UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTOR EN QUIMICA

Desarrollo y caracterizacion de nuevos recubrimientos en biomateriales
metalicos

Federico Belén

BAHIA BLANCA ARGENTINA

2024







Universidad Nacional del Sur

TESIS DOCTORAL

Federico Belén

2024



PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado Académico
de Doctor en Quimica, de la Universidad Nacional del Sur y no ha sido presentada
previamente para la obtencidon de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma
contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el dmbito del
Departamento de Quimica de la Universidad Nacional del Sur durante el periodo
comprendido entre el 18 de septiembre de 2018 y el 6 de mayo de 2024, bajo la direccidn
de la Profesora Doctora Paula Verdnica Messina, del drea de Fisicoquimica y el Profesor

Doctor Marcelo Fabian Pistonesi, del area de Quimica Analitica.

6 de mayo de 2024 Federico Belén

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

Secretaria General de Posgrado y Educacion
Continua

La presente tesis ha sido aprobada el ...... /...../......, mereciendo la calificaciénde

...... (o)




AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento al Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET) y a la Universidad Nacional del Sur (UNS) por su invaluable

respaldo académico y financiero.

Mis mds profundos agradecimientos estan dirigidos a mis directores de tesis, Marcelo F.
Pistonesi y Paula V. Messina. Su vasto conocimiento y dedicacién fueron pilares fundamentales

en la realizacidn de esta investigacion.

Agradezco enormemente a mi familia por su constante apoyo y comprension durante todo el
proceso. Sus sacrificios y aliento han sido mi mayor motivacion. En particular, deseo expresar un
agradecimiento especial a mi esposa por su incansable apoyo, comprensién y amor
incondicional, asi como a mis perras Alma y Roma, cuya lealtad y compaiia han iluminado cada

dia de este trayecto.

Quiero extender mi gratitud a mis colegas de trabajo por su colaboracidn y trabajo en equipo.

Su aporte enriquecié enormemente esta investigacion académica y facilitd su realizacién.

A cada persona que brindd ayuda, ya sea con consejos o colaboracion en esta investigacion, les

estoy sinceramente agradecido. Sus contribuciones fueron esenciales durante este camino.

Este logro no es solo mio, sino de todos aquellos que me han apoyado a lo largo de esta tesis.
Estoy profundamente agradecido por el privilegio de haber completado este trabajo y por las

valiosas lecciones que he aprendido en el proceso. GRACIAS.



RESUMEN

En el dmbito de la biomedicina, el disefio y desarrollo de recubrimientos avanzados para
biomateriales metalicos, como el titanio de grado 5 (Ti-6Al-4V), desempefian un papel
fundamental en la mejora de la biocompatibilidad y el rendimiento de los implantes médicos. El
titanio de grado 5, conocido por su excelente resistencia mecdnica y biocompatibilidad,
representa una base sélida para la investigacion de nuevos recubrimientos destinados a
optimizar la integracidon del implante con el tejido éseo circundante. En este contexto, la
presente propuesta se centra en el disefio, desarrollo y la caracterizacién de recubrimientos
innovadores basados en la aleacion de Ti-6Al-4V, especificamente de diéxido de titanio (TiO,).
Estos recubrimientos no solo tienen como objetivo mejorar la respuesta biolégica del implante,
sino también una integracién mas efectiva del mismo con el tejido éseo circundante y otorgarle

nuevas y mejoradas propiedades que permitan emplearlo en terapias especificas.

Se desarrolld6 un recubrimiento de TiO, mediante un tratamiento electroquimico,
especificamente oxidacién anddica. Para aplicar el tratamiento, se emplearon discos de Ti-6Al-
4V como anodo, en una solucion acida de H3PO4/HF. Mediante el control de los principales
pardametros del proceso electroquimico como el voltaje aplicado, concentracidn del electrolito,
temperaturay tiempo de reaccidn se logré obtener un recubrimiento de TiO, con una estructura
nanoporosa que se repite peridédicamente, confiriéndole a la aleacién una superficie Unica,
caracterizada por su estabilidad ante la oxidacion térmica, rugosidad multiescala,
comportamiento hidrofébico y propiedades electrodpticas excepcionales. En una segunda
instancia, se depositaron nanoparticulas de plata con morfologia de prisma (p-AgNPs) en los
recubrimientos nanoporoso desarrollados mediante dos procedimientos diferentes: (i) los
discos con el recubrimiento de TiO; anodizado electroquimicamente se colocaron en una celda
de reaccién en donde se sintetizaron p-AgNPs siguiendo un procedimiento previamente
optimizado y se dejaron en la oscuridad durante un tiempo estipulado (procedimiento de
deposicién in situ), (ii) por otro lado, se sumergieron los discos en una suspensién p-AgNPs
durante varias horas en oscuridad (procedimiento de deposicion ex situ). A continuacion, Se
logré demostrar que la capa nanoporosa desarrollada es un sustrato noble para lainmovilizacion
simple y eficiente de las nanoparticulas. Ademas, se determiné que el procedimiento de
deposicién in situ mejora las propiedades electrodpticas del recubrimiento de TiO, mediante
foto-conversién bajo irradiacién NIR, demostrando que la radiacidon emitida en la superficie de
las p-AgNPs puede ser reflejada por los sustratos de titanio dentro de los nanoporos,

aumentando las sefiales de reflexidn del infrarrojo cercano medio y mejorando la capacidad de
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reflexion de la superficie. Por otro lado, se observé que estas superficies presentan una elevada
capacidad de fotoconversién incrementando su temperatura al ser irradiadas con radiacién NIR.
Debido a las propiedades mencionadas, el recubrimiento nanoporoso desarrollado podria ser
aprovechado en plataformas terandsticas multifuncionales para imdagenes y tratamientos
fototérmicos, presentando oportunidades significativas en la construccion de disefios

fotodindmicos aplicados a implantes ortopédicos funcionales.

A partir de los resultados obtenidos, se disefid e implementé un sistema automatizado capaz de
controlar de manera precisa y reproducible los principales parametros durante el proceso de
oxidacion anddica. El sistema esta comprendido por una celda de reaccién de polipropileno con
una ventana de acrilico y un médulo de control de temperatura digital. Ademas, posee un brazo
robotico de polipropileno con una barra de grafito como cdtodo y un soporte para un disco
pulido de Ti-6Al-4V como anodo. Los electrodos estan conectados a una fuente de voltaje
variable. El brazo tiene la posibilidad de realizar movimientos rotacionales y verticales precisos
para colocar los electrodos en posicion y los discos de Ti-6Al-4V en frente de la ventana para la
obtencion de imagenes digitales usando un microscopio digital para evaluar el pulido mecanico
y el anodizado electroquimico. El prototipo desarrollado opera con iluminacién controlada a
través de un arreglo de LEDs. Un amperimetro registra la corriente que circula en el proceso de
anodizado. Todas las partes mencionadas que conforman al prototipo se encuentran sobre una
base estructural de PLA, la que incluye también una serie de sensores, actuadores y mecanismos
esenciales para las operaciones del sistema a través de un microcontrolador comercial. Tras una
cuidadosa optimizacion de los pardmetros mas importantes implicados en el proceso, y
analizando las medidas de la corriente que circula por el sistema y las imagenes de la superficie
a lo largo del proceso, se confirmd que el factor que afecta de manera mas significativa a la
formacién de la capa de dxido superficial es la concentracién de HF en el electrolito. Este sistema
permitiria establecer los pardmetros para replicar el tratamiento de manera efectiva sobre
piezas metalicas de prétesis comerciales, ademds de monitorear su trazabilidad, en tiempo real,
durante el proceso, obteniendo las nanoestructuras deseadas y representando un gran avance
en la aplicacion de esta técnica de modificacion superficial proporcionando mejoras en estos

biomateriales.

Un aspecto a considerar para el rendimiento de los implantes ortopédicos es la corrosién y
desgaste que pueden sufrir una vez implantados, acortando la vida util del implante y liberando

residuos potencialmente téxicos para el organismo. Para evaluar estos procesos es

indispensable contar con métodos analiticos que permitan la cuantificacion de los metales

presentes en los implantes de manera simple, rdpida y econdmica. Por lo mencionado, en la
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ultima parte de esta Tesis, se presenta el desarrollo de una metodologia para la cuantificacion
de aluminio y vanadio liberados de la aleacién Ti-6Al-4V en forma simultidnea en medios
bioldgicos simulados. La metodologia desarrollada, combina de forma conjunta, la
espectroscopia UV-VIS y el procesado de datos con diferentes herramientas quimiométricas,
incluyendo PLS, Algoritmo de Proyecciones Sucesivas por intervalos acoplado a Minimos
Cuadrados Parciales (i/SPA-PLS) y Resolucién de Curvas Multivariantes - Minimos Cuadrados
Alternos (MCR-ALS). Los mejores resultados se obtuvieron con jSPA-PLS para la determinacion

de aluminio y vanadio en términos de capacidad predictiva.
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ABSTRACT

In the field of biomedicine, the design and development of advanced coatings for metallic
biomaterials, such as grade 5 titanium (Ti-6Al-4V), play a key role in improving the
biocompatibility and performance of medical implants. Grade 5 titanium, known for its excellent
mechanical strength and biocompatibility, represents a solid basis for the investigation of new
coatings aimed at optimizing the integration of the implant with the surrounding bone tissue. In
this context, the present proposal focuses on the design, development and characterization of
innovative coatings based on Ti-6Al-4V alloy, specifically titanium dioxide (TiO;). These coatings
aim not only to improve the biological response of the implant, but also to integrate it more
effectively with the surrounding bone tissue and provide it with new and improved properties

that allow it to be used in specific therapies.

A TiO; coating was developed by electrochemical treatment, specifically anodic oxidation. To
apply the treatment, Ti-6Al-4V disks were used as an anode in an acidic H3PO4/HF solution. By
controlling the main parameters of the electrochemical process such as applied voltage,
electrolyte concentration, temperature and reaction time, a TiO, coating with a periodically
repeating nanoporous structure was obtained, giving the alloy a unique surface characterized
by thermal oxidation stability, multi-scale roughness, hydrophobic behavior and exceptional
electro-optical properties. In a second instance, silver nanoparticles with prism morphology (p-
AgNPs) were deposited on the developed nanoporous coatings by two different procedures: (i)
discs with the electrochemically anodized TiO, coating were placed in a reaction cell where p-
AgNPs were synthesized following a previously optimized procedure and left in the dark for a
stipulated time (in situ deposition procedure), (ii) on the other hand, the discs were immersed
in a p-AgNPs suspension for several hours in the dark (ex situ deposition procedure). It was then
demonstrated that the developed nanoporous layer is a noble substrate for simple and efficient
immobilization of the nanoparticles. Furthermore, it was determined that the in situ deposition
procedure improves the electro-optical properties of the TiO, coating by photo-conversion
under NIR irradiation, demonstrating that the radiation emitted on the surface of the p-AgNPs
can be reflected by the titanium substrates inside the nanopores, increasing the mid-near
infrared reflection signals and improving the surface reflectance. On the other hand, it was
observed that these surfaces exhibit a high photoconversion capacity by increasing their
temperature when irradiated with NIR radiation. Due to the aforementioned properties, the

developed nanoporous coating could be exploited in multifunctional theranostic platforms for



imaging and photothermal treatments, presenting significant opportunities in the construction

of photodynamic designs applied to functional orthopaedic implants.

Based on the results obtained, an automated system capable of accurately and reproducibly
controlling the main parameters during the anodic oxidation process was designed and
implemented. The system consists of a polypropylene reaction cell with an acrylic window and
a digital temperature control module. In addition, it has a polypropylene robotic arm with a
graphite rod as cathode and a holder for a polished Ti-6Al-4V disc as anode. The electrodes are
connected to a variable voltage source. The arm has the ability to perform precise rotational and
vertical movements to place the electrodes in position and the Ti-6Al-4V discs in front of the
window for digital imaging using a digital microscope to evaluate mechanical polishing and
electrochemical anodizing. The developed prototype operates with controlled illumination
through an LED array. An ammeter records the current flowing in the anodizing process. All the
aforementioned parts that make up the prototype are on a PLA structural base, which also
includes a series of sensors, actuators and mechanisms essential for the system's operations
through a commercial microcontroller. After careful optimization of the most important
parameters involved in the process, and analyzing the measurements of the current flowing
through the system and the images of the surface throughout the process, it was confirmed that
the factor that most significantly affects the formation of the surface oxide layer is the
concentration of HF in the electrolyte solution. This system would allow establishing the
parameters to replicate the treatment effectively on metal parts of commercial prostheses, in
addition to monitoring its traceability in real time during the process, obtaining the desired
nanostructures and representing a breakthrough in the application of this surface modification

technique providing improvements in these biomaterials.

One aspect to consider for the performance of orthopaedic implants is the corrosion and wear
that they can undergo once implanted, reducing the useful life of the implant and releasing
residues that are potentially toxic for the organism. To evaluate these processes, it is essential
to have analytical methods that allow the quantification of the metals present in the implants in
a simple, fast and economical way. Therefore, in the last part of this Thesis, we present the
development of a methodology for the quantification of aluminium and vanadium released from
Ti-6Al-4V alloy simultaneously in simulated biological media. The developed methodology
combines UV-VIS spectroscopy and data processing with different chemometric tools, including
PLS, Interval Successive Projections Algorithm coupled to Partial Least Squares (iSPA-PLS) and

Multivariate Curve Resolution - Alternating Least Squares (MCR-ALS). The best results were



obtained with iSPA-PLS for the determination of aluminum and vanadium in terms of predictive

ability.

Xl



LISTA DE ABREVIATURAS

AAS
A

AC
AC
AFM
AlC
Al
Al,03
AICl3

ASTM

BBD

BE

BR
C,Hz:NaO;
CH3COOH
CP-Ti

CR
e-AgNPs
EDX

EJCR
EtOH

EA

FCO

FL
GIXRD

H3PO4
HF

HR-SEM

Atomic Absorption Spectrometry, Espectrometria de absorcién atdomica
Amperimetro

Acetona

Angulo de contacto

Atomic force microscope, Microscopio de fuerza atédmica

Analisis jerarquico de clusters

Aluminio

Trioxido de dialuminio

Cloruro de aluminio

American Society for Testing and Materials, Sociedad Americana para Pruebas
y Materiales

Box Behnken Design, Disefio Box Behnken

Base estructural

Brazo robdtico

Acetato de sodio

Acido acético

Commercially pure titanium, Titanio comercialmente puro
Celda de reaccidn

Nanoparticulas de plata con morfologia de esfera

Energy dispersive X-ray, Energia dispersiva de rayos X
Elliptical joint confidence region, Regidn eliptica de confianza conjunta
Etanol

Irradiancia espectral

lon fluoruro

Final de carrera dptico

Fotoluminiscencia

Grazing incidence X-ray difraction, Difraccion de rayos X con incidencia
rasante

Acido orto-fosférico

Acido fluorhidrico

High resolution scaning electronic microscope, Microscopio electrénico de
barrido de alta resolucién

X1



HS

HSV

ICP-AES
ICP-MS

ICP-OES

ISPA-PLS

LDOS
LOD
LOQ

LSPR

MCR-ALS
MD
MEC
MeOH
MIR
MQ
NaCl
NH,PO.
NIR

NTs

OFF
p-AgNPs
PLA

PLS

r.CV

REP
RMSECV

RMSEP

Hank Solution, Solucidon de Hank

Hue-saturation-value, Matiz-saturacidon-valor

Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy, Espectroscopia de
Emision Atédmica con Plasma Acoplado Inductivamente

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Espectrometria de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy, Espectroscopia de
Emisién Optica con Plasma Acoplado Inductivamente

Interval Successive Projection Algorithm coupled to Partial Least Squares,
Algoritmo de Proyeccioens Sucesivas por intervalos acoplado a Minimos
Cuadrados Parciales

Local density of states, Densidad local de estados
Limit of Detection, Limite de deteccién

Limit of Quantification, Limite de cuantificacién

Localized Surface plasmon resonance, Resonancia plasmodnica superficial
localizada

Multivariate Curve Resolution by Alternating Least Squares, Resolucién de
curvas multivariantes por minimos cuadrados alternos

Microscopio digital

Matriz Extracelular

Metanol

Mid Infrarred, Infrarrojo medio

Mili-Q

Cloruro de sodio

Fosfato de sodio monobasico

Near Infrared, Infrarrojo cercano

Nanotubos

Correccién del desplazamiento por linea de base
Nanoparticulas de plata con morfologia de prisma
Polylactic acid, Acido polilactico

Partial Least Squares, Minimos Cuadrados Parciales
Coeficiente de correccidn de validacién cruzada

Relative error of prediction, Error relativo de prediccién

Root Mean Square Error of Cross-Validation, Error cuadratico medio de
validacion cruzada

Root Mean Square Error of Prediction, Error cuadratico medio de prediccién

Xl



ROI Region of interest, Region de interés

Relationship between performance and prediction deviation, Relacidn entre

RPD - L .,
el rendimiento y la desviacion de la prediccién

Fored Coeficiente de prediccidn

SA Sistema automatizado

SD Soporte de disco

SGD Primera derivada de Savitzsky-Golay

SiC Carburo de silicio

SPXY Sample set partitioning algorithm based on joint x-y distances, Algoritmo de
particidn del conjunto de muestras basado en las distancias x-y conjuntas

SVD Singular value decomposition, Descomposicién del valor singular

SWIR Short-wave infrared, Infrarrojo de onda corta

TA Temperatura ambiente

Ti Titanio

Ti-13Nb-13Zr Titanio con 13% en peso de niobio y 13% en peso de circonio
Ti,0; Tridxido de dititanio

Ti-5Al-2.5Fe  Titanio con 5% en peso de aluminio y 2.5% en peso de hierro

Ti-6Al-4V Titanio con 6% en peso de aluminio y 4% en peso de vanadio
Ti-6Al-7Nb Titanio con 6% en peso de aluminio y 7% en peso de niobio
TiO Oxido de titanio

TiO, Diodxido de titanio

uv Ultravioleta

UV-VIS Ultravioleta-visible

\Y Vanadio

V205 Pentadxido de divanadio

VA Ventana de acrilico

VCl3 Cloruro de vanadio

a Fase Alfa del titanio

o-Ti-6Al-4V Titanio con 6% en peso de aluminio y 4% en peso de vanadio, anodizado

B Fase Beta del titanio
BA Angulo de contacto avanzando
Oc Angulo de contacto de Cassie-Baxter

XV



OR

Ow

Angulo de contacto retrocediendo
Angulo de contacto de Wenzel

Angulo del haz incidente

bY



INDICE

[ =Y i 1ol [ OSSPSR PRR PP PPRPPPTUPRRPO v
FAY o= o LYol 0 1= oY o L PSPPSR \Y
RESUMBIN ...t e e e e e e e e s s s e et e e e e e e \
FAY o1 1 Tl OO PSP UR PR PPN IX
Lista de @breViaturas .......ooueiiieieee e st Xl
(=T T3 0] Lo R 11 o Yo [V Lol o1 ' o OIS 1
O O o TV Yo IR A ¢=Y [ e fo N e 1Yo U 2
1.2, BIOM@tEIIAIES ..ottt ettt ettt st e s b e s bt e e st e e s bt e e sabeesneeesareenas 6
1.3.Titanio y aleaciones a base de titanio.......cccecveiiiiciiii i 11
00 700 B o4 oY o1 =T F= Yo LY SRR 11
1.3.2.  Biocompatibilidad ......c..oooeiiiieee e e s 14
1.3.3.  COrroSion Y dESZASTE ....ceiiciiiee ettt e e e tae e e e bre e e e erae e e e b ae e e e nres 16
T S 1Y o] [ oF- ol o 1= PSPPI 18
1.3.5. Modificaciones sUperficiales ......ccccveuiiiiiciie e 20
1.4.Sistemas automatizados en el analisis y disefio de biomateriales metalicos................... 26
1.5.Consideracion@s fiNAlES ......c..ueiiieiieeriieiie ettt 27
ST 211 o1 To T 4 = L - PSPPSR 29
(o113 0] Lo A 0] < J1=Y {1 o L3RRt 54
2.1, ODjJELIVO BENEIAI ..ueiiiieiieet ettt e 55
2.2.0DbjetiVOS ESPECIfICOS ..eeueiriiiirieiieiteesee sttt st 55
Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre Ti-BAI-4V ........cccceeceirienieriiennierrrencenrennnienns 56
70 0 [ 019 e To [0 olol o 1o DT P PR PSROPRPR 57
I ] <1 =1 1 1Y/ o RS 57
G T o q o 1T [0 =Y o - | PSR 58
3301, MaterIaleS. et 58
3.3.2. Anodizado de las 1daminas de Ti-BAI-4V .......cccooviriiiiienenee e 58
3.3.3.  Caracterizacion microestructural.......cccccevieriiriiiiieeeeree e 58
3.3.4. Medidas OPLiCAS ..uuveiieciiee ettt ettt e et e e et e e s e te e e e e bte e e e ebraeaeaans 60
3.3.5. Medidas de dangulo de contacto estatico y dindmico..........ccceeeeecurieeeeciieeeecieeeens 61

XVI



R T W] L = To [ YA [ Yol U ] o ] [ US 62

3.4.1. Recubrimiento de NAN0ESTIUCTUIA ......ccocueeriiiieriiieiiee et 62
3.4.2. HUMECtabilidad ........oooveieiiiiiee e 72
3.4.3. Andlisis de bandas prohibidas, reflectancia NIR y emisidn de fluorescencia
espontdnea amplificada ........cccveeiiiiii i 76
3. 5. CONCIUSIONES ..ttt ettt ettt et e sttt e st e e st e sbeeesabeeebeeesabeesareeesareesanes 81
R T 211 o] [TeT = = i - I PR 82
Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados .................. 88
AL INErOTUCCION. ..ce ittt ettt ettt ettt e st e st e e s bt e s bteesabeesabeeesabeesabaesnteesabeeennseenns 89
I 0 oY1 4 AV o R SR 89
e T (oY= a0 = o - | SRR 90
A.3.1. IMAtEIIAlES. ..ottt s sttt 90
4.3.2. Nanoparticulas de plata sobre la superficie nanoporosa de Ti-6Al-4V .................. 90
4.3.3. Caracterizacion microestruCtural.........cccoceeeiiieniieiniieeriee et 91
70 T SV T=T [T = I o ToF- [ RS 91
4.3.5. Aumento de 1a tEMPEratura......cccccuvieeeciiee e et e e e e e e eerre e e e aaeea s 92
4.3.6. Medidas de angulo de contacto estatiCo ......ccvevrvcireiiiiiiiiice e 93
O U] 1 = o [o I AN e [ ol U 1Y [ ] o PRSP 93
4.4.1. Propiedades optoelectrdnicas de las superficies a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs................. 93
4.4.2. Conversion fototérmica NIR ........cooiiiiiiiiiiiie ettt 99
4.4.3. Angulo de CONTACO ESTATICO.....cueuiuiieeeieiicecteee ettt 100
A.5. CONCIUSIONES ...ttt ettt sttt et s st et e r e e b e sseesanesaneeneeneenees 102
o =YL o [To Y= - TSP 103

Capitulo 5: Sistema automatizado de anodizado electroquimico con control dptico y

AMPEIrOMEBLIICO .cceuuiiieeiiiiiieeiiireeeierreneseeerenesestrenessssrensssssrensssssrensssssrenssssssenssssssnnsssssnannnas 107
DL INErOTUCCION. ..ttt ettt st sttt e be e bt e sbeesabeeateenteens 108
oI @ ] 1 =1 1 1Y/ o TSR 109
oI T T o 1T 0 =T o = PSR 109

5.3.1. Reactivos Y Materiales......ccccuiiiiiiiiiiieiiie et e e 109
5.3.2.  Sistema automMatizado.......cccceeieeiieniiiieeeeeee s 110
5.3.2. 1. ElECEIONICA .ceueeeitieieeteecte ettt sttt 112
5.3.2.2. ProCedimi@nto ....cccueeviieiierierieee ettt 114
5.3.3. Disefio de experimento del anodizado electroquimico .........cccceeevveeeeciieeeecnnneenn. 114
5.3.4. Medidas de corriente del anodizado electroquimico .........ccceeeeecveeeeccieeeecnneen. 116

XV



5.3.5. IMAGENES AIGITaleS...ciiiciiiiiicieee e 116

5.3.5.1. Coeficiente de correlacidn de Pearson........cc.ceeeveeveereeneenienieneeieeeesieeneees 117

I I W] = To [ IRV [ Yol ¥ £ o [ PSSR 118
5.4.1. Control del pulido MECANICO ...ccccvviiiiciiie e e 118
5.4.2. Corriente de anodizado electroquUimiCo.......ccceeeeeiiiiiiiiiiee e 121
5.4.3. Procesamiento de imagenes digitales......ccccueviviiiiiiiiiiieiiiieeeeee e 128
5. 5. CONCIUSIONES ..ttt ettt ettt et s et e sab e e st e e sabee e sabeesbeeesabeesabeeennneenas 133
LRI 211 o] [ToY = =Y i - ISR 135

Capitulo 6: Determinacion simultanea de aluminio y vanadio en aleaciones Ti-6Al-4V

mediante espectroscopia UV-VIS y calibracion multivariada .......ccccceveeeniiiiieeciineeecennene.. 138
6.1, INErOTUCCION. ..ttt ettt sttt et e b e b e sbeesaeeeaneenneens 139
6.2 OBJETIVO e et eee e eeeeeeees s e s esesees e s e eseee e ee e e s eeeseeeees e e ee e e e eeneeeeseeseseeneeean 140
e T N o T=T 0 =T o = PSPPSR 140

6.3.1. Reactivos Y Materiales.......cccuiiiiiiiiii et e e e erae e e e sraee s 140
6.3.2. Preparacion de testigos Y MUESLIAS ....c.ueeeecieieeeciieeecceee et estee e e e srre e e e enaeee s 141
6.3.3. Procedimiento qUIMIOMELIICO .......eeiieiiiieecciiee ettt e et e e eaaee s 142
6.4.RESUItAdOS Y AISCUSION ..c.eeiiieeciiiee ettt e e s e e s e e e s s abae e e enbeeeeennnes 144
6.4.1. Efectos del pHy procedimientos de pretratamiento......cccccccceeevvciveiiricieeeeicinennn, 144
6.4.2. Determinacién de la concentracion de aluminio y vanadio.........ccccccecvveeeennnenn. 145
L T Y [ T= 2] o = PP PP PPRT PRI 149
5.5. CONCIUSIONES ...ttt st sttt ettt sae e sb e s bt e b e beesbeesmeeenneenreens 152
T 211 o] [TeY = = i - ISP UPR 153

Capitulo 7: Conclusiones Senerales ................oooooiiiiiiiiiiii et e e 160

Capitulo 8: Propuestas fULUIAs.................ooeiiiiiiiiiiiiee ettt e e are e e e e aeee e e 164

Capitulo 9: Produccion cientifica ............cccoociiiiiiiiii e e 167
9.1.Publicaciones en revistas cientificas internacionales ...........ccoceeveenieniiniiiienieeseeen, 168

9.1.1. Asociadas al trabajo de esta tesiS......ccceevreiiriiiiiiiiiiee e 168
9.1.2.  GENEIAL i s e s 168
I 0 o 1A U] (o X e F= N 1] o o SRS PRTR 169
9.2.1. GENEIAl e e e re e e nee s 169
9.3 PatENTES .ottt 169
9.4.Presentaciones en reuniones CientifiCas .......c.cceveereerienienieeieeseesee e 169
9.4.1. Asociados al trabajo de esta tesSis .....cccccvueeeriiiiiieiiieee e 169

XVl



9.4.2.

XIX



Capitulo 1

Introduccion



Capitulo 1: Introduccion

1.1. Huesosy tejido 6seo

El sistema esquelético humano comprende huesos, cartilagos, tendones, tejidos conectivos y
ligamentos. Los huesos son tejidos robustos, organizados, vascularizados y metabdlicamente
activos. El tejido dseo constituye una de las variedades especializadas de tejido conectivo siendo
uno de los mayores sistemas del organismo, es un tejido vascularizado e inervado y es el
principal componente estructural de los huesos. Al igual que otras variedades de tejido
conectivo estd compuesto por una fraccion celular muy activa (osteoblastos, osteocitos,
osteoclastos y células de revestimiento éseo) y una matriz extracelular (MEC), en este caso
mineralizada. La MEC dsea comprende alrededor de un 65-70 % de matriz inorganica, un 25-30
% de matriz organica, un 5-10 % de contenido en agua y un 1-3 % de lipidos. La matriz inorganica
estd constituida principalmente por hidroxiapatita dopada con iones traza. La matriz orgdnica
estd constituida por aproximadamente un 90 % de coldgeno fibrilar de tipo | y un 10 % de
proteinas no colagenas y polisacaridos [1-5]. El tejido éseo es un tejido dinamico, altamente
especializado y con gran actividad. El mismo, realiza diferentes funciones dentro del organismo,
entre las que se destacan las mecanicas, de proteccion, y metabdlicas. Conforma la parte
estructural de los huesos, de modo que posibilita la estacion, los movimientos corporales y la
proteccion de érganos vitales como los pulmones, el corazén y los érganos del sistema nervioso
central. Ademads, forma un armazdn estructural que aloja a la médula ésea, interaccionando con
las células precursoras de la hematopoyesis. En virtud de su contenido mineral, al estar
compuesto por fosfato de calcio en forma de cristales de hidroxiapatita, el tejido dseo constituye
un reservorio de calcio y fosforo, y, por consiguiente, interviene en la regulacién homeostatica
de la calcemia (concentracion de calcio en la sangre) y fosfatemia (concentracién de fosfato en
la sangre). El tejido 6seo es un tejido altamente dindmico que puede responder a una serie de

estimulos metabdlicos, fisicos y endocrinos [6, 7].

Estructura y composicion dsea

Desde el punto de vista estructural, el hueso posee distintos niveles jerdrquicos, como la
macroestructura: hueso cortical o compacto y trabecular o esponjoso; la microestructura (de 10
a 500 um): sistemas haversianos, osteonas, trabéculas individuales; la submicroestructura (de 1
a 10 um): lamelas; la nanoestructura (de 100 nm a 1 um): colageno fibrilar y mineral incrustado;
y la subnanoestructura (por debajo de unos cientos de nandmetros): estructura molecular de
elementos constitutivos, como mineral, coldgeno y proteinas organicas no colagenas (Figura

1.1). Esta estructura jerarquicamente organizada presenta una disposicién y orientacién
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irregular, aunque optimizada, de los componentes, lo que hace que el material del hueso sea

heterogéneo y anisétropo [1, 2, 5, 8, 9].

Vasos sanguineos

Hueso esponjoso de la médula 6sea
(contiene médula roja) Célul d
ula madre

sanguinea

3 Lagunas que contienen osteocitos
@ « 9 bty Osteonas del hueso compacto

Glébulos rojos Lamelas Trabéculas del hueso

Canaliculos esponjoso

Glébulos blanco!
Osteonas
Periostio

Canal de Volkmann

Figura 1.1. Niveles estructurales 6seos

Desde el punto de vista de su composicién, como se ha mencionado, el tejido dseo estd
compuesto por distintos tipos de células como son los osteoclastos, osteoblastos, osteocitos,

células de revestimiento 6seo y una matriz extracelular.

Osteoclastos

Los osteoclastos son células multinucleadas especializadas que forman parte del sistema
monocito-macréfago y desempefian un papel crucial en la remodelacion ésea. Provenientes de
células precursoras mononucleares del linaje monocito-macréfago, se cree que la mayoria de
los osteoclastos tienen su origen en células precursoras de monocitos-macréfagos ubicadas en
la médula désea. La funcién principal de los osteoclastos es llevar a cabo la resorcidn désea, un
proceso esencial para el mantenimiento y la renovacion del tejido dseo, mediante la secrecion
de iones de hidrégeno y la enzima catepsina K. Los iones de hidrégeno acidifican el
compartimento de resorcién, permitiendo la disolucién del componente mineral de la matriz
Osea, mientras que la catepsina K digiere la matriz proteinacea, predominantemente compuesta
por colageno de tipo I. En resumen, los osteoclastos son células especializadas encargadas de la
resorcién dsea, contribuyendo activamente al equilibrio y mantenimiento del tejido éseo a lo

largo del tiempo. [10, 11].
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Osteoblastos

Los osteoblastos son células especializadas fundamentales en la formacién y sintesis del tejido
dseo. Se originan a partir de células precursoras mesenquimales, que se diferencian en células
osteoprogenitoras y, finalmente, en osteoblastos. Estos Ultimos desempefian un papel esencial
en la osteogénesis, el proceso de formacién de hueso. La funcién principal de los osteoblastos
es sintetizar y secretar la matriz dsea. Esta matriz consiste en una combinacién de sustancias
organicas, principalmente colageno de tipo |, y minerales como calcio y fosforo. Durante la
mineralizacion, los osteoblastos participan activamente en la deposicion de minerales en la
matriz, contribuyendo asi a la formacion y fortalecimiento del hueso. A medida que la matriz
dsea se mineraliza, algunos osteoblastos se incorporan a ella y se transforman en osteocitos,
células maduras que mantienen la homeostasis ésea. En resumen, los osteoblastos son células
esenciales en la construccidn y mineralizacidn del tejido éseo, desempefiando un papel crucial

en el mantenimiento y desarrollo de la estructura ésea [11-13].

Osteocitos

Los osteocitos son células maduras y altamente especializadas que se derivan de osteoblastos
incorporados en la matriz 6sea durante el proceso de mineralizacion. Estas células forman parte
del sistema celular del tejido éseo y desempefian un papel central en el mantenimiento de la
homeostasis dsea. Originados a partir de osteoblastos, los osteocitos se encuentran atrapados
en la matriz mineralizada del hueso. Estas células se caracterizan por sus prolongaciones
celulares, llamadas canaliculos, que les permiten establecer comunicacién con otras células
dseas, como osteocitos vecinos y células de la superficie dsea. La funcién principal de los
osteocitos es regular y mantener la densidad mineral dsea. Participan en la deteccion de fuerzas
mecanicas y sefiales bioquimicas dentro del tejido dseo, lo que les permite coordinar procesos
de remodelaciéon y reparacidn. Ademas, los osteocitos contribuyen al equilibrio entre la
formacién y resorcién dsea, influenciando activamente la adaptacidn del hueso a cambios en la
carga mecanicay otros estimulos. En resumen, los osteocitos son células maduras especializadas
en la homeostasis dsea, desempefiando un papel crucial en la regulacién del tejido 6seo y en la

respuesta a factores ambientales y mecanicos [14].

Matriz Extracelular

La MEC es una estructura tridimensional no celular secretada por las células al espacio
extracelular. Estd compuesto por proteinas y polisacaridos especificos. La MEC proporciona
integridad y elasticidad al tejido y se reforma constantemente debido a cambios en Ia

abundancia de receptores, factores de crecimiento y el pH del ambiente local para controlar el

4
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desarrollo, la funcidon y la homeostasis de los tejidos y érganos [15, 16]. La matriz dsea
comprende compuestos organicos (40 %) e inorganicos (60 %). Ademas, su composicidon exacta
difiere segln el sexo, la edad y las condiciones de salud. Los principales componentes
inorganicos de la MEC son la apatita y los oligoelementos deficientes en calcio. Por el contrario,
la MEC orgdnica es significativamente mds compleja y se compone principalmente de colageno
tipo | (90 %) y proteinas no colagenosas (10 %). Es sintetizada principalmente por osteoblastos
[17], e interactia dindmicamente con células del linaje de osteoblastos y osteoclastos para

regular la formacion de hueso nuevo durante la regeneracién [18].

Dindmica y remodelacion dsea

El hueso es un tejido dindmico en constante formacién y reabsorcidon, que permite el
mantenimiento del volumen dseo, la reparacién del dafio tisular y la homeostasis del
metabolismo fosfocalcico. A lo largo de la vida, los huesos experimentan crecimiento tanto
longitudinal como radial, asi como procesos de modelado y remodelacién. El crecimiento
longitudinal y radial se produce durante la infancia y la adolescencia mientras que el remodelado
dseo existe toda la vida, pero sélo hasta la tercera década el balance es positivo. Es precisamente
alrededor de los treinta afos cuando se alcanza la maxima masa dsea, la cual se mantiene con
pequefias variaciones hasta los 50 afios. A partir de entonces, predomina la reabsorcion y la
masa 6sea comienza a disminuir. El proceso de remodelado dseo implica la reestructuracion del
hueso existente, que se encuentra en constante formacion y reabsorcidn, evitando la
acumulacién de microdaios dseos. Este equilibrio permite, en condiciones normales, renovar

aproximadamente un 5-10 % del hueso total cada afio.

