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“La cima de una montana es la base de la siguiente, asi que sigue

escalando”.

Andre De Shields
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RESUMEN

El presente trabajo de tesis se enmarca en la investigacion de la viabilidad de
tratamientos superficiales bioactivos sobre titanio c.p. Gr4d para implantes
dentales, con el propésito de producir recubrimientos que puedan mejorar en
tiempo y forma su osteointegracion y su desempenio funcional. A tal efecto, se
propone como objetivo reconocer las caracteristicas, propiedades y aptitud para
su desempeno funcional, de recubrimientos superficiales bioactivos sobre titanio
Gr4d para implantes dentales, obtenidos por anodizados por plasma quimico

(APQ), tratamientos alcalinos en NaOH y tratamientos térmicos.

El éxito o fracaso de un implante depende del contacto directo que se establezca
entre el hueso y el implante (osteointegracion), asi como de la unién de los tejidos
blandos que rodean la superficie del implante. Las propiedades superficiales de los
biomateriales dentales ya sean fisicas, quimicas, mecanicas o bioldgicas, influyen
en los procesos de osteointegracion y en el desarrollo del sello biologico en la
interfaz implante-tejido blando (tejido periimplantario) que previenen

enfermedades periimplantarias.

En la actualidad, el titanio es uno de los biomateriales mas empleados en la
fabricacion de implantes dentales, gracias a su combinacién Optima de
propiedades como biocompatibilidad, resistencia a la corrosiéon, alto rendimiento
mecanico y modulo de elasticidad relativamente bajo. Sin embargo, es
fundamental utilizar materiales reactivos en la fabricacion de implantes dentales
para lograr una unién con los tejidos vivos a través de reacciones fisicas y/o

quimicas.

En este sentido, se han desarrollado diversos tratamientos superficiales que buscan

transformar las superficies de los implantes de titanio de bioinertes a bioactivas.
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En el caso especifico de los tratamientos superficiales bioactivos, se destacan el
blastinizado (también conocido como granallado o arenado), que aumenta la
rugosidad superficial mediante la proyeccion de particulas presurizadas; el
anodizado por plasma quimico, que genera un recubrimiento ceramico bioactivo
de o6xido de titanio enriquecido con calcio y fosforo; y el tratamiento alcalino, que
genera una capa nanoestructurada de hidrogel de titanato de sodio. El propoésito
final es lograr una unién implante-hueso efectiva, promoviendo la diferenciacion

celular y la formacién de matriz 6sea.

Los estudios llevados a cabo, como parte del trabajo de tesis, se centraron en la
caracterizacion de las propiedades superficiales bioactivas obtenidas mediante el
tratamiento alcalino en dos superficies diferentes utilizadas en la industria de los
implantes dentales: el blastinizado con particulas de fosfato de calcio y el
anodizado por plasma quimico. A tal fin, se utilizaron diversas técnicas de
caracterizacion, como SEM, EDS, Potencial Zeta, Espectroscopia Raman,
Difracciéon de Rayos X, FTIR-ATR, Medicién de Angulo de Contacto y SBF
(Simulated Body Fluid). En particular, el ensayo SBF se efectué para evaluar la
bioactividad de los implantes dentales, mediante la inmersion del material en un
fluido corporal simulado acelular (SBF), que simula las condiciones del plasma

sanguineo humano.

Por otro lado, diferentes estudios revelan que el hidrogel de titanato de sodio
presenta una adhesion insuficiente del sustrato al recubrimiento, se recomienda
realizar un tratamiento térmico posterior a alta temperatura que transforme el
hidrogel de titanato de sodio en un titanato de sodio mecanicamente mas estable.
En este caso, se caracterizaron las propiedades superficiales obtenidas al realizar
un térmico a 400, 600 y 800 °C, posterior al tratamiento alcalino realizado en las

superficies blastinizadas y anodizadas con plasma quimico. Las técnicas de
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caracterizacion utilizadas fueron SEM, EDS, Potencial Zeta, Espectroscopia
Raman, Difraccién de Rayos X, FTIR-ATR, Medicién de Angulo de Contacto,

Ensayo de Adhesién y SBF (Simulated Body Fluid).

Se han desarrollado métodos in-vitro para estimar el comportamiento de la
interfaz tejido blando-implante en cultivos celulares a diferentes tiempos y de esta
forma evaluar el comportamiento biologico que desarrollard el tejido
periimplantario. Los cultivos con células (fibroblastos gingivales, fibroblastos
periodontales, osteoblastos, células madre mesenquimales, etc) directamente sobre
la  superficie del implante a diferentes tiempos, permite analizar el
comportamiento celular (osteogénesis, citotoxicidad, adhesién y proliferaciéon
celular) de las superficies. Finalmente, en este trabajo de tesis, se realizé el cultivo
con células madre mesenquimales (CMM) durante 48 horas y se observaron las

superficies mediante SEM y EDS.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 . Introduccion General

La evolucion en el estudio de los biomateriales dentales nace de la necesidad de
poder mejorar o solucionar los problemas de salud que se han presentado a lo
largo de toda la historia en los entornos orales y maxilofaciales de los seres
humanos [1]. Existen registros de problemas dentales que datan desde el ano 5000
a.C, una de las afecciones médicas fundamentales de la época era la pérdida de la
funcién masticatoria debido a la ausencia de piezas dentales (edentulismo) ya sea
de manera parcial o total [2]. Entre los anos 500 a.C y 50 a.C, las civilizaciones
egipcias y etruscos utilizaron alambres y bandas de oro, ademés de huesos de
animales para estabilizar y fabricar sustitutos dentales que traten las afecciones
periodontales de su poblacion. Alrededor del afio 300 d.C, estos mismos pueblos
utilizaron dientes tallados en marfil, los cuales fueron fijados con alambres de oro
al medio bucal. El oro fue uno de los primeros “biomateriales” utilizados por las
antiguas civilizaciones, lo cual no es sorprendente ya que, al ser un metal noble,
exhibe una relativa reactividad quimica y una excelente resistencia a la corrosion
en contacto con el cuerpo humano [3]. Alrededor del afio 600 d.C, la civilizacion
maya realizd reemplazos de dientes mandibulares con piezas de nacar obtenidas
de conchas de mar, esta es una de las primeras evidencias de la utilizacién de
implantes dentales. Durante el siglo XVI y el siglo XIX, en Europa se realizaban
alotrasplantes con piezas dentales de personas desfavorecidas o de cadaveres.
Durante el siglo XVIII, se inicié un estudio més detallado del medio oral (boca y
mandibula), lo que permiti6 el uso de materiales como plata, porcelana e iridio en
implantes dentales. Sin embargo, en ese momento no se tenian en cuenta las

alergias e inflamaciones que se producian en las encias, ni se comprendian las
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propiedades que debian tener los materiales para ser utilizados en implantes
dentales. A pesar de los avances en el uso de diferentes materiales, ain no se

habia alcanzado un conocimiento completo sobre el tema [4].

Durante la década del 1910, el reemplazo de la funcion masticatoria se logro a
partir del uso de una aleacion de Ir-Pt soldada con oro, en la década del 1930 la
restauracion de dientes individuales se consiguié con el uso de una aleacién de Cr-

Co-Mo (Vitallium)[4].

1.2 . Biomateriales Dentales

Los biomateriales dentales son aquellos materiales fabricados o disenados para su
empleo en implantes éseos o para el reemplazo del tejido dental [5]. Existen
muchos tipos de biomateriales dentales con propiedades caracteristicas y su
eleccion dependeréd de la funcién (apésitos temporales, restauraciones dentales,
materiales de endodoncia, implantes dentales, etc) que van a desempenar en el
medio oral [5], [6]. A lo largo de los anos, uno de los principales objetivos en el
avance de los implantes dentales ha sido mejorar el proceso de osteointegracion
entre el dispositivo biomédico y el entorno oral. Idealmente, las propiedades de los
biomateriales deberian coincidir estrechamente con las caracteristicas de los
tejidos que se pretenden reemplazar, aunque esto no siempre es factible. Por ello,
resulta crucial estudiar dichas propiedades, de manera de poder compararlas con
las particularidades de los tejidos orales duros y blandos. Este enfoque contribuye
a evitar posibles reacciones adversas en el entorno receptor después de la
implantacién [5], [6]. La superficie de los implantes debera poseer resistencia al
desgaste y a la corrosiéon, propiedades de compatibilidad biolégica en términos de
la quimica de la superficie, ademas, acelerar los fenémenos de cicatrizacién de las
heridas, dando lugar a la formacién de una capa interfacial y una matriz 6sea con

propiedades biomecanicas adecuadas.
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1.2.1 Clasificacion de los Biomateriales Dentales

Con el desarrollo en las investigaciones de cientificos y odontélogos a partir de la
década de 1950, los biomateriales dentales se comenzaron a clasificar en distintas

generaciones, que se explican a continuacion.

1.2.1.1 . Materiales Dentales de Primera Generacion

El objetivo principal de los biomateriales dentales de primera generaciéon se
establecia en lograr propiedades funcionales que coincidieran adecuadamente con
las de los tejidos orales sin una respuesta perjudicial del huésped. Se utilizaban
materiales industriales disponibles en el mercado los cuales poseian deseables
propiedades fisicas de uso clinico, bioinertes y biocompatibles [7]. Una de las
limitaciones que presentaban estos materiales es que cuando se obstruian
(voluntaria o involuntariamente) el organismo intentaba expulsarlo, reabsorberlo
o aislarlo con la formacion de un tejido fibroso alrededor del implante. Dentro de
los materiales de primera generacién se encontraban: oro y la amalgama dental
Hg-Ag-Sn-Cu (se ha discontinuado su uso debido a los efectos adversos que

produce en el cuerpo humano debido a la liberacién de mercurio elemental).

1.2.1.2 . Biomateriales Dentales de Segunda Generacion

Surgieron de la evolucién de los materiales de primera generacion y la funcién que
cumplieron era reparar e inducir el efecto terapéutico en los tejidos orales luego
de la implantacion. Se empezaron a utilizar materiales bioactivos dentro de los
cuales se pueden mencionar vidrios y ceramicas bioactivas. [7]. En 1978, el Dr. P.
Branemark introdujo el uso de titanio como material en la fabricacion de
implantes dentales, los estudios y la implantacién de estos dispositivos en sus
pacientes comenzo6 en el ano 1965, entre los registros publicados consta que los
dispositivos implantados se integraron al hueso en un periodo de 6 meses y

permanecieron colocados durante 40 anos. Durante el ano 1952, el Dr. P.
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Branemark y su equipo de investigacion, analizaban el comportamiento del flujo
sanguineo en los fémures de conejos; la investigacion se desarrollé a partir de la
colocacion de camaras de titanio en los huesos de los mamiferos, concluida la
investigacion se quisieron extraer las cAmaras y notaron que éstas se encontraban
firmemente adheridas al hueso de los animales y no se pudieron retirar [8]. A
partir de estos estudios se descubri6 lo que en la actualidad se conoce como
osteointegracion, Branemark definié la osteointegracion como “la conexion
estructural y funcional directa entre el hueso vivo ordenado y la superficie de un
implante que soporta carga”. Durante todos estos afios se avanzo en la geometria
de los implantes dentales, pero también a partir del descubrimiento del Dr.
Branemark, las investigaciones se empezaron a focalizar en el estudio de las
caracteristicas superficiales de los implantes que iban a estar en contacto con los

tejidos vivos.

1.2.1.3 . Biomateriales Dentales de Tercera Generacion

Los biomateriales dentales de tercera generacion se disenan para tener un contacto
estrecho con los tejidos vivos, el estudio se centra en las propiedades superficiales
de manera de generar una respuesta positiva en el tejido vivo luego de la
implantacion. Estos materiales inducen respuestas celulares especificas a nivel
molecular en el medio biolégico promoviendo reacciones quimicas especificas entre
ambas superficies logrando la regeneracion y la biointegracién. Estos biomateriales
se obtienen a partir de la combinacion de un biomaterial dental convencional con
moléculas bioactivas, esta combinacion estimula una respuesta especifica por

parte del medio bioldgico con la formacién de células o tejidos [7].

1.2.1.4 . Biomateriales Dentales de Cuarta Generacién

Los biomateriales dentales de cuarta generacién conocidos como biomateriales

inteligentes poseen la capacidad de estimular, manipular simultaneamente y
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registrar la actividad bioeléctrica celular in wvitro [9]. Estos materiales no solo
reemplazan el volumen dental ausente, sino también poseen propiedades
terapéuticas beneficiosas. Dentro de los materiales que se estan analizando in vitro
se encuentran fosfato de calcio, nanocristales de hidroxiapatita, fosfato de calcio
nanoamorfo y vidrio bioactivo nanoparticulado; estos materiales tienen un
potencial remineralizante que intercepta la progresién temprana de la lesion. Sin
embargo, la mayoria de los estudios sobre estos materiales son in vitro y a corto
plazo, con lo cual se requieren mas investigaciones a largo plazo para conocer su

eficacia y seguridad en aplicaciones clinicas [10]-[12].

1.3 . Propiedades de un Biomaterial Dental

Las caracteristicas principales que debe cumplir un material para su uso en

implantes dentales son [4]:

1.3.1 Biocompatibilidad

Es una de las propiedades mas importantes involucradas en la eleccion de un
material que va a cumplir una funcién especifica en el medio oral, depende
directamente de las propiedades del biomaterial y de las propiedades superficiales
y volumétricas del implante [13].

Se ha definido a la Biocompatibilidad como “la capacidad que presenta un
material para realizar funciones especificas con respecto a un diagnostico médico
determinado, inducir una respuesta adecuada del huésped en una aplicacion
especifica y la interaccion con los sistemas vivos sin tener ningin riesgo de lesion,
toxicidad o rechazo por parte del paciente, sistema inmune, efectos locales o
sistémicos indeseables o inapropiados” [14].

Una definicién universal de biocompatibilidad proporcionada por la FDA (sus

siglas en inglés, Food and Drug Administration):
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“es aquel material que no induce danos mesurables al huésped.

[www.fda.gov/medical-devices].

1.3.2 Bioactividad

Un material bioactivo es aquel que provoca una respuesta quimica-biologica en la
interfaz biomaterial-tejido especifica, desarrollando una unién interfacial directa,
adherente y fuerte con los tejidos (duros y blandos) [5], [6], [15]. La bioactividad
de un material depende de diversos factores, dentro de los més importantes se
destacan la composiciéon quimica (presencia de iones bioactivos), topografia y
mojabilidad [5]. Se puede evaluar la bioactividad a partir de ensayos in vitro e in
vivo y uno de los métodos in vitro estandar mas utilizado es la inmersion del
material en fluido biol6gico simulado (sus siglas en inglés “Simulated Body Fluid”)
segin norma ISO 23317:2012. Luego de un cierto tiempo de inmersién se evalta
la precipitacién de Hidroxiapatita (HA) en la superficie del biomaterial a partir

de distintas técnicas de caracterizacién de superficie [16].

1.3.3 Osteointegracion

En el ano 1977 Per-Ingvar Branemark definié la osteointegracion como la “union
directa, tanto funcional como estructural entre el hueso y la superficie del
implante sometido a carga”. Una definicion mas actual, la osteointegracion es la
“conexion estructural y funcional entre la superficie del hueso y el implante sin
la  formacion de tejido fibroso” (reaccion de cuerpo extrano) [5]. La
osteointegracion es una propiedad necesaria para la estabilidad del implante a
largo plazo, cuando un implante dental se halla osteointegrado no se producen
movimientos relativos entre éste y los tejidos vivos. Los eventos que conducen a
la osteointegracion del implante se inician a través de distintos mecanismos que
conducen a la cicatrizacion del tejido oOseo; la cicatrizacion de esta interfase

depende de las condiciones biolégicas del hueso (calidad y cantidad dsea),
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caracteristicas de diseno del implante (biocompatibilidad, quimica de la superficie,
rugosidad, etc) y, la distribucién de cargas entre el hueso y el implante [5]. Las
propiedades superficiales del implante son decisivas en la adhesion y diferenciacion
de las células en la fase inicial de la osteointegracion, asi como la regeneracion
6sea a largo plazo [17]. Dentro de los métodos de evaluacién in-vitro se
encuentran, la diferenciacién osteogénica a partir de la medicion de la actividad
de fosfatasa alcalina. El estudio in vivo se realiza mediante la implantacion del
material dentro del hueso de un animal seguido de una evaluacion de la densidad
del volumen dseo a partir de la técnica de micro-TC (microtomografia

computarizada de rayos X)[5].

1.3.4 Biofuncionalidad

Es aquel material que posee propiedades fisicas (densidad, forma, porosidad,
rugosidad, etc) y mecénicas (compresion, traccion, corte, impacto) similares a las
propiedades del tejido biolégico las cuales permiten satisfacer los requisitos de

diseno frente a las tensiones que impone la cavidad oral [14], [17], [18].

1.4 . ;Qué es un Implante Dental?

Un implante dental es un dispositivo médico que imita la raiz de un diente y se
coloca en la mandibula en reemplazo de una pieza dental. Con el tiempo, el
implante se convierte en una base estable para la colocaciéon de la corona. Los
implantes dentales pueden reemplazar una o varias piezas dentales o soportar
dentaduras postizas (parciales o completas). En la figura 1.4.1 se presenta un
esquema de un implante en el medio oral. Se identifican tres partes: (a) el
implante; (b) el pilar colocado sobre el dispositivo para sujetar la corona; y (c) la

corona que puede cementarse o atornillarse al pilar.
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(c)

(b)

(a)

Figura 1.4.1. Esquema de un implante dental en el medio oral [18], [19].

Los implantes dentales pueden presentar diferentes geometrias, las formas mas
comunes son las de tipo tornillo o cilindrica. Una de las propiedades mas
importantes para evitar el fracaso del implante es que se produzca un fuerte
vinculo biomecénico (osteointegracion) entre el implante y la mandibula. El
éxito de la osteointegracion depende del estado médico del paciente, el habito de
fumar, la calidad o6sea, la contaminacion bacteriana, la carga inmediata y las
caracteristicas superficiales del implante. Los criterios minimos para el éxito de
un implante dental se estipulan con una tasa de éxito del 85% dentro de los

primeros 5 afios y de un 80% para un periodo de 10 anos luego de la implantacion

[18].
1.4.1 Titanio como Material Dental

La introducciéon de implantes en el medio biolégico genera interacciones
fisicoquimicas entre el material del implante y los tejidos vivos; los sucesos que se
desarrollen en la interfaz tejido vivo-implante conduciran al éxito o fracaso del

implante en el medio receptor [20].
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El material metalico méas utilizado en implantologia dental y maxilofacial es el Ti
y sus aleaciones debido a su gran disponibilidad, alta biocompatibilidad, excelente
resistencia a la corrosién (bioestable o biolégicamente inerte), alta resistencia
mecénica y rigidez, y densidad relativamente baja [21]. Es el cuarto elemento
metélico més abundante en la corteza terrestre después del Al, Fe y Mg [18]. En
la naturaleza se lo encuentra como rutilo (TiO) o ilmenita (FeTiO;), la reduccion
y obtencion de titanio en su estado elemental se realiza a partir del proceso Hunter
o el proceso Kroll [22]. La forma elemental presenta una estructura cristalina
hexagonal compacta (hcp), cominmente conocida como fase alpha; por encima de
883 °C presenta una estructura cristalina cubica centrada en el cuerpo (bcc)
denominada beta. [23]. Las aleaciones de titanio se clasifican en aleaciones o-,
near o-, o+f, near R-, vy p basadas en su estructura cristalina a temperatura
ambiente. La aleacién Ti-6Al-4V (tipo a+p) inicialmente desarrollada para la
industria aeroespacial, fue una de las primeras aleaciones utilizadas como material
de implante. Las normas ASTM F67 y F136 especifican cuatro grados de Ti cp y
una aleacion de titanio especialmente diseniados para aplicaciones en implantes
dentales. Los grados de 1 a 4 son titanio comercialmente puro normalizado segtiin
el contenido de oxigeno, carbono y hierro; mientras que el grado 5 es la aleacion
Ti6Al4V (ASTM F67 y F136). En Tabla 1.4.1.1 se presentan los distintos grados
de Ti cp y sus aleaciones (ASTM F67 y F136).

Tabla 1.4.1.1. Composicién quimica de Ti c.p., expresada en limites maximos segun
ASTM F67-13.

