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Resumen

En la actualidad, son muchos los implantes para sustitucion total o parcial de tejido ¢seo que se fabrican de
titanio c.p. y aleaciones del mismo. Debido a la biocompatibilidad que presenta dicho material y sus aleaciones,
asi como a sus excelentes propiedades mecanicas y quimicas, se trata de unos de los biomateriales mas
empleados en el campo de la medicina. Sin embargo, las prétesis fabricadas de Ti y aleaciones presentan tres
grandes problemas: el apantallamiento de tensiones, el mal comportamiento a fatiga y la pobre osteointegracion.

A fin de mejorar los problemas sefialados, en el siguiente trabajo se fabricaron una serie de sustratos de Ti
porosos por pluvimetalurgia haciendo uso de la técnica de espaciadores, usando como espaciador
hidrogenocarbonato de amonio a distintos porcentajes (30%, 40%, 50% y 60%) y en distintos rangos de tamafio
de particulas (100-200 pm, 200-355 pm Yy 355-500 um).

Se presentaran posibles soluciones a los tres problemas anteriormente comentados, haciendo hincapié en algunas
de las técnicas de modificacion superficial existentes.

Por ultimo, se caracterizaran todos los sustratos virgenes, asi como aquellos que hayan sido sometidos a una de
las técnicas presentadas. En concreto, se analizaran sustratos modificados superficialmente por ataque quimico,
sustratos de aleacion Ti-B recubiertos con grafeno, sustratos recubiertos con nanoparticulas de plata y sustratos
recubiertos con vidrios bioactivos.
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Abstract

Nowadays, there are many implants for total or partial replacement of bone tissue that are made of titanium c.p.
and alloys thereof. Due to the biocompatibility of this material and its alloys, as well as its excellent mechanical
and chemical properties, it is one of the most widely used biomaterials in the field of medicine. However,
prostheses made of Ti and alloys have three major problems: stress shielding, poor fatigue behavior and poor
osseointegration.

In order to improve the problems mentioned, in the following work a series of porous Ti substrates were
manufactured by pluvimetallurgy using the spacers technique. Using ammonium hydrogen carbonate as a spacer
at different percentages (30%, 40%, 50% and 60%) and in different ranges of particle size (100-200 um, 200-
355 um and 355-500 um).

Possible solutions to the three problems discussed above will be presented, emphasizing some of the existing
surface modification techniques.

Finally, all virgin substrates will be characterized, as well as those that have been subjected to one of the
techniques presented. Specifically, substrates surface modified by chemical attack, Ti-f3 alloy substrates coated
with graphene, substrates coated with silver nanoparticles and substrates coated with bioactive glasses will be
analyzed.
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1 INTRODUCCION

La ciencia ha realizado grandes avances en el campo de la salud durante los tltimos afios. Esto ha permitido
aumentar la esperanza de vida de la poblacion hasta el punto de ser necesario introducir el término de “poblacion
envejecida”.

La Organizacion Mundial de la Salud define la poblacion envejecida o el “envejecimiento activo” como la serie
de mejoras realizadas en la calidad de vida de las personas, sobre todo una vez alcanzada la vejez [1]. La
poblacion envejecida se caracteriza por ser una poblacion en la que los grupos de edades avanzadas siguen
creciendo frente a la situacion estatica o menguante de los grupos de edades menores. El envejecimiento de la
poblacion nacional se ve claramente reflejado en las cifras aportadas por el Instituto Nacional de Estadistica: en
2021, nuestro pais alcanz6 su maximo valor histdrico de envejecimiento con un 129%, es decir, mas de 129
personas mayores de 64 por cada 100 personas menores de 16 afios.

Poblacion a 1 enero 2021: 47.394.223

Piramides de Poblacién de Espafa: ayer, hoy y mafhana

— 1996
2021
smm3 2060
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Figura 1 Gréfica piramidal de la poblacion espafiola en el tiempo [2]
Cabe sefialar que, a pesar de la pandemia del Covid-19, la cual ataco6 mas gravemente a la poblacion de edad
avanzada, se ha superado la cifra de envejecimiento del 2020, 125.7% [3].

Mundialmente, se prevé que mas del 20% de la poblacion, més de 2 millones de personas, perteneceran a los
grupos de edad mayores de 60 para el afio 2050 [4].

90 y mds [
80-89
70-79
60-69 I
50-59 I
40-49 I—
30-39 —
20-29 |
10-19 I
0-9 _—
-3.000.000 -2.000000 -1.000.000 0 1.000.000 2.000.000 3.000.000 4.000.000
INE B AlReF Eurostat

Figura 2 Variacion de la poblacion entre 2020 y 2050 [4]



Introduccion

De la mano del envejecimiento de la poblacion viene la necesidad de otorgarles una calidad de vida digna,
encontrando soluciones a problemas de salud derivados de la edad que los solventen por completo o que ayuden
a mejorar sus efectos. Muchas de estas condiciones de salud estan relacionadas con el sistema
musculoesquelético, con consecuencias graves para el individuo afectado tanto a nivel fisico como mental
debido a la dependencia que un problema de esta indole puede ocasionar. Para afrontarlos, la ingenieria
biomédica estudia distintos campos entre los cuales se encuentra el de los biomateriales.

Este campo es muy relevante para el desarrollo de protesis, cada vez mas necesarias en la sociedad actual, tanto
por motivos estéticos como funcionales. Dichas protesis, que engloban a los implantes dentales, necesitan
presentar una serie de propiedades para que su insercion en el organismo humano sea exitosa. Entre estas se
encuentran unas buenas propiedades mecanicas que a su vez sean compatibles con las propiedades oseas.
También es necesaria una buena interaccion de la protesis con el medio, apareciendo en este punto términos
como la osteointegracion y la bioactividad, desarrollados a lo largo de este trabajo.



2 ESTADO DEL ARTE

2.1 Biologia Osea

El sistema 6seo esta formado por los huesos, estructuras rigidas y duras que cumplen con seis funciones
principales. La primera es la funcién estructural por la cual el esqueleto se encarga de dar sostén y soporte a los
organos y tejidos blandos que componen el organismo. Otra funcién importante es la de proteccion de los
organos internos como es el caso del cerebro, protegido por el craneo o de los pulmones y el corazon, protegidos
por la caja toracica. La funcion de locomocion consiste en asistir a los musculos a la hora de la realizacion de un
movimiento, ayudando a transmitir cargas y sirviendo de puntos de anclaje. Una cuarta funcion seria la de
almacenaje y liberacion de minerales u homeostasis mineral como, por ejemplo, del calcio y del fosforo.

La produccion de células sanguineas y el almacenaje de triglicéridos son también dos funciones importantes del
hueso debido a que en su interior puede alojar médula 6sea roja o amarilla que serviran para la produccion de
ciertas células sanguineas o como almacenamiento energético respectivamente.

2.1.1 Clasificaciéon 6sea segun geometria y tamano

Un método de clasificacion de los huesos es atendiendo a la forma y el tamafio de los mismos quedando
agrupados de la siguiente manera [5] [6] [7].

=  Huesos largos

Se denomina asi a aquellos huesos cuya dimension longitudinal es mucho mayor que su diametro. Son
alargados y duros y se encargan de soportar las cargas a las que esté sometido el cuerpo y son los
principales contenedores de médula 6sea amarilla. Principalmente se localizan en los brazos y piernas.
Para evaluar la estructura del hueso largo, generalmente se plantea una vision macroscépica en la que
es posible distinguir seis partes principales:

e Diaifisis: es la zona central del hueso, ubicada entre las dos zonas de crecimiento del mismo.
Formada por hueso compacto y recubierta por periostio. Aloja la cavidad medular.

o Epifisis: corresponde a las dos zonas extremas del hueso y esta principalmente formada por tejido
esponjoso en la zona central cubierto por una capa de tejido compacto exteriormente. Seria en esta
zona donde, en determinados huesos largos, se almacenaria la médula 6sea roja.

e Metafisis: se trata de la region ubicada a continuacion de la epifisis, colindando también con la
diafisis. Aloja el cartilago hialino.

e Cartilago articular: ubicado en la epifisis recubriendo zonas de articulacion entre distintos
huesos.

e Cavidad medular: ubicada en el interior de la diafisis y mayormente compuesta por células
adiposas. También denominada médula dsea amarilla.

e Endostio: tejido conectivo que recubre a la cavidad medular.

e Periostio: se trata de un tejido conectivo que constituye la parte externa de la epifisis.



Estado del Arte

EPIFISIS P s
S J+*»— Tejido esponjoso
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Figura 3 Esquema de las partes que conforman un hueso largo [8]

Huesos cortos

Presentan generalmente una forma regular sin una dimensién dominante. Se encuentran principalmente
agrupados en articulaciones como la muiieca. Exteriormente formado por periosteo, encierra hueso
esponjoso que facilitara la absorcion de cargas.

Huesos planos

Son huesos de pequefio espesor con dos caras cuya funcion principal es la proteccion de los tejidos
blancos. Ejemplos de este tipo de hueso son el omdplato y el esternén. También pueden servir de
anclaje.

Huesos sesamoideos

Se trata de unos huesos de un tamafio muy pequefio (salvedad de la rotula) y forma redondeada
encargados principalmente de la transmision de fuerzas. Generalmente adicionado a huesos de mayor
tamafio. Muy presentes en manos y pies.

Huesos irregulares

Abarca aquellos huesos que no es posible clasificar en ninguna de las otras categorias debido a que no
cumplen las caracteristicas de las mismas por causas mayormente morfologicas. Ejemplos de este grupo
son las vértebras.

2.1.2 Estructura 6sea

El tejido 6seo tiende a clasificarse en dos grupos claramente diferenciados de manera macroscopica: el hueso
trabecular y el hueso cortical [6] [9] [10].

Hueso esponjoso o trabecular

Presenta una estructura porosa que suele conformar el interior de muchos tipos de huesos. Posee una
porosidad de aproximadamente el 75-95%. Esta compuesto por multitud de cavidades vasculares.
Recibe el nombre de hueso trabecular debido al hecho de que este tipo de tejido esta formado por una
serie de trabéculas que no son sino unas barras y placas de tejido mineralizado. Las trabéculas se
encuentran conectadas entre si de forma aleatoria quedando huecos entre si en los que se alojara la

4



Mejora de la osteointegracion de piezas de titanio poroso: influencia del tipo de tratamiento de modificacion
superficial

médula Osea.

Hueso compacto o cortical

La porosidad que presenta es mucho menor que en el caso del hueso trabecular, tan solo de entre 5-
10%. Esta porosidad es conformada por [5]:

e Canales de Havers: se encuentran situados longitudinalmente al hueso rodeados por osteona.
Contienen vasos sanguineos y terminaciones nerviosas.

e Canales de Volkmann: son transversales a los canales de Havers, como ramificaciones de los
mismos que los conectan entre si, y atraviesan la osteona. También procuran la conexion de los
canales de Havers con el periostio.

e Cavidades de reabsorcion: cavidades provocadas por los osteoclastos en el proceso de
remodelacion Osea.

A los huesos de este grupo también se les denomina huesos densos por presentar una alta resistencia.
Es por ello que una de sus funciones mas relevantes es la protectora, pudiéndose encontrar formando
las paredes de los huesos a modo de proteccion. Representa en torno al 80% de la totalidad del esqueleto.

Osteona

Periostio =——si

i

Canal de Havers Canal de Volkmann

Vasos sanguineos

Figura 4 Estructura interna del hueso [11]

Por otro lado, el tejido dseo esta formado por los siguientes elementos:

Matriz 6sea

Formada por una fase orgéanica que se encarga principalmente de aportar rigidez, tenacidad y elasticidad
al tejido dseo, y por una fase mineral que sirve de refuerzo estructural. El resto del contenido de la matriz
6sea, aproximadamente el 10% de la misma, es agua.

Células oseas

En el tejido 6seo participan de manera general cuatro tipos de células pertenecientes a dos lineas
celulares diferentes. Una de ellas esta destinada a la creacion de tejido 0seo y en esta linea se encuentran
los osteoblastos y los osteocitos y células de borde.

Por otro lado, estan los osteoclastos, los cuales se encargan de degradar el hueso para llevar a cabo los
procesos de regeneracion osea.

Sera necesario que estas células trabajen en equipo de manera equilibrada para conseguir que el proceso
de remodelacion 6sea sea constante: los osteoclastos destruyen el tejido dseo viejo o dafiado, los
osteoblastos reponen ese tejido eliminado y los osteocitos y las células de borde se encargan del
mantenimiento del proceso. Un desequilibrio en el mismo puede desencadenar enfermedades como la
osteoporosis, que consiste en una pérdida importante de masa 6sea provocada, por ejemplo, por un
exceso de actuacion de osteoclastos o por una insuficiente de los osteoblastos [7] [12].
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Osteoclastos: Estas células se encargan de reabsorber tejido 6seo. Son células de gran tamafio
que poseen varios nucleos dado que se forman mediante la fusion de cierto numero de
osteoclastos anteriores. Una vez los osteoclastos estdn maduros, seran capaces de iniciar el
proceso de reabsorcion osea. Lo llevaran a cabo mediante la produccion de una serie de enzimas
que disolveran la matriz 6sea. Cuando termina el proceso de reabsorcion osea, los osteoclastos
mueren por apoptosis (suicidio celular o muerte programada) encogiendo sus nucleos y
dejando, finalmente, una serie de cavidades en la matriz 6sea. El calcio que estaba presente en
la matriz 6sea destruida por estas células pasa de nuevo a la médula 6sea [10].

Figura 5 Osteoclastos [13]

Osteoblastos: Su funcion es la de generar tejido 0seo, asi como procurar su crecimiento y
mineralizacion. Estas pequefias células mononucleadas actuan tras los osteoclastos,
depositando osteoide tras un tiempo prudencial de aproximadamente § dias a fin de que la
cavidad sobre la que van a trabajar haya quedado lo mas limpia posible de los restos de acido
dejados por los osteoclastos tras su actuacion. El osteoide no es mas que una mezcla de agua y
fase orgénica de la matriz por lo que, para que la matriz esté completa, tendra posteriormente
lugar un proceso de mineralizacion. Se formara la fase inorganica.

A la hora de morir, los osteoblastos tienen dos opciones: la apoptosis o la diferenciacion. Los
osteoblastos pueden diferenciarse en osteocitos o en células de borde [10].

3 N . 3 T %

Figura 6 Osteoblastos [14]
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e Osteocitos: Este tipo de célula, la mas comun y que representan sobre el 95% de las células
oOseas, surge de la diferenciacion de ciertos osteoblastos. Estos osteoblastos precursores, llegado
su momento, fueron absorbidos por la matriz 6sea y terminaron convirtiéndose en osteocitos
sin llegar a morir.

El osteocito presentara un cuerpo llamado laguna y unas prolongaciones que discurriran a través
de los canaliculos (conductos existentes en la matriz 6sea). Estas prolongaciones seran su
principal herramienta ya que la funcion de los osteocitos, asegurar el mantenimiento de las
actividades celulares llevadas a cabo por los osteoblastos y osteoclastos, requiere de una buena
comunicacion entre osteocitos. Mediante sefiales bioquimicas, los osteocitos informan a las
células de borde de posibles alteraciones que requieran la presencia de osteoblastos u
osteoclastos [10].

———
182180k

Figura 7 Morfologia de osteocitos [15]

e Células de borde: Provienen de la diferenciacion de osteoblastos maduros y adquieren una
forma aplanada favorable para recubrir la interfaz 6sea-médula a modo de proteccion. Como
otra gran mision, tienen la de mantener el contacto con los osteocitos. Estos les enviaran una
serie de sefales bioquimicas en caso de alteraciones provocando que las células de borde
generen otras seflales bioquimicas que acaben con la puesta en marcha del proceso de
regeneracion 6sea de nuevo [10].

Figura 8 Célula de borde (BLC) pegada a una superficie 6sea (B) [16]
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2.2 Biomateriales

2.2.1 Contexto histoérico

Desde sus origenes, el ser humano ha tenido que enfrentarse a la enfermedad y a la muerte. Es por ello que,
durante toda su existencia, ha tratado de descubrir y desarrollar métodos para evitarlas o paliarlas. La ciencia
intenta reproducir a la naturaleza a fin de encontrar solucion a problemas bioldgicos. Investigadores de todas las
ramas trabajan en pos de conseguir dispositivos que cumplan las mismas funciones que aquellos que son creados
por la propia naturaleza e incluso plagiar e imitar procesos biologicos, lo cual resulta una tarea dificil.

Ya desde la prehistoria se hacia uso de distintos materiales con este fin, destacando, en esta época, la piedra y la
madera. Iniciada la Edad de los Metales, los cuchillos, sierras y leznas de piedra, madera, hueso, etc., empiezan
a verse sustituidos por herramientas de bronce, oro, hierro y acero. Unas de las piezas metalicas para uso médico
mas antiguas conservadas en la actualidad son unos cuchillos de cobre, utilizados como elementos quirtrgicos
en torno al afo 300 a.C. por los sumerios. Del mismo modo, estd recogido en el Cédigo de Hammurabi de
Babilonia, el uso de lancetas de bronce alrededor del 1700 a.C. [17], aunque no se conserven, asi como se sabe
que los antiguos egipcios (2500 a.C.) empleaban instrumentos de cobre para practicar incisiones y, muy
frecuentemente, para retirar 6rganos durante el proceso de momificacion.

El hecho de que practicar cortes, perforaciones o amputaciones sobre el cuerpo estuviese altamente criticado y
rechazado por la mayoria de las religiones en la antigiiedad, hace que estas practicas quirargicas se desarrollasen
de forma discreta e incluso clandestina por lo que no se tienen demasiados documentos que recojan informacion
sobre las mismas. Supone una razoén importante para que, durante muchos afios, no se obtuviesen avances en el
campo [18].

Instrumentos quirargicos de bronce como el bisturi, pinzas o tijeras fueron hallados en Pompeya. Una de las
civilizaciones que mas desarrollos obtuvo en este campo fue la hindf, ya que recogieron la mayoria de sus
conocimientos textual y graficamente, por lo que se sabe que hacian mucho uso del acero. Gracias a la sustitucion
del acero y el hierro por el bronce a lo largo de los afios es, hoy en dia, posible la conservacion de los citados
ejemplares, debido a su mayor resistencia a la corrosion.

