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Abstract/Resumen IX

Obtencion de recubrimientos de grafeno-CaO-
P205-Si02-TiO2, sobre TI6AL4V por plasma

electrolitico parareparacion y regeneracion 0sea

En este proyecto se sintetizd por medio del método de oxidacién por plasma electrolitico
(PEO) un recubrimiento bioceramico, compuesto por grafeno-CaO-P,0s-SiO,-TiO,. Esta
técnica permitid la migracion, difusion y deposicion de los iones constituyentes del
electrolito elaborado, sobre la superficie de Ti6Al4V, previamente tratada con un proceso
de anodizado. Posterior a esto, se realizaron tratamientos térmicos, a 400°C y 600°C, los
cuales, en conjunto con los diferentes porcentajes de grafeno utilizados, promovieron unos
efectos a nivel estructural, morfoldgico y quimico en el recubrimiento. Para el analisis y
caracterizacion de los recubrimientos sintetizados, se utilizaron técnicas de Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM), Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos X (EDS),
Mapeo Elemental EDS, Difraccidon de Rayos X (DRX), Espectroscopia Confocal Raman,
Mapeo Raman y medicion de angulo de contacto de gota sésil. Posterior a la
caracterizacion de las propiedades de mojabilidad del recubrimiento, se realizé6 un
tratamiento por plasma de descarga intensa de gas ionizante, con el objetivo de promover
modificaciones en las propiedades de mojabilidad, factor que influye en la adsorcién de
proteinas y adhesion celular. Finalmente se realizé un estudio mediante espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIE), para evaluar la capacidad bioactiva del recubrimiento, la
cual se relaciona con la disposicion del recubrimiento para promover la formacion de
complejos de apatita. Comportamiento que finalmente favorecié la adhesion de células de
osteosarcoma humano sobre los recubrimientos evaluados. De esta manera, se obtuvieron
recubrimientos compuestos de fosfatos célcicos, complejos de SiO., silicato de calcio y
grafeno funcionalizado, con caracteristicas morfolégicas porosas, transformaciones de

fase anatasa, y la formacion de componentes bioceramicos de fosfatos calcicos amorfos.

Palabras clave: recubrimientos, grafeno, oxidacion por plasma electrolitico,

bioactividad, Ti6Al4V, bioceramicos.



Abstract/Resumen X

Obtaining of graphene-Ca0O-P20s5-SiO2-TiO>
coatings on TI6AI4V by electrolytic plasma for bone

repair and regeneration

In this project, a bioceramic coating composed of graphene-CaO-P205-SiO2-TiO2 was
synthesized by means of the plasma electrolytic oxidation (PEO) method. This technique
allowed the migration, diffusion and deposition of the constituent ions of the elaborated
electrolyte on the Ti6Al4V surface, previously treated with an anodizing process. After this,
thermal treatments were performed at 400°C and 600°C, which, together with the different
percentages of graphene used, promoted some effects at the structural, morphologic, and
chemical level of the bioceramic coating. For the analysis and characterization of the
synthesized coatings, Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy (EDS), EDS elemental mapping, X-ray diffraction (XRD), Raman confocal
spectroscopy, mapping Raman and sessile droplet contact angle measurement were used.
After the characterization of the wettability properties of the coating, a treatment was carried
out by intense ionizing gas discharge plasma, with the aim of promoting changes in
wettability properties, a factor that influences protein adsorption and cell adhesion. Finally,
a study was implemented using electrochemical impedance spectroscopy (EIS), to
evaluate the bioactive capacity of the coating, which is related to the disposition of the
coating to promote the formation of apatite complexes. Behavior that finally favored the
adhesion of human osteosarcoma cells on the evaluated coatings. In this way, coatings
composed of calcium phosphates, SiO2 complexes, calcium silicate and functionalized
graphene were obtained, with porous topographic characteristics, anatase phase

transformations, and the formation of amorphous calcium phosphate bioceramics.

Keywords: coatings, graphene, electrolytic plasma oxidation, bioactivity, Ti6Al4V,

bioceramics.
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Introduccion

Una de las preocupaciones mas subyacentes en el desarrollo y uso de biomateriales para
sustitucién y/o reparacion 6sea, es la degradacion de los materiales y la baja bioactividad
al estar en contacto con los tejidos nativos, dado los procesos de corrosién, abrasion y
desgaste que pueden sufrir. Afectando la biomecéanica del implante y la integridad de la
estructura 6sea, exponiendo con ello limitaciones en la osteoconduccion, proliferacién,
regeneracion y reparacion 6sea. La formacion de tejido fibroso y/o cantidad inadecuada de
tejido, la irregularidad en el crecimiento éseo, la morbilidad en el sito de contacto, la
necesidad de extraccion del material implantado, la pérdida de propiedades bioldgicas y
mecanicas, y la inmunogenicidad, son algunas de las dificultades que se presentan con el

uso de implantes 6seos [1][3].

El uso de implantes metdlicos para el tratamiento de fracturas, dafios 6seos y/o sustitucion
de estructuras Gseas, busca propiciar la reparaciéon del hueso afectado, permitiendo
restaurar la anatomia y funcionalidad del mismo [2]. Por lo tanto, los materiales utilizados
para fijacién 6sea deben cumplir con una serie de requisitos que faciliten la recuperaciéon
del paciente, entre los cuales esta, una alta biocompatibilidad, baja citotoxicidad,
excelentes propiedades mecanicas, eléctricas y quimicas. Ademas de una adecuada
integracion con el tejido 6seo circundante, aspecto que continta evaluandose en el
desarrollo nuevos materiales y que busca obtener sustitutos 6seos competentes y 6ptimos

gue mejoren la calidad de vida de los pacientes [2][3].

El cuerpo humano expone un entorno hostil para los implantes metalicos dado lo
componentes electroliticos que lo componen: como el agua, el sodio, el cloro, los
aminoacidos, las proteinas y la sangre. Factores que generan ataques electroquimicos y
con ello la degradacion del material implantado, reduciendo la vida util del mismo. Las
proteinas por ejemplo, son unas de las biomoléculas que generan dafios en las protesis

Oseas, ya que al depositarse sobre la superficie de los implantes reduce la difusién de
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oxigeno causando corrosion. El desarrollo de materiales para implantes dseos, cuya
finalidad sea la sustitucion y/o reemplazo de articulaciones, debe tener una mayor

duracién, alta capacidad biomecanica, tribolégica y de biocompatibilidad [1][3].

La ostedlisis, mecanismo patogénico, que genera la destruccién del hueso alrededor del
implante, terminando en muchos casos, en el des-anclaje y/o aflojamiento del implante, es
uno de los problemas que ocasiona la lixiviacion de los materiales metélicos, dada la
liberacion de iones y elementos metdlicos. Investigadores de Ila Charité-
Universitatsmedizin de Berlin (Alemania), evaluaron la liberacion de residuos de diferentes
metales, utilizados en implantes articulares, exponiendo que las particulas y los metales
disueltos liberados por prétesis de artroplastia, estaban presenten en el hueso y en la
médula 0sea, lo que representa un alto riesgo en la salud, aspecto que llama a evaluar y
a mejorar la relacion riesgo-beneficio que tiene el uso de implantes metalicos en los

procesos de reparacion y/o sustitucion ésea [4].

La evolucién de la nanotecnologia y los nanocompuestos han permitido desarrollar una
serie de materiales con caracteristicas biomiméticas que favorecen la recuperacion del
tejido 6seo. Estos pueden interactuar de manera mas efectiva con las células y
biomoléculas que conforman los tejidos y fluidos circundantes, reduciendo asi la formacion
de trombos, inflamacién de tejidos sanos, rechazo y/o migracion del implante y muerte
celular [2]. Consecuencias que aun se siguen presentando, especialmente en zonas donde
se utilizan implantes por periodos de mediano y largo plazo. Los avances en la formulacién
de nanomateriales y recubrimientos han facilitado el uso de nuevas técnicas de
intervencion quirdrgica y de tratamientos posoperatorios que exponen una recuperacion
rapida y poco traumante para el paciente, mejorando la calidad en la salud y la restauracion

en las funciones biomecénicas.

Como ya se habia mencionado, son varias las consecuencias adversas que pueden
generarse con el uso de implantes para fijacion 6sea, especialmente en la poblacién adulta,
ya que en ésta se puede presentar hasta un 45% de necrosis avascular y una serie de
complicaciones que pueden empeorar el efecto del trauma inicial, pudiéndose presentar
un re-desplazamiento de la fractura o deformacién de la misma, migracion del implante,
infeccion del tejido circundante, entre otros, aspectos que buscan eliminarse, no sélo con

el mejoramiento de las técnicas de intervencidn quirdrgica y tratamientos posoperatorios,
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sino también con el desarrollo de nuevos implantes que expongan mejores propiedades

bioeléctricas y de biocompatibilidad [2] [11].

El propdsito de este proyecto se basé en el cumplimiento de los siguientes objetivos:

e Objetivo general:
v' Obtener recubrimientos de grafeno-CaO-P,0s-SiO,-TiO, en Ti6Al4V por plasma

electrolitico para reparacién y regeneracion dsea.

e Objetivos especificos:

v' Obtener recubrimientos de grafeno-CaO-P205-SiO2-TiO2 sobre Ti6Al4V,
mediante oxidacién por plasma electrolitico, con tratamiento térmico y plasma por
descarga intensa de gas ionizante.

v" Analizar el efecto del tratamiento térmico en el desempefio bioactivo y estructural
de los recubrimientos de grafeno-CaO-P,0s-SiO,-TiO».

v Evaluar el efecto del tratamiento térmico y del plasma por descarga intensa de gas
ionizante sobre la adsorcion de iones Caz" y PO,43” en el recubrimiento de grafeno-

Ca0-P,05-Si0,-TiO2, mediante impedancia electroquimica y mapeo Raman.
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1.Capitulo 1: Sintesis de recubrimientos de
grafeno-Ca0-P20s5-SiO2-TiO2 sobre Ti6Al4V,
mediante oxidacion por plasma electrolitico,
con tratamiento térmico y plasma por

descarga intensa de gas ionizante.

1.1 Introduccién

Entender la histologia y fisiologia del tejido 6éseo es importante para poder evaluar las
mejoras a desarrollar para los procesos de reparacion y regeneracion asistidos por
implantes, por lo tanto, se expone a continuacion un poco de la histologia y fisiologia del

hueso:

» EIl hueso es un tejido conjuntivo muy vascularizado e inervado, conformado por
unas laminillas de matriz osteoide calcificada, cuya orientacién y disposicion
determinara la morfologia del tejido.

» Morfol6gicamente el tejido 6seo se compone por hueso esponjoso o trabecular,
constituido por laminillas 6seas en forma de red que demarca las cavidades
areolares donde se encuentra la médula ésea, y el hueso compacto conformado
por las laminillas y el canal de Havers donde se encuentra los osteocitos (ambos
contienen osteonas).

» Los dos tipos de formacién 6sea son: formacion de hueso intramembranoso, el cual

se forma dentro de centros organizativos del mesénquimay la formacion de hueso
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endocondral, éste se forma a partir de un modelo cartilaginoso en el que se
desarrollara posteriormente hueso.

» Los tipos de cartilago son: cartilago hialino, cartilago elastico y fibrocartilago.

» Las fibras de tejido conectivo que predominan en cada tipo de cartilago son: en el
cartilago hialino se tienen las fibras colageno tipo 2, en el cartilago elastico las fibras
colageno tipo 2 y las fibras elésticas y en el fibrocartilago se tienen las fibras
colageno tipo 1y 2 [14-15].

Figura 1-1: Microscopia electronica de barrido del extremo distal de la tibia [15].
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Figura 1-2: Microscopia electrénica de barrido de hueso compacto y esponjoso [15].

Figura 1-3: Microscopia electronica de barrido de hueso compacto con tinciéon de Schmorl
[15].
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Las micrografias de la Figura 1-1,Figura 1-2 y Figura 1-3, exponen la estructura e histologia
del hueso compacto y del hueso esponjoso; en la primera imagen se puede observar
caracterizado de forma colorimétrica, la zona azul correspondiente al hueso compacto,
constituido por los osteones y la zona amatrilla que hace referencia al hueso esponjoso,
compuesto por una red esponjosa de trabéculas. La segunda micrografia se compone de
2 ejemplares, a la izquierda se encuentra un corte transversal del extremo de un hueso
largo ubicado en las extremidades y a la derecha se encuentra un corte transversal de un
hueso plano de la parte superior del craneo, denominada la Calvaria; debajo de las
imagenes descritas esta un zoom de la micrografia de la derecha, en la cual se puede
apreciar, en la zona de hueso compacto, los osteones, los canales y las laminillas de
Havers, zonas que se ven con mas detalle en la tercera micrografia, la cual gracias al
proceso de tinciébn Schmorl, permite identificar con mas contraste las estructuras que
conforman el hueso compacto, observando asi los osteones, unidad estructural del hueso
compacto de forma cilindrica, dispuestas en paralelo a las lineas de tension en el hueso, y
los canales de Havers, correspondientes a la apertura circular del centro del osteon; se
observan también las laminillas de Havers, dispuestas concéntricamente como capas
constituidas por matriz extracelular que forman la mayor parte del osteon; la lacunae (0
laguna), son esas especies de 6valos pequefios de color café oscuro, que realmente son
unos espacios abiertos en la matriz mineralizada que contiene un osteocito, se observa
también unos pequefios canales llamados canaliculos, con manchas oscuras que
conectan las lagunas entre si, éstos permiten que los osteocitos compartan nutrientes y
expandan los procesos celulares, y las laminillas intersticiales que a través de las lagunas
presentes en éstas, se conectan con los osteones, ubicandose asi entre los osteones y los
restos de la remodelacion 6sea. A modo de ilustracion se expone a continuacién unas

micrografias del osteon y el osteocito, Figura 1-4 [14-15].
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Figura 1-4: Microscopia electrénica de barrido del osteocito (izquierda) y del osteon
(derecha) [15].
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de Havers

En el proceso de recuperacion de una fractura y/o dafio de tejido 6seo, se pueden dar dos
fendmenos, el de reparacién y/o regeneracién; al utilizar un implante que propicie la
formacion de hueso nuevo idéntico al preexistente, se esta hablando de regeneracion,
cuando lo que se obtiene es un tejido con caracteristicas diferentes al tejido 6seo original,
se esta haciendo referencia a un tejido cicatricial y con ello a un proceso de reparacion. En
ambos casos se tiene todo un proceso bioguimico y fisiologico de recuperacion del hueso,
en el que interactdan las células y las proteinas 0seas, generando ademas sefiales que
promueven la diferenciacion celular y con ello las fases de regeneracion y/o reparacion
[15].