Ti c.p. Composicién quimica (wt %)

N C H Fe (0] Ti
Grado 1 0,03 0,08 0,015 0,2 0,18 Balance
Grado 2 0,03 0,08 0,015 0,3 0,25 Balance
Grado 3 0,05 0,08 0,015 0,3 0,35 Balance
Grado 4 0,05 0,08 0,015 0,5 0,4 Balance
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Tabla 1.4.1.2. Propiedades mecénicas de Ti cp y sus aleaciones segiin ISO 5832-2:2015

Propiedades Mecanicas
Ti c.p.
Resistencia a | Mdédulo de Young Limite Alargamiento
la Traccién [Gpa] elastico 0,2% %
[Mpal] [Mpal]
Grado 1 240 106-108 170-310 24
Grado 2 343 106-108 275-410 20
Grado 3 440 106-108 377-520 18
Grado 4 550 106-108 480 20
Aleaciones
Ti
Ti6A14V 895-930 106-108 825-869 10
Ti6Al4V ELI 825-860 106-108 760-795 10

El titanio es un material reactivo con una gran afinidad por el oxigeno, si el metal
sufre un dano se forma espontanea e instantdneamente una pelicula de 6xido
protectora en presencia de un medio oxidante como es el entorno bioldgico. La
capacidad de formar una capa de Oxido protectora, continua, quimicamente
estable y altamente adherente a la superficie, le confiere al Ti y sus aleaciones
una excelente resistencia a la corrosion [21]; las propiedades fisicoquimicas y
electroquimicas de la pelicula pasiva de 6xido y su estabilidad a largo plazo en el
entorno biolégico afectan la tasa de osteointegracion y fijacién biomecénica [24],
[25]. El éxido termodindmicamente estable es TiO., puede ser amorfo, cristalino
o mezcla de ambas con un espesor de pelicula de aproximadamente de 5 a 10 nm.
Las estructuras cristalinas que pueden presentar el TiO, son: rutilo (tetragonal),
anatasa (tetragonal) y brookita (ortorrémbico) siendo estas dos tltimas fases
metaestables [19], [21], [26]. El rutilo (TiO:) es la fase termodindmicamente
estable desde temperatura ambiente hasta su punto de fusién (2105,2 °C). La
anatasa transforma irreversiblemente en rutilo entre 400°C y 1200°C, la
transformacion es reconstructiva con la ruptura y generaciéon de nuevos enlaces

atémicos y dependiente del tiempo; durante la transformacion se genera una
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contraccion del 8% del volumen, lo que explica la mayor densidad del rutilo en
comparacién a la anatasa [27]. La fase anatasa del TiO: tiene la capacidad de
inducir la formaciéon de una apatita similar a la del hueso en comparaciéon a la

fase rutilo, cuando se ensayan in-vitro en SBF [28], [29].

1.5 . Tratamientos Superficiales

En general, es improbable que los metales como materiales artificiales posean
biofuncionalidad [30] y se unan quimica y espontédneamente con los tejidos duros
en presencia de los fluidos corporales. La eficacia de los implantes artificiales se
establece principalmente por sus caracteristicas superficiales, tales como
morfologia de la superficie y estructura, composiciéon quimica, rugosidad,
hidrofilicidad, etc.; dado que estas propiedades influyen en la adsorcién de las
biomoléculas que intervienen en la adhesion de las células deseables para el
proceso de osteointegracion [31]. La superficie de un implante dental es la tnica
parte que estd en contacto directo con el bioambiente y la particularidad de la
superficie dirige la respuesta y afecta la resistencia mecanica de la interfaz

implante / tejido [4].

Desde que Branemark descubrié el fendémeno de osteointegracion en la década de
1960, es conocido que el Ti presenta compatibilidad con los tejidos duros o
propiedades de conduccién ésea [8]. Es importante aclarar que la capacidad de
formacién 6sea del Ti es menor que el de las ceramicas bioactivas, como la
hidroxiapatita y los vidrios bioactivos [26]. Los nuevos disenos de implantes
dentales de titanio se estan direccionado a aplicar tratamientos biomineralizantes
para transformar sus superficies bioinertes en bioactivas e hidrofilicas y de esta
manera acelerar y mejorar sustancialmente los inmediatos estadios post
implantacion, la secuencia de eventos bioldgicos que aseguran una rapida y

duradera osteointegracion [32]—[34]. Los principales objetivos de los tratamientos
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de superficie consisten principalmente en la mejora del comportamiento
tribolégico, la resistencia a la corrosion y la osteointegracion del implante. Se han
realizado estudios para aumentar el espesor y estabilizar los 6xidos de la superficie
del Ti, de esta manera lograr las respuestas biol6gicas deseadas. La respuesta
biologica del Ti depende de la composicion quimica de la superficie y de la
capacidad de los 6xidos de titanio para absorber moléculas e incorporar elementos.
La topografia de la superficie juega un papel fundamental en la regulacion del
comportamiento celular por ejemplo en la forma, orientacién y adhesion de las

células [19].

Entre los cléasicos tratamientos biomineralizantes de metales que promueven la
osteointegracion se destacan el blastinizado, el anodizado por plasma quimico y
el tratamiento alcalino en NaOH con un posterior tratamiento térmico a alta

temperatura.

1.5.1 Blastinizado

Se han desarrollado varios tratamientos para generar modificaciones en la
topografia superficial, estas modificaciones reducen los periodos de induccion del
crecimiento 0seo a partir de un mejora en la adhesion de los osteoblastos en la
superficie del implante. Se ha demostrado que los implantes altamente rugosos
favorecen el anclaje mecanico y la fijacién primaria al hueso [35]. Wennerberg y
colaboradores [36], demostraron que la fuerza de torsién aumenta con la rugosidad
superficial, confirmando que el endurecimiento superficial incrementa la fijacion

mecanica de los implantes dentales de titanio al hueso.

Uno de los métodos para modificar la rugosidad superficial de los implantes de
titanio consiste en el blastinizado con particulas ceramicas. El blastinizado es un
método de modificaciéon sustractivo mecanico en el cual se utilizan pequenas

particulas, las cuales son propulsadas por una corriente de aire que impacta en la
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superficie, a una presién y tiempos determinados. La magnitud de la modificaciéon
superficial depende de los parametros del proceso: tamano, composiciéon y forma
de la particula, presién y tiempo de blastinizado [37], [38]. La rugosidad como la
morfologia de la superficie influyen en el comportamiento celular (proliferacién,
diferenciacién celular, sintesis de la matriz extracelular, forma celular, etc.). La
adherencia de las células a la superficie del implante es necesaria para que la célula
reciba las senales biologicas que permiten su proliferacion y la migracion a toda
la superficie por osteoconductividad [39]. Implantes blastinizados con valores de
rugosidad promedio de Sa de 1-2 pm han demostrados los mejores resultados
clinicos. [40], [41], mejorando el contacto hueso-implante y aumentando los valores
de torque de extracciéon [42]. Las particulas utilizadas en el proceso deben ser
quimicamente estables, biocompatibles y no deben influir en el proceso de
osteointegracién. En general, se utilizan particulas de éxido de titanio (TiO.),
silice (SiO2) y alimina (AlO;) de distintos tamanos y formas [43]-[45]. Sin
embargo, el material de blastinizado a menudo queda incrustado en la superficie
del implante, estos residuos se mantienen incluso después de las limpiezas
ultrasonicas, el grabado acido y la esterilizaciéon. La aliimina es insoluble en
soluciones acidas, por lo tanto, es dificil de eliminar de la superficie de los
implantes de titanio. Se ha demostrado que la liberaciéon de estas particulas no
biocompatibles provoca reacciones adversas en el medio biolégico [46], ademés, la
heterogeneidad quimica de la superficie puede disminuir la excelente resistencia a
la corrosion del titanio en el entorno biologico. Por esta razén, se han empezado
a utilizar particulas biocompatibles, osteoconductoras y reabsorbibles que
contienen calcio y fosforo (hidroxiapatita, fosfato b-tricalcico y mezclas), que no
comprometen la interaccién del implante con el tejido [47]. Estos materiales son
reabsorbibles, logrando superficies limpias, rugosas y puras. FEstudios

experimentales han demostrado un mayor contacto hueso-implante de superficies
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blastinizadas con particulas biocompatibles, en comparaciéon con las superficies
mecanizadas[48], [49] y un contacto BIC (Bone-to-Implant Contact, BIC) similar

al observado en otras superficies blastinizadas con AlO3; y TiO, que han

osteointegrado [50].

Figura 1.5.1.1. Micrografias SEM de superficies de titanio blastinizadas (Cortesia de
AstratechTiOblastTM, Francia). a) Superficie blastinizada con particulas de AlOj, b)
Superficie blastinizada con particulas de TiO2. En ambas figuras se observan particulas
incrustadas en la superficie del implante.

El tratamiento de blastinizado aumenta la rugosidad superficial, induciendo
tensiones superficiales residuales de compresion en los implantes dentales [51],
pero no acelera la capacidad de osteointegracion por si solo. Se ha demostrado
que la accion combinada de un tratamiento de blastinizado, tratamiento alcalino
y un tratamiento térmico genera una superficie bioactiva [52]. Otros estudios
revelaron que superficies de implantes blastinizadas y  tratadas
termoquimicamente mejoraban la adhesion y diferenciacion de osteoblastos
humanos, aunque eran necesarios cambios para prevenir la colonizacion
bacteriana [53], [54], las superficies rugosas presentan mayor capacidad de

colonizacion bacteriana que superficies lisas [55].

1.5.2  Anodizado por Plasma Quimico

El tratamiento de anodizado por plasma quimico (APQ), también conocido como

proceso MAO (sus siglas en inglés, Micro Arc Owxidation); es un proceso
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electroquimico que permite la formacién de recubrimientos bioceramicos sobre
superficies metalicas durante la ruptura dieléctrica de la capa de 6xido aislante
de un metal “véalvula” (Ti, Al y sus aleaciones). La morfologia, estructura y
composicién quimica de las capas de o0xido de titanio resultantes dependeran de
los tipos de electrolitos (solventes orgéanicos o de base acuosa) y regimenes
electroquimicos utilizados. Durante el proceso de APQ se incorporan a la capa
ceramica los constituyentes del electrolito, produciendo peliculas cristalinas y
amorfas [56]. Se ha informado que la utilizacién de electrolitos que contengan Ca
y P pueden cristalizar en fosfato de calcio o incluso formar directamente una
apatita superficial (bioactiva)[57], [58], favoreciendo el crecimiento celular y

mejorando la aposicién 6sea en la superficie del implante [19].

El proceso de anodizado por plasma quimico se utiliza para sintetizar una pelicula
de 6xido de titanio TiO. en forma natural. Este proceso puede llevarse a cabo
bajo dos condiciones electroquimicas: galvanoestaticas o potenciostaticas. El

proceso de APQ consta de tres fases [56]:

I.  Fase de anodizado.
II.  Ruptura dieléctrica de la capa de 6xido pasiva.

II1. Crecimiento del recubrimiento.

La primera fase se desarrolla entre los primeros 10 a 30 segundos de iniciado el
proceso; en esta fase se forma la capa de 6xido sobre la superficie del dnodo, se
produce una caida de tensién ya que esta pelicula de 6xido actiia como barrera
dieléctrica. Durante la formaciéon de la pelicula de 6xido anddica, esta se enriquece
con los elementos presentes en el electrolito [59], ademds de la generacién de
burbujas de gas. En esta etapa del proceso, la intensidad del campo eléctrico es
muy cercana a la intensidad limite del campo eléctrico, produciendo de esta

manera la ruptura dieléctrica de la capa de 6xido. Durante el intervalo de tiempo

27



que precede a la ruptura dieléctrica, los metales forman capas coloreadas. Se
obtiene un recubrimiento no uniforme, esta heterogeneidad de la superficie se debe
a que existen puntos donde la barrera dieléctrica es mas débil, consecuencia de la
presencia de grietas, defectos y variaciones de espesores. La ruptura dieléctrica de
la pelicula de 6xido (fase II), se produce cuando la corriente de electrones alcanza
localmente una densidad de corriente critica superando la rigidez eléctrica, en
dichos puntos débiles. El inicio de la ruptura dieléctrica se caracteriza por un
sonido de crujido, en resonancia con la apariciéon de chispas. La duracién de este
fenomeno es de 10* segundos, con una densidad de chispas por unidad de
superficie de aproximadamente 105 chispas /cm? El ndmero de chispas se
incrementa con el tiempo hasta que la superficie se cubre con una capa de 6xido
anddico de aproximadamente 3 pm de espesor. Cada punto donde ocurre la
ruptura dieléctrica puede considerarse como un anodo parcial, estos puntos son
pequenas areas que son atravesadas por un flujo de densidad de corriente
extremadamente elevado. Los iones presentes en el electrolito se alojan en estos
sitios donde ocurri6 la ruptura dieléctrica. La temperatura local del anodo parcial
puede variar entre 1750 y 7700 °C (origen de las chispas, la energia liberada
durante la ruptura dieléctrica produce una fusion localizada con una posterior
oxidaciéon generando de esta manera un nuevo 6xido con un espesor de alrededor
de 1um. Producto de la fusién y temple a la temperatura del electrolito en los
puntos donde ocurre la ruptura dieléctrica de la capa de oOxido, se generan
tensiones térmicas en la capa anodizada que debilitan la capa de O6xido,
permitiendo nuevas rupturas dieléctricas en zonas vecinas. El proceso se repite
espontaneamente hasta que la superficie presenta una nueva pelicula de 6xido
(fase III); las capas superficiales pueden estar compuestas de las fases cristalinas:

rutilo, anatasa o rutilo/anatasa, enriquecidas con constituyentes del electrolito

19].
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La pelicula de 6xido anddica generada se compone de distintas partes; la parte
externa presenta una porosidad con estructuras interconectadas que se solapan.
El diametro de los poros varia de acuerdo con los pardmetros del proceso, se
pueden encontrar poros que van de 200 nm a 2-3 pm. El recubrimiento se vuelve
cada vez mas compacto al ir hacia la interfaz con el sustrato, los espesores de
recubrimiento pueden oscilar entre 1 a 10 pm [60]. En la figura 1.5.2.1 se puede
observar el recubrimiento ceramico poroso generado luego del proceso de

anodizado por plasma quimico.

Figura 1.5.2.1. Micrografia SEM de una muestra de Ti cp tratada superficialmente
mediante el proceso de APQ, se observa una estructura porosa caracteristica del proceso.

Las superficies anodizadas por plasma quimico presentan mejores
comportamientos tribolégicos con respecto a recubrimientos de PVD (sus siglas
en inglés, Physical Vapor Deposition); éste buen comportamiento se relaciona
principalmente a los superiores espesores que pueden obtenerse mediante este
proceso [19]. Se han informado mejores tasas de osteointegracién con respecto a
superficies mecanizadas; se propusieron dos mecanismos para explicar esta mejora:
el enclavamiento mecanico a partir del crecimiento 6seo en los poros y el enlace

bioquimico [43], [61].
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1.5.3 Tratamiento Alcalino

El titanio cp y sus aleaciones forman espontaneamente una capa de apatita en su
superficie cuando son inmersos en el entorno corporal, uniéndose al hueso vivo a
través de esta capa de apatita cuando previamente han sido sometidos a un
tratamiento alcalino y un posterior tratamiento térmico a alta temperatura. Kim
y colaboradores [62], introdujeron por primera vez un tratamiento alcalino y
térmico para mejorar la bioactividad. El tratamiento consiste en sumergir los
materiales en una soluciéon de NaOH o KOH, utilizando concentraciones que
pueden variar entre 5-10M [62], [63]. Los tiempos de inmersion pueden variar de
1-24 h, siendo el mas utilizado el de 24 horas y temperaturas de tratamiento que
se encuentran entre 30 y 60 °C. El tratamiento quimico alcalino induce la
formacion de un hidrogel de titanato de sodio amorfo con una morfologia de
nanoesponja en la superficie del titanio, que favorece notablemente la bioactividad
del implante [64], [65]. El espesor del hidrogel de titanato de sodio se incrementa
con el aumento de la concentraciéon de NaOH asi como también con el aumento
del tiempo de inmersién en NaOH, sin embargo, se ve poco afectado por la
temperatura del tratamiento alcalino [63]. Como la capa de hidrogel de titanato
de sodio formada es demasiado inestable para usos practicos; se prefiere estabilizar
la misma a partir de un tratamiento térmico a alta temperatura (400-800 °C).
Durante el tratamiento térmico el hidrogel se deshidrata y se densifica para formar
una capa de titanato de sodio estable, con partes amorfas y cristalinas [62]. En la
figura 1.5.3.1 se puede observar la estructura nanoporosa producto del

tratamiento alcalino.
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Figura 1.5.3.1. a) Micrografia SEM de una muestra de Ti cp tratada superficialmente
en 5 M NaOH a 60°C por 72 h y con un tratamiento térmico a 630° durante 1 hora en
una atmosfera de aire [66]. b) Corte transversal de una muestra de Ti tratada
superficialmente en 5 M en NaOH a 60 °C durante 24 h y con un posterior tratamiento
térmico a 600 °C durante 1 hora [67].

A continuacién, se presenta la descripcion del mecanismo propuesto por Kim y
colaboradores [62] para la formacién de apatita en las superficies de titanio
tratadas con NaOH y sometidas a un tratamiento térmico posterior al entrar en

contacto con fluidos biolégicos.

TiO, + OH™ — HTiO3 (Ec.1.5.3.1)

Ti + 30H™ - Ti(OH)3 + 4e” (Ec.1.5.3.2)
Ti(OH)3 + e~ - TiO, H,0 + 0.5H, T (Ec.1.5.3.3)
Ti(OH)3 + OH™ & Ti(OH), (Ec.1.5.3.4)

TiO, .nH,0 + OH™ < HTi03 .nH,0 (Ec.1.5.3.5)
10Ca?* + 6P03™ + 20H™ © Cayo(P0,)s(0H), (Ee.1.5.3.6)

Durante el tratamiento alcalino, la pelicula pasiva de TiO. se disuelve
parcialmente en la solucion producto del ataque corrosivo de los grupos hidroxilos;
se supone que esta reaccion se produce en simultdneo con la hidratacion del Ti
metalico. Un ataque adicional de los grupos hidroxilos al TiO- hidratado producira
hidratos cargados negativamente en las superficies de los sustratos metalicos.
Estas especies cargadas negativamente se combinan con los iones alcalinos de la
solucion acuosa, dando como resultado una capa de hidrogel de titanato alcalino.
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Incluso el Ti cp sometido solo a un tratamiento alcalino forma apatita en su
superficie, dado que el hidrogel de titanato alcalino también se transforma
facilmente en hidrogel de TiO: a través de la liberacion del alcali. Como la capa
de hidrogel de titanato alcalino formada es demasiado inestable para uso practico,
un posterior tratamiento térmico a alta temperatura permite la formacién de una,

capa de titanato alcalino més estable en la superficie del titanio [62], [63].
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CAPITULO 2
TECNICAS DE CARACTERIZACION
SUPERFICIAL

El estudio de las propiedades superficiales de los biomateriales desempena un
papel directo en el éxito o fracaso de los implantes dentales. Por lo tanto, es
crucial emplear técnicas analiticas de caracterizacion de superficies para mostrar
propiedades fundamentales como la quimica superficial, la topografia, la
hidrofilicidad /hidrofobicidad, entre otras. En general, se recomienda utilizar una
combinacién de técnicas de caracterizacion, ya que esto permite un estudio mas
integral y proporciona una informacion mas completa sobre las propiedades
superficiales. Realizar el andlisis de la superficie desde diversas perspectivas

enriquece las evaluaciones tanto in vitro como in vivo.

El conocimiento de la estructura y composiciéon a nivel micro y nanométrico es
esencial para comprender el impacto que genera en las propiedades quimicas,
fisicas, mecénicas y biologicas de los materiales [68], [69]. Las técnicas de
difraccién de rayos X (XRD), Raman, FTIR y SEM-EDS son herramientas clave
para develar informacién estructural en materiales a escala atémica. Estas
técnicas, son practicamente no invasivas, lo que las convierte en herramientas
muy utiles para la investigaciéon de biomateriales. Proporcionan informacion
valiosa sobre la estructura y composicion de los materiales a nivel micro y
nanométrico, lo cual contribuye a la comprensiéon de sus propiedades y a la

optimizacién de su disefio para aplicaciones biomédicas [68], [69].

2.1. Técnicas de Caracterizacion

2.1.1. Difracciéon de Rayos X

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas con longitudes de onda en el rango

de 0.01 a 10 nm. Las longitudes de onda de los rayos X utilizados en la difraccion
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suelen ser del orden de 0.1 a 1 A, del mismo orden de magnitud que las distancias
interatomicas en los cristales, lo que permite obtener informacién detallada sobre
la disposicién atémica en la muestra [70]. La técnica de difraccién de rayos X se
fundamenta en la premisa de que cada solido cristalino exhibe un espectro de
difraccion caracteristico, posibilitando la identificacién de fases, la determinacién
del tamano del cristal, la orientacion cristalografica, asi como el orden y la
separacion entre atomos en soélidos cristalinos. El espectro de difraccion se genera
al dirigir un haz de rayos X monocromatico hacia la superficie de un material
cristalino, dando lugar a eventos de dispersion elastica, algunos constructivos y
otros destructivos. Las dispersiones constructivas siguen la ley de DBragg
(Ec.2.1.1.1), lo que posibilita el calculo del espaciado interplanar "d" entre los

planos atémicos del material en estudio.

nA = 2dsen 6 (Ec. 2.1.1.1)

En esta ecuacion, A representa la longitud de onda de la radiacién, n es el namero
de longitudes de onda, d denota el espaciado entre los planos atéomicos, y © es el
angulo entre el haz de rayos X difractado o incidente y el plano cristalino. La
distancia entre los planos esta vinculada a las dimensiones de la celda unidad del
cristal, mientras que la intensidad del haz de rayos X difractado depende de la
disposicion y el tipo de atomos presentes en la celda unidad. Segin esta ley, al
emplear una longitud de onda especifica, cada conjunto de planos difractara el
haz incidente a un angulo caracteristico, dando como resultado un patrén de
difraccién distintivo. [68]. Un material cristalino exhibe picos distintivos en
angulos especificos, los cuales son representativos de la estructura cristalina tnica,
del material. En contraste, un material completamente amorfo presentara picos

amplios que se extenderan a través de varios dngulos de dispersion. [7].
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2.1.2. Espectroscopia FT-IR

La regién infrarroja (IR) del espectro electromagnético abarca la radiacién con un
numero de onda que va desde 12800 cm™ hasta 10 cm™, o longitudes de onda
que oscilan entre 0,78 pm y 1000 um (figura 2.1.2.1). Se divide en tres regiones
principales: el infrarrojo cercano (NIR), el infrarrojo medio (MIR) y el infrarrojo
lejano (FIR).

