladas con el tejido
circundante, mientras que un material bioabsorbible/biodegradable tiene la caracteristica de generar
reacciones quimicas controladas que permiten la degradacion y reabsorcion del material, permitiendo
que el tejido funcional crezca en ese lugar [3].

Un ejemplo de material bioactivo es la hidroxiapatita (HA) que se utiliza como implante poroso para
recubrimiento de prétesis metdlicas para controlar la respuesta y crecimiento del tejido éseo a lo largo
del implante. Esta respuesta llamada osteoconduccion, promueve la formacién de una interface
mecanicamente fuerte entre el implante y el hueso nativo [3].

Del mismo modo, los biomateriales biodegradables o bioabsorbibles, fueron disefiados para presentar
una descomposicion y absorcién clinicamente relevante. En ese sentido la interface de integracién entre
el implante y el tejido circundante, donde se ubica el material extrafio, es reemplazada por el tejido. Se
pueden clasificar en naturales (almidon, coldgeno) o sintéticos (PLA, PGA). Un ejemplo comun son las
suturas absorbibles, que consiste de un polimero compuesto por poliacrilamida (PLA) y acido poliglicdlico
(PGA), estas suturas se descomponen en didxido de carbono y agua luego de un periodo de tiempo [3].
En la Tabla 4 se resumen algunos biomateriales de segunda generacién y sus aplicaciones.
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TABLA 4. APLICACIONES MEDICAS DE POLIMEROS BIODEGRADABLES
MATERIALES APLICACIONES
POLIMEROS BIODEGRADABLES

Naturales: almidon, coldgeno vendajes para heridas, sistemas de liberacion
controlada

Sintéticos: polianhidridos, polifosfazonas, Suturas, matrices biodegradables para
policaprolactonas ingenieria de tejidos, sistemas de liberacién
controlada de farmacos.

HIDROGELES

MAA, BM, MMA lentes de contacto

PVA, PEG, celulosa, PEGME Absorcién de agua u otros fluidos bioldgicos,
implantes  oftalmoldgicos, reconstruccion
maxilofacial, reconstruccién de cuerdas
vocales

PNVP, PHEMA piel artificial, tendones artificiales

HEMA, MMA mamoplastia, liberacién controlada de
drogas, cartilago articular

PLA-PGA, PLA-PGE, quitosano, dextrano hidrogeles biodegradables

POLIMEROS BIODEGRADABLES

Los polimeros biodegradables fueron desarrollados para permanecer en el cuerpo un tiempo
determinado permitiendo la generacién de tejido alrededor y degradarse posteriormente. Los
mecanismos de degradacion incluyen degradacion hidrolitica y enzimatica; factores como el peso
molecular, composicién quimica de la cadena principal, morfologia, temperatura de transicién vitrea y
condiciones ambientales (pH, temperatura, etc.) influyen en la degradacion del mismo [3].

Los polimeros pueden ser naturales (almidén, coldgeno, quitina) o sintéticos (familia de poli-a-hidroxi
acidos, poli-orto-ésteres, polianhidridos, polifosfacenos y policaprolactona. Ejemplos del uso de
polimeros biodegradables como biomateriales son los implementos de suturas, vendajes para heridas,
placas y tornillos de fractura y sistemas de liberacion controlada. Asi mismo, los soportes de andamiaje
para crecimiento tisular en la ingenieria de tejidos, presentan un futuro promisorio para estos
biomateriales [3].

14



HIDROGELES

Los hidrogeles son polimeros hidrofilicos entrecruzados que forman redes, las cuales pueden absorber
agua u otros fluidos bioldgicos. Las caracteristicas de los hidrogeles dependen principalmente de la
estructura polimérica de la red, en ese sentido tienen caracteristicas difusivas, de expansion por
absorcion de agua u otros fluidos y propiedades de superficie. Las propiedades difusivas les han permitido
utilizarse en la liberacion de drogas y proteinas. Caracteristicas como el tamafio y estructura del poro del
hidrogel, composicion del polimero, el contenido de agua y el tamafio del soluto, determinan la velocidad
y el patron de difusidon. La modificacidon de la superficie de los hidrogeles les permite tener una Unica o
varias caracteristicas, lo cual favorece la versatilidad del mismo. Por ejemplo, pueden incorporarse
oligopéptidos promotores de la adhesion dandole la propiedad de mediadores de adhesién celular.[9]
Inclusive la utilizacidn de bicapas lipidicas modificadas en la superficie de hidrogeles ha permitido simular
membranas celulares [7]. Esta propiedad ha permitido la liberacion controlada de medicamentos, donde
el farmaco se encuentra en un reservorio rodeado por el polimero biodegradable. Recientemente se han
desarrollado hidrogeles de liberaciéon controlada que reaccionas a los cambios ambientales como
temperatura, pH, potencial idnico, concentracién de solvente y campos magnéticos o eléctricos.

BIOACTIVOS Y CERAMICAS BIODEGRADABLES

Las cerdamicas bioactivas como se menciond anteriormente incluyen vidrio, vidrios cerdmicos y materiales
basados en fosfatos de calcio. Se caracterizan por promover el crecimiento del hueso y del tejido
circundante lo cual le da la ventaja de anclaje al implante. Son Unicas en el sentido de que son solubles y
por tanto degradadas y absorbidas por el tejido circundante. Debido a su caracteristica porosa estimula
el crecimiento interno del hueso. Se han utilizado en implantes ortopédicos para el desarrollo de
recubrimientos porosos en implantes [10].

1.1.3. BIOMATERIALES DE TERCERA GENERACION (2000 - PRESENTE)

La tercera generacién de materiales estd integrada por materiales que conjugan las propiedades de ser
bioactivos y biodegradables a la vez. Estos nuevos biomateriales han sido disefiados gracias al avance en
el campo de la ingenieria de tejidos, micro y nanofabricacion. En este sentido los biomateriales de tercera
generacion han sido creados para ayudar en la regeneracion del tejido y no simplemente en reemplazar
el tejido dafiado o perdido. Tanto la micro como la nanofabricacién han sido utilizadas para crear
biomateriales “inteligentes” e implantes que pueden detectar y responder a varios estimulos celulares y
tisulares [3].

INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos refiere al proceso a través del cual se crean tejidos y érganos fisioldgicamente
vivos y tridimensionales, utilizando una combinacién especifica de células, andamiaje celular vy
sefializacion celular quimica y mecénica. Estos biomateriales se han utilizado de tres maneras, i) Inducir
la migracion celular o regeneracion de tejido, ii) encapsulamiento de células que actla como una barrera
de aislamiento inmune vy iii) proveer una matriz como soporte del crecimiento y la organizacion celular.
El primero de los usos implica generar materiales bioactivos para facilitar la reparacién local. La inyeccién
de proteinas morfogénicas del hueso dentro del implante ortopédico, asi como el uso de
glicosaminoglicano y coldgeno como sustituyente de piel artificial son algunos ejemplos [3]. La segunda
estrategia utiliza polimeros como inmunoaislantes encapsulando células. Un ejemplo de ello son las
membranas de fibras huecas que encierran los hepatocitos, que han sido utilizadas para construir un
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higado bioartificial para el tratamiento de la insuficiencia hepatica. El tercero y mas extendido uso de los
biomateriales son el uso de soportes para dirigir la organizacion tridimensional de las células in vivo e in
vitro. Los soportes mas recientes han sido creados embebidos en factores de crecimiento o ligandos
celulares, utilizados como sefiales necesarias para la migracion celular y la proliferacion [3].

MICRO/ NANOTECNOLOGIA

En los ultimos afios ha surgido el interés de utilizar la micro y nanofabricacién para el desarrollo de nuevos
biomateriales. Estas técnicas que originalmente se desarrollaron en el campo de la ciencia de la
informatica, ingenierias, fisica y biologia, han encontrado amplias aplicaciones en la industria de la
electrdnica, la manufactura y biotecnologia. A pesar de que la aplicacién de éstas tecnologias para el
desarrollo de biomateriales es relativamente nueva, es muy promisorio el futuro para el desarrollo de
implantes y dispositivos mas pequefios, activos y dinamicos [3].

MICROFABRICACION Y MICROTECNOLOGIA

La microfabricacién es el proceso por el cual se construyen materiales y dispositivos con dimensiones en
el rango de los micrémetros y milimetros. Desde 1950, estas técnicas se utilizaron para la produccion de
semiconductores basados en microelectrénica. En general la microfabricacion utiliza una técnica top-
down, en la cual, a partir del material en bruto se construye microestructuras ya sea utilizando el bulk del
material o sélo modificando la superficie. Estas técnicas incluyen crecimiento/deposicion de film
delgados, fotolitografia y etching, entre otras [3].

A partir de las ultimas décadas, los dispositivos de microfabricacién que contienen componentes
mecanicos y eléctricos son conocidos como sistemas de microelectromecédnica (MEMS). Algunos
ejemplos de ellos son los sistemas de air bag de los autos, sensores de presidon sanguinea, de analisis
guimico de la sangre. En el campo de los biomateriales, los MEMS estan siendo utilizados en sistemas de
liberacién de drogas donde microjeringas liberan cantidades reguladas de drogas al organismo [3].

NANOFABRICACION Y NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia se define como la investigacion y desarrollo a nivel atémico, molecular vy
macromolecular en escala en el rango de 1 a 100 nm. A esta escala se presentan una serie de fendémenos
gue permite construir materiales a nanoescala, utilizar estructuras, dispositivos y sistemas con nuevas
propiedades y funciones debidos a su pequefio tamafio.

Existen caracteristicas especificas que distinguen las nanoestructuras y la nanotecnologia de su
contraparte micro y macro. Primeramente, la nanotecnologia refiere a la escala de trabajo que se sitla
en el rango de 1 a 100 nm. Segundo, la nanotecnologia esta concebida en la caracterizacién y aplicacion
de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas Unicas que la nanoescala provee por su tamafio (Tabla 5)

(3.

Nanofabricacion se refiere al proceso de creacién de materiales a nanoescala utilizando métodos de
fabricacién top-down y botton-up. La fabricacién de estructuras por método botton-up se realiza
mediante el autoensamblaje de dtomos y moléculas, tomando la ventaja de los materiales en nanoescala.
En este sentido, la nanofabricacion ha sido inspirada en la naturaleza, las estructuras biolégicas son
ejemplos de rearreglos y ensamblado en el rango de nanoescala utilizando las interacciones moleculares
como las fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno, y dipolos electroestaticos. En los ultimos afios
varios paises han desarrollado programas en nanotecnologia con inversiones millonarias, en la busqueda
de nuevos desarrollos a través de la nanotecnologia y la nanofabricacion. Hoy en dia encapsulamiento en
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diferentes nanoestructuras, soportes de nanoparticulas que facilite el crecimiento de hueso, son algunos
de los ejemplos que se han desarrollado.

TABLA 5. TAMANO DE NANOESTRUCTURAS EN COMPARACION CON ESTRUCTURAS NATURALES

ESTRUCTURA TAMARNO (nm)
Estructuras nanotecnoldgicas

Nanoparticulas 1-100

Fulerenos (C60) 1

Quantum dots (CdSe) 8

Dendrimeros 10

Estructuras naturales

Atomo 0.1

DNA (ancho) 2

Proteinas 5-50

Virus 75-100

Bacterias 1000 - 10000

Gloébulos blancos 10000

1.2. FUNCION DE LOS NUEVOS BIOMATERIALES

Como ha sido mencionado antes, una definicion comun utilizada para definir los biomateriales es:
“material utilizado como dispositivo médico, destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos” [4].
Constituyen un grupo heterogéneo de compuestos orgdnicos e inorganicos, naturales o sintéticos que,
insertos en el cuerpo, cumplen una misién de sustituir la funcion de un tejido u érgano. Una caracteristica
esencial es la biocompatibilidad que describe las interacciones entre el sistema vivo y el material en el
sistema. Los biomateriales tipicos estan compuestos por metales, vidrio, ceramicos, polimeros, carbono
y materiales composites. Sin embargo los materiales mas nuevos emplean materiales adicionales en
combinacién con pequefias moléculas, proteinas terapéuticas, moléculas bioldgicas y poblaciones de
células vivas [4].

En la actualidad, la ciencia de los biomateriales incluye las siguientes subareas [4]:

e Biomateriales modificados superficialmente - biomateriales de desarrollo ingenieril cuya
superficie fue modificada para controlar la adhesion celular y la adsorcién de proteinas.

e Biomateriales inteligentes - biomateriales que cambian sus propiedades en respuesta a cambios
en el ambiente como pH, temperatura y especies quimicas.

e Biomateriales bioactivos - biomateriales que incorporan agentes farmacoldgicos, factores de
crecimiento, antibidticos, citoquinas, factores de adhesidon, o enzimas de reconocimiento de
sitios para hacer a los materiales biolégicamente activos.

e Ingenieria de tejidos y medicina regenerativa - biomateriales que reemplazan tejido u érganos
con construcciones poliméricas que contienen una poblacién de células vivas, con el objetivo de
regenerar el tejido para restablecer la funcion normal.
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Estas categorias de biomateriales no son mutuamente excluyentes, por el contrario, el biomaterial ideal,
debe integrar uno o varias de estas caracteristicas. Un biomaterial perfecto no sélo sirve de defensa frente
a enfermedades y mantiene el tejido u érgano dafiado, sino que provee de elementos requeridos para
curary reparar, estimular el sistema inmune del cuerpoy regenerar las capacidades del mismo, y al mismo
tiempo interactuar con el cuerpo vivo [4].

Los biomateriales modernos deben cumplir con estrictos requisitos de rendimiento y superar dificiles
desafios practicos. Primeramente deben demostrar suficientes propiedades fisicas y mecanicas para
adaptarse al medio fisioldgico [4]. En ese sentido el biomaterial debe ser i) no téxico, esto implica que sea
no citotdéxico, no hemolitico, y que no genere inflamacién, ii) resistente a la corrosién en fluidos
bioldgicos, iii) resistencia a los movimientos, iv) promotor de la adhesion celular y por Ultimo que exista
una biocompatibilidad con el tejido huésped u o6rgano. Una baja biocompatibilidad del material
implantado provocard dafios tanto a los tejidos como al propio material. Los productos de corrosion
producidos por las interacciones electroquimicas entre el material implantado y el ambiente del
organismo puede provocar efectos negativos en el tejido [11] o en el propio implante [12]. En muchos
casos es deseable que el biomaterial sea biodegradable sobre todo en los materiales de cirugia y
regeneracion de tejidos. En este caso el biomaterial debe cumplir con los requerimientos del metabolismo
fisioldgico, y la degradacién debe ser llevada a cabo a través de la hidrdlisis o clivaje por enzimas [4]. Por
este motivo el producto de degradacién debe ser facilmente excretado por los rifiones. El peso molecular
qgue deben tener los residuos no pueden exceder los 70.000 Da, tamafio que estd cercano al de la
seroalbUmina.

Por ultimo, los biomateriales deben satisfacer los requerimientos del mercado y las necesidades clinicas.
En ese sentido un biomaterial ideal para uso médico debe ser suministrado a través de un dispositivo facil
de usar. Los sistemas deberian demostrar una adecuada estabilidad, ser guardados a temperatura
ambiente y que presenten poco tiempo de preparacién previa. Por su parte, los biomateriales deben ser
escalables para permitir mejorar la relacion costo-beneficio de manufactura. El impulso desde los
aspectos clinicos, es un componente esencial del proceso de disefio, por lo que las necesidades del
cirujano y las necesidades del paciente pueden ser traducidas a las especificaciones técnicas. El objetivo
clinico continuamente deben guiar e inspirar la creacion de nuevos biomaterial [4].

1.3. MODIFICACION SUPERFICIAL A NIVEL NANO

Los materiales fabricados para ser empleados en implantes deben poseer las propiedades mecdnicas
adecuadas para el fin buscado. Este criterio ha sido bdsico desde la fabricacidon masiva de implantes que
tuvo lugar luego de la Segunda Guerra Mundial. El tiempo permitié ver que estas caracteristicas, si bien
importantes, no eran suficientes para conseguir el éxito de la sustitucion, ya que se presentaban
problemas a nivel de la interface entre el sistema bioldgico receptor del material, y la superficie del
biomaterial. Este es el origen de la ciencia de la modificacidén superficial, que se concentra mas en la
interface que se forma entre el biomaterial y el hospedero.

Las modificaciones superficiales pueden considerarse como aquellos procesos que cambian las
caracteristicas existentes de la superficie de un material para cumplir con determinados objetivos.
Ejemplos habituales de estas modificaciones incluyen cambios en el grado de hidrofobicidad, cambios a
nivel de topografia, cambios a nivel quimico. Los estudios surgidos a partir de la llamada “revolucién
nano” sugieren que muchos de estos cambios pueden conseguirse con cambios topograficos que incluyan
rugosidades a nivel nano.
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Cuando se disefia un implante médico, usualmente es necesario definir las cualidades de la superficie en
contacto con el medio bioldgico que producirdan el beneficio médico buscado. Estas caracteristicas
superficiales incluyen: la mojabilidad, la lubricidad y el estado de oxidacion (pasivacion). En la actualidad,
también se incluyen aspectos de la descripcion topogréfica de la superficie, para verificar el nivel de la
rugosidad (micro, nano, etc.).

1.4. SOBRE LA BIOCOMPATIBILIDAD DE LOS BIOMATERIALES

Durante muchos afios se ha usado el término “biocompatibilidad” para cualificar a los biomateriales. Se
habla de biomateriales biocompatibles o no-biocompatibles, en funcion de diferentes criterios. Por
ejemplo, un material con una superficie superhidrofdbica sobre la que no se adsorban proteinas se
considera no-biocompatible, ya que permite su funcionamiento sin interferencias, mientras que otro
material sobre el que se adsorban proteinas de interés se considera como biocompatible porque es
reconocido por el organismo para cumplir una funcién especifica. Otro enfoque para el uso de este
término confunde biocompatibilidad con biotoxicidad. Tal es el caso del empleo de puntos cuanticos
(quantum dots) a base de cadmio para la deteccidn de ciertos canceres por imagenologia. La adhesion de
estas particulas al tejido canceroso resulta el objetivo esperado y el material seria considerado
biocompatible, mientras que su inherente toxicidad queda manifiesta en la reaccién del organismo para
expulsar esas particulas, lo que, desde este punto de vista, las hace no-biocompatibles.

David Williams, editor de la revista Biomaterials durante 15 afios, llama la atencion sobre este aspecto en
un articulo editorial titulado “There is no such thing as a biocompatible material” (No hay tal cosa como
un material biocompatible) [13]. En primer lugar, este autor reconoce que la biocompatibilidad no es una
propiedad de un material, sino que es una caracteristica del sistema biomaterial — objeto bioldgico
hospedero del mismo. De esta manera, el término “(bio)material biocompatible” deja de tener sentido, y
es necesario describir el sistema interaccionante.

Williams propone establecer una aproximacion unificada a los posibles mecanismos involucrados en la
biocompatibilidad, basadas en los procesos guiados por el material por un lado, y en los procesos guiados

biolégicamente (Figura 1).

Finalmente, se propone sustituir el término “material biocompatible” por “sistema biocompatible”, de
manera de hacer valer la idea que la biocompatibilidad es una propiedad del sistema interactuante, y no
una caracteristica del material. En el caso de esta Tesis, no se busca saber si el titanio nanoestructurado
es biocompatible, sino si el sistema titanio nanoestructurado — hidroxiapatita pueden formar un sistema
biocompatible. Esto surgira del estudio de la interaccién titanio nanoestructurado con el medio fisioldgico
circundante.
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Biomaterial and host come into contact
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FIGURA 1. PROCESO UNIFICADO PROPUESTO PARA EL ANALISIS DE LOS MECANISMOS DE BIIOCOMPATIBILIDAD.
ADAPTADO DE REF.[13]

1.5. BIOMATERIALES PARA SUSTITUCION OSEA

Los reemplazos dseos o también llamados injertos dseos, tienen como funcién reparar el tejido luego de
una lesion, asi como recuperar volumen perdido del mismo. Es asi que su composicion es importante
dado que deben tener propiedades de osteoconduccion de células osteogénicas hacia el sitio del implante
y al mismo tiempo servir de soporte para la regeneracion del nuevo tejido dseo. Otra propiedad
importante es la de ser osteoinductivo, proceso que se caracteriza por regenerar tejido éseo mediante
inducir la diferenciacién de células que aun no pertenecen al linaje osteogénico, pero que pueden
transformarse en células osteoprogenitoras. Para que el reemplazo sea exitoso, y el hueso no sélo pueda
recuperar el tejido dafiado luego de la lesion, asi como recuperar sus propiedades funcionales de soporte
y movimiento, debe cumplir con la funcién original del tejido sano, cual si fuera un proceso de biomimesis.

Los implantes a base de Titanio han sido los de eleccidon por los equipos médicos, debido a sus
propiedades superiores respecto al acero inoxidable y las aleaciones de cobalto. Las reacciones
desfavorables de los implantes de titanio en el hospedero son minimas o nulas [14], sumado a la
formacién espontdnea de una capa de 6xido que provee la resistencia a la corrosién necesaria. Pero la
principal caracteristica de los implantes a base de Titanio, es su capacidad de unirse mediante enlaces al
hueso natural.

éQué diferencia esta unidn al hueso mediante enlaces a la presentada por otros biomateriales? Otros
biomateriales, una vez colocados en el cuerpo, son reconocidos por el cuerpo como un objeto extrafio, y
se desencadena la reaccion de respuesta que conduce a la encapsulacién del material. Esta respuesta
puede culminar alli, sin constituir un verdadero rechazo (en el sentido de tener que remover el implante),
pero el aislamiento llevado a cabo por el cuerpo produce el aislamiento en si del implante, que al no
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integrarse al cuerpo, pierde sus capacidades funcionales (Figura 2). Algunos aspectos quimicos de esta
unién son tratados mas adelante en esta Tesis.

FIGURA 2. (A) ENCAPSULACION DE UN IMPLANTE CON LA FORMACION DE UNA MEMBRANA AISLANTE (CAPSULA,
INDICADA POR LAS FLECHAS). (B) INTEGRACION DE UN IMPLANTE DEL TITANIO AL TEJIDO CIRCUNDANTE.
ADAPTADO DE REF. [14]

1.5.1. LA ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DEL HUESO

El hueso es un tejido conectivo altamente especializado, disefiado por la Naturaleza para dar soporte
fisico a los vertebrados superiores. Al mismo tiempo provee proteccién a dérganos vitales (cerebro,
corazdn, médula dsea) y actia de anclaje de musculos y tendones esenciales para la locomocion.
Adicionalmente a estas funciones mecanicas, los huesos juegan un papel metabdlico fundamental como
almacenamiento de calcio y fosfato, que pueden ser utilizados en casos de necesidad para el
mantenimiento de la regulacidon homeostatica de estos iones en la sangre y otros fluidos corporales.

La composicién quimica proximal del hueso estd formada en aproximadamente un 60 % de minerales
(principalmente carboxiapatitas tipo AB), 10 % de agua y 30 % de matriz organica (predominantemente
coldgeno tipo |, proteoglicanos y proteinas no colagénicas como osteocalcina y osteopontina).
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La estructura dsea se basa en una doble capa que varia de acuerdo a su funcion: compacto y trabecular.
Morfoldgicamente la capa externa compacta, o cortex es lisa, densa y continua. Se encuentra recubriendo
los huesos y en el eje medio de los huesos largos. La capa interna o trabecular, es esponjosa, y se organiza
en una red formada por pequefios tejidos dseos interconectados entre si y orientados a lo largo de la
direccién principal de manera de adaptarse al tipo de carga que soporta. Las cavidades internas o
intersticios son llenados por vasos sanguineos, médula y tejido adiposo.

Durante la formacion del esqueleto, las células mesenquimales se agregan para formar condensados de
tejido mesenquimal, que funcionan como precursores de los elementos del esqueleto. En estos
agregados, las células se diferencian a osteoblastos los que, con una adecuada vascularizacion, comienzan
el proceso de osificacién que puede culminar en la formacién de hueso compacto o trabecular. Los
procesos observados en estas etapas se dan por la participacién de estructuras macro y microscopicas
influenciadas por factores genéticos, metabdlicos y mecdnicos. Estos factores intrinsecos son los que
definen la variedad de estructuras macromoleculares del hueso.

Osteons and ’ Mineralized
Bone : Fibre ; Collagen and
; Haversian Fibres collagen :
tissue patterns fibrils hydroxyapatite

canals

- Macro ~100 um ~50 pm ~5um ~500 nm Atomic
_scale Osteon diameter Fibre patterns Fibre diameter Fibril diameter scale

FIGURA 3. ESTRUCTURA JERARQUICA DEL HUESO. TOMADO DE REF. [15]

El hueso es un tejido dindmico que sufre a lo largo de la vida del huésped un proceso de regeneracién
mediante un ciclo coordinado de reabsorcién y formacién que se compone de las siguientes etapas: i)
activacion de osteoclastos, ii) reabsorcidon del hueso, iii) activacion de osteoblastos, y iv) formacion de
hueso nuevo en el mismo lugar donde se dio la reabsorcidn. Los procesos intrinsecos de remodelacién
fisioldgica, remocién y reemplazo del hueso se dan sin que el nuevo tejido afecte la forma y densidad de
la estructura original. Este proceso permite la recuperacién luego de una fractura o tejido defectuoso de
manera rapida, siempre que la extension de la lesién no sea mayor a un parametro llamado defecto critico,
el cual establece que la recuperacién de la lesidon excede el tiempo de vida del huésped. En estos casos la
intervencion de la lesién se hace necesaria para estimular y ayudar la recuperacién del tejido.

La matriz del hueso esta formada por hidroxiapatita, Cai0(PO4)s(OH),, que da cuenta de las 2/3 partes del
peso del mismo. Este componente inorganico es el que le aporta al hueso su fuerza a la compresion. El
1/3 en peso restante estd formado por fibras de coldgeno, que son firmes pero flexibles, por lo que
aportan al hueso sus propiedades mecanicas.

Como se menciond anteriormente, el hueso mineral o esmalte (apatita bioldgica) estd compuesto por
apatitas carbonadas de calcio y fosfato del tipo AB. Las apatitas encontradas en los huesos corresponden
principalmente a apatitas tipo B, mientras que las apatitas de los esmaltes de los dientes corresponden a
una mezcla de apatitas tipo B y A. El estudio de su composicién estructural generé una amplia
controversia [16] y fue en los afios 60 cuando el estudio de apatitas carbonatadas sintéticas reveld que
los iones carbonatos podrian ser parte de la estructura en dos ubicaciones anicdnicas de la estructura de
la apatita: en los sitios PO4> (apatitas carbonatadas tipo B) o en los sitios OH™ (apatitas carbonatadas tipo
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A). Estudios por espectroscopia infrarroja revelaron que la composicion de apatita carbonatada tipo A
corresponde al 10% del esmalte en los dientes. La apatita mineral dsea también estd compuesta por
grupos no apatiticos de calcio y fosfato. Estos compuestos tienen la caracteristica de ser altamente
reactivos proporcionando ciertas propiedades fisicoquimicas, bioldgicas, funcionales y quimicas
fundamentales para la disolucién y formacién de cristales en el tejido biolégico. El hueso también
contiene trazas de elementos que aun no se ha definido si pertenecen a la fase mineral u organica de la
matriz. Los tejidos mineralizados como el hueso se componen de placas delgadas de cristales irregulares
de tamafios que oscilan entre 20 Ay 1100 A. Estos cristales abarcan largas extensiones de la superficie
del hueso y estan expuestas al fluido extracelular, siendo criticas para el rdpido intercambio de iones en
la interface generada por la superficie del hueso y los fluidos.

A continuacion, trataremos por separado la estructura quimica de los huesos y los dientes.

ESTRUCTURA OSEA

El hueso y sus elementos asociados como cartilagos, tejido conectivo, elementos vasculares vy
componentes nerviosos, actlan como un organo funcional. Ellos aportan soporte y proteccién al tejido
blando, y actdan junto con el musculo esquelético para que los movimientos sean posibles. Los huesos
son estructuras relativamente rigidas y sus formas se asocian a la funcion que desempefian, y su
metabolismo estd principalmente controlado por el sistema enddcrino, inmune y neurovascular [17].

Desde el punto de vista de los materiales, el hueso es el tejido calcificado mas tipico de los mamiferos y
puede ser considerado como un ensamblaje de siete niveles diferentes de unidades de estructura
jerarquica que van de lo macro, pasando por lo micro y hasta la nanoescala, para cumplir numerosas
funciones [18]. En todos estos niveles, el hueso interactia permanentemente con células vy
macromoléculas bioldgicas.

A nivel nanoestructural, pequefios cristales de apatita biolégica en forma de placas, crecen en los espacios
entre las fibras de colageno, a lo largo de la orientacién del eje c, siendo aproximadamente paralelas a
los ejes longitudinales de las fibrillas de coldgeno (Figura 4). El coldgeno constituye un tercio del proteoma
humano, proporciona estabilidad mecanica, elasticidad y resistencia a los organismos y es el principal
blogue organico de construccién de la mayoria de los tejidos bioldgicos [19, 20]. Su estructura jerarquica
a nanoescala le proporciona propiedades mecanicas Unicas a las microfibrillas de coldgeno, donde los
mecanismos claves de deformacién estan dados por el acortamiento de moléculas de triple hélice
enroscadas en pequeiias deformaciones, seguido de estiramiento axial y algunas moléculas
desenrolladas. Cada molécula de coldgeno esta formada por tres cadenas de péptidos que forman una
molécula de triple hélice de 300 nm de longitud. Grupos de moléculas de coldgeno se agregan en
direccién longitudinal y lateral formando fibrillas [19]. El coldgeno Tipo | se autoensamblan en fibras y
presentan una caracteristica nanoscépica dada por el espaciamiento D periddico, poco comun en tejidos
bioldgicos. Presenta una periodicidad de ~ 67 nm de distancia, entre el final de cada molécula, lugar
donde se sitla la apatita nanocristalina, las cuales le brindan rigidez y resistencia local compresiva [19,
20].
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FIGURA 4. AUTO-ENSAMBLAJE DE LAS MOLECULAS DE COLAGENO DESDE LA NANOESTRUCTURA A LA
MACROESTRUCTURA DEL HUESO. TOMADO REF. [21].

La combinacién de ambos constituyentes forma la mineralizacién de las fibras. Las fibras también pueden
entrecruzarse, proporcionando un sistema altamente dindmico, capaz de ser modificado a través de la
seleccién de diferentes aminodcidos para variar las propiedades mecdanicas y permitir diferentes
aplicaciones en biomateriales. Por tal motivo, es que el hueso es considerado una fibra reforzada de
material compuesto, de origen bioldgico, en el cual inclusiones duras de tamafio nanométrico estdn
embebidas en una matriz de proteinas [18, 22]. Las dimensiones reportadas en la literatura de las apatitas
bioldgicas estan entre los rangos de 30 - 50 nm de largo, 15 - 30 nm de ancho y de 2 - 10 nm de espesor.
Dadas estas dimensiones es de esperar que la escala nanométrica sea importante en la estructura de los
huesos. Estudios recientes demostraron que nanocomposites naturales (coldgeno/HA) exhiben un gran
potencial en su aplicacién clinica debido a la mejora en el material producto de la suma de las propiedades
de ambos. Las particulas de HA se utilizan como relleno de la matriz de coldgeno y esto se espera que
mejore la resistencia mecanica y el rendimiento bioldgico del recubrimiento de coldgeno [23]. Asi mismo
la apatita nanoestructurada tiene una funcion crucial en el organismo, es un reservorio importante de
calcio e iones ortofosfatos necesarios para una amplia variedad de funciones metabdlicas llamadas
procesos de "remodelacion" en donde la apatita nanoestructurada es reabsorbida y formada por los
osteoclastos y osteoblastos, respectivamente en un delicacdo equilibrio [18]. Los composites
biomiméticas formados de apatitas y colageno también sirven de soporte para el crecimiento celular
permitiendo la adhesion de proteinas como la fibronectina, vitronectina y laminina. Estas proteinas
permiten un anclaje mas estrecho a la matriz por parte de las células [23, 24]. Recientes estudios
realizados a nivel nanoscopico de deformaciones de huesos sanos y con osteoporosis demostraron que
las propiedades mecdnico-estructurales a escala atémica sugiere que el funcionamiento del hueso
cortical esta correlacionado con la funcion, disposicion, movimiento, deformacion, y fractura de la
hidroxiapatita nanocristalina [25].

ESTRUCTURA DENTARIA

Los dientes son también un tejido calcificado basado en ortofosfato de calcio. Sin embargo, a diferencia

de los huesos, los dientes consisten en dos diferentes biomateriales: esmalte (corona) y la dentina (raiz).