Existe una gran variedad de materiales con muy buenas propiedades fisicas y quimicas,
gue han sido de gran apoyo en campos como la ingenieria de tejidos y la medicina
regenerativa, sin embargo aspectos como la biocompatibilidad, proliferacion celular,
regeneracion, reparacion 6sea y especialmente la cicatrizacion 6sea, siguen presentando
algunos inconvenientes, generados por el rechazo de implantes y materiales que al entrar
en contacto con los tejidos y sustancias biolégicas del organismo, no generan las sefiales
necesarias, ni los mecanismos requeridos para los procesos de regeneracion y reparacion,

factores que ralentizan la reparacion ésea, generando en algunos casos un dafio mayor al
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primario por la extraccién del material protésico, aspecto que podria estar relacionado con

la degradacion del material expuesto.

El TiBAI4V es una de las aleaciones metalicas mas utilizadas en el desarrollo de implantes
0seos dada la biocompatibilidad y baja citotoxicidad e integridad mecéanica que ofrece,
mejora ademas mediante la estimulacién eléctrica factores de crecimiento 6seo [5][6].
Caracteristica que continda siendo foco de estudio y que busca mejorarse con la
integracion de nanomateriales como el grafeno sobre las superficies de los implantes y/o
sobre los cementos 6seos que se utilizan para promover la fijacion 6sea e interaccion
celular. Permitiendo con ello explorar el potencial que tiene la estimulacion eléctrica en la
regeneracion de tejido 6seo y la capacidad e influencia que exponen los biopotenciales en

la orientacion, diferenciacion y proliferacion de células y tejidos [6][9].

La medicina regenerativa, la ingenieria de tejidos y como tal la nanotecnologia, forman un
equipo, en el que se aprovecha los factores naturales del cuerpo, de cada 6rgano, célula
y tejido, para inspirar la creacién de nuevos materiales que contengan nanoparticulas con
caracteristicas antibacterianas y que proporcionen ademas excelentes propiedades
mecanicas, eléctricas, térmicas, quimicas y biomiméticas, favoreciendo con todo esto, la
recuperacion de tejidos y 6érganos, permitiendo tener cada vez mas implantes y
biomateriales con mayor capacidad bioactiva, de regeneracion y reparacion [7][8]. Cuando
se busca desarrollar un implante que tenga mejores caracteristicas de biocompatibilidad,
diferenciacién celular y baja toxicidad, entre otros, es importante tener presente los
componentes y/o particulas estimulantes que haran posibles los factores antes
mencionados. Evitando la muerte celular y/o el rechazo de materiales e implantes por el
sistema inmune. Las sefiales bioquimicas y biofisicas son resultado de esos factores
estimulantes que tienen una influencia directa sobre el comportamiento celular, lo que hace
gue un recubrimiento, tratamiento y/o modificacién superficial, que posteriormente estara
en contacto con un tejido Gseo, genere las sefiales necesarias para propiciar la fijacién y
reparacion 6sea. Reduciendo uno de los problemas presentes con el uso de implantes
metdlicos, la liberacion de iones metélicos, que pueden generar alergias y carcinogénesis
[9][10], permitiendo también con todo esto un proceso menos complicado y mas exitoso en

el retiro de aquellos implantes que no son definitivos ni reabsorbibles.

El grafeno es un nanomaterial 2D que presenta muy buenas propiedades eléctricas,

electronicas, quimicas, térmicas y mecéanicas, que hacen de éste un material de amplio
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estudio en todas las industrias. En biomedicina por ejemplo, se continla estudiando la
efectividad de este material en el tratamiento de patologias como el cancer, con en el
desarrollo de biosensores que permitan monitorear el estado de las células y el tratamiento
selectivo de las mismas. También se ha convertido en un candidato potencial para el
desarrollo de implantes neuronales y materiales para aplicaciones biomédicas, gracias a
las propiedades antimicrobianas, de biocompatibilidad, y baja toxicidad que presenta [6].
Adicionalmente, el grafeno es un material 2D que presenta resistencia a la corrosion y es
de facil biofuncionalizacién. Esta siendo evaluado como material de recubrimiento y
modificacion superficial. Algunos estudios demuestran que la combinacion de grafeno con
particulas de plata, las cuales destaca por sus propiedades antimicrobianas, de
biocompatibilidad y baja toxicidad, reducen la citotoxicidad de implantes en tejidos 6seos
y blandos. Permitiendo en recubrimientos de aleaciones de titanio obtener mayor
biocompatibilidad tisular y funcionalidad del material, promoviendo asi, efectos positivos

sobre la diferenciacion y potencial osteogénico [10][12].

Otro material de interés es el diéxido de silicio o silice (como se le conoce comunmente),
éste es un material ampliamente utilizado en la industria farmacéutica como agente
aglomerante, adsorbente y deslizante en el desarrollo de tabletas. Generalmente es
biol6gicamente inerte, esta aprobado por la FDA (U.S. Food and Drug Administration), y
expone propiedades de regeneracion y factores antioxidantes. De acuerdo a la estructura
y composicion quimica, proporciona a los materiales comportamientos bioactivos, que
permiten una adecuada incorporacion en los tejidos vivos. Es ademas, un material que se
sigue estudiando e investigando para aplicaciones biomédicas, en diversas estructuras y
aplicaciones, como esferas de silice amorfo, en nanoesferas, como biovidrio, silice

mesoporo, agente bioactivo, entre otros [13].

Los tratamientos superficiales y la sintesis de recubrimientos tendran un determinado
efecto, de acuerdo a la técnica utilizada y a la naturaleza de los electrolitos y/o elementos,
particulas o iones que se empleen para tal fin. La oxidacién por plasma electroquimico
(PEO) u oxidacién por micro-arco (MAO), es un método de sintesis de recubrimiento que
utiliza altos voltajes y presiones. Este proceso se desarrolla en CC a pulso continuo,
pasando luego a corriente alterna (CA), etapa que genera la caracteristica chispa o micro
arco que se produce sobre la superficie del material tratado. De esta manera se deposita,
por la reaccion electrolitica ocasionada con el soluto empleado, las diferentes particulas

y/o iones de interés sobre el sustrato. Partiendo de la pelicula de 6xido aislante que se
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genera en el material, se promueve un proceso de ruptura, ocasionado en las zonas mas

débiles cuando se alcanza el valor critico de la intensidad del campo eléctrico, formandose

el micro arco por la ruptura dieléctrica, tal como puede observarse en la Figura 1-5. De

esta manera se logran fenémenos como fusiones localizadas del material, difusiones
térmicas, reacciones quimicas, termoquimicas de plasma, deposiciones y migraciones de
particulas coloidales, entre otros; factores que hacen de esta técnica, un tratamiento
superficial de creciente uso, por las diferentes estructuras y composiciones que se logran
obtener. PEO se diferencia del proceso de anodizado convencional, ya que en este Ultimo
se utiliza electrdlisis de corriente continua (CC) con valores de voltaje de 20 a 80 V
aproximadamente, densidades de corriente de 1 a 10 A/dm2 y procesos contralados que
utilizan voltajes de celda constante [19-20].

Figura 1-5: Esquema de tratamiento con oxidacion por plasma electrolitico en una
superficie de Ti6AI4V [20].
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1.2 Estado del arte.

Algunos estudios demuestran que el uso de recubrimientos de grafeno, sobre aleaciones
de TIBAL4V y acero inoxidable 316L, materiales ampliamente utilizados en reparacién de
fracturas, como las de fémur, mejora comparablemente el rendimiento mecanico.
Obteniendo de esta manera materiales implantables mas duraderos y estables, con

factores de tensién y desplazamiento mejorados [16].

Algunas investigaciones han utilizado SiO» para recubrir sustratos metdlicos, teniendo
como resultado, espesores, rugosidades y porosidades mayores, favoreciendo con ello la
bioactividad de la superficie. En algunos casos, estos factores estructurales favorecen la
sintesis de recubrimientos mas estables, promoviendo y mejorando la proliferacién vy
diferenciacion celular, exponiendo asi un comportamiento mas biocompatible. Ensayos
clinicos demuestran que este material fomenta una buena unién celular de células
similares a osteoblastos, en los que se evidencia, que la microestructura tiene una
influencia directa en la cantidad de células que se adhieren, validando también, que la

presencia de SiO,, infiere en la diferenciacion celular [17].

Por su parte, las aplicaciones de TiO, son bastantes amplias, especialmente en el campo
biomédico. A nivel de interaccién celular, el TiO; favorece la osteointegracion de implantes,
y como tal la interaccién de los osteoblastos con biomateriales como el titanio y sus
aleaciones. Al generar capas de TiO, sobre implantes éseos, por ejemplo de tipo amorfo,
se promueve la osteointegracion, factor que desencadena una serie de reacciones entre
la superficie y el entorno fisiolégico, produciendo capas de hidroxiapatita amorfa, que
termina propiciando, la formacion de tejido 6seo, elementos que pueden mejorar la

interaccion del recubrimiento bioceramico y la capacidad bioactiva del mismo [29].

Estudios recientes abordan las propiedades superficiales obtenidas con la funcionalizacion
de grafeno y la obtencion de recubrimientos hibridos de TiO2/nHA sobre aleaciones de
Ti6AI7Nb, por métodos como la oxidacion por plasma electrolitico (PEO), exponiendo que
este tipo de recubrimientos proporcionan a los materiales metélicos como las aleaciones
de titanio, propiedades de resistencia a la corrosion in vitro mejoradas. Obteniendo
ademds, por la naturaleza de la técnica de recubrimiento empleada, factores
microestructurales convenientes para la interaccion celular, mayores durezas, tamafio de

poro variado y espesores que mejoran la bioactividad del material [18]. De igual manera, y
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continuando con la linea de investigacion anterior, investigadores de las universidades
Firat y Ataturk (Turkia) evaluaron el recubrimiento de nanohidroxiapatita reforzado con
grafeno sobre Ti6Al4V, elaborado por el método PEO con corriente AC, empleando
diferentes frecuencias de deposicion, con lo que se logré obtener mejores propiedades
morfoldgicas y cristalograficas de la superficie tratada. Asimismo, en esta investigacion
validaron la sensibilidad a la corrosion por medio técnicas electroquimicas, realizando
pruebas de barrido potenciodinamico (PDS) en condiciones in vitro - en fluido corporal
simulado (SBF). Complementando el andlisis con métodos de caracterizacion quimica,
espectroscopica y de imagen, que permitieron confirmar la obtencion de recubrimientos de
diferentes espesores, de acuerdo con la cantidad de grafeno utilizado (a medida que se
aumentaba la concentracion de grafeno utilizado, aumentaba el espesor y dureza del
recubrimiento), los cuales presentaron comportamientos bioactivos y aumentada

resistencia a la corrosion [19].

Partiendo de la importancia de las superficies de los implantes y las ventajas que
representan el desarrollo de recubrimientos inteligentes con capacidad de actividad
biol6gica, biocompatibilidad y promocién de la osteogénesis, los recubrimientos con
contenido de fosfatos y silicatos se han convertido en referentes. Estos para el disefio de
soluciones electroliticas que posteriormente se emplearan como iones de recubrimiento,
dado que se tiene como base e inspiracion biomimética los componentes inorganicos del
tejido 6seo y el papel que juegan en la reparacién y regeneracion del hueso. Algunas
investigaciones demuestran que los recubrimientos a base de fosfatos de calcio y silicato
de calcio promueven una buena actividad bioldgica, biocompatibilidad e interaccion celular
[17]. Recubrimientos que promueven la generacion de hidroxiapatita mejoran la adhesion
y proliferacion de células madre mesenquimales y la osteo y angiogénesis in vitro e in vivo.
Tal como se evidencio en trabajos realizados por Li et al, en recubrimientos realizados con
acido alcalino y tratamiento térmico superficial. En trabajos previos también se
evidenciaron que los revestimientos de silicato dicélcico sobre superficies de Ti6AI4V
promueve la deposicion de apatitas y con ello el crecimiento celular. Wang et al. a través
de sus investigaciones se dio cuenta que los recubrimientos de silicato de calcio
sintetizados por medio de pulverizacion de plasma atmosférico y métodos hidrotermales,
aumentaron la capacidad de mineralizacion de apatita, mejorando asi la biocompatibilidad
y bioactividad del implante metélico, validando con ello la actividad de la fosfatasa alcalina

y la expresion de genes osteogénicos y angiogénicos [22]. Investigaciones en las que
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utilizaron el método MAO vy soluciones electroliticas enriquecidas con fosfato, silicato de
calcio y estroncio para sintetizar recubrimientos sobre titanio, expusieron resultados muy
prometedores, en los que se evidencid propiedades topograficas y quimicas que mejoran
la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular. Validando que la combinacion de silicato
de calcio y estroncio prometen ser una excelente alternativa para implantes utilizados en

ortopedia y aplicaciones dentales, dada la capacidad de osteogénesis que obtuvieron [22].