Jé6um 2um {um 10% um

Short
wave

Gamma X Rays Tltraviolet
Ravs Ravs
L 1 [ | |
1pm 1nm
10-% um 10 um

Figura 2.1.2.1. Representacién integral de las diversas longitudes de onda de la
radiacién electromagnética, se destacan las regiones correspondientes a la radiacién IR y
UV [71].

La espectroscopia infrarroja ha experimentado avances significativos gracias a la
aplicacion de interferometros y el algoritmo de transformada de Fourier. La
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en
inglés) es una técnica analitica que utiliza radiacién en la regién del infrarrojo
medio para obtener espectros de absorcién, permitiendo la identificacion de
compuestos y el estudio de la composicion de una muestra. El método se basa en
la alteracion de los niveles vibracionales y rotacionales de los enlaces presentes en
el analito debido a la absorcién de radiaciéon infrarroja a longitudes de onda
especificas. Para que el analito interactie y absorba parte de la radiaciéon

incidente, las moléculas en la muestra deben experimentar un cambio neto en el
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momento dipolar, resultado de su movimiento vibratorio o rotacional. Cuando la
frecuencia de la radiacién coincide con la frecuencia de los modos vibracionales de
la molécula, se produce una transferencia neta de energfa (absorcién de radiacién
por parte de la muestra), generando un cambio en la amplitud de la vibracién
molecular. De manera similar, se producen cambios periédicos en el momento
dipolar debido a la rotacion de las moléculas asimétricas alrededor de sus centros

de masa [69], [72].

Diversos métodos de reflexion facilitan la obtenciéon de espectros infrarrojos de
muestras que no permiten la transmision de la luz, como peliculas opacas o
superficies sélidas. Algunos de estos métodos incluyen la reflectancia total
atenuada (ATR), la reflectancia difusa y la reflectancia especular. El método de
ATR emplea un material cristalino transparente con un alto indice de refraccion
que se coloca en contacto con la muestra para inducir el fenémeno de reflexion
total interna. Inicialmente, el haz incidente atraviesa el cristal y penetra en el
analito en forma de onda evanescente (en las longitudes de onda donde la muestra
absorbe esta radiacién evanescente, se produce una atenuacion del haz
denominada reflectancia total atenuada). Después de diversos eventos de reflexion
y atenuacion, el haz alcanza el detector, donde se analiza para construir el espectro
con una profundidad de muestreo de aproximadamente 5mm. El método ATR
posibilita mediciones rapidas y reproducibles, constituye una técnica no

destructiva y requiere una preparaciéon minima de la muestra.[69], [73]
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Figura 2.1.2.2. Diagrama esquematico de la técnica ATR-FTIR [69].

2.1.3. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman, es una de las herramientas que permite investigar la
quimica superficial de los materiales, comparte similitudes con la espectroscopia
infrarroja (IR) al clasificarse como una técnica de espectroscopia vibracional
molecular. Su base en la polarizacién contrasta con la espectroscopia IR, que se
enfoca en momentos dipolares, y ambas se complementan mutuamente. La
espectroscopia Raman a menudo revela modos vibracionales no observados por
IR o produce bandas de absorcion débiles en IR. Su versatilidad se destaca al
abarcar longitudes de onda de excitacién desde ultravioleta hasta el infrarrojo
cercano [69]. La sensibilidad superficial de la espectroscopia Raman, vinculada a
la longitud de onda de excitacién (donde la luz més corta penetra menos
profundamente), se ve influenciada por las propiedades particulares del material.
Modernos instrumentos Raman, especialmente los microscopio del tipo confocal,
mejoran la resolucién espacial y eliminan la fluorescencia. La interpretacion de los
espectros Raman suele basarse en manuales especializados y en trabajos de

investigacién [69].

Cuando una particula cuantica de luz con energia hv, impacta sobre una
superficie, desencadena un fenémeno de dispersién elastica conocido como
dispersion de Rayleigh, que exhibe la mayor probabilidad de ocurrencia. No

obstante, también se dan procesos de dispersion inelastica en los cuales la energia
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vibracional se ve alterada debido a la interaccion con particulas de energia hvs
Este fenémeno inelastico se denomina dispersion Raman e implica una diferencia

de energia entre hvy y hv, [69], [74].

hvo hv, hv, hve-hv, hvo+hv,

E,

} hvs
Eo A 4 A 4

Figura 2.1.3.1 Diagrama esquemético del principio de dispersién Raman [69].

En el fenémeno de dispersion Raman, cuando la radiacion incidente es absorbida
por un estado electronico virtual de una molécula, seguido de una emision que
devuelve la molécula a su estado vibratorio excitado, se produce una energia
emitida equivalente a la diferencia entre hvy y hv, las lineas Raman resultantes
se conocen como lineas de Stokes. En contraste, cuando la vibracion molecular ya
se encuentra en el estado excitado y emite al retornar al estado fundamental, la
energia emitida es igual a la suma de hvy y hv, y las lineas Raman se denominan
lineas anti-Stokes. Debido a que la poblacion de moléculas en el estado vibratorio
excitado es significativamente menor que la del estado fundamental a temperatura
ambiente, las lineas de Stokes son mucho mas intensas que las lineas anti-Stokes.
Por lo tanto, en la practica, se registra y analiza comuinmente tnicamente las

lineas de Stokes en los espectros Raman [69], [74].
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2.1.4. SEM-EDS

El microscopio electrénico de barrido (MEB), también conocido como SEM (por
sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscope), permite la caracterizacion
superficial de solidos y la observacion a escala micrométrica gracias a su excelente
resolucién (de 20 A a 50 A) y a su amplia profundidad de foco de 100 a 1000
veces mayor que la de un microscopio 6ptico convencional. Los elementos
principales de un SEM incluyen el sistema de vacio, la fuente y la columna de
electrones, la cadmara de muestra, el sistema de adquisicién y procesamiento de

imagenes.

Para generar imagenes a partir de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), se
enfoca un haz de electrones (haz incidente) hacia la superficie de una muestra
solida. Los electrones son acelerados hasta un voltaje de hasta 30kV, un par de
lentes condensadoras (bobinas electromagnéticas) demagnifican el haz en una
cantidad determinada en funcién de la corriente aplicada y las lentes objetivo
concentran el haz hasta alcanzar una secciéon minima (1 a 500 nm). El escaneo de
la muestra por el haz de electrones y la consecuente proyeccion de la imagen en
la pantalla del monitor se logra a partir del uso de un par de bobinas de deflexién
electromagnéticas. Las senales generadas desde la superficie de la muestra son
capturadas por detectores, se codifican y almacenan en formato digital.
Posteriormente, la reconstruccién de la imagen se lleva a cabo mediante el
procesamiento de la informacion recibida, presentandose en la pantalla del
monitor en una escala de grises.[68], [69]. En la figura 2.1.4.1 se puede observar

un diagrama esquematico de un microscopio electronico de barrido.
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Figura 2.1.4.1. Diagrama esquematico de un microscopio electrénico de barrido.

Las interacciones resultantes entre el haz incidente y la muestra producen varios

tipos de senales, siendo las més relevantes para esta técnica [68], [69].

e Electrones retrodispersados: se trata de electrones provenientes del haz
incidente que experimentan una desviacién elastica en su trayectoria debido

al intenso campo Coulombiano cerca del niicleo de los d&tomos de la muestra.

Los electrones retrodispersados son de alta energia y poseen una dependencia
con el nimero atémico de la muestra, por lo que permiten obtener imagenes

con contraste por nimero atémico.

e Electrones secundarios: son electrones provenientes de los niveles de

valencia de los atomos de la muestra que, al interactuar inelasticamente con
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el haz incidente, obtienen la energia necesaria para ser expulsados como
electrones secundarios de baja energia (<b0eV). La sefial de electrones
secundarios es fundamental para la creacion de imagenes topograficas de alta
resolucién, estos electrones provienen de una capa delgada de la superficie de

la muestra.

2.1.4.1. Espectrémetro dispersivo en energias (EDS).

Los Microscopios Electronicos de Barrido (MEB) generalmente vienen equipados
de un espectrémetro dispersivo en energias de rayos X (EDS), para realizar un
analisis quimico cualitativo y semicuantitativo de la muestra en estudio. Los rayos
X caracteristicos son producto de la interaccion inelastica entre los electrones
incidentes del haz primario y los electrones de las capas internas de los atomos de
la muestra, lo que resulta en la eyeccién de estos ultimos, creando asi vacancias.
Como consecuencia de esta interaccion, los electrones de los niveles energéticos
superiores decaen, emitiendo fotones que son caracteristicos de la transicion
radiativa correspondiente. Los fotones que logran salir de la muestra son
capturados por el detector, y a partir de ellos se generan espectros de rayos X que
relacionan la distribucién de energias con la intensidad de la senal recibida, o

mapeos cuando se vinculan con una imagen de SEM [75].

2.1.4.2. Rugosidad

La combinacion de la microscopia electronica de barrido y técnicas estereoscopicas
posibilita la caracterizacion topografica de superficies. La técnica estereometria es
un método de medicion no invasivo que se basa en el andlisis de imagenes
estereoscépicas. A través de un par de imAgenes obtenidas con &angulos de
inclinacion diferentes y mediante el procesamiento con software especializado, se
puede cuantificar la rugosidad de la superficie de diversos tipos de muestras.

La topografia superficial generalmente se describe como una sucesiéon de picos y
valles, que puede cuantificarse utilizando parametros de rugosidad. Debido a que
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existe una gran variedad de parametros que pueden ser utilizados, la correcta
eleccién de los parametros mas significativos dependera de las caracteristicas de
la superficie y del objetivo del estudio realizado [76], [77].

Se ha demostrado que la rugosidad es una de las propiedades superficiales que
afecta la osteointegracion de los implantes dentales [44], [78], [79] y puede
clasificarse en tres grupos principales: macrorugosidad (100 micrémetros-
milimetros), microrugosidad (100 nm-100 micrémetros) y nanorugosidad (<100
nm). De los distintos niveles de rugosidad se conoce que la microrugosidad tiene
una influencia especifica en la respuesta celular [78], [79]. En el rango de la
microrugosidad, las superficies altamente rugosas se definen cuando la desviacion
media aritmética de la topografia de la superficie (Sa) es mayor que 2 um, las
moderadamente rugosas tienen valores de Sa de 1-2 um, superficies minimamente
rugosas con Sa de 0,5-1 um y las superficies lisas tienen un Sa menor a 0,5 pm
[44], [80]. Diversos estudios han demostrado que rugosidades moderadas de la
superficie se han asociado con respuestas Gseas in vitro e in vivo mas fuertes [41],
[44], [81]. Sin embargo, establecer un rango Optimo de rugosidad para la
osteointegracién de los implantes sigue siendo un desafio [82]. En la actualidad,
los tratamientos superficiales realizados en implantes dentales generan un amplio
rango de caracteristicas de rugosidad superficial pero la mayoria de los fabricantes
producen superficies moderadamente rugosas [83].

En los ultimos anos, se han empezado a incorporar otros parametros de rugosidad
ademds del Sa (Ra en el caso unidimensional) [83]-[85] debido a que el uso de este
Unico parametro no siempre permite una caracterizacion exhaustiva de la
topografia superficial. En el presente trabajo, se analizd la variaciéon de los
parametros de amplitud Sa, Sz, Sku y Ssk, que proporcionan informaciéon de la
geometria superficial y de los parametros funcionales Sbi, Sci y Svi. Ademas, se

realizé un analisis de las superficies mediante los parametros D, dmin, dper y A.
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2.1.4.2.1 Dimensién Fractal

Consideremos una linea poligonal. Si corresponde a un segmento recto su
dimensién es 1; si por el contrario es muy irregular, tendera a llenar una porcion
del plano, cuya dimension es 2. Partiendo de esta base, se define la dimension
fractal D como un ntimero entre 1 y 2, que sera mayor para perfiles mas irregulares
y menor para perfiles méas uniformes. En la figura 2.1.4.2.1.1 se puede observar, a
modo de ejemplo, un grafico donde se muestran algunos perfiles topograficos y su
dimensién fractal [126]. Extendiendo este concepto, la dimensién fractal de una
superficie es un nimero entre 2 y 3, que sera mayor para superficies mas rugosas
y menor para superficies mas homogéneas. Se puede observar que las superficies
con diferentes topografias que tienen el mismo valor de Sa tienen diferentes valores
de dimension fractal. La dimensién fractal describe la irregularidad superficial o
la complejidad que no puede describirse por los parametros de rugosidad utilizados

para la caracterizaciéon cuantitativa de la superficie.

Dimension Dimension
topografica fractal

1 .00

l - e ———— L.az

1 .23

1 .45

Figura 2.1.4.2.1.1. Perfiles topograficos y su correspondiente dimensién fractal [86].
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2.1.4.2.2 Topothesy

Los tres parametros D, dmin y dper representan un analisis promedio de la imagen
en una multiplicidad de direcciones y que no necesitan ser isotrépicas. La
anisotropia permanece implicita en esos parametros. La dimension fractal es
potencialmente adecuada para estudiar la textura de las iméagenes en funciéon del
angulo. La mayoria de las superficies rugosas presentan anisotropia en una o
varias direcciones. Un parametro fractal sensible a la anisotropia es el llamado
topothesy.

El topothesy se ha utilizado como parametro para caracterizar la anisotropia en
el estudio de superficies rugosas a través de datos de altura y ha resultado ser
mas sensible a las anisotropias que la dimensién fractal. Para los datos de altura

de un perfil fractal, la relacién entre el parametro topothesy y la varianza es:

V = A(2P-2)g2(2-D) (Ec. 2.1.4.2.2.1)

El pardmetro A puede determinarse a partir de la pendiente y la interseccion del

variograma.:

A =10 interseccion/(2—pendiente) (Ec. 2.1.4.2.2.2)

Bonetto y colaboradores [87] han aplicado la Ec. 2.1.4.2.2.1 en el analisis de

textura de imagenes digitales.

En la tabla 2.1.4.2.1 se muestran los parametros analizados en este trabajo que se
encuentran incluidos en el programa EZEImage y su significado [88]. Todos los
parametros, excepto Sa, se calcularon a partir de las alturas relativas al plano
medio de cuadrados minimos.

Generalmente, se utiliza el parametro Sa para cuantificar la rugosidad ya que

provee caracteristicas estadisticas de alturas de la superficie y es 1til para detectar
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variaciones en la altura de la superficie general. Sin embargo, el uso de este tinico
parametro no siempre permite una buena evaluacion de la rugosidad.

Para analizar la distribucion de alturas se utilizan los parametros Ssk y Sku. Para,
una superficie con topografia de distribucién simétrica, de tipo gaussiano, el valor
de Ssk es cero. Un gran nivel de asimetria se refleja en un mayor valor absoluto
de este parametro. Sku caracteriza el ancho de la distribucién de las alturas, en
el caso de una superficie con distribucion topografica gaussiana el valor es cercano
a 3. Por otra parte, Sz describe caracteristicas de altura maxima de la superficie
[76].

En el caso de los pardmetros funcionales (Sbi, Sci, Svi), éstos permiten describir
caracteristicas importantes para wmuchas aplicaciones especificas. Estos
parametros son indices que permiten comparar entre distintos tipos de superficies
y procesos de manufactura ya que un valor alto o bajo de un indice es mas facil

de interpretar en los procesos de fabricacion que las cantidades fisicas absolutas

[76).

Tabla 2.1.4.2.1. Parametros cominmente utilizados en las medidas de rugosidad,
provistos por el programa EZEImage.

Parametro | Descripcién
S Desviacién media aritmética de la topografia de la superficie (alturas
a

relativas al plano que contiene el eje de inclinacién de la muestra)

Ssk Asimetria (Skewness) de la distribucién de alturas de la topografia

Sku Curtosis (Kurtosis) de la distribucién de alturas de la topografia
Diez-puntos (Ten-point) de la topografia de la superficie (diferencia de

Sz altura entre el promedio de los cinco puntos de mayor altura y los cinco
puntos de menor altura)

Sbi Indice de contacto de la superficie

Sci Indice de retencién de liquido en el centro o nicleo

Svi Indice de retencién de liquido en el valle
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Varios autores han demostrado la importancia del uso de los parametros D y A
para caracterizar la rugosidad de distintas superficies de ingenieria [89]-[94] ya
que se complementan con los pardmetros méas tradicionales (como el Sa) y
permiten analizar mejor las superficies. Por otro lado, Bonetto y Ladaga [87]
sugirieron, ademas, el uso de los parametros dper y dmin para caracterizar la
textura de imdgenes de SEM junto a D y A [95], [96].

Existen infinidad de métodos para calcular D [97]. No obstante, en este trabajo
se utilizo el método del variograma a partir del estudio de la textura de imagenes
de SEM [87], [95], [96] a través del programa FERImage [98]. El método consiste
en un grafico logaritmico de la varianza de la variacion del nivel de brillo
(brightness distribution) de una imagen en funcién del paso, donde la pendiente
del grafico estd relacionada con la dimensiéon fractal D, siendo D = 3 — H.
Mediante la pendiente del grafico, se puede obtener el valor H que varia entre 0
y 1y, por lo tanto, D varfa entre 2 (superficie plana) y 3 (superficie totalmente
rugosa). La dimension fractal describe la irregularidad superficial y los valores
que varian entre 2 y 2,5 indican superficies suaves persistentes mientras que
valores entre 2,5 y 3 corresponden a superficies antipersistentes siendo una
superficie completamente rugosa cuando D es cercano a 3. En el caso particular
donde D = 2,5 dicho valor corresponde a superficies brownianas [87], [95], [96].
Para muchas imagenes observadas con el SEM, el variograma presenta un
comportamiento fractal a baja escala y un comportamiento que parece tener una
tendencia asintotica a alta escala, pero si el eje vertical se expande, aparecen
maximos y minimos de varianza. Esta regiéon periédica permite obtener el
parametro dmin y corresponde al extremo inferior de la regiéon de la escala
periddica y es representativo del tamaifio de celda mas pequeno con suficiente peso
estadistico para producir periodos (dper) [87], [95], [96]. En el caso del parametro

A, se utilizé para caracterizar la anisotropia de las superficies estudiadas en este
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trabajo ya que se ha demostrado ser mas sensible que la dimensién fractal [94],
[95].

2.1.5. Mojabilidad

Las propiedades superficiales de los biomateriales desempefian un papel crucial en
las interacciones con los tejidos, y estas interacciones, a su vez, influyen
significativamente en las respuestas del organismo a largo plazo. Por lo tanto, es
importante obtener una comprension detallada de las caracteristicas especificas
de las superficies y de las técnicas empleadas para evaluarlas. Este conocimiento
es fundamental para el desarrollo de materiales mas "biocompatibles", capaces de
inducir respuestas celulares especificas o minimizar reacciones inflamatorias no
deseadas.

Se ha observado que la energia superficial del biomaterial esta estrechamente
relacionada con las interacciones biologicas, como la adhesion celular. Esta energia
de la superficie se puede cuantificar mediante el angulo de contacto de una gota
de liquido (8) en la superficie del biomaterial. Geométricamente, el dngulo 6 se
define como el angulo formado por la tangente en el punto de contacto entre las
fases interactivas del liquido, el gas y el sélido. Experimentalmente, se mide
trazando una linea tangente en el punto de contacto entre las fases liquida y

solida.

-

Super hidrofilica Hidrofilica Hidrofdbica Super hidrofdbica
Figura 2.1.5.1. Representacién grafica del angulo de contacto [99].

Dentro del contexto de la adhesion de proteinas o células, el objetivo principal de
muchos tratamientos es ajustar la superficie para que se sitile en un estado

intermedio entre ser hidrofébica y ser completamente hidrofilica. La medicién del
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angulo de contacto proporciona una manera sencilla de determinar estos valores
intermedios. Ademas, el angulo de contacto refleja conceptos mas profundos
relacionados con la tensiéon y la energia superficial, incluyendo la unién quimica
en las capas superficiales del biomaterial. Los valores del angulo de contacto
ofrecen una forma practica de cuantificar esta unién, lo cual influye en aspectos
como la capacidad de mojado, adhesion, limpieza de la superficie, el efecto de
tratamientos superficiales y las propiedades de los recubrimientos. La capacidad
de mojado es especialmente relevante en aplicaciones de biomateriales, ya que
afecta al proceso real de interaccién de la superficie con sustancias bioldgicas.