El esmalte dental estda compuesto por 98% de apatita bioldgica, ~1 % de componentes bioorgdnicos y un
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2 % de agua [18]. De mismo modo que en el hueso, el esmalte presenta una estructura jerarquica
altamente organizada que le proporciona mayor resistencia y propiedades anti-abrasivas. Su estructura
esta formada por subunidades autoensambladas de nanocristales de hidroxiapatita carbonatada, de 50-
70 nm de ancho, 20-25 nm de espesor, con una relacion longitud-ancho de 1000 [26]. Los nanocristales
de apatita bioldgica primeramente forman nanofibrillas, que se alinean longitudinalmente, y se agregan
en finas fibras. Las fibras forman prismas que a microescala se autoensamblan en bandas, las cuales
presentan diferentes arreglos a lo largo de la capa delgada de esmalte [27]. El esmalte debido a su
estructura presenta una alta densidad de empaquetamiento de material inorganico lo que le brinda
caracteristicas especiales como un mdédulo eldstico anisotrépico, propiedades de viscosidad efectivas,
mayor resistencia a la fractura y una relacién tension-deformacién similar a los metales mas que a las
ceramicas [26]. Durante la mineralizaciéon del esmalte, el ensamblado supramolecular de las
macromoléculas extracelulares fue encontrado por los investigadores como crucial. La amelogenina,
componente principal de la matriz orgdnica extracelular, estd siendo continuamente secretada,
transformada, procesada y mineralizada durante el desarrollo del esmalte [26]. Se cree que el
autoensamblaje de la amelogenina es el factor clave en el control del crecimiento orientado vy la
elongacién de cristales de hidroxiapatita carbonatada fluorada es los prismas de esmalte.

La dentina contiene ~50 % de apatita bioldgica, ~30 % de componentes bioinorganicos y ~20 % de agua
[18]. En la dentina las apatitas bioldgicas forman blogues nanodimensionales (~25 nm de ancho, ¥4 nm
de espesor y ~35 nm de largo), y son mas pequefios que en el esmalte.

1.5.2. LAS APATITAS: COMPUESTOS DE CALCIO Y FOSFATO

La diversidad de biominerales (apatitas) se debe a tres compuestos que estan siempre presentes en su
estructura en diferente proporcién: calcio, fosfato y carbonatos. Su composiciéon varia dependiendo de la
especie, el huésped, su localizacién, la edad y el tipo de tejido mineralizado, en cambio el carbonato de
calcio, otro de los minerales principales presenta una composicién mdas constante. De acuerdo a la
hipdtesis de Haly sobre la composicién de los minerales fosfato-carbonato de calcio coexisten varias
fases en los tejidos duros de los vertebrados, principalmente fosfatos y carbonatos de calcio [28].

Como se menciond anteriormente los biominerales de fosfato de calcio de los vertebrados corresponden
a estructuras de apatitas y los minerales del hueso son identificados como Hidroxiapatitas (HA), de
férmula general Cai (PO4)s (OH),. Su estructura cristalina corresponde a un sistema hexagonal (grupo
espacial P63/m), monoclinico y estequiométrica a temperatura ambiente. Durante el estudio de la
estructura de las apatitas se observé la existencia de un compuesto que presentaba un arreglo cristalino
diferente. A este compuesto se lo identificé como precursor de fase de la apatita, muy cercano a ésta
estructuralmente y se lo identificé como octacalcio fosfato (OCP), [Ca,(PO,),(HPO,),.5H,0]. Su estructura
consiste de la asociacion de una capa similar a la apatita y una capa hidratada. Precipita en forma de
estructuras cristalinas de las ldminas, esta fase presenta una alta velocidad de crecimiento de cristal y se
hidroliza facilmente en apatita en medio acuoso, formando compuestos intercalados con hidroxiapatita,
manteniendo la forma original de ldminas.

La composicion quimica de las apatitas bioldgicas ha sido objeto de estudio a partir de la sintesis de
minerales andlogos o de minerales existentes (Tabla 6). La férmula general para apatitas que contienen
HPO,* fue propuesta por Winand en 1961 [28]:

Ca10-x(PO4)6-x(HPO4)x(OH), 0<x<2
mientras que para las apatitas carbonatadas:
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Ca;9-x(P04)6-x(CO3)x(OH),_« 0<x<2

Estas formulas establecen un comportamiento similar cuando se sustituyen iones bivalentes por iones
trivalentes como los fosfatos. Las formulas quimicas presentan un limite en su composicién dado por x =
2,y la disminucidn del contenido de OH™ cuando la cantidad de carbonato y/o HPO4? aumenta.

La combinacién de ambas féormulas es una buena aproximacion a la composicion de las apatitas
bioldgicas, tomando en cuenta la existencia de las apatitas tipo A:

Cazox(PO4)6-x(HPO,/CO5 ) (OH/AC05), 0<x<2

La recopilacion de diferentes analisis de hueso cortical sugiere la siguiente composicion relativamente
homogénea:

Cag3(P04)43(HPO, 0 C03),17(0OH 0 1/2 C03)0.3

con una relacion HPO4/COs cercana a un maximo de x = 1.7. El contenido de carbonato varia con la edad
pasando de ser muy bajo en hueso embridnico hasta alcanzar un 80% de iones bivalentes en minerales
de huesos de animales vertebrados mas viejos [28]. En cambio, el contenido de OH" es relativamente
constante a lo largo de la vida y se mantiene en niveles muy bajos.

Por su parte, la composicién quimica de los cristales de esmalte de los dientes es radicalmente diferente:
Cag4(P04)s4(HPO, 0 CO3)06(0H 0 1/, C0O3)1 4

Otras sustituciones menores se encuentran en las apatitas bioldgicas que incluyen cationes trivalentes
(tierras raras, actinidos) o cationes monovalentes (principalmente Na*) en sustitucion de los iones Ca?",
iones tetravalentes que remplazan PO,%, y divalentes que remplazan OH-.

El intercambio idnico de la superficie del hueso puede sugerir una estructura de la superficie diferente
del bulk a nivel de nanocristal. Si bien el reemplazo de tejido éseo ha sido drea de estudio a lo largo de la
historia, el uso de fosfato de calcio es reciente para sustitucion y reparacién. El primero en ser utilizado
ha sido la hidroxiapatita estequeométrica (HA) y B-tricalciofosfato (B-TCP) el cual presenta una relaciéon
estable de Ca/P (calcio y fésforo) a altas temperaturas y puede ser facilmente sintetizado como ceramica.
El B-TCP ha demostrado ser bioabsorbible y es reemplazado por el hueso por tal motivo es principalmente
utilizado como bioceramica. Sin embargo la HA constituye un material no degradable, es utilizada en otros
biomateriales como recubrimiento de protesis metalicas donde se encontrd que actla como material
osteoconductor en la reparacidn de hueso, o en composites de polimero-cerdmicos presentando analogia
mecdnica con el tejido éseo y una excelente capacidad de unidn del hueso. Los fosfatos de calcio bifasicos
(BCP) estan asociados con ambos Ca/P de altas temperaturas, permitiendo una velocidad de reabsorcién
mayores y se ha reportado que presentan propiedades bioldgicas superiores. A pesar de sus pobres
propiedades mecanicas presentan un nimero importante de ventajas y estan siendo utilizados en muchas
aplicaciones. Recientemente recubrimientos biomiméticos que involucran Ca/P nanocristalinos de baja
temperatura han sido propuestos, algunos inclusive presentan propiedades osteoinductivas [17].



TABLA 6. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS COMPUESTOS DE CALCIO Y FOSFORO

RELACION COMPONENTE FORMULA QUIMICA  SOLUBILIDAD A RANGO DE
Ca/P 259C, g L'? ESTABILIDAD DE pH
EN SOLUCIONES
ACUOSAS A 25°C
0.5 Monocalcio fosfato Ca(H2P0s)2-H20 ~18 0.0-2.0
monohidratado (MCPM)
0.5 Monocalcio fosfato Ca(H2P0a4)2 ~17 [c]
anhidro (MCPA)
1.0 Dicalcio fosfato CaHPO4:2H,0 ~0.088 2.0-6.0 [c]
dihidratado (DCPD),
mineral brushita
1.33 Octacalcio fosfato (OCP) ~ Cag(HPO4)2(P0O4)4-5H20 ~0.0081 5.5-7.0
1.5 a-Tricalcio fosfato (a- a-Cas(P0a4)2 ~0.0025 [a]
TCP)
1.5 B-Tricalcio fosfato B-TCP) B-Cas(POa)2 ~0.0005 [a]
1.2-2.2 Fosfato de calcio amorfo CaxHy(PO4)z:nH20, [b] ~5-12 [d]
(ACP)
n=3-4.5; 15-20% H20
1.5-1.67 Calcio deficiente de Ca1ox(HPO2)x(POa)e- 0.0094 6.5-9.5
hidroxiapatita (CDHA)® <(OH) 27
(0<x<1)

1.67 Hidroxyapatita (HA) Cai10(PO4)s(OH)> ~0.0003 9.5-12

1.67 Fluoroapatita (FHA) Ca10(PO4)sF2 ~0.0002 7-12

2.0 Tetracalcio fosfato Cas(P04),0 ~0.0007 [a]

(TTCP), mineral
hilgenstockite

[a] Estos compuestos no se pueden precipitar a partir de solucion acuosa.

[b] No pueden ser medidos con precision, sin embargo, los siguientes valores fueron encontrados: 25.7 + 0.1 (pH = 7.40), 29.9 +

0.1 (pH =6.00), 32.7 + 0.1 (pH = 5.28).
[c] Estable a temperaturas por encima de los 100 °C.
[d] Siempre metaestable.
[e] Ocasionalmente, CDHA es llamado HA precipitada.
[f] En el caso que x = 1 (condicion limite con Ca/P = 1.5), la formula de CDHA se define como: Cag(HPO4)(PO4)s(OH).
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El comportamiento mecdnico pobre es mas evidente en cerdmicas altamente porosas y aquellas utilizadas
como soportes debido a que porosidades mayores a 100 um son consideradas como requerimiento para
la vascularizacion y la colonizacion de células del hueso [29-31]. Este es el motivo por el cual los octacalcio
fosfatos son utilizados en aplicaciones biomédicas, como recubrimientos.

Una superficie rugosa potencia la funcién de los osteoblastos mientras que una superficie porosa mejora
la osteoinduccién comparado con superficies lisas y estructuras no porosas, respectivamente [32, 33]. La
fuerza de las interacciones interfaciales entre HA nanocristalina y varios sustratos depende no solamente
de la naturaleza de los grupos funcionales del sustrato, sino también de la rugosidad de la superficie
generada por los nanocristales y el sustrato [34, 35].

1.5.3. BIOMATERIALES BASADOS EN TITANIO - HIDROXIAPATITA

El titanio, por un lado, y la hidroxiapatita (HA) por otro constituyen materiales que, de por si, aportan
interesantes propiedades para ser empleados como biomateriales de sustitucion ésea. Por un lado, el
titanio y sus aleaciones muestran una resistencia a la corrosion por la formacion de una capa de éxido
pasivante de TiO,. A su vez, los estudios histolégicos post-implante revelan la ausencia de
encapsulamiento, lo que redunda en una vida mas larga del implante. Por otro lado, la hidroxiapatita es
un material natural existente en nuestro organismo, y que se forma espontdneamente en condiciones
fisioldgicas. En este sentido, este material no ofrece resistencia por parte del organismo, que lo reconoce
como propio. En consecuencia, la formacion de materiales mixtos Ti-HA, ya sea como material composito
o como superficies de Ti recubiertos por HA resultan un material ideal para su empleo como biomaterial
de sustitucién dsea.

Sin embargo, el uso continuado de este tipo de implantes ha mostrado que el éxito en su uso queda
limitado al corto plazo, encontrandose problemas a largo plazo, que incluyen baja adhesién de la HA sobre
el Ti, rajaduras en los depdsitos, y formacion de depdsitos no homogéneos que producen crecimientos
ulterior desparejos de nuevo tejido dseo. La solucion a estos problemas tecnoldgicos aun esta en ensayo,
pero se reconocen algunos aspectos claves para mejorar la interaccion entre el Ti y la HA [36]: i)
coberturas mas finas de HA y ii) mejorar el control de la textura superficial.

LA UNION TITANIO — HIDROXIAPATITA

De entre todos los biomateriales metalicos, el titanio es el Unico capaz de formar enlaces quimicos con el
hueso, lo que evita el fendmeno de encapsulamiento que muestran otros biomateriales metalicos como
las aleaciones de cobalto. La formacion de estos encapsulamientos en lugar de la unién directa al hueso
(proceso conocido como osteo-integracion) es lo que puede producir el desprendimiento de los
implantes.

El punto isoeléctrico del TiO, es 6.2 [37], a pH por debajo de este punto las superficies de TiO; se
encuentran cargadas positivamente, y por encima negativamente. En medio acuoso, las superficies de
TiO, pueden hidrolizarse de acuerdo con:

TiO, + H,0 = TiO(OH),

Este oxido hidroxilado que se forma presenta una relacién atémica Ti:O de 1:3, diferente a la observada
por el TiO,, por lo que en principio aquellas técnicas espectroscépicas basadas en dispersidon de rayos X
permiten una identificacion. En términos generales, para relaciones atdomicas Ti:O 1:2..3 estaria
indicando la presencia de un oxido superficial de formula TiO2«(OH)x.
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Por otra parte, el 6xido hidroxilado posee un comportamiento dcido-base dado por:
TiO(OH), + H,0 = TiO(OH)O~ + H;0%
TiO(OH), = TiO(OH)* + OH~
lo que en principio permite establecer las interacciones con los grupos HPO4> y Ca®*:
TiO(OH), + HPOZ~ = TiO(OH)O — HPO3 + OH™
TiO(OH), + Ca?* = TiO(OH)O — Ca* + H*

La preponderancia del cardcter 4cido o bdsico de la superficie del TiO; hidroxilada dard lugar a una mayor
incorporacion de iones fosfato o calcio.

1.6. UNA NUEVA VISION PARA BIOMATERIALES DE SUSTITUCION OSEA

La Naturaleza puede entenderse como un enorme laboratorio en el que se han llevado a cabo
experimentos a lo largo de millones de afios, de manera de obtener maquinas que se encuentran en un
grado avanzado de optimizacién [38]. Recientemente, ha surgido una pregunta obvia: épor qué no imitar
a la Naturaleza para resolver los problemas tecnolégicos? En forma amplia, la biomimesis es justamente
eso: es la ciencia que estudia a la Naturaleza como fuente de inspiracién para desarrollar tecnologias
innovadoras, o para resolver problemas que la Naturaleza ya ha resuelto.

El término biomimesis se aplica en ciencias con diferentes significados. Por un lado, se aplica a los
procedimientos tecnoldgicos que imitan a los ya existentes en la Naturaleza. Por otro lado, se aplica a los
materiales cuyas estructuras imitan a las ya existentes en la Naturaleza. Las aplicaciones no sélo se
encuentran en los biomateriales, incluyen también, por ejemplo, el disefio de textiles [39], la arquitectura
[22], los materiales en general [40] y hasta el estudio de las sociedades civiles [41].

El proceso de imitar a la Naturaleza como fuente de inspiracién se enmarca en lo que se conoce como
Ingenieria Inversa. La aplicacién de los procesos de ingenieria inversa no constituye una mera copia de lo
ya existente, sino que toma lo ya existente para eventualmente mejorarlo o adaptarlo a aplicaciones
concretas. Pero mas importante que esto, los procesos de ingenieria inversa requieren de una
comprensién cabal del fendmeno u objeto sobre el cual se inspira. No sélo hay que imitar: hay que
entender cémo funciona y por qué funciona de la manera que lo hace.

1.6.1. BIOMIMESIS EN LA ESTRUCTURA DEL SUSTRATO

La osteointegracion de los implantes depende de varios factores, entre los cuales se encuentra la
topografia de la superficie. Se ha observado que los implantes rugosos son mejores inductores del
crecimiento 6seo que los lisos. En los Ultimos afios varios estudios se han centrado en la
nanoestructuracién de la superficie de los implantes, a modo de mejorar tales propiedades
osteointegradoras [42], incluyendo especialmente la nanoestructuraciéon de la superficie de las protesis
de titanio [43]. Este metal es ampliamente utilizado debido a sus excelentes propiedades mecdnicas,
resistencia a la corrosion, bajo peso y a que presenta una aceptable biocompatibilidad [43, 44]. La
formacién de nanoestructuras en su superficie aporta una mayor area superficial, mejorando la union de
matrices proteicas y celulares (osteoblastos) a la misma, estimulando la osteogénesis y por ende
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aumentando la osteointegracion [43, 45]. Ademas disminuye la unidén de las bacterias a la prétesis,
disminuyendo asi la probabilidad de infeccion [43].

1.6.2. BIOMIMESIS DE LA SINTESIS DE APATITAS

Otros avances en relacion a los biomateriales de sustitucion 6sea estan enfocados en las apatitas. Estos
compuestos, que se forman espontaneamente en el organismo, constituyen un biomaterial en el sentido
gue se sintetizan para recubrir los soportes (de acero o titanio) y quedan asi en contacto con el medio
celular. En este sentido, la sintesis de las apatitas tiene un doble propdsito: i) recubrir los componentes
metalicos que resultarian ajenos al organismo y producirian reacciones de rechazo, y ii) interaccionar en
forma adecuada con el sustrato por un lado y con el organismo por otro. Este segundo aspecto es clave,
ya que la adecuada interaccion con el sustrato asegurard el mantenimiento del recubrimiento a largo
plazo, y la adecuada interaccion con el medio asegurard su no-rechazo, y eventualmente el crecimiento
de nuevo tejido dseo.

Una forma de incluir las propiedades de la nanoestructuracion en los recubrimientos de hidroxiapatitas
es la sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita [42], que presentan una mejora en las propiedades de
osteoconduccién, osteointegracion, biocompatibilidad y bioactividad [46]. Las nanoparticulas de
hidroxiapatita presentan una mejor interaccién con las células de hueso debido al aumento de su area
superficial, rugosidad, y humectabilidad, ademads de su similitud con las apatitas naturales del hueso [46].
Estudios in vitro evidenciaron una correlacion entre el incremento de la adhesién de los osteoblastos con
el incremento de la proporcidn de la nanofase [47, 48]. Mds aun, la nanoestructuracion disminuye, o por
lo pronto no estimula, la adhesién de otros tipos celulares competidores de los osteoblastos por los
mismos sitios, como los fibroblastos o las células musculares [47]. Estudios in vivo en modelos animales
mostraron que el uso de placas de titanio recubiertas con hidroxiapatitas nanoestructuradas incrementa
la formacién de hueso nuevo en su superficie [42]. Todos estos resultados sin duda alientan a innovar en
los métodos de sintesis de hidroxiapatitas nanoestructuradas, asi como también en las técnicas de
adhesion de las mismas a placas de titanio.

1.7. HACIA LA ELABORACION DE UNA HIPOTESIS DE TRABAJO

De los antecedentes resumidos en la Seccion anterior, surge claramente que las innovaciones en
nanotecnologia estdn realizando aportes significativos al area de los biomateriales. No solamente en lo
que se refiere a los aportes tecnolégicos, de fabricacién y modificacién, sino también en la mejor
comprension de los fendmenos bioldgicos asociados a la interaccidn de los biomateriales con el medio:
el bioreconocimiento, y la interaccion a nivel molecular.

Existe abundante evidencia acerca de las ventajas de la nanoestructuracién en la mejora de los eventos
de adhesion y bioreconocimiento. Sin embargo, falta una visién globalizadora que permita comprender
mejor estos fendmenos. Por ejemplo, adn son validas las siguientes preguntas. ¢Cualquier tipo de
rugosidad es necesaria? ¢ Por qué la rugosidad a nivel nano afecta los fendmenos de bioreconocimiento
y adhesion, y no lo hace la rugosidad a nivel micro?

1.7.1. UN NUEVO MARCO CONCEPTUAL PARA LOS BIOMATERIALES

Esta vision globalizadora del fendmeno en estudio lo puede dar la geometria fractal. En el marco de este
concepto, se ha definido al objeto bioldgico, de acuerdo con la propuesta de los cientificos Geoffrey West,
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James Brown y Brian Enquist [49]. En lo que sigue haremos una breve introduccion a la teoria de escalado
fractal de los objetos bioldgicos, y resumiremos algunos resultados previos que hemos obtenido en el
Laboratorio de Biomateriales, especificamente en el marco de mi Tesis de Licenciatura de Grado en
Bioguimica [50, 51].

1.7.1.1. LA SUPERFICIE DE INTERCAMBIO: EL FACTOR CLAVE PARA LOS BIOMATERIALES

Medir las superficies que presentan rugosidades es uno de los desafios mayores en el area de interfaces.
Para el caso de las proteinas, las medidas de superficie se encuentran bastante resuelto, ya que existen
una diversidad de métodos computacionales para ello. En breve, la medida de la superficie de una
macromolécula puede hacerse empleando como elemento de medida una esfera denominada “esfera de
prueba” que recorre toda la molécula de manera que los puntos de contacto representan los puntos de
una hipersuperficie que puede ser evaluada computacionalmente. En general se emplean esferas de
prueba correspondiente al tamafio de una molécula de agua (1.4 A), y de esta manera se definen la
“superficie accesible al solvente” y la “superficie con exclusion del solvente”.

Mds alla de esta convencion, cabe pensar qué sucede si se cambia el tamafio de la esfera de prueba. En
el caso de que sea mayor de 1.4 A, los puntos de contacto serdn menos, y por lo tanto la hipersuperficie
tendra menos detalles, dando lugar a valores finales mds pequefios. Por el contrario, esferas de prueba
menores de 1.4 A daran lugar a hipersuperficies mas detalladas, y con un mayor valor para la superficie
expuesta. De esta manera, surge un primer elemento a considerar: el valor medido de la superficie
dependera del elemento de medida utilizado.

éCémo se relacionan los valores medidos de las superficies con el tamafio de la esfera de prueba?
Mandelbrot definid que, si estos elementos se encuentran ligados a través de un nimero racional en una
ley de tipo exponencial, podia definirse a ese numero racional como la “dimensién fractal” de la
superficie. Al tratarse de un nimero racional, la dimensionalidad queda definida en un marco geométrico
no-euclidiano, y las superficies ya no poseen dimensién 2, sino que presentan una dimensién en el rango
comprendido entre 2 y 3. Aquellas superficies que presentan una dimensién fractal préxima a 2,
corresponderdn a lo que conocemos habitualmente como “superficies lisas”, y cuando se aproximan a 3
corresponderan a “superficies rugosas”. Los valores intermedios quedan de esta manera cualificados
segln un grado de rugosidad determinado.

1.7.1.2. LA TEORIA DE WEST — BROWN — ENQUIST (1999)

La Teoria de West-Brown-Enquist (WBE) fue propuesta para explicar la ley de escalado bioldgico [52].
Estos autores consideran el marco de la geometria fractal para describir la geometria del crecimiento
bioldgico, y encontraron que la misma quedaba determinada para maximizar la distribucién de materia
(alimento). De esta manera, los objetos bioldgicos se encontrarian ligados entre si a través de una red de
distribucion con una maximizacion de su eficiencia, la cual involucraria a todos los objetos bioldgicos con
independencia de su tamafio. De hecho, teniendo en cuenta la geometria de cada objeto bioldgico
analizado, pudieron determinar que esta red escalaba con un exponente de 0.75, que podia ser explicado
tedricamente en el marco de la geometria fractal.

1.7.1.3. LA DEFINICION DE OBJETO BIOLOGICO

Los objetos que integran esta ley de escalado van desde enzimas hasta mamiferos gigantes como la
ballena, abarcando un rango de tamafio de 27 érdenes.[53] De esta manera, surge una nueva definicion
de objeto bioldgico, que es todo aquel objeto que cumple con la ley de escalado fractal dada por la teoria
fractal.
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La descripcion del tamafio y la forma de los objetos puede realizarse empleando dos marcos geométricos
diferentes: la geometria euclidiana y la geometria fractal. En la geometria euclidiana, los objetos se
describen a través de una superficie externa S, que encierra un volumen V, con dimensiones 2 y 3,
respectivamente. La geometria fractal, por su parte, describe una superficie de intercambio efectiva s,
gue encierra un volumen v del material biolégicamente activo (Tabla 7).

TABLA 7. ESCALAMIENTO DEL LARGO, AREA, VOLUMEN Y MASA DEL OBJETO BIOLOGICO
PARA LA GEOMETRIA EUCLIDEANA Y FRACTAL

VARIABLE MARCO EUCLIDEANO MARCO FRACTAL
Largo Loc S e VB oc M3 Joe 53 oc Y oc ppY/A
Area Soc [?oc V23 oc M3 soc PPoc v oc MR
Volumen Vo 3oc M v foc M

Adaptado de Ref.[53]

Se puede observar que en el marco de la geometria fractal, existe un exponente fraccionario () que se
agrega al exponente euclidiano, y que se define de la siguiente manera:

Largo: exponente b=1+¢ 0<g<l
Area: exponente b = 2 + & 0<e<1
Volumen: exponente b=3+ ¢, 0<e <1

Estos exponentes fraccionarios corresponden a la fraccién por encima de la dimensién euclidiana que da
lugar al exponente de escalado fractal b. De acuerdo con estas definiciones, se pueden establecer las
siguientes proporcionalidades entre las variables geométricas:

1 2+&g 1
l o S2+es s X v3+€s+€l l (o4 v3+85+81

Si de acuerdo con la Teoria WEB los organismos han evolucionado de forma de maximizar el drea de
intercambio, s, esta condicidn se verificard con la maximizacién del exponente (2+&s)/(3+&s+e&), que
implica valores de s = 1y € = 0. Esta condicién queda matematicamente explicita en la proporcionalidad
s oc v¥/4, relacién que cumplen los objetos bioldgicos en un amplio rango de tamafios.

Un analisis mas detallado de esta proporcionalidad indica que la efectividad en el transporte de materia
estd asociada a una minimizacién de las distancias en las estructuras internas (& = 0) y la maximizacién
del llenado de volumen a través de la superficie de intercambio (& = 1).

1.7.2. ANTECEDENTES PARA UNA HIPOTESIS DE TRABAJO

De acuerdo con las descripciones realizadas en la Seccion anterior, la sustitucion de una estructura
bioldgica que cumpla con la definicion de objeto bioldgico dada en el marco de la Teoria de WBE deberia
ser sustituida por otro objeto bioldgico, como representacién maxima de la biomimesis. Nuevamente, es
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bueno recalcar que la biomimesis no consiste en reproducir la misma estructura, sino tomar la
esencialidad de las estructuras para replicar su funcionalidad. Por lo tanto, tomando en cuenta la
definicién de objeto bioldgico, seria deseable la generacién de una estructura que cumpliera con esa
definicién. Para ello, contamos con una primera aproximacion, surgida del estudio de las
dimensionalidades de una proteina, estudio que fue objeto de mi Tesis de Grado, y que resumiremos a
continuacion las principales conclusiones a las que arribamos.

1.7.2.1. LAS DIMENSIONES LINEAL, SUPERFICIAL Y VOLUMETRICA DE LAS PROTEINAS

Cuando se aplican estos conceptos al estudio de la estructura del citocromo ¢, se obtuvieron resultados
gue por un lado confirman lo esperable: el citocromo ¢ es un objeto bioldgico en el marco de la Teoria
WBE, pero su estructura no es fractal. Vamos a detallar estos resultados.

Por un lado, cuando la esfera de prueba empleada es de un radio del orden de los 2 A se obtiene un valor
para la dimension fraccional de superficie s = 1, en acuerdo con lo reportado por otros autores para otras
proteinas [54-58]. En forma adicional, para este tamafio de esfera de prueba, la dimension fraccional
lineal obtenida es € = 0. De esta manera, se pudo comprobar que, para este tamafo de esfera de prueba,
el citocromo c integra la red de crecimiento de naturaleza fractal, siendo hasta el momento el objeto
bioldgico mas pequefio reportado [59]. Por otra parte, cuando la esfera de prueba es de un tamafio mayor
(radio > 2 A), la dimensién fraccionaria obtenida para la superficie (&) estd entre 0.15 y 0.20, lo que implica
una superficie de dimensidn 2.15 — 2.20, es decir, con una ligera rugosidad.

¢Qué implicancia tienen estos resultados? Por un lado, y siguiendo la Teoria de WBE, el citocromo ¢ puede
considerarse como un objeto bioldgico integrante de una red de intercambio fractal solamente cuando
las distancias internas son del orden de los 4 A (dos veces el radio de prueba), lo que da cuenta de una
optimizacién de sus estructuras internas para cumplir su funcién. Por otra parte, la superficie externa es
la encargada no de la distribucion de materiales en el seno de su estructura, sino de su capacidad de
interactuar con el medio, mas especificamente, con la citocromo c oxidasa. Este aspecto no estd incluido
dentro de las necesidades de la red fractal, sino que hace a su capacidad de interactuar como el medio
como una entidad bioldgica cualquiera. De este modo, puede considerarse que el citocromo c posee dos
dimensiones diferentes: una especifica, que corresponde a su estructura interna, y que da cuenta de una
estructura que maximiza su capacidad de intercambio de material a través del llenado del volumen con
una superficie interna muy invaginada, manteniendo al mismo tiempo las distancias interatdmicas en el
minimo posible (de hecho, 4 A es una tipica distancia de van der Waals). La otra dimensién da cuenta de
la capacidad del citocromo c para interactuar con el medio, para lo cual necesita de una ligera rugosidad
gue aporte mayor cantidad de contactos fisicos que aseguren una buena interaccion.

1.7.2.2. ¢ DIMENSION FRACTAL O DIMENSION EFECTIVA? RESPUESTA MATEMATICA

Las dimensiones obtenidas para el citocromo ¢, éson dimensiones fractales?. Esta pregunta, aplicada a
otros objetos, ha dado lugar a interminables discusiones [58, 60, 61]. La respuesta, sin embargo, se
encuentra en las matematicas, y su aplicacién estricta. La definicién de fractal requiere verificar el
cumplimiento del escalado en al menos 6 érdenes de magnitud [62]. Por ejemplo, en el caso de los objetos
bioldgicos, el cumplimiento se verifica en 27 érdenes de magnitud. Sin embargo, la dimensién superficial
para el citocromo c se ha verificado en 2 érdenes de magnitud. De esta manera, la aplicacion estricta de
la denominacién “dimension fractal” no es correcta, y conviene designar a las dimensiones obtenidas
como “dimension efectiva” [63].
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Resulta entonces que las proteinas no son objetos fractales (por su estructura), si son objetos bioldgicos
(por su comportamiento) y poseen dos dimensiones efectivas: una que da cuenta de su estructura, y otra
gue da cuenta de su interaccion con el medio.

1.7.3. PENSANDO EN LOS BIOMATERIALES COMO OBJETOS BIOLOGICOS

De acuerdo con los estudios antes mencionados, la formacién de un biomaterial que vaya a interaccionar
con un medio bioldgico debe poseer al menos dos dimensiones claramente distinguibles: una asociada a
su estructura fisica, y por lo tanto, responsable de las propiedades adecuadas para definir un material con
la fuerza y resistencia necesaria para cumplir el propdsito con el que fue disefiado (sostén); y otra
dimensién asociada a los fenédmenos superficiales en contacto con el medio circundante, es decir, todos
aquellos fendmenos asociados con el bioreconocimiento.

Para poder hacer una aproximacion a la descripciéon de los biomateriales con dos dimensiones efectivas
asociadas de los fendmenos asociados a su uso, en este trabajo de Tesis se proponen realizar estudios
empleando superficies planas y rugosas, a nivel nano y micro, de manera de introducir los parametros
dimensionales y de escala. Previamente, y con base en los estudios sobre la doble dimensionalidad de los
objetos bioldgicos, se estudiara el efecto de la topografia en el fenédmeno de bioreconocimiento a través
de un sistema muy bien caracterizado que permita obtener conclusiones inequivocas: la interaccion entre
una superficie recubierta con una monocapa de &acido 2-tiobarbitirico (TBA) y una proteina redox
(citocromo c). Ambos objetos poseen similar dimension efectiva de superficie, lo que podrd ayudar a
demostrar si la complementariedad topogréfica es o no un factor clave en el fendmeno de
bioreconocimiento.
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OBJETIVOS

En funcion de la hipdtesis de trabajo propuesta, en este trabajo de Tesis perseguiremos el siguiente
objetivo general:

Mejorar la comprension de los fendmenos de interaccion entre los biomateriales con el medio destacando
la incidencia de las dimensiones topogrdficas en las escalas micro y nano.

Para alcanzar este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

i Estudiar el fendmeno de interaccion a nivel de interface empleando un sistema molecular
conocido y bien estudiado (interface Au|TBA — citocromo c)

ii. Estudiar el fendmeno de interaccion a nivel de interface empleando un modelo de superficie
nanoestructurado bien definido y caracterizado (nanotubos de TiO; — hidroxiapatita)

iii. Estudiar el fendmeno de interaccion a nivel de interface empleando un modelo de superficie
microestructurado bien definido y caracterizado (superficie modificada por micro arco —
hidroxiapatita)
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

Varias de las técnicas instrumentales empleadas aportan informacion relevante para la caracterizacion
de las superficies de titanio empleadas como sustrato y las hidroxiapatitas. En lo que sigue, se detallan
los disefios experimentales empleados, mientras que en el Anexo 1 se incluye una descripcion somera de
las técnicas empleadas en este trabajo de Tesis.