A nivel microscépico el remodelado éseo se produce en pequefias areas de la cortical o de la
superficie trabecular, llamadas unidades basicas multicelulares, donde los osteoclastos gracias
a enzimas liticas que degradan minerales reabsorben una cantidad determinada de hueso
(liberando calcio y fosforo) y los osteoblastos, capaces de secretar colageno tipo | y proteinas
como la osteocalcina y osteopontina, forman la matriz osteoide y la mineralizan para rellenar la
cavidad previamente creada, por ultimo cuando los osteoblastos quedan encerrados por la
matriz generada se convierten en osteocitos que se encargan del mantenimiento del hueso
controlando el depdsito y la liberacidn de minerales, regulando asi la densidad mineral dsea.
Cuando este proceso se desequilibra aparece la patologia dsea, bien por exceso (osteopetrosis)

o por defecto (osteoporosis) [11, 19-22].
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1.2. Biomateriales

Los biomateriales son sustancias, naturales o sintéticas, disefadas para interactuar de manera
segura y eficiente con sistemas bioldgicos, con el propdsito de ser utilizadas en aplicaciones
médicas, terapéuticas o biomiméticas. Estos materiales pueden ser empleados para desarrollar
dispositivos médicos, implantes, tejidos artificiales u otras estructuras que buscan mejorar la
funcidén bioldgica, restaurar tejidos o proporcionar soporte en el contexto de la salud humana.
La seleccidon y disefio cuidadoso de biomateriales son fundamentales para garantizar la
biocompatibilidad y eficacia de las aplicaciones médicas en las que se utilizan.
Los biomateriales han experimentado una evolucion significativa desde sus comienzos,
transitando desde materiales inertes y estdticos hacia una nueva generacién de materiales
interactivos capaces de responder a los microambientes dinamicos presentes en el cuerpo
humano [23]. Simultdaneamente, los avances en medicina han ampliado el espectro de
aplicaciones de los biomateriales mas alld de su uso convencional en ingenieria de tejidos y
medicina regenerativa. En la actualidad, los biomateriales juegan un papel esencial en la
terandstica, posibilitando tanto el diagndstico como el tratamiento de una amplia variedad de
enfermedades, ademas de facilitar la creacién de modelos de enfermedades. En los ultimos
afios, se han emprendido numerosos esfuerzos para mejorar la capacidad de respuesta y la
adaptabilidad de los biomateriales [24]. Se pueden mencionar innumerables avances y
aplicaciones como pueden ser: (a) desarrollo y aplicacién de biomateriales que responden a
estimulos exdgenos en el control de células madre multipotente [25], (b) fabricacién de
biomateriales versatiles que respondan a estimulos relacionados con desencadenantes fisicos
externos, como irradiacion de luz, campos eléctricos y magnéticos, ultrasonidos y estimulos
mecdanicos, o microambientes de enfermedades enddgenas o que involucran multiples
estrategias integradas con funciones terapéuticas y regenerativas dseas [26], (c) biomateriales
que pueden imitar el microambiente de la MEC dsea, cruciales para la regeneracién del tejido
dseo, y proporcionar sefiales mecdnicas para regular la diferenciacion de células madre
mesenquimales éseas mediante la induccion de la secrecidn de diversos factores intracelulares,
a través de sefales mecanicas, que incluyen tensidn, compresion, cizallamiento, presion
hidrostatica, rigidez, elasticidad y viscoelasticidad y a través de sefiales electrénicas [27], (d)
biomateriales inorganicos como, nanomateriales a base de carbono y nanoparticulas metalicas
entre otros, sensibles a las radiaciones en el disefio dispositivos médicos no invasivos, sin
contacto, precisos y controlables con aplicaciones en terapias fototérmicas, fotodinamica,
administracién de farmacos y medicina regenerativa [28], (e) fabricacidon y aplicacién de

biomateriales antimicrobianos inmunomoduladores [29] o (f) desarrollo de biomateriales a base



Capitulo 1: Introduccion

de seda en el tratamiento de ciertas infecciones y enfermedades relacionadas con la piel, ojos,

dientes, huesos, corazén, nervios e higado [30].

Implantes ortopédicos

La incorporacién de biomateriales en la ortopedia contemporanea ha marcado el inicio de una
era transformadora, destacada por una mejora en la atencidn al paciente, técnicas quirurgicas
mas precisas y la creacidon de nuevas oportunidades terapéuticas. La constante busqueda de
mejores resultados para los pacientes impulsa el progreso de los biomateriales en el campo
ortopédico. El objetivo de los avances es prolongar la duraciéon de los dispositivos ortopédicos,
reducir la incidencia de problemas y minimizar el rechazo de los implantes. En ultima instancia,
mediante operaciones ortopédicas mas seguras y eficientes, se pretende mejorar la calidad de
vida de los pacientes con trastornos musculoesqueléticos. Biomateriales metalicos, ceramicos y
polimeros biocompatibles desempefian un papel fundamental en la consecucion de este

objetivo [31-33].

Dentro de los avances médicos, la ortopedia ha experimentado notables progresos en la
investigacion y aplicacion de biomateriales, los cuales desempefian un papel crucial en el
tratamiento de enfermedades y lesiones musculoesqueléticas. Al ser implantados en el
organismo, los biomateriales ortopédicos cumplen diversas funciones biolégicas, como la
sustitucion o reparacion de tejidos, abarcando huesos, cartilagos, ligamentos y tendones,
ademas de orientar la regeneracién dsea. Por lo mencionado, la eleccidn de los biomateriales es
concluyente ya que debe garantizar la biocompatibilidad, la bioactividad y la osteoinduccion
teniendo en cuenta las condiciones del entorno bioldgico en el cual sera implantando ademds
de sus propiedades mecdnicas, quimicas y fisicas [34, 35]. El progreso en el campo de los
biomateriales ha sido notable, logrando desarrollar materiales que son biocompatibles,
bioinertes, bioactivos y biodegradables. Estos avances han permitido mejoras significativas en
el tratamiento de fracturas, incluso desde el siglo pasado, mediante el uso de aleaciones como
el acero inoxidable para la fijacidn 6sea mediante placas, tornillos y clavos. Por otro lado, las
aleaciones biometalicas mds avanzadas para articulaciones se centran en el empleo de titanio
(Ti) y sus aleaciones pudiendo ser dopadas con determinadas sustancias o particulas y con
modificaciones superficiales [36-39]. Como material de soporte y conexidon de articulaciones los
polimeros disefiados quimicamente estan siendo cada vez mas frecuentemente empleados [40-
43]. Ceramicas bioactivas son empleadas para tratar defectos 6éseos y como material de sutura

se utilizan polimeros biocompatibles y bioadsorbibles [44].
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Implantes metalicos

Los primeros metales empleados con éxito en implantes fueron, a principios del siglo XX, el acero
inoxidable y las aleaciones de cromo y cobalto, luego, en la década del 40, comenzaron a
utilizarse el titanio y sus aleaciones [33]. Los metales nobles como el oro, la platay el platino son
empleados ocasionalmente como biomateriales, debido a su elevado costo, alta densidad y baja

resistencia en comparacidn con los metales anteriormente mencionados [45].

En cuanto a los implantes dentales, los primeros intentos utilizando oro y platino a finales del
siglo XIX y principios del XX resultaron en fracasos. Sin embargo, a finales de la década de 1930
se lograron realizar los primeros implantes utilizando aleaciones de cromo y cobalto, y
posteriormente, en la década de 1950, se registré el primer implante dental exitoso con titanio.
En la actualidad, la mayoria de los implantes metalicos son de titanio o aleaciones basadas en

titanio. [23].

Los implantes de biomateriales metalicos prevalecen en la practica clinica debido a sus
destacadas caracteristicas, que incluyen una elevada resistencia, buenas propiedades
mecanicas, elasticidad, resistencia a la corrosion, resistencia al desgaste, resistencia a la fatiga,
tenacidad, entre otras [46]. Ademas, su demanda estd en alza, ya que el aumento en la
esperanza de vida de la poblacién mundial resulta en una mayor proporciéon de personas
mayores, quienes enfrentan un mayor riesgo de sufrir problemas en los tejidos duros. Se prevé
también que, debido a los cambios en el estilo de vida, el nimero de personas afectadas por
trastornos articulares y éseos aumentara en los préximos afios. Por lo tanto, se espera que
aumente la demanda de implantes nuevos y mejorados y, en consecuencia, es imprescindible

mejorar la calidad de los materiales de los mismos y los procedimientos de tratamiento [46].

De los biomateriales metalicos mas empleados en la actualidad, las aleaciones a base de titanio
presentan la mayor biocompatibilidad, resistencia a la corrosién y resistencia especifica (relacion
entre la resistencia a la traccidn y la densidad), en comparacion con los aceros inoxidables y las
aleaciones de cromo y cobalto. Las aleaciones de cromo y cobalto presentan la mayor resistencia
al desgaste y una resistencia relativamente mayor que los aceros inoxidables y las aleaciones a
base de titanio, y los aceros inoxidables presentan mayor ductilidad y resistencia a la torsién
ciclica [47]. Una propiedad mecanica crucial desde el punto de vista clinico a considerar en los
biomateriales metalicos es el mddulo de Young, o mddulo de elasticidad, ya que los
biomateriales metalicos presentan valores mucho mas altos que los huesos provocando una
disparidad que genera un fendmeno conocido como blindaje de tensiones. Este fendmeno

provoca una mala remodelaciéon 6ésea provocando una disminucion en la densidad dsea
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(osteopenia), haciendo que el hueso sea mas fragil y propenso a fracturas [48, 49]. Por este
motivo, se requieren de biomateriales que presenten rigidez estructural y un bajo mdédulo de
Young, en donde las aleaciones a base de titanio son las mds indicadas. En la Tabla 1.1 se
presentan valores del médulo de Young para los biomateriales metdlicos mds empleados y para

el hueso cortical [33].

Tabla 1.1. Mddulo de Young de biomateriales metdlicos y hueso cortical [33].

Material Mddulo de Young (GPa)
Acero inoxidable 316L 205-210
Aleaciones de cromo y cobalto 220-230
Aleaciones a base de titanio 105-125
Hueso cortical 10-30

Por otro lado, la respuesta bioldgica al implante es fundamental para el rendimiento clinico. Esta
respuesta genera reacciones bioldgicas adversas cuando particulas o iones metdlicos son
liberados por lo implantes. Cuando productos de desgaste o corrosién son liberados en las
interfaces de articulacién del implante, se generan respuestas inflamatorias locales pudiendo
ocasionar un proceso patolégico conocido como ostedlisis aséptica en donde se produce una
disminucién en la funcidn de los osteoblastos y un aumento en la actividad de los osteoclastos
generando la resorcidn del hueso alrededor del implante. Al ocurrir esta condicidn, se da el
aflojamiento eventual del implante y se ve afectada su funcionalidad y estabilidad, lo que puede

concluir en su sustitucién.

La respuesta a los residuos metalicos liberados por los implantes estd dominada por la activacion
inmunitaria local, por ejemplo, de los macréfagos. Se ha demostrado que la reactividad
inmunitaria depende del nimero de particulas producidas o de la dosis, es decir, la
concentracién de particulas fagocitables por volumen de tejido, que puede caracterizarse
conociendo la distribucion de tamarios y la cantidad de restos. Las particulas alargadas (fibras)
suelen ser mds proinflamatorias que las redondas, y cada vez hay mdas consenso en que las

particulas metdlicas son mas proinflamatorias que las poliméricas [50].

La ostedlisis aséptica es, luego de las infecciones, la complicacion mas frecuente que lleva a la
sustitucidn del implante, y se estima que es inevitable el aflojamiento del implante por causa de
esta patologia como maximo alrededor de 15-20 afios después de la cirugia. Asi pues, la

liberacion de particulas metdlicas de desgaste y productos de corrosidon y la subsiguiente
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respuesta bioldgica a estos desechos juegan un papel fundamental en la durabilidad de los

implantes ortopédicos [51].

Como se menciond previamente, las infecciones bacterianas son el principal factor causante de
complicaciones y necesidad de remocion de los implantes. La implantaciéon de prétesis metdlicas
en el cuerpo aumenta el riesgo de colonizacidon bacteriana, pudiendo evolucionar hacia una
infeccidon asociada al implante. Los estafilococos, especialmente el Staphylococcus aureus,
presentan una marcada tendencia a colonizar elementos extrafios, dando lugar a infeccién [52,
53]. Esta tendencia se atribuye a su capacidad para formar biofilms de manera eficaz en las
superficies de los implantes, los cuales encapsulan el nicho bacteriano y actdan como barrera
protectora contra los mecanismos de defensa del cuerpo y los efectos de los antibidticos [54 -
56]. Ademds, el uso generalizado de antibiéticos ha llevado a que las bacterias estén expuestas
a concentraciones subinhibitorias de los mismos, generando resistencia hacia estos [57]. Como
alternativa o terapia adyuvante al empleo de los antibiéticos, en la actualidad se estdn
desarrollando nuevas estrategias para prevenir las infecciones bacterianas. Algunas de estas
estrategias son: la funcionalizacion de implantes con antibidticos o farmacos antibacterianos
como péptidos de defensa del huésped, componentes organicos (quitosano y derivados) e
inorgdnicos (plata, cobre) y nanoparticulas metalicas. Por otro lado, la modificacién de la
superficie antibiopelicula (recubrimiento con polimeros antiincrustantes o inhibidores de
sensores de qudrum); o cambios fisicos en la superficie, le otorgan al implante propiedades

antibacterianas (nanotubos, nanopilares o dopaje con metales) [58, 59].

Por ultimo, es crucial destacar que mantener un entorno inflamatorio equilibrado alrededor del
implante es fundamental. Tanto las respuestas inflamatorias excesivas como las que estan
reguladas negativamente pueden conducir a una regeneracion ésea clinicamente subdptima
[32, 33]. Una respuesta inflamatoria equilibrada es el estado dptimo en el que el sistema
inmunolégico innato trabaja para erradicar las infecciones. Por un lado, la ausencia de
inflamacidn es perjudicial para el huésped, ya que es incapaz de erradicar las infecciones
bacterianas [34, 35] y, por otro lado, la inflamacidn crénica se asocia con patologias como
ostedlisis aséptica, mencionada previamente [60-62]. En base a lo discutido, los biomateriales
antiinfecciosos preventivos deben ser inmunocompatibles, lo que significa que deben inducir
una respuesta inflamatoria equilibrada, no ser tdxicos y favorecer la destruccién de las bacterias

[63].
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1.3. Titanio y aleaciones a base de titanio

El titanio es el noveno elemento mds abundante en la tierra, y encuentra sus principales fuentes
minerales en el rutilo, la brookita y la anatasa. Tanto el rutilo como la anatasa exhiben una
estructura cristalina tetragonal, mientras que la brookita presenta una estructura cristalina
ortorrdmbica. En comparaciéon con otros elementos, la densidad del titanio es de sélo 4,51
g cm3, que es aproximadamente el 56 % del acero [64]. El punto de fusidn del titanio es de 1668
°C, unos 1000 °C mas que el del aluminio [65]. A partir de la década del 40, el titanio ha sido
empleado en la fabricaciéon de implantes quirdrgicos [66], ganando prominencia gracias a su
combinacion de propiedades como resistencia, médulo de Young y biocompatibilidad,
superando a otros materiales metdlicos utilizados en aplicaciones biomédicas [67]. Entre las
distintas aleaciones a base de titanio, el titanio comercialmente puro (CP-Ti) y la aleacién Ti-6Al-

4V se destacan como los implantes mds ampliamente utilizados en la practica biomédica [46].

1.3.1. Propiedades

El CP-Tiy la aleacidn Ti-6Al-4V se especifican segln la American Society for Testing and Materials
(ASTM) como grados 1 a 5. Los grados 1 a 4 son el CP-Ti sin alear y el grado 5 es el Ti-6Al-4V
aleado. El titanio de grado 2 es el principal titanio no aleado utilizado en aplicaciones de
implantes dentales. El titanio de grado 2 tiene un limite elastico equivalente al limite eldstico de
los aceros inoxidables austeniticos tratados térmicamente. El Ti-6Al-4V de grado 5 es la aleacion
a base de titanio mas utilizada en implantes biomédicos en los que se requiere una alta

resistencia [68].

El titanio y las aleaciones a base de titanio poseen propiedades Unicas como biocompatibilidad
mas elevada entre los principales biomateriales metalicos, osteointegracién, elevada relacion
especifica (resistencia a la traccidn sobre la densidad) y alta resistencia a la corrosién. Estas
propiedades los hacen esenciales para la fabricacion de componentes ligeros y de alta
resistencia para aplicaciones biomédicas. Ademas, como se ha discutido previamente, el mddulo
de Young de las aleaciones de titanio es el mas bajo (mas cercano al valor del médulo del hueso)
de los principales biomateriales metdlicos empleados como implantes, lo que disminuye las
diferencias de tensiones entre el hueso y el implante disminuyendo la resorcién dsea y
permitiendo que el implante permanezca mas tiempo en la zona implantada sin aflojarse [46,
69]. En la Tabla 1.2 se comparan las ventajas y desventajas de los principales biomateriales

metadlicos empleados como implantes.
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Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de los principales biomateriales metdlicos [46].

Titanioy
aleaciones a base
de titanio

Biocompatible

Acero inoxidable

Aceptable

biocompatibilidad

Aleaciones a

base de cobalto

Resistencia a la

corrosion

Aleaciones a
base de
magnesio

Biocompatible

Resistente a la Disponible Resistencia al Biodegradable
corrosion facilmente desgaste
Ventajas Resistencia a la Econdmico Resistenciaala  Bajo mddulo de
fatiga fatiga Young
Bajo mddulo de
Young
Baja densidad
Baja resistencia al Baja resistenciaa  Biolégicamente Baja resistencia
desgaste la corrosién téxico a la corrosion
Elevado médulo  Elevado médulo  Generacion de
Desventajas
de Young de Young hidrégeno en la
degradacion
Reaccidn alérgica Costoso

Una de las principales caracteristicas que le da al titanio una notable amplitud de aplicabilidad
es la posibilidad de variar sus propiedades modificando la composicidon del elemento de la
aleacidn. La adicidn de estos elementos da como resultado la modulaciéon de las propiedades de

la aleacién, como el endurecimiento y la mejora de la resistencia a la traccién.

Otra propiedad del titanio es que sufre una transformacidn alotrépica, es decir, cambia de una
forma cristalografica a otra. A temperatura ambiente, presenta una estructura hexagonal
compacta denominada fase alfa (a), mientras que al ser calentado hasta una temperatura de
883 °C cambia a la estructura cubica centrada en el cuerpo denominada fase beta (B) [70]. La
temperatura a la que a o a+P cambia a todo B se denomina temperatura B transus. La
temperatura B transus es sumamente importante tenerla en cuenta al momento de llevar a cabo
algun tratamiento térmico. Las aleaciones a base de titanio se clasifican en cinco categorias
cristalinas: a, cerca de a, a+pB, cerca de By B [46, 71, 72]. Los distintos elementos empleados
para alear al titanio estabilizan las fases cristalinas alterando las temperaturas de estabilizacion.

Elementos como oxigeno, aluminio, nitrdgeno o carbono, estabilizan de la fase a aumentando
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la temperatura a la que esta fase permanece estable y elementos como vanadio, niobio,
molibdeno, o tantalo, estabilizan la fase B disminuyendo la temperatura a la que esta fase se
estabiliza [73]. Estas variaciones en las temperaturas a a  transus afectan a la transformacion
de la microestructura de las aleaciones al ser sometidas a tratamientos térmicos para mejorar
sus propiedades, desempefiando un papel crucial en las propiedades mecanicas finales como la
resistencia, ductilidad y tenacidad a la fractura entre otras que tendra la aleacién. Las aleaciones
a base de titanio tipo a tienen una gran soldabilidad, colabilidad y estabilidad estructural pero
una resistencia y plasticidad limitadas a temperatura bajas [46, 72, 74]. En comparacién, las
aleaciones tipo a+B presentan una microestructura de fase dual a temperatura ambiente
exhibiendo una resistencia superior [75-77]. Mientras tanto, las aleaciones a base de titanio de
tipo B presentan mddulos eldsticos mas bajos, una excelente resistencia a la corrosién, una
resistencia comparable e incluso una mejor biocompatibilidad [78-82]. Por las propiedades
mencionadas, hay que destacar el que titanio presenta como gran ventaja la capacidad de
modificar sus propiedades en funcién del requerimiento clinico a partir de alearlo con distintos
elementos y realizarle tratamientos térmicos. En la Tabla 1.3 se presentan la fase constituyente

y propiedades del CP-Ti de los distintos grados y de las aleaciones a base de titanio.

Por otra parte, el titanio posee propiedades fotocataliticas, siendo el didxido de titanio (TiO>), la
especie mas comunmente utilizada en aplicaciones de este tipo. El TiO, es conocido por su
capacidad para descomponer compuestos organicos e inorganicos cuando se expone a radiacion
ultravioleta (UV). Sin embargo, es importante sefialar que la fotocatdlisis del titanio, depende
de varios factores, como la forma cristalina del TiO,, la intensidad y longitud de onda de la
radiacion utilizada, asi como las condiciones del medio. La anatasa es la forma cristalina que ha
mostrado la mayor actividad fotocatalitica, aunque una muestra de anatasa con presencia de
rutilo aumenta dicha actividad. Debido a esta propiedad, el TiO; se utiliza en una variedad de

aplicaciones [83-85].

Tabla 1.3. Fase constituyente y propiedades de CP-Tiy aleaciones a base de titanio [68, 70].

Material Fase Resistencia a la Limite elastico Madulo de

constituyente traccion (MPa) 0.2% (MPa) Young (Gpa)

CP-Ti Grado 1 a 240 170 105
CP-Ti Grado 2 a 345 275 105
CP-Ti Grado 3 a 445 380 105
CP-Ti Grado 4 a 550 480 105
Ti-6Al-4V o+pB 895-930 825-869 110-114
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Ti-6Al-7Nb a+p 860 795 105
Ti-5Al-2.5Fe o+pB 900 820 110
Ti-3Al-2.5V o+pB 690 585 100
Ti-11Nb-0.5Fe o+pB 1300 796 109
Ti-11Nb-3.5Fe o+pB 1600 932 101
Ti-8Fe o+pB 1750 1562 127
Ti-1Nb-7Fe o+pB 1972 1785 124
Ti-9Nb-7Fe o+pB 2007 1010 89
Ti-13Nb-13Zr B 973-1037 836-908 79-84
Ti-10Mo-20Nb B 1060 - 101
Ti-12Mo-13Nb B 1110 - 84
Ti-12Mo-6Zr-2Fe B 1060-1100 1000-1060 74-85
Ti-15Mo B 874 544 78
Ti-24Nb-4Zr-8Sn B 665-830 563-700 46-55
Ti-15Mo-5Zr-3Al B 852 838 80
Ti-16Nb-10Hf B 851 736 81
Ti-35.5Nb-7.3Zr-5.7Ta B 827 793 55-66
Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr B 911 864 80
Ti-11Nb-7Fe B 2006 985 86
Ti-11Nb-9Fe B - 1078 82
Ti-33Zr-3Fe-2Cr B 1750 1050 140
Ti-33Zr-3Fe-4Cr B 2000 1100 130
Ti-25Nb-3Zr-3Mo-2Sn B 622-716 308-592 49
Ti-Ni - 900-1100 210-300 28-41
45.2Ti-49.8Ni-5Nb - 900 230 38

1.3.2. Biocompatibilidad

Para considerar a un material como un posible implante es imprescindible garantizar que dicho
material serd biocompatible, es decir, que no cause ningun efecto perjudicial al ser implantando

en el cuerpo humano.

La biocompatibilidad ha sido definida como "la capacidad de un biomaterial para desempefiar
la funcién deseada con respecto a una terapia médica, sin provocar efectos locales o sistémicos

indeseables en el receptor o beneficiario de dicha terapia, sino generando la respuesta celular
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o tisular beneficiosa mas adecuada a esa situacion especifica, y optimizando el rendimiento
clinicamente relevante de dicha terapia" [86], o como “la capacidad de un material artificial que
se utiliza como implante para funcionar con una respuesta adecuada del huésped. Por lo tanto,

la interaccidén clinica del cuerpo humano y el biomaterial se denomina biocompatibilidad” [69].

Garantizar que un implante no libere sustancias toxicas en el organismo es esencial, ya que esto
podria derivar en dafios sistémicos para el paciente [87-90]. Al introducir cualquier material en
el cuerpo humano, se desencadena una respuesta intrinseca. Esta reaccién se manifiesta de
manera mads pronunciada en la interfaz tejido-implante, dado que esta zona es inherentemente
mas reactiva que el nucleo del material. Basicamente, dicha interfaz se percibe como una
imperfeccion bidimensional, donde los atomos exhiben una menor unién con sus vecinos,
generando asi una mayor energia en comparacion con los atomos en el nucleo de los materiales

[91].

El titanio se considera biocompatible porque tiene una baja conductividad eléctrica que
contribuye a la su oxidacién electroquimica, generando una fina capa de dxido pasiva que
provoca una gran resistencia a la corrosion [92, 93]. Esta capa pasiva protectora se mantiene en
los valores de pH del cuerpo humano debido a que el titanio tiene un punto isoeléctrico de dxido
de 5-6 [68]. En entornos acuosos, el titanio y sus dxidos tienen una baja tendencia a la formacidn
de iones y una baja reactividad con macromoléculas [94]. El titanio es considerado seguro para
su empleo en implantes ortopédicos ya que produce, Unicamente, efectos secundarios minimos
en el cuerpo humano. Esta es una de las principales razones para utilizar a este material. En el
caso de las aleaciones a base de titanio, los elementos empleados como aleantes son
principalmente aluminio, vanadio, niobio, molibdeno, circonio y tantalo. Estas aleaciones
evidencian una mayor biocompatibilidad que los otros biometales como los aceros inoxidables
y las aleaciones a base de cobalto, debido a su mayor resistencia a la corrosién [46], siendo de
todas maneras el CP-Ti el metal de mayor resistencia a la corrosion y considerado el metal mas
biocompatible por la mencionada capa de 6xido estable e inerte [68]. Ademas, desde el punto
de vista de problemas alérgicos, el titanio y las aleaciones a base de titanio son ventajosas para
aplicaciones médicas. Por otro lado, es importante destacar que las aleaciones de Ti tipo B
presentan una mayor biocompatibilidad que las tipo a o a+p debido a que, como se observa en
la Tabla 1.3, tienen en general un menor mddulo de Young, una resistencia a la traccién superior
y un mayor limite elastico. Estas propiedades hacen que las aleaciones B-titanio sean preferibles
a las aleaciones a+B para aplicaciones biomédicas [95-97]. Sin embargo, las aleaciones de B-
titanio utilizadas para la aplicacién de biomateriales incluyen no sdlo los elementos que actian

como estabilizadores de la fase B, sino también los que favorecen las propiedades mecanicas y
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de corrosién del biomaterial, por ejemplo, el aluminio, un a-estabilizador en aleaciones de
titanio, y circonio, que tiene propiedades a y B isomoérficas al titanio y conduce al

endurecimiento de la solucién solida [98].

Osteointegracion, osteoconduccion y oesteoinduccion

La osteointegracidn se refiere a la conexion estructural y funcional directa entre el hueso y la
superficie del implante ortopédico. Este ultimo, ademds de soportar carga, presenta una
relacién directa con la estabilidad mecanica. El proceso de osteointegracion tiende a disminuir
cuando hay un incremento en el micromovimiento de los implantes, el desarrollo de vasos
sanguineos y la adherencia de fibrina. La osteoconduccién, que implica el crecimiento dseo en
la superficie de los implantes, contribuye directamente a la osteointegracion. La osteoinduccion
se vincula estrechamente con el proceso de curacién ésea, involucrando el reclutamiento de
células inmaduras que evolucionan hacia preosteoblastos que posteriormente daran lugar al
crecimiento éseo. En la recuperacion dsea, problemas como fisuras y fracturas tienen una fuerte

conexion con la osteoinduccion.

Mejorar estas tres caracteristicas esenciales conlleva a una optimizacién del proceso de
implantacién, reduciendo las posibles deficiencias del implante y mejorando asi los resultados
para los pacientes. La calidad de la superficie esta intrinsecamente ligada a la orientacion, unién
y desarrollo de la morfologia celular. Después de la implantacién de biomateriales, se
desencadenan reacciones quimicas y bioldgicas, como la adsorcién de agua y proteinas, las
cuales estan intimamente relacionadas con las propiedades superficiales del material,

incluyendo su quimica, topografia, rugosidad y energia [69].

1.3.3. Corrosion y desgaste

Ningun metal es completamente inerte in vivo, ya que sufre cierta corrosion en el tiempo. Los
implantes metadlicos sufren corrosién dentro del cuerpo debido a que el entorno corporal es muy
reactivo. La sangre y otros constituyentes del fluido corporal incluyen varios componentes como
agua, iones y proteinas que hacen que el entorno del cuerpo sea altamente reactivo para los
metales [99]. La corrosién de los implantes metalicos es un proceso no deseado ya que afecta a
la resistencia del material y libera iones metalicos potencialmente tdxicos para el organismo.
Cada metal tiene una resistencia a la corrosidn diferente, y en el caso del titanio, como se ha
mencionado previamente, es muy reactivo y se oxida espontdneamente al exponerse al aire
desarrollando una fina capa de éxido que pasiva a la superficie actuado como una barrera

protectora que impide la transferencia de iones del implante hacia los fluidos corporales [46, 92,
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93]. Las caracteristicas de corrosién del titanio dependen en gran medida de la estabilidad de la
capa de dxido, la cual es estable si la densidad de corriente de pasivacién es baja. Los principales
problemas de corrosién del titanio ocurren cuando la capa de éxido es dafiada, y se dan distintos
procesos corrosivos (corrosidon por intersticios, corrosién por picaduras, agrietamiento por
corrosidn bajo tension y fatiga por corrosidn) [100-103] liberando iones metalicos hasta que la
capa de 6xido es nuevamente generada por un proceso denominado repasivacién. Este proceso
demanda un tiempo mucho menor en aleaciones a base de titanio que en aceros inoxidables u
otros metales empleados como implantes, siendo esta una gran ventaja de este tipo de
aleaciones, ya que implica una menor liberacién de residuos en el organismo. Ademas, la capa
de 6xido se adhiere fuertemente a la superficie del titanio, permitiendo que el implante tolere

en gran medida el entorno corrosivo del organismo [104].

Si bien, como se ha comentado, las aleaciones a base de titanio tienen una gran resistencia a la
corrosion a lo largo del tiempo iones de titanio y de los elementos aleantes son liberados en el
organismo. Estudios han demostrado que los iones de titanio podrian ser perjudiciales para la
salud [105] y se han encontrado concentraciones de titanio elevadas en los pulmones y en los
ganglios linfaticos [106]. Por otro lado, se han planteado preocupaciones sobre el uso de
aluminio y vanadio en las aleaciones a base de titanio por sus efectos potencialmente tdxicos en
el organismo [107-111]. Para tratar estas preocupaciones se han realizado implantes a base de
titanio sustituyendo al aluminio y/o vanadio por elementos considerados mas seguros como el
niobio, el tantalo, el circonio y el hierro entre otros. Dos de las primeras desarrolladas han sido
el Ti-6Al-7Nb y el Ti-5Al-2.5Fe, dos aleaciones sin vanadio con propiedades similares a las del Ti-
6Al-4V [109]. La sustitucién de vanadio por niobio mejora la resistencia a la corrosion de la
aleacion de titanio, ya que estabiliza la capa de 6xido y mejora la pasivacién [112]. Por otro lado,
la aleacion de Ti-13Nb-13Zr presenta mejor resistencia a la corrosion que el Ti-6Al-4V porque los
productos de corrosion del niobio y del circonio son menos solubles en el plasma humano que
los del aluminio y vanadio. Ademas, la capa de éxido que se forma sobre el Ti-13Nb-13Zr es
mucho mas inerte [113]. Otro aspecto a tener en cuenta es que el niobio, tantalo y circonio son
elementos estabilizadores B lo que conlleva a que el implante tenga un menor médulo de Young

mejorando su biocompatibilidad.

Las aleaciones a base de titanio tienen un elevado coeficiente de friccion y una baja dureza
superficial, por lo que su resistencia al desgaste es baja. El desgaste de los implantes se convierte
en un problema debido a que se liberan particulas metalicas que generan ostedlisis aséptica
provocando el aflojamiento del implante y, en Ultima instancia, su necesidad de remocidn.

Siendo el desgaste es una de las principales causas de fallo de los implantes. Las mayores tasas
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de desgaste pueden deberse a la inestabilidad mecanica de la capa de éxido en la superficie del
implante. Las tensiones externas pueden romper la capa de 6xido pasiva en la superficie de las
aleaciones a base de titanio. La superficie expuesta no es capaz de repasivarse inmediatamente,
lo que provoca el consumo de la aleacidn. Las aleaciones a base de titanio se prefieren por su
menor moédulo de Young, mayor resistencia a la corrosidon y mejor biocompatibilidad en
comparacién con sus homologas (acero inoxidable y aleaciones de cobalto), pero carecen de

propiedades de desgaste [114].

Por lo mencionado, y destacando que hasta el momento no se registran articulos relacionados
con una determinacidn simultanea de particulas o productos de corrosién liberados a partir de
aleaciones a base de titanio en entornos biolégicos, de manera simple, rdpida y econdmica, es
crucial su desarrollo para poder monitorear las posibles fallas de los implantes y problemas de

salud ocasionados.

1.3.4. Aplicaciones

El titanio y las aleaciones a base de titanio se utilizan ampliamente en diversos escenarios de
tratamiento biomédico, como la artroplastia y la sustitucién dsea, los implantes craneofaciales,
maxilofaciales y dentales, el instrumental quirdrgico, dispositivos médicos o las proétesis
externas e internas. La Figura 1.2 muestra los distintos usos de las distintas aleaciones a base de

titanio y del CP-Ti, en el cuerpo humano [115].

Malla Craneal [

Implantes Dentales
(CP-Ti, Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb)

Articulacién de Codo
(Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb, Ti-15Mo-5Zr-3Al,

Ti-6Al-2Nb-1Ta-0.8Mo )

Articulacién de Hombro
(Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb, Ti-15Mo-5Zr-3Al)

EspaciadorEspinal
(Ti-6Al-4V, Ti-6AI-7Nb)

Articulacién de Caderay Fémur
(Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb, Ti-15Mo-5Zr-3Al,
Ti-6Al-2Nb-1Ta-0.8Mo)

Articulacién de Rodilla
(Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb, Ti-15Mo-5Zr-3Al,
Ti-6Al-2Nb-1Ta-0.8Mo )

Figura 1.2. Algunos usos del CP-Tiy de las aleaciones a base de titanio en el cuerpo humano [112].
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Como se puede observar, aparte del CP-Ti que se utiliza en implantes dentales, otras aleaciones
a y casi a no se han utilizado mucho en aplicaciones médicas. Esto se debe principalmente a su
menor resistencia y mayor valor de médulo de Young en comparacién con las aleaciones de
titanio a+B y B. Las aleaciones a+pB han sido los implantes ortopédicos mas utilizados. Aunque
tienen ciertas limitaciones que han desplazado la atencién hacia las aleaciones B, siguen siendo

bastante relevantes [46].

Artroplastia y sustitucion dsea

Las aplicaciones biomédicas del titanio y las aleaciones a base de titanio son variadas y
fundamentales en procedimientos ortopédicos. Prétesis de cadera y rodilla son las principales
aplicaciones, seguidas por los implantes articulares de hombro y codo. En la columna vertebral,
el titanio se emplea para piezas de correccion y dispositivos de fijacion vertebral y, mas
recientemente, sustituciones de discos vertebrales [116, 117]. Las jaulas costales de titanio para
nifios permiten que los implantes se expandan conforme el cuerpo crece, posibilitando el
desarrollo adecuado de la caja toracica en pacientes jovenes [118]. Ademas, el titanio se utiliza
en implantes de dedos en manos y pies, asi como en clavos tibiales para reforzar fracturas en la
parte inferior de la pierna [119]. Dispositivos de fijacién y reconstrucciéon, como placas dseas,
mallas, clavos, tornillos y varillas para asegurar huesos fracturados, también son fabricados a

base de titanio [120].