El angulo de contacto es una medida cuantitativa de la capacidad de un liquido
para extenderse o "mojar" una superficie sélida, como se muestra en la figura
2.1.5.1. Proporciona una evaluacion de la humectacion de un sélido por un liquido.
En consecuencia, el angulo de contacto ofrece una evaluacién directa de las
interacciones entre el liquido, el gas (o, en algunos casos, otro liquido inmiscible)
y las superficies sélidas. El método mas comun y practico para medir el angulo
de contacto es el método de la gota sésil, que implica depositar una gota de liquido
en la superficie solida y medir el angulo formado entre la linea de base de la gota
y la tangente en el punto de contacto utilizando instrumentos o6pticos. Este
enfoque, conocido como "método de angulo de contacto estatico', resulta ideal
para soOlidos con propiedades variadas en diferentes superficies, asi como en
superficies curvas. Permite medir el angulo promedio "©" en funcion del tiempo a
diferentes temperaturas.

En resumen, el angulo de contacto es un método sencillo, preciso, confiable y
economico utilizado para caracterizar las propiedades de superficie de

biomateriales y prepararlos para aplicaciones especificas.
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2.1.6. Ensayo de Adhesiéon Rockwell C

La prueba de indentacién Rockwell C; segin la norma VDI 3198 [100], es un
ensayo destructivo desarrollado para evaluar la calidad adhesiva (cualitativa) de
recubrimientos. El principio del método se basa en un indentador coénico de
diamante que bajo carga penetra en la superficie del sustrato de estudio generando
una deformacién plastica localizada en el material, resultando en la fractura del
recubrimiento. Uno de los requisitos que exige la técnica es que el espesor de la
muestra sometida a prueba debe ser al menos 10 veces mayor que la profundidad
de penetracion. Las caracteristicas y el volumen de la zona de fractura ofrecen
informacion sobre la adhesion y fragilidad de la pelicula. EI método mas especifico
para evaluar el comportamiento del recubrimiento luego del ensayo de adhesion
es a partir de la utilizacién de microscopia electrénica de barrido (MEB). La
combinacién de la geometria de contacto con la carga transferida resulta en
tensiones de corte en los extremos de la interfaz. La norma VDI 3198 define la
calidad de adhesion en una escala que va desde HF1 a HF6 (Figura 2.1.6.1). Los
recubrimientos bien adheridos al sustrato resisten estas tensiones de corte y
previenen la delaminacién circunferencial producto de la indentacién (HF1 a
HF4). En cambio, una delaminacién significativa en las proximidades de la
impresién indica una adhesién deficiente del recubrimiento al sustrato (HF5-
HF6). La presencia de grietas radiales acompanadas por una delaminacién
deficiente revela la existencia de un recubrimiento fuertemente adherido al

sustrato, aunque fragil.
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Figura 2.1.6.1. Clasificacién de la calidad de adhesién segin la norma VDI 3198 [100].

2.1.7. Potencial Z

El potencial zeta ({) describe el comportamiento de la carga en las superficies.
Dicho comportamiento y la definicién de potencial Z se explican utilizando el
modelo de la doble capa electroquimica (DCE). La superficie sdlida cargada
provoca una distribucién de carga interfacial que es diferente de la distribucion
de carga en la fase liquida. La carga superficial da lugar a un potencial superficial
que decae al aumentar la distancia desde la superficie solida. El modelo DCE
distingue entre una capa estacionaria inmévil y una difusa de contraiones que

compensan la carga superficial.
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En entornos acuosos, la mayoria de las superficies adquieren una carga de algin

tipo. Las regiones cargadas o la disociaciéon de grupos cargados en la superficie de

un material provocan la atraccion de iones hacia dicha superficie. Los iones méas

cercanos se ven fuertemente atraidos, dando lugar a la formacién de la capa de

Stern en la superficie del material en estudio. A mayor distancia de la superficie,

los iones son atraidos hacia el material, pero no se encuentran fuertemente unidos

y se intercambian con el resto de los iones en el medio. Esta capa intercambiable

se conoce como capa difusa. El potencial zeta se define como la carga en un limite

ficticio dentro de la capa difusa y se denomina plano de corte. Por lo tanto, el

potencial zeta depende en gran medida tanto de la muestra como del medio en el

que se encuentra inmerso [101].

® - Carga superficial (Negativa)

=
Capa de Stern

Plano de corte

Potencial de la superficie

Potencial de Stern
& s~ { Potencial Zeta
+ ® Distancia desde la superficie

Figura 2.1.7.1. Representacion grafica de la definicién de potencial Z ({) [102]
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1 . Preparaciéon de Muestras

Se utilizo6 como material de estudio muestras de Ti c.p. ASTM F67-06 Grado 4
(0.0039% N, 0.0112% C, 0.11% Fe, 0.24% O, 0.00% H, Ti bal), de 9 mm de
diametro por 6 mm de espesor. Todas las muestras se obtuvieron por mecanizado,
con un lavado con detergente durante 60 minutos en una lavadora ultrasénica. A
dichas muestras se le realizaron tratamientos de blastinizado, anodizado por
plasma quimico y un posterior tratamiento alcalino. En la Tabla 3.2.1.1 se

presenta la nomenclatura de las muestras con los diferentes tratamientos.

3.2 . Tratamientos Superficiales

3.2.1 Blastinizado

Todas las muestras fueron expuestas a un tratamiento de blastinizado con
particulas angulares de fosfato de calcio de 300 pnm de didmetro, durante 2 min a,
una presiéon de 6 Bar. El procedimiento de limpieza consté de dos etapas;
inicialmente se realizé un pasivado en 20% HNO; y luego un enjuague en agua
destilada en lavadora ultrasénica.
3.2.2 Anodizado por Plasma Quimico

Un grupo de muestras blastinizadas fueron sometidas a un tratamiento de
oxidaciéon anddica en una solucion electrolitica de fosfato de calcio anhidro
(CaHPOy), acetato de calcio (Ca (CH3COO)s,), lauril éter sulfato de sodio, EDTA

y NaOH por un periodo de 60 segundos desde la ruptura dieléctrica con un voltaje

de 280 V.
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3.2.3 Tratamiento Alcalino

Para el tratamiento alcalino se utilizé una solucién acuosa 10M de hidréxido de
sodio con una temperatura de tratamiento de 60 °C durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de inmersién, las muestras se lavaron en agua bidestilada
a 30 °C y luego fueron secadas durante 24 horas en un ambiente controlado de
temperatura.

Tabla 3.2.3.1. Nomenclatura de las muestras blastinizadas, anodizadas por plasma

quimico y con tratamiento alcalino

Muestra Tratamiento Superficial
B Blastinizado
BNa Blastinizado+ Tratamiento alcalino en NaOH
BAPQ Blastinizado+ Anodizado por Plasma Quimico
BAPQNa Blastinizado+ Anodizado por Plasma Quimico+ Tratamiento alcalino en
NaOH
3.24 Tratamiento Térmico

Posteriormente a los tratamientos superficiales, los dos grupos de material del
sustrato fueron tratados térmicamente durante 1 hora a alta temperatura en
horno eléctrico marca Lindberg Argentina (Tméax=1200 °C, 15KW, 380V, 3 fases,
50 ciclos), las temperaturas utilizadas fueron 400°C, 600°C y 800 °C. El
enfriamiento de las muestras se realizé en horno durante 24 horas, luego las
muestras se conservaron en un ambiente controlado de temperatura para su

posterior caracterizacion.

Tabla 3.2.4.1 Nomenclatura de las muestras tratadas térmicamente

Muestra Tratamiento Superficial

BNa400 Blastinizado+ Tratamiento alcalino en NaOH+ Tratamiento
Térmico a 400 °C
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BNa600 Blastinizado+ Tratamiento alcalino en NaOH+ Tratamiento
Térmico a 600 °C

BNa800 Blastinizado+ Tratamiento alcalino en NaOH-+ Tratamiento
Térmico a 800 °C

BAPQNa400 Blastinizado+Anodizado por Plasma Quimico+ Tratamiento

alcalino en NaOH+ Tratamiento Térmico a 400 °C

BAPQNa600 Blastinizado+Anodizado por Plasma Quimico+ Tratamiento

alcalino en NaOH-+ Tratamiento Térmico a 600 °C

BAPQNa800 Blastinizado+Anodizado por Plasma Quimico+ Tratamiento

alcalino en NaOH-+ Tratamiento Térmico a 800 °C

3.3 . Caracterizacion

3.3.1. Topografia Superficial y Rugosidad

La topografia superficial se evalué por medio de imagenes adquiridas a partir de
un detector de electrones secundarios con un microscopio electrénico de barrido
ambiental (ESEM) FEI Quanta 250 con un voltaje de 20kV en modo alto vacio;
instalado en el Laboratorio de Investigaciones de Metalurgia Fisica (LIMF-

FIUNLP-CIC).

La rugosidad de la superficie se determiné utilizando la técnica de pares estéreo
[88], [103]. Se obtuvieron quince pares estéreo de imégenes SEM, con un aumento
de 1500X con un angulo de inclinacion de A®=+5° a una distancia de trabajo de
10 mm y un voltaje de 20 kV. Las imagenes fueron procesadas para obtener los
parametros de rugosidad (Sq, Sa, Sz, Sku y Ssk, Sbi, Sci y Svi) con el programa

EZEImage [88].
3.3.2. Composicién Superficial

La composicién elemental se estudié con espectroscopia dispersivas en energias

(EDS). La composicion de las distintas fases presentes se evalué con
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espectroscopia Raman, espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier y

Difraccién de Rayos X.

La espectroscopia Raman se llevd a cabo en un espectrémetro Horiba Jobin Yvon
T64000, en el Centro de Quimica Organica “Dr. Pedro J. Aymonino” CEQUINOR
(CONICET-UNLP). Todos los espectros fueron adquiridos en el rango espectral

de 100 a 1200 cm™ utilizando la linea 514.5 nm de laser de Argom.

Las medidas de F'TIR se realizaron en un espectrémetro Thermo Scientific Nicolet
380 FT-IR, instalado en el Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y
Aplicadas (INIFTA)- Grupo Nanomateriales Poliméricos (INIFTA-CONICET-
UNLP). Para la obtencién de los espectros se emple6 un accesorio de reflectancia
total atenuada (ATR) mono-refleccion con un cristal de ZnSe; adquiriendo 128

barridos en el rango espectral entre 4000 y 650 cm™.

El analisis por Difraccion de Rayos X se llevd a cabo en un difractémetro marca
Philips modelo X’Pert con una fuente de 45 kV y 45 mA, instalado en el
Laboratorio Nacional de Investigacién y Servicios (LANADI), perteneciente al
Instituto de Fisica de La Plata. Para la adquisicion de los datos se utilizo radiacion
CuKoa (1,542 A), con un paso de 0,02°, tiempo por paso de 2 segundos y un rango

espectral de 20° a 70°.

El andlisis EDS se realizdé con un detector Oxford SDD X-Act con software

AZTecOne en un FEI Quanta 250 ESEM a un voltaje de 20 kV.

3.3.3. Espesor de los recubrimientos
Las muestras se montaron en una resina polimérica en frio y a continuaciéon se
lijaron las probeta con papeles esmerilados de sucesivas granulometrias (grano

600,1000,1500 y 2000); se terminé la preparacién mediante un pulido con pasta

de diamante y altimina. Posteriormente se lavaron con agua bidestilada en
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lavadora ultrasonica y se secaron con calor seco. Los espesores de las diferentes
capas se midieron mediante imagenes de electrones retrodispersados con un

microscopio electronico de barrido FEI Quanta 200 ESEM a un voltaje de 15kV.

3.3.4. Ensayo de adhesién Rockwell C

La adhesion cualitativa de los recubrimientos al sustrato se determiné mediante
el ensayo de indentaciéon Rockwell C segin VDI 3198 [100], utilizando un
durémetro marca BSG DL 171 y un penetrador conico de diamante con una punta
de 200 pm de didmetro. La norma define la calidad de adhesion de los
recubrimientos en una escala que va desde HF1 hasta HF6. En general, desde
HF'1 hasta HF4 se define una adherencia suficiente del recubrimiento al sustrato,
mientras que para HF5 y HF6 representa una adherencia insuficiente del
recubrimiento al sustrato (citar norma). De acuerdo con la simplicidad del ensayo,
no fue necesaria una preparacion previa de la superficie para la ejecucion de las
medidas de adhesion. Se realizaron tres medidas por cada muestra, entre medida
y medida se tomo la precaucion de limpiar la punta del penetrador para que no
afectase la indentaciéon siguiente. El andlisis de los resultados y su evaluacién con
lo indicado por la norma VDI 3198 [100], se realizé mediante imagenes obtenidas

en el microscopio electrénico de barrido.

3.3.5. . Potencial Zeta

Para poder evaluar el potencial Z superficial se utilizaron muestras de 4mm de
didmetro por 1,5mm de espesor en una soluciéon de SBF (sus siglas en inglés,
Simulated Body Fluid) conteniendo particulas de latex de poliestireno como
marcador. Las medidas fueron realizadas a 125, 250, 375, 500 y 625 um distancia
desde la superficie de cada muestra; se registraron cinco repeticiones por cada
punto y las determinaciones se realizaron por duplicado. El equipo utilizado fue

Zetasizer Nano (Nano ZSizer-ZEN3600, Malvern, U.K.), instalado en el Instituto
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de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas (INIFTA)-Plataforma de

Servicios Cientificos y Tecnolégicos NanoBioSens
3.3.6. Mojabilidad

Se realizaron medidas de angulo de contacto basados en el principio de la gota
sésil, se utilizo agua como liquido de prueba a temperatura ambiente. La eleccion
de agua como liquido de prueba se debe a que los fluidos fisioldgicos son soluciones
salinas acuosas, siendo el agua pura el liquido de prueba mas comtnmente
utilizado para medir la mojabilidad de la superficie de los biomateriales [104]. Se
empled un goniémetro Ramé-Hart Modelo 500 (Ramé-Hart Instrument co., EE.
UU.) instalado en el Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teoricas y
Aplicadas (INIFTA-CONICET-UNLP)-Area (Nano) Materiales Poliméricos. Las
iméagenes se obtuvieron utilizando el software DROPimage Advanced v2.2. Se
realizaron trece determinaciones durante 12 segundos después de que se depositod

la gota y se calcul6 el angulo de contacto promedio.
3.3.7. Ensayo in-vitro en SBF

La respuesta bioactiva de las superficies se evalué mediante la norma ISO-FIS
23317:2012(E)[16]. La concentracién de iones de SBF es aproximadamente igual
a la concentracién de iones presente en el plasma humano [105]. Las muestras se
sumergieron en solucion SBF a 37 °C con un pH de 7,4 durante 3 dias con un
intercambio diario de la soluciéon. Después de la inmersiéon en SBF, las muestras
se lavaron en agua destilada y se secaron en un ambiente controlado de

temperatura.

3.3.8. Ensayo in-vitro con células madre mesenquimales
(CMM)

Se utilizaron células madre mesenquimales (CMM) obtenidas de pulpas dentales

de terceros molares retenidos extraidos en el Hospital Universitario de la Facultad

57



de Odontologia de la UNLP, segtin protocolo aprobado por el comité de Bioética,
y procesados en el Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia
Odontolégica de la Facultad de Odontologia de la UNLP. Las células fueron
utilizadas luego del pasaje ntimero 3 (p3). Se utiliz6 como medio de crecimiento
de las CMM DMEM/F12 con suero fetal bovino al 10% y antibiéticos; se
sembraron 20000 células/muestra y se incubaron durante 48 horas a 37°C en una
atmosfera controlada con 95% de aire y 5% de CO, (Thermo Scientific Series 3
Water Jacketed). Para contrastar resultados se utilizé6 un control en placa de
Petri de plastico. Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se realizo la fijacion en
formaldehido al 10% y una posterior deshidratacién en alcoholes al 30, 70, 96 y
100 %. La fijacién y deshidratacién de las CMM, se efectué para la posterior
caracterizacion del ensayo “in-vitro” mediante Microscopia Electronica de Barrido

(MEB).
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CAPITULO 4
EFECTOS DEL TRATAMIENTO ALCALINO EN
LAS CARACTERISTICAS SUPERFICIALES Y
BIOACTIVIDAD DE IMPLANTES DENTALES
DE TITANIO BLASTINIZADOS Y
ANODIZADOS POR PLASMA QUIMICO

En la actualidad, las investigaciones en el campo de la implantologia dental se
centran en el estudio y perfeccionamiento de la interfaz hueso/implante y tejido
blando/implante. El éxito o fracaso de un implante en la cavidad oral dependeré
del contacto directo que se desarrolle entre el hueso y el implante
(osteointegracion), y de la unién de los tejidos blandos que rodean la superficie.
que actian como un sello biologico frente al medio bucal externo evitando las
enfermedades periimplantarias [37], [106]-[109]. Las propiedades superficiales
(fisicas, quimicas, mecénicas y biolégicas) de los biomateriales dentales influyen
en los procesos de osteointegracion como asi también en el sello biologico
desarrollado en la interfaz implante-tejido blando. Dentro de los procesos
biolégicos que se producen luego de la implantacion, se considera que la etapa de
adhesion celular es una de las mas importantes para el desarrollo de una
integracion estructural y funcional entre la interfaz désea y la superficie del
implante. Las propiedades superficiales del implante pueden influir en la
diferenciacion y proliferaciéon de las células adyacentes a la interfaz hueso-
implante y en la regulaciéon de los factores responsables de la expresion de genes
asociados a la formaciéon de matriz 6sea. Se han investigado una variedad de
modificaciones y recubrimientos superficiales para transformar la rugosidad,
composicion quimica, mojabilidad, carga/energia superficial y de esta manera
estimular una respuesta biologica adecuada acelerando los procesos de

osteointegracion.
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Hoy en dia, como resultado de los estudios realizados por Branemark [8], el titanio
es uno de los biomateriales méas utilizados en la fabricacién de implantes dentales.
Presenta la mejor combinaciéon de propiedades: biocompatibilidad, excelente
resistencia a la corrosion, alto rendimiento mecanico y moédulo de elasticidad
relativamente bajo [110]. A pesar de esto, estd ampliamente documentado que la
pelicula de TiO, formada en su superficie es bioinerte y promueve la aposicion
6sea (es decir, es osteoconductora), y en algunos casos el implante puede quedar
encapsulado por tejido fibroso [111], [112]. Ademaés, el titanio tiene un bajo
rendimiento de fatiga por friccién y corrosion y puede liberar residuos de desgaste
que producen inflamacion del tejido circundante que causa ostedlisis y, finalmente,

la falla del implante [112].

Es importante utilizar materiales reactivos en la fabricaciéon de implantes dentales
que permitan una unién bioactiva con los tejidos vivos a través de reacciones
fisicas o quimicas [113], logrando wuna répida y excelente calidad de
osteointegracién [114], [115]. Por lo tanto, se han desarrollado diferentes
tratamientos superficiales que transformen las superficies de los implantes de

titanio de bioinertes a bioactivas [116]-[118].

Dentro de los tratamientos superficiales bioactivos mas utilizados con resultados
clinicos exitosos, se pueden mencionar el granallado o blastinizado, anodizado por
plasma quimico y el tratamiento alcalino. El blastinizado es un tratamiento
sustractivo mecanico que aumenta la rugosidad superficial mediante la proyeccion
presurizada de particulas sobre la superficie del implante [37]. Los materiales
utilizados pueden ser SiO., Al,O3, TiO: y particulas biocompatibles de fosfato de
calcio comunmente conocido como RBM (“Resorbable Blast Media™) [119], [120].
Aparicio y colaboradores [51] observaron que se producian cambios en la

rugosidad durante el tratamiento y también se originaban diferencias en el
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comportamiento electroquimico y en la resistencia a la corrosion; ademas,
evidenciaron tensiones residuales de compresion inducidas por la proyeccion de
las particulas utilizadas en el proceso. El tratamiento de anodizado por plasma
quimico es un tratamiento de anodizado utilizado para generar un recubrimiento
ceramico bioactivo de éxido de titanio enriquecido en calcio y fosforo [121], [122].
El tratamiento alcalino es un tratamiento utilizado por ser econémico y sencillo
de realizar. El procedimiento consta en sumergir el implante de titanio en una
solucion de hidroxido de potasio o de sodio en condiciones de tiempo y
temperatura determinados, formando una capa de hidrogel de titanato (sodio o
potasio) nanoestructurada y bioactiva; adquiriendo condiciones favorables para la

diferenciacién celular [123], [124].

Sabiendo que el hueso es un material compuesto formado por hidroxiapatita y
colageno, se puede lograr una excelente osteointegracion mediante un implante
dental bioactivo donde se produce la precipitacion y el crecimiento de
hidroxiapatita en la superficie a partir del agua y los iones presentes en los fluidos
biolégicos. Kokubo y colaboradores, crearon el ensayo de bioactividad in-vitro [16]
para evaluar la bioactividad de un implante dental a partir de la inmersiéon en un
fluido corporal simulado acelular (SBF) en el que las concentraciones de iones y
el pH son similares a las concentraciones de iones del plasma sanguineo humano
[125]. Este ensayo de bioactividad in-vitro se considera un requisito previo para
estimar la uniéon implante-hueso; reduciendo considerablemente el ntimero de

animales y la duracién de las pruebas in vivo[125]

En este capitulo se describen las tareas realizadas como parte del trabajo de tesis
orientadas al estudio y a la comparacion de las propiedades superficiales
bioactivas obtenidas al realizar un tratamiento alcalino sobre dos superficies

diferentes empleadas en la industria odontoldgica, blastinizado con particulas
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biocompatibles (RBM) y anodizado por plasma quimico (APQ). Las técnicas de
caracterizacion utilizadas fueron SEM, EDS, Potencial Zeta, Espectroscopia
Raman, Difraccién de Rayos X, FTIR-ATR, Medicién de Angulo de Contacto y

SBE.