Figura 9 Conjunto de instrumentos quirurgicos de la Casa del Cirujano de Pompeya [19]

Con la llegada del Renacimiento se fue afinando el desarrollo de las protesis, comenzandose a usar metales
distintos al hierro, asi como una tecnologia superior. Metales preciosos como la plata y el oro [18] [20]
comenzarian a ser usados en el campo de la medicina para la creacion de “protesis” en la antigiiedad, aunque la
funcion de éstas respondia mas bien a cuestiones estéticas que médicas. No todo el mundo podia permitirse tales
lujos, por lo que, con el tiempo, empezd a popularizarse el uso de protesis de hierro y bronce, que conllevaban
un coste mucho menor, y a buscar una mayor funcionalidad de las mismas. Algunos de estos metales siguen
relativamente presentes en la medicina contemporanea, principalmente en el terreno de la odontologia, aunque,
gracias al desarrollo y descubrimiento de nuevos materiales con usos médicos, esta presencia no es destacable.

En la actualidad, la mayoria de restauraciones protésicas se crean maxime de aleaciones de aluminio, titanio,
acero inoxidable y niquel entre otros.
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El principal motivo de estos cambios reside en el hecho de que el ser humano tiende a buscar mejores soluciones
ante situaciones médicas adversas. Su busqueda persigue una mayor comodidad y mejora de la calidad de vida
y, puesto que ademas la poblacion tiende cada vez a vivir mas afios, se hace inevitablemente necesario solventar
los problemas tipicos de la edad como puedan ser el deterioro del tejido dseo y la no regeneracion de tejidos. Los
reemplazos mas comunes hoy en dia son los de cadera, rodilla y hombro puesto que se trata de zonas expuestas
amuchas cargas y tienden a fallar primero. Es por esto que la funcion principal de las protesis solia ser puramente
mecanica, buscando que resistiera lo mejor posible ante situaciones de traccion, compresion, etc., que tuviesen
alta tenacidad y ductilidad.

Contact lenses Hydrocephalous shunts

Maxillofacial implants

Dentral restorations
Central nevous catheters

Dental implants Infusion ports

Trachael implants
Cardiac pacemaker

Tracheotomy
tubes Subcutaneous cuffs
Breast implant
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Drug delivery
system

Wound repair closures
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Ob/Gyn products

Fixation device Hemodialysis products
Osteotomy devices \ ’
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Figura 10 Ilustracion de distintos implantes empleados para distintas finalidades [21]

Con los afios se han ido afiadiendo y mejorando sus propiedades hasta conseguir desarrollar unas prétesis mucho
mas sofisticadas. A dia de hoy, en una protesis se buscan, ademas de las mecanicas, propiedades como la
bioactividad y la biocompatibilidad. No basta con que el material sea bioinerte, ya que asi se obtiene una mejor
respuesta del organismo ante la introduccion de un cuerpo extrafio en el mismo y su posterior asimilacion e
integracion en el medio.

Con el fin de encontrar materiales compatibles con todas las solicitudes se empieza a desarrollar el campo de los
biomateriales, siendo por 1920 cuando Reiner Erdle y Charles Prange, médico dentista y metalurgico
respectivamente, desarrollaron el primer biomaterial propiamente dicho, la aleacion Vitallium [22] [23].
Actualmente, el campo de los biomateriales esta en continuo auge, investigacion y desarrollo.

2.2.2 Definicién y descripcion de los biomateriales

En 1991, la Sociedad Europea de Biomateriales, defini6 a los biomateriales como “materiales utilizados para
evaluar, curar, corregir, o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcion del cuerpo humano” [24].

El cuerpo humano esta disefiado para rechazar elementos extrafios que intenten invadirlo, pero los materiales
biocompatibles son capaces de cumplir la funcion médica para la que fueron disefiados sin provocar reacciones
alérgicas por parte del sistema inmunitario del receptor o paciente. Esto es lo que se denomina aceptacion
bioldgica.
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La biocompatibilidad hace referencia a la capacidad que posee un material no vivo de coexistir con un medio
bioldgico sin destruirlo ni corromperlo. Se trata de una cualidad indispensable para los materiales de uso médico
en contacto directo con tejidos y fluidos corporales, independientemente de si se trata de un contacto temporal
o prolongado en el tiempo. A fin de evaluar la biocompatiblidad se han desarrollado una serie de ensayos con
los que es posible determinar el impacto que supondria el biomaterial ensayado para el organismo con el que
tendria contacto (toxicidad, impacto quimico, etc.) [24].

Los biomateriales deben cumplir, ademas, con una serie de requisitos mecanicos que solicitaran al material en
cuestion unas propiedades mecanicas lo mas similares posibles a las que presenta el tejido al que sustituye. El
biomaterial debe presentar una buena resistencia a fatiga, buena resistencia mecanica, rigidez, cumplir con unos
requisitos geométricos determinados y presentar un peso no muy elevado.

2.2.3 Clasificacion de los biomateriales

Los biomateriales pueden ser clasificados de formas muy diversas en funcion de a qué propiedades o
caracteristicas se atienda [25] [26] [27]. Ejemplos de ellos son las siguientes posibles clasificaciones:
= Segun su composicion:
- Metalicos
- Compuestos
- Poliméricos
- Ceramicos
= Segulin su origen:
- Natural
- Artificial
=  Segun la duracion del contacto con el organismo:
- Temporal
- Permanente
= Segln la interaccion con el organismo:
- Bioinertes
- Bioactivos
- Bioabsorbibles
- Biomiméticos
= Seglin su objetivo:
- Primera generacion: materiales 1o mas inertes posibles para reducir al maximo posible cualquier
respuesta del sistema inmunolégico.
- Segunda generacion: materiales bioactivos capaces de interaccionar con el medio biologico.

- Tercera generacion: no solo son aceptados por el organismo e interaccionan con él, sino que
estimulan respuestas por parte del mismo.

- Cuarta generacion: conocidos como biomateriales inteligentes, persiguen ayudar en la
autocuracion del organismo mediante interacciones, provocacion de respuestas y estimulacion
de tejidos, células y moléculas.

2.2.4 Aplicacién de metales como biomateriales

El metal ha sido usado en el campo de la medicina desde la antigiiedad como bien demuestran los restos
arqueologicos hallados y los escritos conservados. Ambroise Paré, cirujano francés del siglo XVI considerado
el padre de la ortopedia actual, comenzd en 1546 a utilizar placas de oro para ayudar en el proceso de reparacion
de fracturas de craneo, asi como hilos de oro para suturar. Evidentemente por desconocimiento, en esa época
poco importaba la biocompatibilidad del material frente a su resistencia mecanica. Esto era uno de los principales
motivos de que un gran nimero de intervenciones acabasen en infecciones importantes.

No fue hasta 1829 que H.S. Levert comenzo a estudiar la compatibilidad de los metales con el organismo.
Concretamente estudio los efectos del platino, la plata, el plomo y el oro en un organismo vivo (concretamente
un perro) [28].
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El elevado uso de los biomateriales metalicos en el ambito médico se debe a que estos presentan excelentes
propiedades mecanicas ademas de las ya comentadas indispensables propiedades de biocompatibilidad. Las
propiedades mecanicas de los materiales metalicos se pueden variar mediante aleaciones pudiéndose conseguir
que estas se asemejen lo mas posible a las del entorno bioldgico con el que vayan a interaccionar. Cabe resaltar
la presencia del acero inoxidable, el titanio y sus aleaciones, las aleaciones Cr-Co y el magnesio entre los
biomateriales metalicos mas empleados.

® Acero inoxidable

Una de las caracteristicas del acero como material es que sus atomos se combinan facilmente con los
de oxigeno formando 6xidos, proceso conocido como corrosion. Termina formandose una estructura
muy porosa que permite que los 4tomos de oxigeno sigan entrando y reaccionando con los dtomos de
acero de modo que el proceso de corrosion continue. La corrosion convierte al acero en un material no
biocompatible debido a que se trata de un proceso extremadamente perjudicial para un entorno vivo por
los productos liberados. El acero inoxidable, aleacion de Fe, C y Cr con otros elementos que permiten
la mejora de sus propiedades, por el contrario, si que es considerado biocompatible.

Se trata de un material facilmente deformable en frio y trabajable. Es soldable y permite tratamientos
térmicos, mecanicos y superficiales. Entre sus principales desventajas (desde el punto de vista de su uso
como biomaterial) se encuentran el elevado peso y su alta rigidez en comparacion con las propiedades
del hueso.

En general se empleara acero inoxidable como biomaterial en instrumental quirtrgico y, en protésica,
en implantes temporales, por lo que no supondra un problema su baja, aunque existente, tendencia a la
corrosion. Ejemplos de su uso en protésica pueden ser aquellos elementos que requieran cierta
resistencia, a saber: tornillos, instrumental quirirgico o placas [29]. Problemas de corrosion y fatiga
hacen que a dia de hoy su uso se esté¢ viendo relegado por otras aleaciones.

® C(Cobalto-Cromo

En general, las aleaciones de base cobalto presentan muy buena resistencia a la corrosion en solucion
salina, asi como una elevada resistencia al desgaste. Son muy empleadas en el ambito dental y
ortopédico [30].

Al contrario que el acero inoxidable, la aleacion Co-Cr presenta una alta resistencia al desgaste, lo que
la convierte en el material idoneo para piezas que estaran sometidas a mucha friccion y a altas tensiones
como puede ser una protesis de rodilla o una protesis de cabeza de fémur. Presenta, ademas, muy buena
resistencia a la fatiga. Como punto negativo para su aplicacion como biomaterial en procesos de
regeneracion Osea se presenta su elevada densidad, mayor incluso que en el caso del acero inoxidable,
lo que conlleva que las piezas creadas sean altamente pesadas. El modulo de elasticidad de las
aleaciones Co-Cr es también elevado en comparacion con el hueso, siendo en comparacion un material
muy rigido que volveria a originar el problema de la absorcion de hueso.

En el caso de las protesis dentales no basta con estudiar su resistencia a la corrosion y sus propiedades
mecanicas si no que se hace esencial tener en cuenta la soldabilidad del material debido a que, en un
elevado numero de casos, las piezas se fabrican por separado soldandose después en una unica protesis.

® Titanio

El titanio, material descubierto por W. Gregor en 1791, se encuentra entre los diez elementos mas
abundantes en la corteza terrestre. A partir de 1946, gracias al desarrollo del método de Kroll para la
obtencion de cantidades significativas del material, se comenzd a emplear fuera de los laboratorios. La
técnica de Kroll se sigue empleando a dia de hoy.

Este metal presenta unas excelentes propiedades entre las que se encuentran una baja densidad, elevada
resistencia mecédnica y a la corrosion, y un comportamiento muy bueno bajo condiciones de
temperaturas elevadas. Estas propiedades, entre otras, son la razon por la que el titanio comenzo a ser
empleado en el campo de la biomedicina [25]. Su uso es posible debido a que el titano es un biomaterial,
lo que supone biocompatibilidad. Ademas de ser un material biointerte, que apenas si reacciona con el
medio biologico, el titanio presenta una elevada capacidad de osteointegracion. El término
osteointegracion, que hace referencia a la capacidad del metal para establecer conexiones con el hueso,
se introdujo en 1964 por Branemark, “fendmeno por el que el titanio y sus aleaciones son capaces de
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unirse quedando integrado en el hueso” [25] [31].

Con respecto a su resistencia a la corrosion debido a su elevada estabilidad quimica superficial, cabe
sefialar que es una propiedad que se alcanza gracias a su capacidad de pasivarse. La pasivacion consiste
en la formacion de una serie de capas protectoras, compactas y muy delgadas, de 6xido que reducen
extremadamente la velocidad del proceso de corrosion en soluciones fisiologicas [28].

Las excelentes propiedades mecanicas del titanio en relacion a su peso hacen idoneo al material para su
uso en implantes. Los valores de su modulo elastico, limite elastico y resistencia a traccion (ver tabla 1)
son aptos para hacer frente a las condiciones de tension a las que se vera sometido el implante [31].

Segun la pureza del titanio empleado, éste se clasifica en distintos tipos, grados normalizados (ASTM).
Los cuatro primeros grados son los que se emplean cominmente en implantologia y se consideran
titanio comercialmente puro (c.p.). El titanio c.p. contiene aproximadamente entre un 98.635 y un
99.5% en peso de titanio [9]. El resto de grados se consideran aleaciones.

Las impurezas de estos 4 grados pueden ser de O, N, C, H y Fe y controlan las propiedades mecanicas
del material [29].

o El titanio de grado 1 es conocido como titanio puro y de entre sus propiedades destacan una
baja resistencia mecanica y una elevada ductilidad.

o El titanio de grado 2 es el titanio puro mas empleado ya que presenta una combinacion de
propiedades (resistencia mecanica, ductilidad y soldabilidad) mejor.

o Eltitanio de grado 3 y grado 4 presenta una elevada resistencia. Es un titanio muy fuerte siendo
el de grado 3 el menos empleado de los cuatro grupos de titanio puro [28] [29].

Tabla 1 Datos de la composicion de los grados de Ti c.p.

Grado (ASTM) Grado | Grado Il Grado lll Grado IV
Npax 0.03 0.03 0.05 0.05
Crnax 0.10 0.10 0.10 0.10
Hyax 0.015 0.015 0.015 0.015
Femax 0.20 0.30 0.30 0.50
Omax 0.18 0.25 0.35 0.40
Timin 99.5 99.2 99.1 99.0

En ocasiones se emplean aleaciones para fabricar implantes en lugar de titanio comercialmente puro.
Esto puede deberse tanto a motivos de indole econdmica, puesto que el titanio aleado es mucho menos
costoso, como a la necesidad de que la pieza a fabricar presente unas propiedades determinadas [32].
En el segundo caso, se aprovecha el hecho de que el titanio es un material alotropico que puede presentar
estructuras cristalinas HCP y BCC, identificadas como a y P respectivamente. Estas estructuras
cristalinas favorecen la adicion de los elementos de aleacion que se afiadan en pos de realizar
modificaciones en las propiedades. Los porcentajes de aleantes e impurezas deben controlarse de
manera exhaustiva debido a la repercusion que su presencia tiene en las propiedades del material.

Las aleaciones de titanio pueden dividirse en:
e Aleaciones o: caracterizadas por presentar mejoras en las propiedades mecanicas

e Aleaciones PB: caracterizadas por su elevada resistencia mecanica como contrapunto de una
soldabilidad limitada

e Aleaciones a-f§: caracterizadas por presentar una elevada resistencia mecanica

De entre todas las aleaciones empleadas en el campo, la aleacion TisAlsV destaca notablemente (a pesar
de que tan solo un 3% de la misma se destina a la fabricacion de protesis y el 80% de ella lo hace a la
industria acronautica) [33].

Esta aleacion se consigue principalmente empleando aluminio (entre un 5.5% y un 6.5%), que aumenta
la fuerza del titanio considerablemente a la vez que disminuye su peso, y vanadio (3.5-4.5%).
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Figura 11 Evolucion de los valores de distintas propiedades en funcion del tipo de aleacion

® Magnesio
Las propiedades mecanicas del magnesio son similares a las del hueso, como es el caso de la densidad.

Teniendo en cuenta que una de las caracteristicas de este metal es que favorece la incorporacion de
calcio al hueso, facilitando la osteointegracion [32], podria concluirse que, junto con las ventajas de
tener unas propiedades mecanicas similares a las dOseas, seria un material idoneo para el uso en
implantes.

El problema se encuentra en que el magnesio presenta una baja resistencia a la corrosion en soluciones
salinas, como serian los fluidos corporales. Esta corrosion provocaria que iones de Mg se desprendiesen
y vagaran por el organismo y, aunque el magnesio es un metal presente y necesario en el cuerpo
humano, tanto en altas como en bajas cantidades conlleva el mal funcionamiento del sistema.
Evidentemente, esta degradacion del material afecta a la geometria de la pieza que ira cambiando de
manera irregular dado que no es un parametro controlable actualmente. Controlando la cinética de
degradacion del magnesio podrian evitarse segundas intervenciones quirdrgicas para retirar los
implantes una vez han cumplido su funcion [34].

2.3 Problematica de los metales como biomateriales

En determinadas situaciones médicas como puedan ser las derivadas de un trauma, una enfermedad degenerativa
0 un cancer, aparecen problemas referidos al sistema 6seo. Estos problemas pueden agravarse hasta llegar el
punto de ser necesaria una reconstruccion. Es aqui donde aparecen los implantes.

De manera frecuente, el titanio es el material empleado para reemplazar al hueso, tanto comercialmente puro
como en forma de aleaciones. Esto se debe a la excelente combinacion de propiedades presentadas con
anterioridad.

Sin embargo, existen tres grandes problemas que suponen obstaculos a la hora de logar una operacion exitosa y
a los que hay que prestar especial atencion: el apantallamiento de tensiones, el mal comportamiento a fatiga y la
pobre osteointegracion.

2.3.1 Apantallamiento de tensiones

El apantallamiento de tensiones o “stress-shielding” es un fenomeno de indole mecanica provocado por la
diferencia significativa existente entre los valores del Modulo de Young del hueso y del implante (ver tabla 2).

Al presentar el implante un Modulo de Young considerablemente mayor que el hueso, es excesivamente rigido
y, por tanto, sera quien absorba la mayor parte de las tensiones aplicadas. El hueso transferira al implante la
tension que le corresponderia y dejaria de trabajar [9] [35] [36]. Este cese en sus obligaciones, derivara en un
proceso de reabsorcion o retraccion 0sea. La razon es que el hueso no es un tejido estatico y su densidad y
estructura dependen del estado de cargas al que se ve sometido. Al estar expuesto a unas cargas muy bajas, el
hueso entiende que necesita trabajar menos y “baja la guardia”, atrofiandose debido al estado de desuso.
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Comienza una reabsorcion 6sea por la cual se transfiere el calcio presente en el hueso a la sangre y concluye en
una disminucién de densidad dsea. En este estado, el hueso sera mas débil y estard mas expuesto a posibles
fisuras, fracturas o lesiones [35] [37] [38].

SED (MPa)

5
160 |

A B
Figura 12 Comparacion entre la distribucion de cargas en el caso de un fémur intacto y un fémur implantado
en los casos de A) mayor y B) menor valor de apantallamiento de tensiones [39]

No se trata en absoluto de un fendmeno exclusivo de los implantes de titanio si no que, por el contrario, la gran
mayoria de los materiales empleados en sustitucion dsea presentan este problema debido a los valores de sus
modulos elasticos (ver tabla 2) [35].