El siguiente diagrama representa los pasos seguidos para el andlisis de las diferentes muestras.

SEM XRD
AFM Angulo de
Ti Confocal Contacto
VCI/EIS
TiO, Fisi !
a ISICO
Morfologia 1 e I
+ SEM
_ - EDS
Ti- « Linescan,
OMA Mapping y
Point & Shoot

Morfologia

2.1. PREPARACION DE MUESTRAS METALICAS

2.1.1. SINTESIS DE NANOTUBOS DE DIOXIDO DE TITANIO

Se usaron chapas de Ti (99.96 %, Goodfellow, Inglaterra) de 0.8 cm x 2.5 cm, con un espesor de 0.1 mm
para todos los experimentos. Previo a la anodizacion las muestras fueron desgrasadas en ultrasonido con
lavados sucesivos con acetona, iso-propanol y metanol por 15 min cada uno y enjuagadas con agua
destilada. La anodizacion fue realizada utilizando un sistema de celda de 2 electrodos, una chapa de Ti
de 2.5 x 2.5 como contraelectrodo y las muestras de 0.8 x 2.5 cm como electrodo de trabajo, conectadas
a una fuente de voltaje constante y a una computadora para registrar los datos. Se utilizé como electrolito
soporte una disoluciéon 0.27 M de NH4F en una mezcla de agua/glicerol 50:50 v/v. En todo momento se
us6 agua milliQ, y los reactivos fueron de la mayor pureza asequible (minimo calidad puro para analisis,
ppa). Las muestras fueron fijadas a un soporte dejando 0.8 cm? en contacto con la solucién de electrolito.
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FIGURA 4. FOTOGRAFIA DE LA CELDA ELECTROQUIMICA EMPLEADA
PARA LA SINTESIS DE LOS NANOTUBOS DE TITANIO

Para el estudio de la influencia del potencial en el anodizado se llevaron a cabo tres ensayos de
anodizacién potenciostatica a 10, 20 y 30 V a un tiempo de anodizacién fijo de 210 min. Para ello, se
aplicé una rampa de potencial desde 0 V hasta el potencial deseado a una velocidad de 2.5V s?, y luego
se mantuvo el potencial constante durante el tiempo pre-establecido (Tabla 8). Durante el anodizado se
registraron las curvas cronoamperomeétricas.

A partir de estos resultados se estudié el tiempo de anodizacién a un potencial fijo de 20V, aplicando una
rampa de potencial de 0 V a 20 V a una velocidad de 2.5 V s durante tiempos comprendidos entre 210
min y 420 min (Tabla 8). Luego del anodizado las muestras fueron enjuagadas con agua destilada,
sonicadas en HCI 0.1 M por 30 sy secadas en corriente de aire tibio. Finalmente, se les hizo un tratamiento
térmico en mufla al aire a 550 °C durante 210 min. Las muestras fueron caracterizadas por microscopia
SEM.

TABLA 8. CONDICIONES DE TRABAJO PARA LA OBTENCION DE UNA SUPERFICIE
DE NANOTUBOS DE TIO, MEDIANTE ANODIZACION ELECTROQUIMICA

MUESTRA VOLTAJE (V) TIEMPO (MIN)
M1 20 210
M2 30 210
M3 10 210
M11 20 210
M12 20 300
M13 20 420
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2.1.2. SINTESIS DE SUPERFICIES NANOPOROSAS

Se utilizaron muestras de Ti 99.6% de 12 mm x 12 mm con un espesor de 0.1 mm. Las mismas fueron
tratadas por un proceso de Oxidacion por Micro Arco (OMA) en medio alcalino (pH 7 a 9). Se utilizé un
electrolito basado en NasP04.12H,0 al cual se le adiciond TiO, (20 g L?) a una serie de muestras para la
generacion de los poros de TiO; vy a otras se adicioné CaO (10 g L) como precursor para la generacién
del material de los huesos. Se utilizaron distintos tiempos de tratamiento: 30, 60 y 90 min. El proceso se
realizé mediante la aplicacién de una corriente alterna (AC) bajo un voltaje de 2000 V y una densidad de
corriente en el rango de 10 — 100 A dm™. Luego del tratamiento se pule la superficie en ultrasonido para
quitar la capa superior de residuo.

2.2. SINTESIS DE HIDROXIAPATITAS

2.2.1. METODO DE PRECIPITACION ACUOSA

Se prepard una solucion 1 M de Ca(NOs);.4H,0 y 0.48 M de (NH4)H,PO4similar a la propuesta por Yubao
et al. (J Mater Sci: Mater Med (1994), 5:326-331) Se mezclaron ambas soluciones y se ajusté el pH en 10.
Se agitd durante 3 hs y se dejo la solucion en reposo durante 5 dias para producir el envejecimiento del
producto. Luego se secé a 60 °C durante 24 hs y posteriormente se calciné a 980 °C por 1 h, obteniéndose
un polvo de color blanco.

2.2.2. METODO BIOMIMETICO

Se prepard una disolucion simil fluido fisioldgico (SBF) segin protocolo de Takadama et al. [64]. Esta
disolucion es supersaturada con respecto a la apatita, por lo que es necesario cumplir estrictamente con
el protocolo de preparacidon para evitar la precipitacién de la apatita en la solucién, asi como con las
cantidades a emplear de cada reactivo. Por ello se debe corroborar que en todo momento la disolucion
se mantiene incolora y transparente, y que no se forman cristales en la superficie de la botella. Para la
preparacién de 1000 mL de SBF se colocaron 700 mL de agua milliQ con una barra magnética en un vaso
de 1000 mL. Se coloco el recipiente en un bafio termostatizado a 36.5 + 1.5 °C, y se agregan los reactivos
en el orden especificado en la Tabla 9.

TABLA 9. CANTIDADES DE LOS DIFERENTES REACTIVOS A UTILIZAR PARA PREPARAR
1000 ML DE UNA SOLUCION SIMIL FLUIDO FISIOLOGICO (SBF)

ORDEN DE REACTIVOS CANTIDAD

AGREGADO
1 NaCl 8.035g
2 NaHCO3 0.355¢g
3 KCl 0.225¢g
4 K2HPO4-3H,0 0.231¢g
5 MgCl,-6H,0 0.311g
6 1.0 M HCI 39 mL
7 CaCl, 0.292¢g
8 Na,S04 0.072¢g
9 Tris 6.118 g
10 1.0 M HCI Oa5mL
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Una vez preparada la disolucion de SBF y ajustada a pH 7.42, se colocaron las muestras en la solucién en
tubos Falcon de 50 mL (Figura 5), y se dejaron incubando a 37 °C durante 4 semanas.

Sample

FIGURA 5. MODO DE INMERSION DE LA MUESTRA EN UNA
DISOLUCION SBF DENTRO DE UN TUBO FALCON

2.2.3. METODO ELECTROFORETICO

La HA sintetizada por método de precipitacidén acuosa, se depositd sobre las laminas de Ti lisa y con
nanotubos por Método Electroforético. Las ldminas de titanio fueron colocadas en una celda, utilizando
como contraelectrodo una placa de Ti. Se introduce el dispositivo en la soluciéon de HA sintetizada en
acetona al 1% y se aplica una diferencia de potencial de 5, 10y 20 V. El tiempo de deposicién fue de 10
min para cada una de las distintas superficies de titanio (nanoestructurado v liso).

2.3. METODOS DE CARACTERIZACION

Las superficies empleadas fueron caracterizadas por una bateria de técnicas, incluyendo métodos
fisicoguimicos, microscépicos, espectroscépicos y electroquimicos.

2.3.1. DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

Los estudios de las estructuras cristalinas de todas las superficies se realizaron mediante difraccién de
rayos X (XRD) en un difractémetro PHILIPS PW3710 usando radiaciéon CuKa. Se usaron patrones para
identificar los picos del XRD de las superficies de titanio: Ti puro (JCPDS 89-5009); TiO, rutilo (JCPDS 88-
1172) y TiO, anatasa (JCPDS 89-4921) (Tabla 10). Para las hidroxiapatitas, se usé el patron PDF 90-432 (
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Tabla 11).

TABLA 10. PATRON XRD PARA EL TITANIO, Y LAS FORMAS RUTILO Y ANATASA DEL T10;

Titanio TiO, rutilo TiO; anatasa

20 Intensidad hkl 20 Intensidad hkl 20 Intensidad hkl
35.065 30 100 27.435 999 110 25.306 999 101
38.404 26 002 36.079 438 101 36.950 59 103
40.151 100 101 39.189 65 200 37.791 185 004
53.011 19 102 41.238 171 111 38.569 70 112
62.963 17 110 44.042 60 210 48.042 243 200
70.661 16 103 54.319 482 211 51.964 1 202
74.266 2 200 56.624 138 220 53.884 149 105
62.757 66 002 55.067 152 211

64.045 64 310 62.112 26 213

65.508 5 221 62.688 110 204

69.002 153 301 68.754 46 116

69.800 78 112 70.295 52 220




TABLA 11. PATRON XRD PARA HIDROXIAPATITA

20 Intensidad hkl 20 Intensidad hkl 20 Intensidad hkl
10.820 12 100 43.804 8 113 63.443 4 510
16.841 6 101 44.369 2 400 64.078 13 304
18.875 4 110 45.305 6 203 64.078 13 323
21.819 10 200 46.711 30 222 65.031 9 511
22.902 10 111 48.103 16 312 66.386 4 422
25.354 2 201 48.623 6 320 66.386 4 413
25.879 40 002 49.468 40 213 69.699 3 512
28.126 12 102 50.493 20 321 71.651 5 431
28.966 18 210 51.283 12 410 71.651 5 404
31.773 100 211 52.100 16 402 72.286 4 520
32.196 60 112 53.143 20 004 72.286 4 205
32.902 60 300 54.440 4 104 73.995 7 423
34.048 25 202 55.879 10 322 75.022 3 324
35.480 6 301 57.128 8 313 75.022 3 602
39.204 8 212 58.073 4 501 75.583 9 215
39.818 20 310 59..938 6 420 76.154 1 432
40.452 2 221 60.457 6 331 77.175 11 513
42.029 10 311 61.660 10 214 78.227 9 522
42.318 4 302 63.011 12 502




2.3.2. MEDIDAS DE ANGULO DE CONTACTO

Las propiedades de mojabilidad de la superficie modificadas con nanotubos de TiO; se realizaron a través
de medidas de angulo de contacto en condiciones de equilibrio termodindmico. Se empled un equipo
fabricado en el Laboratorio de Biomateriales consistente en una camara de acrilico de dimensiones 13
cm x 15 cm x 10 cm, con tapa, dentro de la cual se encuentran un portamuestra y un led blanco de alta
intensidad alineados mediante tecnologia laser (Figura 6). Frente al portamuestras se coloca una cdmara
web (usb 2.0, FUNICAM) conectada a una computadora para el registro estatico o dindmico de las
imagenes. Entre la cdmara web y el portamuestra se coloca una lupa 10x (Peak, Japdn) para obtener
imdagenes de gota mas definidas.

acrylic chamber

water level

FIGURA 6. EQUIPO DE MEDIDA PARA ANGULO DE CONTACTO. 1: FUENTE LUMINICA, 2:
PORTAMUESTRA, 3: GOTA DE LIQUIDO, 4: JERINGA, 5: LUPA 10X, 6: CAMARA WEB, 7:
COMPUTADORA. ADAPTADO DE REF.[65]

El sistema opera en condiciones de humedad controlada (RH 100 %), que permite mantener las gotas de
agua sin modificaciones de su forma por un lapso de al menos 8 min, suficiente para realizar las medidas
[65]. Las imagenes fueron procesadas con el programa Image/ v.1.33 (National Institute of Health, NIH,
EE.UU), que posee un mdodulo de medida de dngulos de contacto.

El procedimiento de adquisicion de la medida consiste en colocar la superficie en estudio sobre el
portamuestra, e inundar la plataforma de la caja de acrilico con agua para conseguir un ambiente
saturado en humedad. Con una jeringa Hamilton, se atraviesa una septa colocada en la tapa sobre el
portamuestra, y se coloca una gota de 1 uL sobre el centro de la superficie. A través de la cdmara web se
obtiene una fotografia que es luego procesada con el programa ImageJ para obtener el valor del angulo
de contacto.

El error absoluto en la medida de dngulo de contacto en el equipo empleado varia entre 0.7 y 1° [66].
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2.3.3. METODOS MICROSCOPICOS

La morfologia y la estructura de los nanotubos y de los poros de TiO; fueron estudiados por microscopia
de barrido (SEM JEOL 5900). Para las observaciones del perfil de los nanotubos se cortaron las muestras
mecdanicamente.

Los estudios estructurales en 3D fueron realizados en un microscopio de fuerza atdmica (AFM) de la
Universidad de Valparaiso, Chile, gracias a la asistencia del Dr. Enrique Dalchiele.

Las medidas de microscopia confocal se realizaron durante una pasantia en la Universidad Industrial de
Santander, con la supervision del Dr. Arturo Plata.

2.3.4. ESPECTROSCOPIA FTIR

Las espectroscopias vibracionales, como FTIR o Raman, permiten obtener informacién sobre los entornos
quimicos de los grupos fosfato, carbonato, oxhidrilo y moléculas de agua de hidratacion. En este sentido
resulta una técnica ideal para caracterizar a las hidroxiapatitas.

El espectro del grupo fosfato se encuentra reportado en el trabajo clasico de Miller y Wilkins de 1952
[67]. Los espectros IR presentados en este trabajo permitieron reconocer la vibracién asignada al grupo
fosfato entre 900y 1100 cm?, con caracteristicas dependientes del catién: Na*, K*, Mg®*, Ca?*, Mn%, Ni**,
Cu?, Pb? y Cr*. Varios estudios han distinguido e identificado la mayoria de las bandas de apatitas
cristalinas. Sin embargo, para los sustituyentes de las apatitas no estequiométricas la asignacién es menos
precisa. La distorsidon de los entornos idnicos induce una ampliacion de la banda, limitando la resolucién
de la misma y en parte, altera la correlacion de vibracién en relacién con la teoria de factor de grupos
[68]. Las apatitas nanocristalinas dan lugar a espectros IR con caracteristicas especificas (Figura 7) y la
posicion de las principales bandas vibracionales se encuentra tabulada (Tabla 12).
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FIGURA 7. ESPECTROS FTIR DE (A) HIDROXIAPATITA CRISTALINA, Y (B) APATITA
CARBONATADA POBREMENTE CRISTALINA. ADAPTADO DE REF.[68]
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Cuando los iones de HPO,* estan presentes, se observan bandas especificas de estos iones. En particular
se observan en la mayoria de las apatitas nanocristalinas y especialmente en apatitas bioldgicas, sin
embargo, también se observan bandas adicionales que no aparecen en apatitas cristalinas. Estos entornos
de fosfatos no apatiticos aparecen mas claramente en el dominio v4PO,* (Figura 8) [68-71]. La formacion
de entornos no-apatiticos, se han relacionado con la sintesis de apatitas nanocristalinas a pH fisioldgico y
esto se corresponde con iones intercambiables de la superficie.

TABLA 12. POSICION DE LAS BANDAS DE VIBRACION INFRARROJA PARA HIDROXIAPATITAS
ESTEQUIOMETRICAS Y NO-ESTEQUIOMETRICAS

Asignacién, dominio Hidroxiapatita Hidroxiapatita no-
estequiométrica estequiométrica
464 469
v2P04 474
HPOa, no-apatitico 533
HPQs4, apatitico 551
vaPO4 567 562
572 575
602 603
PO4, no-apatitico 617
viIOH 633
P-OH del grupo HPO4 870
v2C03, no-apatitico 866
tipo B 871
tipo A 330
v1PO4 964 962
v3PO4 1006
1020
1026 1031
1034
1044 1044
1059
1063
1089 1072
1091
1104
HPO4 1144
v1COstipo B 871
v2COstipo A 873
B + no-apatitico 1420
v3COstipo A + tipo B 1460-1470
no-apatitico 1500
tipo A 1540
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Una forma de obtener una descripcion mas detallada de las bandas presentes en las regiones de
absorcién de los grupos fosfato es emplear espectroscopia derivada (segunda o cuarta) [72, 73]. A partir
de la identificacion de las bandas presentes, se puede deconvolucionar el espectro para dar cuenta de las
sefiales que lo componen. De esta manera es posible distinguir las sefiales correspondientes a los grupos
PO,* en regiones apatiticas y los grupos HPO4* en regiones no-apatiticas [74].
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FIGURA 8. DECONVOLUCION DE LAS BANDAS v4P0O4 DE FTIR IDENTIFICANDO
APORTES DE REGIONES APATITICAS Y NO-APATITICAS.[71]
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FIGURA 9. DECONVOLUCION DE LAS CONTRIBUCIONES DE BANDAS FTIR EN LA REGION DE LOS CARBONATOS.
ADAPTADO DE REF.[75]
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Los iones carbonatos en ambientes puros tipo Ay tipo B presentan bandas de FTIR especificas (Tabla 12).
Sin embargo, como en el caso de los grupos fosfatos, se encuentran bandas de vibraciones adicionales en
apatitas bioldgicas y apatitas nanocristalinas sintetizadas a pH fisiolégico, correspondientes a entornos
no apatiticos de iones carbonatos (Figura 9) [75-78]. Una banda caracteristica se observa en el dominio
v,COs3 de IR y puede ser utilizado para la determinacién de entornos de carbonatos no apatiticos.

Debido a que la mayoria de los estudios de caracterizacion de los materiales son en muestras secas, se
han realizado estudios para muestras humedas para determinar posibles alteraciones de los espectros

(Figura 10).
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FIGURA 10. EFECTOS DE LA HUMEDAD EN LOS ENTORNOS IONICOS DEL GRUPO FOSFATO. ADAPTADO DE REF.[79]

Las apatitas nanocristalinas precipitadas en ambiente humedo presentan cambios considerables en su
espectro FTIR (Figura 10), con la presencia de bandas angostas que demuestran la existencia de una
estructura de capa hidratada cuyas caracteristicas son cercanas a los espectros observados para OCP.
Después del secado, la estructura fina se pierde y se produce una considerable ampliaciéon de la banda lo
cual conduce a las caracteristicas ya descritas como “entornos no apatiticos”.

La estructura de la capa hidratada parece ser muy sensible al contenido i6nico de la superficie
nanocristalina y se ha observado que es reversiblemente modificada durante la reaccion de intercambio
idnico. Algunas de las caracteristicas de los cristales himedos se resumen en la Tabla 13. Estas bandas
caracteristicas decrecen progresivamente durante la maduracion de los cristales himedos, confirmando
el lento crecimiento de los dominios de apatitas a expensas de las capas hidratadas de las superficies [80].
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TABLA 13. POSICION DE LAS BANDAS DE FTIR PARA APATITAS PRECIPITADAS EN MEDIO HUMEDO

Asignacion Posicion de las Bandas (cm™)
HPO4(OH banda del plano) 1196

v3HPO, 1137,1127, 1110
V3HP04, V3P04 1075

v3PO, 1055

v3PO, 1035

v3PO, 1022

v1HPO, 1000

V1PO4 961

HPO4 (P-OH) 860

2.3.5. ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X (XPS)

Las muestras de nanotubos de titanio se analizaron en su composicion quimica por medidas de
espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS). Las medidas fueron realizadas en la Universidad de
Midlaga, Espafia. Los resultados se compararon con los datos reportados en Tablas Internacionales (Tabla
14). Todas las posiciones espectrales fueron corregidas en referencia a la sefial para el C 1s, que se
considerd centrada en 284.8 eV.

TABLA 14. POSICION DE LOS PICOS (ENERGIA DE UNION) CORRESPONDIENTE A LOS
ELECTRONES ESCINDIDOS DE LOS ORBITALES INDICADOS.

Pico espectral Especie superficial Energia de union (eV)
Ti2p 3/2 Ti 453.71
Ti%t 455.97
Ti* 456.41
Tit 458.42
Ti 2p ¥ Ti 459.86
Ti*t 460.38
Ti* 461.44
Tit 464.08
0 1s 0* 529.93
OH 531.59
H,O 532.83
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2.3.6. ESPECTROSCOPIA DE DISPERSION DE ELECTRONES (EDS)

Se realizaron medidas de espectroscopia de dispersién de electrones (EDS) de la superficie y de la
profundidad de los nanotubos durante la observacion en SEM. Para las muestras de las superficies
nanoporosas de titanio, se realizaron medidas de EDS en las modalidades Linescan, Mapping y Point &
Shoot con un voltaje de aceleracion de 20 kV.

2.3.7. VOLTAMPEROMETRIA CICLICA

Las medidas voltamperométricas se llevaron a cabo en un potenciostato Voltalab modelo PGZ301,
Radiometer (Suiza) Voltalab modelo PGZ301, Radiometer (Suiza). Se empled una celda de vidrio,
empleando la superficie de nanotubos de titanio como electrodo de trabajo, una chapa de platino como
contraelectrodo y un electrodo de calomel saturado como electrodo de referencia. Todos los potenciales
mencionados en este trabajo estan referidos a este potencial de referencia. Como electrolito soporte se
empled NH4,SO4 1 My a la disolucion se le elimind el oxigeno disuelto por pasaje de una corriente de N»
ultra puro durante 20 min, manteniéndose una atmdsfera inerte durante las medidas. Los registros
voltamperométricos se tomaron a velocidades de barrido entre 0.010 —0.500 Vst entre OVy-1.8 V.

Para las muestras de titanio modificados por OMA se emplearon las mismas condiciones con algunas
diferencias: se usé como contraelectrodo una chapa de titanio 99.9 % (Goodfellow, UK) entre 0 Vy -1.3
V a una velocidad de barrido de 0.100 V s™.

2.3.8. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS)

Las medidas de impedancia para las muestras con nanotubos de TiO, se tomaron en un potenciostato
Voltalab modelo PGZ301, Radiometer (Suiza) en una disolucién acuosa de Na,SO4 1 M, empleando una
chapa de platino como contraelectrodo y un electrodo de calomel saturado como referencia. Se realizo
un barrido de potencial desde O V a -1.3 V y un barrido de frecuencias entre 10 mHz y 10 kHz, con una
amplitud de la sefial de perturbacién de 10 mV. Las medidas se llevaron a cabo a cada potencial luego de
una potenciostatizacion de 2 min para llegar al equilibrio (medido por una velocidad nula de cambio de
la corriente).

Las medidas para el caso de la superficie de titanio modificada por OMA se realizaron con el mismo
equipamiento y en las mismas condiciones, pero usando una chapa de titanio como contraelectrodo.

Los registros de impedancia se hicieron bajo la forma de diagramas de Nyquist y de Bode. Los circuitos
equivalentes fueron propuestos en base a la descripcion fisica de la interface, y los ajustes de los datos
experimentales a los mismos fueron realizados con el programa Z-View. El estadistico y* fue tomado como
criterio de aceptabilidad de los ajustes, de acuerdo con x? < 10° excelente ajuste, 10* < y* < 10 muy
buen ajuste y 10* < y* < 10 buen ajuste.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Los resultados de la Tesis serdan presentados de la siguiente manera. En primer lugar, los resultados
relacionados con la evaluacion de la interaccion entre dos superficies con nanotopografias equivalentes
(Seccidén 3.1) en el marco de la geometria fractal son presentados como prueba inicial de la influencia de
la topografia a nivel nano como factor fundamental en los eventos de bioreconocimiento. Posteriormente
se presentan los resultados de la preparacion de los diferentes sustratos metalicos empleados (Seccion
3.2), que incluye superficies metalicas que incluyen nanotopografias del tipo nanotubo (Seccién 3.2.1) y
superficies obtenidas por oxidacién por micro arco (3.2.2), que ofrece porosidades homogéneamente
dispersas en una superficie sin topografia nano. Finalmente se presentan los resultados de la sintesis y
caracterizacién de las hidroxiapatitas (Seccién 3.3), tanto con procedimientos ex situ (Seccién 3.3.1.1)
como in situ (Seccién 3.3.1.2), para terminar con un estudio detallado de la incidencia de los ambientes
apatiticos y no-apatiticos en la informacion que se puede sacar de los espectros FTIR y los estudios de
XRD (Seccién 3.3.2), que constituye uno de los aspectos fundamentales para contar con técnicas
confiables de deteccion de nanoestructuras en este tipo de biomateriales.

3.1. INTERACCION ENTRE SUPERFICIES CON NANOTOPOGRAFIAS
EQUIVALENTES

Para poder dar un primer indicio a favor de la Hipdtesis de Trabajo propuesta, se puso en contacto una
superficie de Au recubierta con una monocapa compacta de TBA (Au|TBA) con una solucién acuosa
conteniendo citocromo c. Ambas interfaces poseen una dimension efectiva de superficie de 2.15 — 2.20
(proteina)y 2.17 — 2.18 (Au| TBA).

El proceso completo, que incluyé la fabricacién in situ de la interfase Au|TBA, su estabilizacion, vy la
interaccién con el citocromo ¢, se siguié a través del registro obtenido en la balanza de cuarzo (Figura 11).
Luego de estabilizar la sefial piezoeléctrica para el electrodo de oro en la celda conteniendo 300 uL de
agua, se agregaron 50 pL de una solucion acuosa de 0.15 M TBA, produciendo un cambio en la frecuencia
de resonancia que corresponde a un aumento neto en la densidad de masa de 236 ng cm™ luego de 50
min. La solucién de TBA remanente se cambid in situ con una pipeta Pasteur, y el electrodo (Au|TBA) se
lavd 10 veces con porciones de 300 pL de agua. No se detectaron cambios apreciables en el perfil de
frecuencias. A la nueva interface formada, en una celda conteniendo 300 plL de agua, se agregd 50 plL de
una solucién acuosa de citocromo ¢ de concentracidon 1 mM, para dar una concentracion final de 140 uM.
Luego de la estabilizacion de la sefial, con un aumento neto de densidad superficial de masa de 852 ng
cm?, se lavd el sistema 10 veces con porciones de 300 ulL de agua, y se obtuvo una densidad superficial
de masa de 557 ng cm™. Esta diferencia es debida a la eliminacién de la superficie de moléculas de
proteina débilmente adsorbidas.
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FIGURA 11. PERFIL OBTENIDO EN LA BALANZA DE CUARZO ELECTROQUIMICA QUE DESCRIBE EL PROCESO DE
FORMACION ESPONTANEA Y SUCESIVA DE UNA MONOCAPA DE TBA SOBRE UN ELECTRODO DE ORO, SEGUIDO POR
LA ADSORCION DEL CITOCROMO C, Y FINALIZADO CON EL LAVADO DE LOS RESIDUOS FISISORBIDOS. LA FRECUENCIA
DE VIBRACION DEL PIEZOELECTRICO SE LE ASIGNO ARBITRARIAMENTE EL VALOR O (ANEXO A1.5)

El valor de densidad de masa obtenido corresponde a una concentracion superficie de 30 pmol cm™. Para
conocer el grado de recubrimiento superficial obtenido, se calculd la maxima concentracién superficial
tedrica que se puede obtener a partir del citocromo c: dado los valores de dimension euclidiana para el
citocromo ¢, 25 x 25 x 37 A, la maxima concentracién superficial para la formacién de una monocapa de
citocromo ¢ serfa 27 pmol cm™. De esta manera, el valor experimental obtenido para la interface Au| TBA
| citocromo ¢ de concentracion superficial del citocromo ¢ luego de los lavados indica la formacion de una
capa altamente compacta.

Dado que el citocromo ¢ es una proteina electroactiva, es posible estudiar su comportamiento
electroquimico en el estado adsorbido, y obtener datos relevantes para conocer el estado de actividad
de la misma, o mas precisamente, de preservacion de su actividad. Es sabido que la adsorcion de proteinas
electroactivas sobre electrodos metalicos da lugar a su desnaturalizacién, y la preservacion de sus
propiedades una vez adsorbido es uno de los objetivos mas buscados en el campo de la fabricacion de
biosensores. El estudio de las propiedades electroquimicas de la monocapa de citocromo ¢ adsorbida se
estudié por voltamperometria ciclica variando la velocidad de barrido entre 0.07 y 0.11 V st en buffer
acetato (pH 4.6). Los resultados se muestran como pseudocapacitancias (corriente / velocidad de
barrido), ya que se espera que las curvas de pseudocapacitancia no varien cuando el proceso de
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transferencia de carga para un sistema electroquimico adsorbido es de tipo reversible. Los resultados
(Figura 12) demuestran que, dentro de los errores experimentales, esto fue asi.
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FIGURA 12. CURVA DE PSEUDOCAPACITANCIA PARA EL CITOCROMO C ADSORBIDO
SOBRE UN ELECTRODO DE AU|TBA EN BUFFER ACETATO 10 MM EN EL RANGO DE
VELOCIDADES DE BARRIDO ENTRE 0.07 — 0.11 V S (TRAZOS NEGROS). EN ROJO SE
MUESTRA LA CURVA EXPERIMENTAL OBTENIDA A 0.11V S-1 LUEGO DE LA CORRECCION
DE LA LINEA DE BASE, Y EN AZUL EL AJUSTE GAUSSIANO PARA EL PROCESO ANODICO
Y CATODICO.

A partir de estos registros es posible obtener varios datos de interés para caracterizar el sistema, que se
resumen en la Tabla 15.

TABLA 15. PARAMETROS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS PROCESOS FARADAICOS DEL CITOCROMO C
ADSORBIDO SOBRE UNA SUPERFICIE DE AU|TBA.

Pardmetro” Proceso anédico  Proceso catddico
Potencial de pico (Vag|agcl) 0.068 0.063
Densidad de corriente (UA cm™2) 3.23 3.32
WHM (V) 90 103
Densidad de carga (uC cm™) 2.9 3.0
Concentracion superficial (pmol cm?) 30 31

" Para los cdlculos se emplearon los datos correspondientes al registro a 0.11 V s, para disminuir los errores.
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En primer lugar, cabe destacar que las concentraciones superficiales medidas tanto a través del proceso
anddico como catédico son similares entre si y con la obtenida por un método completamente
independiente, como las medidas con balanza de cuarzo. Esto refuerza la idea que se ha formado una
monocapa muy compacta sobre la superficie. Pero mas importante adn es que la monocapa formada es
electroactiva en su totalidad, indicando que la interaccidén no sdlo favorece la adsorcion de la maxima
cantidad posible de proteina, sino que ademas preserva su estructura tridimensional activa.

Otro aspecto a destacar es que el proceso anddico muestra un valor de WHM esperable para un proceso
de intercambio de 1 e, sin la existencia de interacciones laterales entre las proteinas adsorbidas. Este
valor tedrico se corresponde a un proceso de adsorcion langmuiriano. Por su parte, el proceso catédico
muestra una ligera desviacion al comportamiento langmuiriano tedrico, lo que sugiere que la forma
oxidada de la proteina puede dar algln tipo de interaccion lateral entre ellas. No se ahondd mas en este
aspecto.

Finalmente, el potencial redox estdndar para el citocromo ¢, obtenido a partir del promedio de los
potenciales de pico, da un valor de E° = 0.066 Vagagcl (PH 4.6, T = 293 K), que se compara con el valor
reportado para la proteina en solucién de 0.068 Vagjagci (PH 7, T =293 K) [81]. Este resultado es también
indicativo de la formacién de una especie adsorbida que preserva todas las caracteristicas del citocromo
c original.

En suma, los experimentos realizados demuestran que cuando se deja interaccionar dos interfaces que
poseen dimensiones superficiales similares dadas por rugosidades en el nivel nano, se maximiza el
proceso de interaccion, verificado a través no solo de la cantidad de proteina adsorbida, sino ademds en
la preservacion de las propiedades de las entidades interaccionantes.

3.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS SUPERFICIES DE TITANIO

En la literatura se encuentran diferentes modificaciones de la superficie de titanio para su uso como
sustituto del tejido éseo. En particular en el presente trabajo se estudiaron tres materiales de titanio puro
como base del implante, a los que se les modificé sus superficies por dos métodos: anodizacién
electroquimica y oxidacion por micro arco. Los resultados fueron comparados con una chapa de titanio
puro, sin modificaciones mas alld de la oxidacion natural de su superficie.

3.2.1. NANOTUBOS DE TIO>

Las chapas de titanio puro fueron sometidas a diferentes condiciones de voltaje y tiempo de anodizado,
dejando todas las otras variables constantes (composicion del electrolito, temperatura, etc.). En una
primera instancia, se varié el potencial de anodizado manteniendo el tiempo constante en 210 min.
Durante el procedimiento se registraron las curvas cronoamperométricas (Figura 13), en las que se
observan transitorios de corriente positivos, por lo que se relacionan con el proceso de oxidacion de la
superficie.