Aplicaciones craneofaciales y maxilofaciales

Las aplicaciones craneofaciales y maxilofaciales incluyen placas craneales, mallas y acrilicos. Las
protesis maxilofaciales fabricadas con aleaciones a base de titanio con niveles adecuados de
biocompatibilidad, resistencia y osteointegracidon son capaces de estabilizar las prétesis de
tejidos blandos [121]. La aplicacion de protesis maxilofaciales después de una cirugia
maxilofacial puede ser a menudo necesaria para restaurar el aspecto estético de los pacientes,
su capacidad para comer o hablar y sustituir cualquier rasgo facial ausente debido a una

enfermedad o a dafios por accidente [122].

Implantes dentales

En odontologia el titanio y las aleaciones a base de titanio se utilizan como implantes dentales,
funcionando como raices artificiales para un solo diente o incluso una dentadura completa. La
raiz de titanio es implantada quirdrgicamente en el hueso maxilar donde tiene lugar la
osteointegracion, el hueso crece hacia el implante y lo rodea creando un soporte estructural

firme. Posteriormente, la parte superior de la estructura es fijada sobre el implante mediante
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cementacién o por atornillado. En este tipo de aplicaciones los biomateriales mas utilizados son

el CP-Tiy las aleaciones de Ti-6Al-4V y Ti-6Al-7Nb [123-125].

Protesis externas

El titanio y aleaciones a base de titanio, debido a sus propiedades mencionadas en las secciones
previas, como la resistencia a la corrosién y baja densidad, son utilizadas extensamente para la
fabricacion de dispositivos externos temporales o a largo plazo y fijaciones, incluyendo

extremidades artificiales y prétesis ortopédicas [126-128].

Prétesis internas

Clavos de titanio se utilizan para fijar prétesis oculares y auriculares, y mallas son utilizadas para
fijar fracturas interorbitarias. Ademads, audifonos conectados al oido medio son fabricados a
partir de titanio [129]. Por otro lado, a estructura portadora de las valvulas cardiacas, los
catéteres de angioplastia coronaria, los desfibriladores, los stents intravasculares, las cajas de
marcapasos y los puertos de acceso vascular también estan fabricados con aleaciones de titanio

[130-134].

1.3.5. Modificaciones superficiales

El titanio y las aleaciones a base de titanio, como se ha mencionado en las secciones previas, son
los biomateriales metdlicos mayormente empleados como implantes ortopédicos y dispositivos
médicos debido a sus excelentes propiedades y biocompatibilidad con el cuerpo humano. Sin
embargo, presentan algunas desventajas como la baja resistencia al desgaste pudiendo
provocar el aflojamiento del implante por ostedlisis aséptica [135], y que las capas de dxido
superficiales formadas tienen composiciones quimicas significativamente diferentes en
comparacion con los tejidos circundantes, lo que dificulta la formacion de capsulas de fibra
alrededor de los implantes. Por lo tanto, entre los implantes de titanio y los tejidos circundantes
solo se presenta una osteointegracion mecdnica, en lugar de una fuerte unién ésea quimica
[136]. Estas desventajas restringen el rendimiento del implante a largo plazo y su empleo como

implantes de tejidos duros portadores de carga [70].

En base a lo mencionado surge la necesidad de mejorar aun mas las propiedades vy
biocompatibilidad de los implantes de titanio y aleaciones a base de titanio. Las caracteristicas
superficiales de los implantes, como la rugosidad, la conductividad y la energia superficial
(hidrofilicidad) son muy importantes en la adhesion inicial, el cultivo y el crecimiento de

bacterias y la posterior accién y respuesta celular. Las caracteristicas mencionadas provocan la
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adhesién de proteinas y la formacién de biopeliculas en los implantes, lo que conlleva cambios
en la biocompatibilidad y el éxito final del implante [137, 138]. El desgaste de los implantes
comienza siempre en su superficie. La resistencia a la corrosion y al desgaste y la
biocompatibilidad se ven influenciadas significativamente por las caracteristicas de sus capas
superficiales. Por lo tanto, en los ultimos ainos se han aplicado diversas técnicas de modificacion
superficial para mejorar el rendimiento y las aplicaciones de estos biomateriales [139-142]. Estas
técnicas se pueden clasificar en mecdnicas, fisicas y quimicas. En la Figura 1.3 se presentan

algunas de las técnicas de modificacion superficial mas comunes.

Modificaciones Superficiales

* Pulido

* Esmerilado

* Arenado

* “Shot peening”

Técnicas Mecanicas

N\ vy

* Pulverizaciontérmica

. Técnicas Fisicas
* Plasma de descarga luminiscente

A Vi

"+ Tratamientos Quimicos: Decapado, tratamiento
con dlcalis, pasivacion, tratamiento con
peroxido de hidrégeno

)+ Tratamientos Electroquimicos: Electropulido,

h ~  oxidaciénanddica, electrodeposicién

Técnicas Quimicas

Figura 1.3. Técnicas de modificacidn superficiales para titanio y/o aleaciones a base de titanio.

Técnicas mecanicas

Al fabricar piezas de titanio y aleaciones a base de titanio a partir de barras o chapas, los
materiales deben mecanizarse para obtener una geometria y/o dimensiones especificas. Estos
procesos suelen utilizar refrigerantes o lubricantes que pueden adherirse a la superficie
contaminandolas. Ademads, los procesos de mecanizado pueden generar una deformacion
plastica en la superficie del biomaterial facilitando la iniciacién de grietas o corrosion bajo
tensién [143]. Por lo tanto, en un primer paso se suelen utilizar técnicas mecdnicas de
modificaciéon superficial como el esmerilado, el pulido y el arenado para obtener una superficie

aceptable con una determinada rugosidad y topografia especifica y eliminar posibles
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contaminaciones [143-151]. El esmerilado y el pulido se utilizan para eliminar las capas
superficiales con contaminacion/deformacidn plastica y para reducir la rugosidad. La rugosidad
de la superficie se reduce en cierta medida o incluso se consigue un acabado superficial espejo
dependiendo del tamafo del material de esmerilado y de la pasta antidesgaste utilizada [146,
147]. El arenado se utiliza para disparar contra los productos de titanio mediante un compresor
de aire, con el objetivo de obtener una superficie rugosa, asi como topografias especificas. La
rugosidad superficial del titanio y las aleaciones a base de titanio inducida por el arenado
depende de la forma y el tamafio de las particulas de dxido en la arena y de la presién del aire
[148, 149]. El aumento de la rugosidad superficial también incrementa el area superficial y la
humectabilidad de los materiales, por lo tanto, el tratamiento con arenado aporta en gran

medida superficies activadas.

Otra técnica mecanica es el “shot peening”, pudiéndose considerar como una evolucién del
método de arenado. La arena es sustituida por particulas esféricas de acero o cerdmica que se
utilizan para golpear las superficies de los biometales durante un breve periodo de tiempo [152-
154]. Esta técnica introduce una deformacidn plastica severa en las superficies de los materiales
procesados, obteniendo capas de superficie modificada con granos refinados. Esta técnica
permite mejorar la resistencia a la fatiga de los metales, lo que se atribuye a la tensién de
compresion inducida por los granos [155, 156]. Ademas, se mejora la dureza y la resistencia al

desgaste y a la corrosién [157, 158].

Técnicas fisicas

En las técnicas fisicas, las capas modificadas superficialmente se adhieren directamente a los
sustratos de titanio o aleaciones en base a titanio. En estas técnicas, la energia térmica, cinética
y eléctrica se convierten en los factores dominantes para la formacién de dichas capas. Las
técnicas fisicas convencionales incluyen principalmente la pulverizacidn térmica y el tratamiento

con plasma de descarga luminosa.

En las técnicas de pulverizacién térmica las materias primas (polvo metadlico, polvo ceramico,
compuestos o suspensiones) se calientan y/o funden para revestir los sustratos a una alta
velocidad. Los revestimientos se preparan capa por capa mediante la deposicion sucesiva de las
materias primas ablandadas o fundidas. Estas técnicas requieren de instrumentacién que
permita producir un arco de llama o plasmay en base a la fuente de energia utilizada se pueden
clasificar en técnicas de pulverizacion de llama, de combustible de oxigeno a alta velocidad, de
plasma y otras [159-163]. Las de Ilama y combustible de oxigeno a alta velocidad utilizan la

combustidn de un combustible por lo tanto tienen como limitacién la temperatura de la llama,
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mientras que la de plasma puede proporcionar temperaturas mucho mas elevadas permitiendo
fundir materiales de revestimiento con puntos de fusion mucho mas elevados. El titanio y las
aleaciones a base de titanio recubiertas con la técnica de pulverizacién térmica tienen mayor
biocompatibilidad, resistencia al desgaste y estabilidad térmica. Un material de recubrimiento
utilizado tanto en aplicaciones dentales como ortopédicas es la hidroxiapatita presentando
adhesidn a los tejidos éseos en poco tiempo [164-166]. Los silicatos de calcio también han sido
utilizados como recubrimiento presentando gran bioactivdad [167, 168]. En esta técnica un
factor crucial es la fuerza de adhesion entre el sustrato y el recubrimiento ya que de no quedar
bien adherido el recubrimiento se generan grietas y la posterior delaminacion [169]. Por lo
tanto, se suelen utilizar recubrimientos de adherencia, como el TiO;, entre el sustrato y el

recubrimiento para mejorar la adhesion.

Otra técnica fisica es el tratamiento con plasma de descarga luminiscente donde se expone al
titanio y a las aleaciones a base de titanio a una descarga luminiscente de baja presion (gas
parcialmente ionizado) en ultra vacio (< 107 Pa) aplicando una diferencia de potencial elevada
entre dos electrodos [170]. Los tratamientos con esta técnica se pueden clasificar en
modificacion superficial por plasma, deposicidon por plasma y polimerizacion por plasma [171,
172]. Durante el tratamiento, las superficies de titanio y aleaciones a base de titanio reciben el
impacto de iones y electrones, con el objetivo de limpiar y esterilizar sus superficies. Esta técnica
puede eliminar la capa nativa, los éxidos gruesos y las impurezas de la superficie del titanio y las
aleaciones a base de titanio empleando gas argén. La modificacién de la superficie por plasma
también aumenta la energia superficial y la humectabilidad de los biometales [173]. Las
composiciones superficiales del titanio y de las aleaciones a base de titanio cambian
significativamente en funcidn del plasma utilizado y el espesor final de la capa producida por
deposicién de plasma depende de los parametros de tratamiento de presidon de gas, tiempo y
densidad de corriente [170, 174]. La polimerizacidn por plasma es una técnica que permite una
mejor inmovilizacién de moléculas bioactivas, ya que los sustratos poliméricos han demostrado
tener un nimero considerable de grupos funcionales reactivos [175]. Ademds, estas técnicas de
plasma permiten, empleando oxigeno y nitrégeno, oxidar o nitrurar obteniendo capas de
espesores controlables variando los pardmetros de la técnica. Se ha demostrado que una capa
de oxido de titanio amorfo generada por plasma sobre Ti-6Al-4V mostré una mejora significativa
en el cultivo de células de osteosarcoma humano [176], o que la aleacidon de Ti-6Al-4V nitrurada

tiene mayor resistencia a la corrosién [177], entre otras aplicaciones.
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Técnicas Quimicas

En las técnicas quimicas las reacciones quimicas tienen lugar en la interfaz de los productos de
titanio y aleaciones a base de titanio y los medios impuestos (solucion o fase gaseosa). Estas

técnicas principalmente implican tratamientos quimicos y electroquimicos.

Los tratamientos quimicos incluyen el decapado, el tratamiento con alcalis, el tratamiento de
pasivacion y el tratamiento con perdxido de hidrégeno. El decapado se realiza para eliminar los
oxidos/contaminacion de la superficie, empleando soluciones acidas como acido fluorhidrico,
acido sulfurico, acido clorhidrico y mezclas de los mismos [178-183]. Las topografias de las
superficies tratadas con acido dependen de los pardmetros como la temperatura, la
concentracién de la solucidn acida, el tiempo de tratamiento y la agitacién. Tras el tratamiento
acido, pueden formarse capas de dxido significativamente finas en las superficies del titanio y
las aleaciones a base de titanio, asi como topografias superficiales especificas asociadas a la
modificacion de la composicion quimica. Estos tratamientos pueden mejorar las propiedades de
los implantes, se observé que el CP-Ti tratado con acido fluorhidrico presenta mayor rugosidad
y mejora la adhesidn de células precursoras osteobldsticas embrionarias de ratén [178]. A pesar
de que este tratamiento mejora las propiedades, se lo suele utilizar en combinacién con otros

[184, 185].

El tratamiento alcalino consiste en sumergir al titanio y las aleaciones a base de titanio en
soluciones de hidréxido de sodio o hidréoxido de potasio concentradas durante varias horas para
producir capas modificadas en la superficie compuestas de gel de titanato de sodio o potasio
[186, 187]. Luego del tratamiento alcalino se suele realizar un tratamiento térmico y finalmente
formarse una superficie porosa y bioactiva. Como resultado, se modifican las composiciones
qguimicas y las topografias superficiales lo que da lugar a una capa superficial porosa formada
por fases de rutilo y anatasa [188]. Se ha informado que el CP-Ti con tratamiento alcalino y
térmico se puede adherir directamente al hueso a diferencia del CP-Ti con tratamiento alcalino
solo. Esta bioactividad del CP-Ti y las aleaciones a base de titanio con tratamiento alcalino y

térmico se atribuye a la formacidn de capas de apatita similares a las del hueso [189, 190].

El tratamiento de pasivacion se utiliza para obtener capas de éxido pasivas uniformes en las
superficies de titanio y aleaciones a base de titanio. Estas capas pueden mejorar la resistencia a
la corrosién disminuyendo la liberacidon de iones metdlicos. El tratamiento de pasivacion se
puede realizar por inmersién en soluciones acidas oxidantes, como acido nitrico o acido fosférico

[191, 192] o por oxidacidn térmica, calentado en una atmdsfera que contenga oxigeno [193]. El
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tratamiento de pasivacion puede producir finas capas de éxido que consisten principalmente en

TiO; y trazas de otros dxidos [194, 191].

El tratamiento con perdxido de hidrégeno se utiliza para la disolucién quimica y la oxidacién de
las superficies de implantes, asi como el pretratamiento para la formacion de apatita [192-194].
Las caracteristicas de la superficie tratada con perdéxido de hidrégeno dependen de la
concentracién del oxidante y del tiempo de tratamiento [195-198]. La capa superficial de titanio

puede transformarse de amorfa a cristalina mediante tratamiento térmico.

En los tratamientos electroquimicos se emplea al titanio y/o aleacion a base de titanio como
uno de los electrodos y se llevan a cabo reacciones electroquimicas en la superficie. Estas
reacciones estan controladas por el electrolito utilizado y los pardmetros de procesamiento
como el potencial aplicado, la corriente y la temperatura. Los tratamientos electroquimicos

incluyen el electropulido, la oxidacién anddica y la electrodeposicion.

El electropulido es una técnica utilizada para obtener un acabado superficial especifico [199,
200]. Al aplicar energia eléctrica, se produce una disolucién electroquimica controlable en la
superficie del dnodo (titanio o aleaciones a base de titanio) en las condiciones dadas de
electrolito, potencial, corriente y temperatura. Las partes sobresalientes del titanio tienen una
corriente de electropulido mayor por lo que su velocidad de disolucién serd mas rapida, y de
esta manera se logra obtener una superficie homogénea y lisa. Para el titanio y las aleaciones a
base de titanio, el electrolito suele consistir en una mezcla de acido y alcohol, como acido
perclérico/ butanol/metanol [201]. Con esta técnica se obtiene una terminacion cristalina bajo
la capa de éxido y la rugosidad de la superficie llega a ser muy pequenia. El electropulido puede

producir un inicio reproducible y bien definido para otros tratamientos superficiales posteriores.

La oxidacion anddica es una técnica que permite generar diferentes capas de Oxido
(principalmente TiO3) sobre materiales metalicos, empleando al metal como anodo [202]. En
comparacioén con la pasivacion, las reacciones de oxidacidn anddica son impulsadas por un
campo eléctrico que promueve la difusién de iones, dando lugar a la formacién de una capa de
oxido en la superficie [203-205]. Para el titanio y las aleaciones a base de titanio, se han utilizado
varios electrolitos, como acido sulfurico, acido fosférico, acido acético, acido cromico, acido
fluorhidrico entre otros. Las estructuras y propiedades de los Oxidos anddicos pueden
controlarse alterando los parametros de procesamiento, incluyendo el potencial, la corriente, el
electrolito y la temperatura [206, 207]. El espesor final de la capa de dxido es aproximadamente
proporcional al potencial aplicado y su morfologia depende de su espesor (normalmente el

aumento de la rugosidad se asocia al aumento del espesor) y de las topografias de los sustratos
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subyacentes [208]. El titanio y las aleaciones a base de titanio tratados por oxidacién anddica
muestran muchas propiedades mejoradas, tanto en lo que respecta a las composiciones como
a las microestructuras. Gracias a la compacidad y rigidez de las capas de 6xido, el titanio y las
aleaciones a base de titanio presentan mayor dureza, mayores propiedades mecdanicas, mayor
resistencia a la corrosidn e incluso mejor biocompatibilidad [208-212]. Ademas, se pueden
incorporar iones de calcio y fésforo a las capas de éxido con una solucién electrolitica que
contenga compuestos de calcio y fésforo disueltos [207, 213] o sintetizar nanotubos de TiO; en
la superficie utilizando una solucién electrolitica que contenga iones fluoruros [214]. Por otro
lado, debido a su mejor adhesion y unién, las capas de éxido también se utilizan como
recubrimiento base para la posterior galvanoplastia u otras técnicas de recubrimiento [215,
216]. Otra caracteristica sorprendente es que los colores de las capas de 6xido varian

controlando su espesor, ya que la luz puede interferir en las peliculas [217, 218].

La electrodeposicién es una técnica que permite sintetizar recubrimientos sobre titanio y
aleaciones a base de titanio, utilizando una fuente de energia eléctrica y al titanio como uno de
los electrodos. La electrodeposicion sintetiza los revestimientos a partir de una solucidén acuosa,
una solucién no acuosa o incluso una sal fundida bajo el efecto de un campo eléctrico y una serie
de reacciones electroquimicas, lo que puede referirse a una amplia gama de procesos que
incluyen la electrodeposicién catddica, la electrodeposicion anddica, el recubrimiento
electrolitico, etc. Con esta técnica se pueden generar peliculas metalicas simples sobre titanio y
aleaciones a base de titanio con el objetivo de mejorar su dureza, resistencia al desgaste o

resistencia a la oxidacion [219-221].

1.4. Sistemas automatizados en el analisis y disefno de biomateriales

metalicos

Los sistemas automatizados proporcionan mejoras en el desarrollo de los procesos analiticos,
originando un aumento significativo en la frecuencia, precisién, reproducibilidad y exactitud de
estos procesos. Estos sistemas permiten la manipulacién de sustancias inestables, todxicas,
corrosivas, explosivas y hasta radioactivas, ademas de posibilitar un monitoreo continuo en
cualquier proceso, reduciendo los costos para grandes voliumenes de analisis y control de los
equipamientos con una minima intervencion de los operadores. Estos sistemas son controlados
mediante un microcontrolador y por ende todos los pasos del proceso se llevan a cabo de

manera completamente automatizada [222-226].
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La implementacién de sistemas automatizados en el andlisis y disefio de biomateriales
metalicos, como titanio o aleaciones a base de titanio, presentan diversas ventajas que mejoran
la eficiencia y la precisidn en los procesos de investigacidon de laboratorio que de otra manera
suelen ser complicados, demandar mucho tiempo, requerir numerosas mediciones y presentar
una baja repetibilidad. Estos sistemas pueden ser especialmente beneficiosos al aplicar técnicas
de modificacién superficial a estos biomateriales metdlicos, facilitando la automatizacion de
pasos clave en los procesos. Por ejemplo, en la preparacién de muestras, un sistema
automatizado puede dosificar con precision los reactivos necesarios, garantizando una
reproducibilidad y consistencia en cada experimento. Ademads, en técnicas de modificacion
superficial, como recubrimientos o tratamientos térmicos, la automatizacién permite un control
mas preciso de las condiciones, optimizando la uniformidad y la calidad del resultado final. La
capacidad de monitorear y ajustar parametros en tiempo real también contribuye a la mejora
de la reproducibilidad experimental. En resumen, la aplicacién de sistemas automatizados en el
anadlisis y disefio biomateriales metalicos no solo agiliza los procesos, sino que también
promueve una mayor fiabilidad y exactitud en la investigacién, permitiendo avances

significativos en el desarrollo de biomateriales metalicos.

Algunas aplicaciones que se pueden mencionar son el desarrollo de un método automatizado
para analizar la forma y el tamafio de los hoyuelos de desgarro ductil formados durante la
fractura estatica y por impacto de las aleaciones de titanio VT23 y VT23M, basandose en el
analisis de la topologia de la imagen [227]; un nuevo método automatizado para segmentar
imagenes microestructurales de una aleacién Ti-6Al-4V en sus granos constituyentes y producir
mediciones [228]; un sistema de inspeccidon automatizado para el estudio de las propiedades de
una aleacién de titanio, y en particular de sus microestructuras, con el fin de clasificar las partes
del material inspeccionado en diferentes fases mecanico-fisicas [229], un novedoso proceso de
grabado autoterminante para aleaciones de Ti-6Al-4V abordando los desafios en la manufactura
aditiva, permite eliminar las estructuras de soporte y polvo atrapado, mejorando el acabado

superficial de las caracteristicas exteriores e interiores [230].

1.5. Consideraciones finales

Los siguientes capitulos estudiaran una serie de pardmetros que son condicionantes con el éxito
de los implantes de Ti-6Al-4V, incluyendo modificaciones superficiales y detecciones de residuos
liberados. En el Capitulo 3 se estudiara y caracterizara una aleacién de Ti-6Al-4V con una
modificaciéon superficial de oxidacién anddica. En el Capitulo 4 se estudiaran las mejoras en las

propiedades que presenta la aleacion de Ti-6Al-4V modificada superficialmente, en un primer
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lugar, con la técnica de oxidacion anddica y, en un segundo lugar, recubierta con nanoparticulas
de plata de morfologia de prisma. Luego, en el Capitulo 5 se detallara el desarrollo de un sistema
automatizado para llevar a cabo el proceso de oxidacién anddica controlando los principales
pardmetros que influyen en las caracteristicas finales del recubrimiento generado vy
monitoreando al proceso en tiempo real. Por ultimo, en el Capitulo 6 se describira el desarrollo
de un método simple, de facil aplicacién y econémico para determinar residuos de aluminio y

vanadio liberados de la aleacién de Ti-6Al-4V en medios bioldgicos simulados.
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Capitulo 2: Objetivos

2.1. Objetivo general

La presente propuesta se enfoca en el desarrollo y caracterizacion de nuevas modificaciones
superficiales en la aleacidn Ti-6Al-4V basdndose en recubrimientos nanoestructurados de TiO;
que le proporcionen mejoras y le otorguen nuevas propiedades, con el fin de perfeccionar su
rendimiento multifuncional. Se pretende optimizar la superficie de la aleacién a fin de mejorar
su interaccion con el tejido huésped y al mismo tiempo reducir la liberacion de residuos

potencialmente toxicos generados debido a su desgaste natural.

2.2. Objetivos especificos

Desarrollar y caracterizar un recubrimiento nanoporoso bioinspirado de TiO; especificamente
para la aleacién Ti-6Al-4V. Este recubrimiento esta disefiado para exhibir propiedades dpticas
en la region del infrarrojo cercano. Su capacidad para generar sistemas fotodindmicos lo hace
particularmente adecuado para su aplicacion en implantes ortopédicos, ofreciendo nuevas

posibilidades en términos de funcionalidad y compatibilidad biomédica.

Disefar un recubrimiento para la aleacién Ti-6Al-4V, teniendo en cuenta las propiedades del
titanio y del dxido de titanio nanoporoso bioinspirado. Enriquecer el recubrimiento mediante la
inclusion de nanoparticulas metdlicas con morfologias especificas, mejorando las propiedades

del recubrimiento y otorgdndole nuevas.

Disefar e implementar un sistema automatizado que permita de controlar de manera precisa
los principales parametros durante el proceso de anodizado electroquimico de la aleacién Ti-
6Al-4V. Este sistema debe controlar el estado inicial de la aleacidn (prepulido mecanico) y
garantizar la obtenciéon reproducible de recubrimientos nanoporosos especificos de TiO,. Su
implementacion facilita la produccion eficiente y consistente de estos recubrimientos, lo que es

fundamental para aplicaciones industriales y de investigacién.

Desarrollar una metodologia innovadora que sea simple, efectiva, econédmicamente viable y que
no requiera pretratamiento para la cuantificacion simultanea de aluminio y vanadio liberados
de la aleacién Ti-6Al-4V en medios bioldgicos simulados. Esta metodologia es crucial para

evaluar la biocompatibilidad y seguridad de la aleacién en aplicaciones biomédicas.
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3.1. Introduccion

El titanio y las aleaciones a base de titanio, como se ha destacado en el Capitulo 1, son
actualmente los biomateriales mas utilizados en aplicaciones ortopédicas como sustitutos dseos
debido a su excelente biocompatibilidad y propiedades mecanicas. Ademds, como también se
ha mencionado el titanio, especificamente el TiO,, posee excelentes propiedades fotocataliticas
gue le otorga gran cantidad de aplicaciones y lo hacen adecuado para terapias fotodinamicas y
fototérmicas. Sin embargo, su desventaja es que el efecto fotocatalitico global esta limitado por
la radiacidn ultravioleta (UV) (275 - 390 nm) que induce efectos secundarios en los tejidos sanos
y una penetracion superficial. Por otro lado, la radiacién infrarroja cercana (NIR) (700 -1300 nm)
presenta una mayor profundidad de penetraciéon en los tejidos debido a su minima refraccion y
atenuacion por biomoléculas endégenas y cromdforos, y no induce efectos secundarios en los
tejidos sanos. Por lo tanto, su uso como fuente de radiacién en fototerapias ha atraido una
atencion significativa entre la comunidad médica [1-3]. Hasta la fecha, existe una gran cantidad
de articulos y revisiones publicados que han resumido principalmente los desarrollos de
materiales sensibles a la radiacion NIR y sus potenciales habilidades clinicas [3, 4]. En lo que
respecta a las enfermedades dseas, estudios actualizados han revelado que las fototerapias
asistidas por radiacion NIR pueden aportar soluciones mas precisas y menos invasivas para los
tumores 0seos, pero también para las infecciones de implantes, las inflamaciones
osteocondrales e incluso para inducir la regeneracién tisular [5-7]. Por lo tanto, se han propuesto
muchos estudios para ampliar la respuesta dptica de los biomateriales de titanio en la region
ultravioleta-visible (UV-VIS) y NIR dopdndolos con elementos metalicos [8], no metalicos [9] y
de tierras raras [10], o mediante la induccion de una configuracidn estructurada periédicamente
[11, 12]. Dotar a los implantes ortopédicos de titanio de propiedades dpticas activadas por NIR
seria un valor afiadido a las caracteristicas ya positivas que posee este material para su uso en

implantes.

3.2. Objetivo

En este capitulo se presenta una modificacion superficial de la aleacidn Ti-6Al-4V que le confiere
propiedades dpticas NIR tras el desarrollo de un recubrimiento nanoporoso bioinspirado de TiO,
y de esta manera se posibilite el desarrollo de nuevos disefios fotodindmicos que puedan ser

utilizados como implantes ortopédicos funcionales.
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3.3. Experimental

3.3.1. Reactivos y materiales

Para la modificacién superficial se emplearon ldminas de Ti-6Al-4V (1000 um de espesor Ti
89,754 %; Al 6,01 %; V 4,06 %; C 0,01 %; N <0,01 %; O 0,08 %; Fe 0,04 %; H 0,00 6%, Otros <0,04
%) compradas a Roberto Cordes SA, acido fluorhidrico (HF, 48 % m/v, Sigma - Aldrich), acido
ortofosférico (HsPO,4, 85 %, Merck), acetona (AC, 99 %, Sigma - Aldrich) y etanol (EtOH, 96 %,

Carl Roth). Todos los experimentos se realizaron empleando agua Milli-Q (MQ, 18,3 MQ cm™).

3.3.2. Anodizado de las laminas de Ti-6Al-4V

Las laminas de Ti-6Al-4V se cortaron en discos de 10 mm de didmetro y 1 mm de espesor que
luego fueron esmerilados con papel abrasivo SiC grado P180, P240, P400, P600, P800, P1000,
P1500, P2000 y pulidos mecanicamente con pasta de diamante de 3 um (grano 8000, Leader
Products). Posteriormente, los discos se desengrasaron mediante sonicacion en AC, EtOH y agua
MQ durante 20 min, en secuencia. Los recubrimientos de TiO, anddico se obtuvieron
electroquimicamente usando una celda de polipropileno termostatizada que contenia una
solucion de HsPO4 1M y 0,3 % m/v de HF como electrolito soporte, una barra de grafito como
catodo y discos Ti-6Al-4V pulidos como anodo; la distancia de separacidén constante se mantuvo
en 10 mm. A continuacion, el sistema se conectd a una fuente de alimentacion de corriente
continua de precision y se realizé el anodizado de los discos aplicando 5, 7 y 10 V bajo agitacion
magnética a 25 ° C durante 90 min. Se enjuagaron los discos de Ti-6Al-4V anodizado (a-Ti-6Al-
4V) con agua MQ y se secaron en una corriente de nitréogeno. Finalmente, los discos se
sometieron a tratamiento térmico, segun fue necesario, durante 1 h, en atmdsfera de aire, en

un horno de calcinacion.

3.3.3. Caracterizacion microestructural

Se tomaron imagenes superficiales de los discos a-Ti-6Al-4V empleando un microscopio digital
Andonstar, modelo Al y se procesaron con Matlab® 2010a (Mathworks Inc.) mediante la
aplicacion de la interfaz gratuita “Imagens gui”. Para todas las imagenes, se definieron tres
regiones de interés (ROI) y luego se utilizaron para construir histogramas de frecuencia de
niveles de color estandar. En la Figura 3.1 se presenta a modo de ejemplo un disco de a-Ti-6Al-

4V con sus respectivas ROI.
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Figura 3.1. Disco de a-Ti-6Al-4V con los ROI.

Para la caracterizacion morfolégica, se utilizé un microscopio electrénico de barrido por emision
de campo de alta resolucion (HR-SEM) ZEISS ULTRA PLUS, acoplado a un espectrofotémetro de
dispersidon de energia de rayos X (EDX) que permite el microanalisis quimico elemental. Las
imagenes se adquirieron con detectores de electrones secundarios operados a un voltaje de
aceleracién de 3,00 kV y a una distancia de trabajo de resolucion de 2,1 nm. La compensacion
local de la carga se logré inyectando nitréogeno gaseoso. Los diametros medios de los nanoporos,
la relacion de aspecto, el grosor de la pared, las distancias entre los orificios, el diametro de
Feret (DF), el angulo de Feret (Fang), la redondez (R), la circularidad (C) y los graficos de
superficie 3D se adquirieron mediante procesamiento digitalizado de imagenes utilizando el

programa gratuito Image J [13].

El andlisis topografico se realizd a temperatura ambiente (TA, 23 + 1 °C) utilizando un
microscopio de fuerza atémica (AFM, Innova, Bruker) operado en el modo de toque utilizando
puntas de silicio sin recubrimiento con una longitud de voladizo de 125 um, constante de resorte
de 40 N m? y frecuencia resonante de 60-90 kHz. Todas las imédgenes se tomaron con una
resolucidn de 1024x1024 pixeles con un tamafio de escaneo de 1x1; 2x2; 3x3; 5x5; 50x50 y
100x100 um. Para mejorar la calidad de la imagen, las micrografias se filtraron realizando una

transformada de Fourier discreta para eliminar el ruido de alta y baja frecuencia.

El andlisis cristalino de los recubrimientos a-Ti-6Al-4V antes y después del tratamiento térmico
a 500 °Cy 800 °C se realizé mediante la técnica de difraccién de rayos X de incidencia rasante
(GIXRD) mediante un difractdmetro PANalytical Empyrean 3 equipado con un tubo de rayos X
de ceramica (Cu Long Fine Focus) configurado a 45 kV y 40 mA, y un detector PIXcel3D. El
difractémetro estaba equipado con un espejo de enfoque de rayos X que aumenta la intensidad
del haz incidente, elimina el Cu KB y produce un haz incidente con una altura de 0,7 mm con

respecto a la posicidn de los discos. La divergencia axial del haz incidente se controld con una
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ranura soller de 0,02° y el ancho axial con una mascara de 10 mm. El haz difractado se controld
con un colimador de placa paralela de 0,18°. Las mediciones a temperatura ambiente se
realizaron utilizando una plataforma Euleriana de tres ejes y se registraron para valores de w en
el rango de 0,5 < w £ 5°. Las mediciones de GIXRD al cambiar la temperatura, 25 °C< T < 600 °C,
se llevaron a cabo utilizando una cdmara de horno de alta temperatura Anton Paar HTK 1200 N.
Los discos se colocaron en un soporte de alimina y se calenté en rampas a 300, 400, 500 y 600
°C a una velocidad de calentamiento de 10 °C min. Antes de las mediciones, la temperatura de
la cdmara del horno se mantuvo constante durante 1 h. En ambos casos, los discos se montaron
horizontalmente y antes de las mediciones se alinearon la posicion de la muestra (z) y el angulo
omega (w). Posteriormente, se registraron escaneos de 26 en el rango angular de 20° <26 <70°
manteniendo w constante en 2°, con un tamafio de paso de 0,013° y un tiempo de conteo de 1
s. Se utilizaron las tarjetas del Joint Committee on Powder Diffraction Standards n° 44-1294 (o.-

Ti), 75-1752 (TiO,, rutilo) y 21-1272 (TiO,, anatasa) como referencias.

3.3.4. Medidas opticas

Las medidas de reflectancia difusiva se realizaron utilizando un espectrofotometro Thermo
Scientific, modelo Nicolet® IS50 FT-IR, en modo reflectancia y absorbancia con un rango
espectral entre 16000 y 4000 cm™ (625-2500 nm), con reflectores de infrarrojo cercano
(CaF,/KBr) y detectores (InGaAs/KBr-DLaTGS). Los espectros se registraron en diferentes dngulos
de incidencia de radiacién sobre los discos (30, 45, 60 y 90°) y utilizando el software integrado,
a una resolucion espectral de 4 cm™ e integrando 32 escaneos. Todas las mediciones se llevaron
acabo a TA empleando un soporte home-made de acido polilactico (PLA, filamento de impresidn
3D) para cada angulo de radiacién de incidencia, impreso en Adonis 3D, modelo Hellbot, y
utilizando un disco de teflén como blanco. El andlisis de espectroscopia de fluorescencia
molecular se realizd utilizando un espectrofluorimetro Shimadzu RF-6000, en modo de
fluorescencia 3D con un rango espectral entre 200 y 900 nm para las longitudes de onda de
excitacion y emision. Los espectros se registraron utilizando el software integrado, a 5 nm de
resolucion espectral y una velocidad de barrido de 12000 nm min™. Para las mediciones se
disefaron e imprimieron celdas en PLA, lo que permitié colocar los discos en angulos de 30, 45
y 60° con respecto a la radiacidn incidente, reflejandola hacia el detector. Todas las mediciones

se llevaron a cabo a TA.