Tabla 2 Propiedades mecanicas de varios biomateriales frente al hueso

Hueso Acero Titanioy  Aleaciones Maanesio
inoxidable aleaciones Cr-Co 9
Densidad (glcm3) 1.8-2.1 7.9-81 4.4-45 8.3-9.2 3.1

Médulo de Young (GPa) 320  189-205  55-117  200-253 41-45

Tenacidad a fractura
(MPa) 3-6 50-200 55-115 100 15-40
Resistencia a compresion

130-180  170-310 590-1117  450-1896 65-100
(MPa)

Consecuencias graves de este fenomeno como la fractura periprotésica, aflojamiento del implante, interferencias
en la fijacion del mismo o molestias cronicas [28] [40], intentan solventarse mediante diversas practicas.

Para solventar este problema se plantean diversas soluciones que persiguen principalmente la disminucion del
modulo elastico del material del implante para reducir la diferencia con el del hueso [38].

Algunas de estas pueden ser los materiales compuestos de matriz polimérica, emplear aleaciones disenadas con
este fin como puedan ser aleaciones B-Ti o aleaciones de titanio que presenten estructura BCC, usar magnesio y
sus aleaciones o emplear materiales porosos o espumas [34] [35] [41] [42] [43] [44].

Incidiendo en el control de la porosidad a fin de reducir tanto la densidad del implante como el modulo elastico,
cabe decir que se han desarrollado un gran niimero de técnicas de fabricacion. Con estas técnicas es posible
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conseguir materiales que presenten la porosidad deseada que a la vez mantengan unas propiedades mecanicas
aceptables. Ademas, se presenta la ventaja adicional de que el ser un material poroso favorece la infiltracion del
tejido 6seo en el interior del implante de modo que se consigue una mejor adhesion.

Sera posible no sélo controlar el porcentaje de porosidad presente en el material, sino también, con algunos
métodos, el tipo de poro, su morfologia y tamafio, asi como la distribucion de los mismos en el material.

Algunas de estas técnicas son [35]:
e Técnicas de sinterizacion:

- Tradicional

- Sin compactacion anterior

- Técnica de espaciadores

- Eléctrica

- Sinterizado por haz de electrones (EBM)

e Inyeccion de gases inertes en metal liquido

e Inyeccion de agentes gasificadores en metal solido
e Técnica Freeze Casting de solidificacion direccional
e Técnicas para obtener porosidad gradiente

Se profundizara en la técnica de sinterizacion con espaciadores puesto que esta técnica permite un mayor control
de los parametros de la porosidad. Es una técnica relativamente barata y sencilla en la que cominmente se
emplean como espaciadores PVA, carbamida o, como sera el caso en este trabajo, bicarbonato de amonio [45].

Mejora del apantallamiento de tensiones

Haciendo un resumen de lo visto en los anteriores apartados, podemos afirmar después de lo estudiado, que la
posible mejor solucion para la mejora del apantallamiento de tensiones, ademds de para conseguir un material
morfolégicamente similar al hueso humano, se debe conseguir un moédulo de Young mas bajo, debido a que esto
implicaria una similitud en cuanto a los modulos se refiere tanto del titanio como del hueso humano.

Segun los principales campos de estudio, se puede enunciar que, para realizar un cambio en una propiedad
intrinseca del material, como es el modulo de Young del que hemos hablado, se puede optar la eleccion de una
de las dos vias siguientes:

e Fabricacién de probetas con Titanio Beta

El valor del modulo de Young es un factor muy importante a tener en cuenta a la hora de hablar de
materiales para implantes debido a la problematica explicada con anterioridad. Modulos de Young muy
distintos al del hueso provocarian el ya tratado “stress-shielding” con su consecuente reabsorcion osea.

Los implantes suelen tener un modulo de elasticidad bastante mayor al del hueso y, para reducirlo, se
plantea el uso de aleaciones de titanio en fase . La fase B presenta una estructura interna BCC. Esta
estructura y la cristalinidad del material estan muy ligados al valor del modulo de Young, siendo el de
las aleaciones fase [ inferior a 50 GPa (valor mucho menor que, por ejemplo, el del acero inoxidable,
200 GPa).

Las aleaciones de Ti B podran contener una serie de elementos biocompatibles con una combinacion de
condiciones mecanicas adecuadas como el Zr, Nb, Sn, Mo o el Ta entre otros. Es preferible que los
aleantes empleados sean estabilizadores de la fase .

Otra caracteristica a resaltar de este tipo de aleaciones es su buena resistencia a la corrosion en fluidos
fisiologicos.

e Fabricacion de probetas de Titanio poroso.

Ahora bien, en la siguiente figura 13 se describen las principales técnicas con las que fabricar titanio
poroso con el médulo de Young requerido.
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Figura 13 Esquema de distintas técnicas de fabricacion de matrices metalicas

De entre todas las técnicas que se indican en la figura, se mencionara de forma muy breve la técnica de los
espaciadores, pues serd la desarrollada en este trabajo, siendo esta técnica permite la creacion de una porosidad
interconectada, que no solo produce una mejora de las propiedades mecanicas del material con respecto al hueso
cortical, sino que permite mejorar la oseointegracion del implante.

Posteriormente, en los siguientes apartados, se mencionaran otras técnicas importantes, ademas de una
explicacion en detalle de la técnica de los espaciadores.

2.3.2 Comportamiento a fatiga

Otro problema comun a la hora de realizar un implante es el comportamiento a fatiga del mismo. La fatiga es un
fenomeno que tiene lugar al someter al material a una serie de cargas ciclicas que acaban por dafiar al elemento
reduciendo su vida util.

Este tipo de carga es muy comun en implantes dentales debido a la accion de masticacion. Esta accion supone
una serie de ciclos de carga y descarga durante los cuales el implante va acumulando dafio. Determinados
implantes pueden terminar fallando debido a la fatiga acabando en rotura, lo que hace necesario el ensayo
normalizado de los mismos (ISO14801 2007) [46].

El fallo por fatiga de un determinado elemento se produce en dos etapas principales: la formacion de una grieta
y la propagacion de la misma. Mediante la realizacion de estos ensayos, sera posible analizar la vida y respuesta
del implante ante un estado de cargas ciclicas pudiéndose llegar a predecir la evolucion de esa grieta. Se deberan
repetir los ensayos al menos tres veces a distintos niveles de carga para obtener resultados validos [47]. Estos
niveles de carga deben representar situaciones extremas, las peores condiciones de trabajo. No se debe dejar de
tener en cuenta que el proceso de masticacion no es constante a lo largo de toda la vida y puede variar tanto en
intensidad como en frecuencia, lo que complica el analisis de comportamiento.

Los implantes dentales consisten, de forma general, en dos piezas: implante y pilar protésico [48]. El implante
se inserta en el hueso de la mandibula mediante una intervencion quirurgica y, posteriormente, el pilar protésico
se une al implante a fin de soportar la protesis en cuestion Durante la masticacion, las cargas seran transmitidas
por la protesis al implante y al hueso perimetral, afectandole la fatiga [49]. A causa de la repeticion de los ciclos
de carga pueden darse un desajuste entre ambos componentes, se puede “aflojar”. Como consecuencia de esta
alteracion pueden producirse problemas de salud derivados de una acumulacion excesiva de bacterias en la
interfase como infeccion o inflamacion [31].
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2.3.3 Osteointegracion

El término osteointegracion fue propuesto por Branemark en 1969 tras varios afios estudiando la
microcirculacion sanguinea durante los procesos de reparacion Osea tras una fractura. El cientifico sueco
observo, tras disefiar un tornillo de titanio, que el elemento se integraba en el tejido 6seo de forma biocompatible
dificultando notablemente su retirada [49] [50].

Ast pues, puede definirse la osteointegracion como una ““conexion funcional y estructural directa entre el hueso
vivo, ordenado y la superficie de un implante endodseo cargado funcionalmente; se produce una uniéon mecanica
directa y estable, sin interposicion de tejido conectivo, identificable con microscopio Optico y, por tanto, no hay
movilidad” [51].

Para que la osteointegracion pueda considerarse valida, el implante tiene que ser aceptado por el hueso de manera
que no exista tejido conjuntivo en la interfase entre el implante-hueso al observar microscopicamente [52]. Esta
interfase estard ocupada por algunas particulas de hueso en distintos estados, sangre, tejido conectivo y
sustancias producidas a raiz de una respuesta inflamatoria por parte del organismo tras la implantacion y que
activaran el crecimiento celular en la zona [53].

Entre los factores que afectan a este proceso de osteointegracion estan los fendmenos de osteoinduccion,
osteoconduccion y remodelacion y formacion o6sea. El término osteoinduccion hace referencia a la acumulacion
de células madres de las cuales algunas proliferan en células con la funcion de formacion de matriz 6sea. En el
caso de que estas células en concreto colonicen la zona del implante se dice que la superficie es ahora
osteoinductiva. El desplazamiento de las células formadoras de hueso a través de la superficie del implante es
conocido como osteoconduccion [25].

La morfologia de la superficie del implante influye en gran medida en el proceso de osteointegracion. Superficies
rugosas favoreceran la adherencia celular y serviran de anclaje durante el proceso de osteogénesis. No ocurrird
lo mismo al tratarse de una superficie plana lisa, ya que ésta no prestara las rugosidades ni para ser empleadas
como elementos de sujecion ni como modo de ampliar la superficie de contacto hueso-implante.

Tras descubrirse este hecho, la escuela de Branemark comenzé a experimentar con implantes rugosos cuya
rugosidad se obtenia mediante mecanizado. Desde entonces, se han ido desarrollando distintos métodos que
persiguen la obtencion de esa superficie rugosa deseada o la incrementacion de la misma, como puedan ser el
ataque con distintos acidos (como acido clorhidrico, nitrico o sulfiirico) para “grabar” esa rugosidad, la técnica
de arenado o chorreado abrasivo, el recubrimiento de hidroxiapatita o el de deposicion de plasma de titanio [52]
[54] [55].

Mejora de la osteointegracion

La siguiente via de estudio y actuacion sera la mejora de la osteointegracion con la aplicacion de técnicas de
modificacion superficial. En primer lugar, se debe aclarar que, la respuesta que ofrece un organismo ante un
implante viene determinada por dos pardmetros, la naturaleza y la textura del mismo. La rugosidad en la textura
del material favorece la adhesion celular al implante, de la misma forma, un recubrimiento que favorece la
bioactividad del material, también colabora en la mejora del crecimiento celular en la superficie, ademas,
partiendo de estos dos principios mencionados, se puede afirmar que, la proliferacion de bacterias superficiales
provoca un deterioro superficial que, anula el efecto de la bioactividad del material.

Con estas afirmaciones, se describen tres vias claramente diferenciadas en la mejora de la adhesion de los
osteocitos en el titanio utilizado en el implante.

Aumento de la rugosidad superficial del material

Laprimera via desarrolla la creacion de una superficie rugosa del material. Existe una gran diversidad de técnicas
dependiendo del procedimiento utilizado. Aunque cada técnica lleva un proceso diferente, todas se basan en la
modificacion a nivel nano o microscopica de las particulas de la superficie, proporcionando una textura no lisa
al material.

En la siguiente figura se observa un esquema de las técnicas de modificacion mas habituales.

17



Estado del Arte

Figura 14 Esquema clasificatorio de distintas técnicas de modificacion de rugosidad superficial

A pesar de mencionar este gran niimero de técnicas, a continuacion, se describen aquellas técnicas mas utilizadas
y mas interesantes de cara al estudio y desarrollo de este trabajo, ademas, se escogeran algunas de ellas para la
realizacion del procedimiento experimental de ellas, para someterlas a un estudio bioldgico, con el que poder
comparar segun los criterios correspondientes, y obtener unos resultados y soluciones de acuerdo con los
mismos.

2.3.4 Ataque quimico mediante soluciones acidas

El ataque quimico tiene como objetivo eliminar la primera capa del material, incluyendo la capa de 6xido, y
generar una superficie rugosa. El compuesto o solucion empleados (acido, base, etc.) reacciona con el 6xido
produciendo la disolucion de dicha capa.
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Para la aplicacion de esta técnica los acidos mas utilizados serian el acido clorhidrico y el acido sulftrico. En el
laboratorio se desarrollaron practicas experimentales con acido sulfurico, por lo que el procedimiento y la técnica
se explicaran con detalle en los apartados siguientes.

a)

Arenado

El chorreado de arena o arenado es una técnica de modificacion superficial cuyo objetivo es el de limpiar
las superficies mediante la incision a través de una boquilla de un abrasivo granulado mediante un chorro
de aire comprimido. Este tratamiento retira posibles residuos presentes sobre la superficie, como
corrosion o recubrimientos no deseado, sin dafiar en exceso el material, aunque si que deja marcada una
rugosidad superficial a pequefia escala.

Dicha rugosidad es el fin por el cual se aplica esta técnica, conocida en inglés como “‘sandblast”, sobre
los implantes 6seos [56]. Una superficie rugosa ayuda a solventar el problema de la osteointegracion al
poder emplearse como anclaje para el crecimiento celular tras la insercion del implante en el organismo
vivo [57].

También es ideal como tratamiento previo a aplicar un determinado recubrimiento ya que sigue
favoreciendo la adhesion del mismo.

El éxito de esta técnica ha sido varias veces demostrado por estudios cientificos realizados en conejos
[58] [59] [60], concluyendo no solo que los implantes cuya superficie hubiera sido sometida a un
tratamiento de chorreado presentaban unos valores de contacto hueso-implante superiores que aquellos
que no habian sido tratados sino que, al ser comparados con implantes cuya superficie hubiera sido
mecanizada, también presentaban mejor adhesion.

Son varios los pardmetros modificables a la hora de aplicar esta técnica a fin de obtener unos resultados
u otros. Pueden modificarse el tamafio de los granos de arena, el abrasivo a emplear, la distancia entre la
boquilla y la superficie sobre la que incide el chorro, la presion de salida del mismo, el angulo de
pulverizacion, etc. [61] [62].

b) Anodizado

Otro de los multiples tratamientos de modificacion superficial existentes es el anodizado. Se trata de un
proceso electroquimico por el cual se forman una serie de capas de 6xido en la superficie del metal tratado
[63]. Al contrario de lo que sucede al aplicar técnicas de modificacion superficial como el arenado, que
retiran una capa de material para implementar la rugosidad del material persiguiendo la mejor integracion
de tejidos, con el anodizado, para aumentar la rugosidad se incrementa el espesor de la capa de dxido
superficial mediante la circulacion de una corriente eléctrica a través de un electrolito.

El procedimiento habitual consiste en sumergir el sustrato en el bafio electrolitico adecuado conectado al
anodo de la fuente de alimentacion. Se hace entonces circular una corriente por ese circuito promoviendo
la migracion de los cationes metalicos hacia el sustrato. Los iones formaran entonces la capa superficial
buscada.

Las propiedades de estas capas se modifican controlando factores como la composicion del electrolito, el
potencial eléctrico aplicado, la temperatura y la densidad de corriente [64] [65] [66]. Puesto que los iones
tendran que circular por la capa de oxido, el valor de la corriente eléctrica que se aplique debe ser
suficiente para permitir esta circulacion.

Las capas de 6xido que se obtienen al anodizar el titanio, poseen mejores propiedades que las que forma
el material de manera natural al contacto con el aire debido a su pasividad. El espesor de estas capas de
oxido artificiales sera controlable y, por lo general, presentaran mayor resistencia a la corrosion. Otra
ventaja sera su mayor resistencia al desgaste debido a que las capas de o0xido artificiales son mas duras
que la superficie el metal sin oxidar [6]. La presencia de estas capas reducira el flujo de liberacion de
iones de metal al medio, disminuyendo su toxicidad. Por otro lado, el titanio anodizado tendra un
comportamiento mas estable ante las variaciones de temperatura [65].

Femtosegundo

La técnica de femtosegundo es una técnica de texturizado por laser. Esta basada en la ablacion laser que
elimina material superficial del sustrato, arrancandolo o vaporizandolo.

Existen distintos parametros variables y controlables en el proceso de ablacion laser entre los que se
encuentran el modo de operacion. La incidencia del laser puede ser continua o pulsada. En el primer caso,
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el laser emite luz de manera continua mientras que en el segundo solo lo hace durante determinados
periodos, pulsos. La duracion de estos pulsos es otro parametro controlable que determina el “apellido”
del laser: milisegundos, microsegundos, nanosegundos, picosegundos o femtosegundos [67].

El principal motivo por el cual se elige la técnica de femtosegundo es que, con esa pequefia duracion de
aplicacion, el proceso de ablacion serd muy localizado en la zona en la que se incide, sin expandirse el
calor por el material. Otros factores influyentes en el proceso son la longitud de onda, las condiciones
ambientales, la densidad de energia, etc. [68].

Tras la aplicacion del laser sobre el sustrato, el material residual emerge en forma de gas formando una
estructura llamada cominmente pluma de ablacion.

Con esta técnica se conseguira un texturizado muy preciso con la ventaja de no tener que emplear agentes
externos, quedando la superficie final mucho mas limpia.

Potenciacion de la bioactividad en la superficie de metales como el titanio

Para la mejora de la adhesion de los osteocitos al titanio y la estimulacion del crecimiento celular en la superficie
del mismo, creando, por lo mismo un incremento en la aceptacion del implante por parte del cuerpo humano, se
recurre al recubrimiento de la superficie del material con elementos que activen la bioactividad del titanio en
este caso.

Se define fijacion bioldgica como el proceso por el cual, los componentes protésicos se unen al hueso sin
necesidad del uso de cementos [69]. Los cementos como el polimetacrilato de metilo, tienden a degradarse con
el tiempo, provocando un aflojamiento de la protesis, y siendo necesarias a largo plazo cirugias de revision.
Adicionalmente, la falta de oseointegracion caracteristica de los metales ha planteado otras vias para convertir
la superficie de bioinerte a bioactiva. Los recubrimientos bioactivos son capaces de mejorar la estabilidad del
implante, formando enlaces con el tejido 6seo. Sin embargo, la biodegradabilidad de los recubrimientos
bioactivos conlleva un problema a largo plazo, ya que, con el tiempo, el recubrimiento desaparece, lo que puede
provocar inestabilidad del implante mecénico [70].