Los transitorios de corriente pueden dividirse en cuatro regiones [82]: i) inicialmente se observa un
aumento brusco en la conductividad de la superficie para todos los voltajes con un descenso a los pocos
segundos de la densidad de corriente; ii) posteriormente una zona en la que se observa un aumento
gradual de la conductividad producto de cambios en las propiedades conductoras de la superficie; iii) ese
aumento se mantiene con ciertas variaciones en esta etapa de la sintesis de nanotubos y finalmente en
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la etapa iv) se observa una estabilizacion de la superficie representada por la estabilizacién de la densidad
de corriente con el tiempo.
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FIGURA 13. CURVAS CRONOAMPEROMETRICAS REGISTRADA DURANTE LA SINTESIS DE
NANOTUBOS DE TITANIO A DIFERENTES VOLTAJES. ELECTROLITO SOPORTE: 0.27 M
NH4F EN GLICEROL/AGUA 50:50. AREA DEL ELECTRODO 0.8 CM?2.

Cabe notar que sélo para el voltaje de 20 V no se observa el aumento y posterior disminucién de corriente
observado para 10 Vy 30 V, con maximos a ca. 120 y 70 min, respectivamente. Esto sugiere la existencia
de un proceso adicional que se verificaa 10y 30V, pero que no ocurre a 20 V.

3.2.1.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

La morfologia y la estructura de los nanotubos de titanio generados por anodizacion de las superficies
lisas fueron estudiadas por microscopia electronica de barrido, SEM. Se tomaron imagenes de la
superficie y de la seccidn transversal para los diferentes voltajes y tiempos de anodizado ensayados. Las
observaciones de la seccién transversal se realizaron en muestras cortadas mecdnicamente.

A 10 V se observa una estructura generada por un tratamiento abrasivo (Figura 14). En la superficie se
distinguen perforaciones nanométricas irregulares, similares a la observada en metales luego de un
proceso corrosivo. El examen de esta micrografia no permite observar la existencia de ninguna estructura
nanotubular, en ninguna de las direcciones (perpendicular o paralelo a la superficie).
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FIGURA 14. SUPERFICIE GENERADA A 10 V DONDE SE INDENTIFICAN (C[RCULOS ROJOS) PERFORACIONES EN FORMA
DE POROS EN LA SUPERFICIE. TIEMPO DE ANODIZADO: 3.5 HS.

A 30 V se generd un recubrimiento esponjoso homogéneo que presenta algunos agujeros de didmetro
ca. 1 um donde se distingue otra estructura debajo en forma de anillos, posiblemente nanotubos
dispuestos en forma perpendicular a la superficie (

FIGURA 15).

FIGURA 15. SUPERFICIE GENERADA A 30V DONDE SE IDENTIFICAN AGUJEROS CON APARENTE ESTRUCTURA EN ANILLOS DEBAJO
(CICULOS ROJOS). LAS FLECHAS AZULES INDICAN PEQUERNQS TROZOS DE MATERIAL DEPOSITADO EN LA SUPERFICIE ESPONJOSA.
TIEMPO DE ANODIZADO: 3.5 HS.
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Asimismo, se observan trozos nanométricos de material depositado sobre la superficie esponjosa (flechas
azules). La magnificacion y resolucién del equipamiento utilizado, no permite distinguir entre ambas
estructuras, pero si es notoria la diferente conductividad de ambos materiales, ya que las particulas
depositadas sobre la superficie muestran una tonalidad blanguecina que denota su baja conductividad
eléctrica. Cabe resaltar también que, asumiendo que la estructura nanotubular subyacente a la capa
esponjosa se encuentra cubriendo toda la superficie, la capa esponjosa no permite distinguir esas
estructuras, es decir, no sigue algun patron definido por la capa subyacente, sino que parece formarse en
forma homogénea sobre la superficie.

En las imdgenes correspondientes al anodizado a 20 V se observan una capa de aparentes nanotubos de
didmetro irregular distribuidos homogéneamente en la superficie de la ld&mina de titanio (FIGURA 16).

1xm

FIGURA 16. SUPERFICIE GENERADA A 20V POR ANODIZACION ELECTROQUIMICA. SE OBSERVAN ESTRUCTURAS DE DIFERENTES
ALTURAS (MENOR ALTURA-FLECHAS AZULES; MAYOR ALTURA FLECHAS ROJAS). TIEMPO DE ANODIZADO: 3.5 HS.

La micrografia muestra una estructura en forma de anillos ovalados que se corresponden con la vista
superior de los nanotubos que se encuentran dispuestos en una orientacién perpendicular a la superficie.
Los nanotubos presentan una pared de menor tamafio que la luz, y se distinguen diferentes alturas, de
acuerdo con las tonalidades de gris obtenidas: las mas brillantes corresponden a estructuras mas altas
(flechas rojas) y las figuras mas opacas a estructuras a una altura menor (flechas azules).

A efectos de determinar si efectivamente las estructuras observadas se correspondian a nanotubos, se
obtuvieron micrografias de la seccion transversal de las muestras (Figura 17). Se puede observar que
efectivamente se trata de nanotubos. A la vez se observa una panoramica de la superficie donde queda
claro gue no es perfectamente plana, sino que muestra suaves valles y crestas, lo que da cuenta de la
diversidad de alturas descritas previamente. La altura aproximada de los nanotubos es 1 pm.

55



X18, 868

FIGURA 17. IMAGENES SEM DE SECCION TRANSVERSAL DE LA CAPA DE NANOTUBOS GENERADA A 20 V DURANTE
3.5 HS.

Para determinar la dependencia del tiempo de anodizado con el didmetro y grosor de la pared interna de
los nanotubos, se tomaron imagenes SEM de muestras anodizadas durante 3.5, 5y 7 hs (Figura 18). Los
resultados muestran que no se observan diferencias en la morfologia de los nanotubos para los diferentes
tiempos de anodizacion ensayados.

T. anodizacién = 3.5 hs T. anodizacion =5 hs T. anodizacion = 7.5 hs

FIGURA 18. EFECTO DEL TIEMPO DE ANODIZACION A 20 V EN LA MORFOLOGIA DE LOS NANOTUBOS DE TITANIO
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Las medidas de los didmetros internos y externos variaron entre 50 — 60 nm y 100 — 115 nm,
respectivamente, lo que da un valor medio para el grosor de las paredes de ca. 25 nm. Estas medidas se
hicieron a diferentes resoluciones del equipo SEM, y resultaron concordantes entre si (Figura 19).

FIGURA 19. DIAMETRO INTERNO Y EXTERNO DE LOS NANOTUBOS MEDIDOS A TRAVES DE LAS MICROGRAFIAS SEM

La microscopia AFM aporta una resolucién tridimensional de la superficie de los nanotubos (Figura 20),
ademas de permitir confirmar las medidas morfolégicas hechas con el SEM. El estudio fue realizado en la
Universidad de Malaga (Espafia).

x 100.000 nm/div
~ 100 Zz 70,000 nm/div

FIGURA 20. IMAGEN OBTENIDA POR AFM DE LA SUPERFICIE DE NANOTUBQOS DE TITANIO.
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FIGURA 21. ANALISIS TOPOGRAFICOS DE SECCIONES DE SUPERFICIE DE NANOTUBOS DE TITANIO.

Los perfiles topograficos confirman el alto grado de compactacion de los nanotubos obtenidos. Por otra
parte, confirman que, entre los nanotubos, no quedd material remanente de la superficie original, sino
que la misma fue socavada hasta llegar a la base del nanotubo. Las dimensiones para los didmetros
interno y externo se encuentran dentro del rango de valores obtenidos por SEM: 49 nm para el eje x y 54
nm para el eje y, lo que permite describir a los nanotubos como cilindros ligeramente deformados.
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3.2.1.2. CARACTERIZACION QUIMICA

Con el objetivo de determinar si efectivamente las modificaciones de la superficie de las [dminas de titanio
correspondian a nanotubos de didxido de titanio bajo la composicidon quimica TiOz es que se procedio a
analizar la misma mediante las técnicas XPS y EDS.

ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X (XPS).

Este andlisis permite estudiar la composicion quimica de la superficie, de manera de establecer
inequivocamente la presencia de éxido de titanio, asi como la posibilidad de distinguir la naturaleza del
oxido formado.

Se analizaron muestras de superficies modificadas con nanotubos de titanio a la que se le aplicé una
sucesion de tratamientos para su limpieza: calentamiento a vacio a 400 °C durante 1 h y bombardeo
durante 1 min con iones Ar* con una energia de 4 keV.

Las principales sefiales obtenidas en cada una de las etapas del andlisis corresponden al Ti 2p y al O 1s
(Tabla 16). La posicion de las sefiales se mueve marginalmente, lo que permite concluir que el producto
final analizado (superficie limpia de nanotubos) no fue modificado durante el proceso de limpieza. En
particular, las sefiales deconvolucionadas para el Ti 2p arrojaron las contribuciones Ti 2p 3/2 a 459.15 eV
y Ti 2p 1/2 centrada a 464.6 eV. Ambas sefiales coinciden con las energias de union de electrones
escindidos del ion Ti**. Adicionalmente, la sefial para el O 1s en 530.7 eV coincide razonablemente bien
con la sefial para el 0%, lo que en conjunto permite concluir que los nanotubos de titanio estan formados
por TiOx.

TABLA 16. LOCALIZACION DE LAS SENALES DE XPS PARA LAS SUPERFICIES ANALIZADAS

Muestra Cls N1s O1ls Fls Si2p Ti2p

original 284.8 399.8 530.1 6845 101.8 458.6
tratada a 400 °C 284.8 399.8 530.3 684.6 101.95 458.65
4 keV Ar* 284.8 397.0 530.7 6852 1025 459.15

La técnica de XPS es muy sensible a la presencia de impurezas en la muestra, como lo indica la presencia
de un 35.5 % de atomos de C (Tabla 17), probablemente correspondiente a impurezas organicas. Las
mismas no son eliminadas por el tratamiento térmico a 400 °C a vacio. Sin embargo, el bombardeo de la
superficie con plasma ionizado de argdn de 4 keV de energia produce una drastica disminucién de la
presencia de carbono.
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TABLA 17. CONCENTRACION (ATOMOS %) DE LAS MUESTRAS DE NANOTUBOS DE TITANO LUEGO
DE DIFERENTES TRATAMIENTOS PARA LA LIMPIEZA DE LA SUPERFICIE.

Muestra Cls N1s O1s Fls Si2p Ti2p

original 35.53 0.71 43.10 2.55 0.56 17.55
tratada a 400 °C 33.46 0.50 4481 2.09 0.58 18.56
4 keV Ar* 5.73 1.05 58.51 5.56 0.22 28.93

Cabe notar que como se trata de resultados porcentuales, la mera eliminacién del carbono de la superficie
es responsable del cambio de los porcentajes relativos de los restantes componentes. Entre éstos,
ademas del titanio y el oxigeno, también estan presentes el fldor y el nitrogeno, provenientes del NH4F
empleado durante la sintesis.

Los valores relativos de dtomos de Tiy O luego de la limpieza completa, 28.93 : 58.51 corresponde a la
relacion simplificada 1:2.02 que es proxima a la relacidn tedrica 1:2 para el TiO,, lo que confirma al TiO,
como producto de la sintesis de los nanotubos de titanio.

ESPECTROSCOPIA DE DISPERSION DE ELECTRONES (EDS)

Esta técnica permite obtener informacién de la composicién quimica de regiones seleccionadas de la
superficie a través de la microscopia SEM. Para continuar aportando evidencia acerca de la composicién
guimica de las nanoestructuras, fue posible obtener informacién en forma separada de la composicion
quimica de las paredes (Figura 22) y de la base de los nanotubos (Figura 23).
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FIGURA 22. ESPECTRO DE DISPERSION DE RAYOS X PARA LOS ELECTRONES DEL NIVEL K DE UNA SECCION DE LAS
PAREDES DE LOS NANOTUBOS.
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FIGURA 23. ESPECTRO DE DISPERSION DE RAYOS X PARA LOS ELECTRONES DEL NIVEL K DE UNA SECCION DE LA
BASE DE LOS NANOTUBOS.

Como se esperaba, y en acuerdo con los resultados de XPS, las paredes de los nanotubos presentaron
sefiales correspondientes a la presencia principal de Tiy O, junto con otros elementos minoritarios, en
proporciones atémicas Ti : O de 56:41 at. %. Notese que en este caso la valoracion de los porcentajes
atémicos es diferente a la obtenida por XPS, una técnica mas precisa. Ademas, debe tenerse en cuenta
que el equipo de EDS no es bueno en la evaluacién cuantitativa de los elementos mas livianos. Por lo
tanto, los resultados obtenidos deben ser evaluados sélo cualitativamente.

La evaluacién de la base de los nanotubos de titanio dio como resultado un perfil de EDS diferente al
obtenido para las paredes. En este caso se observa la presencia casi exclusiva de titanio. De esta manera,
quedd evidenciado, a nivel cualitativo, que la composicion quimica de las paredes y de la base es
diferente, y que el proceso de formacion de los nanotubos implica una oxidacidon a medida que se va
socavando la superficie de titanio.

3.2.1.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

A los efectos de estudiar las propiedades fisicoquimicas de las muestras se realizaron estudios de
caracterizacién de la superficie anodizada mediante las técnicas de difraccion de rayos X (XRD), angulo de
contacto (CA) y voltamperometria ciclica (CV).

ESTRUCTURA CRISTALINA POR XRD

Las medidas de XRD permiten determinar la estructura cristalina de acuerdo a la orientacién preferencial
de los planos cristalinos de la estructura generada. Este andlisis demostrd que las muestras obtenidas
antes del tratamiento térmico contenian TiO, amorfo, el cual se torné cristalino luego de ese tratamiento
(Figura 24). Luego del tratamiento térmico, aparecen los picos tipicos de la anatasa: 25.3° (101), 48.1°
(200). Con intensidades mas bajas se observan los picos del rutilo: 27.4° (110), 36.1° (101) y 54.3° (201).
Debido a que se utilizd la técnica convencional y no la modalidad rasante, en los difractogramas también
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se observan los picos del Ti por ser el componente principal de la base del material. En suma, este analisis
revela la formacion de anatasa como principal forma cristalina de los nanotubos de TiO,.

——sin tratamiento térmico Ti

—— con tratamiento térmico
Ti
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FIGURA 24. DIFRACTOGRAMAS XRD PARA LAS SUPERFICIES DE NANOTUBOS DE TITANIO OBTENIDAS POR
ANODIZADO A 20 V, ANTES (NEGRO) Y DESPUES (ROJO) DEL TRATAMIENTO TERMICO A 550 °C — 600 °C DURANTE
3 HS. A = ANATASA, R = RUTILO.

PROPIEDADES DE MOJABILIDAD DE LA SUPERFICIE

La caracterizacion del comportamiento de mojabilidad de las superficies de titanio modificadas con
nanotubos fue llevada a cabo a través de medidas de dngulo de contacto en condiciones de equilibrio
termodindmico a humedad ambiente 100 %, de las muestras anodizadas a los tres voltajes estudiados
(10, 20 y 30 V). Los resultados demuestran que las propiedades de mojabilidad de la superficie
modificada, cambian con el voltaje aplicado, variando desde 72° para 30 V a un angulo de 128° para el
anodizado a 20 V (Tabla 18).
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FIGURA 25. IMAGENES DE LA GOTA DE AGUA SOBRE LAS SUPERFICIES ANODIZADAS A LOS DIFERENTES VOLTAJES

TABLA 18. MEDIDAS DE ANGULO DE CONTACTO DIFERENTES
VOLTAJES DE ANODIZADO

VOLTAJE (V) ANGULO DE CONTACTO (°)
10 117 +1
20 128 +1
30 72+1

La influencia del voltaje de anodizado es importante, ya que se puede obtener una superficie hidrofilica
anodizando a 30 V, o hidrofébica a 10 V, y en el limite de superhidrofobicidad para un anodizado a 20 V.
Comparando estos resultados con las imdgenes obtenidas por SEM, se puede determinar que una
superficie nanoestructurada bien definida, como la obtenida para un anodizado de 20 V, genera una
superficie en el limite de la superhidrofobicidad, por lo que se deduce que la superficie generada por
anodizado a 30 V no presentaria esta caracteristica de nanoestructuracion. De hecho, esta ultima
superficie es la que presenta un recubrimiento sobre los nanotubos, ocultando de esta manera los
detalles de nanoestructuracion. Vale la pena destacar que estas medidas fueron repetidas 2 meses
después, manteniéndose los valores originales de angulo de contacto.

VOLTAMPEROMETRIA CICLICA (CV)

Las voltamperometrias ciclicas se llevaron a cabo sobre electrodos de titanio puro modificados con
nanotubos a diferentes velocidades de barrido para determinar la naturaleza (difusional o de adsorcion)
de las corrientes observadas. A medida que aumenta la velocidad de barrido, se distinguen dos procesos
anddicos centrados en ca. -1.2 Vealomel Y 0.7 Veaomel, Y UN proceso catodico centrado en ca. -1.3 Vealomel
(Figura 26).

La segunda contribucién anddica sélo es notoria a muy altas velocidades de barrido de potencial, lo que
indica que se trata de un proceso de oxidacion rapido. Cabe notar también que para potenciales positivos
se observa una doble capa de muy baja capacidad, lo que indica que la nueva fase superficial que se forma
posee una conductividad muy diferente de la que corresponde al titanio no oxidado.
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FIGURA 26. VOLTAMPEROMETRIAS CICLICAS PARA LA SUPERFICIE DE NANOTUBOS DE TITANIO LLEVADAS A CABO
A DIFERENTES VELOCIDADES DE BARRIDO EN NH4504 1 M COMO ELECTROLITO SOPORTE.

La variacion de la intensidad de los picos anddicos para ambos procesos (Figura 27) muestran una
dependencia lineal con la velocidad de barrido para bajas velocidades de barrido, lo que esta de acuerdo
con la existencia de un proceso de oxidacion superficial.

Intendidad de pico anddico 2 (mA)
Intensidad de Pico anddico 1 (ma)

T T T T T T T T T T T T T T
Q 100 00 300 400 500 0 100 200 300 400 $00
Vel.ocidad de barrido (mVis) Velocidad de bamido (mVis)

FIGURA 27. CURVAS CORRIENTE DE PICO ANODICO VS. VELOCIDAD DE BARRIDO PARA EL PROCESO ANODICO
CENTRADO A -1.2 Veatomer (PANEL IZQUIERDO) Y -0.7 Veatomer (PANEL DERECHO)
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La contribucion catédica también muestra un comportamiento lineal entre la intensidad de la corriente
de picoy la velocidad de barrido del potencial (Figura 28), en este caso en un amplio rango de velocidades
de barrido, lo que sugiere que el no cumplimiento de este criterio de diagndstico para las contribuciones
anddicas se debe a la superposicion parcial de los picos, que se hace mas notoria a velocidades de barrido
altas.

Intensidad de Pico catddico (mé)
1

T T T T T T
a 100 200 300 400 500
Velocidad de barride {(mV/is)

FIGURA 28. CURVA CORRIENTE DE PICO CATODICO VS. VELOCIDAD DE BARRIDO.

Cuando se compara el comportamiento electroquimico del titanio liso con la superficie de titanio
modificada con nanotubos de TiO, (Figura 29) empleando Na;SO4 como electrolito soporte, se observan
dos diferencias fundamentales: i) una mayor corriente en el caso de los nanotubos de titanio, debido a la

mavyor area real de la superficie (mayor rugosidad), vy ii) la desaparicién de la segunda corriente de
oxidacion.
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FIGURA 29. VOLTAMPEROMETRIA CICLICA PARA LAS SUPERFICIES DE TITANIO LISA Y MODIFICADA CON
NANOTUBOS DE TIO; EN NaxS04 1 M.
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ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS)

Se realizaron estudios de espectroscopia de impedancia electroquimica para una mejor descripcion de la
interface. Los espectros de impedancia obtenidos se ajustaron a diferentes circuitos conteniendo
combinaciones de resistencias (R), capacitores (C), elementos de fase constante (CPE) y elementos de
Warburg (W). La eleccién del mejor circuito se basd en el pardmetro de ajuste X2.

Las medidas de impedancia electroquimica se realizaron tanto para la ldmina de Ti con el recubrimiento
pasivante de éxido, como para las muestras modificadas por anodizaciéon electroquimica (nanotubos).
Previo a la EIS se realizd una voltametria ciclica en las mismas condiciones en que se llevaria a cabo el
experimento para conocer las caracteristicas de las superficies de partida.

COMPORTAMIENTO DE LA LAMINA DE TI

Para la descripcion de la interface en estudio, se analizo el diagrama de pourbaix para el titanio, donde se
sefialan las regiones de estabilidad termodinamicas para las diferentes fases del titanio en funcién del pH

(

Figura 30). Del diagrama se deduce que al pH de trabajo (neutro) no existen especies solubles de Titanio,
por lo que no se deberia observar la difusion de iones en la interface, que daria lugar a una impedancia
tipo Warburg; sélo deberian distinguirse fases oxidadas formadas sobre el metal.

De acuerdo con esto, y en funcion de los resultados experimentales, es conveniente distinguir dos
regiones de potencial: entre 0y -0.7 V (Figura 32), y entre -0.8 Vy -1.3 v (

Figura 33). La principal diferencia entre ambos consiste en la existencia de una desviacion mayor de la
idealidad para describir el comportamiento capacitivo de los elementos. Los circuitos equivalentes
considerados para describir la interface en estudio (Figura 31) consideran dos combinaciones RC que dan
cuenta de las capacitancias del metal y del 6xido del metal, junto con sus respectivas resistencias a la
polarizacidn. Los ajustes de este circuito a los datos experimentales demostraron que para potenciales
por debajo de -0.8 V, el metal era adecuadamente modelado por un capacitor puro, mientras que por
encima de ese potencial fue necesario considerar un elemento de fase constante. Esta diferencia sugiere
la existencia de una rugosidad del metal de base durante el proceso de oxidacién.
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FIGURA 30. DIAGRAMA DE POURBAIX PARA EL SISTEMA TITANIO — AGUA A 25 °C. LOS POTENCIALES INDICADOS SE
ENCUENTRAN REFERIDOS AL ELECTRODO DE HIDROGENO.

FIGURA 31. CIRCUITOS EQUIVALENTES EMPLEADOS PARA DESCRIBIR LA INTERFACE FORMADA POR UNA CHAPA DE
TITANIO LISA EN SOLUCION. (A) RANGO DE POTENCIAL ENTREO Y -0.7 V, (B) RANGO DE POTENCIAL ENTRE -0.8
Y-1.3V.
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FIGURA 32. DIAGRAMA DE NYQUIST DE SUPERFICIE DE Ti ENTREO VY -0.7 V
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FIGURA 33. DIAGRAMA DE NYQUIST DE SUPERFICIE DE TI ENTRE -0.8 VY -1.3V
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Cuando se consideran los valores de capacitancia para el metal de base en base a los dos circuitos, se
observa una transicion gradual, en la que los valores resultan inadecuados a los potenciales de transicion
entre ambos circuitos (Figura 34. Variacion de la capacitancia de una lamina de titanio entre Oy -1.3 V,
separando el comportamiento como CPE (entre -0.8 y -1.3 V) y como capacitor puro (entre Oy -0.7 V).).
El aumento de la capacidad observado se relaciona con la reduccién de la capa de 6xido formada a los
potenciales mas altos. Para los potenciales mas bajos (por debajo de -1.2 V) se observa una disminucion
de la capacitancia relacionada con procesos de formacién de hidruros de titanio.

0,0040 —

0,0035 - m C
i & CPE-T
0,0030

EI,EIEI25—_ 1
0,0020 - 1 ’
L 11

0,0015 -

CPE-T, C

——

1
e

0,0010

0,0005 -

0,0000 +4—14—"—1F—"+—F"-"+"F""+—"T"—""""T"—"T"""T""T""T"—T"—"T"—T"—
-1300-1200-1100-1000-800 -800 -700 -6500 -500 -400 -300 -200 -100 0 100

Potencial E vs SCE (mV)

FIGURA 34. VARIACION DE LA CAPACITANCIA DE UNA LAMINA DE TITANIO ENTRE O Y -1.3 V, SEPARANDO EL
COMPORTAMIENTO COMO CPE (ENTRE -0.8 Y -1.3 V) Y COMO CAPACITOR PURO (ENTREOQO Y -0.7 V).

COMPORTAMIENTO DEL TITANIO CON NANOTUBOS DE TIO;

Contrariamente a lo que sucede con la superficie de Titanio lisa, cuando la misma se encuentra recubierta
por nanotubos de dxido de titanio, el diagrama de Nyquist muestra una contribucion a bajas frecuencias
correspondiente a una impedancia de Warburg (Figura 35). Por tal motivo, para describir el
comportamiento de la interface, se considerd un CPE en paralelo con una combinacién de un elemento
resistivo en serie con un elemento de Warburg (Figura 36).
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FIGURA 35. DIAGRAMA DE NYQUIST PARA LA SUPERFICIE DE TITANIO MODIFICADA CON NANOTUBOS DE TIOx.

FIGURA 36. CIRCUITOS EQUIVALENTES PARA MODELAR LA INTERFACE DE LA SUPERFICIE DE TITANIO RECUBIERTA
POR NANOTUBOS DE TiO,, PARA EL RANGO DE POTENCIAL ENTRE (A)0OY-0.7V, (B) -0.8Y -1.3V

La diferencia con los circuitos empleados con la superficie de titanio lisa, ademads de la presencia de un
elemento de Warburg, es la consideraciéon de que parte de la superficie de Titanio por debajo de los
nanotubos estd expuesta al electrolito, ya sea por la existencia de regiones donde la densidad de
nanotubos sea menor, o porque la base de los nanotubos es de Titanio, como se demostrd por medidas
de EDS. Para el caso estudiado, la capacitancia de la fase oxidada corresponde a los nanotubos.

El ajuste de este circuito a los datos experimentales confirma la existencia de una base de titanio metalico
por debajo de los nanotubos. Por otra parte, la no coincidencia con lo predicho por los diagramas de
Pourbaix sugieren la necesidad de contar con nuevos diagramas que tomen en cuenta esta nueva fase
nanoestructurada. Desde el punto de vista académico, estos resultados abren las puertas para estudios
mas profundos de la interface que estan mas alld de los objetivos de este trabajo de Tesis. Pero desde el
punto de vista de los objetivos buscados en este trabajo, la existencia de una capa de nanotubos de titanio
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sobre el metal de base se puede tomar como la existencia de una topografia nanoestructurada que es
activa, es decir, que puede ser detectada por diferentes métodos analiticos y no sélo por microscopia de
alta resolucion.

3.2.2. SUPERFICIES POROSAS POR OXIDACION DE MICRO ARCO (OMA)

Las condiciones experimentales empleadas para la fabricacidon de las superficies porosas por oxidacién de
micro arco (OMA) se resumen en la

Tabla 19.

TABLA 19. TRATAMIENTO DE OXIDACION DE MICRO ARCO A LAMINAS DE TITANIO 99.6% DE PUREZA A DIFERENTES
TIEMPOS DE OXIDACION.

MUESTRA DESCRIPCION ELECTROLITO TIEMPO DE
TRATAMIENTO

17 12 mm Ti99.6 NasPO4 + TiO, (20g/I) 30 min
18 12 mm Ti99.6 NasPO4 + TiO, (20g/1) 60 min
19 12 mmTi99.6 NasPO4 + TiO, (20g/1) 90 min
30 12 mm Ti99.6 NasPO, + CaO (10g/l) 90 min

Las muestras 17, 18 y 19 fueron tratadas en el mismo electrolito cambiando el tiempo de tratamiento, de
manera de conocer la incidencia del tiempo de tratamiento en la composicién quimica y morfologia de la
superficie. La muestra 30 incorpora CaO en el electrolito en sustitucién del TiO2, para conocer la
incidencia de la composicion del electrolito y en particular, la presencia de calcio en la morfologia y
composicién quimica final de la superficie.

3.2.2.1. MORFOLOGIA DE LA SUPERFICIE

La morfologia de las superficies modificadas por OMA se determind por SEM, empleando magnificaciones
crecientes. Para las muestras en las que se empled TiO; en el electrolito (muestras 17, 18 y 19), a la
menor magnificacion ensayada, se observa un recubrimiento uniforme de depdsito de éxido. A mayor
magnificacion se observa una superficie porosa de tamafio irregular con un arreglo tridimensional similar
al de estructuras caliciformes de coral y micrografias de la estructura del hueso (Figura 37). Para el menor
tiempo de tratamiento, los tamafios de poros son superiores a 1 um, mientras que, para tiempos de
tratamiento por encima de la hora, los tamafios de poro se mantienen en tamafios similares, con
didmetros por debajo de 1 um. Para la mayor magnificacién ensayada, la superficie entre los poros se
muestra como suavemente ondulada, sin sefiales de depdsitos nanométricas de TiO, nanoestructurado.

Para el caso del tratamiento en presencia de CaO en el electrolito (muestra 30), los resultados son
similares a los obtenidos con TiO», en el sentido que se forman poros de tamafios por debajo de la micra
sobre la superficie (Figura 38). El tamafio de poro medio es menor que el obtenido para el mismo tiempo
de tratamiento con TiO,. Para la magnificacion empleada, no se observan nanoestructuras sobre la
superficie que contiene los nanoporos. Para las muestras 18 y 19, el espesor de la capa de éxido en ambos
casos fue de 10 um, el doble que el obtenido para la muestra 17. Para la muestra 30, el espesor de la capa
de dxido fue de 30 pum.
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FIGURA 38. MICROGRAFIAS SEM PARA LAS SUPERFICIES OBTENIDAS POR OMA EN PRESENCIA DE CAO EN EL
ELECTROLITO.
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3.2.2.2. COMPOSICION QUIMICA DE LAS MUESTRAS MODIFICADAS POR OMA

Para determinar la composicién de la superficie de las laminas de titanio modificadas por técnica de OMA,
se realizaron estudios de mapeo del contenido (cualitativo) atémico de cortes transversales de la
superficie, junto con una descripcidn cuantitativa del porcentaje atémico en las secciones analizadas.

Para lamuestra 17, obtenida por OMA en electrolito conteniendo TiO; tratada durante 30 min, se observa
en la seccién transversal una capa densa interna, recubierta por una capa porosa

Figura 39). El espectro EDS muestra la preponderancia de los elementos Ti, P y O. El mapeo atémico
muestra que el Titanio se concentra en la capa interna, y aparece mas esparcido en la capa externa. Esta
observacion, junto con la distribucién de los atomos de oxigeno, que se concentra en la capa externay
practicamente no aparece en la capa interna, indica que la capa porosa externa esta formada por un éxido
de titanio, mientras que la capa densa interna corresponde al titanio puro original. Finalmente el fésforo
se concentra en la cara externa que estuvo en contacto con el electrolito de trabajo, el cual contenia
NasPOs, lo que sugiere que proviene de grupos fosfatos adheridos a la superficie. El andlisis de la
distribucion atdomica confirma la naturaleza del éxido de titanio formado (Tabla 20).

TABLA 20. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE ATOMOS EN LA MUESTRA 17

Elemento / Linea Atomo %
0/K 55.38+0.44
P/K 2.43 +£0.09
Ti/K 22.55+0.04
Otros (N, F, Al, Si, K, Fe, Zn, Pt) 19.64
Total 100.00

Si se considera que todo el P presente se encuentra en el grupo POg, y que el resto del O se encuentra
formando parte del éxido de titanio, la naturaleza de este Ultimo se puede deducir de los valores
tabulados, de la siguiente forma:

Atomos de O totales = (4 x Atomos de P) + (n x Atomos de Ti)
Sobre una base de 100, estos valores son:
55.38 = (4 x 2.43) + (n x 22.55)

donde n representa el nimero de dtomos de Oxigeno unidos al Titanio. Del cdlculo anterior se obtiene
un valor para n = 2.0, lo que indica que el compuesto oxidado de titanio que se forma es el TiO,.
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(MUESTRA 17), JUNTO CON LA DISTRIBUCION ATOMICA PARAELTI, O Y P, Y EL ANALISIS POR EDS.
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FIGURA 39. MICROGRAFIA SEM DE UN CORTE TRANSVERSAL DE UNA MUESTRA DE TITANIO MODIFICADA POR OMA



Para las muestras 18 (
Figura 40) y 19 (

Figura 41), en las que el proceso de oxidacion se llevd a cabo por 60y 90 min, respectivamente, se obtiene
una distribucién espacial de dtomos similar a la muestra 17.
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FIGURA 40. MICROGRAFIA SEM DE UN CORTE TRANSVERSAL DE UNA MUESTRA DE TITANIO MODIFICADA POR OMA
(MUESTRA 18), JUNTO CON LA DISTRIBUCION ATOMICA PARAELTI, OY P, Y EL ANALISIS POR EDS.
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FIGURA 41. MICROGRAFIA SEM DE UN CORTE TRANSVERSAL DE UNA MUESTRA DE TITANIO MODIFICADA POR OMA
(MUESTRA 19), JUNTO CON LA DISTRIBUCION ATOMICA PARAELTI, O Y P, Y EL ANALISIS POR EDS.