La osteointegraciéon de las células al recubrimiento esta directamente influenciada por la
naturaleza del recubrimiento utilizado, por lo tanto, ceramicos de caracteristicas
bioabsorbibles, como los fosfatos calcicos, promueven el crecimiento de tejido 6seo,
permitiendo tener un proceso de osteointegracion mas rapido. Ademas, un factor muy

relevante en biomateriales, la_biocompatibilidad, mejora con este tipo de recubrimientos,

dada la afinidad o analogia que encuentran las células en éstos, por la similitud que puede
generarse con la estructura y/o composicion del mineral del hueso [30].

Los recubrimientos ricos en fosfatos calcicos representan un material, que, como uno de
los principales componentes inorganicos del tejido 6seo, promueve la osteointegracion y
la osteoinduccién, mejorando con ello el crecimiento de células osteoblasticas formadoras
de hueso [31]. En este proyecto también se incorpord silicato de calcio, de manera que, en
conjunto con los elementos ricos en fosfatos calcicos, se pudiese obtener una solucién
madre que propiciase la sintesis de un recubrimiento bioceramico, con caracteristicas
bioactivas. El silicato de calcio tiene una participacion similar al del fésforo, respecto a la
formacion de hueso, exponiendo propiedades de regulacion de genes que controlan la
osteogénesis. Algunos estudios de recubrimientos elaborados con silicato de calcio
muestran la capacidad de estos materiales para impulsar la mineralizacion de apatita,
mejorando con ello la biocompatibilidad, bioactividad y resistencia a la corrosién de los

biomateriales implantables [31].
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1.3 Metodologia.

1.3.1 Materiales y equipos

Se describe a continuacion los diferentes reactivos, materiales y equipos utilizados en los
procesos de tratamiento superficial y sintesis de recubrimiento con en el método PEO
(oxidacion por plasma electrolitico): &cido ortofosférico (HsPO4) al 85% de Panreac
Applichem, acetato de calcio x-hidrato puro (Ca(HsCOO),*H.O, M:158.17 g/mol de
Panreac Applichem, EDTA sal disédica dihidratada (CioH14N2Na,Og*2H.0), M: 372.24
g/mol de Panreac Applichem, calcio bis(di-hidrogeno fosfato) monohidratado
(Ca(H2P0O4).*H20, M: 252.07 g/mol de Sharlau, silicato de calcio puro (CaSiOs), M: 116.16
g/mol de Riedel-de-Héen, agregado  de nanoplaguetas de  grafeno
(submicronanoparticulas) de Alfa Aesar (concentracion de referencia, 0.2 mg/ml). Para el
proceso de oxidacién por plasma electrolitico se emple6 una fuente KIKUSUI PAS500-1.8,
para los tratamientos térmicos se utilizé una mufla multipropésito Terrigeno, y para la etapa
de tratamiento de plasma por descarga intensa de gas ionizante, se utilizé un recubridor

Quorum, por el método Glow Discharge -Ve (catodico).

1.3.2 Preparacion de las superficies de las muestras.

Se utilizaron 51 discos de Ti6Al4V de 6 mm de diametro y 2 mm de espesor. Antes de la
sintesis del recubrimiento, se preparé la superficie, mediante un proceso de pulido y
decapado de 6xidos inestables, empleando lijas de # 400 hasta 2000, validando la calidad
de la superficie pulida por medio de un estereomicroscopio. Finalizado el proceso de
pulido, los discos se colocaron por 5 minutos en un bafio ultrasénico con alcohol
isopropilico, posterior a esto se dio paso el proceso de decapado, en el que se empled una
solucion de acido fluorhidrico a 20 g/L con &cido nitrico a 160 g/L, dejando los discos por
30 segundos, luego se lavaron con agua destilada y se dejaron nuevamente en el bafio
ultrasénico por 5 minutos, finalizando con el secado de las muestras en una estufa a 40°C

por 30 minutos, para dar paso a la etapa de anodizado.
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1.3.3 Anodizado de los discos de Ti6Al4V.

El proceso de anodizado permite generar capas de 6xido de forma controlada, que protege
la superficie del sustrato. En este proyecto con el objetivo de propiciar el crecimiento de
oxidos preferenciales de titanio sobre la superficie de los discos, se realizé un proceso de
anodizado electrolitico por medio del método de corriente continua, utilizando una fuente
marca KIKUSUI PAS500-1.8, programada con una corriente de 32 mA, alcanzando un
voltaje patron de 145 V, en un tiempo de 2 minutos, en una solucién de acido ortofosforico
de concentracién 0.5 M [61]. En la Figura 1-6 se observa el montaje electrolitico empleado
y el estado de las muestras al final del proceso.

Figura 1-6: Imagenes del proceso de anodizado.




Capitulo 1 17

1.3.4 Sintesis del recubrimiento G-CaO-P20s5-SiO»>-TiO> sobre

Ti6AI4V y postratamiento térmico.

Para este proceso se elabord en principio 4 soluciones electroliticas, con las cuales se
evaluaron diferentes concentraciones de grafeno, teniendo las siguientes formulaciones de

acuerdo a la Figura 1-7 a continuacion:

Figura 1-7: Concentraciones de las soluciones electroliticas preparadas para el proceso de
oxidacion por plasma electrolitico.

Soluciones electroliticas

Solucién 1 (solucion madre):

*6.3g/L  Ca(H2PO4)2*H20
*12.7g/L  Ca(H3COO)2*H20

* 44,67 g/L C10H14N2Na208*2H20
*5 g/l CaSio3

Solucion 2 (0.3% de grafeno (G)):
* Solucion madre + 3 g/L G

Solucién 3 (con 0.6% de grafeno (G)):
* Solucion madre + 6 g/L G

Solucién 4 (con 0.9% de grafeno (G)):
* Solucion madre + 9 g/L G

Para la definicion de los pardmetros de sintesis del recubrimiento, se realizd en principio
un control galvanostético con el que se definieron los items de programacién del equipo.
De esta manera, para la sintesis del recubrimiento bioceramico, se utiliz6 una fuente
KIKUSUI PAS500-1.8, programada con una corriente fija de 210 mA y un voltaje de hasta
500V, por un tiempo de 3 minutos. Para el montaje del sistema electrolitico se utilizé6 como

catodo una placa de acero inoxidable 316L, como anodo los discos de Ti6Al4V sujetados
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por un gancho del mismo material. Para este proceso se emple6 también, una plancha de
agitacion con calentamiento, con agitacion constante de las soluciones electroliticas, y a
una temperatura entre 37 y 38 °C. Como ya se habia mencionado, se prepararon
inicialmente 4 soluciones electroliticas, con una variacion especifica en la concentracion
de nanoparticulas de grafeno. A continuacion, en la Tabla 1-1, se relaciona la nomenclatura

asignada para cada una de las muestras:

Tabla 1-1: Denominaciones de las muestras, de acuerdo a la solucién electrolitica utilizada.

Muestra Solucién 1 Solucién 2 Solucién 3 Solucién 4

Nomenclatura 1 2 3 4

Para la etapa de tratamiento térmico se utilizé6 una mufla multipropésito Terrigeno, con
conexion trifilar a 220V, temperatura maxima de 1200 °C, y un sistema de resistencias tipo
espiral, que permite tener una radiaciéon adecuada y homogénea en la camara interna. Se
evaluaron 2 temperaturas, 400°C y 600°C, con el objetivo de evaluar la capacidad de
estructuracion bioceramica, el aumento de cristalinidad y la capacidad de anclaje
microestructural entre la capa de TiO.y el sustrato. Paralelamente, se evalué el efecto de
la temperatura sobre las nanoparticulas de grafeno, la relacion Ca/P, y el comportamiento

electroquimico.

1.3.5 Equipos de caracterizacion utilizados, para el analisis

topografico, elemental y de propiedades de mojabilidad.

La caracterizacion realizada por difraccion de rayos X (DRX), se llevé a cabo con el
difractometro Empyrean, PANalytical, con radiacion Ka de cobre, a un voltaje de 40 Ky,

con un rango de medicion de 10° a 80° 26, utilizando un muestreo a pasos de 0,026° en
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un tiempo de 53 s, y para el analisis de los difractogramas obtenidos, se empled el software
X'Pert HighScore— PANalytical.

Con el objetivo de evaluar la mojabilidad y con ello la energia superficial de los
recubrimientos obtenidos, se empled el equipo Model 200, Ramé-hart, utilizando agua
como sustancia liquida polar, cuyo software operd adquiriendo automéaticamente 40
mediciones por muestra, en un tiempo de 0.25 s por adquisicién. Posteriormente se realizé

el andlisis y obtencion de datos, mediante el software DROPimage Standard.

El equipo con el que se obtuvieron las diferentes micrografias de este proyecto, los analisis
por EDS y el mapeo elemental (resultados analizados en el capitulo 2), fue un microscopio
electronico de barrido JEOL-JSM 5910LV, con un voltaje de 15Kv y una distancia de

trabajo de 10 mm (en algunas muestras 9mm).

1.4 Resultados y conclusiones

1.4.1 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X permitié validar la estructura del sustrato Ti6Al4V, como se
muestra en la Figura 1-8, y la composicion del recubrimiento y la identificacién de especies
cristalinas expuestas por los recubrimientos sintetizados con la solucién madre, con y sin
tratamientos térmicos; teniendo como resultados preliminares los difractogramas de la
Figura 1-9, en los que se observa los espectros obtenidos para las muestras 1_SIN_TT,
1400 TTy1 600 TT.
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Figura 1-8: Difraccion de rayos X (DRX) del sustrato Ti6Al4V.
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La caracterizacién por difracciébn de rayos X permitié inicialmente, validar de forma
semicuantitativa el % de cada uno de los compuestos que conforman la aleacién de titanio.
Los picos de difraccidbn se asocian principalmente a una aleacion de titanio alfa con
estructura hexagonal compacta [23-24], teniendo asi un 47% de aluminio titanio, 20% de
vanadio aluminio y 33% de titanio alfa, como puede observarse en la Tabla 1-1 a

continuacion:

Tabla 1-2: Datos composicionales del analisis de difraccion del sustrato Ti6AI4V.

Componente Formula quimica % Semicuantitativo
Aluminio Titanio (0.3/1.7)  AloaTivz 47
Vanadio Aluminio (1/3) Al V1 20

Titanio Alfa Ti1 33
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Figura 1-9: DRX los recubrimientos 1_SIN_TT (recubrimiento sin grafeno y sin tratamiento
térmico), 1_400_TT (recubrimiento sin grafeno y con tratamiento térmico a 400°C), y
1 600_TT (recubrimiento sin grafeno y con tratamiento térmico a 600°C).
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De acuerdo con la identificacién y el analisis de los picos obtenidos, el software X'Pert
HighScore— PANalytical del equipo de difraccién de rayos X, determin6é que la muestra
1 600_TT se compone de 6xido de titanio (Ti» O1), titanio en fase anatasa (Ti1 O.), 6xido
de silicio amorfo (Si1 O.) y 6xido de titanio en fase rutilo (Tiy O2). En la muestra1_400_TT,
el pico que mejor se identificé fue el aluminio titanio (Alos Ti17). Finalmente, en 1_SIN_TT,
el listado de picos confirma la presencia de titanio alfa (Tiy), fosfato de aluminio (Aly O4 Py),

oxido de titanio en fase rutilo (Tiy O), y aluminato de calcio (Al. Caz Os).

Métodos de sintesis de recubrimientos como la oxidacién por plasma electrolitico, dado los
fendbmenos de difusibn térmica y termoquimica de plasma, en conjunto con los
componentes del electrolito utilizado, viabiliza la cristalizacion de los compuestos de TiO>

en anatasa y rutilo, dada la interaccién que se obtiene con los iones calcio, fosforo y silicio
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de la solucién madre y las altas temperaturas que se promueven en esta reaccion. Algunos
estudios exponen patrones de difraccion de recubrimientos con una composicion elemental
de Ti, Siy O, en los que se observa una matriz de Ti, rutilo, y una pequefia cantidad de
anatasa, siendo mayor la energia de enlace del rutilo. Cuando se realizan tratamientos
térmicos a mas de 700°C, la fase anatasa va transformandose en rutilo, factor que provee
al recubrimiento mayor resistencia al desgaste [25].