Se registraron imagenes visibles variando el angulo de incidencia de la radiacién (30, 45, 60 y

90°). Para la obtencién de las imagenes se disefid e imprimid un soporte en PLA para cada angulo
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(Figura 3.2a). Los discos se colocaron en la parte inferior del soporte (S), el microscopio digital
Andonstar (MD) se ubicé en la parte superiory, un LED blanco frio se colocé en la abertura lateral
del soporte [14]. A continuacidn, las imagenes obtenidas se procesaron como se describe en la
Seccién 3.2.3. Las imagenes infrarrojas de los discos a-Ti-6Al-4V se adquirieron con una cdmara
digital Canon, modelo Powershot ELPH 190IS (Cl); las imagenes se capturaron habiendo
removido previamente el filtro infrarrojo de la cdmara. Se monté un sistema home-made (S)
(Figura 3.2b) que permitio eliminar la perturbacion de la luz externa. Se utilizé un LED infrarrojo
emisor, IR383, A=940 nm, controlando el flujo radiante espectral, [15] ®;= 2,4-450 W nm?,
mediante el empleo de una fuente regulable Uni-T, modelo UTP3313TFL a TA. Las imagenes se
compararon en términos de irradiancia espectral (E;), la cual represente el flujo en radianes
emitido a una longitud de onda especifica y que alcanza un punto por el area diferencial que lo

rodea [15]. El 4rea total del disco metélico, 78,5 mm?, se considerd para el calculo de Egao.

a b

Figura 3.2. (a) Soporte para la captura de imdgenes visibles. MD: microscopio digital; S: soporte. (b) soporte para la
captura de imdgenes infrarrojas. Cl: cadmara infrarroja; S: soporte.

3.3.5. Medidas de angulo de contacto estatico y dinamico

El angulo de contacto estatico y dindmico entre la superficie de los discos y una gota de agua se
midié utilizando un sistema que fue adaptado en el laboratorio (Figura 3.3) a TA. La
configuracién utilizada incluye un portamuestras (PM), impreso en 3D, en el que los discos se
colocaron a la misma altura que el microscopio digital (MD). Ademas, en la parte superior del
portamuestras se conectd un tubo de Tygon de 1,02 mm de didmetro para formar la gota. El
otro extremo del tubo se conectd a una jeringa que estaba ubicada en una bomba de jeringa,
Thermometric 612 Syringe Pump 2, (BJ) para asegurar la reproducibilidad de las gotas en todas

las medidas. Se depositd un volumen de gota maximo de 230 pl sobre el disco para adquirir la
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imagen mediante el microscopio digital (microscopio digital Andonstar) antes de los analisis del
angulo de contacto estatico. Las mediciones dinamicas se realizaron mediante el método de
avance y retroceso [16] empleando la bomba de jeringa, para esto se formé una gota de agua
de 230 pL y se reabsorbié inmediatamente a una velocidad de 10 uL s durante 4 ciclos, y se
grabd un video con el microscopio digital. Estos videos fueron procesados usando el programa
Free Video to JPG Converter obteniendo un cuadro (imagen) por segundo. Todas las imagenes
se procesaron con el software Imagel [13] y las mediciones de angulos de contacto (AC) se

realizaron con una precision de * 1 utilizando el médulo disponible Drop Snake y LB-ADSA [17].

Figura 3.3. Sistema para obtener las imdgenes de las interfaces liquido/solido/gas. (a) Soporte para los discos y

microscopio y (b) soporte para los discos, microscopio y bomba de jeringa.

3.4. Resultados y discusion

3.4.1. Recubrimiento de nanoestructura

La capa de 6xido, el espaciado, el espesor y las subcapas de éxido formadas térmicamente de
nanotubos (NTs) de TiO, electrodepositados son una consecuencia directa del voltaje aplicado,
la composicidn del electrolito, la temperatura y el tiempo de anodizacién [12]. En funcién de
ellos, se puede establecer la utilidad y activacion de los materiales constituyentes de las matrices
electrodepositadas para lograr la caracteristica deseada. Con base en estos argumentos y
teniendo en cuenta que la intencidn era obtener una organizacidn que conservara la distribucién
regular de poros en los recubrimientos anodizados de TiO2, pero sin la formacién de NTs, de
modo de mejorar la adherencia celular, controlar el espesor del recubrimiento y aumentar la
estabilidad del mismo, se ha reducido el potencial aplicado a 5 V para disminuir el espesor de la
capa de oxido y de la pared de nanotubos. El tiempo de anodizado se mantuvo durante de 90
min para lograr una estructura ordenada [12] y la temperatura se fijé en 25 * 2 °C, para conseguir

una formacién de éxido retardada y para ralentizar la velocidad de disolucidn. La distancia entre
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los nanotubos puede ampliarse con un aumento de la concentracidn de electrolito, por lo tanto,
para disminuir dicho parametro, se ha utilizado un electrolito mixto que consiste en HsPO, 1 M
y HF 0,3% m/v como fuente de iones fluoruros (F) [12]. De acuerdo con Tesler et al. y Gravina et
al. [12, 18] el uso de las condiciones de trabajo anteriores no dio como resultado una disposicion

de nanotubos, sino que se obtuvo un recubrimiento de dxido de titanio nanoporoso (Figura 3.4).

Figura 3.4. (a) Microfotografia HR-SEM de superficie de TiO, anodizado. (b) Microfotografias HR-SEM de aumento de
la superficie de TiO; anodizado. (e) Corte transversal de la superficie anodizada de TiO; (i) seccion transversal de la
capa de oxido y (ii) fondo de la superficie. (d) Grdfico de superficie 3D coloreado invertida construida a partir de una
microfotografia HR-SEM. (e) Grdfico de superficie en 3D de la superficie de TiO, anodizado que muestra la matriz de
empaquetamiento hexagonal de nanoporos. (f) Pardmetros estructurales medidos a partir de microfotografias HR-

SEM.

Si bien la obtencidn de un recubrimiento NTs no es el objetivo de este capitulo, se confirmé que
después de mantener todos los demds factores constantes la presencia de NTs estaba muy
restringida a la aplicacion de un potencial de trabajo superior a 7 V. La forma y homogeneidad
de los NTs aumentaron, como se esperaba, en funcidon de dicho parametro, lo que se puede

apreciar en las imagenes HR-SEM de la Figura 3.5a y b.

200 nm & 200 nm

Figura 3.5. (a) Microfotografia HR-SEM de un disco de Ti-6Al-4V anodizado a 7V. (b) Microfotografia de un disco de
Ti-6Al-4V anodizado a 10V.
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Segun Shah, UH et al. [19], el mecanismo de formacidn de los NTs de TiO, a potenciales por

debajo de 8 V procede a lo largo de las siguientes ecuaciones:

Ti>Ti*+2e (3.1)
TiZ* > Ti* + 2e (3.2)
Ti* + 4H,0 - Ti(OH)4 + 4H* (3.3)
Ti(OH)s > TiO?* + O, + 4H* + 6e~ (3.4)
TiO2* + 2F - TiO2:2Fags (3.5)
TiO, + 6F + 4H* > [TiFe]* + 2H,0 (3.6)

El crecimiento de los NTs esta sujeto a una competencia entre los procesos de oxidacién asistida
en la interfaz metal/6xido (Ec. 3.1-3.4) y la disolucién de la capa de 6xido debido a iones
fluoruros en la interfaz 6xido/electrolito (Ec. 3.5-3.6). A la aplicacion de =~ 4 V de potencial de
trabajo, se produce la migracién de especies F hacia los sitios activos de TiO,* y la formacion
de [TiFs)>” soluble; en tales condiciones, las estructuras revelaron la formacion de poros
localizados. En vista del mecanismo propuesto por los autores, [19] en el potencial de
anodizacion de trabajo utilizado, 5 V, existe un balance entre la migracion de especies F' y la
formacion de [TiFs]*™ en la superficie. Este balance estaria favoreciendo la formacién de una
estructura porosa pero no el crecimiento de NTs. A potencial de trabajo superiora 6 V, el mismo
mecanismo propone que existe un aumento de la actividad idnica dentro de la estructura
nanoporosa que concuerda con el inicio del crecimiento de los NTs y con los resultados
observados luego de la aplicacion de un potencial activo de 7 V. El microanalisis elemental de la
superficie de anodizacién de 5 V, demostré una cantidad detectable de fluor (correspondiente
a la especie [TiFe)?") en lugar de oxigeno (TiO,?*). Por otro lado, como se observa en la Tabla 3.1,
la sefial de F va disminuyendo a medida que se aumenta el potencial aplicado (5, 7 y 10 V),

observandose que a 10 V la sefial ya no es detectable y validando la hipdtesis planteada.

Tabla 3.1. Porcentajes de cada elemento en la superficie de anodizacion a 5, 7 y 10 V mediante el microandlisis
elemental.

Elemento Porcentaje en peso Porcentaje atémico
5V
Fluor 5,62 12,66
Aluminio 4,65 7,37
Silicio 0,08 0,12
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Titanio 86,23 76,98
Vanadio 3,41 2,87
7V
Oxigeno 10,61 25,12
Fluor 3,56 7,11
Silicio 0,02 0,03
Titanio 85,04 67,28
Vanadio 0,03 0,02
10V
Silicio 0,05 0,08
Titanio 98,99 99,18
Vanadio 0,07 0,07
Cobre 0,89 0,67

Se evalud la uniformidad de la superficie nanoporosa de a-Ti-6Al-4V empleado imagenes de
microscopio digital y luego se confirmdé mediante el andlisis de imdgenes microscdpicas
electrénicas de barrido de alta resolucién (HR-SEM) (Figuras 3.4b-3.4d). La imagen del disco a-
Ti-6Al-4V (Figura 3.1) fue procesada, seleccionando tres regiones de interés a partir de las cuales
se construyeron histogramas de frecuencia de los niveles de color estandar utilizando el
software Matlab® 2010a (Mathworks Inc.) con la interfaz "Imagens_gui" [20] (Figura 3.6). Los
histogramas de frecuencia de los niveles de color estandar de tres regiones de interés
seleccionadas presentaron casi la misma configuracién, lo que sugiere la ausencia

perturbaciones macroscdpicas observables.
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Figura 3.6. Histogramas de frecuencia de niveles de color estdndar de las tres regiones de interés informadas en la
Figura 3.1.

Analizando las microfotografias HR-SEM (Figuras 3.4b y c) tampoco se observan interrupciones
en la superficie a nanoescala. En consecuencia, se verificd un patrén de distribucién uniforme y
regular a lo largo de niveles macro y nanoescala, lo que demuestra la consistencia de las
condiciones de reaccion. La capa de 6xido presenta una nanoestructura porosa homogénea
(Figura 3.4b) que se dispone unidireccional y normal a la superficie metdlica con un espesor de
aproximadamente 133,6 = 20,3 nm, se observa que la estructura porosa se replica en varios
niveles, desde la parte superior hasta la inferior (Figura 3.4c). La forma y el tamarfio de la
estructura con nanoporos se interpretaron en términos de su diametro de Feret, dangulo de
Feret, redondez y circularidad. Se observaron desviaciones de la circularidad, lo que significa que
la forma de los poros se puede aproximar como una elipse con una relacion de aspecto de
didmetro menor/mayor de R = 0,8 + 0,1 con 31,1 + 12,8 nm en su didmetro mayor. Para un
anadlisis profundo de la superficie nanoestructurada y la organizacion de nanoporos, se
construyeron patrones de superficie 3D de colores invertidos a partir de imagenes HR-SEM

(Figura 3.4d). Los resultados mostraron que la disposicién replicaba las matrices de
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protuberancias cdnicas con casquete esférico de estructuras biolégicas presentes en algunas
alas de insectos, como cigarras [21, 22]. Precisamente, el recubrimiento con nanoporos muestra
una organizacion con una distancia de centro a centro de aproximadamente 35,5 + 2,2 nm
(Figuras 3.4f y g) imitando en su forma negativa las matrices verticales ordenadas hexagonales
que las cigarras (Psaltoda claripennis y Cicadetta oldfieldi) tienen en la superficie de sus alas [22,
23]. Las barreras entre poros de TiO; son de aproximadamente 7,2 £ 0,6 nmy de 22,0+ 1,2 nm
en su parte superior y en su didmetro basal respectivamente (Figura 3.4f) mientras que los poros
son de 28,5 + 2,1 su parte superior y 15,2 + 0,9 nm en su distancia basal, lo que da lugar a una
relacidn entre el espaciado y el didmetro basal de ~ 1,88, similar al reportado para las cigarras
[21]. En la Figura 3.7 se presenta el andlisis estadistico. Por lo tanto, la estructura de TiO,
electrodepositado en Ti-6Al-4V es comparable a la estructura negativa del ala de cigarra y
mantiene tanto la forma como la dimensionalidad en una estructura penetrable y de alta

densidad.
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Figura 3.7. Histogramas de frecuencia determinados tras la inspeccion de microfotografias HR-SEM de a-Ti-6Al-4V
anodizado a 5V de: (a) didmetro de Feret, (b) dngulo de Feret, (c) redondez, (d) circularidad, (e) distancia entre
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La topografia biomdrfica fue analizada por AFM confirmando diferencias no significativas entre
las regiones superficiales y una superficie uniforme con nanoporos (Figuras 3.8a y b). Ademas,
se utilizaron imagenes de AFM para determinar con precisién la altura promedio de los
nanoporos que resultan de un valor de Sz =20,0 £ 0,5 nm. Simultdneamente, se realizé el andlisis
de la textura de la superficie y los pardmetros de amplitud 3D fueron calculados [24], los
resultados se presentan en la Figura 3.8c. Se puede observar que a medida que el area
topografica de la superficie analizada se reduce de 1,06 x 10* hasta 1,08 um?, la profundidad del
valle mas profundo, Sv, la altura del pico mas alto, Sp y la altura mdxima, St, variaron de
micrometros a nandmetros, lo que muestra que hay una caracteristica de superficie de multiples
escalas. La rugosidad multiescala es una concepcidn habitual en superficies naturales, observada
alolargo de las alas de las cigarras [25] e incluso en la MEC [26, 27]. Esta rugosidad de multiples
escalas resulté en funciones precisas a través de una comunicacion bioquimica y biofisica
dinamica entre las células y el microambiente en evolucién [28, 29]. También se puede observar
una disminucién en los valores de la altura media de la superficie, Sa, y la altura cuadratica
media, Sq, después de una reduccién del drea topografica inspeccionada de 1,06 x 10* hasta
1,08 um? (Figura 3.8c). Los picos mads altos y los valles mds profundos promediados sobre la
superficie total estan dados por Sq vy, por lo tanto, siempre es mayor que el Sa equivalente
medido para la misma area. Sin embargo, la diferencia entre Sa y Sq es menor en la estructura
con nanoporos en comparacién con la superficie a una microescala; las diferencias son
aproximadamente un 11% en lugar de un 21%, lo que sustenta una superficie homogénea de
valles y picos a nanoescala. La simetria de la superficie se interpretd en términos de asimetria,
se obtuvo un valor de Ssk = - 0,14 después de la inspeccién de la superficie con nanoporos, lo
que indica que existe una distribucion casi simétrica de alturas de picos y valles con una pequenia
desviacidn hacia valles mas profundos. De manera consistente, el coeficiente de curtosis fue
siempre inferior a 3 con respecto a una curva de distribucién platicurtoica con pocos picos altos

y valles bajos [30].
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Figura 3.8. Imdgenes microscdpicas de fuerza atomica (AFM) de una estructura con nanopoross de a-Ti-6Al-4V (a) y
su réplica con colores invertidos (b). (c) Parémetros de amplitud 3D en funcion del drea de la superficie
inspeccionada (A). Sa: altura media aritmética, rugosidad superficial media; Sq: altura cuadrdtica media de la
superficie; Sv: profundo del valle mds profundo; Sp: altura del pico mds alto; St = Sv + Sp: altura mdxima entre el
valle mds profundo y el pico mds alto.

Ademas de los pardmetros topograficos, la microestructura cristalina es determinante para las
caracteristicas superficiales. La oxidacién de la aleacidn de titanio, como se ha mencionado, es
una reaccidn espontanea con valores muy negativos de la energia libre de Gibbs, de TAa 1227°C
los principales productos de oxidacién son TiO, [31]. Para realizar un analisis preciso de la
superficie, se utilizé una configuracion de difraccién de rayos X de incidencia rasante, el angulo
del hazincidente (w) se regulé de 0,1° a 5°y latemperatura se varié de TA a 600 °C, los resultados

se muestran en la Figura 3.9. A 25 °C, el disco de Ti-6Al-4V exhibe los picos caracteristicos de la
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fase a con algunos retenidos de fase [ [32] (Figura 3.9a). En condiciones similares, el disco
anodizado también exhibe los picos caracteristicos de la fase o, indicando, de acuerdo con los
datos de la literatura [12], que el recubrimiento de TiO, formado es amorfo (Figura 3.9b y c). Por
lo tanto, para obtener fases cristalinas en los recubrimientos electrodepositados, es necesario
aplicar un tratamiento térmico adecuado. El disco de Ti-6Al-4V y el disco de a-Ti-6Al-4V se
sometieron a un tratamiento térmico desde TA a 600 °C (Figuras 3.9a y b). A temperaturas
inferiores a 500 °C, la XRD de ambas muestras no muestra diferencias con respecto a la fase o
del disco de TI-6Al-4V. Los picos incipientes asignados al rutilo aparecen a 500 °C y contintan
aumentando en intensidad de 600 °C a 800 °C donde se logré la conversidon masiva a la fase de

rutilo (Figura 3.10a y b). En general, la fase amorfa de TiO; cristaliza como fase anatasaen T >

300 °C, y luego se transforma en rutilo a aproximadamente 610 °C [33].
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Figura 3.9. Oxidacion térmica de (a) disco de Ti-6Al-4V y (b) discos de a-Ti-6Al-4V; GIXRD medido a w= 2° constante.
GIXRD de (c) muestra como anodizada a 25 °Cy después de tratamiento térmico a (d) 500 °C medido a una distancia
de penetracion de superficie diferente, z (). Tarjetas JCPDS n ° 44-1294 (T, -Ti) y 75-1752 (R, rutilo) se utilizaron
como referencia.
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Figura 3.10. (a) DRX de un disco de a-Ti-6Al-4V con tratamiento térmico a 800°C. (b) Variacion de la intensidad
caracteristica (hkl) = (110) del rutilo con w a lo largo de las mediciones GIDRX de un disco de a-Ti-6Al-4V anodizado a
TA y después del tratamiento térmico a 500°C y 800°C. (c) Variacion del pico de intensidad caracteristico de a-Ti(hkl)
=(101) y TiO; rutilo (hkl) = (110) con w a lo largo de las mediciones GIDRX de un disco de Ti-6Al-4V con tratamiento
térmico a 500°C. Se utilizaron como referencia las tarjetas estandar (JCPDS) n° 44-1294 (a-Ti), 75-1752 (TiO,, rutilo)
y 21-1272 (TiO,, anatasa).

Como se observo en las Figuras 3.9ay b, la transformacion en rutilo se produjo a la temperatura
adecuada, sin embargo, no se detectaron picos de anatasa ni otras fases cristalinas de Ti.
Ademas, a 600°C, se obtienen picos de mayor intensidad de la fase de rutilo después de la
oxidacién térmica del disco de aleacion de Ti en comparacion con la contraparte recubierta de
superficie nanoporosa con una relacién Igé;f(‘;‘)l_w/l,‘é‘a%_)é‘“_‘w = 1,75 mostrando algun tipo
de proteccién a este proceso en la ultima muestra. Se realizd una evaluacidn profunda de la
oxidacion térmica a-Ti-6Al-4V mediante la regulacion de o de 0,1° a 5,0°; los resultados se
muestran en las Figuras 3.9c y d. En medidas de GIXRD, ® es un factor crucial ya que cambia la

profundidad de penetracién x (o) de los rayos x en el material. Esta profundidad de penetracion

depende formalmente tanto del angulo de incidencia ® y el angulo de salida wf ddénde
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oF = 20nk - ® Y 26h4 es el angulo asociado con la reflexién de Bragg (hkl) [34]. Dado que, para un
material inorganico, g > 10° la profundidad de penetracién x (o) puede, a efectos practicos,
considerarse independiente de o y se puede despreciar la absorcion correspondiente a lo largo
del camino de salida [34]. A ® < 0,4° la informacidn estructural contenida en el difractograma
proviene principalmente de la capa superficial, x (®) < 5 nm [35]. El andlisis de GIXRD del disco
anodizado a temperatura ambiente (Figura 3.9c) muestra, en cada ® analizado, los picos
caracteristicos de la fase o del titanio, ratificando que la capa superficial es amorfa. La muestra
sometida a tratamiento térmico a 500°C y trabajando a @ = 0,1° (Figura 3.9d) muestra los picos
distintivos de la forma alotrépica de TiO; rutilo, esta observacién se mantuvo hasta ® = 1° donde
X (®) = 50 nm, una vez mas no se observaron picos con respecto a la anatasa. A ® > 1°, los picos
de rutilo casi desaparecieron y la intensidad de los picos de la fase o del titanio aumentaron. Por
lo tanto, a medida se avanza desde la superficie hasta el interior, predomina la fase rutilo hasta
X (w) > 50 nm donde prevalecen los picos de la fase a del titanio (Figura 3.10c). Con base en los
datos publicados en la literatura, la aparicién de picos de rutilo se puede atribuir a la oxidacion
térmica del sustrato de metal Ti en la interfaz de Ti metalico/6xido y no a la superficie de
recubrimiento electrodepositada [12]. En el disco anodizado, la interfaz Ti metalico/dxido es de
aproximadamente 133,6 = 20,3 nm de la superficie que corresponde a ® =~ 4° donde el pico de
rutilo casi ha desaparecido (Figura 3.9d). Se demostré que, en las condiciones experimentales
propuestas, no se produjo la transformacién a anatasa, y que las fases de rutilo se restringen a
la superficie del recubrimiento anodizado y no a la interfase Ti metdlico/6xido, manteniendo la

superficie metdlica intacta frente a la oxidacion térmica hasta 800 °C.

3.4.2. Humectabilidad

Una humectabilidad precisa es un requisito previo para asegurar la respuesta bioldgica deseada
de un material implantable, por lo tanto, representa un punto esencial en la evaluacion de los
recubrimientos nanoporosos disefiados. En comparacion con el disco de Ti-6Al-4V pulido (Figura
3.11a) el disco anodizado a temperatura ambiente exhibe propiedades altamente hidrofébicas
con un angulo de contacto estatico con el agua 6 (AC) de aproximadamente 131° (Figura 3.11b).
Las superficies tratadas térmicamente, por el contrario, muestran comportamientos hidrofilicos
(Figuras 3.11c-e) con un marcado efecto asociado a la temperatura del tratamiento (Figura

3.11f) y al aumento de la fraccién de fase rutilo (Figura 3.9).
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Figura 3.11. Angulo de contacto de agua estdtico 8 (AC) medido para (a) Ti-6Al-4V sin recubrimiento, (b) superficie
anodizada a temperatura ambiente y superficies anodizadas sometidas a tratamiento térmico a (c) 500 ° C, (d) 600 °
Cy 800 ° C. (f) Dependencia de la temperatura de la superficie con tratamiento térmico con el dngulo de contacto
estdtico experimental del agua.

La humectacién de una superficie sélida estd determinada sinérgicamente por su naturaleza
quimica y sus caracteristicas topograficas que se conjugan para lograr un rendimiento
energético de superficie preciso [36, 37]. La microestructura en este trabajo mostré picos y
valles altos y bajos (Figura 3.8) por lo tanto, se aplicaron los dos modelos de gotas de
humectacién esencial en una superficie sdlida rugosa seguin el modelo de Young [38] para
superficies lisas. La teoria de Wenzel [39, 40] que describe que las gotas de agua se infiltraran
completamente en estructuras rugosas y presentaran un "efecto de fijacion" y, lo contrario,
segln la teoria de Cassie-Baxter [41], indicando un aumento de AC cuando hay microestructuras
en la superficie, porque el aire puede quedar atrapado en los huecos para formar una capa de
aire y sostener las gotas de agua. El AC de Wenzel (Ow) y de Cassie-Baxter (O¢) estan

representados por las siguientes ecuaciones [16]:
cos By, =1 X cos By (3.7)
cosf, = —1+ dg(cosby + 1) (3.8)

donde r y ®s en cada ecuacidn se definen como la relacion del area de la superficie estructurada
a la superficie plana correspondiente y la relacion del area de la superficie real al area de la
superficie proyectada respectivamente; 0y es el AC de una superficie lisa seguiin el modelo de
Young [38]. Teniendo en cuenta las dimensiones geométricas de las ranuras de la superficie, las

Ec. (3.7) y (3.8) se pueden reescribir de la siguiente manera [36]:
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a+b+4h/
cosfy = Tbﬁ cos Oy (3.9)
cosf. = —1+ (cos By + 1)a;:b (3.10)

donde, para este trabajo, “a” es el espesor de las barreras entre poros de TiO3, “b” y “c” son los
lados de ancho superior e inferior de los nanoporos respectivamente y “h” es la profundidad de
los nanoporos. Los datos geométricos de la superficie, determinados en la secciéon 3.1, y el AC
experimental medido para el Ti-6Al-4V pulido, considerado como 6y = 82,9 °, se utilizaron para
calcular los valores tedricos de Ow = 76,3° y Oc = 140,5° usando las Ec. (3.9) y (3.10). Los resultados
experimentales de AC muestran un Ogp= 131° para superficie anodizada y 56,9, 36,5 y 30,4°
después del tratamiento térmico de los discos anodizados a 500 °C, 600 °C y 800 °C
respectivamente (Figura 3.11). Por lo tanto, el estado de humectacion de la superficie como
anodizado en TA podria ser similar a la condicidon de Cassie-Baxter y las estructuras podrian
atrapar aire facilmente cuando las gotas de agua entran en contacto con los nanoporos. Sin
embargo, para la muestra en T > 500 °C, el valor experimental de AC es consistente con el
modelo de Wenzel. En la seccién anterior se demostrd que a 500 °C la superficie con nanoporos
es gquimicamente consistente con la fase alotrépica de rutilo TiO, y que la fraccidn de rutilo
aumenta mondtonamente con la temperatura del tratamiento (Figura 3.9). Existe informacion
contradictoria en la literatura sobre el efecto de cristalinidad sobre el comportamiento de
humectacién de las superficies de TiO,. Por ejemplo, Gravina et al. [18] informaron un aumento
de AC al pasar de estructuras amorfas a nanotubos de TiO, cristalizados en anatasa, mientras
que Shirolkar y colaboradores [42] mostraron una reduccién del AC de las capas delgadas de
TiO, anatasa pura y amorfa pulverizada con magnetréon. Teniendo en cuenta la naturaleza
heteropolar de la superficie de TiO, y el dipolo de la molécula de agua, esta claro que las fuerzas
electrostaticas de Van der Waals tendrian una contribucién significativa a la energia de
interaccion. Especificamente para las interacciones rutilo/agua y anatasa/agua, el calor de la
humectacién de la superficie del agua es de aproximadamente 550 mJ m2 [43] y 520 mJ m [44]
respectivamente, lo que explica el aumento del cardcter hidrofilo y la reduccién del AC junto con
la cristalizacion superficial. Ciertamente, se sabe que el TiO; es una de las sustancias mas polares,
y nuestra superficie amorfa con nanoporos, quimicamente hablando, tiene una naturaleza
hidrdéfila [18, 37]. De hecho, se ha determinado que las moléculas de agua mas cercanas a la
superficie del TiO, son quimiadsorbidas, donde los cationes de la superficie se convierten en
grupos -OH estables mediante la neutralizacién de su carga eléctrica. Dado que los grupos -OH
estan polarizados por la carga superficial, se comportan como sitios acidos de Brgnsted y atraen

multicapas fisiadsorbidas de aproximadamente 50-300 capas de agua [45]. La obtencién de
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superficies hidrofdbicas, como en este caso, incluso en presencia de compuestos quimicamente
hidrofilicos, resalta el efecto de un disefio propiamente nanotopografico mas que la
composicion quimica. El tratamiento térmico disminuyé el AC en mas de 70°, se supone que la
temperatura aumenta la distancia entre los nanoporos ofreciendo mas espacio para la

penetracion de liquidos segln el modelo de Wenzel.

Ademas, se analizé el comportamiento de humectacién en términos de angulo de contacto
dindmico medido en funcidn del tamafo de la gota de agua [16], los resultados se muestran en
la Figura 3.12. Avanzando (0,) y retrocediendo (6g) los dngulos de contacto se miden mediante
el método dindmico inyectando y extrayendo agua a una velocidad constante de una gota que
tiene un volumen inicial de casi 23 mm3. El sistema hidrofébico recubierto con nanoporos
muestra valores de histéresis (A8 = 6, — 6y) altos andlogos a su contraparte hidrofilica. En
consecuencia, se afirmé que el comportamiento de la gota en la superficie con nanoporos no se
puede modelar completamente de acuerdo con el régimen de Cassie-Baxter, con aire
completamente atrapado en las texturas de la superficie y la gota asentada en la interfaz
compuesta sélido-aire, porque esta situacion es tipificada por angulos de contacto altos, pero
valores de histéresis bajos (angulos descendentes) [46]. Por lo tanto, las mediciones sugieren la
ocurrencia de un llamado estado de impregnacidon de Cassie, descripto como un estado
intermedio entre los regimenes de Wenzel y Cassie-Baxter [47], con agua llenando la
microtextura pero no los nanoporos. Este hecho estd respaldado por los mapas topograficos
nano/microestructurados de AFM obtenidos y la rugosidad de la superficie a multiples escalas

previamente observada (Figura 3.9).
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Figura 3.12. Angulo de contacto dindmico del agua frente al volumen de gota de (a) Ti-6Al-4V sin recubrimiento, (b)
disco anodizado a temperatura ambiente, (c) disco con tratamiento térmico a 500 ° Cy (d) 800 ° C. La evolucidn de
avance y retroceso se sefialan con flechas rojas y negras, respectivamente.

3.4.3. Analisis de bandas prohibidas, reflectancia NIR y fluorescencia

espontanea amplificada

En la seccion 3.4.1. se han establecido las condiciones experimentales para la preparacién de un
recubrimiento nanoporoso de TiO, amorfo con una organizacion topografica especifica. Estas
caracteristicas son determinantes a la hora de definir las propiedades finales del material, como
se muestra en la Seccién 3.4.2. Ademas, se ha establecido que la geometria de las matrices nano-
tubulares de TiO; tienen un papel clave en la definicién de sus caracteristicas épticas como su
capacidad de reflectancia o absorbancia [12]. Debido a su alto indice de reflexién (= 2,49 2), las
capas delgadas de TiO, amorfo muestran una gran diferencia en la reflexidn entre las regiones
espectrales de interferencia constructiva y destructiva [48]. De esta manera, las nanoestructuras
han demostrado una mejora en la captura de luz y en la respuesta en las regiones UV-VIS y NIR
[11, 12]. Cuando se dispone de una modulacion periddica del indice de refraccién 3D, como en

la estructura desarrollada, la interferencia de las ondas de luz conduce a una atenuacion
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completa de la banda donde la luz es totalmente reflejada [49]. En la Figura 3.13a se muestra la
reflectancia espectral difusa del disco de Ti-6Al-4V anodizado. Presenta una banda de reflexion
estrecha de aproximadamente el 40 % de reflexion en el rojo visible, mientras que algunas otras
bandas pequefas y anchas emergen en las regiones NIR y del infrarrojo de onda corta (SWIR).
Dichas sefiales de reflexidn, no estan presentes en la superficie del disco de Ti-6Al-4V sin
anodizar o en la muestra con tratamiento térmico, lo que indica que estdn asociados
exclusivamente a la matriz de nanoporos de TiO, amorfo. Como se menciond previamente, a TA,
los procesos de oxidacidn forman una fina capa de dxido sobre la superficie de la aleacién de
titanio, por lo que ambas superficies de las muestras estan basadas en TiO; [31]. Las frecuencias
donde ocurren las lineas de absorcién, asi como sus intensidades relativas, dependen
principalmente de la estructura electrénica y molecular de la muestra. En total acuerdo y
teniendo en cuenta que ambas superficies son molecularmente andlogas, la absorcién de

superficies anodizadas y sin anodizar fue similar (Figura 3.13b).
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Figura 3.13. (a) Reflectancia difusa y (b) absorbancia registrada después de una radiacién incidente a 90 °y TA de
una estructura nanoporosa a-Ti-6Al-4V y Ti-6Al-4V. (c) Reflectancia difusa de la estructura con nanoporos registrada
a 90 y 30° de radiacion incidente. Patrones de fluorescencia 3D de (d) disco a-Ti-6Al-4V'y (e) disco de Ti-6Al-4V.
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Este resultado, una vez mas, confirma que la reflectancia es consecuencia de la estructura de
nanoporos y no de las sustancias quimicas. De acuerdo con la ley de Bragg, la banda prohibida
de un cristal fotdnico de dpalo en un cierto plano cristalino cambiard a longitudes de onda mas
bajas al aumentar el angulo de radiacidon incidente [50]. La dependencia del angulo de las bandas
prohibidas medidas para una muestra de a-Ti-6Al-4V se observa en la Figura 3.13c. Los
resultados revelaron un ligero desplazamiento de las bandas NIR (630 a 645 nm) cuando el
angulo disminuyd de 90° a 30° y expuso un patrén de interferencia de Fabry-Pérot [51] con
bandas a 645, 702 y 742 nm. Z. Zhang y H Wu [11] reportaron absorciones inusuales en la region
visible y en el infrarrojo cercano para materiales foténicos basados en TiO,. Los autores
atribuyeron este efecto a dos mecanismos superpuestos: (i) primero a una disminucion de la
velocidad de luz debido a la interaccidon con un medio reflectante mas alto, lo que da como
resultado una mayor reflectividad y contribuye al aumento del tiempo de interaccidn entre la
luz y el medio de muestra, mejorando la eficiencia de los procesos de dispersién y una mejora
adicional del confinamiento de la luz y (ii) en segundo lugar, la nanoestructura jerarquica
exclusiva actué como un resonador de Fabry-Pérot, induciendo fuertes efectos de tamafio finito
y caracteristicas de oscilacién especificas. Se cree que se produce un mecanismo similar tras la
interaccion de la radiacidn con la superficie nanoporosa generada. Sin embargo, se sabe que los
nano objetos fotdnicos suelen observarse en estructuras mucho mayores de dimensiones
micrométricas [11, 50, 51]. Aqui, las estructuras son mas pequenas que la longitud de onda y
ademads son muy finas (135 nm), por lo que es poco probable que se produzcan tales efectos.
No obstante, estd claro que la presencia de la estructura nanométrica distorsiona fuertemente

la onda plana incidente y que dispersan la luz en diferentes direcciones por encima de ellas.

Las propiedades generales de un metamaterial se deducen de su celda unitaria y de su
estructura electrdnica [52], en este caso, la esencia de la absorcion de la luz del TiO, fue similar
tanto en el recubrimiento de a-Ti-6Al-4V nanoporoso como en el Ti-6Al-4V sin recubrimiento
(Figura 3.13b). Sin embargo, sus patrones de fluorescencia en 3D son claramente diferentes
(Figuras 3.13d y e). El Ti-6Al-4V (Figura 3.13e) presenta una alta emisidon en Agw = 390 nm
asociada a la emision en el borde de banda de su fina capa de TiO; (= 387 nm [53]) y a los
excitones autoatrapados localizados en el octaedro de TiOg y en las vacantes de oxigeno [53].
Las bandas de emisiéon de menor intensidad a longitudes de onda mayores, 427 nm, 504 nm y
526 nm, se identificaron como emisiones de estado superficial y, de acuerdo con la bibliografia,
se atribuyeron a la recombinacién casi libre en el borde de banda de absorcidn, al estado de
trampa superficial cerca del borde de banda de absorcidn, a la banda de trampa profunda muy

por debajo del borde de banda y a una permutacién de estos efectos [53]. Se obtuvo una amplia
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distribucidn de tamafos debido al solapamiento de las emisiones de recombinacién cuasi libre
y de trampa superficial. La emisidon a 387 nm se considera una emisidn exciténica, mientras que
los estados superficiales suelen estar localizados dentro de la banda prohibida del
semiconductor y pueden atrapar los electrones del estado excitado y dar lugar a emisiones de
mayor longitud de onda. Las bandas de baja intensidad a 754 nm pueden asociarse a la
desexcitacién desde niveles vibrénicos inferiores en las vacantes de oxigeno al estado bdsico de
la red de TiO, [53]. Estas bandas estdn claramente exacerbadas en la estructura nanoporosa, lo
qgue implica una mayor eficiencia en la transferencia de energia (Figura 3.13d). Comparando los
patrones de reflectancia y fluorescencia, es evidente que la emisién de fluorescencia
espontanea amplificada se encuentra justo en la frecuencia roja de la banda prohibida de la
estructura de TiO, nanoporosa. Resultados similares fueron obtenidos por Zhou et al. [50], los
autores afirmaron que los cambios tipicos en la densidad de estados afectan a la radiacion de

los emisores a través del efecto Purcell [54].