Sin embargo, las composiciones atémicas cuantitativas muestran algunas diferencias (Tabla 21) con la
muestra 17. En particular, el célculo del nimero estequiométrico para el éxido formado vale n = 2.4 para
la muestra 18 y n = 2.7 para la muestra 19. Este resultado sugiere la formacion de un éxido diferente al
TiO,, o la presencia del Ti en otros compuestos, como fosfato.

TABLA 21. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE ATOMOS EN LAS MUESTRAS 18 Y 19

ELEMENTO / LINEA ATOMO %
Muestra 18 Muestra 19
0/K 63.04 + 0.35 63.73+1.14
P/K 3.28 +0.04 1.97 +0.08
Ti/K 20.88 +0.04 20.81 +0.04
Otros (N, F, Al, Si, K, Fe, Zn, Pt) 12.80 13.49
Total 100.00 100

El anadlisis de la muestra que contenia Calcio en el electrolito (muestra 30) no muestra diferencias
significativas, atribuibles a su presencia, tanto en los aspectos cualitativos (Figura 42) como cuantitativos
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(Tabla 22). En estas condiciones se obtiene un depdsito de 30 um de espesor, en el que se concentran los
elementos O, Py Ti principalmente.

TABLA 22. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE ATOMOS EN LA MUESTRA 30

ELEMENTO / LINEA ATOMO %
0/K 59.05 +0.38
P/K 5.07 £0.02
Ti/K 20.21 +0.04
Ca/K 0.9240.01
Otros (N, F, Al, Si, K, Fe, Zn, Pt) 14.75
Total 100.00
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FIGURA 42. MICROGRAFIA SEM DE UN CORTE TRANSVERSAL DE UNA MUESTRA DE TITANIO MODIFICADA POR OMA
(MUESTRA 30), JUNTO CON LA DISTRIBUCION ATOMICA PARAELTI, O, CAY P, Y EL ANALISIS POR EDS.

De acuerdo con estos resultados, el cdlculo del nimero estequiométrico de atomos de O en el dxido de
titanio arroja un valor de n = 2:

Atomos de O totales = (1 x Atomos de Ca) + (4 x Atomos de P) + (n x Atomos de Ti)

El cdlculo de los &tomos de O con vy sin considerar el Ca, no presenta diferencias. Por lo tanto se deduce
gue se forma TiO; sobre la superficie y se descarta la presencia significativa de Ca0. Debe sefialarse que
para esta muestra, la Unica fuente de titanio para la formacién del TiO, proviene de la chapa de Ti
empleado, ya que en el electrolito el TiO;, fue sustituido por el CaO.

3.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROXIAPATITAS

3.3.1. CARACTERIZACION DE HIDROXIAPATITAS SINTETIZADAS EX-SITU

Uno de los aspectos clave de este trabajo de Tesis es la distincion de los ambientes apatiticos de los no-
apatiticos como evidencia de la formacion de hidroxiapatitas nanoestructuradas. La espectroscopia
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infrarroja resulta una herramienta ideal para ello, pero dada la variedad de entornos quimicos posibles,
fue necesario contar con una tabla de asignacion de espectros mas completa, asi como de las
herramientas de anadlisis adecuadas para llevar a cabo tal distincion.

Un primer indicio de las dificultades a resolver proviene del andlisis de compuestos de referencia,
conteniendo los grupos funcionales de interés. En este caso, el analisis del grupo fosfato en sus diferentes
grados de protonacién dan la primera pista (

Figura 43).

NaH,PO,.2H,0

Na,HPO,

Na,PO,.12H,0

I T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
ntmero de onda (cm™)

FIGURA 43. ESPECTROS FTIR PARA LAS SALES PURAS DE FOSFATO DE SODIO EN LAS QUE EL GRUPO FOSFATO
PRESENTA DIFERENTES GRADOS DE PROTONACION. LAS SALES EMPLEADAS FUERON DE LA FIRMA ALDRICH, CON
PUREZAS SUPERIORES AL 99 %.

Puede observarse la variedad de bandas de absorciéon que aparecen en funcion de la protonacion del
grupo fosfato, que en principio permitiria la distincién entre la presencia de grupos fosfato en ambientes
apatiticos (sin protonar) y no apatiticos (protonados). En el espectro FTIR, el grupo fosfato da lugar a una
sefial principal centrada en ca. 1050 cm™. Para el caso de grupo fosfato protonado, HPO,Z, las sefiales
se extienden entre 850 y 1300 cm™. El rango de energias se extiende alin mas para el caso del grupo
fosfato diprotonado, H,POy4, entre 850 y 1450 cm™.
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Una mejor distincion de las diferentes bandas puede hacerse derivando los espectros FTIR. Las derivadas
segunda de los registros permiten la localizacion de las bandas como minimos (FIGURA 44). De esta
manera, no solo es posible localizar las principales bandas, sino ademas resolver bandas parcialmente
superpuestas, que en los espectros FTIR aparecen como hombros. Los espectros derivados muestran
claramente la complejidad analitica de los ambientes no-apatiticos.

——Na,PO, 12H,0

——NaH,PO, 2H,0

R A !

1 1 1 1 1 |

1400 1200 1000 800 600 400
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FIGURA 44. DERIVADAS SEGUNDA DE LOS ESPECTROS FTIR MOSTRADOS EN LA
Figura 43

LA SINTESIS DE HIDROXIAPATITAS, Y SU POSTERIOR CARACTERIZACION POR XRD Y FTIR PERMITE
CAMBIOS QUE SE PRODUCEN CUANDO ESTAS HIDROXIAPATITAS SON DEPOSITADAS SOBRE EL TITANIO,
PRODUCE LA DEPOSICION /N-SITU EN MEDIO FISIOLOGICO. SE SINTETIZARON UNA VARIEDAD DE
MANERA DE CONSIDERAR DIFERENTES ENTORNOS QUIMICOS. POR OTRA PARTE, SE HICIERON LAS
CUARTA DE CADA ESPECTRO FTIR PARA PODER IDENTIFICAR CORRECTAMENTE LOS AMBIENTES
APATITICOS. LOS REGISTROS FTIR Y XRD FUERON REALIZADOS EN EL MARCO DE LA TESIS DE
NAVATTA, Y ANALIZADOS EN EL LABORATORIO DE BIOMATERIALES (FTIR) Y EN EL LABORATORIO DE
SOLIDO (XRD); LOS REGISTROS SE MUESTRAN EN EL ANEXO 2. LAS SENALES OBTENIDAS POR FTIR SE
RESUMIDAS EN LA

Tabla 23. Asignacidn de bandas vibracionales para apatitas en diferentes entornos quimicos. Ver anexo 2
por mas detalles., de manera de tomar en cuenta las variaciones inducidas por los diferentes entornos
guimicos considerados.
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TABLA 23. ASIGNACION DE BANDAS VIBRACIONALES PARA APATITAS EN DIFERENTES ENTORNOS
QUIMICOS. VER ANEXO 2 POR MAS DETALLES.

Asignacion HAesteq HAno esteq HA FA SrA
v, PO, 464
v, PO, 469 470
v, PO, 474 472
HPO4 no ap 533 534
HPO, ap 551 547 542
v, PO, 562 564 564 564
v, PO, 567
v, PO, 572
v, PO, 575 575 576 574
v, PO, 603 603 604 602 603
PO, noap 617 612 609
v OH 633 633 633 642 633
PO4 no ap 866
HPO, 870
v,CO, B 871 873
v, CO, A 880
v, PO, 964 962 961 962 961
v, PO, 1006 1010 1005 1006
v, PO, 1020 1022 1023 1022
v, PO, 1026
v, PO, 1031 1029 1032 1032
v, PO, 1034
v, PO, 1044 1044 1037 1043 1043
v, PO, 1059 1052 1059 1056
v, PO, 1063
v, PO, 1072 1068 1074 1070
v, PO, 1089
v, PO, 1091 1092 1094 1092
v, PO, 1104 1106 1107
? 1112
HPO 1144 1143 1149

3.3.2. DEPOSICION DE HIDROXIAPATITA SOBRE TI: METODO ELECTROFORETICO

El método de precipitacion acuosa permite obtener un polvo de HA el cual es posteriormente depositado
sobre las superficies de titanio por el método electroforético (Figura 47). La sintesis se realizé a
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temperatura ambiente con un posterior envejecimiento de la muestra por 5 dias, y calcinado a 980 °C
para la obtencién de un polvo blanco. El anélisis por XRD (Figura 45) confirma la sintesis de hidroxiapatita
(con una contribucion minoritaria de OCP), a la vez que demuestra la naturaleza cristalina de la misma.

0,15 -

HA | HA sintética 1 |

0,10 -

0,05 | HA
HA

0,00 | HA

Intensity (a.u.)

-0,05 |- HA

-010 - HA HA HA|| HAHAHA

-0,15 |-

20 30 40 50 60 70

2 theta (degrees)

FIGURA 45. XRD DE LA HIDROXIAPATITA SINTETIZADA EN SOLUCION ACUOSA PARA SU POSTERIOR ADSORCION
SOBRE TITANIO POR EL METODO ELECTROFORETICO.

A partir de las sefiales a 20 para los planos 211 y 300 se determind el tamafio de cristalita (D) con la
ecuacién de Scherrer:

~ 0942
~ BcosB

en la que A es la longitud de onda empleada en el estudio de XRD, f es el ancho de pico de la banda
considerada, y 6 se relaciona con la localizacion del pico en el difractograma. Los valores obtenidos para
los tamafios de cristalita para el plano preferencial 211 y 300, fue de 32 nmy 29 nm, respectivamente.

Desde el punto de vista estructural, se observa una Unica sefial correspondiente a OCP, precursor de las
hidroxiapatitas, caracterizado por una deficiencia en Calcio (Ca/P = 1.33). Esta sefial es minoritaria, por lo
que se puede concluir que la muestra sintetizada corresponde a una hidroxiapatita nanoestructurada,
formada quimicamente a través del precursor OCP.



Finalmente, la hidroxiapatita sintetizada por el método acuoso fue caracterizada por espectroscopia
infrarroja (FTIR) para su clasificacion (Figura 46).
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FIGURA 46. ESPECTRO FTIR DE LA HIDROXIAPATITA SINTETIZADA POR EL METODO DE PRECIPITACION ACUOSA

El espectro presenta las frecuencias vibracionales centradas en 861 y 876 cm™ que se corresponden con
la presencia de COs* en un entorno no apatitico. Si bien la mezcla de electrolitos empleada no contenia
COs%, éste proviene de la disolucion del CO, del ambiente. También se determind la presencia de las
bandas correspondientes al grupo HPO4, ademas de las del grupo PO,. Estos resultados concuerdan con
las caracteristicas de una carboxiapatita nanoestructurada cuyos datos fueron mostrados en las Tablas
12y 23.
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FIGURA 47. SISTEMA EXPERIMENTAL EMPLEADO EN LA DEPOSICION DE HA POR EL METODO ELECTROFORETICO.

De los 3 voltajes ensayados, sélo el correspondiente a5 V no dio lugar a un recubrimiento de la superficie
del material. Por el contrario, para las diferencias de potencial de 10y 20 V se observé un recubrimiento
parejo sobre la superficie del material. Luego de determinar el voltaje de la sintesis, se procedié a variar
el tiempo de tratamiento para ver si existia algun efecto en el recubrimiento. En este caso el tiempo de
sintesis pasé de 10 min a 1 min, observandose que el recubrimiento obtenido tiene las mismas
caracteristicas y extension (a nivel macroscépico) que el obtenido a un tiempo mayor (Figura 48).

FIGURA 48. HA DEPOSITADA POR ELECTROFORESIS A 20 V Y TIEMPO DE DEPOSICION DE 10 MINUTOS Y 1 MINUTO
SOBRE LAMINA DE TI LISA.

El andlisis de las muestras de hidroxiapatitas depositadas por el método electroforético sobre las dos
superficies de titanio consideradas, muestran algunas diferencias a destacar. En primer lugar, el perfil de
XRD para la hidroxiapatita depositada sobre los nanotubos de TiO, a 10 V durante 10 min (Figura 49)
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confirma la composicién quimica correspondiente a una hidroxiapatita, con las mismas caracteristicas a
las observadas al producto sintetizado ex-situ.
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FIGURA 49. PERFIL XRD PARA LA HIDROXIAPATITA DEPOSITADA SOBRE UNA SUPERFICIE DE NANOTUBOS DE TIO;.
VOLTAJE APLICADO: 10 V DURANTE 10 MIN,

Cabe destacar sin embargo la desaparicion de la sefial correspondiente a la fase OCP, lo que sugiere que
la misma debia ser de naturaleza labil, y que se desprendid durante la deposicion (una situacion
equivalente se observé en la aplicacion del método electroforético en un producto comercial (ver Anexo
3).

Finalmente, el tamafio de cristalita obtenido, a partir de los picos correspondientes a los planos 211y 300
fue de 31y 28 nm, respectivamente. Estos tamafios son similares a los obtenidos para la hidroxiapatita
sintetizada ex—situ.

Cuando se emplea como sustrato la chapa de titanio lisa, el depdsito de hidroxiapatita presenta una
disminucion de la intensidad de los picos en el perfil XRD (Figura 50), y un aumento de su ancho de medio
pico, lo que indica que se forman cristalitas mas pequefias que las formadas sobre los nanotubos de TiO,.
Al igual que sobre la superficie de nanotubos de TiO, no se observa el pico de OCP.
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FIGURA 50. PERFIL XRD PARA LA HIDROXIAPATITA DEPOSITADA SOBRE UNA SUPERFICIE DE TITANIO LISO. VOLTAIJE
APLICADO 20V, DURANTE 1 MIN.

3.3.3. DEPOSICION DE HIDROXIAPATITA SOBRE TI: METODO BIOMIMETICO

La sintesis de la HA a partir de una solucién supersaturada de composicién simil al medio fisiolégico se
llevd a cabo a lo largo de 4 semanas. La solucién empleada, mas que simular las condiciones fisioldgicas,
representa especificamente la composicidn inorganica del fluido fisioldgico.[83] Durante las 4 semanas
de sintesis espontanea, la solucién no fue movida, ya que es necesario que el proceso de difusién de las
especies involucradas hacia los ndcleos nacientes sea lo mas lenta posible, para aproximarse en la mejor
medida al proceso de cristalizacién in vivo, que es lento.[83]

El proceso de sintesis biomimético se aplicd a placas de titanio lisas y recubiertas con nanotubos de
diéxido de titanio. La observacidén macroscépica de los resultados (Figura 51) muestra la ausencia de
depdsito sobre la placa lisa, y la formacion de un depdsito homogéneo sobre la superficie
nanoestructurada. Vale la pena notar también que la superficie de titanio lisa presenta signos evidentes
de corrosion, dado por el cambio de coloracion de la superficie.



FIGURA 51. RESULTADOS MACROSCOPICOS DE LOS DEPOSITOS OBTENIDOS SOBRE DIFERENTES SUSTRATOS DE
TITANIO. (A) Y (B) PLACA LISA, (C) Y (D) PLACA DE TITANIO CUBIERTA CON NANOTUBOS DE TIO,.

Una mejor aproximacién para caracterizar la morfologia superficial se obtuvo por microscopia confocal
(Figura 52). Para la placa lisa se muestran el estriado caracteristico de las supeficies lijadas y pulidas, sin
evidencias de depdsito alguno. Por su parte, la supercie nanoestructurada muestra un patrén de depdsito
de esferas/discos de menos de 10 um de didmetro. Cabe destacar la homogeneidad del depdsito
observado, asi como el grado de recubrimiento alcanzado por el mismo.

FIGURA 52. IMAGENES DE MICROSCOPIA CONFOCAL PARA LA SUPERFICIE DE TITANIO LISO (IZQUIERDA) Y
NANOESTRUCTURADO CON NANOTUBOS (DERECHA) LUEGO DE SER SOMETIDAS AL METODO BIOMIMETICO DE
SINTESIS SUPERFICIAL DE HIDROXIAPATITA. IMAGENES OBTENIDAS EN LA UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE
SANTANDER, CON LA COLABORACION DEL DR. ARTURO PLATA.
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Las imagenes tridimensionales confirman la formacién del depdsito sobre la superficie nanoestructurada
(Figura 53).

FIGURA 53. IDEM 52, EN IMAGEN TRIDIMENSIONAL.

La observacion definitiva a nivel micro y nanoscdépico se llevd a cabo por SEM sobre las mismas muestras.
Para la superficie de titanio lisa (Figura 54) se observan formaciones tipo placas irregulares superpuestas,
gue parecen describir mas desprendimientos de placas metalicas que depdsitos.

FIGURA 54. MICROGRAFIAS SEM DE LA SUPERFICIE DE TITANIO LISA LUEGO DE SER SOMETIDA AL PROCESO
BIOMIMETICO DE SINTESIS DE HIDROXIAPATITAS.

Para la superficie nanoestructurada de titanio, si se observan depdsitos de estructuras regulares, con un

buen grado de recubrimiento superficial (Figura 55). Bajo la menor magnificacion (x250), el depdsito se

revela como agrupaciones redondeadas de ca. 10 um de didmetro que cubren casi por completo la
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porcién de superficie analizada. Una magnificacién mayor (x2.500) muestra que estas estructuras se
encuentran préximas unas con otras, y que tienen su superficie cubierta por estructuras menores que se
observan como “hojuelas” de apariencia desordenadas que forman depdsitos de arreglo semiesféricos
similares a colonias bacterianas. A una magnificacién de x7.500 se observa que estas “hojuelas” son en
realidad placas dispuestas perpendicularmente a la superficie sin un aparente orden. A la mayor
magnificacion ensayada (x15.000) no se identifica el arreglo observado a mayor magnificacién y por el
contrario se presenta la ausencia de un patrén de ordenamiento definido para estas placas, asi como su
dispocién perpendicular a la superficie. Las ldaminas son irregulares, de 1 um de ancho, y con un espesor
de tamafio nanométrico.
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FIGURA 55. MICROGRAFIAS SEM DE LA SUPERFICIE DE TITANIO NANOESTRUCTURADO LUEGO DE SER SOMETIDA
AL PROCESO BIOMIMETICO DE SINTESIS DE HIDROXIAPATITAS. LAS IMAGENES CORRESPONDEN A ACERCAMIENTOS
PROGRESIVOS DENTRO DE LA MISMA REGION ANALIZADA (DE ARRIBA ABAJO Y DE IZQUIERDA A DERECHA)

La confirmacion final de la formacion de hidroxiapatita se obtiene del andlisis por XRD. Los espectros de
difracciéon de rayos X para ambas superficies luego del proceso de deposicion biomimético muestran
algunas diferencias muy interesantes. Por un lado, en el caso de la superficie de titanio lisa (Figura 56) se

90



obtienen los picos caracteristicos para el Titanio, la ausencia de picos para el TiO,, y la presencia de picos
de intensidad muy débil para la hidroxiapatita, junto con la presencia importante de un componente que
puede corresponder al octacalciofosfato (OCP). Por otra parte, cabe notar que las sefiales atribuibles a la
hidroxiapatita estan practicamente ausentes, por lo que se puede concluir que el depdsito formado sobre
la chapa de Titanio lisa corresponde a OCP.
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FIGURA 56. PATRON DE XRD PARA LA SUPERFICIE DE TITANIO LISA LUEGO DE SER SOMETIDA AL PROCESO
BIOMIMETICO DE SINTESIS DE HIDROXIAPATITAS.

En el caso de la deposicion biomimética sobre la superficie de nanotubos de TiO; produce un depdsito de
hidroxiapatita nanocristalina (Figura 57), con un tamafio de cristalita de 25 nm (medido a partir del plano
210). En este caso, la presencia de OCP es menor, lo que indica que en el proceso de formacién de la
hidroxiapatita sobre titanio, el mecanismo involucra la formacién del intermediario OCP, pero en el caso
de las superficies recubiertas con TiO, (nanoestructuradas), la reaccion llega a su fin, mientras que en las
superficies lisas, la reaccion se detiene en el OCP.
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FIGURA 57. PATRON DE XRD PARA LA SUPERFICIE DE TITANIO NANOESTRUCTURADO LUEGO DE SER SOMETIDA AL
PROCESO BIOMIMETICO DE SINTESIS DE HIDROXIAPATITAS.

Uno de los estudios clave que se realizaron corresponde al de adhesién de la hidroxiapatita depositada
sobre la superficie metdlica. Una de las caracteristicas que debe cumplir un biomaterial es la
osteointegracion que permite que el material se integre en el hueso disminuyendo los riesgos al rechazo
del implante. Esto puede minimizarse mejorando la adhesién entre el recubrimiento del implante
(hidroxiapatita), y el metal de base (titanio). Para determinar cual de las metodologias de recubrimiento
empleadas era la mas apropiada para este fin, se realizaron los estudios de adhesion. Este consiste en
someter a las muestras a la accién del ultrasonido durante 3 min y observar el grado de firmeza y
adhesion del depdsito formado.

Los resultados demostraron que se logra una mejor adhesion cuando el recubrimiento es parejo y de bajo
espesor. Para el caso del recubrimiento obtenido por el método electroforético, sobre titanio liso (Figura
58) se observa en la placa de la izquierda el recubrimiento de hidroxiapatita realizado por método
electroforético. Luego de la prueba de adhesién se obtiene la muestra de la derecha en la cual el
recubrimiento se ha desprendido por completo. La linea azul identifica la zona hasta donde se depositod
el recubrimiento.



FIGURA 58. MUESTRAS DE TITANIO LISO ANTES (IZQUIERDA) Y DESPUES (DERECHA) DEL ENSAYO DE ADHESION.

De la misma forma se analizaron las muestras con recubrimiento de hidroxiapatita por el método
biomimético. En este caso tanto para la placa lisa como la superficie nanoestructurada presentaron un
buen grado de adhesidn.

Este estudio permitié determinar que a través de la sintesis quimica se puede obtener una HA capaz de
ser sustituida por la HA de sintesis biomimética. Sin embargo el método de deposicidon no permite una
adhesion de la misma con el sustrato y por tanto es facilmente desprendible, perdiéndose gran parte del
recubrimiento durante la manipulacion de las muestras. A los efectos de mejorar la adhesion se probd
realizar un pre-tratamiento de las mismas con NaOH y otras con HF, lo cual no arrojo resultados positivos.

Finalmente, a las muestras 17, 19 y 30 obtenidas por el método OMA se les realizé el mismo tratamiento
de sintesis de hidroxiapatita biomimética que a las muestras de titanio liso y nanoestructurado. Como se
describid anteriormente, éste fue el mejor recubrimiento hallado en cuanto a homogeneidad del depdsito
y adhesién. Las muestras permanecieron durante un mes en solucion SBF (segln protocolo de Materiales
y Métodos) a 37°Cy a pH de 7.42.

Las muestras fueron analizadas por SEM (Figura 59), luego de una inspeccién visual. En ambos casos, no
se pudo verificar la formacion de un depdsito de hidroxiapatita. Si bien no se depositdé HA sobre las
muestras tratadas con OMA, el medio simil fluido bioldgico no altera la superficie modificada del material,
manteniendo las caracteristicas morfoldgicas.

Frente a estos resultados, se confirmd la presencia de hidroxiapatita en las muestras de titanio liso y
nanoestructurado, pero no asi en las muestras de OMA. De hecho éstas Ultimas no presentaron depdsito
de ninguna especie de Cay P. De las muestras lisas y nanoestructuradas, se comprobd que se obtenia una
mejor estructura cristalina y de dimensiones nanométricas cuando el sustrato es nanoestructurado. Al
comparar la sintesis del recubrimiento por electroforesis o sintesis biomimética, se comprobd que
aquellas muestras sintetizadas por método biomimético presentaban un mejor recubrimiento y una
mayor adhesion.
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FIGURA 59. IMAGENES SEM DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS POR OMA Y SOMETIDAS A LAS CONDICIONES DE
CRECIMIENTO DE HIDROXIAPATITA POR EL METODO BIOMIMETICO DURANTE 1 MES EN SBF A 37 0CY PH 7.43.
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CAPITULO 4. DISCUSION

Los resultados presentados en el Capitulo 3 seran discutidos aqui en el siguiente orden, de manera de
aportar a la discusion acerca de las hipdtesis de trabajo presentadas en esta Tesis. En primer lugar
(Seccidn 4.1) se discutirdn los resultados relacionados con las evidencias experimentales presentadas en
la Seccién 3.1 acerca de la necesidad de nanorugosidades para que los eventos de bioreconocimiento
tengan lugar. Esta discusién se centrard en la caracterizacién de un biomaterial como un objeto bioldgico,
aportando una nueva visién a la fabricacién de biomateriales. Posteriormente (Seccidn 4.2) se discutirdn
aquellos aspectos mecanisticos y estructurales que dan cuenta de las nuevas superficies
nanoestructuradas de titanio que fueron sintentizadas. Se discutird también la informacién que puede
obtenerse a partir de las técnicas instrumentales empleadas, y se elaborardn algunas primeras
conclusiones acerca de las dimensionalidades de las superficies obtenidas. Seguidamente (Seccion 4.3)
se discutiran los métodos de formacién de las hidroxiapatitas sobre las superficies nanoestructuradas, en
funcién de la nanoestructuracion de las mismas y de la adhesién. Los resultados seran discutidos en
funcion de la hipotesis de trabajo acerca de la necesidad de dos dimensiones diferentes para caracterizar
a los biomateriales, para aportar a su comprobacion o no. Finalmente (Seccidn 4.4) los resultados en su
conjunto serdn discutidos en comparacion con otros trabajos consultados en la literatura reciente, y se
estableceran las perspectivas para su continuacion.

4.1. EL EVENTO DE BIORECONOCIMIENTO

Los resultados obtenidos entre la interaccién del citocromo c vy la superficie de Au|TBA demostré que la
complementacién topografica, a nivel nano, resulta determinante para maximizar el fenédmeno de
bioreconocimiento. Existen varios aspectos involucrados en estos resultados, que discutiremos a
continuacion.

4.1.1. LA SUPERFICIE AU|TBA: BIOMIMESIS DE LA CITOCROMO C OXIDASA

Las principales caracteristicas de la monocapa autoensambladas de TBA sobre electrodos de Oro
policristalino (Au pc) sugieren que se trata de una superficie ideal para llevar a cabo el estudio planteado
(Tabla 24) [84]. Se trata de una monocapa densa y compacta, con una concentracion superficial de 0.96
x 10*° moléculas cm™, comparable con la méxima concentracién tedrica de 1.0 x 10* moléculas cm™. Esta
densa monocapa produce una modificacién en las propiedades de mojado de la superficie, que pasa de
64.5° para el Au pc a 46.1° para el Au|TBA, es decir, mas hidrofilica. A pesar de este alto grado de
recubrimiento, la capacidad de transferir electrones a través de la interfase no se ve modificada cuando
se compara con la superficie de Au pc sin recubrir. De hecho, frente a la reaccién redox en solucion para
la cupla [Ru(NHs)e]**?, la velocidad de transferencia de carga es de 0.21 cm s}, comparable con el valor
de 0.25 cm s* obtenido para la misma reaccion pero sobre Au pc. Estos valores indican que la presencia
de la monocapa de TBA autoensamblada sobre Au pc no representa un impedimento para la transferencia
electrénica, lo cual se debe al bajo valor para la constante de tunelado electrénico, 0.35 A, el mas bajo
reportado hasta la actualidad.
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TABLA 24. PROPIEDADES DE LA MONOCAPA AUTOENSAMBLADA DE ACIDO 2-TIOBARBITURICO (TBA) SOBRE UNA
SUPERFICIE DE ORO POLICRISTALINA. ADAPTADO DE REF.[84]

PROPIEDADES VALOR
Concentracion superficial de TBA sobre Au pc 0.96 x 10*®> moléc. cm™
Angulo de contacto 46.1°
Comportamiento acido-base o]¢} 1.874
pKs 10.16
Dimension superficial por voltametria ciclica 2.17
por espectroscopia de impedancia 2.18
Velocidad de transferencia de carga (para [Ru(NHs)s)**/**) 0.21cms?
Constante de decaimiento de tunelado 0.35 A1
Capacidad del dieléctrico formado por el TBA sobre Au pc 67 puF cm?
Constante dieléctrica de la monocapa de TBA adsorbida sobre Au pc 38

Todas las caracteristicas mencionadas son importantes, ya que indican que la presencia de TBA sobre la
superficie no resultara un impedimento para la transferencia electrénica, y por lo tanto, es posible usar
métodos electroquimicos para evaluar la hipdtesis de trabajo. Por otro lado, no se debe olvidar que esta
monocapa posee una dimension superficial de 2.17, medida por dos técnicas electroquimicas
independientes, una electrodindmica (voltamperometria ciclica) y otra electrostatica (espectroscopia de
impedancia electroquimica).[84] Este valor de dimensidn superficial es del mismo orden que el obtenido
para el citocromo c.

Cuando la superficie de Au|TBA se pone en contacto con la solucidn de citocromo c (a potencial abierto),
se produce una rapida adsorcion espontanea. De acuerdo con los resultados de balanza de cuarzo, esta
adsorcién resulta en la formacion de una densa monocapa, del orden del predicho por célculos tedricos
basados en las dimensiones reportadas para el citocromo c. Adicionalmente, la monocapa proteica
formada resulto electroactiva, ya que empleando la Ley de Faraday, la concentracion superficial calculada
resulté ser la misma que la derivada de los experimentos de balanza de cuarzo. Finalmente, el hecho de
que el potencial redox para el citocromo c resultara igual al reportado para esta proteina en medio
acuoso, es indicativo de que la funcionalidad de la proteina no se perdid debido al proceso de adsorcién.
La comparacion de los resultados obtenidos con el Au|TBA vy los reportados para otros tioles (Tabla 25)
demuestran que la superficie empleada en este trabajo da lugar a los resultados mas similares al
comportamiento del citocromo c in vivo.

Cuando se comparan estos resultados con los reportados en la literatura empleando otros tioles queda
claro que la interface creada ha resultado ideal para que el citocromo ¢ no perdiera sus caracteristicas
principales. De alguna manera, la superficie Au|TBA resulta biomimética con la ofrecida por la enzima
citocromo c oxidasa, al ofrecer una plataforma de interaccién en la que el citocromo ¢ pudiera llevar a
cabo su funcion (intercambio electrénico) sin alteraciones.
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TABLA 25. TABLA COMPARATIVA DE LAS PROPIEDADES INTERFACIALES DE DIFERENTES MONOCAPAS REPORTADAS
EN LA LITERATURA EN COMPARACION CON LA DEL ACIDO TIOBARBITURICO. SE MARCAN AQUELLOS ANTECEDENTES

REPORTADOS CON LOS VALORES MAS PROXIMOS A LA IDEALIDAD.

Modificador superficial

PVC16/ Cis
PyCu/ Ci1
PyCi1/Cic

PyCG/C5

C15COOH/C4150H
C1sCOOH/C140H
C11COOH/C110H

Ac. tioctico / amida

C1sCOOH

C10COOH

C,COCH
C,S0s3

C,OH
C13COOH
C1iN*(Me)3
C11CH3
Cxd-OH

AC. TIOBARBITURICO (TBA)

I' (pmol cm?)

Monocapas terminadas en grupo piridina (Py)

28

10

10

5.9

35

14.2

16

14.5

28

Monocapas mixtas

92.3

100

98

91

WHM (mV)

ket (s?)

42

1700

2500

2400

2.5

0.39

53

15.8

Monocapas de alquiltioles

0.22

7.2

1450

100

800

2.0

E° (mV)

-142

-144

-148

-162

+23

+27

-32

+40

+55

+58

+56

-14

+130

-320

+120

66

Interaccion

Union al hemo
Union al hemo
Union al hemo

Union al hemo

electrostatica
covalente
covalente

electrostatica

electrostatica
covalente

electrostatica
electrostatica
electrostatica
electrostatica
electrostatica
electrostatica
electrostatica

Puente de H

Puente de H
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4.1.2. iNANOTOPOGRAFIA O QUIMICA?