Los resultados obtenidos con el software validan la formacién de titanio (TiO>) en fase rutilo
y anatasa principalmente. Como puede observarse en la Figura 1-9, los picos que se
observan solapan un poco la formacién de rutilo, transformacion de fase que se da mejor
a temperaturas mayores de las utilizadas. La baja resolucién de este pico puede
confundirse con la identificacion de titanio, sin embargo, se expone una mayor resolucion
en la muestra 1_600_TT. Es importante recordar que uno de los primeros pasos para la
sintesis del recubrimiento fue la preparacion de la superficie, que incluye la generacion de
oxidos de titanio, por medio del proceso de anodizado. Otro factor influyente fue el
tratamiento térmico realizado a 400°C y a 600°C, posterior a la obtencién del recubrimiento
bioceramico, tratamiento que favorece la transformacion de los 6xidos de titanio en fase
anatasa especialmente. En todas las muestras se expone la presencia de titanio a vy
algunos picos varian su altura para cada uno de los elementos, especialmente en la
muestra 1_600_TT. En ésta, varia la altura para algunos de los picos de titanio a (36,6°,
53,4°, 63,7°), exhibiendo mas claramente el pico de titanio 3, solapando un poco el pico de
TiO.. Dado los tratamientos térmicos, la fase de rutilo no aparece muy claramente, ya que
éste aumenta su intensidad con tratamientos térmicos de 650 a 850°C, siendo mayor la
transformacion de fase a 850°C, logrando estructuras completas de rutilo en la superficie
del material [23].

Los espectros de la Figura 1-9, exponen mas informacién del sustrato y de la formacion de
los 6xidos preferenciales de titanio, dada la naturaleza del electrolito ortofosfato utilizado
en el proceso de anodizado, el cual tiene como componente cristalino principal la anatasa
[26]. Por su parte, mediante el software X'Pert HighScore se evidenciaron algunos
compuestos del recubrimiento biocerdmico, como Si10;, Al1P104, Al,Ca,0s, exponiendo
asi, la adecuada integracion del recubrimiento a la superficie del sustrato pretratado. Esta
integracion se presenta mas claramente en las muestras tratadas a 600°C, logrando

estructurar mejor la formacion de un recubrimiento bioceramico rico en fosfatos célcicos,
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con el cual se pretendid obtener un recubrimiento con mayores caracteristicas de

biocompatibilidad y bioactividad.

En los capitulos siguientes se podra corroborar la compaosicién del recubrimiento con la
informacion obtenida por espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDS), en
conjunto con el espesor promedio y la topografia obtenida, resultados que continuaran

interpretdndose en los siguientes capitulos.

Dado los resultados preliminares, y como se podra observar en los siguientes resultados,
se decidi6 trabajar y/o dar prioridad a la temperatura de 600°C, y evaluar una nueva
concentracion de grafeno, 0.1% G, denominando esta muestra, muestra 5. Evaluando de
esta manera, la misma soluciébn madre, a diferentes concentraciones de grafeno y

especialmente al rango de temperatura enfatizado.

1.4.2 Angulo de contacto.

La técnica de caracterizacién de angulo de contacto por gota sésil permitié evaluar los
parametros de mojabilidad y energia superficial, aspectos que dan razén de cémo se da
esa relacion y/o interaccion entre la superficie del recubrimiento y el liquido evaluado. De
esta manera se observa la forma que se genera al dejar caer la gota sobre la superficie,
cuya forma dependera de la tension superficial del liquido, en este caso agua destilada, y
de la naturaleza de la superficie. Angulos que estén entre 0y 90°, indican que la superficie
es hidrdfila, pero si esta entre 90 y 150°, indica que la superficie es hidréfoba, y resultados
mayores a 150°, son considerados super-hidréfobos, caracteristica conocida generalmente

como efecto loto o efecto repelente del agua que poseen algunas superficies [48].

Enla Tabla 1-3, se puede observar las imagenes y resultados obtenidos de las mediciones

de angulo de contacto y energia superficial promedio de las muestras analizadas.
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Tabla 1-3: Angulos de contacto y energia superficial de los recubrimientos obtenidos con
y sin grafeno, y de los tratamientos realizados a 400 y 600°C.

Muestra Angulo de Energia superficial Imagenes
contacto (°) (mJ/m?) representativas
1 SIN_TT 65.08 £+ 0.74 44,73 £ 0.45 ]
1 400_TT 93.93+0.54 26.78+0.34 m
_ -
1 600_TT 93.08 + 0.56 27.93+0.34 : o
v _ .
2 SIN_TT 54.20 + 0.50 51.22 + 0.30 .
o
2 400_TT 75.24 + 0.46 38.40 £ 0.28 [ |
R
2_600_TT 62.93 + 0.60 46.06 + 0.36 ]
3 SIN_TT 62.77 + 0.58 46.14 £ 0.51 [}
il
3 400_TT 71.4 +0.85 40.83+0.61 B ‘
i
3 600 TT 63.50 £ 0.71 45.69 + 0.55 =
oD
4 SIN_TT 56.03 + 0.79 50.21 + 0.63 m
wilililie...
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Continuacion: Tabla 1-3

4_400_TT 94.79 + 0.12 26.25 + 0.08 m Y
v _ -
4 600_TT 87,73+ 0.75 30.65 + 0.46 -
v _ -
5 SIN_TT 35.85 + 0.18 61.57 + 0.09 ¥
5 600_TT 60.25 + 0.30 47.49 £0.18 T
e

Medir la mojabilidad de los recubrimientos permitié validar la energia de superficie
obtenida, en conjunto con las propiedades de humectabilidad, factores muy importantes

en los procesos de adsorcién de proteinas y adhesién celular [27].

Teniendo presente que no se habla de un rango Unico de trabajo o de un dato especifico
de energia superficial, en el que en un contexto de osteointegracion, las células sembradas
sobre estas superficies pueden o no proliferar y generar matriz extracelular, los factores a
evaluar son muy variables, y dependeran también de las caracteristicas elementales y
topograficas. Asi, se parte del objetivo de evaluar superficies que manifiesten un
comportamiento equilibrado de propiedades de humectabilidad, especialmente de energia
superficial, en el que se promueva un entorno apropiado para las células. De esta manera,
se comprende que es mas que definir si una superficie es o no hidréfoba. Energias de
superficie, por ejemplo, de 21mJ/m?, asociadas a un comportamiento hidréfobo, genera
muerte celular por la poca promocion en la adhesion celular y adsorcion de proteinas. Sin
embargo, una superficie completamente hidrofilica, en los que se obtienen energias
superficiales criticas de aproximadamente 75 mJ/m?, tienden a suprimir el crecimiento y la
proliferacion celular. Por esto, se busca obtener energias superficiales moderadas de 65 a
70 mJ/m?, rango que da lugar a condiciones favorables para una adecuada interaccién

célula-recubrimiento [28].
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Como puede observarse en la Tabla 1-3, los tratamientos térmicos tienden a aumentar el
angulo de contacto, por ende, a reducir la energia superficial (Es), siendo mayor este
comportamiento a 400°C. Permitiendo pensar en el efecto que genera el tratamiento
térmico a 600°C, el cual expone una relacibn de aumento de hidrofobicidad superficial
menor que a 400°C, especialmente en las muestras con grafeno. Esto puede relacionarse
con la interaccion y el efecto de esta temperatura sobre los recubrimientos bioceramicos,
las transformaciones de fase que se promueven, y el influjo sobre las nanoparticulas de
grafeno. Teniendo presente ademas, el proceso mismo de oxidacion por plasma que se
utilizd para la sintesis del recubrimiento, el cual proporciona factores quimicos y

estructurales en la funcionalizacion del grafeno [49].

La muestra 1, recubrimiento biocerdmico sin grafeno, sélo con la solucién madre, expone
un aumento de la hidrofobicidad con los tratamientos térmicos, comportamiento muy
equivalente entre 400 y 600°C. Para las demas muestras, la disminucién de la energia
superficial (Es) fue menor en la muestra tratada a 600°C, caracteristica asociada a la
estructuracion biocerdmica promovida con esta temperatura, lo que le confiere un mayor
caracter i6nico, aumento de la energia de enlace, y disminucién del desorden estructural.
Los tratamientos térmicos afectan significativamente la cristalinidad, el tamafio de cristal y
la morfologia del material bioceramico, promoviendo cambios en sus propiedades, los
cuales pueden optimizar el comportamiento bioldgico en aplicaciones biomédicas y la
capacidad de unién a tejidos 6seos [50]. Para la muestra 2, se tiene un comportamiento
similar, de aumento del angulo de contacto ocasionado por los tratamientos térmicos,
siendo un poco mayor esta reaccion a 400°C, lo mismo pasa con las muestras 3 y 4. Este
fendmeno puede estar relacionado con el efecto estructurador del tratamiento térmico y
por la presencia del grafeno y el efecto de funcionalizacién promovido en éste por el
método de sintesis de oxidacion por plasma electrolitico, el cual incrementa la capacidad
de anclaje e interaccién de las nanoparticulas con los componentes bioceramicos del
recubrimiento [49]. La muestra 5 con 0.1% de grafeno y con tratamiento térmico a 600°C,
present6 un incremento en el &ngulo de contacto y disminucién de la Es, observando en
ésta, que la energia superficial obtenida sin TT (sin tratamiento térmico), expone valores

muy cercanos a los rangos de Es que se mencionaron anteriormente [28].

En el capitulo 3 se presenta el efecto del tratamiento por plasma de descarga intensa de
gas ionizante, el cual permiti6 generar de manera controlada, cambios sobre las

propiedades de humectabilidad de la superficie del recubrimiento, producto de la
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modificacion en la orientacion electrdonica dipolar del material, encontrando que, la técnica
gue mejores resultados generd sobre la reduccion del angulo de contacto fue el método
Glow Discharge -Ve (catédico), como contraparte, el método Glow Discharge +Ve
(anddico), genero un incremento considerable del &ngulo de contacto, con una disminucién
de la energia superficial. Finalmente, para los propdsitos de esta investigacion, se emple6
el método catddico -Ve (Glow Discharge -Ve).

1.4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM-EDS)-medida de

espesores.

Se validé el espesor promedio de los recubrimientos a través del analisis de las
micrografias SEM de 4 muestras: 1_SIN_TT (sin grafeno ni tratamiento térmico), 2_SIN_TT
(con 0.3% de grafeno y sin tratamiento térmico), 3_SIN_TT (con 0.6% de grafeno y sin
tratamiento térmico) y 3_600_TT (con 0.6% de grafeno y tratamiento térmico a 600°C),
Figura 1-11, Figura 1-12, Figura 1-14, Figura 1-13. Estas muestras fueron seleccionadas
estratégicamente por la variacion en el % de grafeno y el tratamiento térmico seleccionado
y optimizado para el analisis de las demas muestras. El andlisis se realizé con el software
libre ImageJ, Figura 1-10, tomando en cada micrografia 6 puntos diferentes para obtener

posteriormente el promedio del espesor.

Figura 1-10: Software de tratamiento y analisis de imagen, para el estudio de las
micrografias SEM.

i Imagel — pod
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
0 o|z|o| /4|5

Text tool (double-click to configure)

a7 | | |»

El andlisis se realiz6 con las imagenes obtenidas por electrones retrodispersados, las
cuales permitieron observar con mayor claridad el cambio de fases, distinguiendo asi, la
transicion entre el sustrato y el recubrimiento. Para obtener medidas mas precisas con el

software ImageJ, luego del proceso de calibracién de la imagen con la escala propia de la
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micrografia obtenida (10um), se generd un ajuste de limites de colores GB (verde y azul),
para diferenciar mejor el espesor del recubrimiento, exponiendo un color verde en la zona
del sustrato Ti6AI4V, y un tono azul que separa principalmente el recubrimiento de la resina

de la baquelita o del espacio generado en el proceso de embaquelamiento.

A continuacién, se expone la Figura 1-11 correspondiente a las micrografias tomadas del
corte transversal de la muestra 1, que hace referencia al recubrimiento obtenido con la

solucion madre, sin grafeno, y en este caso sin tratamiento térmico.

Figura 1-11: Micrografias SEM, corte transversal, de la muestra 1_SIN_TT, a) imagen por
electrones secundarios con 2500 aumentos, b) imagen por electrones retrodispersados,
con 2500 aumentos, ¢) imagen por electrones secundarios con 4000 aumentos.
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A continuacién, se expone la Figura 1-12 correspondiente a las micrografias tomadas del
corte transversal de la muestra 2, que hace referencia al recubrimiento obtenido con la

solucion madre, mas 0.3% de grafeno, y en este caso sin tratamiento térmico.

Figura 1-12: Micrografias SEM, corte transversal, de la muestra 2_SIN_TT, a) imagen por
electrones secundarios con 2500 aumentos, b) imagen por electrones retrodispersados,
con 2500 aumentos, ¢) imagen por electrones secundarios con 4000 aumentos.
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A continuacion, se expone la Figura 1-133 correspondiente a las micrografias tomadas del
corte transversal de la muestra 3, que hace referencia al recubrimiento obtenido con la

solucién madre, mas 0.6% de grafeno, y en este caso sin tratamiento térmico.
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Figura 1-133: Micrografias SEM, corte transversal, de la muestra 3_SIN_TT, a) imagen por
electrones secundarios con 2500 aumentos, b) imagen por electrones retrodispersados,
con 2500 aumentos, ¢) imagen por electrones secundarios con 4000 aumentos.
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A continuacion, se expone la Figura 1-144 correspondiente a las micrografias tomadas del
corte transversal de la muestra 3, que hace referencia al recubrimiento obtenido con la

solucion madre, méas 0.6% de grafeno, y en este caso, con tratamiento térmico a 600°C.
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Figura 1-144: Micrografias SEM, corte transversal, de la muestra 3_600_TT, a) imagen por
electrones secundarios con 2500 aumentos, b) imagen por electrones retrodispersados,
con 2500 aumentos, ¢) imagen por electrones secundarios con 4000 aumentos.
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A continuacién, se expone la Tabla 1-4 con los resultados de las medidas de los espesores
promedio, obtenidos y analizados con el software libre ImageJ, de las muestras

observadas en las micrografias SEM.
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Tabla 1-4: Resultados de las medidas de los espesores promedios para las muestras
1 SIN_TT, 2_SIN_TT, 3 600_TT y 3_SIN_TT, analizadas con el software ImageJ, y
espectros EDS, obtenidos con el SEM.