La reflectancia espectral puede considerarse la "huella digital" de los objetos coloreados; se
realizé una evaluacidn mas detallada comparando las cualidades espectrales y geométricas. Se
cuantificd el color utilizando el espacio orientado a la matiz o tono (HSV), que es una
representacion alternativa del color derivada de los valores de intensidad del rojo, verde y azul
del espacio de color RGB. De manera general, H, matiz o componente del matiz, es una
representacién numérica del color asociada a un cambio en la longitud de onda dominante del

espectro observado [55].

+ 0)/6; if max = R® (3.11)

MaxXchannel~MiNchannel

+2)/6; if max =G (3.12)

(maxchannel_mlnchannel

+4)/6; if max =B (3.13)

MaXchannel~MiNchannel

(*) si H es menor que 0 entoncessumalaH

El componente H fue seleccionado debido a que mantiene su precision después de las
variaciones de las condiciones operativas que se asemejan a las concentraciones de la muestra,
el espesor, la iluminacion y la respuesta espectral del detector [55]. Su uso se ha reportado con
frecuencia en el andlisis de sensores dpticos y plasmadnicos de bitonalidad [56, 57], cristal liquido

termocrdmico [58] y a lo largo de la monitorizacién de la degradacion de cristales foténicos [59].
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Figura 3.14. (a) Histograma de saturacion, H, registrado a 90, 60 y 30° de radiacion incidente sobre el disco de Ti-
6Al-4V anodizado a temperatura ambiente. (b) Microfotografia dptica del disco de Ti-6Al-4V anodizado registrada a

a-Ti-6Al-4V

temperatura ambiente y a 60° de radiacion incidente. (c) Microfotografias dpticas del Ti-6Al-4V anodizado tras la
irradiacion NIR, A = 940 nm, en funcion de la irradiancia espectral, E;; el Ti-6Al-4V sin anodizar se utilizé como control

(C).
Los resultados obtenidos muestran que existe una clara variacion de H con el dngulo de
incidencia de la radiacion (Figura 3.14a) que se correlaciona bien con el espectro de reflectancia
y con el efecto de tamafio de sub-longitud de onda de las unidades constituyentes del material
(Figura 3.13c). También, tras la inspeccién microscépica de la muestra anodizada, se observa
que su color es el resultado de un proceso de mezcla aditiva de colores que surge de bandas de
multiples colores (Figura 3.14b). Esta observacion puede explicarse considerando la superficie
nanoporosa del material y la presencia de poros de aire (Figura 3.4c). Dado que existe una
variacion continua del espesor entre el poro y el espesor de la capa superior, la imagen presenta
un aspecto multicolor brillante tras una observacién con microscopia dptica (Figura 3.14b).
Macroscépicamente, estas bandas multicolores estrechamente yuxtapuestas se combinan
aditivamente para formar una apariencia plateada (Figura 3.1). En la naturaleza pueden
observarse estructuras comparables; en estos sistemas, los principios del color estructural se
describen como basados en la incorporacién organizada de una serie de periodicidades [60]. Las
propiedades reflectantes NIR de la superficie nanorecubierta se confirmaron tras la aplicacion
de una fuente de radiacién A = 940 nm y la regulacidn de la irradiancia espectral, se compararon
el disco de control y el disco anodizado y se muestran en la Figura 3.14c. Se observa que en

todos los valores probados de Ej, el disco de Ti6-Al-4V sin recubrimiento muestra un
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comportamiento similar al de la base no reflectante sobre la que se soportaba, mientras que el
disco a-Ti-6Al-4V demuestra un aspecto brillante incluso tras la aplicacién de valores de
radiancia espectral muy bajos, Ex =~ 0,08 W m2 nm™.. Estos resultados validaron, en total acuerdo
con los espectros NIR y de fluorescencia, la caracteristica reflectante de las superficies

nanoporosas disefiadas.

3.5. Conclusiones

A lo largo del presente capitulo se ha estudiado la generacion de un recubrimiento
nanoestructurado electrodepositado verticalmente alineado de TiO, amorfo sobre aleaciones
de Ti-6Al-4V. Tras un cuidadoso control de los factores de anodizacion, como voltaje aplicado,
composicion del electrolito, temperatura y tiempo de anodizacién, se obtuvo una matriz
periddica biomodrfica de poros de tamafio nanométrico. Los analisis demuestran que, como
consecuencia de su particular y bien definida morfologia superficial, el recubrimiento confiere a
la aleacion una superficie que exhibe estabilidad frente a la oxidacidon térmica, rugosidad
multiescala, comportamiento hidrofdbico y caracteristicas electrodpticas Unicas. Se confirmd
gue a lo largo de la oxidacidn térmica del Ti-6Al-4V recubierto, la transformacion de fase
favorecida corresponde Unicamente al rutilo. El proceso se limita a la superficie y no a la interfaz
Ti/6xido metélico como se indica en la literatura, dejando la superficie de la aleacién inalterada
hasta 800 °C. Los nanorecubrimientos también presentan un comportamiento de humectacion
hidrofdbica segun el régimen de Cassie-Baxter, con el agua cubriendo las microtexturas pero no
los nanoporos. El comportamiento hidrofébico, incluso en presencia de compuestos
guimicamente hidrofilicos, pone de relieve el efecto de un disefio nanotopografico adecuado en
lugar de la composicion quimica de los materiales. Por ultimo, pero no por ello menos
importante, la estructura metalico-dieléctrica de celdas unitarias de tamafio inferior a la
longitud de onda y dispuestas periddicamente demostré una respuesta electro-dptica peculiar.
El recubrimiento nanoporoso amorfo actué como nanorreflectores NIR para una amplia gama
de 4ngulos de incidencia de la radiacidn, de 30° a 90°, e indujo emisiones espontdneas de
fluorescencia que pueden utilizarse en plataformas terandsticas multifuncionales para la
obtencidn de imagenes y el tratamiento fototérmico. Las propiedades mencionadas podrian
aprovecharse para construir nuevos disefos fotodindmicos aplicados a implantes ortopédicos

funcionales.

81



Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V

3.6. Bibliografia

[1] Qi, S., Lu, L., Zhou, F., Chen, Y., Xu, M., Chen, L., Yu, X., Chen, W. R. y Zhang, Z. (2020)
Neutrophil infiltration and whole-cell vaccine elicited by N-dihydrogalactochitosan
combined with NIR phototherapy to enhance antitumor immune response and T cell

immune memory. Theranostics, 10(4), 1814.

[2] Wang, M., Song, J., Zhou, F., Hoover, A. R., Murray, C., Zhou, B., Wang, L., Qu, J. y Chen, W.
R. (2019). Nir-triggered phototherapy and immunotherapy via an antigen-capturing

nanoplatform for metastatic cancer treatment. Advanced Science, 6(10), 1802157.

[3] Zhang, R., Duan, Y. y Liu, B. (2019). Recent advances of AIE dots in NIR imaging and
phototherapy. Nanoscale, 11(41), 19241-19250.

[4] Xue, Y., Li, J., Yang, G., Liu, Z., Zhou, H. y Zhang, W. (2019). Multistep consolidated
phototherapy mediated by a NIR-activated photosensitizer. ACS Applied Materials &
Interfaces, 11(37), 33628-33636.

[5] Li, Y., Liu, X, Li, B., Zheng, Y., Han, Y., Chen, D. F., Yeung, K. W. K., Cui, Z., Liang, Y. y Li, Z.
(2020). Near-infrared light triggered phototherapy and immunotherapy for elimination
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus biofilm infection on bone implant. ACS

Nano, 14(7), 8157-8170.

[6] Padalhin, A. R. (2021). Brief retrospect on the use of photobiomodulation (PBM) therapy for
augmented bone regeneration (ABR). Medical Lasers, Engineering, Basic Research, and

Clinical Application, 10(1), 15-21.

[7]1Yin, J., Pan, S., Guo, X., Gao, Y., Zhu, D., Yang, Q., Gao, J., Zhang, C. y Chen, Y. (2021). Nb 2 C
MXene-functionalized scaffolds enables osteosarcoma phototherapy and

angiogenesis/osteogenesis of bone defects. Nano-micro Letters, 13(1), 1-18.

[8] Mercado, C., Seeley, Z., Bandyopadhyay, A. Bose, S. y McHale, J. L (2011).
Photoluminescence of dense nanocrystalline titanium dioxide thin films: Effect of
doping and thickness and relation to gas sensing. ACS Applied Materials & Interfaces,
3(7), 2281-2288.

82



Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V

[9] Warkhade, S. K., Gaikwad, G., Zodape, S. P., Pratap, U., Maldhure, A. V. y Wankhade, A. V.
(2017). Low temperature synthesis of pure anatase carbon doped titanium dioxide: An
efficient visible light active photocatalyst. Materials Science in Semiconductor

Processing, 63, 18-24.

[10] Qu, Z., Shen, J,, Li, Q., Xu, F., Wang, F., Zhang, X. y Fan, C. (2020). Near-IR emissive rare-earth

nanoparticles for guided surgery. Theranostics, 10(6), 2631.

[11] Zhang, Z. y Wu, H. (2014). Multiple band light trapping in ultraviolet, visible and near
infrared regions with TiO2 based photonic materials. Chemical Communications, 50(91),

14179-14182.

[12] Tesler, A. B., Altomare, M. y Schmuki, P. (2020). Morphology and optical properties of highly
ordered TiO2 nanotubes grown in NH4F/o-H3PO4 electrolytes in view of light-
harvesting and catalytic applications. ACS Applied Nano Materials, 3(11), 10646-10658.

[13] Schneider, C. A., Rasband, W. S. y Eliceiri, K. W. (2012). NIH Image to Imagel: 25 years of

image analysis. Nature methods, 9(7), 671-675.

[14] Kon, T. y Kusano, T. (2014). White LED with excellent rendering of daylight spectrum: Ideal
for replacing standard lighting sources. Optik & Photonik, 9(4), 62-65.

[15] Choudhury, A. K. R. (2014). Characteristics of light sources. Principles of Colour and

Appearance Measurement, 1-52.

[16] Ahmad, I. y Kan, C. W. (2016). A review on development and applications of bio-inspired
superhydrophobic textiles. Materials, 9(11), 892.

[17] Stalder, A. F., Kulik, G., Sage, D., Barbieri, L. y Hoffmann, P. (2006). A snake-based approach
to accurate determination of both contact points and contact angles. Colloids and

Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 286(1-3), 92-103.

[18] Gravina, A. N., Rubert, A. A., Bertuola, M. y Fernandez Lorenzo de Mele, M. (2019).
Bioactivity enhancement of cerium-containing titanium oxide nanotubes. Relationship
between surface reactivity and nanostructuring process. Surface and Coatings

Technology, 378, 124968.

83



Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V

[19] Shah, U. H., Deen, K. M., Asgar, H., Rahman, Z. y Haider, W. (2017). Understanding the
mechanism of TiO2 nanotubes formation at low potentials (<8V) through

electrochemical methods. Journal of Electroanalytical Chemistry, 807, 228-234.

[20] Belén, F., Vallese, F. D, Leist, L. G. T., Ferrdo, M. F., Gomes, A. d. A. y Pistonesi, M. F. (2020).
Computer-vision based second-order (kinetic-color) data generation: arsenic

guantitation in natural waters. Microchemical Journal, 157, 104916.

[21] Watson, G. S., Watson, J. A,, Hu, S., Brown, C. L., Cribb, B. y Myhra, S. (2010). Micro and
nanostructures found on insect wings—designs for minimising adhesion and friction.

International Journal of Nanomanufacturing, 5(1-2), 112-128.

[22] Wang, Z,, Li, B., Feng, X, liao, Z., Zhang, J., Niu, S., Han, Z. y Ren, L. (2020). Rapid fabrication
of bio-inspired antireflection film replicating from cicada wings. Journal of Bionic

Engineering, 17(1), 34-44.

[23] Huang, Y. F,, Jen, Y. J,, Chen, L. C., Chen, K. H. y Chattopadhyay, S. (2015). Design for
approaching cicada-wing reflectance in low- and high-index biomimetic nanostructures.

ACS Nano, 9(1), 301-311.

[24] Sauri, J., Sufié-Negre, J. M., Diaz-Marcos, J., Vilana, J., Milldn, D., Ticé, J. R., Minarro, M.,
Pérez-Lozano, P. y Garcia-Montoya, E. (2015). Relationships between surface free
energy, surface texture parameters and controlled drug release in hydrophilic matrices.

International Journal of Pharmaceutics, 478(1), 328-340.

[25] Hasan, J., Jain, S., Padmarajan, R., Purighalla, S., Sambandamurthy, V. K. y Chatterjee, K.
(2018). Multi-scale surface topography to minimize adherence and viability of

nosocomial drug-resistant bacteria. Materials & Design, 140, 332-344.

[26] Liu, Y., Luo, D. y Wang, T. (2016). Hierarchical structures of bone and bioinspired bone tissue
engineering. Small, 12(34), 4611-4632.

[27] Reznikov, N., Shahar, R.y Weiner, S. (2014). Bone hierarchical structure in three dimensions.

Acta biomaterialia, 10(9), 3815-3826.

[28] Zhu, L., Luo, D. y Liu, Y. (2020). Effect of the nano/microscale structure of biomaterial

scaffolds on bone regeneration. International Journal of Oral Science, 12(1), 6.

84



Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V

[29] Fraulob, M., Vayron, R., Le Cann, S., Lecuelle, B., Hériveaux, Y., Albini Lomami, H., Flouzat
Lachaniette, C. H. y Haiat, G. (2020). Quantitative ultrasound assessment of the
influence of roughness and healing time on osseointegration phenomena. Scientific

Reports, 10(1), 21962.

[30] Gadelmawla, E. S., Koura, M. M., Maksoud, T. M. A,, Elewa, |. M. y Soliman, H. H. (2002).

Roughness parameters. Journal of Materials Processing Technology, 123(1), 133-145.

[31] Ma, K., Zhang, R., Sun, J. y Liu, C. (2020). Oxidation Mechanism of Biomedical Titanium Alloy

Surface and Experiment. International Journal of Corrosion, 2020, 1678615.

[32] Pederson, R. (2002). Microstructure and phase transformation of Ti-6Al-4V. [Tesis doctoral,

Lulea Tekniska Universitet]. https://urn.kb.se/resolve?urn=urn:nbn:se:ltu:diva-18361

[33] Wu, S, Luo, X., Long, Y. y Xu, B. (2019). Exploring the phase transformation mechanism of
titanium dioxide by high temperature in situ method. En IOP Conference Series:

Materials Science and Engineering, (Vol. 493, No. 1, p. 012010). IOP Publishing.

[34] Simeone, D., Baldinozzi, G., Gosset, D., Le Caer, S. y Bérar, J.-F. (2013). Grazing incidence X-
ray diffraction for the study of polycrystalline layers. Thin Solid Films, 530, 9-13.

[35] Basu, J. K. (2014). Grazing incidence X-ray scattering and diffraction. Resonance, 19(12),
1158-1176.

[36] Zhang, X., Wan, Y., Ren, B., Wang, H., Yu, M., Liu, A. y Liu, Z. (2020). Preparation of
superhydrophobic surface on titanium alloy via micro-milling, anodic oxidation and

fluorination. Micromachines, 11(3), 316.

[37] Liu, G., Du, K. y Wang, K. (2016). Surface wettability of TiO2 nanotube arrays prepared by

electrochemical anodization. Applied Surface Science, 388, 313-320.

[38] Young, T. (1805). lll. An essay on the cohesion of fluids. Philosophical Transactions of The
Royal Society of London, 95, 65-87.

[39] Wenzel, R. N. (1949). Surface roughness and contact angle. The Journal of Physical
Chemistry, 53(9), 1466-1467.

85



Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V

[40] Wenzel, R. N. (1936). Resistance of solid surfaces to wetting by water. Industrial &
Engineering Chemistry, 28(8), 988-994.

[41] Cassie, A. y Baxter, S. (1944). Wettability of porous surfaces. Transactions of The Faraday
Society, 40, 546-551.

[42] Shirolkar, M. M., Phase, D., Sathe, V., Rodriguez-Carvajal, J., Choudhary, R. J. y Kulkarni, S.
K. (2011). Relation between crystallinity and chemical nature of surface on wettability:
A study on pulsed laser deposited TiO2 thin films. Journal of Applied Physics, 109(12),
123512.

[43] Healey, F., Chessick, J., Zettlemoyer, A.y Young, G. (1954). The heats of immersional wetting
of rutile and graphon in organic liquids. The Journal of Physical Chemistry, 58(10), 887-
890.

[44] Stevens, N., Priest, C., Sedev, R. y Ralston, J. (2003). Wettability of photoresponsive titanium
dioxide surfaces. Langmuir, 19(8), 3272-3275.

[45] Arai, Y. (1996). Chemistry of powder production. (Vol. 6, p. 290), Springer Science & Business
Media.

[46] De Gennes, P. G., Brochard-Wyart, F. y Quéré, D. (2013). Capillarity and wetting

phenomena: drops, bubbles, pearls, waves. Springer Science & Business Media.

[47] Nagayama, G. y Zhang, D. (2020). Intermediate wetting state at nano/microstructured
surfaces. Soft Matter, 16(14), 3514-3521.

[48] Studer, F. J. y Cusano, D. A. (1953). Titanium dioxide films as selective reflectors of the near-

infrared. Journal of the Optical Society of America, 43(6), 522-525.

[49] Li, J., Liang, G., Zhu, X. y Yang, S. (2012). Exploiting nanoroughness on holographically
patterned three-dimensional photonic crystals. Advanced Functional Materials, 22(14),

2980-2986.

[50] Zhou, X., Li, M., Wang, K., Li, H., Li, Y., Li, C., Yan, Y., Zhao, Y. y Song, Y. (2018). Strong
photonic-band-gap effect on the spontaneous emission in 3D lead halide perovskite

photonic crystals. ChemPhysChem, 19(16), 2101-2106.

86



Capitulo 3: Recubrimiento bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V

[51] Yu, H., Wang, Y., Ma, J., Zheng, Z., Luo, Z. y Zheng, Y. (2018). Fabry-Perot interferometric
high-temperature sensing up to 1200° C based on a silica glass photonic crystal fiber.

Sensors, 18(1), 273.

[52] Jeong, H., Nguyen, T. T. y Lim, S. (2018). Subwavelength metamaterial unit cell for low-

frequency electromagnetic absorber applications. Scientific Reports, 8(1), 16774.

[53] Mathew, S., Kumar Prasad, A., Benoy, T., Rakesh, P., Hari, M., Libish, T., Radhakrishnan, P.,
Nampoori, V. y Vallabhan, C. (2012). UV-visible photoluminescence of TiO 2
nanoparticles prepared by hydrothermal method. Journal of Fluorescence, 22(6), 1563-

1569.

[54] Morozov, K. M., Ivanov, K. A., de Sa Pereira, D., Menelaou, C., Monkman, A. P., Pozina, G.y
Kaliteevski, M. A. (2019). Revising of the Purcell effect in periodic metal-dielectric

structures: the role of absorption. Scientific Reports, 9(1), 9604.

[55] Cantrell, K., Erenas, M., de Orbe-Pay3, |. y Capitan-Vallvey, L. (2010). Use of the hue
parameter of the hue, saturation, value color space as a quantitative analytical

parameter for bitonal optical sensors. Analytical Chemistry, 82(2), 531-542.

[56] Hakonen, A. y Beves, J. E. (2018). Hue parameter fluorescence identification of edible oils

with a smartphone. ACS Sensors, 3(10), 2061-2065.

[57] Reinhard, I., Miller, K., Diepenheim, G., Cantrell, K. y Hall, W. P. (2020). Nanoparticle design

rules for colorimetric plasmonic sensors. ACS Applied Nano Materials, 3(5), 4342-4350.

[58] Moller, S., Resagk, C. y Cierpka, C. (2020). On the application of neural networks for
temperature field measurements using thermochromic liquid crystals. Experiments in

Fluids, 61(4), 1-21.

[59] Liu, Y., Wang, H., Ho, J., Ng, R. C., Ng, R. J., Hall-Chen, V. H., Koay, E. H., Dong, Z,, Liu, H. y
Qiu, C.-W. (2019). Structural color three-dimensional printing by shrinking photonic

crystals. Nature Communications, 10(1), 1-8.

[60] Mouchet, S. R., Luke, S., McDonald, L. T. y Vukusic, P. (2020). Optical costs and benefits of

disorder in biological photonic crystals. Faraday Discussions, 223(0), 9-48.

87



Capitulo 4

Respuesta NIR mejorada de
recubrimientos de Ti-6Al-4V activados



Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados

4.1. Introduccion

En el Capitulo 3 se han detallado las ventajas del empleo de la radiacidon NIR como fuente de
radiacion en fototerapias, administrandola para el tratamiento avanzado de curacién asistida [1-
4]. En diversos estudios se han observado altos rendimientos debido a su elevada capacidad de
penetracidn y su eficaz transmitancia a través del medio biolégico, asi como a su minimo dafio
a los tejidos sanos, su alta precisién espacial/temporal y sus propiedades de facil control a
distancia. Estudios actuales han revelado que las fototerapias asistidas por radiaciéon NIR
representan una opcidon prometedora para el tratamiento para patologias éseas [5, 6], por
ejemplo, ofrecen soluciones precisas y menos invasivas para las complicaciones durante la etapa
de curacion de fracturas [7]. Ademas, se ha demostrado que la radiacién NIR presenta una
extraordinaria actividad antioxidante y excelentes efectos antiinflamatorios, disminuyendo las
citoquinas inflamatorias y reduciendo las proteasas catabdlicas, lo que podria aliviar
eficazmente los sintomas clinicos de la osteoartritis [8]. Simultaneamente, se ha demostrado
cientificamente la osteogénesis térmica NIR [9, 10] in vitro e in vivo, asi como su capacidad para
tratar infecciones asociadas a implantes [11]. Por lo tanto, el estudio de materiales sensibles a
la radiacion NIR en terapias relacionadas con el tejido éseo es un area cientifica muy auspiciosa
en la que la creacién de nuevos materiales se ha visto cada vez mads favorecida por el rapido
desarrollo de la nanotecnologia. En esta linea de trabajo, se ha desarrollado un recubrimiento
electroformado de TiO, nanoporoso sobre la aleacidn Ti-6Al-4V [12], estructura que presenta
periddicamente poros del tamafio de sub-longitudes de onda que muestran una mayor
reflectividad NIR (Capitulo 3). Por otro lado, se han logrado sintetizar nanoparticulas de plata
con morfologia de prisma (p-AgNPs) que presentan un espectro de resonancia plasmadnica

superficial localizada (LSPR) en la region NIR [13].

4.2. Objetivo

En el presente capitulo, se presenta el disefio de un recubrimiento con capacidades especificas
de absorcion y reflexiéon de luz en la regién NIR para la aleacién Ti-6Al-4V. En este disefio se
aprovechan las propiedades del titanio/aleaciones a base de titanio que lo convierten en el
material mas utilizado en ortopedia y las propiedades fotocataliticas del TiO, que lo hacen
adecuado para terapias fotodinamicas y fototérmicas. Ademads, se emplean p-AgNps como
"sensibilizador plasmdnico" que permite la conversion fototérmica por activacion NIR del
recubrimiento de TiO, nanoporoso desarrollado, generando un efecto sinérgico entre el

recubrimiento nanoporoso y las p-AgNPs. De esta manera, se logra construir una plataforma
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metalica versatil sensible a la luz NIR que puede satisfacer la demanda de implantes ortopédicos

personalizados.
4.3. Experimental

4.3.1. Materiales

La sintesis de p-AgNPs se llevd a cabo en solucidn acuosa, segun la metodologia propuesta por
Pistonesi et al. [13]. La preparacion de los recubrimientos de TiO, nanoporosos se llevé a cabo
utilizando laminas de Ti-6Al-4V (1000 um de espesor Ti 89,754 %; Al 6,01 %; V 4,06 %; C 0,01 %;
N <0,01 %; O 0,08 %; Fe 0,04 %; H 0,006 %, Otros <0,04 %) adquiridas a Roberto Cordes S.A,,
acido fluorhidrico (HF, 48 % m/v, Sigma -Aldrich), acido ortofosfdrico (HsPQOs, 85 % m/v, Merck),
acetona (AC, 99 %, Sigma - Aldrich) y etanol (EtOH, 96 %, Carl Roth). Todos los reactivos utilizados
eran de grado analitico y todas las soluciones se prepararon con agua MQ (18,3 MQ cm),

obtenida mediante un sistema de purificaciéon de agua MQ, Merck.

4.3.2. Nanoparticulas de plata sobre la superficie nanoporosa de la
aleacion de titanio

Se mecanizaron discos de Ti-6Al-4V de 10 mm de didmetro y se esmerilaron sucesivamente con
papel abrasivo SiC de grado P180, P240, P400, P600, P800, P1000, P1500 y P2000, y se pulieron
mecanicamente con pasta de diamante de 3 um (grano 8000, Leader Products). Por ultimo, las
muestras se desengrasaron por sonicacién en AC, EtOH y agua MQ durante 20 min,
consecutivamente. Los recubrimientos anddicos de TiO, (a-Ti-6Al-4V) se obtuvieron
electroquimicamente de acuerdo con el desarrollo presentado en el capitulo previo. La
deposicién de nanoparticulas de plata en superficies de aleaciones de titanio nanoporosas (a-
Ti-6Al-4V/p-AgNPs) se realizé sobre la base de dos procedimientos diferentes: (i) los discos con
el recubrimiento de TiO; anodizado electroquimicamente se colocaron en una celda de reaccion
en donde se sintetizaron p-AgNPs siguiendo un procedimiento previamente optimizado [13] y
se dejaron en la oscuridad durante 3, 7y 11 h (procedimiento de deposicién in situ), (ii) por otro
lado, se prepararon 10 mL de p-AgNPs (14 pg mL?) y se concentraron (80 pg mL?) en un sistema
centrifugo-evaporador (Thermo Scientific Speed Vac SPD11V) a una temperatura de 35 °C. A
continuacién, se sumergieron discos de a-Ti-6Al-4V en 2 mL de p-AgNPs (80 ug mL?) durante 3,

7y 11 h en oscuridad (procedimiento de deposicion ex situ).
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4.3.3. Caracterizacion microestructural

Para la caracterizacién de las superficies de a-Ti-6Al-4V y a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs, se empled un
microscopio electrénico de barrido de emisién de campo de alta resolucién (HR-SEM) ZEISS
ULTRA PLUS, acoplado a un espectrofotometro de rayos X de energia dispersiva (EDX) que
permite el microanalisis quimico elemental. Las imagenes se adquirieron con un detector de
electrones secundarios operado a un voltaje de aceleracién de 3,00 kV y a una resolucién de

distancia de trabajo de 2,1 nm.

4.3.4. Medidas opticas

Los patrones de reflectancia difusa se llevaron a cabo utilizando un espectrofotémetro Thermo
Scientific, modelo Nicolet® IS50 FT-IR provisto de reflectores de infrarrojo cercano (CaF,/KBr) y
detectores (InGaAs/KBr-DLaTGS). Las mediciones se realizaron en modo de reflectancia con un
rango espectral entre 16000 y 4000 cm™ (625-2500 nm). Los espectros se registraron a 90° de la
radiacién incidente sobre los discos y utilizando el software integrado, con una resolucion
espectral de 4 cm™ e integrando 32 barridos. Todas las mediciones se llevaron a cabo a TA
empleando un portamuestras de PLA fabricado a medida para cada angulo de radiacidon
incidente, impreso en la impresora 3D Adonis, modelo Hellbot, y utilizando un disco de teflén
como blanco. Se realizaron analisis de espectroscopia de fluorescencia molecular utilizando un
espectrofluorimetro Shimadzu RF-6000, en modo de fluorescencia 3D con un rango espectral
entre 200 y 900 nm para las longitudes de onda de excitacién y emision. Los espectros se
registraron utilizando el software integrado, con una resolucién espectral de 5 nm y una
velocidad de barrido de 12000 nm min™. Para las mediciones se utilizaron cubetas "home-made"
impresas en PLA (Figura 4.1), las cuales permitian colocar los discos en angulos de 30, 45y 60°
respecto a la radiacidn incidente, de manera que estos reflejaran la radiacién hacia el detector.
Las mediciones UV-VIS de los discos se realizaron a TA con un espectrofotémetro UV-Visible
Evolution 220, Thermo Scientific provisto de un accesorio de esfera integradora. Los espectros
se registraron en el modo de absorbancia con un rango espectral entre 220y 1100 nm, los datos
se adquirieron con una velocidad de barrido de 1200 nm min tras la calibracién con el patrén

de reflectancia difusa Spectralon.
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Figura 4.1. Soporte de PLA para medidas de fluorescencia 3D a 45°.

Las imagenes infrarrojas de las superficies de a-Ti-6Al-4V y a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs se adquirieron
con una camara digital Canon, modelo Powershot ELPH 190IS, sin el filtro de infrarrojos. Se
montd un sistema a medida, que permitié situar los discos en un lugar cerrado, eliminando la
perturbacién de la luz externa de acuerdo con lo presentado en el Capitulo 3 [12]. Los discos se
iluminaron utilizando un LED emisor de infrarrojos, IR383, A = 940 nm, controlando el flujo
radiante espectral, [14] @, = (1,01-38,14) x 10° mW nm?, mediante la aplicacién de una fuente
Uni-T regulable, modelo UTP3313TFL a TA. Las imagenes se compararon en términos de
irradiancia espectral, E;, [14], se considerd toda el drea del disco metélico, 78,5 mm?, para el

calculo de Ega0.

4.3.5. Aumento de la temperatura

Para llevar a cabo los experimentos fototérmicos se empled un laser NIR 904 nm de fisioterapia
(LB-904, SEAKIT) a una frecuencia de emisidn de 2000 Hz (densidad de flujo radian laser,
irradiancia, E = 83,3 mW cm?). Los discos Ti-6Al-4V, a-Ti-6Al-4V y a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs se
colocaron sobre soportes de 12 mm de didmetro. El laser se ajusté de modo que el punto
pudiera coincidir con el centro del disco. Las imagenes termograficas de evolucidon temporal se
registraron utilizando una camara digital de imagenes térmicas (CEM High Performance High

Resolution Thermal Imagers DT-9873B, CEM Instruments).
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4.3.6. Medidas de angulo de contacto estatico

El dngulo de contacto estatico entre la superficie de los discos y una gota de agua se midid
utilizando el sistema descripto en el capitulo previo a TA [12]. Se depositd un volumen maximo
de gota de 2,0 uL sobre el disco para adquirir la imagen mediante el microscopio digital
(Microscopio digital Andonstar) antes de los analisis estaticos del angulo de contacto. Todas las
imagenes se procesaron utilizando el software Imagel [15] y las mediciones de los AC se

realizaron con una precisién de + 1° utilizando el médulo Drop Snake y LB-ADSA disponible [16].

4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Propiedades optoelectrénicas de las superficies a-Ti-6Al-4V/p-
AgNPs

Optimizar las propiedades fotofisicas de un material es crucial para generar disefios con
funcionalidad electro-dptica. En este sentido, se han propuesto dos estrategias para incorporar
p-AgNPs [13] en superficies de a-Ti-6Al-4V [12]: (i) deposicidn in situ y (ii) ex situ tras la inmersion
de discos de a-Ti-6Al-4V en medios de reaccidon de p-AgNPs o en dispersiones de p-AgNPs
respectivamente durante 3, 7 y 11 h. Teniendo en cuenta que la reflectancia NIR es el punto
clave de la respuesta electro-dptica de las superficies de la aleacion de titanio nanorecubiertas
previamente desarrolladas (Capitulo 3), la eficacia de las estrategias de sintesis, fue evaluada
analizando la reflectancia espectral difusa NIR de las muestras de a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs. Los
resultados se presentan en las Figuras 4.2a y b. Se observé una amplia sefial de reflexion
centrada en 1200 nm junto con varias bandas de mayor intensidad en las regiones del infrarrojo
medio (1720, 2137 y 2316 nm) que se asociaron al efecto de la radiacién sobre el conjunto de
nanoporos de TiO, [12]. No se observaron diferencias estadisticas significativas tras la inmersion
de los discos a-Ti-6Al-4V en la dispersion de las p-AgNPs previamente sintetizadas (Figura 4.2a).
Por el contrario, tras 7 h de inmersién en el medio de reaccidn de las p-AgNPs, se aprecian
incrementos de las sefiales a las longitudes de onda del infrarrojo cercano y medio (MIR) (Figura
4.2b). Sin embargo, no se observan diferencias al aumentar el tiempo de exposicién hasta las 11
h de tratamiento. La reflectancia difusa es una herramienta atil para analizar las estructuras
plasmodnicas, como demostrd Victor Ovchinnikov [17]. El autor informé que la posicidn de la
longitud de onda del plasmén de resonancia superficial localizado se correlaciona claramente
con la de reflectancia difusa. Teniendo en cuenta que las p-AgNPs tienen un LSRP en el rango de
700 - 1300 nm, [13] el aumento de la intensidad de las sefales NIR y MIR observadas en la Figura

4.2b podria atribuirse a la oscilacién coherente de los electrones de conduccién de las p-AgNPs
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in situ sintetizadas sobre el disco nanoestructurado, a-Ti-6Al-4V. De este modo, la radiacion
emitida por las p-AgNPs deberia ser reflejada por el disco de titanio dentro de los nanoporos,
aumentando la intensidad de las bandas de reflexidn. La Figura 4.3a muestra los resultados de
reflexidn de las superficies a-Ti-6Al-4V y a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs tras la aplicacion de una fuente de
radiacion de A = 940 nm vy la regulacién de la radiancia espectral, como control se utilizan discos
pulidos de Ti-6Al-4V. Como era de esperar, tanto las superficies a-Ti-6Al-4V como a-Ti-6Al-4V/p-
AgNPs muestran un aspecto brillante en comparacién con el disco de Ti-6Al-4V pulido no
reflectante en la regidn NIR, [12] ademds, se observa un efecto superior de las superficies a-Ti-
6Al-4V/p-AgNPs. Los discos de a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs presentan una distribucidon uniforme vy
mejoran la reflectividad a lo largo de toda la superficie, mientras que en el caso de los discos de
a-Ti-6Al-4V las propiedades de reflexion se pierden a medida que se aleja de la fuente de luz.
Para corroborar el efecto de las p-AgNPs anisotrdpicas, se utilizaron como segundo control
discos de a-Ti-6Al-4V sumergidos en medio de reaccion de AgNPs esféricas (e-AgNPs) durante 7
h, observando una menor reflectividad en los discos a-Ti-6Al-4V/e-AgNPs que en los discos a-Ti-
6Al-4V/p-AgNPs (Figura 4.3a). Utilizando el software Imagel, se procedid a calcular la luminancia
de los discos anodizados y control tras la aplicacién de la fuente radiante de longitud de onda
(A) de 940 nm. La luminancia representa el brillo general percibido en la imagen y se determina
como el valor promedio de la intensidad de la luz reflejada por cada disco en su totalidad. Estos
resultados se muestran en la Figura 4.3b. Los datos obtenidos confirman las observaciones
previas, donde los discos anodizados exhiben valores notablemente superiores de luminancia
en comparacion con el disco de control sin anodizar. Especificamente, el disco compuesto de a-
Ti-6Al-4V/p-AgNPs muestra los valores mas elevados de luminancia en todas las intensidades de

radiancia espectral analizadas.
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Figura 4.2. Reflectancia difusa NIR de a-Ti-6Al-4V tras inmersion en: (a) dispersiones de p-AgNPs presintetizadas ex

situ y (b) medios de reaccidn de p-AgNPs in situ; las medidas se registraron tras una radiacion incidente a 90° y TA.

Absorbancia de a-Ti-6Al-4V tras inmersion en: (c) dispersiones de p-AgNPs presintetizadas ex situ o (d) medios de
reaccion de p-AgNPs in situ.