4.1 . Resultados y Discusiones

4.1.1. Topografia superficial, composicion y espesor

En la figura 4.1.1.1 se presen las imagenes MEB de la topografia superficial de las
muestras B, BNa, BAPQ y BAPQNa, del analisis de las distintas muestras, se
evidencian marcadas diferencias en la topografia superficial y en la rugosidad. El
tratamiento de blastinizado crea una superficie rugosa irregular con surcos,
crestas, valles, etc; estas irregularidades también se aprecian en los perfiles
transversales, senalando una severa deformacién en la superficie (figura 4.1.1.2).
Se ha comprobado que las superficies de Ti que fueron expuestas a tratamientos
de blastinizado exhiben un aumento en la resistencia a la fatiga, producto del
endurecimiento por deformacién de la capa subsuperficial [126], mejorando la
fijacion de los implantes a largo plazo. La generacién de microporos y nanoporos
resultado de los tratamientos de anodizado por plasma quimico y tratamiento
alcalino en NaOH (figura 4.1.1.1), genera cambios en la morfologia como en la
composicién superficial; estos cambios influyen en los eventos biolégicos los cuales
conducen a la aceptacién del implante por parte del huésped, originando una mas

rapida osteointegracion [123], [124].
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Figura 4.1.1.1. Imagenes MEB de la topografia superficial de las muestras B(a), BNa
(b), BAPQ (c) y BAPQNa (d) (3000 y 24000 x). Las muestras BNa y BAPQNa,
presentan una estructura de red nanoporosa con fisuras que recorren toda la superficie
(hidrogel de titanato de sodio en la superficie del 6xido de titanio).

Tabla 4.1.1.1. Porcentaje atéomico y relacion Ca/P de las muestras B, BNa, BAPQ y
BAPQNa

Muestra Ti (%at) O (%at) Ca (%at) P (%at) Na (%at) Ca/P
B 77.82 21,59 0,13 0,46 0,28
BNa 31,23 63,48 0,56 0,01 4,72 56
BAPQ 21,91 61,38 8,85 7,86 1,13
BAPQNa | 2351 66,97 3,69 0,30 5,54 12,3

Tabla 4.1.1.2. Porcentaje en peso de las muestras B, BNa, BAPQ vy BAPQNa

Muestra | Ti (%wt) O (%owt) Ca (%wt) P (%owt) Na (%wt)
B 91,09 8,44 0,12 0,35 -
BNa 56,51 38,43 0,85 0,01 4,10
BAPQ 30,81 37,52 13,43 9,24 -
BAPQNa 4515 4335 5,95 0,37 5,18
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Figura 4.1.1.2. Imégenes MEB de los espesores de las muestras B(a), BNa (b), BAPQ
(¢) y BAPQNa (d). Se evidencia un marcado incremento en el espesor de las muestras
BNa y BAPQNa (tabla 4.1.1.3) producto del tratamiento alcalino en NaOH con la
consecuente formacién del hidrogel de titanato de sodio.

Tabla 4.1.1.3. Espesores de los recubrimientos medidos a partir de MEB de las muestras

B, BNa, BAPQ y BAPQNa.

B BNa (pm) BAPQ (pm) BAPQNa (pm)
. 1,6240,58 2,40+0,30 8,19+1,63

En la figura 4.1.1.2 (a), se presenta la imagen MEB de la muestra B, se observa
una superficie rugosa irregular con una severa deformacién en la superficie (corte
transversal), lo cual aumentaria la resistencia a la fatiga mejorando la fijaciéon
mecanica del implante en el medio biolégico. En la tabla 4.1.1.1 se presentan los

datos de EDS de las distintas muestras, la presencia de Ca y P, proviene de la
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adhesion de las particulas de fosfato de calcio utilizadas en el proceso de
blastinizado [127][128], las cuales no fueron removidas en el proceso de limpieza.
Mueller y colaboradores [50], realizaron un estudio in vivo donde compararon
superficies blastinizadas con particulas de Al,Os y con particulas biocompatibles,
concluyendo que estas tultimas mejoran el proceso de osteointegracion en
comparacion con las superficies blastinizadas con ALO;, de igual manera
recomendaron realizar mas estudios para comprobar estos resultados. Debido a la
rugosidad generada en la superficie y al alcance de la técnica no se pudo medir el
espesor de la capa de 6xido nativa (TiO) de titanio. Segtin bibliografia la delgada
capa de TiO, presentaria un espesor maximo de aproximadamente ~10 nm [19],

126].

En la figura 4.1.1.1 (c), muestra BAPQ, exhibe la topografia caracteristica de
microporos los cuales son generados durante la etapa de ruptura dieléctrica del
tratamiento de anodizado por plasma quimico [127]-[129]. La mayoria de los
microporos presentan una geometria circular, aunque también se observaron
formas elipsoidales e irregulares [130]. El tamano de poro medido a partir de MEB
fue de 1.18 £0.38 pm, éste se encuentra dentro del rango de tamanos de 0.5 a 2
pm hallado por otros autores [131], [132]. La seccién transversal (figura 4.1.1.2
(¢)) muestra poros interconectados con un espesor de recubrimiento de 2.4+0.3
pm, estos datos se encuentran en concordancia con los hallados por Du y
colaboradores [133] quienes utilizaron un electrolito y voltaje similar. El perfil de
la muestra BAPQ se encuentra menos deformado en comparacion con la muestra
B, se considera que durante el proceso de anodizado se produce inicialmente una
disolucion parcial de la pelicula de 6xido nativa y seguidamente el crecimiento de
la pelicula de 6xido anddica. Se ha informado que dependiendo de la actividad
quimica del electrolito y el metal, el proceso de oxidacion en el anodo puede

conducir a la disolucién de la superficie o a la formacién de una pelicula de 6xido
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[134]. Los resultados de EDS (tabla 4.1.1.2) indican la presencia de Ca y P, segtin
bibliografia, estos elementos se incorporaron a la pelicula de 6xido anddica

durante la primera etapa del proceso de anodizado [19], [43].

Las muestras BNa y BAPQNa (figura 4.1.1.1 (b, d)) revelan la formacién de una
estructura de red tridimensional con poros de tamano nanométrico [135]; la
estructura formada corresponderia al hidrogel de titanato de sodio. Los tamanos
de poros medidos fueron de 230,714+42,30 nm para la muestra BNa y de 214,94
+32,74 nm para la muestra BAPQNa, estos valores se encuentran en concordancia
con lo determinado por Wadge y colaboradores quienes trabajaron con parametros
de tratamiento similares (bM NaOH, 60°C y 24 h) [136]. También se observaron
fisuras en ambas muestras tanto en las vistas longitudinales como en las
transversales, estas se presentan distribuidas en toda la superficie y son el
resultado de la contraccion de la capa de titanato de sodio producto de la
deshidratacion durante el secado [137]. La muestra BNa presenta zonas donde no
se han generado fisuras en el recubrimiento, el espesor del recubrimiento de la
muestra BNa es menor comparado con el formado en la muestra BAPQNa. Por
otro lado, la muestra BAPQNa presenta fisuras de un mayor espesor y
profundidad en el recubrimiento, las cuales confluyen generando una capa
craquelada producto de una contraccién no uniforme durante el secado y la
deshidratacion de la superficie. Las iméagenes de las secciones transversales (figura
4.1.1.2 (b, d)) de las muestras BNa y BAPQNa indican un incremento en el
espesor con respecto a las muestras que no fueron tratadas en el alcali (B y
BAPQ). La muestra BNa presenta un espesor de recubrimiento de 1.62 £+ 0.58pm,
este valor resulta coherente tomando en cuenta los estudios realizados por
Yamaguchi y colaboradores [138], éstos obtuvieron un espesor de hidrogel de 1pum
utilizando una concentracién de 5M de NaOH. Segin Wei y colaboradores [139],

el espesor de hidrogel de titanato aumenta al aumentar la concentracion de
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hidréxido de sodio en la solucién acuosa. La muestra BAPQNa (Tabla 4.1.1.3)
presenta un espesor de 8.194+1.63um, contrastando con el valor obtenido para la
muestra BAPQ de 2.440.3nm, se evidencia un incremento de aproximadamente
del 240% en el espesor. La deformacion que se observa en los perfiles transversales
de las muestras BNa y BAPQNa (figura 4.1.1.2 (b, d)) son producto de la
disoluciéon parcial de la capa de TiO. consecuencia del ataque corrosivo de los
grupos hidroxilos de la solucién de NaOH [62]. En la (tabla 4.1.1.2) se puede
observar la presencia de Na y un aumento en el porcentaje en peso de oxigeno
(procedente del tratamiento alcalino), ademds se detectaron Ca y P remanentes

del tratamiento anterior, en las muestras BNa y BAPQNa.

4.1.2. Composicion de Fases

4.1.2.1. Espectroscopia Raman

La figura 4.1.2.1.1 muestra los espectros Raman de las muestras BNa, BAPQ,
BAPQNa; debido al delgado espesor y al alcance de la técnica no se pudieron
colectar datos de la muestra “B”.

La muestra BNa presenta 8 modos normales de vibracién, 5 modos
corresponderian a la fase de titanato de sodio (Na;Ti307), dos modos a la fase de
carbonato de sodio (Na;COs) y un modo a la fase fosfato de calcio Cas(POu).. Las
senales a 155.8 y 278.1 cm™ corresponden al modo de estiramiento anti-simétrico
B, atribuido a la vibracién de Ti-O-Na', la senal a 437 cm™ corresponderia al
modo de flexiéon simétrico A, atribuida a la vibracién del enlace de Ti-O-Ti, la
senal a 696 cm? corresponderia al modo de estiramiento anti-simétrico Bg
atribuido a la vibracién de los enlaces Ti-O7 y Ti3-O5 [140], [141], la senal a 890
cm? corresponderfa al modo de estiramiento simétrico A, [140], [142], [143]. La

senal intensa presente a 963.8 cm™ corresponderia al modo de estiramiento
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simétrico del enlace tetraédrico del grupo PO.? atribuido a la vibracién de los

enlaces P-O [144], [145].

Del espectro vibracional Raman obtenido para la muestra BAPQ se observa la
presencia de 5 modos normales de vibracién, 3 modos de estiramiento simétrico
E,, 2 modos de flexion simétrica Bi, y un modo de flexién anti-simétrica Ay, los
cuales corresponderian a la fase anatasa de acuerdo con las senales asignadas por
otros autores [146]-[148]. Las sefiales a 146, 198 y 637.6 cm™ corresponderian a
los 3 modos de estiramiento simétrico E,, la senal a 394.6 cm™ corresponderia a
uno de los modos de flexién simétrica Bi, y la senal a 512.3 cm™ corresponderia a
un doblete formado por el modo de flexién simétrica Bi; y el modo de flexion
antisimétrica Ai, todos relacionados al enlace O-Ti-O [149]. El modo de
estiramiento simétrico Eg a 146 cm™ intenso y estrecho confirmaria una anatasa
de largo alcance, la cristalinidad de la fase anatasa ya ha sido demostrada por

otros autores [133], [150], [151].

La muestra BAPQNa presenta 10 modos normales de vibracién, 3 modos de
estiramiento simétrico Eg, 2 modos de flexién simétrica Bi, y un modo de flexion
anti-simétrica Ai, los cuales corresponderian a la fase anatasa [146]-[148] en
concordancia con lo encontrado en la muestra BAPQ. Ademads, se identificaron 4
modos normales de vibracién los cuales corresponderian a la fase de titanato de
sodio (NapTi307). La senial a 280.1 cm™ se asociaria al modo de estiramiento
simétrico B, la cual es atribuida a la vibracién de Ti-O-Na™, las senales a 443 cm
Uy a 737 cm! corresponderian al modo de flexién simétrico A, atribuidas a las
vibraciones del enlace Ti-O-Ti y O-Ti-O4; la senial a 890 cm! corresponderia al
modo de estiramiento simétrico A, atribuida a la vibraciéon de los enlaces Ti-O y

Na-O cortos incluidos los atomos terminales en la estructura de Na,TizOr [152].

68



La presencia de picos amplios y de baja intensidad, indicarian que las muestras

estarian compuestas por material amorfo o microcristalino [148].
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Figura 4.1.2.1.1. Espectros Raman de las muestras BNa, BAPQ y BAPQNa (a:
Na,Ti307, A: Casz(POy)s, @ Na,COs, 0: TiOs-Anatasa).
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La presencia del grupo fosfato en la superficie de la muestra BNa provendria de
la adhesién de las particulas utilizadas en el tratamiento de blastinizado; estos
datos se encuentran en concordancia con los obtenidos por EDS, donde se
evidencia la presencia de Ca y P en la superficie de la muestra. Las senales de
baja intensidad presentes entre 1049 y 1076 c¢m™ corresponderian a la vibracion
de estiramiento simétrico de los grupos carbonatos [153]; la existencia de
carbonato de sodio en las superficies tratadas en soluciones alcalinas se atribuiria
a la formacién durante el secado y almacenamiento de las muestras al aire libre
[154]. No se evidencian picos de la fase anatasa o de la fase rutilo. La presencia
de picos amplios indicaria que las muestras estarian compuestas por material
amorfo o microcristalino [148]. La muestra BNa presenta picos anchos e intensos
en comparacion con la muestra BAPQNa donde los picos son anchos, pero de baja
intensidad, con lo cual las propiedades de la muestra BNa estara gobernada por
el caracter amorfo del hidrogel de titanato de sodio; mientras que las propiedades
de la muestra BAPQNa tendra propiedades compartidas entre la fase anatasa del

TiO; y la fase amortfa del hidrogel de titanato de sodio.

4.1.2.2. Difraccién de Rayos X

La figura 4.1.2.2.1 presenta los espectros DRX obtenidos de las muestras BAPQ,
BNa y BAPQNa, se presentan pocas sefiales en el rango explorado lo cual se
deberia a la simetria de las distintas fases analizadas, facilitando el anélisis
individual de cada pico para obtener la informacién de las fases presentes en las
distintas superficies. Debido al delgado espesor del TiO: en la muestra “B” y
considerando que el componente a medir no se encuentra en una cantidad mayor

al 1% del total no se realizaron medidas a partir de la técnica.
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La muestra BAPQ presenta seis senales de difraccion, dos senales corresponderian
a la fase anatasa del TiO. y 5 senales a la fase o del Ti. La senal a 25,4° de baja
intensidad y la senial a 38,4° corresponderian a la fase anatasa del TiO, [17], [18].
El pico presente a 38,4 ° seria un solapamiento entre las senales de la fase anatasa
y la fase o del Ti, se considera que la forma y la intensidad del pico estaria
gobernado en su mayoria por las propiedades de la fase o del Ti. La baja
intensidad en el pico de anatasa se deberia al voltaje adoptado en el proceso, M.
Garsivaz Jazi y colaboradores [155], probaron que para voltajes entre 140-200V y
un electrolito acido la intensidad de la senal de anatasa aumenta con el incremento
del voltaje de anodizado. Las seniales presentes a 35,1°-35,2°% 38,4°(doblete);
40,2°(doblete); 53°-53,13°(doblete); 63°-64° todos estarian asociados a la fase o
del Ti [133], [156]. No se ha podido identificar ninguna senal correspondiente a la
fase rutilo del TiO: lo cual fue confirmado por Raman, esto sugiere que los
parametros utilizados en el tratamiento de anodizado por plasma quimico
promueven la formacion de la fase anatasa del TiO.. Autores han encontrado que
para voltajes de anodizado por plasma quimico entre 140-300 V y electrolitos
alcalinos se promueve la formacién de anatasa cristalina durante la primera etapa.

del proceso de anodizado [150], [157].

La muestra BAPQNa, presenta senales a 25,3°, 35,1°-35,2° (doblete),
38,4°(doblete), 40,2°(doblete), 52,9°-53.11°(doblete) las cuales corresponderian a
la fase anatasa y a la fase o del Ti, esto resulta consistente ya que la muestra
BAPQ actta como sustrato base de la muestra BAPQNa [133], [156]. Al mismo
tiempo, se identificaron tres sefiales anchas y de baja intensidad las cuales
responderian a la fase del hidrogel de titanato de sodio. La senal presente a 25,3°
seria un solapamiento entre la fase anatasa y el hidrogel de titanato de sodio, las
sefiales a 34° y 48,05° también corresponderian a la fase del hidrogel de titanato

de sodio [158]. Autores han atribuido la presencia de picos anchos entre 23°-32° y
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entre 47°-49° a la formacion del hidrogel de titanato de sodio producto del

tratamiento alcalino [62], [158]-[161].
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Figura 4.1.2.2.1. Espectro DRX de las muestras BNa, BAPQ y BAPQNa (A: Anatasa,

TS: Titanato de Sodio, Ti: Titanio o).
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La muestra BNa presenta senales a 35°, 38°,40°,52,9°,62,8° las cuales se atribuirian
a la fase o del Ti [133], [156]. Ademas, se identificaron 4 senales a 25,8°, 31,7°-
32,1°(doblete), 33° y 48,29° anchas y de baja intensidad las cuales corresponderian

a la fase del hidrogel de titanato de sodio [62], [158]-[161].

En la muestra "B", el delgado espesor del TiO2 y su baja concentracién (menor
al 1%) impidieron la realizacion de medidas con la técnica utilizada. En la muestra
BAPQ), se identificaron seis senales de difraccién, dos correspondientes a la fase
anatasa del TiO2 y cinco a la fase o del Ti, indicando la predominancia de estas
fases debido a los parametros del proceso. No se detecté la fase rutilo. En la
muestra BAPQNa, las senales correspondieron a anatasa y fase o del Ti, ademas
de tres senales anchas y de baja intensidad atribuibles al hidrogel de titanato de

sodio.

La muestra BNa mostro senales asociadas a la fase o del Ti, junto con cuatro
senhales de baja intensidad atribuibles al hidrogel de titanato de sodio. Los
espectros DRX de BNa y BAPQNa son similares a los reportados para la fase de
hidrogel de titanato de sodio (NaxH2-xTi307). La presencia de mas senales de
hidrogel en BNa que en BAPQNa sugiere una mayor actividad de hidratacién en
el Ti blastinizado durante el tratamiento quimico alcalino. Las senales de baja
intensidad y amplitud ancha indican que las fases formadas tienen un caracter
amorfo o microcristalino. En resumen, los resultados de DRX confirman la
presencia de fases especificas en las muestras, proporcionando informacion sobre
la estructura cristalina y la composicion de los tratamientos superficiales

aplicados.
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4.1.2.3. ATR-FTIR

Los grupos funcionales presentes en las muestras BNa, BAPQ y BAPQNa fueron
analizados por ATR-FTIR (figura 4.1.2.3.1). Se pudieron identificar la mayoria
de los grupos funcionales presentes en cada una de las condiciones, puesto que el

espesor de penetracion del haz con cristal de ZnSe fue de 2 pm aproximadamente.

La muestra BNa muestra que luego del tratamiento alcalino se forma una banda
ancha e intensa a 3301 cm' asignable a grupos -OH superficiales y/o agua
adsorbida [162]. Las sefiales débiles en la regién comprendida entre 1801,3 cm™ y
1201 ecm™ son asignadas a agua absorbida, caracteristica de precipitados en
solucién acuosa, y a otros grupos como carbonatos, estos ultimos probablemente
también como resultado del tratamiento alcalino en NaOH [163]. Becker y
colaboradores han encontrado bandas asignables a grupos hidroxilos a 1630 ¢m™
para Na,Ti;30; y a 1635 cm? para Na,TisOi [164] La banda observada
aproximadamente a 860 cm™ es posible atribuirla al modo de vibracion de
estiramiento de los iones Ti del grupo Ti-O-Ti en una coordinacion octaédrica, lo
que indicaria la presencia del ion titanato [165]. Los compuestos de titanato de
sodio presentan bandas de vibracién de estiramiento y flexién con diferentes
intensidades en la regiéon de 700-1000cm™, la forma y la posicién de la banda
dependera del tipo de titanato de sodio formado [164], [166]. No se presentaron
bandas asignables a las vibraciones del grupo Ti-O-Ti del sustrato (TiO.), este
resultado confirmaria el delgado espesor y la baja concentracion del TiO. de la

capa pasiva.

En el espectro de la muestra BAP(Q se observa una banda intensa principal
centrada en 1000 cm™ y una banda lateral de baja intensidad a 921,8 cmasignable
a las vibraciones de estiramientos del grupo Ti-O-Ti del sustrato TiO..

Generalmente los 6xidos metalicos presentan bandas de absorcién anchas e
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intensas por debajo de 1000cm™ (regién de la huella dactilar) como resultado de
las vibraciones interatémicas del grupo Ti-O-Ti [167]-[169]. La banda presente a
1050 cm™ estaria asociada a las vibraciones de estiramiento antisimétricos de los
grupos fosfatos PO,* [170]. La presencia del grupo fosfato en la superficie de la
muestra BAPQ, se deberia al enriquecimiento del recubrimiento de los compuestos
presentes en el electrolito utilizado en el proceso de anodizado [56]. Las senales
débiles comprendidas entre 1726 y 1217 cm™ son asignadas a agua absorbida
producto del electrolito acuoso utilizado en el tratamiento de APQ. La muestra
presenté un espectro con ruido a pesar del nimero de espectros acumulados (128),
esto indicaria una baja concentracion de especies en la superficie del titanio

tratado.
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Figura 4.1.2.3.1. Espectros ATR-FTIR de las muestras BNa, BAPQ y BAPQNa.