Imagen analizada por

Imaged

Espectro EDS

Espesor promedio (um) y
relaciones Ca/P- C/Ca

1 SIN_TT

15,405
Ca/P: 1.14
(Fosfato dicalcico dihidratado
[43] [51])
C/Ca: 1.79

2 SIN_TT

1
Full Scale 2281 cfs Cursor: 6692 keV (27 cts) ke'|

10,181
Ca/P: 1.06
(Fosfato dicalcico dihidratado
[43] [51])
C/Ca: 4.87

3_SIN_TT

1 2 3
Full Scale 1858 cts Cursor: 5578 ke' (25 cts) kew|

4,874
Ca/P: 0.62
(Fosfato monocélcico
monohidratado [43] [51])
C/Ca: 6.83

3 600_TT

18,631
Ca/P: 1.12
(Fosfato dicalcico dihidratado
[43] [51])
C/Ca: 8.02
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Al observar la muestra sin grafeno y sin tratamiento térmico (sélo con la solucién madre),
Figura 1-11, se puede validar que en comparacién con las micrografias de las demas
muestras, Figura 1-12, Figura 1-14, Figura 1-13, ésta presenta una morfologia granular,
mas irregular y con un aspecto menos compacto. Las muestras con contenido de grafeno
exponen espesores con una morfologia mas compacta, con presencia de algunos poros y
grietas, caracteristicas que se observan mejor en las micrografias de la superficie,
expuestas en el capitulo 2. Se valida para todas las muestras la incorporacién del
recubrimiento al sustrato, percibiendo la tipica formacion de espacios en éste, dados por
la ruptura dieléctrica que genera la inherente chispa o microarco de PEO en las zonas mas
débiles. Es importante recordar que en la reaccion PEO se promueve el movimiento iénico
de los componentes del titanio, el electrolito, y las particulas utilizadas, generando el
crecimiento del recubrimiento por la deposicion de los iones P, Si, Ca, Na, grafeno, sobre
la capa de TiO, obtenida previamente por el pretratamiento realizado. Durante este
proceso el grafeno pasa por una etapa de funcionalizacion, en el que los iones cargados
de plasma reaccionan con los &tomos de carbono del grafeno, incorporando en éste grupos
funcionales. Esto promueve unos efectos sobre el espesor del recubrimiento, dadas las
interacciones idnicas con los elementos del electrolito, y los fendmenos eléctricos y
térmicos propiciados. Estos factores tienen la capacidad de promover una reorganizacion

atémica importante en el recubrimiento [52][53][54].

los EDS de la Tabla 1-4 muestran la composicién elemental de los espesores del
recubrimiento, observando la presencia de C, O, Na, Al, Si, P, Ca, Tiy V. Esto confirma la
efectiva formacién del recubrimiento bioceramico rico en fosfatos calcicos y con contenido
de grafeno, que para las muestras 2, 3y 5, expone un pico de C mas pronunciado, dando
razon de la adecuada integracion de las nanoparticulas de grafeno al recubrimiento. Se
relaciona también en la tabla las relaciones Ca/P y C/Ca, de esta manera, respecto a la
relaciéon Ca/P obtenida de los espesores, se obtuvo fosfato dicalcico dihidratado y fosfato
monocélcico monohidratado [43] [51]. EI aumento en las relaciones C/Ca permitieron
confirmar la mayor integracién de grafeno generado por el aumento en el % utilizado. Al
observar la 3_600 _TT, se valida que el pico EDS de C, se solapa un poco con el pico de
Ca, sin embargo, se ve un poco mas elevado que para la muestra 3 sin tratamiento térmico,
aspecto que confirma la relacién C/Ca. Esto permite vislumbrar el efecto del tratamiento
térmico sobre el grafeno, aspecto que se podra evaluar de forma mas amplia en los

siguientes capitulos.
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La muestra 1, recubrimiento sin grafeno, dio como resultado un espesor de 15,405 um,
mientras que la muestra 2_SIN_TT dio un espesor menor, de 10,181 um, este resultado
puede asociarse a la presencia de grafeno. Estas nanoparticulas promueven una
compactacion mayor del recubrimiento dada la interaccién térmica y quimica generada en
el proceso de sintesis con los iones de la solucion rica en fosfatos calcicos. Este efecto se
debe al aumento de la corriente y de la energia en el proceso de PEO. Con el movimiento
de iones en direcciones opuestas desde el electrolito y el sustrato, y los grupos OH, se
favorece la participacion del oxigeno y la deposicion de los iones y particulas de interés, y
con esto una mayor estructuracioén y ordenamiento atémico del recubrimiento. Lo anterior
conlleva a la obtencion de espesores mas compactos, finos y con un mayor caracter iénico
alcanzado [42][45]. La muestra 3_SIN_TT, cuyo espesor dio 4,874 um, confirma el
fenébmeno descrito en la muestra anterior, validando el nivel de interaccion del grafeno en
el proceso de oxidacion por plasma, y la facultad de promover la formacion de espesores
mas compactos. La muestra 3 cuenta con una cantidad mayor de grafeno que la muestra
2, lo que explica el cambio en el tamafio del espesor, pero también el fenbmeno de
reduccion de protagonismo de los demas elementos de la solucién electrolitica, dado que
se disminuye la expresion de calcio y fésforo (relaciones analizadas en el capitulo 2),
factores fundamentales para la bioactividad del material. Finalmente se tiene la muestra
3 600 _TT, que supera considerablemente el tamafio del espesor de la muestra 3 sin
tratamiento térmico, condicién generada por el aumento en la compacidad del material y
la distribucién de éste en el recubrimiento. En conjunto con el método de sintesis se infiere
gue la temperatura promovio la redistribucion de los planos hexagonales del grafeno en la
estructura del recubrimiento, aumentando las tensiones internas, teniendo como

consecuencia el aumento en el espesor [52-54].

1.4.4 Discusién y Conclusiones.

El capitulo 1 expone los procesos efectuados para el desarrollo del recubrimiento
bioceramico con nanoparticulas de grafeno, también los pretratamientos superficiales
realizados, como el desarrollo de 6xidos de titanio sobre la superficie del sustrato, previo

a la sintesis del recubrimiento, el cual se realiz6 con el objetivo de potenciar las
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propiedades bioactivas del recubrimiento y de reducir las probabilidades de corrosion de

este.

Los procesos de caracterizacion confirmaron la formacién e integracion del recubrimiento
rico en fosfatos calcicos, silicio y grafeno al sustrato pretratado con la formacién de 6xidos
de titanio. El analisis de los espectros de difraccion confirmd la formacién de TiO; en fase
anatasa (principalmente) y rutilo; también se valida la formacién de éxido de silicio con una
estructura amorfa. Cabe mencionar que la expresion de estas fases y estructuras
cristalinas manifiestan un comportamiento mas notorio y organizado en las muestras
tratadas a 600°C, factor que representa una mejor estructuracién del recubrimiento
bioceramico, formacién de fases e interaccién de las nanoparticulas de grafeno, como se
pudo corroborar en el andlisis de los espesores promedio y composicién elemental por
EDS. En los capitulos siguientes se pudo describir aln méas el efecto del tratamiento
térmico, especialmente a 600°C, temperatura priorizada, y los fenbmenos que se
generaron con los diferentes % de grafeno utilizados y su influencia a nivel morfolégico,

guimico y estructural.

Se observé también, las propiedades iniciales de humectabilidad de la superficie de los
recubrimientos, notando que los tratamientos térmicos a 400°C y 600°C aumentaron los
angulos de contacto, disminuyendo la energia superficial, consecuencia que se evidencia
mejor en las muestras con grafeno y tratamiento térmico a 400°C, relaciéon que permitié
confirmar las reacciones obtenidas con el tratamiento térmico a 600°C, corroborando la
influencia de ésta sobre las nanoparticulas de grafeno, efectos que se analizaron mas

ampliamente en los siguientes capitulos.
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2.Capitulo 2: analisis del efecto del
tratamiento térmico en el desempeno
bioactivo y estructural de los recubrimientos
de grafeno-Ca0O-P205-SiO2-TiO..

2.1 Introduccion.

En el capitulo 1 se evalud el efecto inicial del tratamiento térmico sobre el recubrimiento
bioceramico sintetizado, con y sin hanoparticulas de grafeno, en dos temperaturas, 400°C
y 600°C, seleccionando como temperatura de énfasis 600°C, ya que los recubrimientos
evaluados en este rango expusieron importantes transformaciones y/o efectos a nivel
superficial, estructural y elemental. Aspectos que se validaron con el andlisis de los
cambios morfolégicos, estimados inicialmente desde la medida promedio de los
espesores, con las micrografias SEM y los espectros de EDS. El andlisis realizado
previamente, permitié confirmar la adecuada integracion de los fosfatos calcicos, el silicio
y el grafeno al recubrimiento. Por su parte, los resultados de difraccion de rayos x del
sustrato pretratado, paso necesario para las mediciones de haz rasante que se utilizaron
en el presente capitulo, valido la estructura de la aleacién de titanio con la que se trabajé
en este proyecto, teniendo asi una aleacién de titanio alfa principalmente, con una
estructura hexagonal compacta. Los resultados previos de DRX de los recubrimientos
sintetizados sol6 con la solucién madre (sin nanoparticulas de grafeno), permitieron validar

el efecto del tratamiento térmico sobre el recubrimiento, confirmando asi la formacién de
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titanio en fase anatasa y algunos picos asociados a la formacién de rutilo y 6xido de silicio
amorfo. Finalmente, se observo el impacto sobre las propiedades de mojabilidad, en los
recubrimientos con y sin nanoparticulas de grafeno. De esta manera, con los resultados
preliminares, se seleccion6 como temperatura principal de tratamiento, 600°C, teniendo
como punto de comparacion, para algunas muestras, el tratamiento realizado a 400°C. En
este capitulo se evalué, ademas, la influencia del grafeno en la estructura biocerdmica, y

se propuso una nueva concentracion de grafeno, 0.1%, denominando esta muestra: 5.

Los resultados de DRX reafirmaron los datos obtenidos previamente, al tener una mejor
expresion de los picos de difraccion, asociados a la formacién de fases ricas en fosfatos
célcicos, como el fosfato tricalcico alfa; se detectdé también, méas definido, la expresiéon de
Siy SiO,, en estado amorfo, y algunos picos asociados a TiO». Estos resultados fueron
apoyados con el analisis realizado por espectroscopia Raman, en el que se validé mejor
la presencia del grafeno. En este capitulo, las micrografias adquiridas por microscopia
electrénica de barrido (SEM), facilitaron el analisis morfolégico y elemental de los
recubrimientos sintetizados, los cuales presentaron cambios importantes al variar el % de
grafeno utilizado y el tratamiento térmico. Se analizé también, el influjo del grafeno tanto
en la estructura, como en la composicion elemental, y se mostré los resultados de las
relaciones Ca/P, ademas de los datos de espectroscopia de rayos x de energia dispersiva

(EDS) y la distribucion elemental por medio del mapeo elemental EDS.

2.2 Metodologia

2.2.1 Materiales y equipos.

Posterior al tratamiento térmico realizado en las dos temperaturas propuestas, 400°C y
600°C, llevados a cabo en una mufla multipropdsito Terrigeno, se paso6 a realizar el
proceso de caracterizacion y analisis elemental, mediante las técnicas de difraccion de
rayos X, SEM, EDS, mapeo por SEM, espectroscopia Raman confocal, y estudio

morfolégico con el software ImageJ.
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2.2.2 Andlisis por difraccién de rayos X, haz rasante.

La caracterizacion por DRX se realiz6 en el equipo relacionado en el capitulo 1, el
difractometro Empyrean, PANAlytical, con radiacién Ka de cobre, a un voltaje de 40 Ky,
haz rasante, step size 26, minimo de 0.001, y muestreo a pasos de 0,026° en un tiempo
de 53 s. Cabe mencionar, que en principio se tuvo que parametrizar el ensayo, realizando
unas medidas preliminares del sustrato solo y luego con el proceso de anodizado, para
finalmente dar con los pardmetros 6ptimos para el ensayo.

2.2.3 Microscopia electrénica de barrido SEM, espectroscopia de

rayos x de energia dispersiva EDS, y mapeo elemental EDS.

Las micrografias SEM, los EDS y los mapas elementales, se obtuvieron con el microscopio
electrénico mencionado en el capitulo 1, el SEM JEOL-JSM 5910LV, y las mismas
condiciones de operacion para la obtencion de las imagenes con electrones secundarios y
retrodispersados; se continud con un voltaje de 15 KV, ya que éste permitid obtener buenas
imagenes del recubrimiento, reduciendo el efecto de carga sobre el mismo. El mapeo
elemental se realiz6 con una resolucion de 512x384, y un tiempo de procesamiento de 5
min. Para el andlisis del % de porosidad y el tamafio de poro promedio se emple6

nuevamente el software ImageJ.