Olivieri et al. [18] describieron una superficie plasmdnica que produce reflectancia controlada
eléctricamente, en la que se consigue una alta sensibilidad a partir del plasmén superficial
confinado. Las absorciones plasmdnicas pueden conducir a la generacién de un electrdn caliente
con energia suficiente para superar la barrera de Schottky en la interfaz metal/semiconductor
[19]. En este caso, combinando la resonancia plasmdnica superficial localizada LSPR en las p-
AgNPs excitadas 6pticamente en el NIR, los electrones de valencia del TiO, superan la barrera
energética o la atraviesan para convertirse en electrones de conduccion, lo que revela un
incremento de la reflexion en tales condiciones. En consecuencia, se ha analizado el
comportamiento de absorcién espectral de los materiales ensayados. Las Figuras 4.2c y d,
muestran una fuerte absorcién por debajo de una longitud de onda de unos 300 nm de los discos
o-Ti-6Al-4V que esta asociada con la banda prohibida del TiO, [20]. Se perciben desplazamientos

hacia longitudes de onda mayores e intensificacidon de las sefiales en los discos a-Ti-6Al-4V/p-
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AgNPs depositadas in situ. La intensidad maxima se observa tras sumergir el disco a-Ti-6Al-4V
en la reaccién de p-AgNPs durante 7 h, en total acuerdo con los resultados de reflexion difusa

(Figura 4.2b).
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Figura 4.3. (a) Imdgenes dpticas de a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs (depositadas in situ, 7h) tras irradiacion NIR, A = 940 nm, en
funcion de la irradiancia espectral, Ej; Ti-6Al-4V, a-Ti-6Al-4V y a-Ti-6Al-4V/e-AgNPs se utilizaron como controles. (b)

Luminancia de los discos Ti-6Al-4V, a-Ti-6Al-4V, a-Ti6Al4V/p-AgNPs (sintetizadas, 7h) y a-Ti6Al4V/e-AgNPs
(depositadas in situ, 7h) tras irradiacion NIR, A = 940 nm, en funcion de la irradiancia espectral, E),

Mosquera et al. [21], demostraron un aumento en los valores del coeficiente de absorcidn y un
desplazamiento de las bandas NIR hacia la zona roja en las estructuras de TiO, que contenian
Ag. Los autores explicaron estos fendmenos como un efecto combinado de la formacién de
grupos mas grandes de AgNPs junto con su resonancia plasménica superficial originada por la
aglomeracidn de AgNPs. Un anélisis de las superficies de a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs después de la

inmersién de los discos a-Ti-6Al-4V durante 7 h en medios de reaccién de p-AgNPs se llevd a

96



Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados

cabo empleando microscopia electrénica de barrido de alta resoluciéon (HR-SEM) pudiendo
correlacionar las caracteristicas electro-6épticas con sus propiedades morfoldgicas (Figura 4.4).
En la Figura 4.4a se muestra la superficie electrorecubierta de TiO; nanoporoso, a-Ti-6Al-4V [12].
Los materiales hibridos a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs denotan una ligera modificacion del sustrato a-Ti-
6Al-4V tras la fijacion de las p-AgNPs (Figuras 4.4b-d). La estructura porosa se conserva con un
aumento del tamafo de los poros (Figura 4.4c). Esto se puede observar en las reconstrucciones
3D de las superficies de los discos a-Ti-6Al-4V y a-Ti-6Al-4V/p AgNPs (Figuras 4.4e y f). Las AgNPs
anisotrdpicas se depositan homogéneamente sobre la superficie de TiO, (Figuras 4.4b y d). La
presencia de pequeiios clusters de p-AgNPs fijados sobre el sustrato se corrobord a partir de
mediciones EDX coincidiendo con las interpretaciones de banda prohibida reportadas

previamente por Mosquera et al. [21].

Figura 4.4. (a) Microfotografia HR-SEM de la superficie anodizada de TiO; (a-Ti-6Al-4V) [12]. (b) Microfotografia HR-
SEM de la superficie anodizada de TiO, después de la deposicion de las nanoparticulas (a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs).
Microfotografias HR-SEM de (c) sustrato a-Ti-6Al-4V y (d) p-AgNPs depositadas. (e) Grdfico 3D de la superficie del
sustrato a-Ti-6Al-4V.(f) Grdfico 3D de la superficie del sustrato a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs que muestra el arreglo de
nanoporos tras la inmersién durante 7 h en medio de reaccién de AgNPs.
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La recombinacidn radiativa de electrones y huecos fotogenerados (e-/h+) y la alteracion de la
densidad local de estados (LDoS) debida a la interaccién entre p-AgNPs y a-Ti-6Al-4V deberian
modular las emisiones de fluorescencia de la superficie hibrida [22]. Los espectros de
fotoluminiscencia (FL) en 3D (Figura 4.5) se utilizan para corroborar la eficiencia del
atrapamiento, desplazamiento y transferencia de carga. El disco a-Ti-6Al-4V (Figuras 4.5a-c)
presenta la banda de emisién de alta intensidad caracteristica en Aem = 300 nm asociada a la
banda de emisién del borde de su fina capa de TiO, y a los excitones autoatrapados localizados

en los octaedros de TiO, y en las vacancias de oxigeno [23].
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Figura 4.5. Patrones FL 3D registrados a 60, 45 y 30° de radiacion incidente de las superficies a-Ti-6Al-4V (a, b, ¢) y a-
Ti-6Al-4V/p-AgNPs (d, e, f). Las bandas indicadas con flechas se expresaron como (Agm / Aex).
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Las bandas de emisidon de menor intensidad a longitudes de onda mayores se identifican como
emisiones de estado superficial, atribuidas a la recombinacién casi libre en el borde de banda
de absorcion del TiO,, al estado de trampa superficial cerca del borde de banda de absorcién, a
la banda de trampa profunda muy por debajo del borde de banda, y a la permutacién de estos
efectos [23]. Una caracteristica distintiva de la nanoestructura original a-Ti-6Al-4V, que actua
como un resonador Fabry-Pérot, es la induccién de oscilaciones especificas a = 800 nm que
responden a la disminucién del dngulo de radiaciéon incidente [12]. El ensamblaje jerarquico
nanomeétrico se conservo tras la deposicion in situ de nanoparticulas de plata (Figura 4.4) de esta
forma las p-AgNPs no alteran el comportamiento del resonador Fabry-Pérot. Sin embargo, las p-
AgNPs suprimen eficazmente las bandas FL debido a la separacién de cargas entre TiO; y Ag
(Figuras 4.5d-f). Segun la bibliografia, [24, 25] la disminucidn de la intensidad del FL est3
relacionada con la rdpida separacién de los electrones y huecos foto-generados debido a la
diferencia en los niveles de energia de las bandas de conduccién y de valencia en la estructura
bifasica de las p-AgNPs/TiO, y a la salida de electrones que migran a los clusters de p-AgNPs que
evitan la recombinacion directa [25]. Este efecto es de menor intensidad cuando la radiacion
entra a 45°, en tales condiciones las p-AgNPs afectan exclusivamente a las bandas asociadas a la
desexcitacién de los niveles vibrénicos inferiores, en la regién NIR (= 800 nm), mientras que no

a la emisién del borde de banda de la capa de TiO, (Figura 4.5e).

4.4.2. Conversion fototérmica NIR

Las disminuciones en la brecha de banda 6ptica de las superficies a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs, asi como
la mayor densidad de estados en la banda de conduccién son coherentes con el comportamiento
dopante superficial de las p-AgNPs. En tales condiciones, los electrones proceden de un donante
p-AgNPs en las superficies a-Ti-6Al-4V y su activacion requiere la iluminacion por radiacion [26],
como se confirma mediante el examen de los patrones FL (Figura 4.5). A continuacién, se analizo
la capacidad de conversion fototérmica para validar la capacidad de captacion de radiacion NIR.
Se puede apreciar que, de acuerdo con la informacién expuesta en las secciones anteriores, las
superficies de a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs obtenidas mediante inmersidn de discos de a-Ti-6Al-4V en
medios de reaccion de p-AgNPs (depositadas in situ) experimentan un incremento de
temperatura que aumenta a medida que se extiende el tiempo de irradiacién con el laser NIR.
En contraste, no se aprecia efecto alguno sobre discos de Ti-6Al-4V, a-Ti-6Al-4V o a-Ti-6Al-4V-
p-AgNPs depositadas ex situ. Los resultados obtenidos son comparables a los obtenidos con

dispersiones de p-AgNPs de la misma concentracién (14 ug mL?) (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Variacion de la temperatura en el centro de los discos Ti-6Al-4V, a-Ti-6Al-4V, a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs (ex
situ) y a-Ti-6Al-4V/p-AgNPs (in situ), y dispersion de p-AgNPs (14 ug mL1) durante 600 s de irradiacién laser NIR a
904 nm (E = 83,3 mW cm) respecto a la temperatura inicial.

De esta manera se puede confirmar que el recubrimiento nanoporoso desarrollado dopado con
p-AgNPs tiene la capacidad de convertir la energia electromagnética NIR en energia térmica. Por
lo tanto, estas nanoestructuras pueden ser utilizadas en terapias fototérmicas asistidas con
radiacion NIR (904 nm), siendo un material de buena eficiencia fototérmica, baja toxicidad y alta
biocompatibilidad [27 - 29]. Asimismo, las propiedades Unicas de la nanoestructura y su efecto
fototérmico abren una ventana prometedora para el tratamiento antimicrobiano que podria
darse provocando estrés fisico en las bacterias y dafios en sus membranas, concluyendo en la

muerte bacteriana [30].

4.4.4. Angulo de contacto estatico

En el Capitulo 3 se ha demostrado que el recubrimiento nanoporoso desarrollado presenta un
comportamiento de humectacién hidrofobico segun el régimen de Cassie-Baxter, incluso en
presencia de compuestos quimicamente hidrofilicos [12]. Tras la incorporacion de las p-AgNPs,

las caracteristicas de humectacion de las superficies mostraron un angulo de contacto menor,
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lo que evidencia un mayor cardcter hidrofilico en comparacion con el Ti-6Al-4V pulido original

(Figura 4.7).

Figura 4.7. Angulo de contacto estdtico con el agua medido para (a) Ti-6Al-4V, (b) a-Ti-6Al-4V, (c) a-Ti-6Al-4V/p-
AgNP (14 ug mL2).

Es sabido que este angulo, caracteriza la hidrofilicidad de la superficie. Los angulos de contacto
con el agua inferiores a 90° designan a las superficies como hidréfilas e indican que la
humectacién de la superficie es favorable, y que el fluido se extendera sobre un area amplia de
la superficie, mientras que las superficies con dngulos de contacto con el agua superiores a 90°
se consideran hidréfobas y, en general, significa que la humectacion de la superficie es
desfavorable [31, 32]. En cuanto a la respuesta bioldgica a los cambios en la humectabilidad de
las superficies biomédicas Gittens et al. resumen varios estudios que sugieren un efecto
estimulante general de una mayor hidrofilicidad de la superficie sobre la integracion del tejido
duro y blando con el implante, lo que produce una cicatrizacion acelerada y una
osteointegracion temprana. La humectabilidad de la superficie puede afectar a cuatro aspectos
principales del sistema bioldgico: (1) adhesidon de proteinas y otras macromoléculas a la
superficie (acondicionamiento), (2) interacciones de células de tejidos duros y blandos con las
superficies preacondicionadas, (3) adhesion bacteriana y posterior formacién de biofilms, y (4)
tasa de osteointegracién en la clinica (in vivo) [33]. En contacto con sangre y fluidos bioldgicos,
las superficies hidrofilicas favorecen la adsorcién de proteinas y mejoran la adhesidn celular. Por
el contrario, las superficies hidrofobas pueden desnaturalizar parcialmente las proteinas,
haciendo que los sitios de unién celular sean menos accesibles, lo que se traduce en una menor
adhesidn celular [34]. Por lo mencionado los nanorecubimientos de TiO, dopados con p-AgNPs
tenderian a ser beneficiosos en la adsorcidn de proteinas y adhesidon celular. En cuanto al efecto
antimicrobiano es conocido que la hidrofilia de las superficies tiende a favorecer la adhesion
bacteriana, sin embargo, no es posible obtener una conclusién sin antes realizar un estudio de
la actividad antibacteriana ya que como se ha mencionado las propiedades Unicas que presenta
la nanoestructura y la capacidad de conversién fototérmica NIR podrian generar un eficiente

efecto antibacteriano.
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4.5. Conclusiones

En el presente capitulo se ha aplicado el concepto de "sensibilizador plasmdnico", mediante la
deposicidn de nanoparticulas de plata en forma de prisma (p-AgNPs) sobre el recubrimiento de
TiO; nanoporoso generado sobre la aleacion Ti-6Al-4V (a-Ti-6AL-4V). En primer lugar, se han
establecido las condiciones de reaccion para alcanzar la maxima capacidad de foto-conversion
bajo irradiacion NIR. Se ha demostrado que una matriz ordenada nanoporosa de TiO; es un
sustrato noble para la inmovilizacidn simple y eficiente de nanoparticulas de plata anisotrdpicas
que presentan espectros de extincidon de resonancia plasmdnica superficial localizada NIR. La
morfologia de la estructura nanoporosa en el recubrimiento de TiO, anodizado no mostré
diferencias estadisticamente significativas tras la generacién in situ de p-AgNPs, mientras que
sus propiedades optoelectrdnicas mejoraron. Se puede demostrar que la radiacién emitida
debido a la oscilacion colectiva de los electrones libres en la superficie de las p-AgNPs puede ser
reflejada por los sustratos de titanio dentro de los nanoporos, aumentando las sefiales de
reflexién del infrarrojo cercano/medio y mejorando la capacidad de reflexion de la superficie. La
recombinacién de electrones y huecos fotogenerados, interpretada en términos de patrones de
emisién de fotoluminiscencia 3D, validé el intercambio de bandas de conduccién y de valencia
en la estructura a-Ti-Al-4V/p-AgNPs. Por otro lado, se ha evaluado la eficacia de las propiedades
electro-6pticas, consecuencia de la insercion de p-AgNPs sobre superficies de a-Ti-Al-4V, en su
capacidad de captacién y reflexidén de radiacion NIR. Las superficies hibridas a-Ti-Al-4V/p-AgNPs
mostraron una buena eficiencia de conversién fototérmica que generd un incremento de
temperatura comparable al de la dispersidon acuosa de p-AgNPs de concentracion equivalente.
Los resultados indican que existe una sinergia de interaccidon entre a-Ti-Al-4V y p-AgNPs,
mejorando la capacidad de absoricion y reflexidn NIR y una elevada capacidad de conversion

fototérmica.

102



Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados

4.6. Bibliografia

[1] Long, K., Lv, W., Wang, Z., Zhang, Y., Chen, K., Fan, N., Li, F., Zhang, Y. y Wang, W. (2023).
Near-infrared light-triggered prodrug photolysis by one-step energy transfer. Nature

Communications, 14(1), 8112.

[2] Peng, J., Zhao, J., Tang, Q., Wang, J., Song, W., Lu, X., Huang, X., Chen, G., Zheng, W., Zhang,
L., Han, Y, Yan, C., Wan, Q. y Chen, L. (2022). Low intensity near-infrared light promotes
bone regeneration via circadian clock protein cryptochrome 1. International Journal of

Oral Science, 14(1), 53.

[3] Walski, T., Grzeszczuk-Kué¢, K., Gatecka, K., Trochanowska-Pauk, N., Bohara, R., Czerski, A.,
Szutdrzynski, K., Krélikowski, W., Detyna, J. y Komorowska, M. (2022). Near-infrared
photobiomodulation of blood reversibly inhibits platelet reactivity and reduces

hemolysis. Scientific Reports, 12(1), 4042.

[4] Yu, Y., Yang, X., Reghu, S., Kaul, S. C., Wadhwa, R. y Miyako, E. (2020). Photothermogenetic
inhibition of cancer stemness by near-infrared-light-activatable nanocomplexes. Nature

Communications, 11(1), 4117.

[5] Wan, Z., Zhang, P., Lv, L.y Zhou, Y. (2020). NIR light-assisted phototherapies for bone-related
diseases and bone tissue regeneration: A systematic review. Theranostics, 10(25),

11837.

[6] Feng, Q., Zhou, X. y He, C. (2024). NIR light-facilitated bone tissue engineering. Wiley

Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology, 16(1), e1925.

[7] Quirk, B. J., Sannagowdara, K., Buchmann, E. V., Jensen, E. S., Gregg, D. C. y Whelan, H. T.
(2016). Effect of near-infrared light on in vitro cellular ATP production of osteoblasts and
fibroblasts and on fracture healing with intramedullary fixation. Journal of Clinical

Orthopaedics and Trauma, 7(4), 234-241.

[8] Shi, G., Jiang, H., Yang, F., Lin, Z., Li, M., Guo, J., Liao, X., Lin, Y., Cai, X. y Li, D. (2023). NIR-
responsive molybdenum (Mo)-based nanoclusters enhance ROS scavenging for

osteoarthritis therapy. Pharmacological Research, 192, 106768.

103



Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados

[9] Wang, S., Wang, F., Zhao, X., Yang, F., Xu, Y., Yan, F., Xia, D. y Liu, Y. (2022). The effect of near-
infrared light-assisted photothermal therapy combined with polymer materials on

promoting bone regeneration: A systematic review. Materials & Design, 217, 110621.

[10] Li, C., Geng, X., Chu, D., Li, J., Zhang, J., Jin, L. y Li, Z. (2022). NIR-responsive composite
nanofibers provide oxygen and mineral elements to promote osteogenesis. Materials &

Design, 224, 111285.

[11] Zhang, G., Yang, Y., Shi, J., Yao, X., Chen, W., Wei, X., Zhang, X. y Chu, P. K. (2021). Near-
infrared light Il-assisted rapid biofilm elimination platform for bone implants at mild

temperature. Biomaterials, 269, 120634.

[12] Belén, F., Gravina, A. N., Pistonesi, M. F., Ruso, J. M., Garcia, N. A,, Prado, F. D. y Messina, P.
V. (2022). NIR-Reflective and Hydrophobic Bio-Inspired Nano-Holed Configurations on
Titanium Alloy. ACS Applied Materials & Interfaces, 14(4), 5843-5855.

[13] Pistonesi, D. B., Belén, F., Centurion, M. E., Sica, M. G., Ruso, J. M. y Messina, P. V. (2023).
{111}-Faceted Silver Nanoplates: An Automated and Customized Design for

Functionality. ChemNanoMat, 9(12), e202300354.

[14] Choudhury, A. K. R. (2014). Characteristics of light sources. Principles of Colour and

Appearance Measurement, 1-52.

[15] Schneider, C. A., Rasband, W. S. y Eliceiri, K. W. (2012). NIH Image to Imagel: 25 years of
image analysis. Nature Methods, 9(7), 671-675.

[16] Stalder, A. F., Kulik, G., Sage, D., Barbieri, L. y Hoffmann, P. (2006). A snake-based approach
to accurate determination of both contact points and contact angles. Colloids and

Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 286(1-3), 92-103.

[17] Ovchinnikov, V. (2015). Reflection from disordered silver nanoparticles on multilayer

substrate. Sensors & Transducers, 193(10), 170.

[18] Olivieri, A., Chen, C., Hassan, S. A,, Lisicka-Skrzek, E., Tait, R. N. y Berini, P. (2015). Plasmonic
nanostructured metal-oxide—semiconductor reflection modulators. Nano letters, 15(4),

2304-2311.

[19] Mishra, A. K., Singh, P., Zala, D., Shaikh, N., Vemuri, S. K., Suthar, J., Shah, V., Mukhopadhyay,

I. y Ray, A. (2023). Plasmonic solar energy harvesting by ZnO nanostructures and their

104



Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados

composite interfaces: a review on fundamentals, recent advances, and

applications. Energy Technology, 11(7), 2201393.

[20] Ruso, J. M., Verdinelli, V., Hassan, N., Pieroni, O. y Messina, P. V. (2013). Enhancing CaP
biomimetic growth on TiO2 cuboids nanoparticles via highly reactive

facets. Langmuir, 29(7), 2350-2358.

[21] Mosquera, A. A,, Albella, J. M., Navarro, V., Bhattacharyya, D. y Endrino, J. L. (2016). Effect
of silver on the phase transition and wettability of titanium oxide films. Scientific

Reports, 6(1), 1-14.

[22] Shokry, A., Khalil, M. M. A., Ibrahim, H., Soliman, M. y Ebrahim, S. (2019). Highly luminescent
ternary nanocomposite of polyaniline, silver nanoparticles and graphene oxide quantum

dots. Scientific Reports, 9(1), 16984.

[23] Mathew, S., Kumar Prasad, A., Benoy, T., Rakesh, P. P., Hari, M., Libish, T. M.,
Radhakrishnan, P., Nampoori V. P. N. y Vallabhan, C. P. G. (2012). UV-visible
photoluminescence of TiO 2 nanoparticles prepared by hydrothermal method. Journal

of Fluorescence, 22, 1563-1569.

[24] Fukuhara, D., Joseph, M. T., Loumissi, T., Zhang, C., Itoi, T., Zhang, H. y lzumi, Y. (2021). Local
Silver Site Temperature Critically Reflected Partial and Complete Photooxidation of
Ethanol Using Ag—TiO2 as Revealed by Extended X-ray Absorption Fine Structure Debye—
Waller Factor. The Journal of Physical Chemistry C, 125(27), 14689-14701.

[25] Kumar, D. P., Reddy, N. L., Karthik, M., Neppolian, B., Madhavan, J. y Shankar, M. V. (2016).
Solar light sensitized p-Ag20/n-TiO2 nanotubes heterojunction photocatalysts for
enhanced hydrogen production in aqueous-glycerol solution. Solar Energy Materials

and Solar Cells, 154, 78-87.

[26] Zhang, H., Kulkarni, V., Prodan, E., Nordlander, P. y Govorov, A. O. (2014). Theory of
guantum plasmon resonances in doped semiconductor nanocrystals. The Journal of

Physical Chemistry C, 118(29), 16035-16042.

[27] Yu, N., Hu, Y., Wang, X., Liu, G., Wang, Z., Liu, Z., Tian, Q., Zhu, M., Shi, X. y Chen, Z. (2017).
Dynamically tuning near-infrared-induced photothermal performances of TiO 2
nanocrystals by Nb doping for imaging-guided photothermal therapy of
tumors. Nanoscale, 9(26), 9148-9159.

105



Capitulo 4: Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-6Al-4V activados

[28] Ou, G, Li, Z., Li, D., Cheng, L., Liu, Z. y Wu, H. (2016). Photothermal therapy by using titanium

oxide nanoparticles. Nano Research, 9, 1236-1243.

[29] Li, J., Zhang, W., Ji, W., Wang, J., Wang, N., Wu, W., Wu, Q., Hou, X., Hu, W. y Li, L. (2021).
Near infrared photothermal conversion materials: Mechanism, preparation, and
photothermal cancer therapy applications. Journal of Materials Chemistry B, 9(38),

7909-7926.

[30] Ding, Y., Yuan, Z., Hu, J. W, Xu, K., Wang, H., Liu, P. y Cai, K. Y. (2022). Surface modification
of titanium implants with micro—nano-topography and NIR photothermal property for
treating bacterial infection and promoting osseointegration. Rare Metals, 41, 673—688.

https://doi.org/10.1007/5s12598-021-01830-0

[31] Rupp, F., Gittens, R. A., Scheideler, L., Marmur, A., Boyan, B. D., Schwartz, Z. y Geis-
Gerstorfer, J. (2014). A review on the wettability of dental implant surfaces I: theoretical

and experimental aspects. Acta Biomaterialia, 10(7), 2894-2906.

[32] Yuan, Y. y Lee, T. R. (2013). Contact angle and wetting properties. En Surface Science

Techniques (pp. 3-34). Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg.

[33] Gittens, R. A., Scheideler, L., Rupp, F., Hyzy, S. L., Geis-Gerstorfer, J., Schwartz, Z. y Boyan,
B. D. (2014). A review on the wettability of dental implant surfaces Il: Biological and

clinical aspects. Acta Biomaterialia, 10(7), 2907-2918.

[34] Strnad, G., Chirila, N., Petrovan, C. y Russu, O. (2016). Contact angle measurement on

medical implant titanium based biomaterials. Procedia Technology, 22, 946-953.

106



Capitulo 5

Sistema automatizado de anodizado
electroquimico con control OJptico vy
amperomeétrico
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amperométrico

5.1. Introduccion

En capitulos previos se han detallado varias técnicas de modificacién superficial que son
empleadas con el fin de mejorar las propiedades de los biomateriales, especificamente del
titanio y aleaciones a base de titanio, empleados como implantes ortopédicos y también para
otorgarle mayor biocompatibilidad. El TiO, es ampliamente utilizado para fabricar
recubrimientos estables, protectores y porosos debido a su bajo costo, baja toxicidad y alta
actividad fotocatalitica. El anodizado electroquimico es una de las técnicas comunmente
utilizada para fabricar diversas superficies nanotopograficas controladas [1]. En el Capitulo 3 se
ha presentado el desarrollo de un recubrimiento de TiO; en la aleacidn de Ti-6Al-4V, en donde
controlando los principales factores que afectan al anodizado electroquimico se ha logrado
desarrollar un recubrimiento que tiene una estructura nanoporosa que le confiere a la aleacién
propiedades dpticas NIR y de hidrofobicidad entre otras [2]. Antes del proceso electroquimico,
debe realizarse un pretratamiento, que consiste en un pulido adecuado para obtener materiales
con superficies reproducibles. En los capitulos anteriores se ha visto que, en el proceso de
anodizacion, el material de titanio se conecta al 4nodo de la celda electroquimica donde se oxida
dentro de una solucién electrolitica acida, utilizando un material inerte (grafito o platino) como
catodo. Ademas, se ha explicado que, controlando los factores que afectan al anodizado
electroquimico es posible obtener estructuras de TiO; especificas, y utilizando electrolitos que
contienen iones fluoruro generar dichas estructuras con nanotubos o nanoporos que le
confieren al metal nuevas y mejores propiedades [2, 3]. Mediante el empleo de esta técnica, se
genera una capa de 6xido compuesta principalmente TiO,, conjuntamente con los otros metales
de la aleacidn. En el caso de la aleacion estudiada en esta tesis, también presenta éxidos de Al y
V. Aunque esta capa presenta una alta resistividad al circuito eléctrico formado por el electrolito
y la parte metalica, su espesor aumenta continuamente mientras el campo eléctrico sea lo
suficientemente fuerte como para conducir los iones a través de la pelicula de éxido. El espesor
final de la capa de 6xido es aproximadamente proporcional al potencial aplicado [2, 4]. Estas
capas confieren al titanio y a las aleaciones a base titanio mejoras como una mayor dureza,
mejores propiedades mecdnicas, mayor resistencia a la corrosién e incluso mayor
biocompatibilidad [5-9]. Las morfologias de las capas de dxido generadas en el proceso
electroquimico dependen de su espesor (normalmente el aumento de la rugosidad va asociado
al aumento del espesor) y de las topografias de los sustratos subyacentes. Las capas de dxido
generadas sobre titanio y aleaciones a base de titanio mediante anodizado electroquimico
muestran morfologias superficiales y microestructuras complejas [5]. El anodizado

electroquimico genera cambios de color en las aleaciones, siendo una propiedad atractiva para
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monitorear las variaciones de las capas de éxido que se producen en funcién del tiempo [10,
11]. Ademas, segln estudios previos, existe una relaciéon entre el progreso del proceso de
anodizado y las curvas especificas de densidad de corriente-tiempo. Una alternativa innovadora
para controlar las variables fisicas y quimicas del proceso y obtener asi materiales con
recubrimientos superficiales reproducibles es automatizar el proceso de anodizado
electroquimico, incluyendo el control del pretratamiento (pulido). De este modo, se controlarian
los pardmetros del proceso que alteran la cinética de crecimiento, la microestructura y la
formacién de nanoestructuras en las superficies de los sustratos que influyen en las propiedades

fisicas y quimicas de la capa de éxido.

5.2. Objetivo

En este capitulo se presenta el desarrollo de un sistema automatizado para el control de los
principales parametros que influyen en el anodizado electroquimico del titanio y aleaciones a
base de titanio (tiempo, voltaje, concentracién de electrolito y temperatura), permitiendo la
generacidn de capas superficiales de Oxido con variaciones en su microestructura y
caracteristicas morfoldgicas. Simultdneamente, se pretende monitorear la cinética del
anodizado electroquimico en tiempo real mediante curvas corriente tiempo y se emplea un
sensor optico para el registro de imagenes digitales. El sistema también verificara si el pulido
mecanico (pretratamiento manual) de la aleacidn es adecuado para proceder a la etapa de
anodizado. Asimismo, el sistema permite desarrollar de forma homogénea y reproducible el
recubrimiento nanoporoso especifico de TiO, sobre aleaciones Ti-6Al-4V, previamente

desarrollado y presentado en el Capitulo 3.

5.3. Experimental

5.3.1. Reactivos y materiales

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y las soluciones se prepararon utilizando agua
MQ (18,3 MQ cm™). Acido fluorhidrico (HF, 48 %, Sigma - Aldrich), dcido ortofosférico (HsPOs,
85 %, Merck), acetona (AC, 99 %, Sigma - Aldrich) y etanol (EtOH, 96 %, Carl Roth) se han utilizado
tal como se recibieron. Las ldminas Ti-6Al-4V (1000 um espesor; Ti 89. 754 %; Al 6,01 %; V 4,06
%; C 0,01 %; N < 0,01 %; O 0,08 %; Fe 0,04 %; H 0,006 %, otros < 0,04 %) se adquirié a Roberto
Cordes S.A.
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5.3.2. Sistema automatizado

En bibliografia se han documentado trabajos en los cuales nanoestructuras de TiO, con
caracteristicas especificas han sido generadas sobre titanio y aleaciones a base de titanio
empleando un dispositivo que consiste en una celda electroquimica de polipropileno con una
barra de grafito usada como catodo y un disco de titanio como dnodo [2]. La distancia entre los
dos electrodos es constante en 10 mm. La celda tiene una tapa a rosca también de polipropileno
con un orificio para colocar la barra de grafito en el interior de la celda y otro para colocar un
alambre de titanio que funciona como punto de contacto del disco de titanio. El alambre se
conecta mediante un cable cocodrilo-banana a la fuente que proporciona el voltaje,
estableciendo la conexidn entre el disco de titanio y la alimentacidn [12] (Figura 5.1). La principal
desventaja que presenta esta metodologia es que no se efectia ningun control del pulido
mecanico de los discos ni tampoco se monitorea el proceso para garantizar la reproducibilidad

del proceso electroquimico.

Figura 5.1. Dispositivo para anodizado electroquimico.

El sistema automatizado presentado en la Figura 5.2 estd comprendido por: una celda de
reaccion de polipropileno (CR) con una ventana de acrilico (VA) y un mdédulo de control de
temperatura; un brazo robético de polipropileno (BR) con una barra de grafito como catodo y
un soporte (SD) para un disco pulido de Ti-6Al-4V como dnodo. Ambos electrodos conectados a
la fuente de voltaje variable y separados por una distancia constante de 10 mm. Ademds, una
barra magnética en el interior de la CR es utilizada para llevar a cabo la agitacién. El controlador
de temperatura digital desarrollado consiste en tres componentes, un serpentin de PVC, a través
del cual circula agua de refrigeracién a partir de una micro bomba; una resistencia eléctrica

envainada y un sensor de temperatura, todos colocados dentro de la CR. El BR tiene la
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posibilidad de realizar movimientos rotacionales y verticales precisos para colocar los electrodos
dentro de la CRy los discos de Ti-6Al-4V en frente de la ventana para la deteccién con imagenes
digitales del pulido mecanico y del anodizado electroquimico usando un microscopio digital
(MD). El prototipo desarrollado opera con iluminacién controlada a través de un arreglo de LEDs
acoplado al MD. Un amperimetro “lab-made” (A) registra la corriente que circula en el proceso
de anodizado. Todas las partes mencionadas que conforman al prototipo se encuentran sobre
una base estructural (BE) de PLA, la que incluye también una serie de sensores, actuadores y
mecanismos esenciales para las operaciones del sistema a través de un microcontrolador

comercial.

FCO

BR

LEDs

VA

E] CR

MD

Figura 5.2. Prototipo del sistema automatizado. A: amperimetro; FCO: final de carrera dptico; BR: brazo robdtico;
SD: soporte para disco;, MD: microscopio digital; VA: ventana de acrilico; CR: cdmara de reaccion; BE: base
estructural; LEDs.
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5.3.2.1. Electrdnica

La electrdnica del sistema automatizado (SA) (diagrama de bloques, Figura 5.3) se encargé de
controlar y conducir las sefiales, asi como de medir las variables. Se utilizé un microcontrolador
comercial (Arduino Mega 2560) para controlar el funcionamiento general del sistema. Una
rutina de codigo desarrollada se empleadd para controlar las sefiales de entrada del final de
carrera optico (FCO) y las sefiales de salida al servomotor y al controlador del motor paso a paso.
El motor paso a paso y el servomotor fuero utilizados para ejecutar los movimientos verticales
y de rotacién del BR, respectivamente. Esto, combinado con el FCO en cada direccidn, permite
un control preciso y reproducible de la altura y la posicidn de los electrodos. El controlador del
motor paso a paso (Mddulo ULN2003) es el circuito que proporciona la sefial de control al motor
paso a paso. En cuanto a los interruptores dpticos, fue utilizado uno para el movimiento de
rotacion (FCO ¢) y otro para el movimiento de altura (FCO z). El mdédulo de control de
temperatura (W1209 Digital) mantiene la temperatura de la solucién a un valor predeterminado
(£ 0,1 °C), controlando la resistencia de calentamiento mediante un relé. La resistencia
calefactora se alimentdé con + 9 V mediante un regulador reductor de voltaje (LM2596), para
garantizar un calentamiento preciso. Ademas, se utilizé una micro bomba peristaltica (micro
bomba dosificadora DC 12 V) para recircular agua de refrigeracion a través del serpentin de PVC
para disminuir la temperatura de la solucién. El mddulo regulador de temperatura, la resistencia
y la micro bomba peristaltica son alimentados con una fuente comercial (5-240-12, 12V 20A).
Una fuente de voltaje regulable (UNI-T UTP3315, 0-30V 0-5A) se utilizadd para alimentar el
catodo y el dnodo, y el amperimetro esta conectado en serie para medir la corriente que circula
a través del sistema. Para el registro de los videos se empled un microscopio digital (NSDIMI,
USB 2 Mpx, zoom 230X) colocado en frente de la VA. Un agitador magnético a 200 rpm fue usado
para garantizar una agitacién reproducible. A su vez, para desalojar las soluciones de la CR se

empled otra micro bomba peristaltica.
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Figura 5.3. Diagrama de bloques de la electrdnica del sistema automatizado.

113



Capitulo 5: Sistema automatizado de anodizado electroguimico con control dptico y

amperométrico

5.3.2.2. Procedimiento

En primer lugar, discos de 10 mm de didmetro y 1 mm de espesor son cortados mecdnicamente
a partir de la ldmina de Ti-6Al-4V. A continuacién, los discos son esmerilados sucesivamente con
papel de lija de SiC de grado P180, P240, P400, P600, P800, P1000, P1500y P2000, y son pulidos
mecdanicamente con pasta de diamante de 3 um (grano 8000, Leader Products). Por ultimo, son

desengrasados por sonicacién en AC, EtOH y agua MQ durante 10 min, en secuencia.

Posteriormente, el disco pulido mecanicamente es colocado en el SD del sistema disefado. Se
activa el motor paso a paso para mover el SD y colocar el disco frente a la VA para grabar
imagenes digitales de la superficie del disco con el MD. A partir del andlisis superficial de las
imagenes obtenidas, se verifica si el pulido es adecuado para proseguir con el proceso de
anodizado. Una vez verificado el pulido adecuado, se activa el motor paso a paso para elevar el
soporte y retirar el disco de la CR. Posteriormente, se llena la CR con la solucién electrolitica a
utilizar y se ajustan en el sistema la temperatura y el voltaje a aplicar. Seguidamente, se
encienden el agitador magnético y la micro bomba de recirculacidon de agua. Después, una vez
que la solucién electrolitica alcanza la temperatura deseada, el motor paso a paso se activa
nuevamente y el disco es colocado en posicidon dentro de la CR. Inmediatamente cuando el disco
alcanza su posicién frente a la VA, se comienza a registrar el video y se mide la corriente que
circula entre los electrodos. Estos registros se realizan automaticamente durante 100 min. Una
vez finalizado el proceso de anodizado, se activa el sistema para retirar los electrodos de la CR y

se prosigue a la etapa de limpieza para su posterior analisis.

5.3.3. Diseiio de experimento del anodizado electroquimico

Se uso el software estadistico Design Expert versién 10 (Stat-Ease Inc., USA) para disefar y
analizar los efectos de los principales pardmetros (temperatura, voltaje y concentracién de HF)
de anodizado electroquimico que influyen en las caracteristicas de la capa de TiO, generada,

utilizando como respuesta el valor medio de la corriente de estado estacionario.