En la siguiente figura se observan algunos de los recubrimientos mas utilizados e interesantes de cara al estudio
realizado.

— Bioglass
8 Sol-gel
E & Hidroxiapatita
==
5 ;) Titanio
=Y
8 oo Nanotubos de
~ carbono

. Recubrimiento de

carbono
Figura 15 Esquema de algunos métodos de recubrimientos bioactivos frecuentes
A continuacion, se explicaran las técnicas mencionadas para un entendimiento mas claro de las mismas.
a) Recubrimiento solgel

La técnica de recubrimiento sol-gel supone una transicion de liquido a sélido de una solucion, sol, a un
gel o fase solida. La solucion estard formada por particulas solidas precursoras de tamafio nanométrico,
diluidas en un liquido. Una vez obtenida la solucion, se afiadiran a la misma una serie de catalizadores
que favorecen la hidrdlisis o la condensacion polimérica en funcidn de la naturaleza de los mismos. Asi
podran obtenerse posteriormente un gel mas o menos compacto y con mayor o menor porosidad. Como
resultado se obtendra un gel mediante un proceso de gelificacion. Este gel, de baja consistencia, sera
sinterizado y pasara a ser la ceramica o el vidrio que se estuviese buscando conseguir.

Una de las grandes ventajas del método sol-gel es que permite preparar materiales ceramicos o vidrios
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b)

d)

a unas temperaturas bastante bajas temperaturas en comparacion con otros procesos convencionales.
Este fenomeno se justifica con el pequefio tamaiio de las particulas.

El uso de la técnica sol-gel para recubrimientos esté a la orden del dia. Es muy comun la formacion de
recubrimientos de hidroxiapatita obtenida a partir de precursores de calcio y fosforo por este método
debido a su alta biocompatibilidad y a la facilidad que presenta a la hora de ser depositada sobre el
elemento a recubrir. Es posible depositarla en capas homogéneas de un espesor muy delgado y
controlado de valores de unos pocos micrometros.

El recubrimiento se realiza por lo general mediante inmersion, aunque se pueden emplear otras técnicas
(ej: recubrimiento por centrifugado). Se sumerge el sustrato en la solucion y se le afiaden los
catalizadores que formaran la capa de gel que, posteriormente, serd sinterizado. Este método de
recubrimiento hace posible trabajar con formas irregulares o complejas [71].

Por otra parte, otra ventaja resefiable es que, al estar trabajando a bajas temperaturas, se eliminan
también los problemas derivados se sinterizar a altas temperaturas relacionados con los distintos
coeficientes de expansion térmica que presentan el sustrato y el recubrimiento (tensiones residuales,
agrietamiento, etc.).

La técnica de recubrimiento sol-gel permitira cierto control sobre la porosidad, su tamafio y forma.

En el caso de recubrimiento de hidroxiapatita, las capas bioactivas formadas supondran una mejora de
la osteointegracion y la osteoconduccion ya que la HA es un material bioactivo, osteoconductor y
biorreabsorbible.

Vidrios bioactivos o bioglasses

El vidrio bioactivo més utilizado es el Bioglass® 45S5. Esta técnica consiste en la creacion de una capa
del material en la superficie del titanio, dandole a este las siguientes propiedades: una union rapida al
hueso mediante la creacion de hidroxiapatita, ademas de la estimulacion del crecimiento mas alla de la
intercara hueso-implante.

Los vidrios bioactivos pueden realizarse utilizando dos métodos diferentes: los métodos tradicionales
de meltquenching route y la ruta sol-gel. Al contrario de lo que ocurre por los métodos tradicionales, en
los que el recubrimiento es totalmente denso, los recubrimientos bioactivos realizados via sol-gel
presentan una nanoporosidad inherente [72]. Esta técnica sera desarrollada experimentalmente, por lo
que se explicara su procedimiento en profundidad en los apartados siguientes.

Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (NTC) son estructuras cilindricas huecas conformadas por una serie de hojas
enrolladas sobre la superficie de un cilindro. Estructuralmente, estan formados por enlaces de carbono
enlazados entre si por un enlace covalente hibrido tipo sp2.

Dichas nanoestructuras presentan una serie de propiedades tanto mecanicas (resistencia y elasticidad)
como eléctricas muy llamativas. Estas propiedades se justifican con la presencia de los enlaces de
carbono, de naturaleza “naturaleza tinica cuasi-unidimensional, y su simetria cilindrica” [73].

Los NTC pueden ser sometidos a un procedimiento de modificacion superficial por el cual se les pegue
moléculas o algun tipo de grupo funcional de un compuesto sufractantefuncionales de un surfactante
[72]. Tras este procedimiento, los NTC se consideran funcionalizados y presentan una mejora de la
miscibilidad en medios liquidos y en la biocompatiblidad.

De entre los métodos de sintesis de NTC mas vanguardistas destacan el método de descarga de arco, el
método de vaporizacion por laser y el método de deposicion quimica de vapor (CVD) o pirolisis de
hidrocarburos.

Como contrapunto del uso de nanotubos en ingenieria biomédica cabe sefalar la falta de estudios
exhaustivos en relacion a su toxicidad y biocompatibilidad.

Recubrimientos de grafeno

El grafeno, estructura elemental de grafito, puede ser empleado como recubrimiento de sustratos.
Presenta una serie de propiedades tanto mecanicas como térmicas, Opticas y electronicas de elevada
calidad, lo que lo hace interesante para su uso. Al emplearlo como recubrimiento, ademas de enfrentar
problemas como es el caso de la corrosion, el desgaste mecanico, protegeria la superficie de
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microorganismos y del mismo medio al que estuviese expuesta [73].

A continuacion, se observa una lista de las principales técnicas de aplicacion del grafeno como

recubrimiento.
EPD
RECUBRIMIENTO  cyp  (Chemical |RECUBRIMIENTO (Electrophoretic
SECO vapor deposition) HUMEDO deposition)
. Dip Coating
RTA (Rapid Termal
Processing)
Sping Coating
Powder S
OWERESPIaY Drop coating
Brushing
Vaccum
filtration

Figura 16 Métodos de aplicacion de recubrimiento de grafeno

En este proyecto se ha desarrollado experimentalmente la técnica CVD, por lo que se explicara mas
adelante en detalle.

Prevencion de la proliferacion de bacterias en la superficie

Como tercera y ultima linea de estudio, se pretende evitar la proliferacion de bacterias en la superficie del
material. Realmente, este apartado podria incluirse en cierto modo en el anterior, debido a que, el uso de
recubrimientos para la prevencion de la aparicion de bacterias permite, a su vez una mejora en la adhesion celular
al material en cuestion, y, con ello una estimulacion del crecimiento celular y regeneracion exitosa del hueso
[31].

El grafeno, mencionado con anterioridad, asi como recubrimientos sol-gel, ademas de fomentar la bioactividad
del titanio, producen una capa protectora y antibacteriana, que, podria ser reforzada con la aplicacion de técnicas
como la deposicion de nanoparticulas de plata.

La nanotecnologia se perfila como un nuevo campo interdisciplinario que combina la biologia, la fisica, la
quimica, la ingenieria y la ciencia de los materiales y ofrece soluciones nuevas y practicas en diferentes areas
relacionadas con la medicina, desde un punto de vista divergente y mas innovador.

Las nanoparticulas (NP) son particulas de materia dentro del rango de nandmetros de diametro, con una alta
relacion superficie / volumen, buena estabilidad en general y facil modificacion de la superficie. Todas estas
caracteristicas les confieren un comportamiento antibacteriano excepcional y potente, asi como una baja
toxicidad hacia las células de mamiferos. Ademas, se ha descrito que las nanoparticulas metalicas, especialmente
las nanoparticulas de plata (AgNP), dafan las células bacterianas mediante la liberacion prolongada de iones
Ag+ como modo de accion cuando se inmovilizan en la superficie. Por ello, se ha optado por la deposicion de
nanoparticulas de plata en los sustratos de titanio poroso fabricados, con el fin de mejorar las propiedades y crear
una barrera contra toda bacteria que pudiera afectar la aceptacion del titanio por parte del osteocito.

El desarrollo experimental de la técnica sera explicado mas adelante, debido a que la aplicacion de la técnica fue
implementada y estudiada en el laboratorio.
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3 OBJETIVOS

Analizados los datos anteriores, y, expuestos los principales problemas que, a dia de hoy quitan el suefio en el
mundo de la medicina, y mas concretamente en el rango de las protesis utilizadas para la curacion de diversas
enfermedades, queda centrar el punto de mira en las distintas soluciones que se proponen con el fin de apaliar e
incluso erradicar los distintos parametros de las mismas que provocan la gravedad de la problematica.

Con una perspectiva general, el objetivo real y primordial del trabajo sera encontrar, desarrollar y estudiar las
posibles soluciones que producen una mejora morfologica y de propiedades de los materiales que, a dia de hoy,
se utilizan en la fabricacion y produccion de protesis.

Desglosando el objetivo principal, describiremos las principales propuestas de mejora de las tres vias que causan
los principales problemas metalurgicos en las protesis, quedando reflejados de una forma clara, los mismos en
la siguiente figura.

Principales
problemas
[ I
Apantallamiento . Encapsulamiento
de tensiones Fallo por fatiga del implante

Figura 17 Esquema de los principales problemas presentes en implantes metalicos
Teniendo en cuenta los diferentes problemas, este trabajo presenta dos vias diferentes de investigacion de las

que se obtienen, otras vias diferentes de actuacién para, proseguir con la definicién, comprobacion y
comparacion posterior de las técnicas utilizadas siguiendo dichas vias en los apartados proximos.
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4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Tras el estudio de la problematica y el hallazgo de la modificacion de la porosidad del titanio como posible
solucion, el método de fabricacion de las probetas a ensayar se convierte en el nuevo objeto de estudio en el
proceso. Siguiendo los criterios aplicados en el trabajo de laboratorio realizado, se comenzara definiendo la
fabricacién como el conjunto de técnicas a llevar a cabo para la produccion de objetos, probetas necesarias para
la investigacion en este caso.

Para reducir el médulo elastico del material, asi como para favorecer la colonizacion y adherencia celular en el
mismo, se propone la produccion de un material con gradiente de porosidad [74].

Se han encontrado una inmensidad de técnicas utilizadas para este tipo de fabricacién material, donde las lineas
de investigacion a destacar en rasgos generales son las técnicas de moldeo y las técnicas de sinterizacion, de las
cuales se podrian citar, mas concretamente alguna de las mas interesantes de cara al proceso que se llevara a
cabo de forma experimental como técnicas que emplea diferentes tamafios de particulas, técnicas con ausencia
de presion de compactacion y diferentes tamaiios de particulas, técnica de Freeze-casting, Sinterizacion selectiva
por laser [9].

De forma breve, se exponen las definiciones teoricas de las técnicas que, posteriormente, se caracterizaran segun
los procesos experimentales realizados. Se seguira una ruta basada en la pulvimetalurgia, puesto que el punto de
partida sera el metal en polvo, que sera seguida de un proceso de prensado de polvos y sinterizacion de los
mismos [75]

En primer lugar, la técnica de espaciadores consiste en la mezcla de polvos metélicos con elementos, los
espaciadores, que, en la proporcion adecuada, consiguen alcanzar un determinado volumen. Este volumen sera
el del poro una vez eliminados los espaciadores mencionados. Esta técnica es especialmente utilizada para la
obtencion de un reparto homogéneo de porosidad en la pieza, asi como para conservar de manera aproximada
el tamafio y proporcion del espaciador utilizado [31] [74].

Para continuar, el proceso de prensado consistird en la insercion del material mezclado en moldes al que se le
aplicara una presion determinada con el fin de producir una unién, con una escasa solidez, que sera reforzada
con un proceso de sinterizacion [75]. El proceso de sinterizacion se define como un proceso que se utiliza para
la aglomeracion de particulas previamente homogeneizadas. Esta aglomeracion se consigue con la fusion parcial
del material, el que, durante un enfriamiento posterior, cristaliza en varias fases [76]. Este fenomeno se consigue,
sometiendo la probeta prefabricada a una temperatura y presion determinada segun el material y propiedades
requeridas en el mismo [74].

PM
CONVENCIONAL
Diferentes tamanos
. de poro
TECNICA
ESPACIADORES Diferente
FABRICACION porcentaje de
porosidad
ALEACIONES DE ]
TITANIO DE BAJO|——| 11-39Nb-29Ta-
E xMn

Figura 18 Esquema de las diferentes técnicas y probetas fabricadas
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4.1 Materiales empleados

Los materiales utilizados para la fabricacion de los sustratos porosos mediante la técnica de espaciadores han
sido titanio e hidrogenocarbonato de amonio.

4.1.1 Titanio

Para la fabricacion de los sustratos se han empleado polvos de titanio comercialmente puro.

Este titanio se ha obtenido mediante un proceso de hidrogenacion/deshidrogenacion y se ha adquirido a SE-
JONG Materials Co. Ltd. (Seul, Corea).

Tabla 3 Composicion (% en peso) polvo de titanio SE-JONG

Ti o N Fe Si Mg Mn
>99.5 <0.45 <0.008 0.038 0.035 0.003 0.0006

Teniendo en cuenta la clasificacion anteriormente expuesta del titanio comercialmente puro en grados en funcion
de la cantidad de impurezas que presente, el titanio trabajado forma parte del grupo IV.

4.1.2 Hidrogenocarbonato de amonio

Los polvos de hidrogenocarbonato de amonio (NH,HC03) se emplearan como espaciadores en la fabricacion
de los sustratos porosos. Una de las razones principales para su uso es que se descompone a bajas temperaturas
(de 35°C-60°C) en distintos vapores (N H3, CO,, H,0) dejando los huecos vacios que se desean para conseguir
porosidad. Este material lo suministré Cymit Quimica S.L. (Espana) y presenta una pureza del 99 %.

Alfa Aesar IE
Ammonium hydrogen carbonate, |
99.0% 3
Powder | B
(NH,)HCO, |

14249 LoT:
e OT: M12C025

s Tl  ENECS 2138155 - o e - |
Ti Powder |
325 mesh
: 1

. SPTid2s

2015. 06. 17

o @ SE-JONG MATERIALS LTD.

Figura 19 Componentes empleados para la fabricacion de los sustratos con espaciador

El polvo sera sometido a un proceso de tamizado por el cual se obtendran distintos rangos de tamafio de las
particulas, a saber: <100 um, 100-200 pwm, 200-355 pum, 355-500 pm y >500 pm.
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Figura 20 NH,HC O5 clasificado segln el diametro de particulas

4.2 Procedimientos experimentales
4.2.1 Fabricacién de probetas de Ti c.p. porosas

La metodologia de fabricacion por espaciadores indicada con anterioridad se describira segun el procedimiento
realizado en el laboratorio en el siguiente apartado.

Los materiales utilizados para la fabricacion seran:
e  Cloruro de sodio (NaCl) con una concentracion entre el 40% y el 70%
e Titanio con una pureza mayor del 99,5%

Para la realizacion de los diferentes ensayos realizados, se fabricaron probetas cilindricas de titanio poroso, de
12 mm de didmetro y 5 mm de altura.

La distincion entre las probetas se realiza segln las variables descritas y explicadas teoricamente en el apartado
de fabricacion, es decir, en base al tamafio de poro en micréometros, y al porcentaje de concentracion de porosidad
en la probeta.

En la siguiente tabla (tabla 5) se observan los diferentes intervalos de tamatfio de poro.

Tabla 4 Rangos de tamafio de porosidad de los sustratos fabricados

TAMANO DE PORO (um)

100-200 200-355 355-500

En la tabla 6, se clasifican los diferentes tipos de probetas seglin la cantidad de poro en la probeta en porcentaje.

Tabla 5 Distintos porcentajes de porosidad de los sustratos fabricados

PORCENTAJE DE POROSIDAD (%)

30 40 50 60

En la figura 21 se muestra el esquema de la clasificacion anteriormente explicada teniendo en cuenta las dos
variables anteriores (tamafio de poro y porcentaje de porosidad).
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~  100-200 pm
= 20% —~ 200-355 pm
- 355500 pm
~  100-200 pm
- 30% —~ 200-355 pm
- 355500 pm

— Titanio poroso =
— 100-200 pm

Fabricacion de probetas

= 40%  —— 200-355 pm
— 355-500 pm

—  100-200 pm

- 60% =~ 200-355 um

L 355500 pm

Figura 21 Esquema ilustrativo de las probetas a fabricar

Posteriormente, en el apartado de conclusiones se seleccionaran los intervalos y concentracion de porosidad que
mas interesan en el estudio y el porqué de estas elecciones.

Los pasos a seguir en el proceso de fabricacion de probetas seras los que, de forma esquematizada, se aprecian
en el diagrama de flujo de procesos (figura 22).

Preparacion de
polvos

—> Tamizado —> Prensado —>

Eliminacion de Proceso de
espaciador sinterizacion

Figura 22 Diagrama de flujo del proceso a seguir para la fabricacion de los sustratos

En los siguientes apartados se desarrollara con mas profundidad los procesos del diagrama anterior.

a) Preparacion de polvos

b)

La preparacion de polvos consiste en la obtencion de las proporciones necesarias para la fabricacion de
cada tipo de probeta segun los criterios anteriormente mencionados.

Para evitar el apelmazamiento de los polvos los mismos seran reservados en un lugar fresco y seco,
consiguiendo unas condiciones 6ptimas.

Tamizado de polvos

El tamizado es un proceso que consiste en hacer pasar el polvo previamente mezclado segun las
proporciones necesarias para el tipo de probeta a fabricar, por una serie de tamices (ver figura 24 (b)),
con el fin de homogeneizar la mezcla previa al prensado.

El proceso de tamizado consta de varias fases:

Previamente, los tamices deben estar correctamente limpios y secos. Para ello deberan
enjuagarse a presion y rociarse con etanol para un posterior secado al aire. Asi se evitara la
mezcla de polvos con cualquier particula ajena a la mezcla necesaria.