Del anélisis del espectro vibracional de la muestra BAPQNa se evidenci6é que esta
presenta los mismos grupos funcionales encontrados en la muestra BNa
confirmando de esta forma la presencia del ion titanato para ambas muestras. Se

encontraron minimas diferencias las cuales solo radican en un minimo corrimiento
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en las posiciones de las bandas de transmisién. No se presentaron bandas de
vibracién asignables a grupos fosfatos POs*, esto se deberia a que el espesor del
recubrimiento de la muestra BAPQNa es de aproximadamente 8.19+1.63 pm
comparando con el espesor de la muestra BAPQ (2.404+0.32 pm) y el espesor de
penetracion del haz (2 pm,) por lo tanto los grupos funcionales identificados seran

todos pertenecientes a la capa de hidrogel de titanato de sodio.

4.1.3. Rugosidad

En la tabla 4.1.3.1 se presentan los valores obtenidos mediante el programa
EZEImage [88] para los parametros de rugosidad de las muestras B, BNa, BAPQ
y BAPQNa. Todos los parametros, excepto Sa, se calcularon a partir de las alturas
relativas al plano medio de minimos cuadrados. Se puede observar en la tabla
4.2.3.1 que los parametros que presentan mayor variaciéon entre los distintos
tratamientos son Sa, Sz, Ssk y Svi. Los parametros Sku, Sbi y Sci no se presentan,
debido a diferencias significativas en el error.

Tabla 4.1.3.1. Valores de parametros de amplitud y parametros funcionales obtenidos

con el programa EZEImage. Los nlimeros entre paréntesis indican el error en la dltima
cifra significativa.

Muestra | Sa (pm) | Sz (pm) | Ssk Sku Sbi Sci Svi
B 1,303) | 1301) 0,40(4) | 3.8(6) 0,64(2) | 1,47(5) |0,132(4)
BNa 1,41(8) | 17(5) 0,22(7) | 3.5(6) 0,64(3) | 1,5(1) 0,121(5)

BAPQ 1,002)  |11,5(1) |0224) |[3,1(1) 0,63(2) |1,50(5) |0,118(3)

BAPQNa | 1,44(6) | 17(1) 0,34(7) | 3,4(4) 0,65(3) | 1,44(8) |0,130(4)
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En la figura 4.1.3.1 se puede observar la variacion del pardmetro Sa, en todos los
casos se encuentra en el rango de 1-2 um, siendo la muestra BAPQ la de menor
valor. Si se comparan los valores de Sa, antes y después de realizar el tratamiento
de NaOH, entre las muestras con blasting (B y BNa) no existe variacion, pero
entre las muestras con APQ (BAPQ y BAPQNa), la variacion es significativa.
Comparando las cuatro muestras, BAPQ es la que presenta el menor Sa, en el
resto el valor es similar. En el caso del parametro Sz, se observa un aumento de
su valor en la muestra BAPQNa respecto a BAPQ, aunque si se comparan las

cuatro muestras no existe variaciéon entre ellas por el gran error de la muestra

BNa.

Se puede observar que en todas las muestras es levemente mayor la proporcién
de valles que de picos, esto se ve reflejado en los valores obtenidos de Ssk y Svi.
En la figura 4.1.3.2 (a) y (b) se observa que cuando es mayor la proporcién de
valles (en valor absoluto) el indice de retencién en el valle aumenta. Cuando se
aplica el tratamiento NaOH (BNa) a la muestra con blasting (B) la proporcion
de valles disminuye (se acerca a un valor gaussiano de Ssk) y el indice de retencién
en el valle disminuye. En cambio, en la muestra de APQ el comportamiento es al
revés, la proporcion de valles v el indice de retencion en el valle aumenta cuando
se aplica el tratamiento de NaOH (BAPQNa). Sin embargo, en todos los casos el
parametro Sku presenta para todas las muestras una distribucion de alturas

gaussiana [76]

De todos los tratamientos, la muestra BAPQ es la que presenta valores gaussianos
de indices de retencion de fluidos, el resto de las muestras tienen mayores indices
de retencion en el valle y en el pico y menores indices en el nicleo que los valores

correspondientes a superficies gaussianas [76].
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Figura 4.1.3.2. Comportamiento de los pardmetros (a) Ssk y (b) Svi

La dimensién fractal D (tabla 4.1.3.2) indica que BAPQ tiene una superficie suave
persistente y que ademaés presenta el menor valor de Sa. Luego del tratamiento
de NaOH, D aumenta (aunque sigue siendo persistente) al igual que Sa, Sz, Sviy
Ssk (en valor absoluto) pero Sbi y Sci se mantienen constante. La formacion del
gel titanato de sodio por el tratamiento alcalino, genera una superficie con mayor
rugosidad y proporcion de valles por lo que mejora su capacidad de retencion de
fluido en esa zona. Como se puede observar en la tabla 4.1.3.2 el parametro dmin

presenta una variacion luego del tratamiento por lo que el tamano de la minima
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celda que presenta periodicidad en la superficie (que consideramos por su valor
que podria ser el poro de los volcanes generados en el tratamiento de APQ)
disminuye por el tratamiento alcalino y lo mismo sucede con Dper (que podria
considerarse como la distancia entre los poros). En cuanto a A, se puede observar
que, si bien existe una pequefia variacion, la superficie presenta anisotropia (figura
4.1.3.3).

Tabla 4.1.3.2. Valores de la dimensién fractal D y de los pardametros Dmin y Dper

obtenidos con el programa FERImage. Los niimeros entre paréntesis indican el error en
la dltima cifra significativa

Muestra D dmin (um) dper (um)
B 2,67(3) 2,3(5) 27(4)
BNa 2,574(2) 2,8(1) 20(2)
BAPQ 2,346(2) 2,30(3) 17,6(6)
BAPQNa 2,44(3) 1,8(1) 12,3(7)
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Figura 4.1.3.3. Grafico polar del pardmetro topothesy normalizado a sus respectivos

valores maximos.

En el caso de las muestras con blasting (B y BNa), Sa y D no varia después del
tratamiento alcalino pero la proporcién de valles se ve disminuida (Ssk y Svi). Es
decir, la rugosidad general no se ve afectada, s6lo se puede considerar que el
tratamiento alcalino genera modificaciones en la distribuciéon de alturas al bajar
la proporcién de valles y el indice de retencion de fluido en esa zona. Por otro
lado, el dmin no varia, a diferencia de las muestras con APQ, por lo que el tamano
de la minima celda que presenta periodicidad en la superficie tampoco varia,
aunque el parametro Dper disminuye levemente en la muestra con tratamiento
alcalino. Los resultados numéricos obtenidos de estas tltimas muestras no se han
podido relacionar a alguna caracteristica superficial como en el caso de las
muestras de APQ. Respecto al resultado obtenido de A, se puede observar que la
muestra con tratamiento alcalino presenta menor anisotropia que la muestra sin

tratamiento.
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4.1.4. Mojabilidad

En la tabla 4.1.4.1 se presentan las mediciones del angulo de contacto por el
método de la gota sésil de las muestras B, BNa, BAPQ y BAPQNa.

Del analisis de los resultados se observa una disminucién muy marcada en el
angulo de contacto entre las muestras que fueron tratadas en hidréxido de sodio
(BNa y BAPQNa) con respecto a los sustratos base (B y BAPQ). Las muestras
BNa y BAPQNa presentaron angulos de contacto ®<20° indicando una superficie
superhidrofilica [35]. Cuando las gotas de agua se depositan en la superficie de las
muestras tratadas con NaOH se dispersan réapidamente, este resultado indicaria
una alta energia superficial, adhesividad y mojabilidad de las superficies. Estas
caracteristicas superficiales podrian acortar los tiempos de cicatrizacién y en

consecuencia los tiempos de osteointegracion de los implantes [171].

Tabla 4.1.4.1. Mediciones de dngulos de contacto de las muestras B, BNa, BAPQ y
BAPQNa.

B BNa BAPQ BAPQNa

80.1° 19.1° 1147 ° 17.1°

La muestra B presenta un angulo de contacto de 80.1°, valores de angulos de
contacto P<90° presentaran propiedades hidrofilicas, resultando en moderadas
propiedades de mojabilidad, adhesividad y energia superficial [172]. Las fuerzas
de adhesion solido-liquido seran mayores que las fuerzas de cohesion del liquido,
la gota tenderd a una forma mas plana mojando una mayor porciéon de la superficie

del sélido [172].

La muestra BAPQ tiene un dngulo de contacto de 114.7°, valores de dngulos de
contacto ®>90° indicarian superficies hidrofobicas [172], resultando en bajas

propiedades de mojabilidad, adhesividad y energia superficial. Las fuerzas de
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cohesion del liquido seran mayores que las fuerzas de adhesion sélido-liquido, con
lo cual la gota tenderd a una forma esférica, resultando en el mojado de una
pequeiia porcién de la superficie del sélido [172]. En el transcurso de la insercién
clinica, solo una pequena porciéon de la superficie del implante hidrofébico y
microestructurado es mojado durante el contacto inicial con la sangre [79]. Se
considera que las superficies hidréfobas pueden afectar la adhesién celular y la

desnaturalizacién de las proteinas, lo que conduciria al rechazo del implante [173].

Analizando los valores de angulos de contacto relativamente altos obtenidos en
las muestras B y BAPQ), se considera que estas superficies se comportan segin un
régimen de Cassie-Baxter [154]. El régimen de Cassie-Baxter establece que las
gotas del liquido de prueba (agua) se anclan a los bordes y puntas de la
microestructura de los sustratos (B y BAPQ), quedando aire atrapado en las
cavidades de la superficie debajo del liquido, resultando en un contacto incompleto
a partir de la formacién de una interfase heterogénea biomaterial/aire/liquido
[154]. Autores han obtenido para superficies de Ti blastinizadas con particulas
biocompatibles (hidroxiapatita) y en superficies de Ti Anodizadas, valores de
angulo de contacto entre 40°-60° (superficies hidrofilicas de moderada
mojabilidad); atribuyeron estos resultados a la topografia y a la presencia de Ca
y P en la superficie producto de la adhesién de las particulas del tratamiento de
RBM o del electrolito utilizado en el proceso de anodizado[171], [174], [175]. La
muestra B presenta propiedades hidrofilicas, mientras que la muestra BAPQ
muestra propiedades hidrofébicas. Ambas superficies evidenciaron la presencia de
calcio (Ca) y fésforo (P) (Tabla 4.1.1.2). En consecuencia, no podemos establecer
una relacion directa entre la presencia de estos elementos en la superficie y la
hidrofilicidad observada. Otro factor importante que podria disminuir las
propiedades de mojabilidad provocando un aumento en el angulo de contacto, es

la existencia de carbono en la superficie; se corrobor6 la ausencia de este elemento
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en la superficie de los sustratos (tabla 4.1.1.2). La absorcién de carbono en la
superficie de los implantes producto de una mala limpieza de los tratamientos
superficiales o de contaminantes presentes en el ambiente, ocasionaria una
disminucion de la energia superficial con un aumento del angulo de contacto
(disminuciéon de la mojabilidad de la superficie)[79], [176] y por consiguiente la

obtencién de una superficie con propiedades hidrofébicas.

Las muestras BNa y BAPQNa exhiben un angulo de contacto de 19.1° y 17.1°,
valores de angulos de contacto ®<20° indicarian propiedades superhidrofilicas,
resultando en altas propiedades de mojabilidad, adhesividad y energia superficial
[172]. Las fuerzas de adhesion soélido-liquido serdan mayores que las fuerzas de
cohesion del liquido, la gota tendera a una forma plana mojando una gran porciéon
de la superficie del solido [172]. Los resultados obtenidos en este estudio se
encuentran en concordancia con los hallados por Kim y colaboradores [62], quienes
lograron sustratos superhidrofilicos mediante la preparacién de sustratos de
titanio en una solucion de NaOH 10M durante 24 horas a 60 °C, respectivamente.
El hidrogel de titanato de sodio al ponerse en contacto con una soluciéon acuosa
se hidroliza, los grupos hidroxilos son termodindmicamente menos estables y de
alta energia superficial [154], [177], un aumento en la concentracién del alcali
produce un aumento en el contenido de los grupos hidroxilos obteniendo

superficies superhidrofilicas [62], [154], [177].
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4.1.5. Potencial Z

El potencial zeta (Capitulo 2.1.7) se define como la carga que se genera en un
limite ficticio dentro de la capa difusa y se denomina plano de corte (figura
2.1.7.1). Por lo tanto, el potencial zeta depende en gran medida tanto de la
muestra como del medio en el que se encuentra inmerso [101]. La tabla 4.1.5.1
presenta los resultados de potencial zeta de las muestras B, BNa BAPQ y
BAPQNa. Las superficies de titanio al ponerse en contacto con un electrolito
acuoso generan en su superficie una carga negativa por la absorciéon de iones (OH-
)[178], [179], en concordancia con lo encontrado por otros autores, todas las

muestras bajo estudio reflejaron un potencial 7Z negativo.

Tabla 4.1.5.1. Medidas de potencial Z de las muestras B, BNa, BAPQ y BAPQNa

Muestras Potencial Z (mV) £ SD R?

B 217.6 £ 3,2 0.94
BNa -8.1+14 0.94
BAPQ -10.3 £ 1,8 0.76
BAPQNa -8.5 £ 3,8 0.87

El valor de potencial Z mas negativo encontrado en la muestra B indicaria la
generacién de una mayor absorcién de grupos hidroxilos (OH") en la superficie,
una mayor cantidad de grupos hidroxilos conducirian a una menor cantidad de
iones hidrégeno en solucién con lo cual se obtendria un potencial Z mas negativo
[180], se considera que la muestra presentard una mayor estabilidad en
comparacion con los otros sustratos medidos [181]. Sin embargo, exhibe una
desviacion estandar mas alta de lo normal (0.5-1mV), esto revelaria que la
superficie presenta cierta reactividad en la solucién acuosa (SBF) durante la

medicion [114], [182], dado que la superficie es ligeramente hidrofilica (80.1°) y
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tiene residuos de particulas de fosfato de calcio en la superficie producto del

tratamiento de blastinizado.

El valor de potencial Z obtenido para la muestra BAPQ se desplaza hacia valores
menos negativos lo que evidenciaria reactividad e intercambio i6énico. La superficie
es ligeramente hidrofébica y se considera que la carga superficial se deberia a que
las moléculas de agua adsorbidas en la superficie son débilmente atraidas a la
superficie [114], [178]. La superficie muestra cierta reactividad (considerando la
desviacion estandar), esto se podria asignar a la disolucién de la capa de anodizado

por plasma quimico (Tablas 4.1.1.1 y 4.1.1.2).

Después del tratamiento en el alcali se observa un desplazamiento del valor del
potencial Z de la muestra BNa y BAPQNa hacia valores menos negativos (-),
indicando una mayor reactividad en comparacién con la muestra B y BAPQ.
Como ya se ha mencionado, el hidrogel de titanato de sodio al ponerse en contacto
en una solucién acuosa (SBF) se hidroliza, los grupos hidroxilos son
termodindmicamente menos estables y de alta energia superficial [154], [177]. La
reactividad de las superficies BNa y BAPQNa se deberia a la liberacién de los
iones Na®™ con la adsorcién de iones Ca’" y de H3O" de la solucion SBF,
considerando que la superficie es superhidrofilica. La desviaciéon estandar de la
muestra BNa es menor que la muestra B, esto podria significar que el intercambio
de iones es constante durante la medicion. Tanto la muestra B como la BNa
muestran un excelente coeficiente de determinacién R? La muestra BAPQNa
presenta una alta desviaciéon estandar con respecto a la muestra BAPQ, esto
significaria que la superficie no es estable durante la medicién, estos resultados
estan respaldados por los coeficientes de determinacion, que son buenos pero

inferiores a las muestras B y BNa.
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4.1.6. Ensayo in-vitro en Fluido Biolégico Simulado (SBF)

La bioactividad in-vitro se evalué sumergiendo los distintos sustratos B, BNa,
BAPQ y BAPQNa durante 1.5 h y 72 h en fluido corporal simulado (SBF). Del
analisis de las distintas superficies (figura 4.1.6.1) se evidenci6 la precipitacién de
una posible apatita en la superficie de las muestras que tenian tratamiento alcalino
(BNa y BAPQNa) en comparacién con las muestras que no fueron tratadas en el
alcali (B y BAPQ). La morfologia del depdsito encontrado se encuentra en
concordancia con la morfologia de precipitados de hidroxiapatita estudiada por

otros autores sobre superficies bioactivas de titanio [62], [63], [114].

En las figuras 4.1.6.2 se presentan los datos de EDS obtenidos de las muestras B,

BNa, BAPQ, BAPQNa después de la inmersiéon durante 1.5 h y 72 h en SBF.
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Figura 4.1.6.1. muestras B(a), BNa (b), BAPQ(c) y BAPQNa (d) luego de la inmersién
a 72 horas en SBF. Se evidencian precipitados esféricos de una posible apatita en las
muestras BNa (b) y BAPQNa (d).

La muestra B presenta areas con un precipitado muy incipiente (figura 4.1.6.1
(a)) de una posible apatita. Del andlisis de los datos de EDS se muestra que se
produce un incremento de la concentracion de Ca, P y un descenso en la
concentracién de Ti con el incremento del tiempo de inmersiéon en SBF (Figura
4.1.6.2). La concentracion de oxigeno aumenta en el periodo inicial de inmersion
(1.5h) y luego se mantiene relativamente constante para las 72 h de ensayo.
Ademas, se detectan la presencia de C, Na y Mg luego de 72 h en SBF; esto
indicaria la formacién y crecimiento de una nueva capa (Figura 4.1.6.2.). La
relacion Ca/P(0h): 0,28, Ca/P(1,5h):1,28 y la relacién Ca/P(72h):1,48; la relacion
Ca/P a 72 h en SBF se encuentra cercana a la relaciéon de hidroxiapatita (1.67)
del tejido dseo humano [183]. Se considera que el Ca se enriquece inicialmente en
la superficie de la. muestra en una competencia con los iones fosfato, el mecanismo
de precipitacién se deberia principalmente a la contribucion electrostatica por la
presencia de los grupos OH™ y en menor medida por el intercambio de los iones
Ca y P presentes en la superficie producto de la adhesion de las particulas

utilizadas en el tratamiento de blastinizado [114].

Del analisis de la muestra BAPQ y teniendo en cuenta que presenta una alta
cristalinidad dominada por las caracteristicas de la fase anatasa (figura 4.1.2.1.1),
lo que implicarfa una mayor capacidad de nucleacién de apatita [184]; solo
presentd areas con muy poca o nula presencia de un precipitado no homogéneo
de una posible apatita (figura 4.1.6.1 (c)) [130]. Luego de la inmersién en SBF
durante 1.5 h (figura 4.2.7.2) se produce un descenso en los porcentajes atémicos
de los iones Ca, P, Ti y un aumento en la concentraciéon atémica de O, ademas
se detecta la presencia de C y Na. Pasadas las 72 h de inmersion, se muestra que
las concentraciones atémicas de Ca, P, Na aumentan y se produce un descenso en
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la concentraciéon de C, O y Ti. La relacién Ca/P(0h):1.12, Ca/P(1.5h) :0.91 y la
relacién Ca/P(72h) :1.11, la relaciéon Ca/P disminuye en el periodo inicial de
inmersién (1.5h) y luego vuelve a aumentar a las 72 h en SBF llegando a una
relacion similar a la inicial; este valor se encuentra muy lejano al valor de la
relacién de hidroxiapatita (1.67) del tejido 6seo humano [183]. Se considera que
el mecanismo de precipitacion de una posible apatita se deberia inicialmente a
una desorcion de los elementos Ca y P sin un aporte electrostatico de los grupos
OH; se cree que la superficie no tiene grupos hidroxilos basicos o acidos en el
periodo inicial con lo cual la cinética de precipitacién seria mas lenta que si se
dieran los dos mecanismos juntos. A medida que aumenta el tiempo de inmersién

se produce la adsorcién de los iones calcio y fosfato de la solucién de SBF [185].

Por otro lado, las muestras BNa y BAPQNa presentaron una diferencia notable
debido a la presencia de un precipitado homogéneo que cubre todas las superficies.
Como se puede observar en la figura 4.1.6.1 (b) y (d), se evidencia la presencia
de precipitados esféricos, formando una red porosa con particulas aciculares

homogéneamente distribuidas con fisuracién en toda la superficie [130].

Con respecto a la muestra BAPQNa, en el periodo inicial de inmersién de 1.5 h
(figura 4.1.6.2) se evidencia un leve aumento en la concentracién de P y O, la
concentraciéon de Ca se mantiene relativamente constante; ademas se detecta la
presencia de C y Na. Luego de las 72 h de inmersiéon en SBF aumentan las
concentraciones de Ca y P, disminuyen las concentraciones de C, O, Na; se
identifica la presencia de Mg vy no se evidencia la presencia de Ti. La relaciéon
Ca/P(0h):12.3, Ca/P(1.5h):3.69 y la relaciéon Ca/P(72h) :1.49, la relacion Ca/P
disminuye a medida que aumenta el tiempo de inmersiéon en SBF, este valor se
encuentra cercano al valor de la relacién de hidroxiapatita (1.67) del tejido déseo
humano [183]. El mecanismo de precipitacién en un primer periodo (1.5h) se
deberia al intercambio de los iones Na™ de la superficie con la absorcion de grupos
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fosfatos de la solucion de SBF, se considera que no hay contribucién electrostatica
de los grupos OH- (anatasa cristalina). Luego del periodo inicial de inmersién, la
nucleacion y crecimiento de apatita se daria por el intercambio iénico de los iones
Nat de la superficie con los iones Ca?*, POs* con contribuciéon del mecanismo
electrostatico de los grupos OH- provenientes del hidrogel de titanato de sodio

[182], [186).