2.2.4 Espectroscopia Raman confocal.

Para la caracterizacion quimica de los recubrimientos se utilizé el espectrometro confocal
Raman Horiba LabRAM HR Evolution, en conjunto con el Software de andlisis LabSpec6.
Se utilizé el laser de 532 nm, un grating de 600 gr/mm, un rango y tiempo de adquisicién
de 100-2000, 30-25 acumulaciones, un hole de 400, objetivo de 50x LWD, y una potencia
del 100%.
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2.3 Resultados y conclusiones.

2.3.1 Resultados DRX.

La Figura 2-1 expone los resultados de difraccion de rayos X de la muestra 2 tratada a
600°C y a 400°C para efectos de comparacién, también expone los picos de difraccion de
las muestras 3, 4 y 5, tratadas a 600°C, junto con la muestra 5 sin tratamiento térmico, esto
con el objetivo de validar el efecto del rango de temperatura optimizado sobre la nueva
muestra (con el menor % de grafeno).

Figura 2-1: Resultados DRX de las muestras 5_600_TT (nueva concentracion evaluada),
2 400 _TT,2_600_TT, 3 _600_TT,4 600 _TT,y5 SIN_TT.
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El software X'Pert HighScore, con base a las fases cristalinas y estructuras que conforman
la estructura del material, permitié tomar los patrones de difraccion detectados y realizar
un andlisis de los picos de DRX, permitiendo validar de forma cualitativa y semicuantitativa
la composicién cristalografica/elemental del recubrimiento. Esto, ayud6 a entender las
trasformaciones de fases generadas en el recubrimiento bioceramico tratados

térmicamente, apoyando asi, los resultados obtenidos con EDS y espectroscopia Raman.

De acuerdo con los resultados obtenidos por difraccién de rayos X, se evidencié en
principio la formacion exitosa del recubrimiento sobre el sustrato, integrando
adecuadamente los iones de la solucién electrolitica, rica en fosfatos célcicos y grafeno, a

la estructura del recubrimiento bioceramico.

Los resultados obtenidos por DRX denotan en las fases detectadas en el recubrimiento, la
presencia de zonas con caracteristicas amorfas y cristalinas, desarrollo de fases anatasa
y rutilo, y la formacién de fosfatos calcicos, como el fosfato dicalcico amorfo, de
comportamiento bioabsorbible. Se comprobé ademas, la efectiva integracion del silicio,
razon por la cual se tienen picos asociados a Siy SiO», los cuales, dada la amorficidad que

presentan dificultan su determinacién en el espectro.

2.3.2 Resultados de Espectroscopia Raman

En Figura 2-2 se muestran los espectros Raman de las muestras 1, 2, 3, 4y 5, tratadas a
600°C, y de la muestra 2 con tratamiento térmico a 400°C, y la muestra 5 sin tratamiento
térmico, esto, con el objetivo de observar las diferencias generadas, y confirmar el efecto

estructurador producido por el rango de temperatura optimizado.
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Figura 2-2: Resultados de espectroscopia raman, de las muestras 1_600_TT, 2_400_TT,
2 600 _TT,3_600_TT,4 600 _TT,5 600 _TTy5 SIN_TT, a) zoom de la zona del espectro
raman de 100-300 cm-1, b) zoom de la zona del espectro raman de 600-1800 cm-1.
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Los espectros Raman corroboraron la formacion de estructuras bioceramicas en el
recubrimiento formado sobre el sustrato de Ti6Al4V, en el cual, es notable las bandas
asociadas a la formacion de una capa de Oxido de titanio, producto del proceso de
tratamiento de anodizado previo; el pico Raman caracteristico se observa a 150 cm™.
Alrededor de 500-526 cm? (puntualmente en 513 cm™), se observa un pico Raman
correspondiente al SiO, siendo este mas agudo en las muestras tratadas a 600°C, lo cual
se relaciona con una mayor cristalinidad para esta estructura. También, se confirmé la
presencia de grupos carbonatos y fosfatos, asociados a la formacion de fases Ca/P
integrados con grafeno sobre la superficie del sustrato, exponiendo principalmente las
vibraciones moleculares de los componentes ceramicos, vinculados a los grupos PO.*y
PO.%. En 424 cm™ se tiene el pico de PO,2relacionado con la flexién simétrica y/o modo
vibracional V2, el pico a 631 cm™ se relaciona con PO.* en su modo vibracional V4. En
954 cm™ se puede observar una formacion leve de complejos de fosfatos calcicos.

Con el componente de silicio que contiene la solucién electrolitica utilizada y su
incorporacion al recubrimiento, en conjunto con el tratamiento térmico propuesto, se busco
obtener un recubrimiento capaz de promover la formacion de silanoles superficiales. Estos
al interaccionar con fluidos fisioldgicos contribuye a la estructuracién de apatitas amorfas,
gue posteriormente tienen la posibilidad de transformarse en apatitas cristalinas similares
al del tejido 6seo. En 1046 cm™ se encuentra un pico de baja resolucién y poco resuelto
asociado a CO3 y PQOy; adicionalmente el pico detectado en 1640 cm™ se vinculé a la

presencia de componentes organicos, para este caso el grafeno [30-33].

Los espectros obtenidos por la técnica de Raman confirmaron no soélo la positiva formacion
del recubrimiento, sino también la saturacion que pudo darse en el recubrimiento 4 al
utilizar una cantidad mayor de grafeno, de 0,9%, factor que afecté la estructura, morfologia
y relacién Ca/P. Los resultados de la caracterizacion por espectroscopia Raman ademas
de complementar los datos obtenidos con DRX, expuso también, de forma mas clara, la
tendencia del recubrimiento a tener una estructura con un balance amorfo-cristalino,
caracteristico de un vitrocerdmico, conveniente para los propdsitos buscados en esta
investigacion. Se observdé de igual manera, que los recubrimientos con mejor
estructuracion de fosfatos célcicos y relacion Ca/P, son las muestras 2 y 5 (razon que se
confirmd con los resultados de EDS), obteniendo picos més definidos con las muestras
tratadas a 600°C. Finalmente, respecto a las nanoparticulas de grafeno, la espectroscopia

Raman, no detecté de forma tan clara los picos D y G caracteristicos de este tipo de
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nanoparticulas, dada la interaccion que se generd con los demas componentes del
recubrimiento y el proceso de funcionalizacion que se propicio, lo cual dificulta la deteccidn
de las sefales generadas por las vibraciones moleculares del grafeno, sin embargo se da
cuenta de la presencia de éste y de la adecuada integracion al recubrimiento en 1640 cm’
1, conclusion que se valid6 con los resultados de EDS y los mapas SEM de este capitulo,
en conjunto con los mapas Raman del capitulo 3, en los que se demuestra con mayor

claridad la inclusion de las nanoparticulas de grafeno.

2.3.3 Resultados SEM, EDS, y mapeo elemental EDS.

En la Figura 2-3 se muestran las micrografias tomadas por microscopia electrénica de
barrido de la muestra 2 tratada térmicamente a 400°C, con electrones retrodispersados,
con aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con aumentos de 2.500X,
5.000X y 10.000X.

Figura 2-3: Micrografias SEM de la muestra 2_400_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.
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La superficie de la muestra 2_400_TT presenté una elevada cantidad de poros, de

tamanos variables, un poco irregulares (no todos tienen formas circulares), también

algunas grietas y/o microfisuras. Los poros, como se ha reportado para este tipo de

recubrimientos, se han formado por la combinacién de los procesos de cavitacion y
reaccion galvanica de alta energia, propia de la anodizacion por plasma electrolitico. Las
microfisuras corresponden a patrones caracteristicos en este proceso, relacionados con el

rompimiento dieléctrico asociado al voltaje limite alcanzado en la formacion del

recubrimiento [44].

La Figura 2-4 representa el analisis realizado con el software ImageJ, con el cual se obtuvo

un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro,

caracteristicas que permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios

morfologicos generados en las muestras, de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los

tratamientos térmicos efectuados.

Figura 2-4: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra 2_400_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de andlisis de imagen, para la figura 2-4 fueron:
# POROS: 407- TAMANO PROMEDIO DE PORO: 3.924 um - % POROSIDAD 16.203.

La Figura 2-5 muestra los resultados obtenidos por EDS, los cuales permitieron evaluar los

% atdmicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados en la muestra. De esta

manera se calculd la relacion Ca/P.




Capitulo 2

Figura 2-5: Resultado EDS de la muestra 2_400_TT.

Elemento % Peso %Atémico
OK 11.52 53.60
Na K 0.11 0.36
Al K 0.61 1.68
P K 4.12 9.90
CaK 6.32 11.74
TiK 14.02 21.78
ull Scale 3672 cts Cursor: 5.605 keV (72 cts) ke, V K 0.64 0.93
Relacion Ca/P: 1.19

La Figura 2-6 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 2 tratada a 400°C, lo que

permitié evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el

recubrimiento y la generacién de cumulos de grafeno.

Figura 2-6: Resultado del mapeo elemental realizado por SEM.

|: Cumulos de C (asociado a la

presencia de laminas de
grafeno)

Como se pudo validar con el EDS, la composicion elemental del recubrimiento expone la
presencia de los elementos esperados, dada la composiciéon del electrolito utilizado para
el proceso de oxidacion por plasma electrolitico, encontrando asi O, Na, Al, P, Ca, Ti, V,
con una relacion Ca/P de 1.19, relacion equivalente para un fosfato de calcio amorfo, los
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cuales presentan relaciones Ca/P de 1.2 -1.5 (1.18- 1.53) [33] [43] [51]. Para el al6tropo
de carbono utilizado se encontré6 una variacion en el % atdmico medido, teniendo
porcentajes de 22, 21 a 34,29 de presencia en el recubrimiento, de acuerdo con la medida
de EDS tomada en varios puntos. Esto indica la efectiva integracién del grafeno al
recubrimiento (siendo esta medida mas de caracter cualitativo). Los mapas obtenidos con
el microscopio electrénico permitieron validar la disposicion de los elementos detectados
con el EDS, de esta manera, se pudo observar que, para los diferentes elementos, se tiene
en general, una distribucion heterogénea, tanto en el sustrato como en el recubrimiento.
La disposicion de C presenta algunos cumulos, asociados a la deteccion de laminas de
grafeno, reaccion que se promueve desde el proceso de oxidacién por plasmay la fase de
agitacion al que debe mantenerse la solucién electrolitica mientras sucede la reaccion. La
presencia de oxigeno se detectd principalmente sobre el recubrimiento, dada las
reacciones de oxidacion por plasma que se generaron sobre la superficie con los iones del
electrolito. Los demas elementos, especialmente los asociados al recubrimiento, Ca, P, se
disponen uniformemente, validando cualitativamente, una mayor presencia de Ca, tal
como lo confirma el EDS, de forma equivalente pasa con el sustrato, en el cual, el mapa
de Ti, expone mas presencia en el material que el Aly el V, dada la intensidad colorimétrica

de los puntos (mayoritariamente rojos y amarillos) que conforman la totalidad del mapa.

A continuacion, la Figura 2-7 expone las micrografias tomadas por microscopia electrénica
de barrido de la muestra 2 tratada térmicamente a 600°C, con electrones retrodispersados,
con aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con aumentos de 2.500X,
5.000X y 10.000X.
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Figura 2-7: Micrografias SEM de la muestra 2_600_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.
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Para la muestra 2_600_TT las microfisuras son mas notorias y se evidencié un mayor
tamafio de éstas. Presenté también una alta cantidad de poros e irregularidad en sus

formas y tamafios, y algunos poros y microfisuras interconectados.

La Figura 2-8 representa el andlisis realizado con el software ImageJ, con el cual se obtuvo
un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro,
caracteristicas que permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios
morfolégicos generados en las muestras, de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los

tratamientos térmicos efectuados.
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Figura 2-8: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra 2_600_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de andlisis de imagen, para la figura 2-8 fueron:
# POROS: 390 - TAMANO PROMEDIO DE PORO: 3.801 um - % POROSIDAD 14.310.

En la Figura 2-9 se muestra los resultados obtenidos por EDS, los cuales permitieron
evaluar los % atémicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados en la

muestra. De esta manera calcul6 la relaciéon Ca/P.

Figura 2-9: Resultados EDS de la muestra 2_600_TT.

Elemento % Peso %Atomico
CK 11.70 21.89
OK 34.07 47.85
Al K 1.24 1.03
P K 10.44 7.57
CaK 18.49 10.36
TiK 24.06 11.29
ull Scale 930 cts Cursor: 6676 ke (11 cts) ket Relacién Ca/P: 1.37

La Figura 2-10 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 2 tratada a 600°C, lo que
permitio evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el

recubrimiento.
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Figura 2-10: Resultados del mapeo elemental realizado por SEM.

Respecto a la composicién elemental, de acuerdo con el EDS, el Unico elemento en
relacion con la muestra 2_400_TT que no se logré detectar fue el Na. Se encontré una
relacién promedio de % atomico de C, de 16,48 a 23,33, de acuerdo con las medidas
tomadas en varios puntos del recubrimiento, siendo asi una medida muy cualitativa que
permitié validar la presencia de grafeno en la estructura. Se obtuvo una relacion Ca/P de
1,37, relacion que aumenté en comparacion con el tratamiento a 400°C. Los mapas
obtenidos para esta muestra confirmaron la composicion elemental detectada por EDS,
para los elementos Ca, P, Ti, Al, O principalmente. Validando nuevamente la disposicion
heterogénea de los elementos Ca, P, O, que constituyen esencialmente al recubrimiento.
El oxigeno, por ejemplo, deja visualizar de forma mas diferenciada, al igual que el Cay el
P, las zonas més oscuras, con las formas de los poros, razén de su presencia en el
recubrimiento, especialmente en las zonas compactas (sin poros). Con el software ImageJ
se pudo validar que el tamafio de poro promedio y el % de porosidad para la muestra 2,
en ambos tratamientos térmicos, son un poco equivalentes, dado que no se tienen

diferencias cuantitativas significativas.