Para eliminar el posible apelmazamiento y conglomerado de los polvos, asi como para
conseguir una mezcla homogénea de los polvos, primeramente, se agitara durante unos
cuarenta minutos el polvo de titanio, posteriormente, se agitara por diez minutos el
espaciador. Transcurridos los cincuenta minutos mencionados, se mezclaran
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cuidadosamente el titanio con el espaciador y se volvera a introducir en la mezcladora por
otros cuarenta minutos.

! l b=

-

.rl‘.-n
Ls. ==

Figura 23 Mezcladora WAB Machiney, Ttrbula T2C

e Una vez transcurrido el tiempo de mezclado, los polvos se haran pasar por los tamices, de
mayor a menor tamafio de luz de malla, colocados en el plato vibratorio que se visualiza
en la figura 24 (a) por unos diez minutos.

Al finalizar este tiempo, quedaran separadas los polvos por rangos segun el tamafio de los
mismos.

Figura 24: (a) Plato vibratorio para proceso de tamizado, (b) tamices empleados

30



Mejora de la osteointegracion de piezas de titanio poroso: influencia del tipo de tratamiento de modificacion
superficial

d)

500pm  355pm 200 pm 100 pm

Figura 25 Rangos de tamafio de particulas resultantes del tamizado

Segun los rangos anteriormente mencionados, los polvos se clasificaran y almacenaran en frascos de
plastico previamente lavados y secados. Estos se mantendran en un lugar fresco y alejado de la luz solar
hasta el momento de la fabricacion de las probetas.

Los tamices seran limpiados con agua a presion para eliminar los restos de polvos, posteriormente, seran
introducidos en la maquina que los somete a ultrasonidos durante unos diez minutos con jabon. Al
finalizar este tiempo, los tamices son enjuagados meticulosamente y rociados con etanol para finalizar
con un secado suave con secador. Se dejardn secar al aire sobre papel durante 24 horas. Seran
conservados en un lugar alejado de sustancias que puedan danarlos.

Mezclado del titanio y el espaciador

Como se ha mencionado previamente, el titanio junto con el espaciador sera mezclado para para
posteriormente ser agitado conjuntamente y conseguir la homogeneidad buscada.

Se mediran los porcentajes en masa de cada material necesario en la bascula de la figura 26.

Figura 26 Bascula empleada para el pesaje de los materiales

Prensado

Los diferentes elementos que se utilizaran para la compactacion de los polvos seran los siguientes:
e Conjunto de matriz y punzones de diametro
e Prensa SUZPECAR 600 kN

Para la extraccion de las probetas una vez prensados los polvos metalicos mezclados con el espaciador
se utilizara:

e  Prensa hidraulica Malicet et Blin U30

El proceso de prensado y previa compactacion de las probetas sera precedido por la mezcla y aplicacion
de la sustancia utilizada con lubricante. Esta sustancia sera resultado de la mezcla de 2g de cera por cada
10ml de acetona.
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Este lubricante es utilizado para, en primer lugar, evitar que, tras el prensado, quede demasiado resto de
polvo en las paredes de la matriz o de los elementos como la sufridera y los punzones. En segundo
lugar, para facilitar la extraccion de la probeta de la matriz y evitar posibles tensiones y roturas que se
producen tanto en la compactacién como en la extraccion de la probeta en cuestion.

Antes de la aplicacion del lubricante en la matriz, rociard acetona y se limpiara meticulosamente con
papel la matriz y el conjunto de elementos utilizados para la fabricacion. Se secara con metal y tras
aplicar el lubricante se secard suavemente para la posterior introduccion de la mezcla de metal y
espaciador en la matriz.

Una vez colocados correctamente el conjunto de punzones necesarios, la matriz en cuestion se
posicionara en el centro de la prensa y se modificaran los parametros variables de la prensa:

e Lapresion en MPa
e Lacargaen KN
e Lavelocidad de compactacion de la prensa N/s

Estos han sido definidos de esta forma puesto que, previos estudios y trabajos han determinado que,
estos son los valores Optimos y eficientes para la fabricacion de este tipo de probetas, dependiendo
siempre del diametro de la probeta, asi como de la longitud de las mismas.

Transcurrido el tiempo de prensado, para la obtencion de la probeta en verde, se procede a la
manipulaciéon manual de la prensa hidraulica, que, aplicando una determinada presion, se consigue la
probeta sin roturas ni grietas.

Proceso de eliminacion del espaciador

Una vez obtenida la probeta en verde, y, para conseguir el poro del tamafio y proporcion correcta, se
procede a la eliminacion del espaciador, para lo cual se sometera la probeta a unas condiciones de
presion y temperaturas concretas.

Como herramienta se utilizara un horno, con el cual se realizaran dos ciclos de tratamiento térmico al
vacio. Las variables del proceso sera la temperatura, el tiempo y la presion a la que se sometera la pieza
en el horno.

En la primera etapa del proceso, se somete la pieza a una temperatura de 60°C a una presion de vacio
de unos 10~2 mbar durante 12 horas.

La segunda y tltima etapa del proceso térmico consiste en elevar la temperatura a 110°C, manteniendo
la misma presion durante otras 12 horas.

La constitucion del horno, asi como los valores establecidos de las variables permiten la eliminacién
del espaciador, sin una fusion del titanio y evitando que el espaciador pueda quedar como residuo del
proceso en el horno.
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Figura 27 Horno Heaus modelo T5042E
f) Sinterizacién de las probetas

La sinterizacion de las probetas se trata de un proceso de conformado de las probetas realizada en un
horno ceramico horizontal. Este proceso consiste en el aumento paulatino de la temperatura en
diferentes rangos a medida que trascurre el tiempo, sometiendo las probetas a una presion de vacio.

Al finalizar el proceso, trascurrird un tiempo para poder manipular las probetas fabricadas.

Figura 28: (a) Sustratos en verdes, (b) sustratos tras el proceso de sinterizado

4.2.2 Fabricacion de probetas de con pluvimetarlurgia convencional
(PM)

En este apartado se describira en profundidad la fabricacion del PM convencional que dara pie a la posterior
comparacion de las hipotesis de mejora del apantallamiento de tensiones con la adicion de porosidad para una
disminucién del modulo de Young.

De la siguiente manera, se procede a la obtencion de las probetas de titanio sin porosidad:
a) Preparacion de polvos

En primer lugar, el titanio compacto se obtiene a partir de la preparacion de polvos metalirgicos
convencionales, es decir polvo de titanio sin aditivos cuya designacion es Ti -325 con un >99,5 de
pureza. Estos polvos son obtenidos por un proceso de hidrogenacion/deshidrogenacion.
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b)

Los polvos pasaran por un proceso de agitacion durante unos diez minutos para evitar la
conglomeracion de los mismos, asi pues, los polvos seran guardados en un lugar seco para evitar
problemas en la fabricacion.

Prensado

El prensado se realizard mediante la maquina Instron 5505 de ensayos universales. Para comenzar se
preparara el juego de matrices a utilizar para la fabricacion de los discos probetas. Estas matrices (figura
28) se limpiaran para evitar que puedan quedar restos de otros procesados. A continuacion, seran
rociadas por un lubricante, compuesto por una suspension de 2 gramos de cera por cada 10 ml de
acetona, para evitar asi que las particulas de titanio queden pegadas al borde de la matriz, ademas de
evitar el posible dafio en las paredes de la misma al aplicar la presion. Una vez lubricada la matriz, se
colocara el punzén inferior, y el polvo de titanio ya preparado. Antes de colocar la sufridera e iniciar el
prensado, se colocara en la maquina vibradora durante unos seis minutos. De esta forma, eliminaremos
el espacio entre particulas y conseguiremos un disco denso y sin poros.

Figura 29 Matriz, punzones y elementos para limpieza de los mismos

Para terminar, se iniciara el proceso de prensado, que durara unos seis minutos y medio, y se alcanzara
una presion de 1300 MPa.
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Figura 30 Prensa Suzpecar 600 kN

¢) Proceso de sinterizacion

Segun lo descrito anteriormente en el proceso de sinterizado de las probetas de titanio poroso, se
seguiran los mismos criterios, pero con diferentes Para el proceso de sinterizacion, horno utilizado
ceramico de tubo horizontal CARBOLYTE STF 15/75/450. Las probetas, una vez obtenidas del
prensado, seran introducidas en el horno. La duracion total del procesado seran dos horas y la
temperatura maxima que se alcanzara seran 1300°C. El horno sometera a las probetas a unas
condiciones de vacio, pues la presion que se alcanzara estard entre 5 y 15 mbar.

4.2.3 Preparacion metalografica

La fabricacion de probetas da como resultado unas piezas en bruto, las cuales necesitan un proceso de
preparacion metalografica, para la caracterizacion y para proximos y posteriores ensayos los cuales necesitan
realizarse en una superficie material lisa.

Esta preparacion consta de tres fases:
a) Desbaste

El primer paso de la preparacion es el desbaste de la superficie. Este desbaste se realiza mediante el uso
de maquinas de desgaste, sobre las que se colocan discos de lijas. Las probetas iran pasando, desde un
grano mas grueso, hasta un grano mas fino, por cinco tipos de lijas de nimeros:
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240 600 1000 2500 4000

Figura 31 Granos de abrasivo por unidad de area de las lijas empleadas

Las probetas pasaran primeramente por los discos de grano 240, y serén lijadas realizando movimientos
radiales desde el didmetro exterior hasta el centro, procurando no realizar planos o arafazos en la
superficie de las probetas. Las piezas se lijaran en una misma maquina, es decir, a un mismo tamafio de
grano hasta no encontrar protuberancias, siempre con el grifo de agua encendido para una mejor pasada,
como para la eliminacion de la viruta del lijado. Al pasar de una maquina a otra, se realizard un giro de
la probeta de 90 grados, con el fin de eliminar cualquier posible direccion que haya podido crearse en
la superficie, asi como para eliminar los planos realizar el lijado de forma éptima.

Este proceso se repetira de forma consecutiva pasando por los tamafios de grano anteriormente
indicados, hasta llegar al 4000.

El tiempo es variable seglin el tipo de probeta, del estado en el que se encuentre y del propio técnico
encargado de realizar el lijado de las probetas.

Figura 32 Desbastadora STRUERS [70]

b) Pulido

El segundo paso para la preparacion de las muestras es el pulido. Para este proceso dese utiliza una
maquina de pulido, a la que se le coloca un pafio concreto para titanio poroso y al que se le aplica un
fluido abrasivo compuesto por:

9ml de silice coloidal + Iml de peroxido hidrogeno por muestra a pulir.

Para realizar el pulido, se colocara el pafio en la maquina. Se encenderd y se regulara la velocidad de
giro del mismo hasta unas 200 r.p.m. El pafio sera mojado con abundante agua antes de comenzar a
pulir la muestra. Posteriormente se afiadira el fluido abrasivo hasta que se cubra la superficie del pafio.

El pulido se realizard haciendo girar la probeta, ejerciendo presion contra el pafio, en la direccion
contraria a la que gira el pafio. A medida que el abrasivo se seque, se ird agregando mas cantidad hasta
completar los 10 ml de fluido. El tiempo necesario para conseguir un pulido 6ptimo sera de unos 15
minutos, aunque esto dependera del estado de la pieza, del propio técnico, asi como del estado de los
paios. Transcurrido este tiempo, para asegurar que no existen lineas o estrias procedentes del desbaste
en la superficie, la pieza sera enjuagada a presion y se comprobara con luz o, con microscopio si fuera
necesario.
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Figura 33: (a) Reactivos para mezcla del pulido [70], (b) Pulidora STRUERS
¢) Limpieza

Tras el pulido, la probeta recibe un enjuague a presion, para eliminar cualquier resto del proceso anterior.
Para continuar se procede a una limpieza con ultrasonidos. Para ello se colocara la probeta en un vaso
de precipitado en el que se ha colocado previamente un algodén. Con la cara pulida hacia arriba, se
llenara el vaso de 100 ml de agua destilada, a lo que se le afiadira jabon hasta que la muestra quede
sumergida en su totalidad, y se metera en la maquina de ultrasonidos durante diez minutos.

Una vez transcurrido este tiempo, volvera a enjuagarse con agua para volver a colocar la muestra en un
vaso de precipitado, solo cubierta con alcohol, para una posterior vuelta a la maquina de ultrasonidos
por otros diez minutos. Para terminar, la muestra se secard con aire caliente mediante el uso de un
secador, para quitar la humedad de forma correcta, y un secado al aire antes de reservar con la cara
pulida hacia arriba.

Figura 34 Proceso de limpiado con ultrasonidos

4.2.4 Caracterizacion de la porosidad

Con la busqueda de una convergencia entre cualidades mecéanicas Optimas y un mayor crecimiento celular en el
nuevo material poroso, las variables a tener en cuenta en la fabricacion seran el porcentaje de porosidad en las
probetas, asi como el tamafio de poro, y la conjuncion de ambas.

Con esta razon, la caracterizacion de probetas se vuelve fundamental en el proceso experimental. Esta
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caracterizacion se realiza por el método de analisis de imagen, el cual consiste en un proceso de observacion y
clasificacion de los diferentes tipos de probetas fabricadas, en base a los criterios establecidos con anterioridad
con la ayuda de microscopio optico. Ademas del método geométrico, con el cual se observa la contraccion de
las muestras tras el proceso de sinterizado, y del método de Arquimedes mediante el cual se calcula tanto la
densidad de los sustratos como la porosidad de los mismos.

Caracterizacion
de probetas
|
[ | I
Me¢étodo de anélisis Meétodo de Meétodo
de imagen Arquimedes geométrico

Figura 35 Métodos de caracterizacion de probetas
a. Método geométrico

Las posibles contracciones que pudiera suftir la pieza tras el sinterizado, se estudiaron cuidadosamente
para ver la influencia en la densidad final de los substratos. Siguiendo un procedimiento de pesado de
los sustratos tanto antes como después del sinterizado de los mismos y eliminando posibles rebabas de
las muestras con una lija de desbaste, las probetas quedarian listas para ser medidas mediante un calibre
digital de la marca MITUTOYO. La apreciacion del calibre es de 0.01 mm.

Figura 36 Calibre digital MITUTOYO [70]

En cada disco se ha medido su diametro a tres alturas diferentes, tomando cuatro lecturas en cada zona
(altura, cara superior y cara inferior). Todas estas medidas fueron tomadas pos-prensado y pos-
sinterizado. Para los célculos finales se ha usado el valor promedio de todas las medidas con
aproximacion centesimal.

b. Método de Arquimedes

Basado en el principio de empuje de Arquimedes, mediante la aplicacion de este método es posible
caracterizar los sustratos, tanto su porosidad como su densidad. El método viene recogido de manera
exhaustiva en la normativa ASTM C3737-88 de materiales porosos.

Los pasos a seguir para la realizacion del ensayo son:
b.1. Se pesan los sustratos en una balanza de alta precision. Se obtiene D, valor del peso en seco.

b.2. Se introducen los sustratos bajo analisis en agua destilada a 80 °C un lapso de 5 horas. Sera
necesario tomar nota de la posicion de cada sustrato para un control minucioso del procedimiento.

b.3. Las probetas se enfriaran en el recipiente contenedor de agua destilada de manera natural durante
24 horas.

b.4. Se realiza un pesaje del computo (en tres ocasiones) obteniéndose S, el peso sumergido.

b.5. Para finalizar, se sacan los sustratos del contenedor, eliminando el exceso de agua usando un
pafio. Se repite el pesaje tres veces y se obtiene M, valor del peso saturado.

Teniendo ya estos valores es posible calcular la densidad (p), la porosidad interconectada (Pi) y la
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porosidad total (P) de las probetas:
D
p =+—" pagua
M-D
M-S

Pi(%) =
—1-Py.
P=(1 pTi) 100

Con porosidad interconectada se hace referencia a los poros que se encuentran comunicados entre si y
también con la superficie exterior el sustrato. Con el valor de porosidad interconectada es posible
conocer el porcentaje total de porosidad cerrada en la muestra si se le resta ese valor a la porosidad total.

c¢. Método de analisis de imagen

El método de andlisis de imagen se utiliza para, en primer lugar, realizar una clasificacion de sustratos
segun el porcentaje de porosidad y tamafio de poro, y, en segundo lugar, para asegurar que las probetas
en cuestion no se encuentran dafiadas o con algun defecto superficial como estrias, araiazos u otros.
Para poder realizar este procedimiento es necesario realizar la preparacion metalografica previamente
descrita.

Como herramienta se ha utilizado para la toma de imagenes fue un microscopio optico Nikon Epiphot,
al que se ha acoplado una cdmara Jenoptik Progress C3, y posteriormente se procesaron las imagenes
haciendo uso del software Image-Pro-Plus 6.2 El aumento necesario para la 6ptima visualizacion de los
poros de las muestras observadas sera de 5x.

E [

I 3
| | |

Figura 37 Microscopio 6ptico empleado Nikon Epiphot con cdmara Jenoptik Progress C3 acoplada

La clasificacion, posterior a la limpieza de la superficie, se realiza capturando diferentes fotografias de
partes centrales de la probeta fabricada. Estas fotografias se someten a un proceso de discriminacion del
borde de imagen, asi como la eliminacion de las poblaciones menores de poros que no cumplen con las
condiciones estipuladas de tamafio y forma, fruto del propio proceso de fabricacion. Estas poblaciones
son obviadas puesto que no representan realmente el tamafio y proporcion de poro que se ha fabricado.

A estas fotografias se les agrega la escala correspondiente y se realiza un promedio del tamaio de los
poros de la parte capturada. Con este calculo se obtiene tamafio aproximado de la mayor parte de los
poros.
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Figura 38 Ejemplos del proceso de analisis de imagen

Una vez calculado el tamafio de los mismos, también se estudia el poro morfoldgicamente. Viendo el
factor forma, el cual nos indica coémo de irregulares son los poros en base a una circunferencia. Siendo
1 la circunferencia perfecta y 0, todo lo contrario, este factor indica el didmetro equivalente utilizado
para el calculo del tamafio y la proporcion porosa en la probeta.

Mediante estos calculos, se obtiene el porcentaje de porosidad que ocupa la imagen, por lo que,
extrapolandose a la totalidad de la probeta en si, se afirma con certeza el porcentaje de porosidad que
se ha conseguido en la probeta tras el proceso de fabricacion y, si este coincide con el que deberia haber
sido seglin el porcentaje masico de espaciador utilizado.