La muestra BNa en el periodo inicial de inmersién 1.5 h (figura 4.1.6.2) evidencia
un aumento en las concentraciones de O, P y Ca, ademas se detecta la presencia
de C y Mg. Luego de las 72 h de ensayo, aumentan las concentraciones de Ca, P
y Mg; se produce una disminucion en la concentracion de C, O, Na y no se detecta,
la presencia de Ti. La relacion Ca/P(0h):56, Ca/P(1.5h) :1.69 y la relacion
Ca/P(72h) :1.37; la relaciéon Ca/P disminuye a medida que aumenta el tiempo de
inmersion en SBF, este valor se encuentra cercano al valor de la relacion de
hidroxiapatita (1.67) del tejido éseo humano [183]. El mecanismo de precipitacién
se deberia a la nucleacion y crecimiento de apatita a partir del intercambio idnico
de los iones Na'™ de la superficie con los iones Ca?*, POs* con la contribucién

electrostatico de los grupos OH- provenientes del hidrogel de titanato de sodio

[182], [186].

La hidroxiapatita es un mineral de fosfato de calcio con féormula quimica
Cas(PO4)3(OH). En el entorno biolégico, la presencia de CO- provoca sustituciones
en su red cristalina, donde los iones fosfato son reemplazados por iones carbonato,
dando lugar a la hidroxiapatita Tipo B. Por otro lado, la hidroxiapatita Tipo A
se forma cuando los iones carbonato sustituyen a los iones hidroxilo en la red
cristalina. Esta sustitucion es comunmente encontrada en hidroxiapatitas
sintéticas. Se considera que la muestra BNa presentara una hidroxiapatita tipo B

con menor cristalinidad y con un alto grado de carbonataciéon (hidroxiapatita
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cercana a la bioldgica) y la muestra BAPQNa una hidroxiapatita tipo A-B con

mayor grado de cristalinidad y menor de carbonatacion [114].

Tabla 4.1.6.1. Relaciones Ca/P de los distintos sustratos luego de la inmersién a 1.5 y

72 horas de inmersion en SBF.

Muestras Ca/P (1.5h) Ca/P (72 h)
B 1,28 1,48
BNa 1,69 1,37
BAPQ 0,91 1,11
BAPQNa 3,69 1,49
Hidroxiapatita relacién Ca/P = 1.67
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Figura 4.1.6.2. Datos de EDS de las muestras

inmersién a 0, 1.5 y 72 horas en SBF.

B, BNa, BAPQ y BAPQNa luego de la
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4.2 CONCLUSIONES

A lo largo de este capitulo se llevd a cabo la caracterizacion de las propiedades
superficiales obtenidas mediante el tratamiento alcalino en dos superficies
diferentes utilizadas en la industria de los implantes dentales: el blastinizado con

particulas de fosfato de calcio y el anodizado por plasma quimico.

En primer lugar, la topografia, composicion quimica y fases presentes en las
superficies base se encuentran en concordancia con la literatura consultada y el

tratamiento alcalino posterior gener6 un hidrogel de titanato de sodio nanoporoso.

Los resultados obtenidos de los parametros de rugosidad de las superficies indican
que las superficies se encuentran dentro de las condiciones de rugosidad
establecidas en la bibliografia (Sa=1-2 pm). Sin embargo, teniendo en
consideracion que ese nico parametro no permite realizar una caracterizacion de
la topografia superficial de manera completa, se analizaron otros parametros como
la dimensiéon fractal y los parametros funcionales. En este caso, la muestra que se
considera que presenté la mejor topografia es la muestra blastinizada con
tratamiento alcalino que, ademaéas, posee menor anisotropia. Este resultado se
contrasto con los resultados obtenidos del resto de las técnicas de caracterizacion

utilizadas en este trabajo de tesis.

La mojabilidad de las superficies mejora considerablemente luego de efectuar el
tratamiento alcalino y, en el caso de la muestra de anodizado con plasma quimico,

pasa de ser hidrofébica a hidrofilica.

Los resultados de potencial zeta indican que las superficies son reactivas en el
medio SBF, siendo la muestra blastinizada la menos reactiva y mas estable. El
tratamiento alcalino posterior incrementa la reactividad en ambos tratamientos

base.
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Por 1ltimo, la bioactividad in-vitro se evalué sumergiendo las muestras durante
1.5 h y 72 h en fluido corporal simulado (SBF). Se observé la precipitacion de
una posible apatita en las superficies con tratamiento alcalino cuya morfologia se
corresponde con la establecida en la literatura. Las superficies base sin
tratamiento alcalino presentaron zonas con poca o nula precipitacion de la posible

apatita.
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CAPITULO 5
CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE
TRATAMIENTOS TERMICOS POSALCALINOS
EN IMPLANTES DENTALES DE TITANIO
BIOACTIVOS

Uno de los objetivos principales buscados durante un procedimiento médico dental
consiste en lograr una fijacién estable en la interfaz hueso-implante y tejido
blando-implante. Lograr una unién fisicoquimica a partir del uso de biomateriales
bioactivos y biocompatibles en el medio bucal es uno de los factores importantes

para asegurar el éxito o fracaso a largo plazo.[187].

Como se mencion6é en el capitulo 4, dentro de los tratamientos superficiales
utilizados en implantes dentales de titanio que provee condiciones favorables para
lograr una adecuada osteointegracion se encuentra el tratamiento alcalino en
NaOH. El tratamiento alcalino genera en la superficie del implante una capa de
hidrogel de titanato de sodio amorfo, nanoestructurado, bioactivo y biocompatible
[123], [124]. Sin embargo, el hidrogel de titanato de sodio formado presenta una
adhesion insuficiente al sustrato [62], [63], [188]; por lo cual, es necesario realizar
un tratamiento térmico posterior a alta temperatura que transforme el hidrogel
de titanato de sodio en un titanato de sodio mecdnicamente mas estable [62], [63].
El hidrogel de titanato de sodio amorfo sometido a un tratamiento térmico en el
rango de temperatura entre 400 y 800 °C experimenta un proceso de densificacion
y cristalizacion, transforméandose completamente en titanato de sodio cristalino y
rutilo a 800 °C [189]. A medida que aumenta la temperatura de tratamiento
térmico disminuye la bioactividad in-vitro de la capa de titano de sodio cristalino
en la formaciéon de apatita cuando es inmersa en SBF. La disminucién de la

bioactividad se atribuye a una menor liberacién e intercambio de los iones Na*
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por los iones H;O* en SBF y en consecuencia una menor formaciéon de grupos OH

los cuales inducen la nucleacién de apatita.[189], [190].

En este capitulo se describen las tareas realizadas como parte del trabajo de tesis
orientadas al estudio y a la comparacion de las propiedades superficiales
bioactivas obtenidas al realizar un tratamiento alcalino y térmico sobre muestras
blastinizadas con particulas biocompatibles (RBM) y anodizado por plasma
quimico (APQ) ambas con tratamiento alcalino en NaOH y tratamiento térmico
a 400, 600 y 800 °C. Las técnicas de caracterizacion utilizadas fueron SEM, EDS,
Potencial Z, Espectroscopia Raman, Ensayo de Adhesiéon Rockwell C Medicién

de Angulo de Contacto y SBF.

5.1 RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1.1 Topografia Superficial, composicion y espesor

En las figuras 5.1.1.1 y 5.1.1.2 se muestran las micrografias SEM de las distintas
condiciones sometidas a un tratamiento alcalino y térmico a alta temperatura. Se
revela la formacién de una estructura de red tridimensional [135], segun literatura
esta estructura podria identificarse como titanato de sodio y 6xido de titanio TiO»
[62]. Se considera que la generacion de nanoestructuras graduadas reproduce las
estructuras jerarquicas de los tejidos Oseos, proporcionando una topografia
superficial mas adecuada para el desarrollo funcional de las células [191]. Cuando
el titanio es tratado en NaOH, el sustrato reacciona con los iones de hidréxido
para formar una capa de hidrogel de titanato de sodio amorfo; si posteriormente,
las muestras son sometidas a un tratamiento a alta temperatura, la capa de
hidrogel de titanato de sodio se deshidrata y densifica a medida que la
temperatura aumenta de 400 °C a 800°C. Se evidencian cambios en la morfologia
de las muestras modificadas superficialmente (figura 5.1.1.1 y 5.1.1.2) a medida

que aumenta la temperatura de 400 °C a 800 °C; entre 400-600 °C la estructura
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nanoporosa no sufre cambios significativos, sin embargo, a 800 °C se observa que
los espacios vacios de la estructura nanoporosa fueron ocupados por un depdsito
el cual segin literatura corresponderia a la fases rutilo y a titanato de sodio
cristalino [192]. Del anélisis de las secciones transversales (figura 5.1.1.1 y 5.1.1.2)
se observaron variaciones en los espesores, la interfaz titanio-recubrimiento
presento una morfologia méas densa, con una morfologia méas porosa en la

superficie a medida que aumenta la temperatura [190].

Tabla 5.1.1.1. Porcentaje atomico de las distintas superficies tratadas térmicamente

Muestra Ti (Yat) O (%at) Ca (%at) P (%at) Na (%at)
BNauoo 34 34+1,82 62,324£1,47 | 0,37-0,08 2,9740,58
BAPQNauoo 26,8145,93 65,8744,69 3394111 |0,2540,10 | 3,68+0,59
BNagoo 29,82+5,65 67,47+5,41 0,274+0,05 2,44+0,31
BAPQNagoo 97,1548,48 64,6649,32  |4,67+148 |0454034  |3,07+1,08
BNag00 30,58+3,33 68,85+3,45 0,56+0,14

BAPQNag00  |2821 +1,88  |60,57+2,16  |7,344351 | 0,87+0,43

Tabla 5.1.1.2. Porcentaje en peso de las distintas superficies tratadas térmicamente

Muestra Ti (Yowt) O (%owt) Ca (%owt) P (%owt) Na (%owt)
BNaugo 60,33+1,98  [36,61+1,56 | 0,55+0,12 2,5140,52
BAPQNaso  |49.7147.61  |41,314552 | 536+ 0,3040,10 3,3140,74
BNagoo 55,17+6,51 42,21+6,14 0,4240,08 2,20£0,39
BAPQNagyy | 49,1749.25 | 40,44+9,77 | 7,08+1,45 0,5140,32 2.79+1,2
BNaggo 56,47+3,7 42,65 +3,86 0,87+0,19

BAPQNasgy | 50,140,85 38,024£5,66 | 10,7744,69 | 0,99 +0,44

Tabla 5.1.1.3. Espesores de los recubrimientos medidos a partir de MEB de las muestras

BNa, BAPQNa, BNa400/600/800 y BAPQNa400/600/300.

Muestra Espesor (pm)
BNa 1.6240.58
BAPQNa 8.19+1.63
BNa400 1.79+0.58
BAPQNa400 7.06£1.35
BNa600 6.13£1.93
BAPQNa600 12.06+£1.91
BNa800 6.83£2.41
BAPQNa800 10.62+£1.75
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Figura 5.1.1.1. Imagenes SEM de la topografia superficial y transversal de las muestras
BNa400(a, b), BNa600(c, d), BNa800(e, f). Las muestras presentan una estructura de
red tridimensional con fisuras que recorren toda la superficie producto del tratamiento

alcalino y térmico.
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La muestra BNa400 (figura 5.1.1.1 (a, b)), exhibe la estructura nanoporosa
caracteristica del titanato de sodio, con fisuras distribuidas en toda la superficie.
Al comparar esta topografia con la obtenida en la muestra BNa (figura 4.1.1.1),
no se observan cambios sustanciales. Sin embargo, al analizar los espesores de los
recubrimientos (figura 5.1.1.1(b), tabla 5.1.1.3) y compararlos con el valor
obtenido para la muestra BNa (1.624+0.58 pm), se nota un leve incremento en la
muestra BNa400 (1.79£0.58 pm). En relacién con los datos derivados de EDS
(tabla 5.1.1.2), se destaca una disminucién de aproximadamente el 39% en la
concentracion de Na en la muestra BNa400 en comparacién con la muestra BNa
(tabla 4.1.1.2). Este resultado indica una variacién significativa en la composicién

quimica entre ambas muestras.

La muestra BNa600 (figura 5.1.1.1 (c, d)), presenta caracteristicas morfologicas
idénticas a las de la muestra BNa400; no obstante, se observa que las fisuras
distribuidas en toda la superficie se vuelven ligeramente mas anchas [137]. Se
destaca un marcado aumento en el espesor del recubrimiento de la muestra
BNa600 (6.13+1.93 pm) en comparacién con la muestra BNa (1.62+0.58 pm,
tabla 5.1.1.3). Al evaluar los datos obtenidos mediante EDS (tabla 5.1.1.2), se
evidencia una disminucién del aproximadamente 46% en la concentracién de Na,
en la muestra BNa600 en comparacién con la muestra BNa (tabla 4.1.1.2). Este
resultado indica una significativa variacion en la composiciéon quimica entre ambas

muestras.

La morfologia superficial de la muestra tratada a 800 °C (BNa800) experimenta
cambios notables. A pesar de mantener una estructura nanoporosa, se destaca la
presencia de un depdsito que ocupa los nanoporos y las fisuras [137]. Las fisuras
en la superficie se amplian y se profundizan ain més [137] en comparacion a la

muestra BNa600. En cuanto al espesor del recubrimiento en la muestra BNa800
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(6.83+2.41, tabla 5.1.1.3), se observa un considerable aumento en comparacién
con la muestra BNa (1.6240.58 pm, tabla 5.1.1.3). Es importante senalar que no
se detect6 la presencia de Na en la superficie de la muestra BNa800. Este resultado
indica una transformaciéon significativa en la composicién superficial, y sugiere
que el tratamiento térmico a 800 °C ha impactado considerablemente en la

estructura y la composicién de la muestra.
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Figura 5.1.1.2. Imagenes MEB de la topografia superficial y transversal de las muestras
BAPQNa400 (a,b), BAPQNa600 (c,d), BAPQNag800 (e,f) (1600 y 24000 x). Las muestras
presentan una estructura de red tridimensional con fisuras que recorren toda la superficie
producto del tratamiento alcalino.

No se observan cambios notables en la topografia de la muestra BAPQNa400
(figura 5.1.1.2 (a, b)) en comparacién con la muestra BAPQNa (figura 4.1.1.1(d)),
mantiene la estructura tridimensional con poros de tamano nanométrico
resultantes del tratamiento alcalino en NaOH, ademaés, de la presencia de los
microporos generados durante el tratamiento de anodizado por plasma quimico
[127]-[129]. Del anélisis de los espesores, se nota una reduccién en el espesor de la
muestra BAPQNa400 (7.06+1.35, tabla 5.1.1.3) en comparacién con el espesor de
recubrimiento obtenido en la muestra BAPQNa (8.19£1.63 nm, tabla 5.1.1.3). La
evaluacién de los datos de EDS (tabla 5.1.1.2) revela una disminucién de
aproximadamente el 36% en la concentracién de Na en comparacién con la

muestra BAPQNa (tabla 4.1.1.2).

La muestra BAPQNa600 (figura 5.1.1.2 (¢, d)), presenta caracteristicas
morfolégicas similares a las de la muestra BAPQNa400; no obstante, se observa
que las fisuras que forman la capa craquelada se aumentan en ancho y profundidad
[137]. Se destaca un incremento en el espesor de la muestra BAPQNa600
(12.06+1.91pm, tabla 5.1.1.3) en comparacion con la muestra BAPQNa

100



(8.19+£1.63 pm, tabla 5.1.1.3). La evaluacién de los datos de EDS indica una
disminucién de aproximadamente el 46% en la concentraciéon de Na en la muestra

BAPQNa600 en comparacion con la muestra BAPQNa (tabla 4.1.1.2).

La morfologia superficial de la muestra BAPQNa800 (figura 5.1.1.2 (e, f))
conserva la estructura tridimensional con poros de tamano nanométrico. No se
observa la presencia de un deposito que llene los espacios vacios y las fisuras que
conforman la superficie craquelada. No obstante, tanto el ancho como la
profundidad de las fisuras que componen la capa craquelada aumentan con el
incremento de la temperatura. Se registra un incremento en el espesor de la
muestra BAPQNa800 (10.62+1.75 pm, tabla 5.1.1.3) en comparacién con la
muestra BAPQNa (8.19+1.63 pm, tabla 5.1.1.3). Es relevante sefialar que no se
detectd la presencia de Na en la superficie de la muestra BAPQNa800 (tabla
5.1.1.2). Este resultado indica una transformacién significativa en la composicion
superficial, sugiriendo que el tratamiento térmico a 800 °C ha influido de manera
sustancial en la estructura y composicion de la muestra.

—®— BNa
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1.0

Espesores (um)
=}
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Figura 5.1.1.3. Variacién del espesor del recubrimiento con la temperatura de

tratamiento térmico.
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De la comparacion entre los distintos sustratos tratados térmicamente, las
muestras BNa400/600/800 mostraron la presencia de un depdsito que cubria los
nanoporos y las fisuras. A medida que aumenta la temperatura de tratamiento de
400°C a 800°C el hidrogel de titanato de sodio se deshidrata [193], lo cual se
evidencia por el aumento en el ancho y profundidad de las fisuras presentes en la
superficie de las muestras BNa400/600/800 y BAPQNa400/600/800 (Figura
5.1.1.1 y 5.1.1.2). Del cotejo de los espesores de los distintos sustratos
(BNa400/600/800 y BAPQNa400/600/800, figura 5.1.1.3) con respecto a las
muestras sin tratamiento térmico (BNa y BAPQNa, figura 5.1.1.3), las muestras
BNa400/600/800 presentan un incremento inicial del ~10% del espesor del
recubrimiento a 400°, luego un incremento del 278% del espesor a 600 °C y de
322% a 800°C. Sin embargo, las muestras BAPQNa400/600/800 presentan un
descenso del ~14% del espesor del recubrimiento a 400°, luego se produce un

aumento del ~47% del espesor a 600 °C y un aumento ~30% a 800 °C.

La concentracion de Na se reduce con el incremento de la temperatura, se
considera que el titanato de sodio se descompone y se elimina Na,O al entorno
mediante sublimacién. De acuerdo a la ecuacion 5.1.1.1, se cree que el sodio se
eliminé completamente de la capa de titanato de sodio a 800 °C (Tabla 5.1.1.2)
desplazando la reacciéon completamente hacia la derecha [190]. Reaccién de

descomposicién de titanato de sodio[164].

Na,H,_,.nH,0 < Ti,0, + Na,0 T +H,0 (Ec. 5.1.1.1)

La liberacion de iones sodio disminuye con el reordenamiento estructural a medida
que aumenta la temperatura, resultando en un densificaciéon del recubrimiento

compuesto por titanato de sodio cristalino y rutilo [164], [192].
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5.1.2 Composicion de fases

En las figuras 5.1.2.1 (BNa, BNa400/600/800) y 5.1.2.2 (BAPQNa,
BAPQNa400/600/800) se presentan los espectros Raman de las muestras que

fueron expuestas a un tratamiento alcalino y térmico.

BNa

— BNa400

A A A A o0

AL~ BNa600

Intensidad (u.a)

BNa800

A

\ \ \ \ \
200 400 600 800 1000 1200

Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 5.1.2.1. Espectros Raman de las muestras BNa, BNa400, BNa600 y BNa800 (a:
N&2T1307, A C&;;(PO4)2, o NazCOg, (O TiOz—RutﬂO)
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La muestra BNa400 presenta 8 modos normales de vibraciéon 5 modos
corresponderian a la fase de titanato de sodio (Na,TisO7), dos modos a la fase de
carbonato de sodio (Na,COs) y un modo a la fase fosfato de calcio (Cas (POy)2).
Las senales presentes a 158 y 278,2 cm! corresponden al modo de estiramiento
simétrico B, atribuido a la vibracion de Ti-O-Na*, la senal a 441 cm
corresponderia al modo de flexion simétrico A, atribuida a la vibracién del enlace
de Ti-O-Ti, la senal a 582.4 cm™ corresponderia al modo de estiramiento anti-
simétrico Bg atribuido a la vibracion de los enlaces Ti-Or, la senial a 888,2 c¢m™
corresponderia al modo de estiramiento simétrico A, [140], [142], [143], todos
pertenecientes a la fase de titanato de sodio (Na,Ti307). La senal intensa presente
a 963 cm™ corresponderia al modo de estiramiento simétrico del enlace tetraédrico
del grupo PO4?atribuido a la vibracién de los enlaces P-O [144], [145]. Las senales
presentes a 1052 y 1083 cm™ corresponderian a la vibracién de estiramiento

simétrico de los grupos carbonatos [153].