Se utilizé un disefo experimental Box-Behnken (BBD) de tres factores y tres niveles para
correlacionar las interacciones entre las variables y la respuesta. Cada factor se analizé en los
tres niveles: bajo (-1), alto (+1) y punto central (0). Basandose en el disefio BBD, se realizaron
quince experimentos, incluyendo tres réplicas del punto central y un conjunto de puntos en el

punto medio de cada extremo del cubo multidimensional, para obtener resultados precisos. Las
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Tablas 5.1 y 5.2 muestran los niveles de los tres factores y las ejecuciones del BBD,

respectivamente.

Tabla 5.2. Niveles de los factores en el disefio Box Behnken.

Variable Factor Nivel codificado
-1 0 +1
A Temperatura (°C) 15,0 25,0 35,0
B Voltaje (V) 3,0 5,0 7,0
C Concentracion HF (%) 0,10 0,30 0,50

Tabla 5.3. Disefio Box Behnken con valores experimentales.

Experimento Nivel codificado Nivel experimental
Temperatura Voltaje Concentracion HF
A B (o

(°C) (V) (%)
El -1 +1 0 15,0 7,0 0,30
E2 +1 -1 0 35,0 3,0 0,30
E3 0 +1 +1 25,0 7,0 0,50
E4 0 0 0 25,0 5,0 0,30
E5 0 +1 -1 25,0 7,0 0,10
E6 +1 +1 0 35,0 7,0 0,30
E7 +1 0 -1 35,0 5,0 0,10
E8 +1 0 +1 35,0 5,0 0,50
E9 0 0 0 25,0 5,0 0,30
E10 -1 0 -1 15,0 5,0 0,10
E11 0 0 0 25,0 5,0 0,30
E12 -1 0 +1 15,0 5,0 0,50
E13 0 -1 -1 25,0 3,0 0,10
E14 0 -1 +1 25,0 3,0 0,50
E15 -1 -1 0 15,0 3,0 0,30
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5.3.4. Medidas de corriente del anodizado electroquimico

Como se mencioné en las secciones anteriores se empled un amperimetro para realizar las
mediciones de la corriente que circula a través del sistema durante el proceso de anodizado. Es
ampliamente conocido que los valores de corriente en este proceso experimentan las mayores
variaciones en los momentos iniciales. Por este motivo, se registraron los valores cada segundo
durante el primer minuto de la reaccidn y luego cada 30 s hasta el final del proceso
electroquimico, con el objetivo de obtener la maxima cantidad de informacién posible sobre

esta variable.

5.3.5. Imagenes digitales

Como se ha mencionado anteriormente, la reproducibilidad de los tratamientos superficiales,
en concreto el anodizado electroquimico, es un factor indispensable que debe ser controlado
para asegurar la formacion de las estructuras deseadas en los recubrimientos. El sistema
automatizado desarrollado permite realizar el anodizado electroquimico de forma reproducible
ya que, se controlan los principales parametros que influyen en el mismo. Por otro lado, en el
momento de iniciar el tratamiento se debe asegurar que los discos tengan similares
caracteristicas superficiales. Por esta razén, al momento de iniciar la reaccién, los discos
previamente pulidos se colocan en el SD y se toma una imagen con el MD a partir de la cual es
posible observar si el pulido es adecuado y también con la cual se construyen histogramas de
frecuencias de niveles de color estdndar permitiendo evaluar la condicién inicial de cada disco.
Para construir los histogramas de frecuencias se utilizo el software Matlab® 2010a (Mathworks
Inc.) con la interfaz gratuita "Imagens_gui". Para todas las imagenes, se definié una region de
interés (ROI) circular (Figura 5.4), manteniendo un tamano y coordenadas constantes. Estas ROI
se utilizaron a continuacidn para obtener los histogramas. Ademas, para obtener un parametro
cuantitativo y poder discretizar si las superficies pulidas del disco son reproducibles, se utilizo el
software gratuito Image J® para realizar un estudio de textura de las imagenes, en el que se
calculé el valor de entropia de la imagen previamente convertida a escala de grises en la ROI
establecida. Se realizd un analisis jerarquico de clusters (AJC) en Matlab® con los valores de
entropia superficial de cada disco para determinar la clasificacién de los discos. Si a partir del
analisis de las imagenes se determina que el pulido del disco no es correcto, se sustituye o se
vuelve a pulir. Una vez comprobado que el pulido es correcto, se inicia el anodizado
electroquimico como se detalla en la Seccidn 5.3.2.2. Se graban videos superficiales de los discos

durante 100 min mientras trascurre el anodizado. Se utilizd el software Free Video to JPG

116



Capitulo 5: Sistema automatizado de anodizado electroguimico con control dptico y

amperométrico

Converter para procesar los videos y se obtuvo un fotograma por minuto (100 fotogramas por
video). A continuacidn, se realizé el andlisis de los datos de imagen con Matlab® del mismo modo
gue se ha descrito anteriormente para cada fotograma. Adema3s, se empled el MD para capturar
imagenes de cada disco tras concluir la reaccion. Estas imagenes se procesaron con el software
Image J®, primero convirtiéndolas a escala de grises, luego seleccionando un ROl en cada unay
calculando el valor medio del histograma en esta regidn para obtener un parametro cuantitativo

que facilitd el analisis del estado final de anodizacién en cada experimento.

Figura 5.4. Imagen de la superficie de un disco colocado en el SD tomada con el MD y el ROI seleccionado.

5.3.5.1. Coeficiente de correlacion de Pearson

El grupo de investigacion ha estudiado y caracterizado ampliamente la estructura del
recubrimiento de dxido producido bajo las condiciones correspondientes al punto central del
disefio experimental BBD propuesto (5,0 V, 25,0 °Cy 0,30 % m/v HF). Bajo estas condiciones se
ha obtenido una nanoestructura especifica que le confiere propiedades y caracteristicas Unicas
al implante, generando asi nuevas oportunidades para la aplicacion de fototerapia con
radiaciones no invasivas como la radiacién NIR [2]. Se calculé el coeficiente de Pearson para cada
histograma utilizando Matlab®, tomando como referencia dptima el ultimo fotograma
correspondiente al punto central, para determinar la factibilidad de generar la capa de dxido

deseada en cada experimento y, de ser asi, en qué tiempo se alcanzaria esta condicion.
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5.4. Resultados y discusion

5.4.1. Control del pulido mecanico

El control preciso del pulido mecanico es crucial a la hora de iniciar un tratamiento superficial.
Garantizar unas caracteristicas superficiales uniformes en cada disco y entre los distintos discos
es primordial, ya que mantiene la principal ventaja que ofrece el sistema automatizado: la
reproducibilidad del tratamiento. Por lo tanto, a pesar de controlar todos los parametros que
influyen en el anodizado electroquimico, si no se controla cuidadosamente el pulido mecanico,
los discos pueden presentar caracteristicas y propiedades no deseadas derivadas de sus
condiciones iniciales. La Figura 5.5(i) muestra imagenes tomadas con el MD de 6 discos pulidos
mecdanicamente antes del tratamiento electroquimico y un grafico de superficie 3D coloreado
construido a partir de cada imagen (Figura 5.5(ii) e (iii)), y la Figura 5.6 los histogramas de
frecuencias construidos a partir de estas imagenes, respectivamente. Como se observa en la
Figura 5.5, se puede determinar que los discos a, b y d presentan caracteristicas similares
mientras que el disco c tiene una imperfeccién notoria y los discos e y f tienen marcas de pulido.
Analizando la Figura 5.6, se puede visualizar una distribucion similar en los histogramas de los
discos a, b y d. Ademas, la Tabla 5.3 presenta los valores de entropia calculados para cada
imagen, mientras que la Figura 5.7 muestra el AJC realizado a partir de los valores de entropia
superficial. Este andlisis valida las observaciones realizadas en las Figuras 5.5 y 5.6, ya que se
puede observar que los discos a, b y d presentan valores similares, mientras que los discos c, e
y f muestran diferencias. La Figura 5.7 muestra que los discos b y d se agrupan en primer lugar,
después el ay por ultimo el e, mientras que los discos cy fforman otro grupo. Estas agrupaciones
confirman lo dicho anteriormente de que los discos a, b y d son similares entre si. Analizando el
AIC, el disco e podria ser considerado o no como parte del grupo de discos para anodizar, sin
embargo, teniendo en cuenta todas las observaciones se decidié que los discos con un pulido
aceptable eran los discos a, b y d, mientras que el disco ¢ fue descartado y los discos ey f fueron

pulidos nuevamente.
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Figura 5.5. Discos pulidos mecdnicamente (a-f); i: imdgenes superficiales tomadas con el MD y (ii) e (iii): grdficos de
superficie 3D coloreados construidos a partir de las imdgenes.
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Figura 5.6. Histogramas de frecuencia de los niveles de color de las superficies de los discos pulidos mecdnicamente.

Tabla 5.4. Entropia superficial de los discos pulidos mecdnicamente.

Disco Entropia
a 9,255
b 9,202
c 8,023
d 9,162
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Figura 5.7. Andlisis Jerarquice de Cluster de los valores de entropia superficial de los discos pulidos.

5.4.2. Corriente de anodizado electroquimico

Las Figuras 5.8 y 5.9 muestran las curvas de corriente-tiempo de anodizado de los experimentos
realizados, donde se observa la curva tipica del 6xido anddico poroso anodizado a voltaje
constante [13-17]. La Figura 5.8 muestra desde el tiempo inicial hasta el final de la reaccion a los
6000 s mientras que la Figura 5.9 muestra desde el inicio hasta los 10 s permitiendo apreciar las

variaciones iniciales.

En todos los experimentos en los que la concentracion de HF fue del 0,30 % o superior, se
observé un comportamiento que puede dividirse en tres etapas, la primera, que dura un periodo
de tiempo muy corto, se observa en un decaimiento exponencial de la corriente, una segunda
etapa, que consiste en un pequefio aumento de la corriente y una tercera en donde se alcanza
un estado cuasi estacionario que se mantiene hasta el final de la reaccién. Estas tres etapas han

sido explicadas por Regonini et al. [18, 19], quienes sostienen que la conductividad de la capa
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de 6xido superficial estd compuesta por dos componentes: uno electrénico y otro iénico. Por lo
tanto, la densidad de corriente resultante a través de la capa de éxido se debe a la contribucion

de estos dos componentes.

En la primera etapa, al comienzo del tratamiento, se forma una capa de éxido que actia como
una barrera de alta resistencia que genera el decaimiento exponencial de la corriente. A
continuacién, en la segunda etapa, los iones presentes en la solucidon se desplazan a través de la
capa de 6xido generando una formacion de poros inducida por los iones F* que conduce a una
disminucién de la resistencia de la capa de éxido y, en consecuencia, a un aumento de la
corriente. Finalmente, en la tercera etapa se alcanza un equilibrio entre los procesos de
formacién de la capa de d6xido y desintegracién de la misma debido a los iones F, lo que provoca
que la corriente alcance un valor practicamente constante. Por otro lado, en los experimentos
en los que la concentracidn de HF en el electrolito es del 0,10 %, no se logra detectar la segunda
etapa y solo se observa una primera etapa de decaimiento exponencial de la corriente seguida

de la etapa cuasi estacionaria [20, 21].

2I £l £E2 £3 E4 ES £E6 £7 £8
1 E9 —E10 E1l £E12 £13 E14 ——E15

Corriente (mA)

1000 2000 3000 4000 5000 6000

Tiempo (s)

Figura 5.8. Corriente total de anodizado frente al tiempo total. Experimento 1-15 (E1-15).
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Figura 5.9. Corriente total de anodizado frente al tiempo inicial. Experimento 1-15 (E1-15).

Zhang et al. [13] han demostrado que existe una relacién entre la corriente idnica de estado
estacionario (corriente predominante) y la longitud de los nanotubos obtenidos (espesor de la
capa de oxido), observando que los nanotubos aumentan su longitud a medida que aumenta la
corriente. Por lo tanto, se ha utilizado el valor medio de |a corriente de estado estacionario como
medida relacionada con el espesor de la capa de 6xido en cada una de las corridas como variable
respuesta del disefio experimental propuesto para analizar el efecto de los parametros
estudiados (voltaje, concentracién de HF en el electrolito y temperatura) sobre dicha capa de

Oxido. En la Tabla 5.4 se muestran los valores medios de la corriente en estado estacionario para

cada experimento.
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Tabla 5.4. Corriente total de anodizado en cada experimento.

Experimento Corriente Experimento Corriente Experimento Corriente

(mA) (mA) (mA)
1 2,80 6 4,81 11 3,28
2 4,16 7 1,09 12 5,30
3 9,57 8 10,13 13 0,62
4 3,36 9 3,29 14 7,10
5 1,07 10 0,49 15 1,92

Los datos presentados en las Tablas 5.2 y 5.4 se analizaron con el programa estadistico Design
Expert version 10. Empleando un analisis estadistico de la varianza (ANOVA) basado en el BBD,
el valor F del modelo obtenido de 202,24 implica que el modelo es significativo y el valor p <
0,05 indica que los términos del modelo que son significativos son A, B, C, AC, BCy C2. Se utilizé
un modelo de ecuaciones polindmicas de segundo orden para identificar el vinculo entre los tres

componentes (A, By C) y la respuesta, como se ilustra en la ecuacidn siguiente:

Y=337+121A4+0,56 B+ 3,60 C+ 1,06 AC + 0,51 BC + 1,05 C? (5.1)

Y =1,768 — 0,038 A— 0,101 B — 17,217 C + 0,529 AC + 1,263 BC + 26,174 C* (5.2)

La Ec. (5.1) esta en términos de factores codificados y la Ec. (5.2) esta en términos de factores
reales. En ambas ecuaciones Y representa la corriente y A, By C representan la temperatura, el
voltaje y la concentracion de HF respectivamente. Analizando los resultados, se puede
determinar que en los experimentos examinados y, en los rangos estudiados, el valor de la
corriente de estado cuasi estacionario, y consecuentemente la longitud de los nanotubos
formados, se ve afectado principalmente por la concentracién de HF en la solucién electrolitica,
esta variable tiene un gran impacto que se observa en las Ec. (5.1) y (5.2) con una dominancia
en los términos de primer y segundo orden. Por otro lado, la temperatura y el voltaje aplicado

tienen una influencia significativa en la respuesta, pero menor que la concentracion de HF.

Una vez determinado el efecto de cada variable sobre la corriente se realizé una optimizacion.
Para esta optimizacién se establecié como valor 6ptimo de corriente de estado cuasi
estacionario un valor en el rango comprendido entre 3,28 - 3,36 mA. Esta determinacion se baso
en trabajos previos, especificamente en el estudio presentado en el Capitulo 3, donde se

caracterizé la capa de 6xido generada. Se obtuvieron resultados alentadores utilizando una
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concentracién de HF del 0,30 %, una temperatura de 25,0 °C y un voltaje de 5,0 V [2]. Por lo
tanto, se buscé obtener una estructura de TiO, con estas mismas caracteristicas. Los valores de
corriente de estado cuasi estacionario para estas condiciones fueron 3,28, 3,29 y 3,36 mA para
cada una de las tres réplicas, respectivamente. Al mismo tiempo, como criterio de optimizacién,
se establecié que cada uno de los tres factores analizados debia tomar un valor dentro del rango
estudiado. Para los criterios establecidos se han encontrado 100 soluciones que los satisfacen
con una deseabilidad de 1,0 en todos los casos. Los criterios y las soluciones de la optimizaciéon

se detallan en las Tablas 5.5y 5.6.

Tabla 5.5. Criterios de optimizacion.

Variable Objetivo Limite Limite
inferior superior
A: Temperatura (°C) En rango 15,0 35,0
B: Voltaje (V) En rango 3,0 7,0
C: HF concentracion (%) En rango 0,10 0,50
Corriente (mA) En rango 3,28 3,36

Tabla 5.6. Soluciones de la optimizacion.

Solucién Temperatura Voltaje Concentracion HF ~ Corriente Desirabilidad
(°C) (V) (%) (mA)
1 23,4 3,2 0,33 3,28 1,0
2 17,3 3,5 0,39 3,30 1,0
3 15,8 4,5 0,38 3,34 1,0
4 31,1 3,5 0,28 3,35 1,0
5 22,1 4,8 0,32 3,35 1,0
6 17,1 3,9 0,38 3,34 1,0
7 34,4 4,4 0,25 3,30 1,0
8 17,4 6,5 0,33 3,30 1,0
9 20,3 6,8 0,30 3,28 1,0
10 16,1 6,9 0,33 3,35 1,0
11 32,9 3,3 0,27 3,31 1,0
12 21,4 34 0,35 3,30 1,0
13 32,3 6,6 0,24 3,34 1,0
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14 28,4 3,9 0,29 3,34 1,0
15 331 4,0 0,26 3,35 1,0
16 24,5 6,8 0,28 3,35 1,0
17 22,1 4,2 0,33 3,35 1,0
18 29,2 6,1 0,26 3,30 1,0
19 32,3 4,3 0,26 3,30 1,0
20 26,5 31 0,32 3,35 1,0
21 16,3 6,1 0,35 3,35 1,0
22 19,0 6,5 0,32 3,35 1,0
23 24,8 3,7 0,32 3,34 1,0
24 31,7 5,2 0,26 3,34 1,0
25 32,6 3,7 0,27 3,29 1,0
26 23,7 3,6 0,33 3,36 1,0
27 29,0 5,5 0,27 3,30 1,0
28 17,9 6,8 0,32 3,30 1,0
29 17,0 5,9 0,34 3,29 1,0
30 17,3 3,7 0,39 3,34 1,0
31 21,2 3,9 0,35 3,36 1,0
32 30,2 5,0 0,27 3,35 1,0
33 21,4 6,1 0,30 3,29 1,0
34 32,5 6,6 0,24 3,29 1,0
35 23,4 3,7 0,33 3,28 1,0
36 16,8 6,3 0,33 3,28 1,0
37 21,5 51 0,32 3,28 1,0
38 23,2 3,3 0,34 3,28 1,0
39 32,9 3,3 0,27 3,34 1,0
40 32,1 3,3 0,28 3,34 1,0
41 24,0 3,6 0,33 3,30 1,0
42 33,7 4,0 0,26 3,31 1,0
43 18,9 4,3 0,36 3,34 1,0
44 19,0 5,3 0,34 3,35 1,0
45 19,9 6,7 0,31 3,34 1,0
46 28,5 3,4 0,30 3,29 1,0
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47 294 3,7 0,29 3,35 1,0
48 16,2 6,0 0,35 3,34 1,0
49 19,4 6,4 0,31 3,34 1,0
50 18,9 6,4 0,32 3,34 1,0
51 18,0 3,3 0,39 3,29 1,0
52 16,6 4,7 0,37 3,29 1,0
53 15,9 5,0 0,37 3,35 1,0
54 24,0 3,2 0,34 3,35 1,0
55 25,6 3,2 0,32 3,30 1,0
56 29,7 3,1 0,30 3,35 1,0
57 23,9 3,2 0,33 3,31 1,0
58 18,9 6,8 0,31 3,30 1,0
59 27,8 5,2 0,28 3,30 1,0
60 19,7 6,7 0,31 3,34 1,0
61 15,9 6,1 0,35 3,34 1,0
62 25,9 6,8 0,27 3,30 1,0
63 22,8 6,6 0,29 3,35 1,0
64 22,7 6,5 0,29 3,34 1,0
65 19,5 5,2 0,33 3,29 1,0
66 18,7 4,2 0,36 3,34 1,0
67 17,9 3,5 0,38 3,29 1,0
68 24,9 3,6 0,32 3,30 1,0
69 33,1 3,1 0,27 3,30 1,0
70 33,8 4,1 0,26 3,34 1,0
71 31,9 6,5 0,24 3,29 1,0
72 32,6 3,5 0,27 3,36 1,0
73 26,9 6,5 0,26 3,30 1,0
74 33,3 5,6 0,25 3,34 1,0
75 16,0 51 0,37 3,30 1,0
76 34,0 4,5 0,25 3,28 1,0
77 22,5 6,9 0,29 3,35 1,0
78 24,8 5,0 0,30 3,35 1,0
79 24,0 6,7 0,28 3,35 1,0
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80 24,7 5,6 0,29 3,30 1,0
81 30,9 5,2 0,26 3,33 1,0
82 19,4 4,3 0,36 3,36 1,0
83 20,7 5,2 0,32 3,30 1,0
84 33,0 6,8 0,23 3,29 1,0
85 24,3 6,7 0,28 3,34 1,0
86 32,6 4,3 0,26 3,31 1,0
87 17,9 5,2 0,35 3,28 1,0
88 23,0 6,5 0,29 3,28 1,0
89 16,6 5,9 0,34 3,29 1,0
90 22,3 3,3 0,35 3,35 1,0
91 25,8 3,6 0,32 3,34 1,0
92 30,5 3,3 0,29 3,30 1,0
93 32,1 6,4 0,24 3,29 1,0
94 31,0 4,4 0,27 3,29 1,0
95 23,0 4,4 0,32 3,34 1,0
96 24,6 3,1 0,33 3,29 1,0
97 32,7 4,8 0,25 3,29 1,0
98 16,1 6,3 0,34 3,34 1,0
99 16,2 3,5 0,40 3,34 1,0
100 15,6 5,5 0,36 3,34 1,0

5.4.3. Procesamiento de imagenes digitales

Es conocido que el titanio y sus aleaciones se oxidan espontaneamente al estar expuestos al
aire, formando una capa muy delgada de TiO; en su superficie, con un grosor aproximado de
entre 5 y 20 nm [22, 23]. Esta capa es practicamente transparente. Si esta capa de 6xido
aumenta su espesor, se produce un cambio en el brillo y color de la aleacién, que varian en
funcién del espesor y rugosidad de la capa de éxido superficial [24, 25]. Los colores se generan
mediante un fendmeno de interferencia multionda que ocurre entre la luz reflejada por la
interfaz aire/oxido y la luz transmitida a través de esta interfaz. Esta luz realiza una o multiples
reflexiones en el interior de la capa de 6xido antes de ser transmitida nuevamente a través de
la interfaz. La interferencia es destructiva para algunas longitudes de onda de la region visible,

lo que provoca la coloracion del material. La condicion de interferencia destructiva depende de
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la diferencia de camino éptico entre los haces de luz, que varia con el espesor de la capa de
oxido, el indice de refracciédn del éxido y la direccién de la luz incidente [26]. Como se ha
mencionado previamente, la formacidén de la capa superficial de TiO, durante el proceso de
anodizado de la aleacidn Ti-6Al-4V esta directamente influenciada por los factores analizados en
este capitulo. Estos factores tienen un impacto directo en la generacién y las caracteristicas de
la nanoestructura formada. A su vez, su espesor y rugosidad confiere una coloracidn especifica
a la aleacién. Por ello, ademas de las mediciones de corriente a lo largo de la reaccidn, se ha
considerado de suma importancia realizar mediciones de la coloracién superficial mediante el

registro con videos digitales, los cuales son posteriormente discretizados en fotogramas.

Se construyeron histogramas de frecuencias de los distintos espacios de color para analizar la
variacion de color de cada experimento durante los 100 min de la reaccion. Finalmente, se
decidio seleccionar el espacio de color Tono, Saturacién y Valor (en inglés HSV), ya que son los
niveles en los que las variaciones de color son mas notables. La Figura 5.10 muestra, a modo de
ejemplo, un grafico 3D que muestra esta evolucidn para E4 y la Figura 5.11 muestra la tendencia
de la evolucidn de este experimento. Para trazar la tendencia, se obtuvo el valor maximo de
frecuencia de cada fotograma en estos niveles seleccionados (HS) y se trazé en funcion del

tiempo ajustando los datos con un polinomio de grado 4.

Figura 5.10. Histograma de frecuencias del nivel de color estdndar HS para el experimento 4.
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Figura 5.11. Tendencia de la evolucion del color en los niveles HS para el experimento 4.

Se puede observar que el tono y la saturacion tienen un valor inicial que disminuye hasta
alcanzar un minimo, esto se debe a que inicialmente el disco de Ti-6Al-4V esta pulido
mecdanicamente lo que refleja la iluminacidn, pero, al comenzar la reaccién, se forma una capa
de 6xido opaco. Después de alcanzar el minimo, los valores de HS comienzan a aumentar hasta
alcanzar sus maximos a los 60 min, para luego disminuir ligeramente hasta el final de la reaccién.
Este comportamiento puede atribuirse a la formacién de la capa de TiO, que al principio es
delgada y, a medida que se oxida, aumenta su espesor y la formacion de la nanoestructura le

confiere rugosidad lo que genera un aumento de los valores de tono y saturacion.

La coloracion superficial, como se ha mencionado, depende de las caracteristicas, especialmente
del espesor y rugosidad de la capa de dxido generada. De esta forma, se pretende obtener
informacidn sobre la variacidn del color de las superficies de los discos a medida que avanza la
reaccion y tener una idea de lo cerca que se encuentra este parametro de la condicion
establecida como 6ptima [2]. Para obtener esta informacidn se utilizé el coeficiente de Pearson.
La Figura 5.12 presenta las curvas del coeficiente de Pearson en funcién del tiempo de reaccion.
Se observa que los tres experimentos correspondientes a la condicidn éptima central (E4, E9 y
E11) alcanzan un valor constante y cercano a 1 aproximadamente a los 50 min. Esto sugiere que,
a partir de este punto, es probable que la capa de déxido generada no experimente mayores
modificaciones. Los experimentos con menor concentracion de HF (E5, E7, E10y E13) a lo largo

de toda la reaccién presentan valores del coeficiente de Pearson inferiores a 0,6. Como se ha
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mencionado en los resultados previos, por la baja corriente que circula la capa de dxido
generada es muy delgada, presentando una gran diferencia en la coloracién con respecto a la
condicidon éptima. En los demds experimentos se puede observar que en cierto tiempo el
coeficiente de Pearson toma valores superiores a 0,8, lo que nos da un indicio de que la capa de

oxido es similar a la de la condicion éptima.
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Figura 5.11. Coeficiente de Pearson vs. tiempo para cada experimento.

Por otro lado, en la Figura 5.13 se muestran las imagenes tomadas de cada disco una vez
finalizada la reaccién, junto con una imagen de un disco que no ha sido anodizado. Se observa
que los discos E5, E7, E10 y E13 presentan una coloracion diferente a la de los discos de los
demas experimentos. Esta diferencia de coloracion se debe a que estos discos tienen una alta
reflexion de la luz mientras que los otros tienen una superficie opaca. Los discos
correspondientes a los cuatro experimentos mencionados presentan una capa de éxido muy
fina y practicamente transparente. Ademas, la Tabla 5.7 presenta los valores medios del
histograma para cada una de las imagenes, se percibe que los discos E4, E9 y E11 (réplicas)
presentan valores muy similares entre si, los discos E1, E2, E3, E6, E8, E12, E14 y E15 tienen
valores cercanos a los anteriores y los discos E5, E7, E10 y E13 tienen valores muy diferentes

validando lo afirmado anteriormente. Estos resultados concuerdan con los discutidos en la

131



Capitulo 5: Sistema automatizado de anodizado electroquimico con control dptico y

amperométrico

Seccién 5.4.2 donde se determind que la corriente, y consecuentemente la longitud de los
nanotubos de TiO, generados, se ven afectados principalmente por la concentracién de HF en
la solucidn electrolitica y que los experimentos mencionados son aquellos en las que la
concentracion de HF es la mas baja (0,10 %) y por lo tanto corresponden con los menores valores

de corriente.

Figura 5.13. (E1 - 15) Imagen superficial de los discos anodizados en todos los experimentos y (P) de un disco pulido
sin anodizar.

Tabla 5.7. Valor medio del histograma de los discos anodizados en todos los experimentos.

Experimento Valor medio Desvio estandar
El 134,194 2,005
E2 141,868 1,215
E3 141,0,21 1,630
E4 139,324 1,706
E5 108,819 1,599
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E6 142,399 1,324
E7 113,132 2,530
E8 143,899 1,551
E9 139,192 1,644
E10 108,040 1,990
E11 138,684 1,387
E12 141,734 1,317
E13 117,023 2,030
E14 135,247 1,589
E15 134,091 1,910

5.5. Conclusiones

En este capitulo se presenta el desarrollo de un sistema automatizado para realizar y analizar el
anodizado electroquimico de aleaciones Ti-6Al-4V. El sistema consta de componentes clave: una
celda de reaccidn de polipropileno con una ventana acrilica, un microscopio digital para registrar
la reaccién, un sistema microcontrolado para el ajuste preciso de la temperatura y un brazo
robotico de polipropileno con una varilla de grafito (catodo) y un soporte para discos de Ti-6Al-
4V (anodo). El brazo realiza movimientos verticales y giratorios para colocar con precisién los
electrodos, controlados por un motor paso a paso y un servomotor respectivamente, que
garantizan la precisién mediante finales de carrera dpticos. Ademas, el sistema cuenta con
iluminacion controlada por un arreglo de LED acoplado al microscopio, esta alimentado por una
fuente de voltaje variable y dispone de un amperimetro para medir la corriente que circula. Tras
una cuidadosa optimizacién de los factores mas importantes del proceso, como la concentracion
de HF en la solucidn electrolitica/temperatura/voltaje aplicado, y analizando las medidas de la
corriente circulante y las imagenes de la superficie a lo largo del proceso, se confirmé que los
tres factores afectan a la formacion de la capa de dxido superficial y que el mds significativo es
la concentraciéon de HF en el electrolito. Como se observa en la Figura 5.14, el prototipo permite
la deteccién de imagenes para controlar el pulido mecanico y la deteccién dual
(eléctrica/imagenes) para el proceso de anodizado electroquimico de aleaciones Ti-6Al-4V.
Mediante el control de importantes factores de anodizacidn, se obtienen capas de éxido de
mayor calidad con superficies homogéneas, mejorando también la reproducibilidad del proceso.

De esta forma, es posible obtener nanoestructuras especificas como las desarrolladas vy
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estudiadas en los capitulos previos [2], como un recubrimiento biomérfico nanoporoso de TiO;
sobre la aleacién Ti-6Al-4V con propiedades de reflectancia NIR e hidrofébicas. Este sistema
representa un gran avance en la aplicacion de esta técnica de modificacion superficial
proporcionando mejoras en estos biomateriales. El prototipo automatizado propuesto presenta

las tendencias de los equipos modernos, que se centran en la simplificacion y la miniaturizacion,

y estd totalmente controlado por un microcontrolador.
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6.1. Introduccion

A lo largo de esta tesis se ha resaltado la amplia cantidad de aplicaciones médicas de los
biomateriales metalicos, en particular del titanio y aleaciones a base de titanio como el Ti-6Al-
4V, tales como en implantes dentales y ortopédicos [1-5]. También se ha destacado la
posibilidad de mejorar las propiedades de estos materiales mediante diversas técnicas de
modificaciéon superficial. Ademds, se ha abordado la importancia de la respuesta bioldgica a los
implantes ortopédicos metalicos para garantizar su rendimiento clinico. En este contexto, la
biointegracidn y la liberacion de residuos se destacan como dos desafios cruciales que requieren
ser abordados. La exposicidon de los implantes metdlicos a los fluidos corporales altamente
agresivos induce procesos de corrosion que afectan negativamente a la biocompatibilidad y la
integridad mecanica de las protesis. Las aleaciones de titanio, como se ha mencionado,
presentan una elevada resistencia a la corrosién debido a la capa protectora de éxido que se
forma espontdneamente en sus superficies [6 - 10]. La estructura y el espesor de esta capa de
Oxido dependen de la composicion de los implantes de titanio, de su microestructura y del
tiempo de implantacidn [11, 12]. Se compone principalmente del TiO,, termodinamicamente
estable, que contiene pequefias cantidades de subdxidos como dxido de titanio (TiO) y triéxido
de dititanio (Ti,0s3), asi como elementos de aleacion oxidados [7, 13 - 15]. La aleacion de Ti-6Al-
4V, como vimos en capitulos previos, presenta el inconveniente de una baja resistencia al
desgaste, pudiendo sufrir corrosidn electroquimica que reduce su integridad estructural y la
liberacion de productos de degradacion, potencialmente téxicos para el tejido huésped [16]. Los
iones de aluminio y vanadio liberados de los implantes en el entorno biolégico circundante, asi
como en los drganos, pueden ocasionar problemas de salud a largo plazo, como neuropatia
periférica, osteomalacia y enfermedad de Alzheimer [17, 18]. Por lo tanto, resulta fundamental

cuantificar su presencia.

Para la cuantificacion de los elementos metdlicos liberados de los implantes ortopédicos, como
el CP-Ti y sus aleaciones, en un fluido biolégico simulado, se utilizan con frecuencia técnicas
como la espectrometria de absorcién atémica (AAS), la espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS) y la espectrometria de emisidn atdmica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES). Sin embargo, tienen un costo elevado y requieren un tratamiento

complejo de la muestra [19 - 21].

Los polifenoles (catequina, quercetina, rutina y morina, entre otros) se han identificado desde
hace tiempo como potenciales agentes quelantes de metales debido a su gran afinidad. La

quercetina en particular es un flavonoide que se ha utilizado en la formacién de complejos con
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iones de aluminio y vanadio provocando un desplazamiento batocrémico hacia las longitudes
de onda visibles, lo que lo convierte en un polifenol con potencial para la determinacidn
simultdnea de ambos metales [22, 23]. En base a una busqueda bibliografica, no se han
encontrado procedimientos sencillos, eficaces, libres de pretratamiento y de bajo costo para la
deteccidén simultdnea de aluminio y vanadio, debido a la competencia entre metales por el

ligando y a su interaccién con los medios bioldgicos.

Por otro lado, la bibliografia indica que se han utilizado técnicas de seleccidn de variables para
mejorar la capacidad de prediccion de los métodos espectroscdpicos de calibracion. La
tendencia en quimica analitica a buscar procesar datos espectroscépicos de alta dimensién
continla representando un desafio considerable para desarrollar modelos de calibracion
multivariante robustos y parsimoniosos. En la literatura, se pueden encontrar varios métodos
de calibracién multivariante. En este contexto, el algoritmo de Minimos Cuadrados Parciales
(PLS, por sus siglas en inglés) ha sido ampliamente utilizado en el analisis de conjuntos de datos
de alta dimensién, como los datos espectroscépicos, y ha logrado resultados satisfactorios en

diversas aplicaciones [24 - 29].

6.2. Objetivo

El desarrollo de un método que permita la cuantificacidon simultanea de aluminio y vanadio en
matrices bioldgicas complejas se considera un reto y es el objetivo de este capitulo. Se presenta
una metodologia que combina, de forma conjunta, la espectroscopia UV-VIS mediante la
formacién de complejos metal-quercetina y el procesado de datos con diferentes herramientas
quimiomeétricas, incluyendo PLS, Algoritmo de Proyecciones Sucesivas por intervalos acoplado a
Minimos Cuadrados Parciales (iSPA-PLS) y Resolucién de Curvas Multivariantes - Minimos

Cuadrados Alternos (MCR-ALS).

6.3. Experimental

6.3.1. Reactivos y materiales

Todos los reactivos utilizados en este estudio fueron de grado analitico y las soluciones fueron
preparadas diariamente utilizando agua MQ (18,3 MQ cm™). Las soluciones patrdn de aluminio
(1) y vanadio (I11) (50,0 ug mL?) se prepararon disolviendo una cantidad adecuada de cloruro de
aluminio (AICl3, Merck) y cloruro de vanadio (VCls, Sigma - Aldrich) en solucién de Hank (HS) [30]

para simular el fluido corporal. Se utilizé quercetina (Sigma - Aldrich) para obtener una solucion
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madre (800,0 ug mL?) en metanol (MeOH, 70,0 %, Aberkon Quimica) y por dilucion de ésta se
prepard la solucidn estdndar de quercetina (400,0 pg mL™). Como medio de reaccién se utilizd
una proporcion 4:1 de una mezcla entre una solucidon tampon de acetato de sodio (C;HsNaO,,
1,0M, Anedra)/4cido acético (CH;COOH, 1,0M, Mallinckrodt) de pH 4,0 y una solucién de cloruro
de sodio (NaCl) / fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,) (0,86M, Biopack / 0,005M, Cicarelli).
Las ldminas Ti-6Al-4V (1000 um de espesor, Ti 89,754 %, Al 6,01 %, V 4,06 %, C 0,01 %, N <0,01
%, 0 0,08 %, Fe 0,04 %, H 0,006 % y otros <0,04 %) fueron adquiridas a Roberto Cordes S.A. Estas
[dminas fueron cortadas en discos de 1 mm de espesor y 10 mm de diametro y posteriormente
sometidas a un tratamiento de anodizado electroquimico para obtener los discos de a-Ti-6Al-4V

[31].