Este mismo procedimiento de capturas fotograficas es repetido cinco veces, seglin el estado de la
probeta y la claridad con la que se obtengan los datos necesarios, en diferentes partes, como se ha
especificado anteriormente, para una clasificacion veraz y exenta de errores.

El proceso de verificacion del estado y clasificacion consiste en una previsualizacion de diferentes
partes de la pieza, cercanas al centro de la misma, sin tener muy en cuenta los bordes, que se consideran
fuente de errores y, por lo tanto, no necesitan la perfeccion que requiere la zona interna de esta en busca
de imperfecciones del proceso de preparacion, como son: arafiazos, suciedad, grietas, humedades,
pequeiias fibras o rastro de jabon o del fluido utilizado en el pulido.

Este proceso finaliza con una rapida visualizacion del tamaio de poro y del porcentaje de porosidad en
la imagen, para confirmar que no ha habido ningun error, o la posible confusion de estos defectos como
poros por parte del programa utilizado para estos calculos.

Otro método de analisis de imagen superficial empleado ha sido la microscopia electronica de barrido
(SEM). Este tipo de microscopio usa un haz de electrones para la formacion de imagenes en lugar de
un haz de luz consiguiendo una mayor profundidad de campo.

De igual modo, en alguna ocasion se hizo uso de microscopia laser confocal (MLCF), que funciona
principalmente eliminando la luz que provenga de zonas fuera del foco. Con €l se consiguen imagenes
de ese unico plano confocal.

4.2.5 Técnicas de modificacion superficial

Realizada la fabricacion de los sustratos, se ha conseguido, segiin hemos afirmado anteriormente, solventar uno
de los principales problemas planteados, simular al maximo las caracteristicas formales y las propiedades del
hueso humano, disminuyendo el moédulo de Young y creando un nuevo material mas adecuado para el uso del
mismo en protesis.

En un nuevo intento de aumentar el grado de optimizacion de las probetas, se utilizaran recubrimientos
realizados a partir de distintas técnicas, con el fin de apaliar el segundo gran problema mencionado
anteriormente, el problema del apantallamiento de tensiones. Estos recubrimientos suponen una capa de mejora
superficial que, dependiendo de técnica aplicada, las propiedades y el grado de mejora sera diferente.

A continuacion, se desarrollara el proceso experimental seguido para la aplicacion de las técnicas usadas para la
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mejora superficial, que, posteriormente seran evaluadas y se obtendran las diferentes decisiones y conclusiones
a partir de los datos obtenidos.

a. Modificacion superficial por ataque quimico

Siguiendo la primera linea de modificacion de la rugosidad superficial de las probetas fabricadas, una
de las técnicas realizadas ha sido la modificacion por ataque quimico con el uso de acido fluorhidrico.
Esta es una forma de grabado himedo que emplea 4cido fluorhidrico para grabar superficies. Se
denomina grabado hiimedo debido a que utiliza sustancias quimicas liquidas, obteniéndose un grabado
isotropico, esto quiere decir que resultan bordes redondeados de grabado por debajo de la mascara de
grabado. Este proceso consigue una modificacion de la superficie a gran velocidad. El proceso de
modificacion por ataque quimico que se ha seguido se describe a continuacion.

Para comenzar, se realiza la disolucion del acido fluorhidrico (HF, 45%) en agua destilada (22 ml/L) y
un inhibidor orgéanico (0,5 ml/L). Una vez obtenida la mezcla homogénea de los distintos componentes,
las probetas fabricadas y previamente preparadas y caracterizadas, son sumergidas completamente en
dicha disolucion.

El proceso de grabado se realiza en dos ciclos: una primera inmersion a 50 © C durante 125 segundos,
y una posterior inmersion igualmente, a 50 © C, durante 625 segundos. Estos tiempos son definidos
segun estudios anteriores de la misma linea.

Para finalizar el proceso, las probetas son enjuagadas con agua destilada para eliminar el acido
fluorhidrico, para terminar con la introduccion de las probetas en la maquina de ultrasonidos sumergidas
en agua destilada y etanol durante aproximadamente 15 minutos.

Las probetas se dejan secar al aire durante 24 horas para eliminar todo resto de etanol.

b. Recubrimiento de grafeno

Uno de los métodos mas utilizados para alterar y mejorar las propiedades superficiales representado por
el aumento de la rugosidad del titanio para protesis es el recubrimiento de grafeno.

Para la deposicion de grafeno se ha utilizado el grafeno de capa tinica (SLG) como recubrimiento debido
a su potencial para producir una superficie bioactiva que promueve la adhesion inicial, el cultivo y el
crecimiento celular, y su capacidad para suprimir el crecimiento de bacterias.

El SLG se cultivé por deposicion quimica de vapor (CVD) en un 25u lamina de cobre de espesor con
pureza > 99,8%. La técnica de deposicion quimica de vapor emplea una reaccion quimica con el fin de
ayudar a la deposicion de una delgada 1amina sobre la superficie.

En el caso de deposicion quimica de vapor de grafeno, éste es sintetizado directamente sobre la
superficie del sustrato mediante un proceso térmico hasta que se alcance un estado transitorio. Mediante
el flujo de gas inerte, se lograra la deposicion del vapor de carbono sobre la superficie del sustrato.

El proceso se llevo a cabo usando CH, y H, como propulsores. La temperatura de crecimiento se fijo
en 1050°C durante dos horas y la presion se mantuvo a 0,18mbar utilizando para ello un vacudémetro
Pfeiffer. Una vez terminado el crecimiento, se deja enfriar al aire en una atmosfera de Argon.

El SLG se ha sido transferido a los sustratos porosos utilizando una variacion del método asistido por
polimetacrilato (PMMA). Dicho proceso consta de seis pasos descritos a continuacion:

b.1. El grafeno es recubierto con una capa de PMMA (350000 Mw disueltos el tolueno al 7%)
mediante el uso de la deposicion por centrifugado. El recubrimiento mediante centrifugado
consiste en la deposicion de la sustancia sobre la superficie del sustrato en distintas etapas de
velocidad: primero a alta velocidad para expandir correctamente la sustancia y después a menor
velocidad para eliminar el excedente.

b.2. El recubrimiento de la parte superior del sustrato se lleva a cabo ahora por inmersion
aprovechando la capilaridad de los sustratos. De manera general, el procedimiento pasa por la
disolucion de los materiales deseados sobre la misma superficie del sustrato, evaporando
posrteriormente el revestimiento himedo sedimentario y obteniéndose una pelicula seca. En este
caso, se ha usado un 10% de HN O solucion durante 1 minuto.
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b.3. Se elimina la capa de grafeno que crece en la parte posterior de la 1dmina de Cu. El
desprendimiento final de la capa de PMMA / grafeno de la hoja de cobre se llevo a cabo mediante
ataque quimico utilizando una solucién acuosa de persulfato de amonio (APS) 0,1 M.

b.4. La capa de PMMA/grafeno previamente desprendida se limpia y enjuaga con agua destilada.

b.5. Ladeposicion en el sustrato poroso se lleva a cabo de manera manual y, seguidamente se elimina
la capa de PMMA. Para ello se utiliza 2-Propanol.

b.6. Por ultimo, la muestra porosa revestida se horne6 a 120° C durante 5 minutos mejorando asi la
adhesion del revestimiento de grafeno al sustrato.

¢. Bicapa de vidrios bioactivos

Con el fin de mejorar la bioactividad superficial del titanio, comentado anteriormente en la
problematica, una de las técnicas utilizada es la del uso de ciertos materiales, en este caso, vidrios
bioactivos, que mejoren la aceptacion del titanio por parte de los osteocitos.

Esta técnica consiste en la aplicacion de una capa de material al titanio poroso fabricado con anterioridad
siguiendo el proceso descrito a continuacion.

Los sustratos utilizados para el recubrimiento bicapa (ambos adquiridos a SCHOTT Vitrixx®) con su
correspondiente composicion quimica han sido:

- Bioglass®45S5

Con una composicion quimica: 45% en peso de Si0,, 24,5% en peso de Ca0, 24,5% en peso de
Na,0 y 6% en peso de P, 0s.

- Bioglass®1393

Con una composicion quimica: 53% en peso de Si0,, 20% en peso de Ca0, 6% en peso de Na, O,
4% en peso de P, 05 , 12% en peso de K, 0 y 5% en peso de MgO.

Previo a la aplicacion de la capa se ha comprobado la bioactividad de los materiales mediante la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de estado solido con giro de angulo magico (MAS
NMR). Esta técnica permite dilucidar los ambientes quimicos, sefialados como Qnorte, que rodean los
atomos de silicio en la red tridimensional., utilizando un espectrofotometro Bruker Avance 111 600 MHz
WB.

Las muestras de BG45S5 se centrifugaron a 10 kHz utilizando una longitud de pulso tinico de 75 © con
un tiempo de relajacion de 15 s. El recubrimiento de los sustratos fue realizado mediante la técnica de
sedimentacion por goteo.

Antes de realizar el proceso de sedimentacion las muestras fueron recubiertas de un polimero retractil
con el fin de obtener un recubrimiento mas homogéneo ya que evita la pérdida de suspension del vidrio
por los bordes de los discos, teniendo en cuenta la previa preparacion metalografica, asi como la
caracterizacion del sustrato.

Para la preparacion de la suspension para cada biovidrio se afiaden 0,1 g de polvo por cada 10 ml de
etanol, agitando enérgicamente para evitar la sedimentacion del polvo. Tras la agitacion, la mezcla se
somete a un bafio de ultrasonidos por 15 minutos. Una vez conseguida la mezcla, se procede a la
deposicion de la misma en los discos. Este proceso se realiza mediante cuatro ciclos.

Primero se realizan dos ciclos de BG 1393 seguidos de otros dos ciclos de BG45S5. Después de cada
ciclo, el disco reposara durante 24 horas, secandose al aire para eliminar el etanol antes de proseguir
con el siguiente ciclo. Al terminar el Gltimo ciclo y esperar las 24 horas correspondientes, se realiza el
tratamiento térmico de los sustratos. Dicho tratamiento se realiza con un horno Vita Vacumat 6000 M.
El proceso consiste en, primero llegar a 600° C aumentando 20° C al minuto, y, posteriormente hasta
820° C aumentando 40° C al minuto y manteniendo la temperatura final por 5s, manteniendo en todo
momento unas condiciones de vacio en el horno de aproximadamente 10-2 mbar.

Al finalizar el proceso, se realiza la caracterizacion de los sustratos con el recubrimiento bicapa.

d. Deposicion de nanoparticulas de plata

42



Mejora de la osteointegracion de piezas de titanio poroso: influencia del tipo de tratamiento de modificacion
superficial

Como se ha explicado con anterioridad, este proceso se ha desarrollado con el fin de mejorar la adhesion
de los osteocitos a la pared material.

En este caso se han seguido dos técnicas diferentes en paralelo, las cuales quedan descritas en los
siguientes parrafos.

c.l. Ruta A: Se disuelve AgNO; (2 mM) en agua deionizada, sometiendo la disolucion a
agitacion constante con velocidad de 115 rpm y 0°C, NaBH, (1% en volumen) y la mezcla
se dejo reaccionar durante 30 minutos.

c.2. Ruta B: Para sintetizar AgN O3 se emplearon citrato trisddico (SC) y 4cido tanico (TA),
adquiridos de Sigma Aldrich, para hacer las veces de precursores. E1 AgN O se disolvio en
DMSO (25 mM) a la vez que se prepararon soluciones acuosas de SC (1,1 M) y TA (0,012
mM). El proceso de agitado se realiza a 80°C dejando reposar posteriormente la disolucion
por 10 minutos.

Una vez obtenidos los nanocompuestos por las dos metodologias, el siguiente paso es la comprobacion
de la presencia de nanoparticulas de plata en las disoluciones usando el espectrofotometro AgilentCary
5000 a 298 K desde 300 hasta 600 nm con una precision de longitud de onda de +0,3 nm y un ancho de
banda espectral de 0,5 mm.[70].

El proceso de deposicion de nanoparticulas de plata se desglosa en tres partes: hidroxilacion de sustratos
de Ti, silanizacion superficial y sumersion en la suspension de nanoparticulas de plata.

En primer lugar, se realiza la inmersion de las muestras de titanio en una solucion acida compuesta por:
7 de H,0, (30% en volumen) y H,50, (70% en volumen), a 60°C durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, las probetas fueron lavadas tres veces con agua y secadas con flujo de nitrogeno.

Las muestras ya hidroxiladas, se tratan con una solucion 3-aminopro-pyltrietoxysilane (1% en volumen)
en agua durante 15 minutos bajo agitacion continua para un posterior secado en horno con flujo de aire
convectivo a 115°C durante 1,5 horas. Nuevamente, fueron lavadas tres veces y secadas con flujo de
nitrégeno.

Finalmente, para la deposicion final de las nanoparticulas de plata se realiza la inmersion de las probetas
en el preparado de suspension de nanoparticulas durante 30 minutos. El proceso, termina con la
comprobacion y caracterizacion de las probetas una vez finalizada la deposicion. Esta caracterizacion
se realiza mediante microscopia electronica de barrido (SEM) utilizando un microscopio electronico de
barrido JEOL, modelo JSM 6490-LV.

Ademas, las comprobaciones antibacterianas de los sustratos de titanio recubiertos son evaluados con
el método de difusion de Kirby-Bauver utilizando Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

En los siguientes apartados se analizara con detalle los resultados de los diferentes ensayos realizados a
los sustratos, incluyendo la comprobacion antibacteriana de la superficie entre demas pruebas.

4.2.6 Técnicas de caracterizacion superficial
a. Técnicas de caracterizacion mecanica
- Compresion uniaxial

Mediante la realizacion de un ensayo de compresion uniaxial es posible determinar la resistencia
uniaxial no confinada de un material ensayado (resistencia a compresion simple), oc (MPa), asi
como las constantes elasticas, médulo de Young, E (MPa), y Mddulo de Poisson, v. Una vez
ensayado el sustrato, podran obtenerse datos de su resistencia y deformabilidad.

Para este ensayo se ha utilizado la maquina de prueba universal Instron 5505. Con esta, se le aplica
una fuerza de compresion en la direccion longitudinal de la probeta.

- Técnica de ultrasonidos

A través de la aplicacion de la técnica de ultrasonidos es posible obtener el modulo dindmico de
Young (Ed) de una probeta. El procedimiento se basa en hacer pasar ondas de muy alta frecuencia
a través de la probeta ensayada. Para la aplicacion de dicha técnica se ha utilizado el (equipo
KRAUTKRAMER USM 35).
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Técnica de microindentacion de Vickers

Para estudiar el comportamiento micro-mecanico de las probetas se utiliza el método de la micro-
indentacion de Vickers. Para la aplicacion de esta técnica se aplican dos cargas diferentes (HV0.3
y HV1), midiendo 10 veces por tipo de sustrato y condicion de carga. Con este ensayo se observa
la dureza del material, es decir, la resistencia del mismo a ser penetrado al aplicar una carga.

b. Técnicas de caracterizacion por ensayos bioldgicos

Cultivo celular

Para estudiar la biocompatibilidad del material se realizan una serie de ensayos de cultivo celular
empleando diferentes lineas celulares (como la linea celular C2C12-GFP o la linea celular RAW
264.7). Una vez realizado el cultivo se realizan una serie de ensayos descritos a continuacion.

Las muestras de Ti se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 30 min y luego se colocaron
cuidadosamente en placas de 24 pocillos (marca Corning Costar) para proceder a la realizacion del
cultivo celular. Luego, las células se dispusieron sobre los sustratos de titanio en densidades
celulares diferentes, dependiendo del experimento a realizar.

Ensayos de adhesion y proliferacion celular

Dependiendo de la linea celular cultivada en los diferentes tipos de probetas fabricadas y
preparadas superficialmente, se aplicaran unos ensayos u otros, siempre con la finalidad de analizar
el grado de adhesion y proliferacion de las células en los sustratos.

Microscopia invertida de fluorescencia mediante AlamarBlue (DAL1100, ThermofiSher,
EE. UU.)

La fluorescencia es un fendmeno fisico usado de manera frecuente en los procesos de microscopia
bioldgica y analitica, ya que con ella es posible realizar una serie de ensayos que midan la
distribucion molecular, la densidad molecular y la distribucion molecular de manera sensible y
precisa.

Los microscopios de fluorescencia aqui empleados estan basados en un conjunto de filtros dpticos
que se encargaran de seleccionar las longitudes de onda para la excitacion del fluordforo (tarea del
filtro de excitacion) y controlar que solo pasen las longitudes de onda de interés (tarea del filtro de
emision). Las imagenes de fluorescencia se obtienen mediante una camara (ej: Leica DFC450 C).
Esta técnica ha sido aplicada a la linea celular C2C12-GFP usando el equipo Olympus IX51,
ademas del software CellD.

Mediante la aplicacion del reactivo AlamarBlue (método no tdxico y escalable) sera posible
obtener mediciones de la viabilidad celular y la citotoxicidad.

El proceso seguido ha sido el siguiente, en primer lugar, las muestras, previamente sembradas con
células han sido colocadas en placas de 24 pocillos, a las que se les ha agregado un el 10% del
volumen de cultivo del colorante AlamarBlue. Tras 90 minutos de incubacion, se observa una sefial
fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion es de es de 530 nm y la longitud de onda de
emision es de 590 nm. Esta lectura se toma utilizando el lector de microplacas Synergy HT, Biotek.
Los experimentos de adhesion celular se evaluaron a 1 dia y los estudios de proliferacion a los 4 y
7 dias para C2C12-GFP y MC3T3El respectivamente.

Evaluacién de la morfologia celular

Otro parametro requerido para el estudio y comparacion de la adecuacion del material y del
recubrimiento, sera la morfologia celular que crecen en el sustrato en cuestion.

Para cada etapa del cultivo, las células se fueron fijando con solucion de paraformaldehido (PFA)
al 4% durante 15min. Las muestras de titanio, posteriormente, se enjuagaron cuidadosamente con
PBSy se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (v /v). Posteriormente, se lavaron las muestras
con PBS vy se tifio el citoesqueleto de actina con Rojo Texas.®-X phalloidin (Molecular Probes),
durante 20 min a temperatura ambiente (TA) y en la oscuridad. Como marcador de contraste, los
nucleos celulares se tifieron usando Hoechst (Invitrogen, Molecular Probes). Las muestras se
observaron usando el microscopio mencionado anteriormente, Olympus IX51, con un filtro

44



Mejora de la osteointegracion de piezas de titanio poroso: influencia del tipo de tratamiento de modificacion
superficial

TRICT (Aex/Aem = 550/600 nm ) para actina, y filtro DAPI para Hoechst (Aex/ Aem = 380/455
nm).