La Figura 2-11 muestra las micrografias tomadas por microscopia electronica de barrido
de la muestra 3 tratada térmicamente a 400°C, con electrones retrodispersados, con
aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con aumentos de 2.500X, 5.000X
y 10.000X.
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Figura 2-11: Micrografias SEM de la muestra 3_400_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.
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La muestra 3_400_TT no tuvo presencia notoria de microfisuras, pero si se presenté una
mayor conectividad de poros, lo que condujo a tamafios y % de poros mayores y con mas

irregularidad en su forma.

La Figura 2-12 representa el andlisis realizado con el software ImageJ, con el cual se
obtuvo un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro,
caracteristicas que permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios
morfolégicos generados en las muestras, de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los

tratamientos térmicos efectuados.
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Figura 2-12: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra 3_400_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de analisis de imagen, de la figura 2-12 fueron:
# POROS: 555 - TAMANO PROMEDIO DE PORO:5.174 um - % POROSIDAD: 26.661

A continuacion, la Figura 2-13 expone los resultados obtenidos por EDS, los cuales

permitieron evaluar los % atomicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados
en la muestra. De esta manera se calcul6 la relacién Ca/P.

Figura 2-13: Resultados EDS de la muestra 3_400_TT.

Elemento % Peso %Atémico
CK 1.55 3.29
OK 36.81 58.59
Na K 0.38 0.42
Al K 1.43 1.35
P K 10.76 8.84
CaK 14.07 8.94
ull Scale 2416 cts Cursor: 6.259 ke (27 cts) ke Ti K 33.86 18.00
V K 1.15 0.58
Relacion Ca/P: 1.01

La Figura 2-14 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 3 tratada a 400°C, lo que
permiti6 evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el

recubrimiento y la generacién de cumulos de grafeno.
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Figura 2-14: Resultados del mapeo elemental realizado por SEM.

Cumulos de C.

Ca ; R e Ti

En este caso la relacion Ca/P: 1,01 disminuy6 respecto a la muestra 2 tratada a 400° y
600°C, mostrando asi, un recubrimiento equivalente a un fosfato dicalcico [33] [43] [51]. El
EDS detect6 los mismos elementos de la muestra dos con cada uno de los tratamientos
térmicos, obteniendo asi: C, O, Na, Al, P, Ca, Ti, V, confirmando la participacion y
distribucion de estos con el mapeo EDS. La presencia de Ca, P y O se observo
nuevamente con caracteristicas muy uniformes en el recubrimiento; para el caso del C
algunas zonas presentaron una coloracién mas intensa, dada la presencia de laminas
apiladas de grafeno en la zona mapeada. Particularmente en el mapa de Ti parece
exponerse cumulos de Ti, sin embargo, las zonas que presentan una coloracibn mas
amarilla y mas intensa se ubicaron justo en las regiones de los poros, lo que permitié inferir
gue el poro esta mas interconectado, detectando asi el titanio del sustrato o del 6xido de

titanio sintetizado con el proceso de anodizado.

A continuacién, la Figura 2-15 expone las micrografias tomadas por microscopia
electrénica de barrido de la muestra 3 tratada térmicamente a 600°C, con electrones
retrodispersados, con aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con
aumentos de 2.500X, 5.000X y 10.000X.
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Figura 2-15: Micrografias SEM de la muestra 3_600_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.
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En la muestra 3_600_TT tampoco se evidencié una cantidad muy notoria o significativa de
grietas. En comparacién con la muestra tratada a 400° C, la estructura morfolégica se
expuso muy similar al igual que el nimero y tamafio de poros, en conjunto con el % de

porosidad.

La Figura 2-16 representa el andlisis realizado con el software ImageJ, con el cual se
obtuvo un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro,
caracteristicas que permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios
morfolégicos generados en las muestras, de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los

tratamientos térmicos efectuados.
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Figura 2-16: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra 3_600_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de analisis de imagen, de la figura 2-16 fueron:
# POROS: 492 - TAMANO PROMEDIO DE PORO: 5.518 pum - % POROSIDAD: 25.205.

A continuacion, la Figura 2-17 expone los resultados obtenidos por EDS, los cuales
permitieron evaluar los % atomicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados
en la muestra. De esta manera se calcul6 la relacién Ca/P.

Figura 2-17: Resultados EDS de la muestra 3_600_TT.

Elemento % Peso %Atomico
CK 1.58 12.34
OK 8.94 52.48
Na K 0.06 0.25
Al K 0.33 1.16
P K 2.67 8.09
CaKkK 3.98 9.33
ull Scale 3060 cts Cursor: 5.837 ke (40 cts) ke TI K 3.03 15.75
V K 0.33 0.61
Relacion Ca/P: 1.15
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La Figura 2-18 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 3 tratada a 600°C, lo que
permitié evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el

recubrimiento y la generacién de cumulos de grafeno.

Figura 2-18: Resultados del mapeo elemental realizado por SEM.

»  Cumulos de C.

Los resultados de EDS presentaron la misma composicion elemental que 3_400_TT, pero
con una relacién Ca/P mayor, de 1,15, equivalente para un fosfato dicélcico [33] [43] [51].
Los mapas por su parte, confirmaron la integracion del grafeno y la presencia de estas
nanoparticulas de forma heterogénea en el recubrimiento. También se valida la
incorporacion de Cay P, cuyos mapas exponen una coloracién mas intensa que la muestra
tratada a 400°C, lo que puede relacionarse con el aumento de la relaciébn Ca/P. Sin
embargo, para los demas elementos la muestra expone mapas similares, resultados
esperados, dado que solo se varid la temperatura, la cual influy6 directamente sobre la
relacién Calcio-fosforo.

Seguidamente, la Figura 2-19 expone las micrografias tomadas por microscopia
electrénica de barrido de la muestra 4 tratada térmicamente a 400°C, con electrones
retrodispersados, con aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con
aumentos de 2.500X, 5.000X y 10.000X.
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Figura 2-19: Micrografias SEM de la muestra4_400_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.

La muestra 4_400_TT morfolégicamente expuso poros tipo crater, evidenciandose una
mayor cantidad de poros interconectados y también la formacién de poros mas pequefios
y aglomerados, maostrando un recubrimiento con mayor irregularidad en su estructura. Se
presentd también dafios en la estructura del recubrimiento, ya que se alcanzé el limite
dieléctrico en el proceso de oxidacion por plasma electrolitico, situacion que genero ruptura
en algunas de las zonas del bioceramico sintetizado. Dada la estructura que se generé en
este recubrimiento, la variacion en profundidad, cantidad y forma de los poros, se puede
inferir que ésta exhibe una mayor rugosidad.

La Figura 2-20 representa el andlisis realizado con el software ImageJ, con el cual se
obtuvo un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro,
caracteristicas que permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios
morfolégicos generados en las muestras, de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los
tratamientos térmicos efectuados.
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Figura 2-20: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra4_400_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de analisis de imagen, para la figura 2-20 fueron:
# POROS: 447 - TAMANO PROMEDIO DE PORO: 4.475 um - % POROSIDAD: 19.742.

A continuacion, la Figura 2-21 expone los resultados obtenidos por EDS, los cuales
permitieron evaluar los % atomicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados
en la muestra. De esta manera se calcul6 la relacién Ca/P.

Figura 2-21: Resultados EDS de la muestra 4_400_TT.

Elemento % Peso %Atomico
CK 11.13 20.98
OK 34.49 48.84
Na K 0.48 0.47
Al K 1.79 1.50
SiK 0.54 0.44
P K 9.47 6.93

ull Scale 2271 cts Cursor: 5.225 ke (34 cts) ke, CaK 1057 598
TiK 30.19 14.28
VK 1.34 0.59
Relacién Ca/P: 0.86

La Figura 2-22 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 4 tratada a 400°C, lo que
permiti6 evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el
recubrimiento y la generacion de cumulos de grafeno.
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Figura 2-22: Resultados del mapeo elemental realizado por SEM.

La muestra 4 400 TT presentdé una relacion Ca/P de 0.86 la cual disminuy6
considerablemente respecto a las demas muestras, exponiendo una composicion y/o
relacion equivalente a un fosfato monocalcico principalmente [33] [43] [51]. La composicion
elemental detectada por EDS fue similar respecto a las otras muestras, aunque en este
recubrimiento se logré detectar también silicio, componente constituyente de la solucién
electrolitica utilizada en el proceso de oxidacion por plasma electrolitico. Se obtuvo mapas
de cada uno de los elementos detectados por EDS: C, O, Na, Al, Si, P, Ca, Ti, V,
confirmando ademas, la integracion del grafeno a la estructura del recubrimiento y la
disposicion heterogénea de los componentes constituyentes del recubrimiento. Para esta
muestra el andlisis por ImageJ fue un poco mas complejo, dado la alta cantidad de poros
aglomerados y aun mas pequefios de 3-5 um, lo que hizo que algunas zonas no fueran
faciles de detectar y de analizar. Sin embargo, el nimero y tamafio promedio de poro y el
% de porosidad fue mayor, respecto a la muestra dos, pero no respecto a la muestra tres.
Este efecto desde la visualizacion de la estructura morfolégica que expuso la superficie del
recubrimiento 4, resulta ser poco acertado en la comparacion, debido a que los resultados
obtenidos con ImageJ hacen mas referencia al promedio de los poros mas grandes, de

aproximadamente 4 um, descartando en parte los poros mas pequefios para el calculo de
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los datos de referencia. Este fendmeno estructural y quimico esté directamente relacionado
con la cantidad de grafeno utilizado, que para esta muestra fue del 0.9%, teniendo como
base la misma solucidn electrolitica descrita en el capitulo 1. De esta manera, al evocar
los fendmenos térmicos, quimicos y eléctricos generados en el proceso de oxidacion por
plasma electrolitico y la generacion de la caracteristica microchispa sobre la superficie del
material pretratado, se puede realizar un analisis del efecto que promovié la presencia del
grafeno, la cantidad utilizada. Partiendo de las propiedades intrinsecas de este alotropo de

carbono, especialmente de las propiedades de conduccion eléctrica, se comprende que en
el proceso de sintesis del recubrimiento se promovié una mayor generacion de
microchispas. De esta manera se favorecié un aumento de la ruptura dieléctrica y con esto
la generacion de mas cantidad de poros y protuberancias tipo crater en el recubrimiento.
Se dio también, una especie de solapamiento en la participacion y deposicién de los iones
fosfatos calcicos, razén por la cual se disminuy6 tanto la relacién Ca/P. Un efecto particular
gue se generd fue la formacion de zonas tipo colonias, de microporos altamente
concentrados y de zonas con poros muy irregulares que expusieron dafios en el

recubrimiento, situacién que puede evidenciarse mejor en la muestra tratada a 600°C [44].

La Figura 2-23 expone las micrografias tomadas por microscopia electrénica de barrido de
la muestra 4 tratada térmicamente a 600°C, con electrones retrodispersados, con
aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con aumentos de 2.500X, 5.000X
y 10.000X.
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Figura 2-23: Micrografias SEM de la muestra4_600_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.
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La muestra 4 tratada a 600°C expuso aun mas la formacién de protuberancias tipo crater,
union de poros, irregularidad en la estructura, y generacion de zonas tipo “colonias”, con
alto contenido y aglomeracion de microporos y sectores con espacios y/o dafios generados
en el recubrimiento.

La Figura 2-24 representa el andlisis realizado con el software ImageJ, con el cual se
obtuvo un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro,
caracteristicas que permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios
morfolégicos generados en las muestras, de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los

tratamientos térmicos efectuados.
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Figura 2-24: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra4_600_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de analisis de imagen, de la figura 2-24 fueron:
# POROS: 421 - TAMANO PROMEDIO DE PORO: 5.991 pum - % POROSIDAD: 24.850.

A continuacién, la Figura 2-25 expone los resultados obtenidos por EDS, los cuales
permitieron evaluar los % atomicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados

en la muestra. De esta manera se calcul6 la relaciéon Ca/P.

Figura 2-25: Resultados EDS de la muestra 4_600_TT.

Elemento % Peso %Atomico
CK 1.91 4.17
OK 34.66 56.94
Al K 2.10 2.04
P K 8.69 7.38
CakK 6.21 4.07
Ti K 43.84 24.05
ull Scale 3123 cte Cursar: 6225 ke (42 cts) ke
V K 2.59 1.34
Relacion Ca/P: 0.55

La Figura 2-26 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 4 tratada a 600°C, lo que
permiti6 evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el

recubrimiento.
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Figura 2-26: Resultados del mapeo elemental realizado por SEM.