6.3.2. Preparacion de testigos y muestras

Teniendo en cuenta las concentraciones (0 - 0,30 ppm) comunicadas por Lori et al. [32], se
empleé el programa estadistico Design Expert versién 10 (Stat-Ease Inc., EE.UU.) para realizar
un diseno de experimento y determinar las concentraciones de cada metal en las mezclas. Se
realizé un disefio categérico multinivel con dos factores (concentracién de aluminio vy
concentracién de vanadio) y cinco niveles para cada factor (0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50 y 2,00

ppm). Basandose en el disefio, se realizaron treinta y seis ensayos.

Para la preparacién de los testigos, se afiadié un volumen de 2000 pL de la solucién reguladora
de acido acético/acetato de sodio, a continuacién, se adicionaron 500 pL de solucién para
controlar la fuerza idnica (NaCl/NaH,PO,). Luego se afiadieron alicuotas de las soluciones patron
de aluminio (Ill) y vanadio (lll), obteniéndose un conjunto de soluciones, con diferente
concentracién de cada metal. Posteriormente, se afadieron 90 plL de la solucidon patrén de
quercetina y se llevé a un volumen final de 3000 pL con agua MQ. Por ultimo, se realizaron
espectros de absorcion molecular en el intervalo de 330 a 550 nm utilizando un
espectrofotometro de absorcion molecular ultravioleta-visible Agilent, modelo Cary 50, una
cubeta de cuarzo de 1 cm. Todas las mediciones se realizaron a TA (25 * 1 2C). Los registros se

hicieron por triplicado y se emplearon en la construccidon de modelos quimiométricos.

Se empled Ti-6Al-4V comercial de grado quirdrgico para aplicar el nuevo método de deteccion
de residuos de aluminio y vanadio en HS. Los discos de a-Ti-6Al-4V se sumergieron en 20 mL de
HS y se tomé una alicuota de 100 pL de la solucion después de 12 semanas. Este procedimiento
se baso en los resultados obtenidos por Lori et al. [24] para determinar los residuos de aluminio

y vanadio liberados, utilizando el método previamente descrito. El mismo procedimiento se llevd
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a cabo para un disco sin tratamiento (Ti-6Al-4V, control). Por otro lado, para validar los
resultados obtenidos por el método desarrollado se realizaron medidas de los residuos de
ambos metales liberados en el HS mediante un espectrometro de emisidn dptica por plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, ICPE-9000, Japdn), utilizando las longitudes de onda de
396,153 nmy 290,880 nm para determinar aluminio y vanadio, respectivamente, y tres réplicas
para cada metal. El ICP-OES esta equipado con un nebulizador coaxial para la introduccion de la
muestra y una cdmara cicldnica. La potencia de radiofrecuencia operativa es de 1,2 kW, y los
caudales de gas plasma, gas auxiliar y gas portador son de 10 L min®; 0,6 L minty 0,7 L min™

respectivamente.

6.3.3. Procedimiento quimiométrico

Preprocesamiento de datos

Dado que los espectros UV-VIS presentaban variaciones sistematicas en la linea de base, se
aplicaron distintos métodos de preprocesamiento para superar estos inconvenientes:
correccion del desplazamiento de la linea de base (OFF) y primera derivada de Savitzsky-Golay

con polinomio de segundo orden y ventana de 15 puntos (SGD).

Algoritmos de primer orden

Para la construccion de los modelos de calibraciéon destinados a cuantificar el contenido de
aluminio y vanadio, se seleccionaron 25 testigos para el conjunto de calibracién y 8 para el
conjunto de predicciéon, empleando el algoritmo SPXY (particién del conjunto de muestras
basada en las distancias x-y conjuntas). Los modelos se desarrollaron utilizando Unicamente al
conjunto de calibracidn, y la validacién del modelo se realizé mediante una validacién cruzada
completa utilizando el método leave-one-out. El conjunto de prediccion se utilizd
exclusivamente para evaluar la capacidad predictiva de los modelos resultantes. A continuacion,
se centrd la media de los datos y se construyeron modelos multivariados mediante el algoritmo
PLS. Este algoritmo se aplicé tanto a espectros completos como a intervalos seleccionados de

variables especificas basadas en el método iSPA-PLS.

El algoritmo MCR-ALS también se empled para estimar la concentracion de aluminio y vanadio.
En este contexto, las matrices se aumentaron por columnas, con los primeros 25 espectros
designados para las muestras de calibracion y los ultimos 8 espectros correspondientes a las

muestras de prediccidén. Antes de aplicar el algoritmo, los espectros puros de aluminio, vanadio
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Yy quercetina se sometieron a procesos de preprocesamiento y normalizacidon para facilitar su

uso en la fase inicial de estimacién del modelo MCR-ALS.

La determinacion del nimero de componentes principales en cada modelo se llevd a cabo
mediante descomposicidén de valor singular (SVD). Las matrices que contenian los espectros
puros de aluminio, vanadio y quercetina se incorporaron como estimaciones iniciales. Los
modelos MCR-ALS, que abarcan tanto las matrices de datos sin procesar como aquellas con
correccion de la linea de base mediante desplazamiento, se optimizaron utilizando restricciones
de no negatividad y correlacidn en el modo de concentracién, asi como de no negatividad en el
modo espectral. Para los datos derivados, sélo se optimizé el modo de concentracion, con

restricciones de no negatividad y correlacién.

En todos los modelos, el criterio de convergencia adoptado se fijé en 0,1, y el nUmero méximo
de iteraciones en 5000. Como paso final de la evaluacidn, los perfiles recuperados por MCR-ALS
se compararon en términos de correlacion con los perfiles puros utilizados en la fase inicial de

estimacion.

Para evaluar la calidad del modelo se utilizaron varios pardmetros, como el error cuadratico
medio de validacion cruzada (RMSECV), el error cuadratico medio de prediccion (RMSEP), el
coeficiente de correccién de validacion cruzada (r.,), el coeficiente de prediccidon (rpred), la
relacién entre el rendimiento y la desviacion de la prediccidn (RPD), el limite de cuantificacion
(LOQ), el limite de deteccién (LOD), el error relativo de prediccion (REP) y la region eliptica de

confianza conjunta (EJCR). El calculo de estas métricas siguid las Ec. (6.1) a (6.9).

RMSECV = \/niw - Z::‘i(yl —yi)? (6.1)

1 A~
RMSEP = \[@ — 35— v (6.2)

IHOAEDE

= |1—=% — 6.3
Tev 2. i—y)? (6.3)
P 9-y)?
Toreq = |1 — " 6.4
pred ij1 (J/j —37]')2 ( )
_ Sdpred
RPDpred = MSEP (6.5)
LoQ =10x S5d (6.6)
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LoD =33 x5d (6.7)
REP = [ 2232 _1x100 (6.8)
Exziflyi

np

EJCR = np(y —b)* +2(x—a)(y —b) 2221 Cnx + (x—a)? anl Cnx = 25§/x Fy,ny —2(6.9)

En donde n., y n, representan el niumero de muestras que componen los conjuntos de

calibracion y prediccién, respectivamente, fli e j‘/}. son los valores predichos por el modelo,
mientras que Y, e )7]. representan los valores de referencia. Sd y Sd,,.q corresponden a las

desviaciones estandar de las predicciones para las muestras de los conjuntos de validacion
cruzada y prediccion, respectivamente. "a" y "b" son los valores estimados para la pendiente y
el intercepto de la regresidn de las concentraciones predichas frente a las concentraciones

nominales del analito. c,, es la concentracidn de la muestra n-ésima utilizada como referencia

. . T . s 2 . . ses
y situada en el eje x del andlisis de regresidon Sy/ es la varianza residual, F es el valor critico, a
X

representa el nivel de confianza y n,-2 corresponde a los grados de libertad. Todos los
procedimientos quimiométricos se llevaron a cabo utilizando el software Matlab. Los algoritmos
para la particién del conjunto de datos (SPXY) y la construccidn de los modelos de regresién PLS

e iSPA-PLS se desarrollaron internamente en el laboratorio.

6.4. Resultados y discusion

6.4.1. Efecto del pH y procedimientos de pretratamiento

Para evaluar el efecto del pH en la reaccidén, se realizaron estudios con varios valores de pH
utilizando diferentes soluciones tampdn. A valores de pH superiores a 5,0 se observd un
precipitado de aluminio (lll) en el medio y a valores de pH iguales o inferiores a 3,0 no fue posible
la formacion del complejo vanadio-quercetina. Por lo mencionado, se decidid utilizar una

solucion tampdn de 4cido acético/acetato sddico a pH 4,0.

En la Figura 6.1 se representan los espectros de todas las muestras en el intervalo de 330 a 550
nm. En la Figura 6.1a, la linea roja representa el espectro medio de la solucién de quercetina
antes de formar el complejo con aluminio y vanadio; las lineas verde y azul representan,
respectivamente, los espectros medios de los complejos de quercetina-aluminio y quercetina-
vanadio puros por separado. Las lineas negras, a su vez, indican las mezclas de los complejos
aluminio-quercetina y vanadio-quercetina. Es posible observar una reduccién significativa de la

intensidad de la banda asociada a la quercetina a 364 nm, resultado de la disminucién de la
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concentracién de quercetina libre en la solucién. Ademas, en la Figura 6.1a se aprecia la
aparicion de una banda correspondiente a los complejos de aluminio y vanadio entre 400 y 550
nm. Los espectros sin preprocesar mostrados en la Figura 6.1a exhiben una leve desviacion
sistemdtica con respecto a la linea de base. Para corregir estas desviaciones, se realizaron
correcciones a la linea de base y se aplicd la técnica de suavizado de la primera derivada de
Savitzky-Golay, utilizando un polinomio de segundo orden y una ventana de 15 puntos, tal como

se ilustra en las Figuras 6.1b y c.
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Figura 6.1. Espectros UV-VIS de las muestras. (a) Espectro sin procesar con el perfil espectral de la quercetina no
acomplejada representado por la linea roja, la linea verde aluminio-quercetina y la linea azul vanadio-quercetina.
Espectro preprocesado con (b) correccion de la linea de base y (c) filtro derivado de Savitzsky-Golay con polinomio de
segundo orden y ventana de 15 puntos.

6.4.2. Determinacion de la concentracion de aluminio y vanadio

Los espectros, tanto sin preprocesar como preprocesados, se utilizaron para desarrollar modelos
de regresién PLS, iSPA-PLS y MCR-ALS con el fin de determinar las concentraciones de aluminio
y vanadio. Como se muestra en la Figura 6.1, las bandas espectrales de los complejos quercetina-
aluminio y quercetina-vanadio presentan un gran solapamiento, lo que impide su determinacién
simultanea sin el uso de algoritmos quimiométricos. Los resultados obtenidos mediante los

algoritmos PLS e /jSPA-PLS se presentan en la Tabla 6.1.
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Tabla 6.5. Resumen de los resultados obtenidos por los algoritmos PLS para la cuantificacion de aluminio y vanadio.

Intervalos RMSECV  RMSEP LOD LOQ
Preprocesamiento Algoritmo o Fpred RPD REP (%) Lv
seleccionados (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Aluminio
Sin PLS - 0,32 0,30 0,84 0,88 1,72 0,28 0,84 24,92 3
preprocesamiento jSPA-PLS (15/1) 0,27 0,25 0,89 0,91 2,13 0,28 0,85 20,13 3
PLS - 0,22 0,19 0,92 0,97 2,95 0,41 1,23 13,47 6
OFF
iSPA-PLS (23/3) 0,18 0,15 0,94 0,98 3,83 0,21 0,64 10,35 6
PLS - 0,29 0,31 0,85 0,86 1,83 0,20 0,59 23,32 3
SGD
iSPA-PLS (15/4) 0,26 0,28 0,89 0,90 2,06 0,18 0,55 20,68 3
Vanadio
Sin PLS - 0,25 0,15 0,89 0,96 2,96 0,19 0,58 9,73 5
preprocesamiento  jSPA-PLS (10/3) 0,20 0,10 0,93 0,98 4,22 0,36 1,09 6,82 7
PLS - 0,22 0,19 0,92 0,97 2,95 0,41 1,23 13,47 6
OFF
iSPA-PLS (20/2) 0,18 0,07 0,94 0,99 7,98 0,47 1,43 4,97 6
PLS - 0,21 0,16 0,92 0,98 3,44 0,26 0,80 11,55 5
SGD
iSPA-PLS (7/2) 0,23 0,15 0,91 0,98 3,66 0,18 0,55 10,85 4
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Analizando los resultados presentados en la Tabla 6.1, es evidente que la seleccidon de rangos
variables produjo los mejores resultados tanto para el aluminio como para el vanadio. Como se
ha destacado, el método mas eficaz para determinar la concentracidn de aluminio consistid en
el uso de iSPA-PLS junto con espectros preprocesados que incluian la correccion de la linea de
base. En este proceso, se emplearon seis variables latentes y se seleccionaron tres intervalos de
los 23 disponibles, como se ilustra en la Figura 6.2a. Los intervalos de variables seleccionados
por iSPA-PLS (368 a 377, 415 a 424 y 491 a 500 nm) dieron como resultado unos valores RMSEP
de 0,15 ppm; ryred de 0,98; RPD de 3,83; REP de 10,35 %; LOD de 0,21 ppm y LOQ de 0,64 ppm.
La Figura 6.2b presenta graficos que comparan los valores predichos con los valores de
referencia para el conjunto de predicciones, demostrando que los datos estan bien distribuidos
a lo largo de la linea de referencia, lo que indica un modelo eficaz. Ademas, la precision del
modelo queda confirmada por el grafico de elipse de confianza conjunta (Figura 6.2c), que
incluye el punto ideal tedrico (a =0y b = 1), lo que sugiere la ausencia de sesgo en el modelo

construido.
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Figura 6.2. (a) intervalos seleccionados por el método iSPA-PLS para la determinacion de aluminio cuando se utilizan

espectros UV-VIS preprocesados con correccion de linea de base, (b) grdfico de los valores predichos en comparacion

con los valores de referencia para los conjuntos de calibracion y los conjuntos de prediccion y (c) elipse de confianza
conjunta para el conjunto de prediccion.

En lo que respecta a la determinacién de la concentraciéon de vanadio, también se obtuvo el
mejor rendimiento mediante el uso de espectros con correccion de la linea de base. En este
modelo se emplearon seis variables latentes y se seleccionaron dos intervalos de los veinte
divididos previamente, como se ilustra en la Figura 6.3a. Los intervalos de las variables
seleccionadas por iSPA-PLS (363 a 373 y 495 a 505 nm) dieron como resultado unos valores
RMSEP de 0,07 ppm; rpreq de 0,99; RPD de 7,98; REP de 4,97%; LOD de 0,47 ppm y LOQ de 1,43
ppm. Los graficos que comparan los valores de referencia con los valores predichos, asi como la
elipse de confianza conjunta para el conjunto de predicciones, pueden observarse en las Figuras

6.3by c, respectivamente. Por otro lado, se evalué la variabilidad interdia del método propuesto.
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Se determind el porcentaje de recuperacion de mediciones de 1,00 ppm para ambos metales,

obteniéndose un porcentaje de recuperacion del 113 % para el vanadio y del 110 % para el

aluminio.
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Figura 6.3. (a) intervalos seleccionados por el método iSPA-PLS para la determinacion de vanadio cuando se utilizan

espectros UV-VIS preprocesados con correccion de linea de base, (b) grdfico de los valores predichos en comparacion

con los valores de referencia para los conjuntos de calibracion y los conjuntos de prediccion y (c) elipse de confianza
conjunta para el conjunto de prediccion.

Mediante el algoritmo MCR-ALS, los resultados mas prometedores para la determinacién del
contenido de aluminio y vanadio se presentan en la Tabla 6.2. En la determinacidn del contenido
de aluminio, el modelo MCR-ALS con correccidn de linea de base registré valores RMSEC de 0,43
ppm; RMSEP de 0,26 ppm; RPD de 2,19 y REP de 18,16%. Para la determinacion del contenido
de vanadio, el modelo arrojé un resultado ligeramente superior en comparacidon con los
resultados para la determinacién del aluminio, posiblemente debido a que el perfil del complejo
vanadio-quercetina tiene menos solapamiento con la quercetina que el complejo aluminio-
quercetina, como se muestra en la Figura 6.4. Por lo tanto, MCR-ALS demostré una mayor
eficiencia en la recuperacién del perfil, resultando en valores de prediccidn para RMSEC en 0,40

ppm; RMSEP en 0,24 ppm; RPD en 2,29,y REP en 17,31 %.

Sin embargo, es importante destacar que, para considerarse adecuado, el valor RPD debe ser
superior a 3 y el valor REP debe ser igual o inferior al 10 %. De este modo, se observa que todos
los modelos MCR-ALS mostraron un rendimiento menos satisfactorio en comparacion con los

obtenidos con iSPA-PLS.
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Tabla 6.6. Resumen de los resultados obtenidos por el algoritmo MCR-ALS para la cuantificacion de aluminio y vanadio.

RMSEC RMSEP

Preprocesamiento r Fpred RPD REP (%)
(ppm) (ppm)
Aluminio
Sin
0,35 0,35 0,85 0,79 1,49 28,78
preprocesamiento
OFF 0,43 0,26 0,78 0,89 2,19 18,16
SGD 0,37 0,43 0,83 0,82 1,32 32,18
Vanadio
Sin
0,38 0,28 0,81 0,96 1,56 18,49
preprocesamiento
OFF 0,340 0,24 0,80 0,96 2,29 17,32
SGD 0,338 0,26 0,82 0,94 2,12 18,75
w 0,1 w0,08
b — (Al-Q) ° (v-Q)
-] MCR-ALS (Al-Q) N | £ — MCR-ALS (v-Q)
[1*] 1] [
£ £
20,05/ £0,04.
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Figura 6.4. (a) Espectro del complejo aluminio-quercetina y perfil estimado por MCR-ALS para el complejo aluminio-
quercetina. (b) Espectro del complejo vanadio-quercetina y perfil predicho por MCR-ALS para el complejo vanadio-
quercetina.

6.4.3. Muestras

Como se menciona en la Seccidn 6.3.2, se llevaron a cabo mediciones después de 12 semanas
de inmersidon de los discos en HS, y se confirmé la presencia de residuos de aluminio y vanadio,
como era de esperar segun Lori et al. [24]. Para validar los resultados obtenidos, se realizaron
medidas de los residuos de aluminio y vanadio liberados desde un disco a-Ti-6Al-4V y un disco
control de Ti-6Al-4V en HS mediante ICP-OES. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla

6.3.
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Tabla 6.7. Comparacion de los resultados obtenidos mediante el método desarrollado y el ICP-OES. La ultima
columna muestra los resultados de la prueba t con datos apareados.

Método ICP-OES
tcalc
desarrollado (ppm) (ppm)
Aluminio 1,68 £ 0,02 1,52 +0,01 1,21
a-Ti-6Al-4V
Vanadio 1,79+ 0,06 1,92 +0,14 0,28
Aluminio 0,44 + 0,05 0,39 +0,04 -0,39
Ti-6Al-4V

Vanadio 0,34 + 0,07 0,30+0,02 0,22

Valor t critico 0,05; 2 = 4,303

Como se observa, se registraron mayores concentraciones de aluminio y vanadio en la solucidn
gue contenia el disco a-Ti-6Al-4V que en la solucidn que contenia el disco Ti-6Al-4V. Segun se ha
informado la capa de dxido generada en la superficie de la aleacién de Ti-6Al-4V se encuentra
formada por una capa interna compacta y una capa externa porosa [33 - 36]. La capa interna se
denomina capa barrera y es la principal responsable de la alta resistencia a la corrosion de la
capa de 6xido pasiva, mientras que la capa porosa de menor resistencia estd asociada a la
biocompatibilidad de las aleaciones [7, 10]. La capa interna contiene predominantemente TiO,,
mientras que la capa externa de TiO; esta enriquecida con tridxido de dialuminio (Al,Os) y
pentadxido de divanadio (V.0s). Se sabe que la resistencia a la corrosion de la aleacién del
implante depende del grosor de la capa interna y de la porosidad de la capa externa. A medida
que la capa interna es mas gruesa y la capa externa es menos porosa, la resistencia a la corrosion
es mayor [15]. Sin embargo, la capa porosa pronunciada garantiza la osteointegracion cuando
los implantes se incrustan en el cuerpo humano. Aunque la capa interna de la pelicula de 6xido
actla como barrera contra la disolucién de iones [7, 37, 38], las aleaciones de los implantes
pueden generar iones metalicos, que pueden inducir problemas de biocompatibilidad [6, 7, 39 -
42]. Los iones metdlicos se liberan por disolucidn preferente de sus éxidos o por procesos de
desgaste, lo que provoca la eliminacién de fragmentos metalicos. La liberacién de productos de
corrosion depende de la velocidad de corrosidn de la aleacidn y de la solubilidad de los éxidos
formados. La corrosidn de la aleacién Ti-6Al-4V provoca la liberacidon de iones de aluminio y
vanadio, que pueden causar reacciones inflamatorias graves, ostedlisis y trastornos
neurolégicos. Algunos autores [40, 41] informaron de una liberacién significativamente mayor
de iones de vanadio, debido a la disolucion del 6xido de vanadio, que es facilmente soluble [37].
Su disolucién se ve especialmente favorecida por la presencia de iones cloruro en las soluciones

fisiolégicas [14, 41]. Wolner et al. también demostraron que el 6xido de Al,O; se disuelve
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preferentemente a un potencial determinado, ya que el aluminio es pasivo sélo en una regién
potencial/pH muy estrecho, como indica el diagrama de Pourbaix para el aluminio en medio

acuoso [43].

Ademas, la precision del método propuesto, utilizando modelos /SPA-PLS, se compard con los
resultados obtenidos por el método de referencia, ICP-OES, mediante la prueba t, como se
detalla en la Tabla 6.3. Para la ejecucion de la prueba t, se consideraron intervalos de confianza
conjuntos con 2 grados de libertad y un nivel de confianza del 95 % (valor t critico 0,05; 2 = 4,30).
Al comparar los valores t calculados para el contenido de aluminio y vanadio con el valor t critico,
se observa que ninguna de las muestras presenta diferencias estadisticamente significativas
entre el método propuesto y el método de referencia, lo que pone de manifiesto la capacidad
predictiva de los modelos con correccidn de la linea de base mediante offset, acoplados con

iSPA-PLS.

Comparado con otros métodos analiticos para la determinacién de aluminio y vanadio (Tabla
6.4), el método desarrollado es el Unico que consigue la determinacion simultanea de ambos
analitos. Presenta un bajo costo y baja complejidad para la determinacion respecto a otros
métodos. Es factible de aplicar en muestras bioldgicas, por ejemplo, para determinar los
residuos liberados de una aleacidn de Ti-6Al-4V de grado quirurgico. Ademas, presenta un limite

de deteccidon adecuado para el tipo de muestra propuesto.

Tabla 6.8. Comparacion de diferentes métodos para la cuantificacion de aluminio y vanadio.

Método Determinacion Muestra LOD
Costo Complejidad Ref
analitico simultanea biolégica (ppb)
v (ny/
Vv (Iv)/ IE-HPLC No Alto Alta Si - [44]
V (V)
Al (1) Voltametria No Bajo Baja Si 2,43  [45]
Al (1) RP-HPLC No Alto Alta Si 0,05 [46]
Al (111) Fluorescencia No Bajo Baja Si 0,28 [47]
Al (1) FAAS No Alto Alta No 1,43 [48]
Al (1) GFAAS No Alto Alta Si 0,06 [49]
v (Iv)/ 150/
HPLC-FAAS No Alto Alta No [50]
V (V) 180
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V(Iv)/ Muy 59,1/
LC-ICP-MS No Alta Si [51]
V (V) alto 113,1
Al (I)/ Método 211/
Sl Bajo Baja SI [52]
V() propuesto 472

6.5. Conclusiones

En este capitulo se logré desarrollar una metodologia rdpida y de bajo costo para la
determinacidn simultanea de aluminio y vanadio liberados de una aleacion de Ti-6Al-4V de
grado quirdrgico comercial en un fluido biolégico simulado. Para el analisis quimiométrico se
registraron los espectros de absorcién molecular UV-VIS de los complejos entre ambos metales
y la quercetina, el procesamiento de los datos se realizé utilizando PLS, iSPA-PLS y MCR-ALS. Los
mejores resultados se obtuvieron con iSPA-PLS tanto para la determinacion de aluminio como
de vanadio en términos de capacidad predictiva, con valores REP de 10,35 y 4,97;
respectivamente. Ademas, se obtuvieron valores LOQy LOD de 0,64 ppmy 0,21 ppm, y de 1,43
ppmy 0,47 ppm para el aluminio y el vanadio. Cabe destacar que, en base a una extensa revision
bibliografica, los estudios quimiométricos que se describieron en este capitulo de tesis son los
primeros en presentar la metodologia propuesta de una determinacién no destructiva eficaz
para la cuantificaciéon de ambos metales en una matriz bioldgica simulada liberados a partir de

materiales ortopédicos.
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El presente trabajo de investigacion ha abordado la tarea de desarrollar y caracterizar
modificaciones superficiales en la aleacidon Ti-6Al-4V basandose en recubrimientos
nanoestructurados de TiO,. Estas modificaciones mejoran sus propiedades y le confieren nuevas

capacidades, optimizando su rendimiento multifuncional.

Ademads, se ha desarrollado un sistema automatizado que permite realizar la técnica de
anodizado electroquimico para generar los recubrimientos nanoestructurados de TiO, de
manera reproducible controlando el prepulido de las superficies de Ti-6Al-4V. Este sistema
controla, ademas, los principales pardmetros que afectan a la capa superficial de Oxido

generada, y monitorea la reaccidn durante todo el proceso.

Por otro lado, se ha desarrollado un método innovador combinando la espectroscopia UV-VIS,
a través de la formacién de complejos metal-quercetina y técnicas quimiométricas para la

cuantificacion simultdnea de aluminio y vanadio en medios biolégicos simulados.
A continuacidn, se enuncian las observaciones mas destacadas de este trabajo.

A través de la técnica de anodizado electroquimico, se ha logrado desarrollar un recubrimiento
de TiO; sobre aleaciones de Ti-6Al-4V. Al controlar con precisidn factores clave de anodizacidn
como el voltaje aplicado, composicién del electrolito, temperatura y tiempo, se ha conseguido
crear una estructura periddica biomodrfica nanoporosa. Los andlisis revelan que este
recubrimiento confiere a la aleacién una superficie Unica, caracterizada por su estabilidad ante
la oxidacién térmica, rugosidad multiescala, comportamiento hidrofébico y propiedades
electrodpticas excepcionales. Durante la oxidaciéon térmica del Ti-6Al-4V recubierto, se confirmo
que la transformacién de fase se limita exclusivamente al rutilo. Notablemente, este proceso
afecta solo la superficie, sin impactar la interfaz Ti/6xido metdlico, como se sefiala en la
literatura, preservando asi la integridad de la superficie de la aleacidn incluso a temperaturas de
hasta 800 °C. Los nanorecubrimientos exhiben también un comportamiento hidrofébico bajo el
régimen de Cassie-Baxter, donde el agua llena las microtexturas pero evita los nanoporos.
Adicionalmente, la estructura metalico-dieléctrica de celdas unitarias, con dimensiones
inferiores a la longitud de onda y dispuestas periédicamente, muestra una respuesta electro-
Optica distintiva. El recubrimiento nanoporoso actia como nanorreflectores en el rango del
infrarrojo cercano, induciendo emisiones espontaneas de fluorescencia molecular que pueden
aprovecharse en plataformas terandsticas multifuncionales para imagenes y tratamientos
fototérmicos. Estas propiedades presentan oportunidades significativas en la construccion de
disefos fotodinamicos aplicados a implantes ortopédicos funcionales. En una segunda etapa, se

han depositado nanoparticulas de plata en forma de prisma, que presentan espectros de
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resonancia plasmodnica superficial localizada en la regién NIR, sobre el recubrimiento de TiO;
nanoporoso. Se logré demostrar que la capa nanoporosa desarrollada es un sustrato noble para
la inmovilizacidn simple y eficiente de las nanoparticulas. Las nanoparticulas son sintetizadas in
situ sobre discos de la aleacidon de Ti-6Al-4V previamente anodizada, siguiendo una metodologia
desarrollada en el grupo de investigacion, mejorando las propiedades optoelectrénicas del
sustrato. Se han establecidos las condiciones para alcanzar la maxima capacidad de foto-
conversion bajo irradiaciéon NIR, demostrando que la radiacidon emitida en la superficie de las p-
AgNPs puede ser reflejada por los sustratos de titanio dentro de los nanoporos, aumentando las
sefales de reflexidon del infrarrojo cercano medio y mejorando la capacidad de reflexién de la
superficie. Por otro lado, las superficies hibridas a-Ti-Al-4V/p-AgNPs mostraron una buena
conversion fototérmica que generd un incremento de temperatura comparable al de la
dispersion acuosa de p-AgNPs de concentracion equivalente al ser irradiadas con radiacion NIR.
Los resultados indican que la interaccién entre a-Ti-Al-4V y p-AgNPs mejoran las propiedades de
reflexion de radiaciéon NIR de las a-Ti-Al-4V y le confieren nuevas como la capacidad de

conversion fototérmica, generando sustratos efectivos para el tratamiento antimicrobiano.

El sistema automatizado desarrollado emplea la fabricacién aditiva y la mecatrdnica para realizar
y analizar el anodizado electroquimico de aleaciones Ti-6Al-4V. Tras una cuidadosa optimizacion
de los factores mas importantes del proceso, como la concentracién de HF en la solucion
electrolitica, la temperatura y el voltaje aplicado, y analizando las medidas de la corriente que
circula por el sistema y las imagenes de la superficie a lo largo del proceso, se confirmé que los
tres factores afectan a la formacion de la capa de dxido superficial y que el mds significativo es
la concentracion de HF en el electrolito. El prototipo permite la deteccién de imagenes para
controlar el pulido mecénico y la deteccién dual (eléctrica/imagenes) para el proceso de
anodizado electroquimico de aleaciones Ti-6Al-4V. Mediante el control de importantes factores
de anodizacion, se obtienen capas de 6xido de mayor calidad con superficies homogéneas,
mejorando también la reproducibilidad del proceso. De esta forma es posible obtener
nanoestructuras especificas como las desarrolladas y estudiadas previamente, como un
recubrimiento biomdrfico de TiO, nanoporoso sobre aleacidn Ti6Al4V con propiedades de
reflectancia NIR e hidrofébicas. Este sistema representa un gran avance en la aplicacién de esta

técnica de modificacion superficial proporcionando mejoras en estos biomateriales.

El método desarrollado que estudia la formacién de complejos metal-quercetina mediante
espectroscopia UV-VIS, y el procesamiento de datos mediante PLS, iSPA-PLS y MCR-ALS tiene el
potencial de ofrecer la determinacidn simultanea de manera simple, efectiva, econédmica y sin

necesidad de pretratamiento, para los residuos de aluminio y vanadio liberados de una aleacién
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de Ti-6Al-4V de grado quirdrgico comercial en un fluido biolégico simulado. Si bien es

ampliamente conocido el empleo de método analiticos para la determinacidn individual de
residuos de aluminio y vanadio, segun revisién bibliografica, es la primera vez que se combinan
para la determinacidon simultdnea de estos elementos metalicos en matrices bioldgicas

simuladas.

Los resultados mas destacados se lograron utilizando iSPA-PLS, tanto para la determinacion de
aluminio como de vanadio, en términos de capacidad predictiva. En virtud de lo expuesto, la
metodologia propuesta se presenta como una herramienta eficaz para identificar los iones de
aluminio y vanadio liberados como residuos de la aleacidn de Ti-6Al-4V, ampliamente utilizada
como material ortopédico. Este enfoque promete ser valioso en aplicaciones practicas para la
detecciéon de estos elementos en medios bioldgicos simulados, ofreciendo una alternativa
eficiente y econdmica para la determinacion de la liberacién de residuos de estos biometales.
Asimismo, el desarrollo de este método es crucial para poder monitorear las posibles fallas de

los implantes y problemas de salud que puedan ocasionarse.

Las modificaciones que se realizaron en la aleacién Ti-6Al-4V ofrecen caracteristicas
morfoldgicas, topograficas y quimicas apropiadas que las posicionan como material prometedor
para su aplicacion en implantes ortopédicos. Este avance representa un paso significativo hacia
la mejora de la biocompatibilidad y el rendimiento funcional de los dispositivos ortopédicos,

ofreciendo asi soluciones innovadoras para la salud y calidad de vida de los pacientes.
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En este capitulo, se presentan diversas propuestas que podrian derivarse del trabajo realizado
en esta tesis doctoral. La intencién es ofrecer una perspectiva sobre posibles estudios futuros
que amplien, profundicen y complementen los hallazgos obtenidos. Estos trabajos a futuro no
solo tienen el potencial de enriquecer el campo de estudio abordado, sino que también pueden

contribuir al desarrollo de nuevas metodologias, teorias y aplicaciones practicas.

En relaciéon con los estudios presentados en los Capitulos 3 y 4, titulados "Recubrimiento
bioinspirado sobre aleaciones Ti-6Al-4V" y "Respuesta NIR mejorada de recubrimientos de Ti-
6Al-4V activados", se prevé realizar analisis adicionales para complementar la caracterizacion
existente. Primero, se proponen estudios detallados sobre el recubrimiento nanoestructurado
de TiO,, que incluyen pruebas de corrosidn para evaluar su biocompatibilidad, comportamiento
en entornos bioldgicos y durabilidad. Ademads, se pretende llevar a cabo andlisis para evaluar la
respuesta del recubrimiento ante microorganismos patdgenos, proteinas, células y otras
unidades bioldgicas. Adicionalmente, se explorard el uso de técnicas avanzadas de
caracterizacion, como la Microscopia Raman Confocal, para profundizar en las propiedades
estructurales y composicionales del recubrimiento. Esto permitird obtener informacidn
detallada sobre la cristalinidad, defectos, tensiones residuales, entre otros aspectos relevantes.
Asimismo, se estudiara en detalle la interaccién entre las nanoparticulas de plata de morfologia
triangular y el recubrimiento nanoporoso de TiO,, con el objetivo de comprender mejor su

insercidn y estabilidad en el recubrimiento.

Se propone mejorar el desarrollo del sistema automatizado presentado en el Capitulo 5, de
manera que, mediante el intercambio de sus componentes, sea factible aplicar la técnica de
oxidacion anddica a piezas de diversos tamafios y geometrias. Ademas, se pretende aplicar
modelos de calibracion multivariada empleando las imagenes registradas durante todas las
mediciones y correlacionarlas con los parametros fisicos y estructurales del recubrimiento
obtenidos mediante técnicas como microscopia electrénica de barrido y microscopia de fuerza
atémica. El objetivo es determinar parametros como el espesor de la capa de dxido, la
profundidad de los poros, el didametro de los poros y su separacién, entre otros, utilizando

Unicamente la informacion extraida de las imagenes.

Respecto al trabajo presentado en el Capitulo 6, “Determinacidén simultanea de aluminio y
vanadio en aleaciones Ti-6Al-4V mediante espectroscopia UV-VIS y calibracién multivariada”, se
propone aumentar el orden de los datos, pasando de un arreglo de dos vias a uno de tres vias,
es decir, de primer orden a segundo orden. Para lograr esto, se propone la incorporacion del pH

del medio de reaccién como una nueva variable, generando asi un arreglo de datos de tres vias.
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Con la incorporacidn del pH como una nueva variable, los datos experimentales ahora incluirdn
no solo las absorbancias medidas a multiples longitudes de onda (espectros UV-VIS) para
diversas concentraciones de aluminio y vanadio, sino también las variaciones de estas
absorbancias en funcién del pH del medio de reaccién. Asi, las variables del nuevo arreglo de
datos de tres vias seran: longitud de onda, concentracidn de los analitos (aluminio y vanadio) y
pH. Este enfoque permitird un mejor modelado de la interaccidn entre estos factores y

potencialmente aumentara la precisidén y robustez de los modelos de calibracion multivariada.
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