La descripcidn topografica de la superficie de Au| TBAy del citocromo c fue, en ambos casos, a nivel nano,
por lo que los valores de rugosidad dado por las dimensiones supeficiales, y que resultaron ligeramente
superior a 2, da cuenta de una nanotopografia complementaria. ¢Es este el Unico factor operante en el
evento de bioreconocimiento? Los resultados comparativos mostrados en la Tabla 25 pueden dar una
posible respuesta. Por un lado se observa que no existe una Unica modificacién superficial que logre las
caracteristicas ideales: maxima adsorcidon superficial (30 pmol cm™), ancho de medio pico
correspondiente a un proceso reversible (WHM =90 mV a 25 °C), potencial redox igual al que se verifica
en medio acuoso (£° = 69 mV) y una alta velocidad de transferencia de carga. Los resultados obtenidos
para el acido tiobarbitlrico estdn muy proximos a la idealidad de un proceso reversible, manteniendo el
potencial en solucién. Observando los otros tioles de la Tabla 25 no parece existir una correlacion entre
la composicion quimica de la monocapa y las caracteristicas fisicoquimicas a nivel de la interface con el
citocromo c; la complementariedad nanotopografica parece ser decisiva al momento de establecer el
fendmeno de bioreconocimiento. Este resultado estd de acuerdo con las actuales tendencias en el
desarrollo de biomateriales, en el que se estd apuntando a la nanoestructura como unico factor a
considerar para la elaboracion del implante. Sin embargo, la quimica sigue siendo importante, ya que el
material que es nanoestructurado no debe inducir un efecto téxico sobre el organismo.

Otro aspecto a considerar es que los enlaces por puente de Hidrogeno también hayan jugado un papel
fundamental. Es sabido la importancia de esta interaccién en bioquimica, ya que se trata de una
interaccién relativamente fuerte (estable) y direccional, lo que permite generar estructuras
autensambladas jerarquicas, como las que se observan en la Naturaleza. El ejemplo cldsico de este tipo
de interaccion esta dado por la que se establece entre las bases purinicas y pirimidinicas, y que terminan
generando estructuras micrométricas como las hebras de ADN. En el caso que hemos estudiado, el hecho
qgue el TBA permanezca neutro al pH de trabajo descarta la posibilidad de interacciones electrostaticas,
dejando a los enlaces por puente de Hidrégeno como el Unico modo de interaccion para formar
estructuras estables.

En suma, los experimentos preliminares empleando un sistema controlado y bien caracterizado,
permitieron demostrar que la complementariedad nanotopogréfica juega un papel fundamental en los
eventos de bioreconocimiento entre dos superficies. Dado que las proteinas muestran una dimension
superficial en el entorno de 2.2, es légico pensar que las células presenten un grado de nanorugosidad
similar, por lo que es necesario ofrecerles una superficie nanoestructurada para aumentar el grado de
adhesion sobre las mismas. Del mismo modo, la interaccion entre el sustrato de titanio y las
hidroxiapatitas de recubrimiento deberan tener una nanotopografia complementaria para mejorar la
adhesion entre ambas superficies. Este es un problema actual en el disefio de implantes, y nuestros
resultados sugieren que la interaccion entre superficies topograficamente complementarias pueden ser
la solucidn.

4.2. SUSTRATOS DE TITANIO

El Titanio puro vy sus aleaciones son de uso frecuente en el disefio de implantes dentales y ortopédicos,
debido a sus excelentes caracteristicas de resistencia mecanica, estabilidad quimica y biocompatibilidad.
Esta Ultima estd relacionada con las propiedades de la interface, en términos de su estructura, morfologia
y composicién quimica.
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Uno de los puntos clave para comprobar la hipdtesis de trabajo planteada es observar las diferencias que
se puedan inducir en la formacidn de los depdsitos de hidroxiapatitas en funcién de las nanorugosidades
de la superficie de titanio. Por ello, se llevd a cabo una caracterizacion detallada de las superficies de
titanio modificadas, y se las compard con las correspondientes de titanio liso (sin modificar).

Existen varias metodologias para producir la nanoestructuracion superficial. En este trabajo de Tesis se
ensayaron dos de ellas: la formacion de nanotubos de didxido de titanio, y la formacién de estructuras
porosas de titanio obtenidas por oxidacion por micro arco.

4.2.1. NANOTUBOS AUTOENSAMBLADOS DE ORIENTACION VERTICAL

Los pardmetros de voltaje y concentracion 4acida del electrolito son criticos para la obtencién de
nanotubos bien definidos. En ese sentido se han optimizado las condiciones de sintesis de los nanotubos
variando el tiempo vy voltaje de anodizado,[85, 86] la naturaleza del electrolito soporte [10, 87, 88] vy el
medio de sintesis [10, 87-89]. A los efectos de optimizar el proceso de sintesis, y como fue mencionado
en el Capitulo 2, se estudiaron diferentes condiciones de tiempo y voltaje, en un medio glicerol en
presencia de iones fluoruro como electrolito soporte, el cual presenta las mejores condiciones de
concentracion idnica y acida para la sintesis de nanotubos [82].

Los ensayos se realizaron a una concentracién de iones fluoruro de 0.27 M, que de acuerdo con estudios
previos, resulta dptima para obtener una capa homogénea de nanotubos bien definidos [90], y siguiendo
los lineamientos generales de la técnica reportada por Xiao et al. [91] que incluyen una reduccién en el
uso de reactivos y un disefio de celda mas sencillo para el proceso de anodizado. Los nanotubos
sintetizados de esta forma son llamados de tercera generacién ya que el uso de un medio altamente
viscoso (glicerol) evita la fluctuacién de la concentracion y el aumento localizado del pH [87],
promoviendo asi la formacion de un recubrimiento homogéneo en la superficie del material.

El tiempo de anodizado no resultd un parametro critico para la obtencién de nanotubos mejor definidos
y de diferente tamafio. A mayor tiempo no se incrementd ni el grosor de la pared de los nanotubos, ni el
didmetro o altura del recubrimiento. Este comportamiento indica que el sistema alcanzd un estado
estacionario en el cual se genera un equilibrio dindmico en el que las velocidades de disolucion y de
crecimiento del nanotubo se igualan [92]. Por tal motivo se decidié utilizar el menor tiempo de anodizado
(210 min). El voltaje también fue estudiado en el rango 10 a 30 V. Los resultados mostraron que el voltaje
Optimo estaba dado a los 20 V obteniendo una superficie recubierta de nanotubos bien definidos tal como
fue reportado anteriormente por diferentes investigadores en condiciones similares de electrolito [82,
92, 93]. Aun voltaje de 30 V algunas regiones de la superficie presentan una estructura irregular producto
del quiebre de algunos nanotubos por el alto valor de potencial, quedando trozos de los mismos en la
superficie. A ese voltaje las muestras presentaron una superficie irregular similar a la reportada por
Reinhardt et al. [94] que identifican una estructura esponjosa en forma de coral. Otro factor determinante
observado por un grupo de investigadores, sugiere que el incremento gradual del voltaje al inicio de la
anodizacién es crucial para la formacién de los poros iniciales (precursores de los nanotubos) en la
superficie del material [92]. Este parametro se tuvo en cuenta y se realizd un incremento gradual del
voltaje al inicio de la anodizacion de 2.5 mV s

La formacién de los nanotubos de titanio procede a través de un mecanismo que consta de varias etapas.
Diferentes autores han reportado que el proceso de sintesis de los nanotubos se lleva a cabo en 3 etapas
[95] 0 en 4 etapas [88]. Estas consisten en procesos de disolucién/deposicién acoplados a reacciones
electroquimicas, que lo hacen bastante complejo, por lo que es adecuado considerar las diferentes etapas
en forma separada.
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La etapa inicial de formacion de los nanotubos en el electrolito basado en F, es el resultado de 3 procesos
qgue se dan simultaneamente sobre la superficie del metal. El proceso es llamado oxidacion de campo
asistida del Ti para formar TiO; [96]. La oxidacion de campo asistida se produce a partir de los iones de Ti
del metal en contacto con el electrolito, y la disolucién quimica del Tiy del TiO, dada por los iones de F'y
la presencia de 0% proveniente del H,0. Esta disolucidn se encuentra favorecida por la presencia de iones
H*, e ird produciendo un desgaste superficial que sera el origen del futuro nanotubo, y que en esta etapa
del proceso es un nanoporo.

Inicialmente, se forma una capa compacta de éxido en la interface metal|electrolito (doble capa de
Helmholtz), donde se concentran las especies idnicas provenientes de la disolucion: H*, OH y F. Esto da
lugar a un aumento de la corriente, debida al transporte por campo asistido de los iones F~ hacia la
interface. En este punto se establece una competencia[90] entre los iones F y 0% y se va formando
progresivamente la capa de 6xido sobre la superficie, lo que provoca una disminucién de la corriente
debido a la baja conductividad del éxido formado.[88]. En los primeros minutos de la anodizacion, el
crecimiento de la capa de dxido producto del aumento del campo eléctrico se detiene, generdndose una
capa de grosor estable [90].

La oxidacion de la superficie de Ti es gobernada por el potencial de formacion del éxido sobre el Ti. Las
propiedades electroguimicas de oxidacién determinan que un potencial mas positivo se relacione con un
aumento de la concentracién de oxigeno. Dado que el oxigeno es donador de electrones, esto hace que
disminuya la concentracién de electrones libres y por tanto el potencial decaiga a lo largo del film de
oxido [97]. Asimismo, cuando se produce la oxidacién de la superficie, la reaccion de oxidacion de H,0 a
03 es inhibida con el tiempo, y se deja de observar desprendimiento de O, sobre el electrodo.

Resulta entonces que la formacion del éxido inicial estd asociada a la siguiente reaccién en el anodo:
Ti 4+ 2H,0 — TiO, + 4H* + 4e”

mientras que en catodo la reaccién que tiene lugar genera el desprendimiento de H; producto de la
reduccion del H*:

1
H,0 +e” —>sz + OH™

Luego de la etapa inicial de oxidacion de la superficie de titanio, comienza la etapa de crecimiento en
forma casi simultanea, caracterizada por la disolucion quimica de los dxidos formados [95]:

TiO, + 6F~ + 4H* - [TiF¢]?~ + 2H,0
Esta etapa de disolucion es fundamental para la generacion de los poros iniciales [89, 95, 98].

Posterior a la etapa de decaimiento de la densidad de corriente, se registra un aumento de la misma
producto de la oxidacién de Ti a Ti** con una migracion de los iones Ti** y el O a través de la capa de
oxido. La presencia de iones F forma el complejo soluble [TiFs)* en la interface oxido-electrolito. La
disminucion localizada de la capa de éxido generada por el aumento gradual del campo eléctrico asociado
a la disolucién del titanio, genera los poros en la superficie.

Durante el proceso de oxidacion, los H* se acumulan en la superficie metalica. Por efecto electrostaticos,
los iones F~ migran a los sitios de H* y compiten por los sitios de 0% en el dxido. Cuando la concentracion
de estos iones alcanzan un nivel critico en la regién local,[99] la disolucién del TiO, ocurre a través de la
formacién del complejo [TiFs)>. Por lo tanto, el crecimiento de los nanotubos queda gobernado por la
competicién que se establece entre la formacion/disolucion del TiO, y la formacion del complejo [TiFe)?.



Este mecanismo genera una disminucion de las cargas positivas y por lo tanto conduce a un aumento en
la densidad de carga negativa en el éxido dadas por la formacion de [TiF¢]? . De esta forma se produce la
migracion a la interface metal/dxido de los H*, facilitando la oxidacion del Ti. Durante este nivel de
anodizacion los nanoporos son nucleados en la superficie del dxido. Se observa un estado estable del
crecimiento de los nanotubos sobre la superficie de 6xido cuando la corriente anddica alcanza una meseta
[96]. Luego de la anodizacion se obtiene una capa de nanotubos producto de la incidencia de las lineas
de corriente horizontales que ayudan en el proceso de oxidacion de la superficie y genera la estructura
en forma de tubo. Este fendmeno es llamado auto-ensamblado [90].

Las diferentes velocidades de reaccion para las ecuaciones de formacion de TiO, y del complejo
fluorurado conlleva a la generacién de una composicién diferencial entre la base y las paredes de los
nanotubos. Esto también depende de las diferentes tasa de migracién del F y el 0. Se ha observado que
la base del nanotubo contiene una capa rica en iones F~ debido a que la velocidad de migracién de los F
en la capa de 6xido es dos veces mayor que la velocidad de los 0% ® acumuldndose los iones en la
interface metal-oxido. Asi mismo, debido a la migracion de los iones en la capa de dxido, el campo
eléctrico generado es mayor que en la superficie de los nanotubos. Esto genera una separacion de cargas
entre la base rica en F* (electronegativa) y la superficie de los nanotubos de TiO; (electropositiva) [98].
Este hallazgo podria tener incidencia en las propiedades eléctricas del material, como se describira
posteriormente.

Las imagenes de SEM correspondiente a las superficies generadas a 10 V, 20 Vy 30 V muestran que sdlo
se obtiene una superficie homogéneamente recubierta de nanotubos definidos a 20 V. En cambio el
tratamiento realizado a 10 Vy 30 V no presentd los mismos resultados: a 10 V la estructura que se observa
es la de una superficie bajo un tratamiento abrasivo, en este caso provocado por el F- del electrolito y el
campo eléctrico. Se distinguen algunos poros irregulares en la superficie (circulos en rojo), precursores
de los nanotubos. La morfologia se debe a que la movilidad de los iones a este voltaje, generaron un
campo eléctrico en la superficie que no fue suficiente para que se generaran una cantidad minima de
poros iniciales, y el posterior crecimiento de los nanotubos. A 30 V el exceso de voltaje generd un
recubrimiento similar a una esponja en la que se distinguen estructuras en forma de anillos debajo de ella
(circulo en rojo). En este caso la movilidad de los iones fue mayor, provocando luego del crecimiento de
los nanotubos, una capa homogénea que recubre toda la superficie. Asi mismo se observan depésitos de
material por encima de la capa esponjosa, esto puede deberse a perturbaciones locales del campo
eléctrico (flechas azules).

A los 20 V se observa una superficie homogéneamente recubierta de una estructura en forma de
nanotubos con una geometria cuasi-ovalada. Esta geometria puede deberse a variaciones de la velocidad
de difusion de los iones durante el crecimiento de los nanotubos, causado por las fluctuaciones del voltaje
inherentes al equipamiento utilizado. Las paredes de los nanotubos presentan un grosor de 35 nm en
promedio y una altura de 1 um.

Macak et al., [82, 90, 100, 101] caracterizaron la morfologia de los nanotubos en diferentes medios y
condiciones, e identificaron que el factor determinante del crecimiento de los nanotubos estaba dado
por la difusién de los reactivos en la superficie de los nanotubos y en la solucion. También demostraron
que la temperatura y el tiempo del anodizado eran determinantes en el largo de los nanotubos, ya que
durante la sintesis a 40 °Cy mas de 6 hs, se produce el desprendimiento de los nanotubos del sustrato.
En estas condiciones, la viscosidad del medio favorece el crecimiento por auto-ensamblaje de los
nanotubos definidos en la superficie del material, a una tasa de crecimiento de 50 nm V1.

El tratamiento térmico de la superficie modificada con nanotubos de TiO, promueve la cristalizacién de
las estructuras generadas. En particular, el tratamiento térmico a 550 °C genera una mezcla de



estructuras cristalinas dominada por la anatasa sobre el rutilo. Estos resultados estan de acuerdo con los
hallazgos de Ge et al., [85] quienes determinaron que la fase anatasa aparece a temperaturas por encima
de los 300 °C mientras que la fase rutilo lo hace por encima de los 450 °C. Para temperaturas por encima
de los 600 °C, los reportes coinciden en la destruccién de los nanotubos de titanio [85, 102].

El andlisis de las muestras por XPS permite determinar los &tomos presentes en el material y la estructura
qguimica que forman. La mejora en la resolucion y sensibilidad de la técnica se debe al efecto que generan
los estrictos procedimientos de limpieza empleados, que descartan aquellos elementos que no forman
parte de los nanotubos de titanio, y que surgen de la contaminacién de la muestra durante la
manipulacion. Los elementos que se identificaron en la superficie incluyen también a residuos de las sales
empleadas durante la sintesis, y que permancen adheridas o incluidas dentro de los nanotubos. Durante
el tratamiento térmico a 400 °C, sélo se observan diferencias marginales en la proporcion de Ny de F, tal
cual fuera observado por otros autores,[102] y que sugiere que se afecta principalmente al NH4F
empleado en la sintesis (la sustancia se descompone a 100 °C). La principal contaminacion proviene de la
materia orgdnica, la cual sélo disminuye drasticamente con el bombardeo con plasma de Ar*. Una vez
eliminada esta interferencia, el analisis de los porcentajes atémicos permite concluir inequivocamente
que la naturaleza quimica de los nanotubos de titanio corresponde al TiVO,.

A partir de la aplicacion de la técnica de EDS se pudo determinar que existen dos composiciones quimicas
diferentes para la base y la pared del nanotubo. La base del nanotubo presenta mayoritariamente Ti
debido a que la sintesis de nanotubos se realizd sobre una placa 99% Ti. En cambio la pared presenta una
composicién de Ti y O producto de la anodizacién. Debido a que la altura del recubrimiento es de unas
micras, la intensidad de pico para el Ti es notoriamente mayor. Si bien era de esperar la presencia de F
[10] la sensibilidad del método de anélisis no permitié que los picos de F fueran detectados. Sin embargo
cuando se realizo la técnica de XPS (método mas sensible), los dtomos de F aparecen en un 5.56 %.

La ausencia de atomos de O en la base del nanotubo es interesante, ya que sugiere que la formacion de
los nanotubos se lleva a cabo en forma lateral. De hecho, se ha demostrado que en las superficies
modificadas anddicamente con nanotubos, una vez eliminados los mismos, se observa una capa de titanio
(no de TiO2) que aparece “impresa” donde se encontraban los nanotubos,[101] lo que sugiere que el
fondo de los mismos esta formado por el sustrato metélico no oxidado.

El andlisis de las propiedades de mojabilidad por angulo de contacto para las superficies anodizadas a
diferentes voltajes, permitié determinar las caracteristicas de mojabilidad de la superficie. En este caso
se observé que la estructura de la superficie en forma de nanotubos, genera un recubrimiento
hidrofébico. Méas aun, cuando los nanotubos son destruidos (anodizacién a 30 V), la superficie tiene
caracteristicas hidrofilicas. Estos resultados deben ser analizados desde dos puntos de vista: la
hidrofobicidad/hidrofilicidad de la superficie, y la superhidrofobicidad obtenida. La mayoria de los
estudios de las propiedades de mojabilidad de las superficies modificadas con nanotubos de titanio
concuerdan gue las mismas son de naturaleza hidrofilica.

Las propiedades de mojabilidad de la superficie se relacionan con la estructura de la misma. Wenzel [103]
y Cassie [104] realizaron estudios sobre el efecto de la rugosidad de la superficie en las medidas del angulo
de contacto. La misma establece que la configuracion de equilibrio del liquido sobre una superficie rugosa
esta dada por la capacidad del mismo de introducirse y seguir la rugosidad de la superficie (Figura 60). De
acuerdo a lo establecido por Wenzel la rugosidad mejora la mojabilidad para una superficie hidrofilica,
mientras que para superficies hidrofébicas ocurre lo contrario [66]. Los resultados obtenidos muestran
que la formacién de los nanotubos corresponden a una superficie superhidrofdbica lo que de acuerdo
con la teoria de Cassie-Baxter [104], es asimilable a la superficie con un alto grado de nanoestructuracion.
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FIGURA 60. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA FORMACION DE UNA GOTA LIQUIDA EN EQUILIBRIO CON EL
AIRE'Y CON SUPERFICIES DE DIFERENTE RUGOSIDAD

Este hallazgo permite determinar que una superficie nanoestructurada se corresponde con una alta
hidrofobicidad, similar a la hallada en la naturaleza como las superficies auto-limpiantes de las hojas de
Loto, o el plumaje de los pajaros. Esta caracteristica le brinda al material la propiedad de mayor resistencia
a los procesos corrosivos que se pudieran dar en el medio bioldgico, asi como generar una superficie que
permita la adhesion de células y crecimiento de estructuras caliciformes.

Por otra parte el resultado obtenido esta en desacuerdo con los obtenidos por otros autores, que
encontraron que la nanoestructuracion del titanio da lugar a la formacién de una superficie
superhidrofilica. Sin embargo, recientes estudios [105] muestran que las superficies de nanotubos de TiO;
sometidas a tratamiento térmico en el entorno de los 600 °C dan lugar, al ser almacenadas en aire, a
superficies con dangulos de contacto superiores a los 140 °.

COMPORTAMIENTO ELECTROQUIMICO DE LA SUPERFICIE

La naturaleza del electrolito soporte juega un rol fundamental en las reacciones redox que tienen lugar
en el titanio. Por ejemplo, los iones cloruro forman complejos muy estables con el Ti(lV), pero no con el
Ti(lll), mientras que con los iones sulfato ocurre lo contrario. De esta manera, como los estudios
electroquimicos se llevaron a cabo en presencia de iones sulfato, es necesario considerar la formacion de
especies de Ti(lll) en el medio. Adicionalmente, los diferentes cationes empleados en el electrolito
soporte, i.e. amonio y sodio, determinan el pH del medio. Las soluciones acuosas de (NH4),SO4 tienen un
pH de 5.5, mientras que las de Na,SO, tienen un pH de 7.

En medio Na,SQOs, se observa un tipico voltamperograma que incluye una corriente anddica con un Unico
maximo a ca. -1.0 Veiome, que da la transicion entre los potenciales activos del metal y los potenciales
pasivos. A £ < -1.0 Vaiomel, 1as corrientes crecientes que se observan corresponden al proceso de
disolucion del metal:

Ti - Ti3* + 3e™

La modificacion de la superficie del Ti a través de la oxidacion electroquimica genera un semiconductor
tipo-n [106]. Las propiedades eléctricas estudiadas por voltamperometria ciclica y espectroscopia de
impedancia electroquimica demuestran que la oxidacion de la superficie produce cambios en las
propiedades de conduccidn eléctrica diferente en el TiO, que al estado en metal puro. Estas propiedades



se asocian con el hecho de que las impurezas generadas en la red del material durante los procesos de
oxidacion y reduccion, actlan de transportadores de carga a lo largo de la superficie.

La reduccion del Ti** en el TiO, da como resultado la especie Ti** que se cree es responsable de la
conduccion eléctrica en el TiO,. Esta afirmacién surge del hecho que el Ti** es generado como impureza
en el semiconductor durante la reduccién anddica. Del estudio realizado, se observaron dos
comportamientos bien diferenciados a velocidades altas y bajas, dado por la aparicién a velocidades altas
de un segundo pico anddico. Por su parte, a bajas velocidades de barrido se identificé un proceso de
adsorcién reductivo.

Las ecuaciones que dan cuenta de los procesos son:
TiO, + 5H,0 + 5e~ - [Ti3* ...H*] + 2H,0
0, + 4H* + 4e~ - 2H,0
[Ti3* ..H*] + e~ - Ti®* + 0.5H,

La reaccion de reduccion del TiO, para formar Ti** se acopla a un proceso de intercalacién de iones H* en
la red de oxigeno en la superficie del nanotubo. Este proceso de reduccion es detectado a velocidades de
barrido de potencial entre 20 mVs™y 80 mVs ™. Simultdneamente se produce la reduccion del oxigeno en
la superficie de TiO; [94], evidenciada a través de la corriente catddica creciente que se observa a los
potenciales mds negativos.

Finalmente, las reacciones anddicas son el reverso de las reacciones catddicas antes descriptas:
Ti3* + 2H,0 > TiO, + H* + e~
[Ti3*..H*] + 2H,0 - TiO, + 5H* + e~

En este caso, la superficie presenta un comportamiento interesante en la regién anddica. Como se
menciond anteriormente se observan dos picos, uno reversible localizado a un potencial de -1,205 V y el
segundo pico es irreversible localizado a un potencial de -0,708 V, ambos con respecto al electrodo de
Ag|AgCl. Este comportamiento se observa en condiciones acidas debido a que el potencial redox del TiO;
es desplazado hacia el potencial ventana del electrolito [94]. Este efecto se observé cuando se realizé la
voltamperometria ciclica de la superficie utilizando el electrolito Na,SOs a 0.1 V s de velocidad de barrido
(Figura 29). En ese caso no se observa el segundo pico anddico (£, =-0,708 V) y el comportamiento de la
superficie es diferente. Comparando ambas voltamperometrias también se observa un corrimiento del
potencial de reduccion del H de -1,30 V en el electrolito Na;S04, a -1,60 V en (NH4),SO4 (Figura 26). Este
comportamiento esta dado por el efecto del pH del medio que provoca cambios en el comportamiento
eléctrico del material. Si bien las medidas fueron realizadas en condiciones atmosféricas, la densidad de
corriente de reduccién del oxigeno es despreciable, debido al dominio de los dos picos de reduccion del
titanio.

PROPIEDADES ELECTRICAS DE LAS SUPERFICIES POR EIS.

COMPORTAMIENTO DE LA LAMINA DE Ti

Las medidas de espectroscopia de impedancia electroquimica permiten determinar las reacciones de

oxidacién y reduccion de la superficie en estudio asi como los procesos de adsorcion y difusion de las

especies generadas. El estudio de la superficie de Ti lisa permitié distinguir dos comportamientos

diferenciados que se relacionan con dos estructuras que componen la superficie del material. En la regién
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de potencial comprendida entre 0y -0.7 V se observa un comportamiento de la superficie caracteristico
de un capacitor CPE (Figura 34) debido a la presencia de un recubrimiento de una capa pasivante de éxido
generada por el contacto con el aire. Por el contrario, en la region de potenciales mds negativos
comprendido entre -0.8 y -1.3 V, el sistema ingresa en la zona de desprendimiento de hidrégeno la cual
favorece la remocién del éxido remanente en la superficie, dejando el metal al descubierto. En esta regién
la superficie se comporta como un capacitor puro C en el circuito equivalente.

En la regién de potenciales entre -0.5 y -0.7 V se observa un comportamiento diferencial que no fue
posible representar por los circuitos equivalentes propuestos. Esta zona de transicion podria deberse a
que la proporcion de superficie recubierta de 6xido, y de metal sin recubrir, son equivalentes y por lo
tanto no se observa la prevalencia de un circuito sobre otro. En esta region la superficie tiene un
comportamento dual.

COMPORTAMIENTO DE LA LAMINA DE Ti CON RECUBRIMIENTO DE TiO,

En el estudio del comportamiento de la superficie modificada con nanotubos de TiO,, también se observa
un comportamiento diferencial en el rango de potencial analizado. En este caso el comportamiento se
debe a los procesos que se dan en la superficie de los nanotubos y los que se dan en la base de los mismos.
Ambos comportamientos fueron representados por dos circuitos equivalentes. En el caso de la superficie
de los nanotubos el comportamiento se asocia a un capacitor CPE debido a la presencia 6xido que forma
parte del TiO, de los nanotubos. La representacion de este circuito se mantuvo a potenciales mas
negativos correspondientes a la zona de desprendimiento de H,. Este resultado permitié determinar la
respuesta homogénea de la superficie a los cambios de potencial y la estabilidad por medio de la adhesion
de la superficie al sustrato.

A partir de este estudio se pudo determinar un comportamiento diferencial entre la superficie de los
nanotubos y la base interna del mismo. En la superficie de los nanotubos se estarian dando procesos
difusionales entre el TiO, y los iones del electrolito. Debido a las lineas de corriente esto genera un campo
eléctrico en la superficie de los nanotubos favoreciendo esta difusién. En cambio en el interior de los
nanotubos el campo eléctrico generado es menor, sélo registrdndose el comportamiento resistivo de la
solucion de electrolito y las propiedades capacitivas del material. Con estos resultados, se demostrd que
la técnica de EIS se puede utilizar para estudiar, de manera diferencial, el comportamiento de la superficie
y de la base de los nanotubos.

4.2.2. TITANIO TRATADO CON OXIDACION POR MICRO ARCO (OMA)

El tratamiento de superficies por Oxidacion por Micro Arco (OMA) es una técnica ampliamente empleada
en la generacién de superficies microporosas de TiO, en sustratos de titanio puroy comercial. Esta nueva
superficie suele ser porosa y permanece firmemente adherida al sustrato. La técnica de OMA también
tiene la posibilidad de incorporar Ca y P en la capa superficial, cuando se controla la composicién del
electrolito.

Las muestras analizadas fueron sintetizadas por OMA bajo licencia de patentamiento del electrolito
utilizado. La formacion de la capa cumple con las siguientes etapas que se detallan en la Figura 61.
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FIGURA 61. ESQUEMA DEL PROCESO PROPUESTO PARA LA FORMACION DEL LA CAPA POROSA DE TIO; SOBRE LA
LAMINA DE TITANIO PURO. ESQUEMA PREPARADO POR EL DR. PIOTR TSYGANKOV Y DR. ANDREI PAVLOV.

El micro arco es generado por la aplicaciéon de un voltaje a la solucién de electrolito que supera cierto
limite produciendo la ruptura dieléctrica de la capa de TiO; de la superficie del sustrato de titanio. Los
iones positivos del titanio y los iones OH del electrolito se mueven rapidamente en direcciones opuestas,
dando lugar a la formacién de nuevo TiO,. Este procedimiento se repite dependiendo del espesor de la
capa porosa que se quiera obtener. Luego del tratamiento se realiza un pulido suave empleando
ultrasonido, para quitar excedente de electrolitos de la superficie e impurezas. Esta nueva capa de TiO;
es diferente a la que se puede formar en forma dindmica en un barrido de potencial: suele ser mds porosa
y encontrarse firmemente adherida al sustrato, lo cual representa una ventaja para su empleo en la
fabricaciones de implantes de sustitucion désea [27]. Otra ventaja del procedimiento de oxidacion por
micro arco es la posibilidad de incorporar Ca y P en la capa superficial, controlando la composicién del
electrolito [107, 108].

El procedimiento empleado para obtener las muestras analizadas en este trabajo surge de una
modificacion creada por los Drs. Tsygankov y Pavlov, de la Universidad Bauman de Moscu, y que cedieron
sus muestras para su caracterizacidon y uso en este trabajo de Tesis. Entre las modificaciones planteadas
por el grupo de investigadores rusos, estd el uso de un circuito de pulso de capacitancia, que trabaja al
mismo tiempo como una resistencia de lastre reactiva (reactive ballast resistance) y como un acumulador
de energia. Esto hace que la chispa tenga una mayor potencia, dando lugar a recubrimientos mas
delgados y porosos. Las etapas mas relevantes involucradas en el proceso OMA se detallan en la Figura
61. Luego del tratamiento, se realiza un pulido suave empleando ultrasonido, para el acabado final.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y QUIMICAS DE LOS DEPOSITOS OBTENIDOS

Las imagenes SEM (Figura 37 y 38) revelan la formacién de una superficie suavemente ondulada,
salpicada por una distribucion homogénea de poros de didmetros submicrométricos. Esta formacion
porosa provocada por el medio abrasivo y el voltaje empleado, concuerda con lo reportado por otros
autores [109, 110]. Esta modificacidon se genera a partir de particulas depositadas en la superficie durante
la oxidacién [111]. Inicialmente se produce la disolucién localizada en la capa de éxido a partir de las
particulas y la interconexion de las mismas generan el poro.

Las tres muestras tratadas a diferentes tiempo y en el mismo electrolito presentan una composicion
relativa de dtomos similar entre si,tanto en el analisis de la superficie como del corte de perfil. En los tres
casos la relacion de O y Ti en la superficie del material es de 2:1, mientras que el porcentaje de Ti en el
centro del material (sustrato) es de 99 %. Atomos como el Fe, Zn, Al, Ca, K, Pty Si se encuentran en forma
de trazas, representando entre 1y 0.01 % del total de los dtomos de la superfice. La distribucion de Fy P
en las muestras analizadas se observan principalmente en la superficie oxidada. También se encontraron
atomos de P posiblemente bajo la estructura de PO4 en la cara interna de la capa de 6xido. Si bien las
especies de P migran mas lentamente que los iones 02, los poros iniciales generados en la superficie
sirven de pasaje para el electrolito a la capa interna del recubrimiento de éxido. Comparando estos
resultados con la sintesis de nanotubos, la mayor variante entre la anodizacién electroquimica y la OMA,
es el voltaje aplicado en ambos métodos. En el primer caso un voltaje menor y una mayor viscosidad del
medio permiten un crecimiento homogéneo y controlado de los nanotubos. En cambio en el caso de OMA
el método es mas agresivo, generando huecos en la superficie producto de la oxidacién. De todas formas
como los electrolitos principales que participan en la reaccién son los mismos, es de esperar que las
reacciones que se den de oxidacidn sean semejantes en ambos métodos.

El estudio de la proporcion de los dtomos de Ti, O y Ca muestra que el agregado de CaO como sustituto
de TiO, no arrojé los resultados esperados y por el contrario el porcentaje hallado en la superficie de la
muestra es de 0.93% con respecto al total de dtomos presentes. Sin embargo el porcentaje de Ti en la
misma muestra fue de 22%. Este resultado permite afirmar que el Ca no sustituyd al Ti para formar CaO.
Ademas permite deducir que el Ti del TiO; de todas las muestras pertenece al sustrato y no al agregado
de TiO; al electrolito.