- Diferenciacion celular: medidas de ALP

La deteccion de la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) se utilizo como un indicador de pre-
osteoblastos MC3T3.

Después de 7 dias de cultivo, las muestras fueron lavadas con PBS (500uL) y 100 pL / pocillo de
lisis (50 mM Tris pH 6,8, 0,1%. Se le afiadi6 Triton X-100, 2mM M gCl,). Las lineas celulares se
sembraron en una placa de 96 pocillos y se midi6 la presencia de ALP utilizando fosfato 2-amino-
2-methyl-1-propanol (100 pL/pozo). El proceso de incubacion durd 30 minutos a una temperatura
de 37 © C a oscuras. Se detuvo la reacciéon con NaOH 0,5 M (100uL / pocillo), y se leyo la
absorbencia a 450 nm usando un lector de microplacas (Synergy HT, Biotek).

- Ensayo inmunocitoquimico para el analisis de la respuesta inmune

El ensayo inmunocitoquimico se basa en el estudio del marcador celular CCR7 mediante el uso de
inmunocitoquimica para evaluar la polarizacion del fenotipo RAW 264.7 M1. En el cultivo de
macrofagos, se realizd una fijacion con PFA al 4% durante un periodo de tiempo de 20 min a
temperatura ambiente y, después, se incubd durante la noche en una solucioén de bloqueo a una
temperatura de 4°C. Posteriormente, se afiadieron anticuerpos primarios de rata para la
especificacion de M1. Para lograr la visualizacion de las células marcadas con fluorescencia se
empled un microscopio de fluorescencia (Olympus IX51) con un filtro TRICT (parametros
Aex/Aem = 547/572 nm) empleando el software de analisis CellD.

- Mineralizacion celular: ensayo de rojo de alzarina

Tras 14 de cultivo, a las muestras con células se les aplica PFA al 4% y enjuagandolas
posteriormente con agua destilada. Después, las muestras se tifieron con rojo Sirius. Se realizd un
lavado de las muestras con PBS, se tifieron con una solucion de tincion de rojo S de alizarina 40
mM y se incubaron a temperatura ambiente un periodo de 20 min. Después, se elimina la solucion
de tincidn y se enjuaga de nuevo la muestra. Por ultimo, se identifican en el microscopio (Olympus,
BX51,).

- Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el software Origin Pro expresando los resultados como
media + desviacion estandar. Los experimentos de macrofagos y osteoblastos se realizaron por
triplicado. Los resultados significativos se expresan como * p <0,05.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Se expondran a continuacion los resultados obtenidos en este proyecto. Se llevaran a cabo una serie de estudios
microestructurales y mecanicos de los sustratos fabricados para su correcta caracterizacion.

De igual modo, se caracterizaran los sustratos tratados modificados superficialmente mediante distintas técnicas
reflejadas en la tabla resumen 7.

5.1 Caracterizacion sustratos de los sustratos porosos
fabricados

La siguiente tabla recoge los distintos sustratos fabricados en funcion del porcentaje de porosidad y tamafio del
espaciador.
Tabla 6 Clasificacion de los sustratos fabricados en funcion de la porosidad

% POROSIDAD Tamano espaciador
20 100-200 200-355 355-500
30 100-200 200-355 355-500
40 100-200 200-355 355-500
60 100-200 200-355 355-500

5.1.1 Macrofotografias

A continuacion, se presentan una serie de fotografias de los sustratos porosos fabricados junto con una muestra
de titanio macizo.

MACIZO 20% q40% S 0% 60%

Figura 39 Sustratos fabricados con tamafio de espaciador 100-200 um a distintos porcentajes de porosidad

MACIZD A% q40% S 0% 60%

Figura 40 Sustratos fabricados con tamafio de espaciador 200-355 um a distintos porcentajes de porosidad
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MAC120 o% 40% S0 60%

Figura 41 Sustratos fabricados con tamafio de espaciador 355-500 pm a distintos porcentajes de porosidad

5.1.2 Analisis de imagen

Se llevo a cabo un analisis de imagen a los sustratos, estudiandose asi la morfologia y la porosidad de los mismos.
En las siguientes imagenes es posible apreciar las superficies de algunos de los sustratos trabajados:

Figura 42 Micrografia titanio macizo

Figura 43 Micrografia sustrato tamafio de poro 100-200 um 30% de porosidad
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Figura 45 Micrografia sustrato tamafio de poro 100-200 um 40% de porosidad [70]
|

Figura 46 Micrografia sustrato tamafio de poro 355-500 um 30% de porosidad
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Figura 48 Micrografia sustrato tamafo de poro 355-500 um 50% de porosidad

i

Figura 49 Micrografia sustrato tamafio de poro 355-500 pm 60% de porosidad
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Tabla 7 Tabla resumen de las técnicas aplicadas a cada sustrato particular
c . Nanoparticulas
Ataque quimico Bioglass Grafeno B
Microindentacién 100-200 pm 100-200 y 355-500
Vickers 250-355 pm 355- um
500 pm, 50% 30y 60%
Espumas
100-200 pm 250- 100-200 y 355-500 de
Cultivo celular 355 um 355-500 pm aleacion
um, 50% 30y 60% Ti-Nb-Ta-
xMn
Ensayos de adhesién y 100-200 pim 100200y 355-500 100-200 y 355-
roliferacion celular 250-335 pum 355- Hm 500 um 40%
P 500 pm, 50% 30y 60% Hm 770
Espumas
. 100-200 pm 250- 100-200 y 355-500 de
Evaluacion de la .
morfologia celular 355 pum 355-500 um aleacion
um, 50% 30y 60% Ti-Nb-Ta-
xMn
Diferenciacion celular: 100-200 pm
medidas de ALP 250-355 pm 355-
500 um, 50%
Ensavo Espumas
) A 100-200 y 355-500 de
Inmunocitoquimico para -,
andlisis de respuesta Hm gleacwn
. 30y 60% Ti-Nb-Ta-
inmune
xMn
Mineralizacion celular: 100-200 y 355-500
ensayo de rojo de um
alizarina 30y 60%
Espumas
100-200 pm 250- de
Analisis estadistico 355 um 355-500 aleacion
pum, 50% Ti-Nb-Ta-
xMn

Analisis de la
bioactividad con: 29Si
MAS NMR

100-200 y 355-500
um
30y 60%

5.2 Caracterizacion de probetas sometidas a ataque

quimico

Una vez se ha realizado el proceso de grabado quimico sobre los sustratos iniciales, las propiedades tanto

mecanicas como microestructurales se ven afectadas.
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5.2.1 Analisis de imagen

En la figura 49 podemos observar tanto la imagen macroscopica de los sustratos como imagenes SEM de la
superficie de los mismos.

Macroscéopicamente, se observa un descenso del brillo superficial de las probetas con el aumento de la porosidad,
asi como con el de la rugosidad.

Figura 50 Micrografia SEM de todas las supetficies de titanio junto con una imagen macroscopica del sustrato
[77]

) e K e g @ i A

av. L

Figura 51 Imagen SEM detallada de la estructura de la porosidad superficial [77]
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5.2.2 Ensayo de compresion uniaxial

Los resultados obtenidos de este ensayo realizado a los sustratos porosos mostraron unos valores de médulo de
Young y de o;, similares a los del hueso cortical (E=20-25 GPa; g,=150-180MPa) (ver tabla).

Tabla 8 Resultados de la caracterizacion mecanica de los sustratos [77]

Prueba de compresién uniaxial

Muestras Tiempo de grabado (s)
oy (MPa) E (GPa)
D (completamente 125 9 628
dentro) 626
0 120 59,5
PA (100-200 pmetro) 125 60 30,4
626 62 26,9
0 109 32,6
PB (250-355 umetro) 125 23 28,7
626 22 47,0
0 95 27,7
PA (355-500 pmetro) 125 11 14,1
626 19 22,8

5.2.3 Ensayo micromecanico

Se realiz6 el ensayo de indentacion de Vickers a sustratos con un 50% de porosidad y distintos tamafios de poros
comprendidos en los rangos 100-200 um 250-355 um 355-500 um. El ensayo se realizo para dos cargas
diferentes (HV0.3 y HV1).

Los resultados obtenidos mostraron unos valores de microdureza mayores para el ensayo realizado a HV0.3 que
para HV1 independientemente del tamafio de poro del sustrato ensayado.

En el caso de los ensayos realizados a carga HV0.3 se observa que los valores de microdureza obtenidos para
los distintos sustratos porosos son similares al valor obtenido para el sustrato macizo (ver tabla 9). Esto se debe
a que la superficie de la matriz existente entre los poros es lo suficientemente grande como para que llegue a
asemejarse al sustrato denso. No ocurre lo mismo en el ensayo realizado a mayor carga (HV1) para el cual los
resultados muestran una disminucion en la microdureza con el aumento de tamafio de poro.

Tabla 9 Resultados de la caracterizacion micromecanica [77]

Microdureza Vickers

Muestras Tiempo de grabado (s)
HV0.3 HV1
D (completamente 125 377 342
dentro) 626
0 401 167
PA (100-200 pmetro) 125
626
0 356 152
PB (250-355 pumetro) 125
626
0 350 138
PA (355-500 pymetro) 125
626
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5.2.4 Ensayo de adhesion y proliferacién celular
Para evaluar estos factores en un tiempo de ensayo de un dia, se emple0 la linea celular C2C12-GFP.

Se llev a cabo tanto en sustratos de titanio macizo como porosos de tamafio de poro 100-200, 200-300 y 300-
500 al 50% se les someti6 a un analisis estadistico con el software Origin Pro para estudiar la viabilidad de las
células cultivadas en ellos.

Se analizaron todos los sustratos mencionados, porosos y no porosos, sin tratamiento superficial y con grabado
quimico 125s y 625s. Los resultados obtenidos tras este analisis (ver figura 51) no presentaron diferencias
estadisticas significativas.

La figura muestra los porcentajes de viabilidad celular para todos los sustratos ensayados transcurrido un dia
desde el inicio del ensayo. En ella se aprecia que, en todos los casos se dan valores superiores al 80% de
viabilidad celular comparandolos con el sustrato no poroso sin tratamiento de ataque quimico (DO0).

Estos resultados reflejan que, para un periodo de tiempo corto, los parametros que distinguen los sustratos no
afectan a la viabilidad celular de forma resefiable.

120 -
[ ]o
I 125
I 625

& 1004

=

E

8

>

©

O 80

60
D PA PB PC

Figura 52 Resultados del analisis estadistico sobre la viabilidad celular de la linea C2C12-GFP transcurrido un
dia de ensayo [77]

Mediante fluorescencia microscopica, empleando GFP (Green Fluorescent Protein) fue posible observar la
porliferacion y adhesion celular durante 1-4 dias de cultivo (ver imagen 52).

En esta imagen puede observarse como, en el primer dia de cultivo, la densidad celular es ligeramente mayor en
el caso de titanio macizo no tratado (D0) asi como el notable aumento de la misma al cuarto dia de cultivo. Esto
denota citocompatibilidad.
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A

Figura 53 Microfotografias fluorescentes de: (A) adhesion celular y (B) proliferacion de la linea celular [77]
Cabe sefialar que, en vista de los resultados, la porosidad y rugosidad no son factores que disminuyan la afinidad
de la linea celular ya que se aprecia una densidad celular similar entre las superficies grabadas y las no grabadas.

Posteriormente, se llevo a cabo un estudio con la linea celular preostoblastica MC3T3-1 a fin de especificar el
ensayo a células oseas.

Los resultados reflejaron un comportamiento similar en los sustratos, aunque observandose una actividad celular
mayor en las superficies sometidas a grabado quimico (ver figura 53). En las probetas sometidas a grabado
quimico 625 s la actividad celular resulté también mayor.

Alcanzado el dia 7 se aprecian diferencias significativas entre los sustratos DO y el resto de sustratos porosos y
porosos grabados.
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Figura 54 Resultado del analisis estadistico de la viabilidad celular del cultivo de MC3T3E1 a A) 4 y B) 7 dias [77]

Un estudio de la fluorescencia realizado con el reactivo AlamarBlue, mostr6 que la porosidad de los sustratos
no representaba un parametro significativo a la hora de evaluar la actividad metabolica de las células. Sin
embargo, las superficies grabadas con acido si que presentaron unos niveles de proliferacion osteoblastica
menores a las lisas . Los niveles fueron incluso menores para los sutratos tratados a 625s que a 125s. A pesar
de esto, la densidad celular presente en las superficies de los sustratos si resultd similar en todas las probetas
ensayadas (ver figura 54)

PB0

PAG625

Figura 55 Microfotografias obtenidas del cultivo celular de MC3T3E] tras el estudio de fluorescencia [77]

5.2.5 Medicion de actividad de ALP

Tras la aplicacion de la técnica de diferenciacion celular mediante la medicion de la actividad de ALP a la linea
celular MC3T3, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Se encontraron niveles mas elevados de fosfatasa alcalina en los sustratos de porosidad 100-200 (PA) 250-355
(PB) 355-500 (PC) con respectivos tiempos de grabado de 125s y 625s que, en las muestras de titanio
completamente denso, no poroso (D) (ver figura 55).

De igual modo, mediante el mismo método, fue posible detectar que, en el caso de sustratos densos, también era
menor la presencia de ALP en aquellos que no presentaban rugosidad, quedando asi reflejada la importancia de
la porosidad y de la rugosidad del sustrato.

Respecto a la morfologia y tamaiio de poro, la presencia del marcador 6seo es mas elevada en los poros de mayor
tamaiio (PC).
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El pardmetro de rugosidad influye positivamente en el proceso de diferenciacion celular de acuerdo con estudios
realizados con anterioridad en los cuales se destaca la importancia de la microrugosidad como activador de dicho
proceso.
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Figura 56 Resultados de la evaluacion de diferenciacion celular con ALP [77]

5.2.6 Rojo alizarina grabado quimico

Tras aplicar a los sustratos la técnica de mineralizacion celular de rojo de alizarina, resultdé que los sustratos de
superficie porosa mostraban por colorimetria una presencia mayor de depositos de calcio comparado con los
sustratos de superficie lisa.

La mayor aparicion de este marcador en los sustratos rugosos, indica que este tipo de elementos tendra un mejor
comportamiento osteoblastico, quedando clara la importancia de la rugosidad en el proceso de mineralizacion.

En la figura 56 se pueden observar distintos sustratos entre los cuales cabe destacar el caso de sustrato denso sin
grabado quimico (D0). Se puede apreciar con facilidad la poca presencia del marcador en la superficie de los
sustratos DO y D125 (denso grabado). Su presencia si que es resefiable en el caso de sustratos porosos (PXX)
tanto con grabado quimico como sin él.

Figura 57 Micrografias para evaluacion de la mineralizacion celular a los 14 dias aplicada la prueba de
alizarina.[77]
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5.3 Caracterizacion de probetas recubiertas con grafeno

A fin de obtener un material con propiedades mas adecuadas para implantes 6seos, se fabricaron mediante PV
una serie de sustratos porosos de una aleacion de titanio-f3.

Se fabricaron con un porcentaje de espaciador del 50%. El proceso de sinterizado se realiz6 a dos temperaturas
diferentes (T1=1200°C y T2=1300°C) para evaluar los posibles efectos.

Dichos sustratos de aleacion (Ti-Nb-Ta-xMn con x:2.4 y 6% en peso) fueron recubiertos con una capa de grafeno
depositdada mediante el método CVD y sometidos a una serie de ensayos para medir sus propiedades y
caracterizarlos [78].

5.3.1 Analisis de imagen

Los resultados del analisis de imagen realizado a los sustratos antes de aplicarle el recubrimiento, mostraron
tanto macroporos como microporos. En la figura 57 se puede observar como en el caso de un sustrato de titanio
puro (caso (a)) la presencia de microporos es menor que en el caso de los sustratos fabricados de aleacion.

Figura 58 Micrografias de los sustratos: a) cp Ti Tsin 1250°C, b) 4% en peso Mn- Tsint: 1200 °C c¢) 4% en
peso de Mn- Tsint: 1300 °C [78]

Las imagenes SEM obtenidas mostraron que la temperatura de sinterizacion no fue un factor relevante para la
porosidad obtenida en los sustratos ni para el tamafio de los poros.

Datos relativos al analisis de imagen de los sustratos no recubiertos aparecen recogidos en la tabla 10.

Tabla 10 Parametros morfoldgicos de los poros [78]

. Pinta de Porosidad por Diametro
Muestra Tesri?]?:;;lggr?e Pon()_?:)ds?gr;otal porosidad analisis de equivalente Deq Factor de forma Distancia de los
[% en peso] FC] %] interconectada imagen (IA) *) Ff poros A [um]
> [%] [%] [um]

) 1200 70,2+0,2 542+0,2 63,0+£0,0 181,3+13,7 0,68 +0,29 73
1300 69,2+04 50,8+ 0,4 62,4+0,0 201,7 £157 0,80 +0,24 9,6
1200 68,5+0,2 59,5+0,2 52,1+0,0 161,574 0,76 £0,27 12,3

4
1300 68,7+ 0,0 59,4 +0,1 57,6+0,0 194,9 £ 13,1 0,77 +£0,25 10,9
1200 71,2+0,2 57,3+0,0 66,2+0,0 183,3+11,4 0,81+0,24 6,4

6
1300 70,8+0,3 62,0+04 67,2+0,0 192,3+20,2 0,76 + 0,26 73

5.3.2 Ensayo micromecanico sustratos no recubiertos

Para analizar el comportamiento mecénico de los sustratos se llevaron a cabo una serie de ensayos como es el
caso del ensayo de compresion uniaxial. Se realizdo en sustratos de distinto contenido en manganeso y
sinterizados a distinta temperatura.
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Tabla 11 Propiedades mecanicas de las aleaciones porosas de Ti c.p. y Ti-Nb-Ta-Mn [78]

Temperatura de

Porosidad

El médulo de Young

Maximo

sinterizacion total [GPa] oy estimado  Compresion
[C] (% mic Mivesen [ Cepa
[mm / mm]
cpTi- 1250 66 2,6 10,6 29,0 0,04
5 1200 70,2 9,8 10,5 41,6 16,9
1300 69,2 10,1 12,6 52,7 24,9
Mn 4 1200 68,5 9,2 12,9 67,5 21,3
[% en peso] 1300 68,7 9,3 12,7 42,3 12,4
6 1200 71,2 11,8 11,1 30,4 14,6
1300 70,8 9,8 11,0 43,3 16,2

Es preciso sefialar los valores obtenidos de E para las aleaciones de Ti B, que se asemejan a los del tejido 6seo.