La muestra BNa600 presenta 15 modos normales de vibracion, 9 modos
corresponderian a la fase de titanato de sodio (Na,Ti307), 3 modos a la fase rutilo
del TiO,, 2 modos a la fase de carbonato de sodio (NaxCOs) y un modo a la fase
fosfato de calcio (Cas (POu):). Las seniales a 116.4, 154.8, 183.4, 282.8 cm
corresponderian al modo de estiramiento simétrico Bg atribuido a la vibracién de
los enlaces O3-Na-06, Ti-O-Na*t, O4-Ti2-05, la senal a 247.75 cm™ corresponderia
al modo de flexién antisimétrico Ag atribuida a la vibracién del enlace Na-O3, la
senal a 356.2 cm'corresponderia al modo de flexion Ag atribuida a la vibracién
del enlace O2-Ti2-03, la senal a 580.1 cm™ corresponderia al modo de estiramiento
anti-simétrico Bg atribuido a la vibracion de los enlaces Ti-O-Ti y Ti-Or, la senal
a 713.4 cm?! corresponderia al modo de flexién simétrico Ag atribuido a la
vibracion del enlace O-Ti-O4, la sefial a 862,2 cm™ corresponderia al modo de

estiramiento simétrico A, [140], [142], [143]; todos correspondientes a la fase de
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titanato de sodio (Na,Ti;07). La senal a 143.4 cm™ corresponderia al modo de
flexion simétrica By, la sefial a 447.2 cm™ corresponderia al modo de estiramiento
simétrico B,y la sefial a 611 cm™ corresponderia a la flexién antisimétrica Aig

todos relacionados al enlace O-Ti-O correspondientes a la fase rutilo del TiO,[149]

La muestra BNa800 presenta 11 modos normales de vibraciéon, 5 modos
corresponderian a la fase titanato de sodio (Na;Ti;O7), 3 modos a la fase rutilo
del TiO;, 2 modos a la fase carbonato de sodio (NaCOs) y un modo a la fase
fosfato de calcio (Cas(POs)2). Las senales a 117.9, 182.6, 287.7 cm*
corresponderian al modo de estiramiento simétrico Bg atribuido a la vibracion de
los enlaces O3-Na-O6, Ti-O-Na+, 0O4-Ti2-O5, la senal a 247.7 corresponderia al
modo de flexién antisimétrico Ag atribuida a la vibracién del enlace O2-Ti2-O3
[140], [142], [143]; todos correspondientes a la fase de titanato de sodio (Na,Ti30r).
La sefial a 143.8 cm™ corresponderia al modo de flexién simétrica Bi,, la senal a
447.3 cm™ corresponderia al modo de estiramiento simétrico B,y la senal a 618.8
cm’! corresponderia a la flexién antisimétrica Ai, todos relacionados al enlace O-

Ti-O correspondientes a la fase rutilo del TiO, [149].

La muestra tratada a 400 °C (BNa400) present6 senales que corresponderian a
las fases titanato de sodio (Na2Ti30r), carbonato de sodio (Na,COs) y fosfato de
calcio (Cas(POy)2); se produjo un descenso en la intensidad y en el ancho de los
picos de titanato de sodio a 400°C con la desaparicion de la senal encontrada a
696 cm™ en la muestra BNa, esto se deberia a la deshidratacién del hidrogel de
titanato de sodio y la liberacién de iones sodio con el consecuente reordenamiento
estructural [164], [192]. La existencia de picos anchos y de baja intensidad,
indicarian que el titanato de sodio presenta propiedades amorfas o
microcristalinas [148]. A medida que aumenta la temperatura de 400 a 800 °C, las
senales de la fase de titanato de sodio se vuelven més intensas y delgadas; ademaés,

a partir de 600°C (BNa600) se detecta la presencia de la fase rutilo del TiO: con
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lo cual se verifica la transformacién de la fase amorfa del hidrogel de titanato de
sodio a titanato de sodio cristalino. Asi mismo, hay senales correspondientes a la
fase de titanato de sodio que no son detectadas a 800°C (BNa800), esto se deberia
a la liberacion de sodio al medio mediante sublimacién a medida que aumenta la
temperatura (Ec. 5.1.1.1). En todas las muestras (BNa400/600/800) se detectaron
sefiales que corresponderian a las fases fosfato de calcio y carbonato de sodio, la
presencia del grupo fosfato provendria de la adhesiéon de las particulas utilizadas
en el tratamiento de blastinizado (Tabla 4.1.1.2); la presencia del grupo carbonato

de sodio en las superficies se atribuiria a la formacién durante el secado [154].
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Figura 5.1.2.2. Espectros Raman de las muestras BAPQNa, BAPQNa400, BAPQNa600
y BAPQNa800 ((A: Na,TisO7, A: Casg(POy)s, @ NayCOsz, 0: TiO,-Anatasa, o: TiO,-
Rutilo)

La muestra BAPQNa400 (figura 5.1.2.2) presenta 8 modos normales de vibracion,
cinco modos corresponderian a la fase anatasa del TiOs, dos modos a la fase

titanato de sodio (Na,Tis07) y un modo a la fase carbonato de sodio (NaxCOs).
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Las senales a 147.6, 196.7 y 638.4 cm™ corresponderian a los 3 modos de
estiramiento simétrico E,, la sefial a 395.9 cm™ corresponderia a uno de los modos
de flexion simétrica By, y la sefial a 516.6 cm™ corresponderia a un doblete formado
por el modo de flexién simétrica By, y el modo de flexién antisimétrica A, todos
relacionados al enlace O-Ti-O [149] todos correspondientes a la fase anatasa del
TiO,. La senal a 279.7 cm™ corresponderia al modo de estiramiento simétrico B,
atribuido al enlace Ti-O-Na', la senal a 700.8 cm™ corresponderia al modo de
flexion simétrica A, atribuido al enlace O-Ti-O4, las dos vibraciones
correspondientes a la fase de titanato de sodio (Na,Tis04)[142], [194]. La senal
presente a 1090 cm' corresponderia a la vibracién de estiramiento simétrico

correspondiente a la fase de carbonato de sodio (Na,COs) [153].

La muestra BAPQNa600 presenta 7 modos normales de vibracién, cuatro
corresponderian a la fase anatasa del TiO: y tres modos a la fase titanato de sodio
(Na,Ti307). Las senales a 144.6 y 637.7 cm? corresponderian a los 2 modos de
estiramiento simétrico E,, la sefial a 396.2 cm™ corresponderia a uno de los modos
de flexién simétrica By, y la sefial a 517.3 cm™ corresponderia a un doblete formado
por el modo de flexién simétrica Bi; v el modo de flexién antisimétrica Ai,
correspondientes al enlace O-Ti-O [149], todos relacionados a la fase anatasa del
TiO,. Las senales a 212.7 y 281.3 c¢m?! corresponderian al modo de flexion
antisimétrica A, y al modo de estiramiento simétrico B, atribuido a los enlaces
Na-O3 y Ti-O-Na*, la senal a 737.7 cm? corresponderia al modo de flexién
simétrica A, atribuido al enlace O-Ti-O4, las dos vibraciones correspondientes a,

la fase de titanato de sodio (Na,Ti304)[142], [194].

La muestra BAPQNa800 presenta 15 modos normales de vibracién, tres modos
corresponderian a la fase anatasa, tres modos a la fase rutilo del TiO, y nueve

modos corresponderian a la fase titanato de sodio (NaTi304). La senal a 145 cm
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' corresponderia al modo de flexion simétrica By, de la fase rutilo y al modo de

estiramiento simétrico E; de la fase anatasa del TiO.,la senal a 414.9 cm™ y la
sefial a 612.1 cm! corresponderias al modo de estiramiento simétrico Eg y al modo
de flexion antisimétrica Aj, correspondientes a la fase rutilo, la senal a 511.2 cm
! corresponderia a un doblete formado por el modo de flexién simétrica B, y el
modo de flexion antisimétrica A, y la sefial a 638.8 cm™ corresponde al modo de
estiramiento simétrico Eg correspondientes a la fase anatasa de TiO2, todas las
vibraciones relacionadas al enlace O-Ti-O. La senale a 213.9 corresponderian al
modo de flexién antisimétrica Ag relacionado al enlace Na-O3 y, las senales a
158.7, 257.3, 279 y 306.3 cm? corresponderian al modo de estiramiento Bg
relacionados con los enlaces O-Na2-O4, Ti-O-Ti3, Ti-O-Na* y 02-Ti2-0O3, las
senales a 331.1, 476.6, 550.8, 737 cm ' corresponderian al modo de flexién

simétrica y antisimétrica relacionados con los enlaces O2-Ti2-O4, 02-Ti2-03, Ti-

O7 y O-Ti-O4 todos correspondientes a la fase de titanato de sodio (NayTisOs).

La muestra BAPQNa400 presento6 sefiales que corresponderian a las fases anatasa
(Ti0Os) y titanato de sodio (NaTi;07). Se produjo un descenso en la intensidad y
en el ancho de los picos de titanato de sodio a 400 °C con la desaparicién de las
sefiales encontradas a 443 y a 890.4 cm™ en la muestra BAPQNa, esto se deberia
a la deshidratacion del hidrogel de titanato de sodio y la liberacion de iones sodio
con el reordenamiento estructural [164], [192]. La presencia de sefiales anchas y
de baja intensidad, indicarian que la fase titanato de sodio presenta propiedades
amorfas o microcristalinas [148], a medida que aumenta la temperatura de 400-
800°C, las senales de la fase titanato de sodio se vuelven mas delgadas lo cual
confirmaria la cristalizacion de la fase. Las senales correspondientes a la fase
anatasa del TiO; son identificadas en todo el rango de tratamiento (400-800°C);
ademas a 800°C (BAPQNa800) se resolvieron senales correspondientes a la fase

rutilo del TiOs. Se considera que la fase anatasa pura comienza a transformar
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irreversiblemente a la fase rutilo a 600°C, de igual manera la transformacion no

es instantanea depende de la cinética de tratamiento [27]

5.1.3 Ensayo de adhesiéon Rockwell C

En la figura 5.1.3.1 se presenta el principio del método del ensayo de adhesion
Rockwell C segin VDI 3198 [100], mediante el cual se evalué cualitativamente la
resistencia y calidad adhesiva de las muestras en estudio BNa400/600/800 y
BAPQNa400,/600/800 (Figura 5.1.3.2)

Las muestras BNa400/600 (Figura 5.1.3.2 (a,c)) se clasificarian entre HF2-HF3 y
las muestras BAPQNa400/600 (Figura 5.2.3.2(b,d)) se clasificarian entre HF3-
HF4 presentando una falla aceptable del recubrimiento al sustrato. La muestra
BNa800 (Figura 5.1.3.2 (e)) y la muestra BAPQNa800 (Figura 5.1.3.2(f)) se
clasificarian como HF6 y HF5 resultando en una falla inaceptable del

recubrimiento al sustrato base.

FALLA ACEPTABLE FALLA INACEPTABLE Ensaye VDI 3198

Figura 5.1.3.1. Clasificacién de la calidad de adhesion segiin la norma VDI3198 [100].

Las muestras que fueron sometidas a un tratamiento térmico entre 400-600 °C
(BNa400/600 , figura 5.1.3.2 (a,c)y BAPQNa400/600, figura 5.1.3.2(b,d))

presentaron una adhesion interfacial aceptable del recubrimiento al sustrato. Se
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evidenciaron zonas donde los enlaces interfaciales eran fuertes y zonas donde los
enlaces eran débiles. Las areas con enlaces interfaciales fuertes eliminaban
efectivamente las fallas por desprendimiento; en cambio, en las areas donde los
enlaces eran débiles, se producia la ruptura de los enlaces interfaciales entre el
recubrimiento y el sustrato de titanio, con la consecuente generacién de
microfisuras radiales y microdelaminacion del recubrimiento. Las muestras que
fueron tratadas a 800 °C exhibieron una falla inaceptable del recubrimiento al
sustrato, ya que los enlaces interfaciales entre el sustrato y el recubrimiento eran
débiles, produciendo macrodelaminacion del recubrimiento. Esto indicé un
recubrimiento fuertemente adherente pero al mismo tiempo muy fragil [77], [181].
Al comparar los distintos sustratos, las muestras BNa400/600/800 presentaron
un mejor comportamiento mecanico frente a las tensiones normales en
comparacién con las muestras BAPQNa400/600/800. A medida que aumentaba
la temperatura, se observdé un mayor ordenamiento de las fases presentes en los
distintos recubrimientos, obteniéndose una mayor cristalinidad, lo cual provoco

una mayor fragilidad del recubrimiento [155], [178].
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Figura 5.1.3.1. Im4genes MEB de las indentaciones obtenidas del ensayo de adhesién
Rockwell C, en las muestras, BNa400(a), BAPQNa400(b), BNa600(c), BAPQNa600(d)
BNa800(e), , y BAPQNa800(f)

5.1.4  Rugosidad

En la tabla 5.1.4.1 se presentan los valores obtenidos mediante el programa
EZEImage [88] para los parametros de rugosidad de las muestras
BNa400/600/800 y BAPQNa400/600/800. Todos los pardmetros, excepto Sa, se
calcularon a partir de las alturas relativas al plano medio de minimos cuadrados.
Se puede observar en la tabla 5.1.4.1 que los parametros que presentan mayor
variacién entre los distintos tratamientos son Ssk y los pardmetros funcionales
(Sbi, Sci, Svi). El resto de los pardmetros no presentan, teniendo en cuenta el

error, diferencias significativas.
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Tabla 5.1.4.1. Valores de parametros de amplitud y pardmetros funcionales obtenidos

con el programa EZEImage. Los nlimeros entre paréntesis indican el error en la tltima

cifra significativa.

Muestra Sa Sz Sku Shi Sci Svi
BNa400 1,26(3) 15(1) 3,7(2) 0,58(1) 1,64(2) 0,109(3)
BNa600 1,32(5) 15(2) 3,7(1) 0,58(1) 1,65(4) 0,114(3)
BNag800 1,43(6) 15(2) -0,1(1) 3,5(2) 0,64(3) 1,5(1) 0,117(9)
BAPQNa400 1,2(2) 17(4) 0,10(4) 3,7(2) 0,623(4) 1,53(1) 0,114(4)
BAPQNa600 1,34(4) 16(1) 0,71(7) 3,9(1) 0,54(1) 1,81(3) 0,083(1)
BAPQNag800 1,22(3) 15(1) 3,4(2) 0,61(1) 1,56(3) 0,114(6)

Tabla 5.1.4.2. Valores de la dimensién fractal D y el parametro Dmin obtenidos con el

programa FERImage. Los niimeros entre paréntesis indican el error en la dltima cifra

significativa
Muestra D Dmin (pm) Dper (um)
BAPQNad00 2.4(1) 1,5(1) 14(1)
BAPQNa600 2,38(3) 1,6(1) 12,2(4)
BAPQNas00 2,4(1) 1,5(1) 8(1)
BNad00 2,53(2) 2.4(2) 18(1)
BNa600 2,51(3) 2,3(2) 21(1)
BNas00 2,58(2) 2,7(2) 20(1)
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Figura 5.1.4.1. Comportamiento de los pardmetros (a) Ssk y (b) Sci

En la tabla 5.1.4.1 se puede observar la variaciéon del parametro Sa, en todos los

casos se encuentra en el rango de 1-2 um. Si se comparan los valores de Sa, antes
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y después de realizar el tratamiento térmico, se puede observar que no existe
variacion en los valores obtenidos.

Se puede observar que en todas las muestras es levemente mayor la proporcién
de picos que de valles, esto se ve reflejado en los valores obtenidos de Ssk y Sci,
siendo la muestra BAPQNa600 la que presenta el mayor valor. Estos dos
parametros siguen la misma tendencia.

Teniendo en consideracion los tres parametros funcionales, se observa que la
muestra que presenta mayor variaciéon es la BAPQG600. Sin embargo, no es el
indice Sbi es el que tiene la misma tendencia que el parametro Ssk sino el Sci, por
lo que se interpreta que el area del nicleo es el que hace variar al parametro Ssk
generando una superficie con diferencias de altura mas suaves que el resto de las
muestras. En todos los casos el parametro Sku presenta para todas las muestras
una distribucién de alturas homogénea [76].

De todos los tratamientos, la muestra BAPQNa600 es la que no presenta valores
gaussianos de indices de retencion de fluidos, el resto de las muestras tienen
indices de retencion en el valle, ntcleo y pico cercanos a los valores
correspondientes a superficies gaussianas [76].

La dimension fractal D (Tabla 5.2.4.2) indica que las muestras BNa con TT
presentan menor irregularidad comparadas con las muestras BAPQNa con TT,
aunque entre las diferentes temperaturas tanto de BNa y BAPQNa no presentan
variacion en el pardmetro y siguen la misma tendencia que los valores obtenidos
en las muestras sin tratamiento térmico (BNa y BAPQNa).

Se puede observar en la tabla 5.1.4.2 que el parametro dmin no presenta variaciéon
con la temperatura tanto para BNa como BAPQNa. Sin embargo, entre los dos
tratamientos, las muestras con APQ tienen un menor tamano de la minima celda
que presenta periodicidad en la superficie que las muestras B. Por otro lado, con

respecto al parametro Dper, los valores obtenidos son menores en las muestras
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con BAPQNa que con BNa. Sin embargo, en las muestras a distintas temperaturas
de BAPQNa, se observa que a medida que aumenta la temperatura, disminuye el
parametro Dper y podria estar relacionado a la cristalizacion del titanato de sodio.
En el caso del pardmetro A (figura 5.1.4.2), las muestras BNa con TT presentan
menor anisotropia que las muestras con BAPQNa con TT, siendo la muestra
BNa400 la que presenta menor anisotropia y la muestra BAPQNa600 la que

presenta la mayor anisotropia.
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Figura 5.1.4.2. Grafico polar del parametro Topothesy normalizado a sus respectivos

valores maximos.

5.1.5  Mojabilidad

En la tabla 5.1.5.1 se presentan las mediciones del angulo de contacto por el

método de la gota sésil de las muestras BNa400/600/800 y BAPQNa400/600/800.

Del anélisis de los resultados se evidencia una disminucién en el angulo de
contacto de las muestras que fueron tratadas térmicamente (BNa400/600/800 y
BAPQNa400/600/800) en comparacién con las muestras sin tratamiento térmico
(BNa y BAPQNa). Todas las muestras presentaron angulos de contacto ®<20°
indicando superficies superhidrofilicas [35], estos resultados indicarfan superficies

con una alta energia superficial, adhesividad y mojabilidad [171].
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Tabla 5.1.5.1.

Angulos

de contacto de las muestras

BNa400/600/800 vy

BAPQNa400/600/800.
BNa400 BAPQNad00 |BNa600 BAPQNa600 | BNa800 BAPQNa800
11,8° 7°-9° 7,1°-8,6° 7°-9° 7,2°-8,6° 7°-9°

Las muestras BNa400/600/800 presentaron angulos de contacto de 11.8°, 7.1°-
8.6°, 7.2°-8.6°, se evidencia un descenso en el valor con respecto al sustrato base
sin tratamiento térmico BNa (19.1°). La disminucién se hace mas marcada en las
muestras que fueron tratadas a 600 °C y 800 °C, aunque la superficie pierde grupos

hidroxilos producto de la cristalizacién del hidrogel de titanato de sodio[195].

Las muestras BAPQNa400,/600/800 presentaron angulos de contacto entre 7°-9°,
se observa un descenso en el valor del dangulo con respecto al sustrato base
BAPQNa (17.1°) sin tratamiento térmico. Segin lo informado el recubrimiento
de las muestras BAPQNa400 vy BAPQNa600 contienen anatasa+ titanato de
sodio, luego a partir de 800°C (BAPQNa800) anatasa +rutilo+ titanato de sodio
cristalino. La fase anatasa es mds hidrofilica que el rutilo [195], pero en estas
muestras los valores de mojabilidad se mantienen constantes a medida que se
produce la transformaciéon de la fase anatasa a la fase rutilo, con lo cual no seria

el factor que afecte las medidas de mojabilidad.

Los bajos y constantes valores en las medidas de dngulo de contacto encontrados
en las distintas muestras (BNa400/600/800 y BAPQNa400/600/800), indicarian
que las fuerzas de adhesion sélido-liquido seran mayores que las fuerzas de
cohesion del liquido, evidenciando una interfaz plana donde la gota moja una gran
porcién de la superficie [172]. Se comprobaria que la disminuciéon de los grupos
hidroxilos por efecto de la cristalizacion del hidrogel de titanato de sodio y la
presencia de la fase anatasa en las muestras BAPQNa400/600/800 no influirian

en los bajos y constantes valores de angulo de contacto obtenidos de las distintas
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superficies. La adhesion celular se ve afectada por la mojabilidad de la superficie,

donde superficies hidrofilicas promueven la adhesién celular [196], [197].

5.1.6 Potencial Z

La tabla 5.1.6.1 presenta los resultados de potencial zeta de las muestras
BNa400/600/800 y de las muestras BAPQNa400/600/800. Todos los sustratos
reflejaron valores de potencial Z negativos, esto se deberia a la absorcion de grupos
hidroxilos (OH-) en la superficie producto de la inmersién en un electrolito acuoso
(SBF) [83], [84]. Ademas, todas las superficies presentaron desviaciones estandar
mas alta de lo normal (0.5-1mV), esto indicaria que las superficies van a presentar
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