Una de las caracteristicas de los compuestos biomiméticos de minerales de calcio, es la relacién entre
Ca/P de los depdsitos. Ese valor se ha encontrado que es de 1.67 para generar un recubrimiento
biocompatible. En estudios anteriores se ha encontrado que la relacion de Ca/P en la superficie
modificada por ésta técnica, aumenta de 1.3 a 1.8 con el aumento de voltaje aplicado [110]. Sin embargo,
en la muestra analizada no se encuentra esa relacion y por el contrario el valor hallado se encuentra entre
0.03 y 0.18. Estos resultados permiten suponer que la biocompatibilidad de este material seria muy baja.

4.3. RECUBRIMIENTO DE HIDROXIAPATITA

La literatura describe una amplia variedad de técnicas de sintesis de hidroxiapatitas, lo que permite elegir
entre ellas seguin los objetivos perseguidos en el trabajo. La formacion de hidroxiapatitas
estequiométricas a partir de sus precursores es un proceso espontaneo (AG < 0), con un cambio entalpico
exotérmico (AH < 0) determinado por el calor liberado durante la formacion de los cristales, y un término
entrépico desfavorable (T. AS < 0) debido a la formacion de un sistema cristalino a partir de precursores
en solucién (Tabla 26) [112].
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TABLA 26. PROPIEDADES TERMODINAMICAS PARA LA SINTESIS DE HIDROXIAPATITA ESTEQUIOMETRICA

AG (kJ mol?)  AH (ki mol?) T. AS (ki mol?)

HIDROXIAPATITA -12674 -13477 -806
ESTEQUIOMETRICA

El proceso tiene una cinética lenta, por lo que un aumento de la temperatura de la sintesis lo favoreceria.
Si bien esta mayor temperatura favorece el término entrépico pueda inhibir la sintesis es llevarla a cabo
a una temperatura por encima del ambiente, pero como se desprende de los datos de la Tabla 26, la
incidencia del término entrdpico es despreciable. Por ese motivo, el uso de temperaturas moderadas es
habitual en la sintesis de hidroxiapatitas, demostrando una incidencia muy favorable en la cinética [113].

Las propiedades termodindamicas observadas para la sintesis de hidroxiapatitas estequiométricas no
difiere de las hidroxiapatitas nanoestructuradas, no maduradas (Figura 62). De este modo, desde el punto
de vista energético (termodindmico) no existen impedimentos para la sintesis de hidroxiapatitas
nanoestructuradas, por lo que la eventual nanoestructuracién provendra de la velocidad de formacion
de cristales, y el autoensamblado de los mismos. En esta direccidn, la incidencia de la superficie de base
(titanio) proveyendo las nanorugosidades resulta una alternativa para la sintesis de hidroxiapatitas
nanoestrucutradas. Sin embargo, también es posible producir hidroxiapatitas nanoestructuradas en
solucidn, en la medida que se generen estructuras autoensambladas jerarquicas.
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FIGURA 62. VARIACION DE LAS PROPIEDADES TERMODINAMICAS (TERMINO ENTROPICO, ENTALPIA Y ENERGIA DE
GIBBS) EN FUNCION DEL TIEMPO DE MADURACION DE LA HIDROXIAPATITA SINTETIZADA. LA REGION MARCADA
CORRESPONDE A LOS VALORES DE HIDROXIAPATITAS ESTEQUIOMETRICAS. DATOS REPORTADOS EN LA REF.[112]
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La medicina de reconstruccién dsea, ha pasado de generar implantes robustos de materiales poco
amigables para las condiciones bioldgicas, hay biomateriales “inteligentes” de disefio sofisticado que
simula las estructuras bioldgicas a ser reemplazadas. La HA se describe como estructuras hexagonales
apiladas formadas por los grupos PO;* creando dos tipos de tlneles paralelos al eje ¢ de la celda
unidad.[114] La primera especie de tunel, coincide con la estructura del eje ternario y estd ocupada por
iones Ca?* mientras que el segundo el cual estad recubierto internamente por iones Ca?*y 0% esta
ocupado por iones OH". El didmetro del tunel (3 A) le da a las apatitas la propiedad de intercambio de
iones a altas temperaturas, e inclusive puede actuar como hospedaje para pequefias moléculas. Estas
propiedades se han utilizado en conjunto con las caracteristicas ampliamente estudiadas y probadas de
los metales, para generar implantes hibridos. En este sentido simular las condiciones en las que se
produce el crecimiento éseo en el organismo, ha sido el principal interés de la comunidad cientifica. Para
ello se estudiaron 3 superficies diferentes de material basado en Ti, las cuales fueron modificadas por
distintas técnicas descritas anteriormente (OMA y anodizacidn electroquimica). Sobre este material se
crecio HA bajo dos métodos (biomimético y por precipitacion acuosa) a los efectos de determinar cual
generaba mejores recubrimientos para uso en implantes. La diferencia entre ambos métodos es que en
el de precipitacion acuosa, la obtencién de la HA se realiza sin la presencia del sustrato, y el polvo obtenido
luego de calcinacion, es depositado por método electroforético sobre los sustratos antes mencionados.
En el caso de la sintesis biomimética, la formacion y crecimiento de la HA se da directamente sobre el
sustrato a partir de los electrolitos del medio (SBF).

4.3.1. HIDROXIAPATITA OBTENIDA EX SITU

La sintesis de HA [Ca10(PO4)s(OH),] se llevé a cabo por medio de la siguiente reaccion:
10 Ca(NO3),.4H,0 + 6 (NH,)H,PO, + 14 NH,OH — Ca;,(P0,4)¢(OH), + 20NH,NO3 + 52H,0

Luego del tratamiento por calcinacion se obtiene un polvo blanco que fue caracterizado por XRD. Los
resultados muestran que el compuesto sintetizado es HA altamente cristalina, con un tamafio de cristalita
nanométrico. El mecanismo de formacién de la HA estd dado a través del precursor OCP
Cag(HPO4)2(P04)4.5H,0, que también fue encontrado en el analisis por XRD.

El OCP se forma mas rapidamente que la HA y se ha encontrado es el precursor del proceso de formacion
inicial del mineral del hueso [115]. Dado que la sintesis se realizé mediante el agregado de los compuestos
solidos a una solucién acuosa a temperatura de 60°C, primero pudo haberse generado el OCP dado que
la relacion de Ca/P necesaria para la sintesis es de 1.33. Inicialmente mientras se produce la disolucion
de Ca(N0s),.4H,0 y (NH4)H,PO4 las concentraciones libres de Ca?* y PO,* son suficientes para que se
produzca el compuesto intermediario OCP. Si bien otros compuestos como el fosfato de calcio amorfo,
ACP, podrian haberse formado inicialmente, en el anélisis sélo se encuentra el OCP. El proceso de
maduracion en las aguas madres de la sintesis, hace que éste recristalice en otros compuestos
dependiendo de los electrolitos de sintesis y su concentracion [18]. Por tal motivo inicialmente durante
la sintesis pudo haberse formado el compuesto ACP que luego de la maduracion se recristalizd en OCP.
El OCP sdlo difiere de la HA, en que entre sus capas de Ca/PO4> se intercala una capa de H,0 [116]. El
proceso de calcinacién pudo haber eliminado la capa de agua de la mayoria de los cristales sintetizados,
favoreciendo la transformacién a HA. La siguiente ecuacién ilustra el proceso [117]:

CagH,(P0O4)e.5H,0 — CagH,(P0O,4)¢.nH,0 + (5 —n)H,0

Por tanto lo que se detecta en el diagrama de XRD es el compuesto OCP que luego por un proceso de re-
cristalizaciéon durante la deposicion electroquimica, se transforma en HA. Si bien la formacién de OCP se



daaunpHde5.5-7, latemperaturay la agitacion favorecen la formacion del precursor. Algunos autores
sugieren que los cristales estan formados por mezclas intercristalinas de OCP y HA.[117] Los planos
cristalinos preferenciales hallados para la HA fueron el (211) y (300) principalmente. Estos datos coinciden
con los hallados para la sintesis de apatitas carbonatadas en donde la temperatura del tratamiento
provocaba un aumento en la intensidad de la fase de apatita alrededor del plano (211), aumentando por
tanto la cristalinidad [118].

El estudio de la estructura y los entornos quimicos del compuesto sintetizado se estudiaron por FTIR. Los
resultados muestran la formacién de carboxiapatita nanoestructurada. Si bien se ha reportado con
anterioridad que el tratamiento térmico posterior a la sintesis del compuesto hace que pierda contenido
de CO3% [118], en este caso se observan tres frecuencias vibracionales para el COs%. El modo vibracional
centrado en 861 cm™ se corresponde con entornos no-apatiticos pertenecientes a los dominios de IR de
v,C0Os% que se identifican con bandas no caracteristicas de los carbonatos. Se ha reportado que estas
bandas se relacionan con la sintesis de apatitas nanocristalinas a pH fisioldgico [28]. Para la sefial centrada
en 876 cm™se observa un pico correspondiente a carbonatos apatiticos tipo B. Estos se presentan cuando
la estructura es cristalina. El pico hallado a 1653 c¢cm™ no pudo identificarse como frecuencia del COs*y
podria relacionarse con la regién correspondiente al agua.

En el caso de los grupos PO,* encontrados, las frecuencias de los modos vibracionales corresponden a
v1PO,4 vy v3PO,4 . Cuando se estudian los entornos apatiticos se observa que éstos pertenecen a apatitas
nanoestructuradas (960, 1022, 1044, 1061, 1090 cm™?) para ambos modos vibracionales. Estos resultados
permiten concluir que la apatita sintetizada se corresponde con una carboxiapatita nanoestructurada.
Como se menciond anteriormente, esta estructura quimica es caracteristica de las apatitas bioldgicas.

4.3.2. HIDROXIAPATITA OBTENIDA /N SITU: METODO ELECTROFORETICO

La electrodeposicién de HA sobre un sustrato es uno de los mds comunes métodos de sintesis de HAs
cristalinas [9]. Sin embargo en el presente trabajo se realizaron varios experimentos modificando las
condiciones de voltaje, temperatura, y electrolito, sin obtener los resultados esperados. Por tal motivo se
procedio a sintetizar la HA primero y luego depositarla por un método electroforético. Este método ha
sido utilizado por empresas que desarrollan biomateriales para sustitucion ésea a nivel industrial. En el
Anexo 3 se muestra un ejemplo de los andlisis realizados a los depdsitos de hidroxiapatitas de productos
comerciales fabricados con esta metodologia.

Las muestras elegidas como sustrato fueron laminas de Ti 99 % lisas y ldminas nanoestructuradas con
nanotubos de TiO,. Se utilizaron 3 diferentes voltajes de sintesis y se determind que se producia un
recubrimiento cuando el tratamiento se realiza a 10 Vy 20 V en ambos sustratos. El tiempo también fue
estudiado como una variante en la sintesis y se demostrd que a 1 min de tiempo de sintesis se obtenia
un recubrimiento homogéneo en ambas superficies. Cuando se realizaron las pruebas de adhesion se
observé que el recubrimiento se desprendia por completo en todas las muestras. A pesar de sumergir a
las muestras en agua, lo cual cabria suponer que por el alto grado de insolubilidad en ese medio del
mineral de Cay P formado, no deberia desprenderse, el bajo grado de adhesidn observado hace suponer
que otros factores de la superficie, influyeron en el desprendimiento.

Si se comparan los diagramas de XRD para el depdsito de HA sobre la ldmina lisa y nanoestructurada de
Ti (Figura 49 y 50), se observan diferencias en la intensidad vy altura de picos, principalmente. En el caso
de la superficie lisa, los picos muestran un depdsito policristalino sin un plano caracteristico que
sobresalga sobre el resto. Las alturas de los picos ademads son notoriamente de menor intensidad que
para el depdsito sobre la superficie nanoestructurada. Esto supone que el nivel de cristalinidad es bajo y
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menos definido. Dado el grosor de los picos para algunos planos, el tamafio de las cristalitas es mayor que
en la superficie de nanotubos. Sin embargo, en ésta Ultima, los planos (211) y (300) son los principales
cristales encontrados. Esto determina que, si bien el depdsito no es monocristal, sélo dos planos son los
preferenciales. Por su parte el grosor de pico es angosto denotando un tamafio de cristalitas nanométrico.
En ambas superficies ademas, no se observa la presencia de OCP como precursor de la sintesis,
confirmando este resultado, que el proceso de electroforesis permitié la recristalizaciéon de los iones
sobre el sustrato. El depdsito de HA sobre el sustrato se da por un proceso de nucleacién en ciertos
lugares activos de la superficie. Se ha reportado que el proceso de nucleacién durante una
electrodeposicién, puede darse de dos formas, como una nucleacién instantanea o una nucleacion
progresiva [119]. La nucleacidén se da por un proceso instantdneo, cuando la tasa de formacién de los
nucleos en un sitio determinado es 60 veces mayor que la tasa esperada para producir el recubrimiento
del mismo sitio, sélo por crecimiento. En cambio el proceso de nucleacién se dice es progresivo cuando
el recubrimiento esperado sobre un sitio del sustrato, por crecimiento es 20 veces mayor que si fuera por
nucleacién. En este caso la sintesis de HA se daria por un proceso de nucleacién instantanea favorecido
por el campo eléctrico generado durante la electroforesis. La sintesis ademas, se produce a través de la
ruta sélido - liquido — sélido [120], en donde se forma el OCP inicialmente, y éste es disuelto durante el
proceso de electroforesis. Los iones en solucidn luego recristalizan sobre el sustrato formando la HA. Para
el caso en el que se cristaliza sobre la superficie de nanotubos, la estructura cristalina de la HA se
mantiene, prevaleciendo los planos preferenciales (211) y (300). En cambio para la superficie lisa, la
recristalizacion se produce de una forma menos cristalina, no existiendo un plano preferencial definido.
El campo eléctrico suministrado para la sintesis, permite la movilidad de los iones hacia la superficie del
sustrato permitiendo el ensamblaje de los mismos en nanocristales. Estos resultados permiten afirmar
gue una superficie nanoestructurada favorece la cristalizacion de la HA sobre el sustrato, manteniendo
las caracteristicas de tamafio de cristalita y planos preferenciales que el compuesto de partida.

4.3.3. HIDROXIAPATITA OBTENIDA IN SITU: METODO BIOMIMETICO

La sintesis de la HA biomimética se realizd directamente sobre el sustrato, a diferencia de la sintesis por
precipitacion acuosa, en la cual la reaccién se realiza aparte y con la HA obtenida se deposita por método
electroforético sobre el sustrato. La solucion de sintesis fue preparada de acuerdo a la composicion
quimica de fluido bioldgico, con la concentracion idnica casi igual a los constituyentes del plasma
sanguineo humano. En estas condiciones se procurd que todos los elementos necesarios para la sintesis
bioldgica fueran replicados. Por este motivo es que se hace referencia a una sintesis biomimética, ya que
pretende mimetizar el proceso que se da naturalmente en el organismo. La principal ventaja que presenta
esta sintesis basada en la nucleacidn y crecimiento del fosfato de calcio sobre un sustrato metalico, radica
en el hecho que: i) se realiza a baja temperatura (36.5 — 37 °C), ii) la formaciéon de apatitas no
estequiométricas que asemejan los minerales del hueso, iii) la posibilidad de generar depdsitos, inclusive
sobre implantes de geometria compleja, e incorporar moléculas bioldgicamente activas o iones al
recubrimiento [114].

DEPOSITO DE HIDROXIAPATITA SOBRE LA SUPERFICIE DE TITANIO LISA

Cuando se analizaron las laminas lisas de Ti éstas presentaron a nivel macroscopico un cambio de color
(dorado y azul) y signos de corrosidn. Sin embargo no se observaron depdsitos de HA en las imagenes
macro y micro de la superficie. Si bien a menor magnificacidn se observa una diferencia notoria entre la
superficie nanoestructurada vy lisa, a nivel micro (50 um), una superficie agrietada de lineas paralelas y
regulares se observan sobre la [dmina. El estudio de la topologia de la superficie, y la estructura cristalina
se hicieron a través de microscopia SEM y XRD, respectivamente. Estos resultados mostraron que se
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sintetizd HA sobre la superficie en una estructura compacta en forma de ldminas paralelas al sustrato. Al
nivel nanométrico se observa que el recubrimiento presenta una leve rugosidad, pero predomina la
estructura en forma de capas lisas superpuestas denotando un crecimiento en dos dimensiones. La
cantidad de HA biomimética es baja dado que no estd favorecida la nucleacién en la superficie lisa.
Investigadores hallaron que en SBF los grupos -OH se adsorben a la superficie de una capa de TiO;
compacta, favoreciendo la adsorcion de iones Ca®* a la superficie, inicidandose alli la nucleacién. En el
presente trabajo la ldmina de Ti presenta una superficie de TiO; pasivante sobre la cual se podria haber
generado el mismo mecanismo [121]. La interface TiO,/ solucién tiene una naturaleza dipolar dado por
los iones que la componen. Sobre el sustrato de Ti, existe una deficiencia de cargas negativas, como se
menciond anteriormente, debido a la ausencia de iones 0% que pasaron a formar parte de la estructura
del TiO, pasivante. En medio SBF los iones -OH migran a los sitios que dejaron vacantes los 0% y se
adsorben a la superficie formando Ti-OH en la interface sdlido-liquido. Los grupos Ti-OH dependen
significativamente del pH que los rodea con lo cual al pH fisiolégico de 7.4, la superficie es ligeramente
negativa por la presencia de hidroxilos dcidos deprotonados [121]. En estas condiciones iones como el
Ca?* migran hacia la superficie del sustrato favoreciendo la nucleacién de los iones Ca%* con los iones
HPO.%*, H,PO4 para formar los fosfatos de calcio como la HA.

Los diagramas de XRD (Figura 56) mostraron un pico cristalino preferencial correspondiente al plano (210)
verificando la presencia de HA sobre la superficie. También se observa un pico correspondiente a OCP,
que al igual que la HA sintetizada por precipitacion, éste actla como precursor de la formacién de HA. El
resto de los picos que se observan corresponden a estructuras de cristalinidad no definida de la HA,
sugiriendo que se generd una superficie compacta de estructura amorfa.

DEPOSITO DE HIDROXIAPATITA SOBRE RECUBRIMIENTO DE NANOTUBOS DE TIO;

Cuando se estudiaron las caracteristicas del recubrimiento sobre la superficie de nanotubos se observd
gue ésta presentaba un arreglo de esferas en forma de esporas las cuales a su vez estaban compuestas
por pequefias [ldminas en un arreglo semi-concéntrico. Esta estructura jerarquica tridimensional es la que
se busca para utilizarla de andamiaje para el crecimiento del hueso entorno al implante y una estructura
similar se ha obtenido por método hidrotermal [122]. El mecanismo de formacion de la HA sobre la
superficie nanoestructurada es similar al mostrado para el caso de la superficie lisa. En donde la adsorcién
de iones -OH generan la formacion de Ti-OH favoreciendo la adsorcion posterior de Ca?*. Dada la difusion
de los iones sobre la superficie, y ante la presencia de distintas especies de PO,*, estd favorecida la
nucleacién en la superficie e intersticios de los nanotubos. Asi mismo la nanoestructuracion le brinda
propiedades a la superficie que la hace un mejor sustrato para la sintesis. En este caso los nanotubos por
su estructura tridimensional proporcionan mayor area respecto al volumen que ocupan y por tanto
generan mayores sitios para la nucleacién de los iones. Se ha observado en trabajos previos que el
tratamiento térmico para cristalinizar la superficie, favorece la nucleaciéon y posterior recubrimiento de
laHA [121], principalmente cuando la estructura de los nanotubos de TiO, es de tipo anatasa. La rugosidad
de la superficie favorece una nucleacion controlada multinuclear. El posterior crecimiento del cristal a
partir de los nucleos iniciales se realiza a menor velocidad lo cual permite un crecimiento parejo y
ordenado de las ldminas de HA que formaran las estructuras de esporas.

Los diagramas de XRD presentan un pico diferencial a (210), al igual que para la superficie lisa,
demostrando que la estructura cristalina que se forma sobre ambos sustratos es similar. El calculo del
tamafio de cristalita (22.14 nm) reveld que el plano principal en los que se arreglan los cristales de HA
sobre el sustrato, son de tamafio nanométrico. También se observa un pico correspondiente al OCP,
precursor de la HA. En estudios recientes se identificd que la sintesis de HA a partir del precursor de fase
DCPD, se divide en dos pasos. En la fase inicial, las nanoparticulas de HA son réapidamente formadas a
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través de una nucleacién heterogénea y un crecimiento sobre la superficie de DCPD. Luego, la velocidad
de crecimiento de los nanocristales de HA es enlentecido por el cambio en el proceso de cristalizacion
[123]. Este mecanismo podria asemejarse al que se da con la presencia de OCP y HA en ambas superficies.
Como se mencion6 anteriormente, la velocidad de formacién de los OCP es mayor que la de HA y por
tanto éstos podrian ser los compuestos iniciales del proceso de nucleacion en la superficie. A partir de
éstos nucleos formados por el precursor, se sintetiza la HA por sobre ellos.

DEPOSITO DE HIDROXIAPATITA SOBRE SUPERFICIES OXIDADAS POR MICRO ARCO

La formacién in situ de apatitas sobre las superficies oxidadas de Ti por OMA es fuertemente dependiente
de la composicion quimica de la interfase.[110] En presencia de un medio simil fisioldgico, a pesar de
estar presentes las condiciones termodinamicas para que se produzca la capa de hidroxiapatita, se sabe
gue existe una barrera cinética para la nucleacién homogénea de apatita, y son necesarios “estimulos
guimicos” para que se produzca la reaccién. Por ejemplo, los grupos hidroxilos presentes en el SiOH, TiOH
y COOH son inductores eficientes para la nucleacion de las apatitas. Para el caso de superficies
hiperoxidadas, la formacion de CaTiOs puede dar lugar por hidrdlisis a iones Ca?*, OH y TiO(OH),, lo que
genera grupos OH superficiales capaces de inducir la nucleacion de apatitas. Ademas de la existencia de
grupos OH superficiales, la presencia adicional de iones Ca%*, OH y HPO4* aumentan la supersaturacién
natural de las superficies simil fisioldgicas, favoraciendo la deposicién de apatitas [110].

Los resultados indican que no se formd un depdsito de apatita sobre las muestras obtenidas por OMA, y
en principio, la interpretacién de este resultado tendria que tener en cuenta la formacién o no de especies
hidroxiladas sobre la superficie. En el caso de las muestras obtenidas en ausencia de calcio, la que fue
tratada por OMA durante 30 min (muestra 17; Tabla 20) presenta un nimero estequiométrico para el
compuesto oxidado de titanio correspondiente a una relaciéon Ti:O 1:2, por lo que la formacion de TiO;
como Unico compuesto parece ser la interpretacién correcta. En este sentido, no se espera la formacion
de apatitas sobre la superficie, ya que no existen grupos OH superficiales que puedan actuar como
inductores de la nucleacién de apatitas.

Para las otras muestras obtenidas con un mayor tiempo de tratamiento, 60 y 90 min, las relaciones
estequiométricas Ti:O fueron de 1:2.5 (promedialmente), lo que indica que no se forma TiO,, al menos
exclusivamente. La presencia de dtomos de O indica la formacion de éxidos, por lo que cabe analizar la
posibilidad de formacién de otros dxidos superficiales (Tabla 27).

TABLA 27. ALGUNOS COMPUESTOS DE TITANIO. RELACION ESTEQUIOMETRICA Y FORMAS DE OBTENCION

Oxido Relacion Ti:O (atomos) Obtencion
TiO 1:1 Reaccion entre Tiy TiO, a 1500 °C
Ti,03 1:1.5 Reaccion entre Tiy TiO, a 1600 °C
TiO; 1:2
TizOs 1:1.66
TiO(OH), 1:3 Hidrdlisis del TiO,
TiPO,4 1:4 Migracion iénica a altos voltajes
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Los valores intermedios entre 2 y 3 para las relaciones atdmicas O:Ti sugieren la hidrolisis parcial de la
superficie para dar TiO(OH),, el cual a pH basico formaria TiO(OH)O". Sin embargo, esta estructura
negativa no seria capaz de adsorber los aniones PO,* 0 HPO,*.

Como interpretacidn alternativa, puede considerarse la inclusién de fosfato durante el proceso de chispa,
gue produce la migracién de especies altamente cargadas hacia el interior del depdsito. La migracién de
los iones fosfato en comparacién con los iones 0% es lenta, por lo que se ha sugerido que la misma tiene
lugar a través de los poros [124]. En este caso, se podria formar TiPOg, y del balance de dtomos de oxigeno
realizado, que arrojo valores de n = 2.39 y 2.68 para las muestras 18 y 19, respectivamente, se podria
asumir la formacién de un compuesto de férmula general TiO2«(OH)ax. Los éxidos de Titanio formados
para 60 y 90 min de tratamiento de oxidacion por microarco serian TiO11(OH)o7s v TiO132(0H)1.36,
respectivamente. Ambos éxidos muestran un defecto de grupos OH, por lo que no serian adecuados
como nucleos de deposicidon de apatitas.

El analisis del depdsito de HA sobre el material con el tratamiento OMA, arrojé como resultado que tanto
el método de sintesis por electrodeposicién como el tratamiento biomimético, no mostré depdsito de HA
en ninguno de los dos casos (Figura 54,Figura 55). Este resultado contradice lo reportado por otros
autores que trabajaron en las mismas condiciones [110]. Si bien se puede suponer que existié algun error
durante el proceso de sintesis de HA, la deposicién fue realizada en las mismas condiciones que para las
[dminas de titanio sin modificar, y las modificadas por anodizacién electroquimica. Frente a estos
resultados, sélo queda suponer que la estructura del material no permitid el depdsito de HA en la
superficie. La composicién quimica, por el contrario no ha afectado el depdsito de HA ya que las
concentraciones halladas de los dtomos era en el orden de trazas y no diferian en gran medida de las
encontradas en la [dmina de Tiy los nanotubos. Asimismo, varios trabajos encontraron que era necesario
un tratamiento hidrotermal posterior al tratamiento de OMA, para que se produzca el crecimiento de la
HA sobre el material [109, 125]. Este tratamiento estaria generando una superficie bioactiva que favorece
el depdsito de HA [110]. Asi mismo, sélo se han encontrado resultados positivos de induccion de apatitas
en SBF, cuando ésta es generada por el tratamiento hidrotermal previo. Si este tratamiento no fue
realizado a las muestras, entonces es de esperar que éste haya sido el motivo de la ausencia de depdsito.
Si bien el recubrimiento generado tiene una porosidad producto del alto voltaje y las condiciones de la
oxidacion, el tamafio de los mismos es del orden de las micras siendo 1000 veces mayor que el tamafio
de los nanotubos. Frente a esta superficie la HA no pudo formarse quedando la superficie igual que sin
recubrimiento. Si comparamos este resultado con los obtenidos por método biomimético sobre placa de
Ti liso, vemos que, en ese caso se generd un recubrimiento multicapa que seguia la estructura del
sustrato. Sin embargo la superficie modificada con OMA al parecer carece de sitios que permitan la
nucleacién de la HA. M3s alla de las caracteristicas de la superficie, los compuestos quimicos sobre ella
también influyen la nucleacién. Un ejemplo de ello es la contaminacién con otros dtomos que presenta
la superficie que pudo ser un factor determinante en la nucleacién. En ese sentido, si en la superficie se
encuentran grupos hidroxilos tales como SiOH, TiOH y COOH es sabido son inductores eficientes para la
nucleacién de la HA. En el film oxidado a alto voltaje, CaTiOs se hidroliza a Ca?*, OH"y TiO(OH), en SBF. El
oxido hidroxilato de Ti es considerado insoluble y produce una superficie de TiOH, la cual actla como un
sitio de nucleacién[110]. Se ha encontrado que en soluciones de SBF 5 veces mas concentrada, se
produce un recubrimiento de apatita, a pesar de no incorporarse Ca y P a la superficie de Ti, previa a la
incubacion. Sin embargo en los analisis realizados a las distintas muestras, los valores encontrado de Ca
fueron del orden de trazas y no se hallaron indicios de la formacion de TiO(OH),. Estos resultados
permiten determinar que en términos de la topografia de la superficie y los componentes quimicos, no
existieron puntos que permitieran la induccion y nucleacion de la HA en este sustrato.



4.4. COMPARACION DE LOS SUSTRATOS

La nucleacién de la apatita sobre el sustrato involucra un reconocimiento interfacial en la geometria
(entramado, topografia, simetria espacial), en la quimica (enlace, coordinacién, estequiometria) y
electroestatica (potencial, carga) [109].

Desde el punto de vista de la geometria, crear materiales a través de la sintesis por multi-escalado, para
generar biomateriales hibridos, permite simular el arreglo jerarquico que presenta la formacion de los
huesos [125]. En este caso la HA sintetizada por método biomimético presenta una estructura jerarquica
tridimensional, donde las esferas en forma de esporas estan compuestas por ldminas de HA de tamafio
nanomeétrico, como se menciond anteriormente. En reciente trabajo se ha encontrado estructuras
jerarquicas de HA en forma de flores, en donde las [laminas que forman los pétalos, tienen como unidades
basicas estructuras similares a nanovarillas [122]. Se ha reportado ademas que modificaciones en la
estructura del titanio como aumento en la rugosidad, sirven de andamiaje para el crecimiento de
recubrimientos tridimensionales de diferentes caracteristicas.[125]. Estas estructuras tiene la propiedad
de mejorar la biocompatibilidad en el medio bioldgico e inducir la osteointegracion. En el desarrollo de
biomateriales, el sitio de interés tanto para los médicos como los fabricantes, es la interface implante -
tejido 6seo. Se ha visto que un recubrimiento de HA mejora la formacién del hueso que la rodea
favoreciendo la osteoconduccion, y facilita el anclaje entre el tejido de los huesos y la prétesis para
mejorar la osteointegraciéon. Asi mismo, en estudios con diferentes HA y ceramicos nanoestructurados,
se ha visto que la estructura de la superficie favorece selectivamente la adsorcion de determinadas
proteinas pequefias inductoras del crecimiento del tejido 6seo. Mds aln se ha visto que las caracteristicas
de la superficie nanoestructurada puede actuar como disparador fisico de la diferenciacién osteogénica
[126]. Este hallazgo podria revolucionar la industria de biomateriales dado que no habria necesidad de
incorporar otros suplementos de induccion de osteogénesis, disminuyendo los costos del tratamiento y
los riesgos para el paciente.

Con respecto a la quimica de la superficie, se ha visto que los biomateriales basados en calcio y fosfatos
pueden interactuar con sus ambientes idnicos de diferentes maneras: a través del crecimiento del cristal,
por degradacion, o intercambio de iones (sustitucion). El intercambio idnico, por ejemplo, puede darse
tanto entre la interface formada en la superficie hidratada del cristal, o dentro de la estructura de red
cristalina a través de la difusion de iones [127].

Se ha encontrado a través del analisis espectroscépico y quimicos de apatitas nanoestructuradas, que: i)
las apatitas nanoestructuradas presentan ambientes quimicos catidnicos y anidnicos no apatiticos; ii) al
menos parte de éstos ambientes (carbonatos principalmente) estan localizados en la superficie de los
nanocristales y estan en fuerte interaccién con los dominios hidratados [28]. La superficie hidratada esta
compuesta por iones maoviles como Ca?*, HPO4%, y COs* en los sitios no apatiticos. Esta capa hidratada
también se ha visto reduce la tensién superficial de DCPD y OCP por lo cual cabe suponer que lo mismo
ocurre con la HA. En otros estudios identificaron, en experimentos de apatitas en contacto con medios
de cultivo, que la superficie expuesta de apatitas de Ca?* y P al medio de cultivo, presentaban una
superficie quimica carbonatada, sugiriendo que el carbonato tiene un rol fundamental en la actividad
idnica de las apatitas [127].

Se ha observado que la afinidad tanto de proteinas inductoras como factores de crecimiento de huesos,
a adsorberse sobre las apatitas, esta favorecida cuando éstas son no estequiométricas, pobremente
cristalinas y poseen abundantes especies no apatiticas (carboxiapatitas) en la superficie [28].

115



Frente a los datos proporcionados por la bibliografia, y los resultados obtenidos para los tres materiales
analizados, se determina que las muestras que presentaron una estructura de nanotubos de TiO;
favorecieron el crecimiento de la HA en la superficie de los mismos. La sintesis con mejores resultados
del mineral sustituto de hueso, fue por método biomimético, en donde se observa un recubrimiento de
arreglo jerarquico tridimensional. El andlisis de las caracteristicas del recubrimiento determind que se
tratara de carboxiapatita nanoestructurada, la cual coincide con el principal componente de los huesos.
Las pruebas de adhesion tuvieron como resultado que las superficies recubiertas por éste método,
mantuvieron sus caracteristicas iniciales intactas.



CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En este trabajo de Tesis se consideraron diferentes superficies de titanio, con topografias a nivel microy
nano para determinar la incidencia que tenian en la formacién de depdsitos espontaneos de
hidroxiapatita con un buen grado de adhesién. El objetivo principal fue la mejor comprensién de la
incidencia de la nanoestructuracion de la superficie en los fendmenos de bioreconocimiento. El titanio es
capaz de formar enlaces covalentes con las hidroxiapatitas, por lo que la existencia de sitios de nucleacion
para su formacion resulta clave. La pregunta que buscamos responder es si estos sitios de nucleacion
deberian estar determinados a nivel nano o a nivel micro.

Para responder a estas preguntas, hemos comenzado con un modelo muy bien caracterizado a nivel
molecular, consistente en una superficie pulida de Oro que fue recubierta por una capa homogénea de
acido tiobarbiturico, y se la hizo interaccionar con el citocromo c. Este procedimiento es conocido como
autoensamblado molecular, caracterizado por estar bajo control entalpico, y que tiene asociado una
considerable disminucion en la entropia. Es el proceso que da cuenta de los diferentes fendmenos
asociados con la existencia de la vida misma, como es la formacién de las membranas celulares y los
sistemas bioldgicos a nivel macro. Nuestros resultados demostraron que cuando a una proteina se le
ofrece una superficie con un nivel de rugosidad similar a la de su superficie accesible por solvente, es
capaz de interaccionar (adsorberse) en un mayor grado. Cuando se compara este resultado con el de
otras piridinas y mercaptopiridinas con iguales sustituyentes, se observa que los resultados no pueden
ser explicados en base a la quimica de la interaccién, sino a algunos aspectos fisicos, como la topografia
de la superficie. Este resultado demuestra que la complementariedad topografica es un factor clave para
gue se produzca el fendmeno de bioreconocimiento.

A continuacion, se extendid este estudio para considerar la interaccién entre un biomaterial y la
hidroxiapatita que naturalmente se forma en nuestro cuerpo. Para ello, se trabajé con el mismo material
desde el punto de vista quimico (dioxido de titanio) pero con detalles en su topografia diferentes: uno
con rugosidades a nivel de la nanoescala y otro con rugosidades a nivel de la microescala. En este Ultimo
caso, se empled una superficie que, a nivel de microscopia en la microescala, luce como un hueso
esponjoso. A la hora de comparar los resultados, sélo la superficie con modificaciones a nivel de la
nanoescala resulté adecuada para la deposicion espontdnea de la hidroxiapatita, a pesar de que la
microscopia mostré un arreglo que en nada se parecia al del hueso. Entonces, éien qué consiste la
biomimesis? ¢ Es necesario que luzca igual, o debe mimetizarse otro aspecto? Nuestros resultados indican
gue, nuevamente, la topografia resulta clave a la hora de explicar los fendmenos de bioreconocimiento.
Son las rugosidades a nivel nano las que resultaron fundamentales para que se produzca la deposicién de
la hidroxiapatita.

Con estos resultados, que confirman los hallazgos de otros autores, pero empleando una hipdtesis de
trabajo diferente, surge el analisis del futuro de los implantes. ¢ Cual seria la estructura de un implante
que permita cumplir con los objetivos de sustitucidn, en este caso, ésea? Para ello debemos volver a
nuestros resultados con el citrocromo ¢, y con la teoria de West-Brown-Enquist. De acuerdo con nuestros
resultados, y en conexion con la mencionada teorfa, es posible considerar a los objetos bioldgicos
respondiendo a dos dimensiones diferentes, en funcion de su funcionalidad. Por ejemplo, como
demostramos en este trabajo de Tesis, el citocromo ¢ actla como un objeto de dimensién superficial ca.
2.2 para interaccionar con el medio circundante, y como un objeto bioldgico con una dimensién ca. 3
para cumplir su funciéon de transporte electrénico. Existe abundante bibliografia que demuestra que esa
dimensién de 2.2 puede caracterizarse como una superficie de ligera rugosidad que define la interaccion
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con el medio mediante un equilibrio entre la capacidad de captacion y la capacidad de desprendimiento,
permitiendo el camino de “ida y vuelta” en la interaccion. Por otra parte, una superficie que a otro nivel
muestra un grado de invaginacién que hace que ocupe todo el espacio volumétrico provee la estructura
espacial adecuada para cumplir la funcionalidad.

La Naturaleza, como fuente de inspiracién de los nuevos desarrollos tecnolégicos, nuevamente nos da
una leccién en su experimentacion llevada a cabo a lo largo de millones de afios. Consideremos algunas
estructuras naturales y las “copias” realizadas por el Hombre:

GETTY IMAGES

El estadio Olimpico de Pekin fue realizado a semejanza de un nido de pdjaro. Esta construccidon no
obedecid a un mero capricho estético, sino que resulté de estudios profundos que demostraron que esta
estructura aportaba una estabilidad superior a la estructura global. Obsérvese que desde el punto de vista
de las dimensiones, la estructura del estadio (como la del nido de pdjaro) puede considerarse como una
linea que cambia de direccién de manera de cubrir toda una superficie, es decir, una linea de dimensién
efectiva cercana a 2. Nuevamente se cumple que la funcionalidad va de la mano con un nivel superior de
dimensionalidad.

Otro ejemplo que ha encontrado una aplicacion importante en el mercado, es el disefio de los trajes de
bafio para los deportistas:
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La estructura de la tela no es la de una superficie lisa, sino que tiene un liegero rugosado que hace que el
agua se mueva en forma mas aerodindmica sobre el mismo. Este es un ejemplo de interaccién con el
medio, en el que la ligera rugosidad de la superficie interaccionante permite una mejor interaccién con
el medio.

Son muchos los ejemplos que se encuentran en la literatura, pero volvamos a los implantes. ¢ COmo
deberia ser la estructura de un implante ideal? De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo
de Tesis, y con la infinidad de ejemplos que se encuentran en la literatura y a nivel comercial, un implante
ideal podria consistir en una superficie con un alto grado de invaginacién de tal manera que genere un
volumen cuya superficie externa tenga una dimension ligeramente superior a 2, y que su estructura esté
representada por una dimensionalidad cercana a 3. De esta manera, el implante tendria cavidades
internas que puedan ser surcadas por venas y arterias, y una superficie con una ligera rugosidad a nivel
nano que induzca la formacién de hidroxiapatita. Y esto no se aleja de la realidad:

El interior del hueso de la figura consiste en una superficie altamente porosa que tiende a cubrir todo el
volumen (es decir, con una dimensién de ca. 3), mientras que la superficie interaccionante con el medio
presenta una ligera rugosidad (ca. 2.2) que permite la deposicion/disolucién de hidroxiapatita. Esta
superficie ligeramente rugosada también se encuentra en la regién de invaginacion, pero la
dimensionalidad efectiva varia a diferentes escalas. A escala nano, las interacciones predominantes son
entre el coldgeno y la hidroxiapatita en el hueso compacto; a nivel micro la estructura porosa del hueso
esponjado le brinda estabilidad mecanica y dureza estructural.

La Naturaleza tiene todo resuelto, pero es necesario poder comprender el por qué de lo que observamos.
En este trabajo de Tesis hemos pretendido dar una interpretacién a la estructura de los objetos biolégicos
en su interaccién con el medio, como forma de considerar un nuevo disefio, racional y biomimético, de
los biomateriales.
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5.1 PERSPECTIVAS DE FUTURO

El desarrollo de los biomateriales ha evolucionado a la creacién de nuevos dispositivos con diferentes
propiedades que potencian la funcion para la cual fueron creados. El presente trabajo permitio identificar
dos aspectos fundamentales para mejorar el uso de estos bioimplantes, la biomimesis topografica y el
bioreconocimiento a través de los enlaces. Desde este punto de vista se abre un abanico de posibilidades
de nuevos desarrollos y de aplicaciones de estos hallazgos en otros campos.

Tal es asi que en el caso de su aplicacién en el desarrollo de bioimplantes, la aplicacién de la metodologia
de FT-IR permiti¢ identificar las apatitas nanoestructuradas en el caso de materiales quirurgicos, y se vio
que daba resultados confiables pudiendo predecir la adhesion o no del recubrimiento sobre el implante.

Para el desarrollo de nuevas superficies para su uso en sensores, permite el uso de la HA como material
de bioreconocimiento. Asimismo, permite estudiar los eventos de bioreconocimineto en cultivos
celulares asi como coldgeno desde una perspectiva diferente centrandonos en los estudios de las
interfaces material-componente bioldgico.

Diferentes estudios en medicina han relacionado la disponibilidad biolégica de la HA asociada a problemas
de salud humana como por ejemplo las calcificaciones deslocalizadas recurrentes, y patologias asociadas
a enfermedades como la enfermedad celiaca.

Si bien la lista puede ser extensa lo importante a recalcar es que cualquiera de las posibilidades que se
abren de continuar este trabajo requiere de la participacion de diferentes areas del conocimiento para
desarrollarlos. Es aqui que este trabajo se ramifica hacia la necesidad de creaciéon de equipos
multidisciplinarios para abordar los diferentes temas.
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ANEXO 1. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS
EMPLEADAS

A1.1. MEDIDAS DE ANGULO DE CONTACTO

Las medidas de dngulo de contacto (CA) son esencialmente medidas de equilibrio termodindmico.[128,
129] El dispositivo empleado fue especificamente disefiado para cumplir con los requisitos de tal
equilibrio,[65] ya que incluye un sistema cerrado con un ambiente saturado de humedad, de manera que
se pueda establecer el equilibrio entre la gota de liquido y el vapor de agua que satura la cdmara. Una vez
establecida esta condicidn, y trabajando a temperatura ambiente, es posible medir el angulo de contacto
gue forma una gota de agua sobre una superficie (Figura 63). Se establecen 3 definiciones principales, en
funcion del dngulo medido:

(a)
Liguido moja al sélido Liquido no moja al sslido

0 < 90°) (0 > 90°)
/ N g ’
0 \

FIGURA 63. DEFINICIONES DE ANGULOS DE CONTACTO EN FUNCION DE LA
FORMA DE LA GOTA SOBRE LA SUPERFICIE

e Superficie hidrofilica, aquella que es “mojada” por la gota de agua, la que forma un angulo de
contacto CA < 30°.

e Superficie hidrofébica, que no es “mojada” por la gota de agua, la que forma un angulo de
contacto CA >90°

e Superficie parcialmente humectable, es aquella en la que la gota de agua forma un angulo de
contacto entre 30° < CA<90°

Estas definiciones se establecen para superficies lisas, y en todos los casos se cumple el modelo de Young),
para el que se define el angulo de contacto intrinseco, 6,

COS(QY) _ ySVy:VySL

donde vy representa la tensidon interfacial para los equilibrios solido-vapor (SV), sdlido-liquido (SL) y
liquido-vapor (LV).
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Cuando la superficie es rugosa, el modelo de Young debe ser corregido para tener en cuenta dicha
rugosidad, para dar lugar al modelo de Wenzel:[130]

cos(6,,) =r cos(Gy)

donde 6,, representa al angulo de contacto aparente de Wenzel. Este modelo parte del supuesto que la
superficie rugosa es quimicamente homogénea.

El modelo de Wenzel predice un aumento del cardcter hidrofdbico o hidrofilico de una superficie con la
rugosidad de la misma. Cuando se emplean superficies lisas quimicamente heterogéneas, el modelo de
Cassie da cuenta del angulo de contacto medido como el promedio ponderado de las mojabilidades
caracteristicas de las superficies involucradas:

cos(8¢) = f1cos(6y,1) + f2 cos(6y,2)

El caso final corresponde a una superficie que presenta irregularidades tanto fisicas como quimicas. En
este caso, el modelo de Cassie-Baxter[131] propone una situacién en la que el liguido no queda en
contacto con la totalidad de la superficie rugosa, sino que quedan pequefios bolsones de aire encerrado
en las ranuras de la superficie, dando lugar a una interface mixta, tipo SLy LV.

cos(fcp) =17 cos(6,) + f — 1

donde frepresenta la fraccion del sélido que se encuentra en contacto con el liquido, y 15 es la rugosidad
correspondiente al drea de mojado. Este estado particular se le denomina “estado faquir”, y corresponde
a una situacion metaestable, que con el tiempo deriva inevitablemente en un estado tipo Cassie.

La presencia de los bolsones de aire debido a rugosidades en la escala nano aumenta significativamente
la hidrofobicidad o hidrofilicidad original, estableciéndose dos nuevos regimenes para definir la
mojabilidad de las superficies:

e Superficie superhidrofilica, en la que el angulo de contacto formado es CA < 10°

e Superficie superhidrofdbica, en la que el &ngulo de contacto formado es CA > 150°

Por lo tanto la obtencion de una superficie cuya mojabilidad se encuentre en los extremos posibles es
indicativo de una topografia nanoestructurada.

A1.2. COMPOSICION QUIMICA DE LAS SUPERFICIES

La composicién quimica de la superficie metdlica puede obtenerse por dos métodos: la espectroscopia
de dispersién de energia de rayos X (Energy Dispersive X-ray Spectrometry, EDS) o la espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (X-ray Photoelectron Spectroscopy, XPS).

A1.2.1. COMPOSICION QUIMICA POR EDS

Las medidas por EDS hacen uso del espectro de rayos X emitido por una muestra sélida que es
bombardeada con un haz de electrones, para obtener un analisis quimico localizado. Todos los elementos
de nimeros atdmicos 4 (Be) a 92 (U) se pueden detectar por este principio. El analisis cualitativo involucra
la identificacion de las lineas espectrales, mientras que el andlisis cuantitativo involucra la medida de la
intensidad de cada linea para cada elemento en la muestra. Las medidas pueden hacerse sobre puntos
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especificos de la muestra, o se puede seleccionar un drea de manera de obtener mapas de distribucion
de elementos en toda el area seleccionada.

Los sistemas de medida por EDS se encuentran usualmente asociados a los microscopios de barrido
electrénico (SEM). Estos microscopios estan equipados con un catodo y unos lentes magnéticos que se
emplean para enfocar el haz de electrones con el que se bombardea la muestra.

Las medidas de intensidad de los rayos X se lleva a cabo por conteo de fotones, y la precision alcanzada
puede llegar a ser mejor que el 1 % para los elementos mas pesados, y del 2 % para los mas livianos. Los
limites de deteccién pueden llegar al 1 %o (en peso), valor que puede reducirse empleando tiempos de
conteo mayores.

La resolucion espacial queda determinada por el grado de penetracién y esparcimiento del haz de
electrones sobre la muestra. Como los electrones son capaces de penetrar una cantidad de masa fija, la
resolucion espacial pasa a ser una funcion de la densidad de la muestra. Usualmente, la resolucion es de
unas 2 Um. Cuando se usa una capa delgada conductora, el esparcimiento del haz queda limitado, y se
llega a mejores resoluciones.

Durante el bombardeo de electrones producido por el haz, los electrones del material que ocupan los
orbitales mas internos son removidos del mismo, dejando una vacante que es ocupada por los electrones
de orbitales de mayor energia. Esta transicion electrénica tiene asociada una energia que es tipica de
cada atomo, la cual puede ser medida para su cuantificacion. Estas energias se miden en electron volts
(eV), que corresponde a 1.602 x 10° J. El rango de energias de interés para el andlisis por EDS se
encuentra en el rango 1 — 10 keV.

A1.2.2. COMPOSICION QUIMICA POR XPS

La técnica de espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS), también conocida como espectroscopia
electrénica para analisis quimico (ESCA), es una de las mas utilizadas a nivel de técnicas de caracterizacion
superficial, proveyendo informacion valiosa de la composicidn quimica de una capa superficial de no mas
de 80 A de profundidad. La técnica se basa en el principio de fotoemisién. Cuando los fotones derivados
de una fuente de rayos X de alta energia golpean la superficie de una muestra, la energia del fotén puede
ser transferida directamente a un electréon de la capa de valencia, de tal forma que si su energia excede
a la correspondiente a la energia de unién (bindng energy, BE) del electron de la capa de valencia, éste es
eyectado como un fotoelectron. Su energia cinética (KE) es medida por un analizador de energia, y a
través de una ecuacion simple, se puede relacionar esta energia cinética con la energia de union:

KE = hv—BE
donde el producto hv es la energia del fotdn incidente.

La energia de union del fotoelectrén es caracteristica del elemento y del orbital molecular desde el cual
fue eyectado, dando lugar a un espectro de picos para cada orbital de los elementos presentes en la
muestra. El drea bajo el pico es proporcional al nimero de electrones emitidos a una energia de union
especifica, por lo que se relaciona con el nimero de dtomos de ese tipo presente en la muestra.
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A1.3. ESPECTROSCOPIA IR POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es un tipo de espectrometria de absorcion que tiene lugar en la regién
infrarroja del espectro electromagnético. En esta region, los enlaces de las sustancias poseen energias de
vibracién especificas que ocurren a frecuencias (energias) que dependen de la forma de la superficie de
energia potencial de la molécula, la geometria molecular y las masas atdmicas de los elementos que
forman el enlace.

Para que la absorcion de energia en esa regiéon de lugar a una absorcion deben cumplirse algunas
condiciones. Cuando se produce la absorcion de energia, la molécula debe producir un cambio en el
momento dipolar. En estas condiciones se dice que se el modo vibracional es IR activo. En la aproximacion
de Born-Oppenheimer, cuando el hamiltoniano molecular correspondiente al estado electrénico
estandar puede ser aproximado por un oscilador arménico cuantico en las cercanias de la geometria
moleuclar de equilibrio, las frecuencias vibracionales de resonancia son determinadas por los modos
normales correspondietes a la superficie de energia potencial del estado electréonico estandar. Estas
frecuencias de oscilacion se relacionan, en una primera instancia, con la longitud del enlace y las masas
de los atomos en cada extremo del mismo. Los enlaces pueden vibrar de seis manera: estiramiento
simétrico, estiramiento asimétrico, tijereteo, rotacion, giro y aleteo.

Desde el punto de vista practico, las muestras son intrpuestas en el camino de un rayo de luz
monocromatica en la region del infrarrojo, y se registra la cantidad de energia absorbida. En general, la
muestra es analizada en el rango de numero de onda entre 4000 — 400 cm™. Las muestras se prensan
entre dos ventanas transparentes al IR cuando se trata de liquidos. En el caso de muestras sélidas, las
mismas se mezclan con KBr en una proporcion 1 a 4 (en masa), y se prensan bajo una presion del orden
de las toneladas para inducir la formacién de una fase cristalina transparente del KBr.

Al.4. METODOS ELECTROQUIMICOS

A1.4.1 VOLTAMPEROMETRIA CICLICA

Es el tipo mas comun de voltammetria, en la que se mide la respuesta de corriente de un electrodo frente
a una perturbacion ciclica de potencial consistente en una rampa positiva seguido de otra negativa que
culmina en el potencial de origen.

Cuando la especie electroactiva difunde en solucién, se detecta una corriente de pico anddico positiva
(/pa) centrada a un potencial de pico anddico (Epa). Cuando el potencial se revierte (Eswitch), en el
barrido catddico se detecta una corriente catddica negativa que dibuja un pico (/pc) centrado en el
potencial de pico catddico (Epc).[132-135]

El pico de corriente para un proceso reversible a 25 °C, en condiciones de difusion lineal semi-infinita,
esta dado por la ecuacion de Randles-Sevcik:

I, = (2.69x10%)n32AD/?p1/2

donde n es el nimero de electrones, A es el drea del electrodo (cm?), C es la concentracion (mol cm?), D
es el coeficiente de difusion (cm? s1), y v es la velocidad de barrido (V s?). Por tanto la corriente es
directamente proporcional a la concentracién y aumenta con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.
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switch

Current/ A

Potential / V

FIGURA 64. RESPUESTA DE CORRIENTE A LA APLICACION DE UN BARRIDO DE POTENCIAL CICLICO, PARA EL CASO
DE UNA ESPECIE ELECTROACTIVA EN SOLUCION. ADAPTADO DE REF.[136]

La relacion de los picos de corriente catddica y anddica, ipa/inc =1 para una cupla reversible simple. La

posicién de los picos catédico y anddico sobre el eje del potencial (Ep) estan relacionados con el potencial
formal del proceso redox:

Byt Epe
2

EO
y la separacion entre los picos, en V, estd dada por:

0.059
=E =

p.a p.c n

AE,
La separacién de picos puede ser utilizada para determinar el nimero de electrones intercambiados, y
como criterio para el comportamiento Nernstiano. Tanto la posicién del pico catédico como anddico son
independientes de la velocidad de barrido.

Para un proceso irreversible (aquel que presenta un intercambio electrénico lento), los picos individuales
se encuentran reducidos en tamafio y muy separados entre si. Los sistemas totalmente irreversibles se
caracterizan por un corrimiento del potencial de pico con la velocidad de barrido:

o

g, = £ —— 1078 - in(X +l<
= anF | n D% n

1/2

anaFv>
RT

donde a es el coeficiente de transferencia y n, es el nimero de electrones involucrados en el paso
determinante de la velocidad de transferencia de carga. De esta manera, el E, se ubica a potenciales
mayores que E°, y este sobrepotencial estd relacionado con la velocidad de transferencia de carga (k°)
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y a. Independientemente del valor de k©, este desplazamiento del potencial de pico puede ser
compensado por un cambio en la velocidad de barrido.

La corriente de pico para el proceso irreversible estd dada por:
i, = (2.99x10%)n(an,)*/2ACD?v1/?

Cuando el proceso electroquimico se encuentra inmovilizado sobre la superficie el electrodo, la
voltamperometria ciclica da lugar a un perfil diferente al mostrado en el caso difusional: la curva de

respuesta asemeja una campana gaussiana.

Para un intercambio electrénico de 1 e, el ancho de medio pico es de 90.6 mV, y la corriente de pico varia
linealmente con la velocidad de barrido de potencial:

_ n2F2AT
P=4RrT *

donde I' representa la concentracion superficial de la especie electroactiva.

0.2
>
90.6mV
© 01|
<T
>
—|E o0
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-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
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FIGURA 65. RESPUESTA DE CORRIENTE A LA APLICACION DE UN BARRIDO DE POTENCIAL CICLICO, PARA EL CASO
DE UNA ESPECIE ELECTROACTIVA ADSORBIDA SOBRE EL ELECTRODO. ADAPTADO DE REF.[136]

A1.4.2 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS)

La Espectroscopia Impedancia Electroquimica (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS), es una
técnica no destructiva que permite caracterizar el comportamiento electroquimico de una interfase
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electrodo-electrolito. Tiene por tanto aplicaciones importantes en la evaluacion del desempefio de
metales desnudos o recubiertos en diferentes ambientes

La impedancia o impedancia compleja (Z) de un sistema electroquimico se define sobre la base de una
corriente alternadelaformal = I, 4+ I'cos(wt + ¢) que circula a la misma frecuencia w que el potencial
impuesto al electrodo de trabajo, E = E, + E'cos(wt), en un entorno de potencial del orden de los mV.
El cociente de las amplitudes de potencial y corriente, E'/I', junto con el dngulo de fase ¢, aportan la
informacién necesaria para definir la impedancia compleja:

!
Z = — exp(~ip)
donde i es la unidad imaginaria (i = vV—1). Esta impedancia compleja puede escribirse en funcién de dos
cantidades reales:

!

E
7' =Re(Z) = 77 €05

El

Z'"=Im(2) = — 7 seng

que se conocen como la parte “real” y “compleja” de la impedancia, respectivamente. El mdodulo y el
argumento de la impedancia se calculan como:

!

E
1Z| =72+ 27" =

II

ZII
arg(Z) = arctg <7> =—¢@
Las medidas de espectroscopia de impedancia requieren el cumplimiento de algunas condiciones: i) la
medida se lleva a cabo en condiciones de equilibrio (I, = 0); ii) el estado de equilibrio debe ser estable,
lo cual se logra disminuyendo la amplitud de la perturbacion externa a un minimo; iii) la amplitud del
potencial sinusoidal impuesto debe ser lo suficientemente pequefio como para que la corriente inducida
en el sistema se encuentre dentro del rango lineal de respuesta, es decir, E' e I' deben ser
proporcionales; iv) el registro de la impedancia sélo debe hacerse una vez que se estableza una variacion
nula de la intensidad del sistema (condicién de equilibrio electroquimico).

La corriente que fluye en el circuito se debe a la circulacién de electrones en los electrodos metélicos y
de iones en electrolito. Para interpretar la corriente de iones conviene distinguir dos procesos en la
superficie del electrodo de trabajo: uno que incluye reacciones quimicas y transferencia de electrones a
través de la interface electrodo-solucién y que puede llamarse proceso faradaico, por cuanto se cumple
la ley de Faraday de que la cantidad de carga transferida es proporcional a la cantidad de la reaccién
guimica involucrada. El otro proceso no-faradaico y sin reacciones de transferencia de carga a través de
la interface, se debe a adsorciones y desorciones que generan en el circuito sefiales de corriente alterna.
Para poder interpretar la impedancia medida, es necesario representar el sistema electroquimico a través
de un circuito que se denomina circuito equivalente, y donde los diferentes elementos que lo integran
representan procesos faradaicos y no-faradaicos involucrados en el sistema en estudio. La migracion de
iones en el electrolito y lejos de la interface, igual que la circulacidn de electrones en los metales, exhiben
un comportamiento tipo éhmico, razén por la cual se incluye siempre un elemento resistivo Rgo; en el
circuito equivalente. Por su parte, el movimientos de reactivos y de productos de las reacciones quimicas,
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hacia o fuera de la interface, o en la superficie de la misma, pueden distinguirse entre si de acuerdo al
régimen difusional involucrado: semi-infinito, finito, o sobre superficies porosas. La impedancia en cada
uno de los casos tendra su expresiéon matematica correspondiente (Tabla 28).

TABLA 28. ELEMENTOS PRINCIPALES EMPLEADOS EN LOS CIRCUITOS EQUIVALENTES

Elemento del circuito equivalente Impedancia
Resistencia(R) R
Capacitor (C) 1

wC
Elemento de fase constante (Q) 1 (iw)"
Y
Warburg difusién semi-infinita (Ws) 1 -
1 Y\/E
Warburg difusién limites porosos (W) - -
= th(Bv
le/ﬁ coth(BvViw)
Warburg difusién infinita (Wr) - -
- th(B
Y\/E (BViw)
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ANEXO 2. CARACTERIZACION DE
HIDROXIAPATITAS

En este Anexo se muestran los resultados obtenido en la Tesis de Licenciatura de Marco Navatta, que fue
hecha en el marco del Proyecto ANII — FCE dirigido por el Dr. Eduardo Méndez. El objetivo de la Tesis del
Lic. Navatta fue sintetizar diferentes apatitas, y caracterizarlas por FTIR (Figura 66) y XRD (Figura 67) de
manera de obtener datos relevantes para la identificacion de las bandas vibracionales de las apatitas
depositadas sobre diferentes sustratos. Los resultados de esta Tesis fueron analizados en conjunto entre
el estudiante Navatta, la Lic. Pereyray el Dr. Méndez.

carboxiapatital

Estroncioapatitg

Fluoroapatita

Hidroxiapatita

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Longitud de onda (cm™)

FIGURA 66. ESPECTROS FTIR PARA LAS DIFERENTES APATITAS SINTETIZADAS EN EL TRABAJO DE TESINA DEL LIC.
MARCO NAVATTA.
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Los detalles del andlisis de estos espectros a través del método de espectrometria derivada se encuentra
en la mencionada Tesis de Grado. El analisis fue realizado en conjunto en el Laboratorio de Bioamteriales,
y dio lugar a la Tabla de asignacion de espectros que se muestra en la Tabla 25.

Los espectros XRD (Figura 67) fueron realizados para las apatitas sintetizadas. La asignacién de los picos
se lleva a cabo con el patrén de difraccion reportado en las Tablas Internacionales.
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FIGURA 67. ESPECTROS XRD PARA LAS APATITAS SINTETIZADAS, JUNTO CON EL PATRON PARA LA
HIDROXIAPATITA
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ANEXO 3. ANALISIS DE MUESTRAS
COMERCIALES

En el transcurso de este trabajo de Tesis, una empresa colombiana nos solicitd evaluar sus productos para
explicar el bajo grado de adhesion de las hidroxiapatitas sobre los tornillos de titanio desarrollados por
ellos para uso quirurgico. Por razones de confidencialidad, el nombre de la empresa se mantendrd en
reserva, y sélo se mostraran los estudios realizados y las conclusiones a las que se llegé.

La evaluacién se hizo bajo la hipdtesis de trabajo que, o el tornillo, o la hidroxiapatita, o0 ambos, no se
encontraban nanoestructurados, y por lo tanto no se producia la adecuada complementacién topogréfica
para conseguir la adhesién necesaria. Para ello, se tomaron imagenes SEM de los tornillos sin
recubrimiento y con recubrimiento, y se pidié a la empresa muestra del recubrimiento de hidroxiapatita
para su analisis por FTIR y XRD.
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De acuerdo con lo indicado por la empresa, se empled el método de precipitacion acuosa para la sintesis
de la hidroxiapatita, mezclando soluciones de Ca(NOs3), 1 My (NH4)H2P040.48 M en relacién Ca/P de 1.67,
y basificando el pH hasta 10. Luego de agitar en forma continua durante 3 hs, la solucion se dejé envejecer
por 144 hs, se secd a 60 °C por 24 hs y se calcind a 1050 °C por 1 h. La hidroxiapatita resultante se adhirio
a los tornillos quirdrgicos mediante el proceso electroforético.
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FIGURA 68. ANALISIS POR FTIR DE LA MUESTRA DE HIDROXIAPATITA COMERCIAL (TRAZO ROJO) Y LA
HIDROXIAPATITA DEPOSITADA SOBRE EL TORNILLO QUIRURGICO (TRAZO AZUL) EMPLEANDO EL
METODO ELECTROFORETICO. EN GRIS SE REPRESENTA EL ESPECTRO RESTA ENTRE AMBOS.

El andlisis de la regidn vsPO, entre 800 — 1400 cm™ (Figura 69) para la hidroxiapatita sintetizada mostré
una banda de absorcion compleja cuyo maximo se extiende entre 1030 y 1050 cm™, que incluye bandas
correspondiente a grupos fostatos en ambientes apatiticos y no-apatiticos. Por su parte, la hidroxiapatita
depositada sobre el tornillo muestra dos bandas parcialmente superpuestas, con maximos relativos
centrados en 1041 cm™y 1089 cm™, que se identifican como fosfatos en ambientes apatiticos. La muestra
sintetizada muestra una absorcién continua entre 800 — 1014 cm™ y entre 1117 hasta 1400 cm™, que se
pierde selectivamente durante la deposicién sobre el tornillo. Estas regiones incluyen las bandas de
absorcién de grupos PO4 en ambientes no-apatiticos, asi como las bandas de absorcién de grupos HPO,.
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FIGURA 69. ANALISIS COMPARATIVO DE LA REGION v3PO,

La region v4PO4 entre 800 — 1400 cm™ (Figura 70) de la hidroxiapatita sintetizada muestra bandas
centradas en 567 cm™ y 602 cm™, caracteristicas del grupo PO,4 en ambientes apatiticos, junto con la
banda del grupo OH centrada en 631 cm™. Adicionalmente, aparece un hombro a 575 cm™, que
corresponde al grupo PO4 en ambientes no-apatiticos. Las mismas bandas aparecen en la hidroxiapatita
depositada sobre los tornillos, pero del andlisis de la porcién que se pierde durante la deposicién, se
observa la pérdida selectiva de las regiones no-apatiticas, dadas por la banda a 575 cm™, y una serie de
bandas superpuestas entre 500 — 560 cm™, que puede ser atribuida a las bandas de absorcién del grupo
HPO, reportadas a 533, 551 y 562 cm™ junto con la banda del grupo PO, en regiones no-apatiticas.
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FIGURA 70. ANALISIS COMPARATIVO DE LA REGION v4PO,

Finalmente, cabe notar que la hidroxiapatita sintetizada muestra una banda de absorcién centrada en
877 cm, que se asigna al grupo COs tipo A, y que permanece en la hidroxiapatita adherida al tornillo.
También la presencia de la banda de absorcidn aguda a 3573 cm™® correspondiente al grupo OH aparece
tanto en la hidroxiapatita sintetizada como en la adherida al tornillo, y es tipica de las hidroxiapatitas
estequiométricas.

El andlisis realizado permitio llegar a las siguientes conclusiones:

e |ahidroxiapatita sintetizadas es una carboxiapatita tipo A, con la presencia de regiones apatiticas
y no-apatiticas.

e la hidroxiapatita que permanece adherida a los tornillos muestra la presencia corresponde a una
carboxiapatita con un alto grado de componentes estequiométricos).

e |a porcion de apatita perdida durante el proceso de adsorcién responde principalmente a las
regiones no-apatiticas de la carboxiapatita sintetizada.

En resumen, el material sintetizado, una vez depositado sobre los tornillos, ve modificado su regién
externa consistente en los dominios no-apatiticos, manteniéndose la region apatitica (estequiométrica)
sobre el tornillo. En consecuencia, se produce una baja adhesion de las hidroxiapatitas sobre la superficie
del tornillo.
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