El sustrato sinterizado a 1200°C con un %en peso de Mn de valor 4, present6 el valor de g,,mas elevado (ver
figura 58) lo que supone una mejor respuesta a compresion. De manera general, la aleacion resulto tener una
mejor respuesta mecanica, evaluando resistencia y ductilidad, que el titanio c.p. (ver tabla 11).

1200 °C 1300 °C
(a) ~———2% Mn - P(Arch) = 70,2% (b) ——29% Mn - P(Arch) =69,2%
100 4 4% Mn - P(Arch) = 68,8% 100 4| —— 49 Mn - P(Arch) =70,4%
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Figura 59 Graficas tension deformacion a las diferentes temperaturas de sinterizado [78]

5.3.3 Caracterizacién del recubrimiento de grafeno

Del andlisis de imagen realizado a los sustratos recubiertos se obtuvieron las imagenes.

Figura 60 Micrografia de la aleacion con 4% en peso de Mn recubiertos con una SLG [78]
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Graphene suspended

Figura 61 Imagen de la aleacion con 4% en peso de Mn recubiertos con una SLG. Detalle de grafeno
suspendido en los poros [78]

Se hizo uso de la espectroscopia Raman para analizar el recubrimiento monocapa en las aleaciones TiNbTaMn.
Los resultados (figura 60) muestran tanto el espectro obtenido para el caso de grafeno sobre un poco como el
espectro para el caso de grafeno sobre una superficie plana entre poros.

—— Graphene suspended on pore 7464

Graphene supported on foam

1400

1000 1500 2000 2500 3000
Raman shift (cm'1)

Figura 62 Espectros Raman de grafeno monocapa sobre sustratos: sobre una superficie

solida de la espuma (azul) y suspendida sobre un poro (rojo) [78]

5.3.4 Ensayos de biocompatibilidad

La morfologia celular presentada por las células cultivadas en el caso de sustratos recubiertos de grafeno
(porosidad 50% y tamatfio de poro 100-200 en medio fresco (L =0,79 + 0,04) fue analizada a las 24, 24 y 72h del
comienzo del estudio. En las primeras 24 h, la mayoria de las células presentaban forma esférica y solo una
pequefia cantidad empezaron a mostrar una morfologia alargada comtin de células fibroblasticas. Transcurridas
72 horas, esta morfologia estara ya extendida entre todas las células. La etapa de mitosis habra comenzado
llegado este momento y sera visible, significando una clara situacion de actividad celular.

Los cambios en la morfologia celular de aquellas células cultivadas con extracto liquido seran mas lentos de
forma que, una vez transcurridas 72 horas, la morfologia tipica de células fibroblasticas sigue sin ser visible. Las
células entonces presentan una forma redondeada.

Respecto al crecimiento celular, los resultados aparecen reflejados en la figura 61. Se aprecia como el
crecimiento celular es exponencial en las muestras con recubrimiento de grafeno y cémo esto no ocurre en el
caso de sustrato sin recubrimiento. A pesar de no ser el titanio un material citotoxico, bien es cierto que no parece
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activar el crecimiento celular.
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Figura 63 Crecimiento de células con extracto liquido y con contacto directo sobre material recubierto de
grafeno [78]

5.3.5 Analisis bioestadistico

Los resultados del analisis bioestadistico mostraron que el recubrimiento de grafeno ayuda a mejorar la adhesion
celular y el crecimiento celular en las superficies de los sustratos porosos de aleacion Ti-35Nb-29Ta4Mn. Se
observo que, en caso de sustratos recubiertos, el crecimiento celular fue mas rapido (u =0,66 £ 0,11) que en los
sustratos de titanio no recubiertos (p =0).

También se obtuvo como resultado un crecimiento ligeramente menor para las células cultivadas con extracto
liquido (u=0,76 = 0,11) que para aquellas cultivadas en medio fresco (n=0,79 £ 0,04).

5.4 Caracterizacion de probetas depositadas con AgNPs

Una serie de sustratos de titanio poroso con porcentaje de porosidad 40% y tamaio de poro comprendido en dos
rangos distintos (100-200 y 355-500) fueron depositados con nanoparticulas de plata (AgNpS) [79].

5.4.1 Analisis de imagen

En la figura 63 se muestran imagenes SEM de las superficies de los sustratos porosos de titanio ensayados una
vez realizado el recubrimiento. Por lo general, el recubrimiento es homogéneo.
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100 - 200 pm 355 - 500 pm

Figura 64 Iméagenes SEM de recubrimiento de nanoparticulas de plata [79]

5.4.2 Ensayos de comportamiento antibacteriano

A fin de evaluar el comportamiento antibacteriano del sustrato recubierto (proliferacion, adhesion, etc.) se hizo
uso de la bacteria anaerobia Staphylococcus aureus.

Se llevaron a cabo una serie de experimentos que acabaron mostrando la presencia de halos inhibidores
bacterianos (ver imagen 64).

= |nhibition Diameter

== == Sample Diameter
====s= [nhibition Halo

Figura 65 Halos inhibidores bacterianos sefialando diametros [79]

Estos halos se presentaban ligeramente en mayor nivel en aquellos sustratos con tamafio de poro mayor (ver
figura 65). Se puede justificar con la mayor facilidad que los poros grandes presentan para ser depositados con
las nanoparticulas de recubrimiento.
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Figura 66 Resultados zona de inhibicion para distinto tamafio de poro [79]

5.5 Caracterizacién de probetas recubiertas con vidrios
bioactivos

A la hora de estudiar el comportamiento y las propiedades de los recubrimientos de vidrios activos sobre los
sustratos de titanio poroso se dieron dos enfoques diferentes: el estudio de las propiedades, adherencia y
bioactividad de los biovidrios 45S5 y 1393 como recubrimientos el estudio de un recubrimiento formado por
una bicapa que incluyese una capa de cada uno de ellos.

5.5.1 Caracterizacion macroscopica de recubrimientos monocapa

Para el estudio de recubrimiento monocapa se emplearon discos de titanio poroso con porcentajes de porosidad
30% y 60% y tamafios de poro comprendidos en dos rangos, 100-200 pm y 355-500 um.

La figura 66 muestra las macrografias realizadas a los discos recubiertos antes y después de ser sometidos al
tratamiento térmico de vitrificacion.

El recubrimiento se reparti6 de manera homogénea por la superficie del sustrato, penetrando en los poros
superficiales
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BG 1393 BG 45S5
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Figura 67 Macrografia de los sustratos de titanio con el recubrimiento dispuesto antes y después de ser
sometidos a tratamiento térmico [80]

5.5.2 Analisis de imagen de los recubrimientos monocapa

Pasando a analizar la microestructura de los sustratos, se obtuvieron las siguientes imagenes SEM de los mismos
(ver figura 67). En dicha imagen se aprecia como en el caso de los recubrimientos realizados con BG 1393, el
cudl presenta un menor coeficiente de expansion térmica (8.9%10e* °C!) en comparacion con el del BG 45S5
(15*10e® °C1)), aparecen unas microgrietas producidas por contraccion durante el proceso de vitrificacion. En
el caso de recubrimientos de BG45S5, se observa una superficie rugosa y porosa de aspecto coralino.

60 vol.%,100-200 pm 60 vol.%, 355-500 pm
™, 4

BG 1393

BG 4585

* AN > 3 >, :'" -y
u A B B S AP T N

Figura 68 Imagen SEM de los recubrimientos monocapa [80]

Se obtuvieron imagenes SEM de la seccion transversal de los sustratos recubiertos para valorar la penetracion
del vidrio bioactivo en el disco de titanio (figura 68), mostrandose que el espesor en caso del recubrimiento de
BG 1393 era menor al del de BG 45S5 debido a que el primero habia penetrado con mayor facilidad en el
sustrato poroso. Esta facilidad fue practicamente similar en todos los sustratos independientemente del tamafio
de poro. No ocurrié lo mismo para los recubrimientos de BG 45S5, que presentaban una mejor integracion en
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poros de mayor tamafio.

Figura 69 Secciones transversales de los recubrimientos (a y b BG 45S5; ¢ de BG 1393)[80]

Estudio de las propiedades micromecanicas de los recubrimientos monocapa

De la realizacion de un ensayo Vickers a las distintas probetas recubiertas, se obtuvieron las curvas de carga y
descarga mostradas en la figura 69 (a) en el caso de BG 1393 y b) en el caso de BG45S5) con una precarga de
0.1 N y carga méaxima de 1N.

Se empled el método de Oliver y Pharr para la medicion del moédulo de Young (E) y la microdureza (H).
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Figura 70 Propiedades micromecanicas de los sustratos con recubrimiento de bioglass: (a,b) curvas P-h; (c,d)
microdureza y E [80]

La profundidad de penetracion es mayor en los sustratos recubiertos con BG45S5 (més blando) y menor en
aquellos recubiertos con BG1393 (més duro), independientemente del porcentaje de porosidad y tamafio de
poro, si bien es verdad que la mayor penetracion se consigue para sustratos con porosidad al 60% y tamafio de
poro 355-500 p recubiertos de BG45S5

A modo comparativo, la imagen 70 muestra los resultados obtenidos tras la realizacion de dichos ensayos a
sustratos de titanio no recubiertos.
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Figura 71 Propiedades micromecanicas de los sustratos virgenes: (a) curva P-h; (b) microdureza y E [80]

5.5.3 Analisis de imagen de los recubrimientos bicapa

Se analiz6 el recubrimiento bicapa de BG 45S5 y BG 1393 mediante técnicas de microscopia electronica
captando imagenes de la seccion transversal del sustrato recubierto. La figura 71.a muestra la seccion transversal
de un sustrato con porcentaje de porosidad 30% (tamafio de poro 100-200 p) en la que pueden apreciarse ambas
capas de los distintos vidrios bioactivos una sobre otra. La imagen 71.b muestra la seccién con microscopia laser
confocal (CLM) [81].

En la figura 71.c se hace hincapié en la interfase entre ambos vidrios.

Figura 72 Imégenes SEM de la seccion transversal del recubrimiento bicapa [81]
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Empleando laser confocal, se consiguié obtener datos sobre los espesores de las capas de recubrimiento y
algunos parametros sobre la rugosidad de las mismas que aparecen reflejados en la tabla X

Tabla 12 Espesor de la capa y parametros obtenidos con laser confocal [81]

Recubrimiento de espesor (umetro) Rugosidad (pmetro)
30% /100 — 200 y metro) 30% /100 — 200  metro) S. Sq
BG 45S5 27,4 +82 284+77 0,15 0,24
BG 1393 62,3+ 3,6 33,2+9,3 0,09 0,23
Sustrato de Ti - - 0,04 0,05

5.5.4 Ensayo micromecanico

Se realizaron pruebas de micro-indentacion tanto a los sustratos con recubrimiento de vidrio bioactivo como a
los que presentaban rugosidad superficial por ataque quimico.

En el caso de sustratos con recubrimiento de vidrio bioactivo, se ensayaron sustratos porosos con distinto
porcentaje de porosidad (30% y 60%) para distintos rangos de tamafio de poro (100-200 y 355-500) recubiertos
con BG tanto con una capa de vidrio bioactivo 1393, como con una capa de recubrimiento de vidrio bioactivo
4585 asi como bicapa (bilayer).

El ensayo de las distintas probetas fue realizado con los siguientes parametros: tasa de carga aplicada de 1 Ne
min-1, carga maxima de 1 N y tiempo de retencion de 10 s.

Los resultados obtenidos en las curvas p-h o curvas de carga y descarga muestran un comportamiento similar en
los distintos sustratos.

Los valores de microdureza (inversa de la penetracion) se encuentran en todo caso comprendidos entre los de
los dos diferentes recubrimientos monocapa de bioglass.
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Figura 73 Curvas P-h obtenidas para distinto porcentaje de porosidad y de tamafio de poro en caso de

recubrimiento monocapa o bicapa [81]

A modo de resumen, en la figura 73 podemos ver enfrentados los valores de penetracion obtenidos en funcion
del porcentaje de porosidad y tamafio de poro para los distintos recubrimientos.
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Figura 74 Grafica comparativa de los valores de penetracion [81]
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Se observa también que, independientemente del porcentaje de porosidad del sustrato, en el caso de los
recubrimientos bicapa, existe una relacion inversa entre el tamafio de poro y la penetracion en el recubrimiento.

5.5.5 Ensayos de bioactividad sobre la capa de BG 45S5

Para analizar la bioactividad del biovidrio 45S5 que seria la capa externa del recubrimiento bicapa, se ha
realizado un estudio RMN 29Si MAS que concluy6 mostrando la elevada bioactividad del mismo.

BG 4555

20 -30 -40 50 60 -70 -80 -90 -100 -110 -120 -130 -140 ppm

Figura 75 Espectro 2°Si MAS NMR para el BG 4585 [81]
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6 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos durante la realizacion de este trabajo de Fin de Grado se han obtenido las siguientes
conclusiones distinguiendo entre sustratos porosos y sustratos sometidos a diferentes técnicas de modificacion
superficial:

6.1 Sustratos no tratados:

Mediante la técnica de espaciadores, es posible fabricar con éxito un sustrato poroso de Ti escogiendo
el porcentaje de porosidad, asi como el tamafio de poro (mediante el tamafio de espaciador empleado)
deseado.

Los sustratos porosos de menor tamafio de poro presentaron una mejor combinacion de propiedades
mecanicas.

El crecimiento de las células dseas parece presentar un mejor comportamiento ante porosidad de mayor
tamafio.

6.2 Sustratos modificados con ataque quimico:

El tratamiento de modificacion superficial por ataque quimico provoco un descenso en las propiedades
mecanicas de los sustratos, asemejandolas a los valores que presenta el hueso cortical.

La biocompatibilidad celular se vio mas favorecida en el caso de sustratos tratados a 125s.

Se mostré una mejora en el proceso de diferenciacion celular, en especial en aquellos sustratos
sometidos a ataque quimico de 625 s (diferenciacion de osteoblastos).

No se pudo analizar de forma suficiente la osteointegracion en las muestras al estar los ensayos “in
vitro” limitados.

6.3 Sustratos recubiertos con vidrios bioactivos:

Los estudios realizados a los recubrimientos monocapa de BG 1393 y BG 45S5, indican que la
bioactividad es mayor en el caso de recubrimientos de BG 45S5.

Los recubrimientos de BG 1393 presentan mayor valor de microdureza.

El mayor tamatfio de poro y la porosidad interconectada favorece la infiltracion del recubrimiento en el
sustrato.

El recubrimiento de BG 1393 presenta una morfologia plana y homogénea frente a la morfologia
coralina del recubrimiento de BG 45S5

En el caso de recubrimiento bicapa, los parametros de porosidad y rugosidad influyen notablemente en
la adhesion y homogeneidad del recubrimiento.

Los valores de microdureza y de recuperacion elastica obtenidos para el caso de la bicapa de vidrios
actitvos, estan contenidos entre los obtenidos para el caso de monocapa de BG 1393 y el de monocapa
de BG 45S5.

Los sustratos con porosidad al 30% y rango del tamafio de poros 355-500 um recubiertos con bicapa de
vidrios bioactivos, presentaron la mejor combinacion de propiedades de biofuncionalidad y de
propiedades mecénicas.
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6.4 Substratos recubiertos con grafeno:

Sustratos de aleacion TizsNb,oTa, Mn pre-recubrimiento:

o De entre las probetas porosas fabricadas con la aleacion de titanio TizsNbyoTa, Mn (x:2, 4,
6wt%) con distintos tamafios de poro, las que presentaban Mn al 4% en peso ayudaban a favorecer
la presencia de la fase de titanio B. Asi pues, presentan, dependiendo del tamafio de poros, un
modulo de Young de valor similar al del hueso trabecular.

o Losresultados de los ensayos de citotoxicidad no mostraron dicha propiedad en los recubrimientos.
Sustratos de aleacion TizsNbyoTa, Mn recubiertos:
o Elrecubrimiento de grafeno por CVD mostré una mejora en la biocompatibilidad del sustrato.

o También se vieron favorecidos el crecimiento celular y la adhesion celular a los poros del sustrato.

6.5 Substratos recubiertos con nanoparticulas de plata:

La deposicion del recubrimiento tiene mejores resultados en sustratos con tamafio de poro grande

Con respecto a las dos rutas de obtencion de nanoparticulas de plata, las obtenidas de NaBH, se
comportan mejor en términos bioldgicos debido al tamaio de las particulas.

El proceso de silinizacion se mostr6 favorable ya que reduce la toxicidad de las nanoparticulas de plata
en comparacion con otras rutas alternativas.

Los estudios de cultivo de Staphylococcus aureaus mostraron que el recubrimiento realizado aportaba
propiedades antibacterianas al sustrato. Este comportamiento antibacteriano es mas notable en sustratos
de mayor tamafio de poro.
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7 TRABAJOS FUTUROS

A fin de continuar con la linea de investigacion que sigue el presente trabajo de Fin de Grado se proponen los
siguientes puntos para investigaciones en trabajos futuros:

e Evaluacién in vivo con modelos animales de los efectos de la técnica de modificacion superficial por
ataque quimico a fin de evaluar la osteointegracion.

e Estudio en estructural de alta resolucion de los recubrimientos de grafeno con la finalidad de analizar
en profundidad la influencia de la morfologia superficial a nivel nanométrico en el crecimiento de la
poblacion celular.

e Evaluacion de la influencia de la energia superficial en las actividades celulares (proliferacion, adhesion,
crecimiento, diferenciacion) en el caso de sustratos recubiertos con grafeno.

e Evaluacion de la influencia de los fendmenos electrostaticos en las actividades celulares (proliferacion,
adhesion, crecimiento, diferenciacion) en el caso de sustratos recubiertos con grafeno.
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