El EDS logré detectar 7 de los 9 elementos que se habian detectado en la muestra
4 400 _TT, teniendo asi, una relacién elemental confirmada por los mapas de: C, O, Al, P,
Ca, Ti, V, exponiendo caracteristicas cualitativas similares a la muestra tratada a 400°C.
Esta muestra, en comparacion con el comportamiento de las muestras 2 y 3, en el que la
temperatura aumenta la relacion Ca/P, para este caso la redujo, bajando de una relacién
Ca/P de 0,86 a 0,55, relacién equivalente para un fosfato monocalcico (o Fosfato dicalcico
dihidratado) [33] [43] [51]. De esta manera, partiendo de los fendbmenos generados en el
proceso de PEO vy la interaccion y reacciones que promueven las nanoparticulas de
grafeno, ademas de la influencia generada por la cantidad de este, se pudo validar el efecto
gue ocasiona sobre la estructura bioceramica Lo que indic6é la importancia de utilizar
cantidades mas bajas que permitan integrar efectivamente las propiedades del grafeno al
recubrimiento bioceramico. Promoviendo asi, una adecuada interaccion entre los iones y
componentes utilizados para la sintesis, evitando solapamientos en la participacion y
formacion de los fosfatos célcicos sobre el material tratado; factores que permiten tener un

equilibrio y ayudan a obtener un recubrimiento biocerdmico biocompatible y bioactivo.

A continuacién, la Figura 2-27 expone las micrografias tomadas por microscopia
electrénica de barrido de la muestra 5 tratada térmicamente a 600°C, con electrones
retrodispersados, con aumentos de 1.000X y 2.000X, y electrones secundarios, con
aumentos de 2.500X, 5.000X y 10.000X.



Capitulo 2 63

Figura 2-27: Micrografias SEM de la muestra5_600_TT, con aumentos de 1.000X, 2.000X,
2.500X, 5.000X y 10.000X.
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La muestra 5 600 TT morfolégica y estructuralmente expone una alta cantidad de
microfisuras (algunas interconectadas), alto contenido de poros, de diferentes tamaos,
algunos irregulares, otros con formas muy definidas. Dado el desarrollo de poros tipo crater
y la cantidad de fisuras, fue complejo el andlisis por ImageJ, sin embargo, en comparacion
con la muestra 2 ésta expone una mayor cantidad de poros.

La Figura 2-28 representa el andlisis realizado con el software ImageJ, con el cual se
obtuvo un promedio del porcentaje de porosidad de la muestra y del tamafio de poro. Estas
caracteristicas permitieron evaluar, en conjunto con las micrografias, los cambios
morfolégicos generados en las muestras de acuerdo con el % de grafeno utilizado y los

tratamientos térmicos efectuados.
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Figura 2-28: Analisis por ImageJ de la micrografia SEM (obtenida con electrones
retrodispersados a 1.000X) de la muestra 5 _600_TT.
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Los resultados obtenidos con el software de analisis de imagen, para la figura 2-28 fueron:
# POROS: 872 - TAMANO PROMEDIO DE PORO: 5.851 um - % POROSIDAD: 12.432.

A continuacion, la Figura 2-29 expone los resultados obtenidos por EDS, los cuales
permitieron evaluar los % atémicos adquiridos para cada uno de los elementos detectados

en la muestra. De esta manera se calculd la relacion Ca/P.

Figura 2-29: Resultados EDS de la muestra 5_600_TT.

Elemento % Peso %Atomico
CK 8.73 17.55
OK 31.58 47.65
Al K 1.63 1.45
P K 9.59 7.47
i CaKkK 15.19 9.15
Ti K 31.79 16.02
ull Scale 1062 cts Cursor 6.776 ket (10 cts) ket VK 149 070
Relacion Ca/P: 1.22

La Figura 2-30 muestra los mapas EDS obtenidos de la muestra 5 tratada a 600°C, lo que
permiti6 evaluar en principio, la distribucion de los componentes detectados en el
recubrimiento.
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Figura 2-30: Resultados del mapeo elemental realizado por SEM.
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Con base a los resultados obtenidos previamente de las muestras 2, 3, y 4 con tratamientos
térmicos, se evalué una concentracién mas de grafeno en el recubrimiento, siendo éste el
% mas bajo: 0,1%, tratado a 600°C, dado que es el tratamiento térmico que expuso
mejores resultados respecto al aumento de la relacion Ca/P, teniendo asi, la muestra
5 600 _TT. Este recubrimiento obtuvo una relacién Ca/P de 1.22 de acuerdo con los
resultados de EDS, los cuales permitieron validar que se tuvo una relacién mayor que
2 400 _TT, aunque menor que 2_600 TT: Ca/P:1,37. Este resultado indica que la
presencia de grafeno al igual que la temperatura, influyé directamente en el % Ca/P que
se obtuvo y en la estructura del recubrimiento, infiriendo ademas, el efecto suscitado en
las propiedades elasticas, caracteristica relacionada con la alta generacion de grietas, lo
gue indica una mayor fragilidad del recubrimiento.

A medida que aumento la participacion del grafeno se redujo el % Ca/P del biocerdmico
obtenido, por lo que se esperaba obtener una relacién mayor para la muestra 5. Efecto que
se logré pero respecto a la muestra 2 tratada a 400°C (Ca/P: 1.19), siendo ésta un poco
mas baja que la muestra 2 tratada a 600°C. A nivel morfol6gico se generaron diferencias
importantes, especialmente por la alta cantidad de grietas que expuso 5 600 _TT,
fendmeno que podria afectar la adecuada interaccion de las células con el recubrimiento.

Esta caracteristica pudo darse precisamente por la cantidad de grafeno utilizado, razén
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gue se puede validar y comparar con la estructura poco agrietada que presentaron las
otras muestras a medida que aumenta la participacién del grafeno, especialmente en %
porcentajes de equilibrio como las muestras 2 y 3. Este comportamiento puede asociarse
a las propiedades elasticas que aporta el grafeno a la estructura, confirmando con esto la
resistencia y capacidad elastica que le suma al recubrimiento bioceramico, reduciendo su
fragilidad y exposicion a la formacion de grietas. La participacion del grafeno en la sintesis
de recubrimientos ceramicos proporciona a la estructura resistencia mecanica y capacidad

elastica, dada la facultad de absorcion de energia que posee [55][56][57].

Respecto a la composicidn elemental el EDS y los mapas confirmaron lo que en la mayoria
de las muestras se pudo corroborar, y es la integracion de los elementos, Si, Ca, P, C, Si,
O al recubrimiento, ademas, de la deteccion de los componentes propios del sustrato, Ti,
Al, V. En general se obtuvo una disposicion muy homogénea de los elementos
biocerdmicos, teniendo en algunas zonas un comportamiento mas heterogéneo,

especialmente para los elementos C y Si.

2.4.4 Discusion y Conclusiones.

El capitulo 2 expuso el analisis completo de los resultados obtenidos a nivel morfoldgico,
estructural y elemental de cada una de las muestras y/o recubrimientos sintetizados,
observando las variaciones generaras por la influencia de los tratamientos térmicos y el %
de grafeno formulado para cada una de las soluciones implementadas en el proceso de
oxidacién por plasma electrolitico. Confirmando que es importante evaluar la cantidad de
nanoparticulas de grafeno, para que éste no solape la integracion exitosa de los iones
fosfato, calcio y silicio, y se evite asi reducir las relaciones Ca/P obtenidas, efecto que se
generd a medida que aumentaba la participacion del grafeno. Si bien este alétropo de
carbono aporta propiedades de biocompatibilidad al material, por los factores bactericidas,
anticorrosivos y eléctricos que expone, respecto a las propiedades mecanicas, se
evidencio con las micrografias SEM el influjo que tiene a nivel elastico, fenémeno que se
expreso en la cantidad de grietas formadas en el recubrimiento, las cuales disminuyeron a
medida que se aumentaba la cantidad de grafeno. Las propiedades eléctricas de este
material generaron un aumento de conduccion eléctrica en la reaccion PEO, lo cual trajo

como consecuencia la generacion de mas microarcos, reaccion que increment6 las
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aglomeraciones de poros y unién de estos a medida que aumentaba también la relacion
de grafeno [44]. En este punto, se evalud los fendbmenos generados a nivel morfologico y
estructural, teniendo en cuenta las fases bioceramicas generadas y las relaciones Ca/P
obtenidas, que fueron muy prometedores para las muestras 2 y 5 tratadas a 600°C. Todos
estos componentes son muy relevantes en el desarrollo de un material bioactivo, en
conjunto con factores como las propiedades de humectabilidad y energia superficial, items
gue se evaluaron en el desarrollo de este proyecto, y se exponen mas ampliamente en el
capitulo 3. Como se observa, es un conjunto de elementos y propiedades los que entran a
jugar un papel importante en la sintesis de biomateriales, especialmente aquellos que
tienen una relacion e influencia directa respecto al contacto con tejidos, biomoléculas y
liguidos fisioldgicos, como la sangre; por esto, en este proyecto se busco tener un equilibrio
de este conjunto de propiedades.

Los resultados obtenidos por DRX ratificaron la formacién de una estructura con fases
cristalinas de anatasa principalmente y algunas transformaciones de rutilo, obteniendo una
estructura biocerdmica rica en fosfatos célcicos, con tendencia a la formacién de fosfatos
triciclicos alfa. Se confirmé también, la integracion heterogénea de iones silicio, formando
especialmente complejos de silicato de calcio y oxido de silicio. La caracterizacién por
espectroscopia Raman permiti6 corroborar no sélo la formacién e integracion del
recubrimiento bioceramico al sustrato metalico pretratado con la formacién de la capa de
TiO,, sino también describir puntualmente las vibraciones moleculares asociadas a los
grupos funcionales PO.,*y PO4% , elementos que se expresaron mejor en las muestras
tratadas a 600°C. Logrando ademas, detectar una leve formacion de apatita sobre la
superficie, que de acuerdo con la naturaleza del electrolito utilizado y algunos de los
resultados obtenidos por DRX, puede tratarse de apatita fosfocalcica (apatita
carbonatada). Los elementos constituyentes del recubrimiento se validaron también con

los resultados obtenidos por EDS.

Con el objeto de implementar este tipo de recubrimientos en areas especificas, es
interesante ver como en el area de odontologia, los biocerdmicos vienen exponiendo
excelentes aplicaciones en procedimientos periodontales, en el que éstos presentan la
capacidad de proliferacién de fibroblastos y diferenciacion celular de la pulpa dental,
factores que determinan las capacidades bioactivas del material. De esta manera,
bioceramicos ricos en fosfatos calcicos y silicato de calcio presentan la facultad de

promover la precipitacion de hidroxiapatita, al interactuar con el agua de los fluidos
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fisiologicos, generando asi una interfase entre la dentina, el biocerdmico y el agua.
Puntualmente, los bioceramicos a base de silicato de calcio promueven diferenciacion
celular en la pulpa dental, ademas de osteoblastos, cementoblastos, células madre
mesenquimales, entre otros. Un dato de interés para este proyecto, es la capacidad de
precipitacion de apatitas sobre superficies de materiales bioceramicos, cuando éstos se
encuentran en contacto con tejido 6seo y fluido del tejido, lo que conlleva a una mayor
adhesion quimica. El silicato de calcio otorga la capacidad de liberacion de iones Ca?*, y
con ello la precipitacion de cristales tipo apatita cuando estd en contacto con el SBF; al
entrar en contacto los iones Ca?" con los fluidos fisiolégicos, se genera CO., el cual
reacciona con el Ca(OH), (hidréxido de calcio), formando carbonato de calcio, que sirve

como nucleo de calcificacion, llagando posteriormente a la mineralizacién 6sea [40].
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3.Capitulo 3: evaluacion del efecto del
tratamiento térmico y del plasma por
descarga intensa de gas ionizante sobre la
adsorcion de iones Ca®** y PO,* en el
recubrimiento de grafeno-CaO-P.0s5-SiO;-
TiO2, mediante impedancia electroquimica y

mapeo Raman.

3.1 Introduccion.

En el capitulo anterior se evalué la adecuada integracion de los elementos constituyentes
de las soluciones electroliticas al recubrimiento, observando una distribucién heterogénea
de los mismos, con algunos cumulos de silicio y grafeno en algunas de las muestras. Las
relaciones Ca/P se vieron afectadas no solo por el tratamiento térmico efectuado, posterior
a la sintesis del recubrimiento por medio del proceso de oxidacion por plasma electrolitico,
sino también por los diferentes porcentajes de grafeno utilizados, validando la importancia
de manejar rangos de equilibrio, en el que este alétropo de carbono pueda expresar un
adecuado comportamiento, desde lo estructural, a lo morfolégico y quimico del
recubrimiento evaluado. De esta manera, se tiene que la muestra 2 y 5, tratadas a 600°C,

por las relaciones Ca/P obtenidas principalmente, prometen propiciar un entorno no soélo
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biocompatible, sino también con las sefales necesarias para que las células puedan
generar una relacidn bioactiva con la superficie del recubrimiento. Sin embargo, es
importante tener muy presente la estructura topogréfica, la generacién de grietas y el % de
poros generados en las diferentes muestras. En este punto del proyecto, se ha podido
evaluar varios factores, desde la influencia que tienen los tratamientos térmicos en la
estructura de los recubrimientos biocerdmicos, como la participacion y afectaciones que
generan los diferentes % de grafeno formulados. Este capitulo propone un nuevo
tratamiento, el plasma por descarga intensa de gas ionizante o plasma de descarga
luminiscente, el cual promueve cambios superficiales, respecto a las propiedades de
humectabilidad del recubrimiento, sin sacrificar las propiedades evaluadas previamente,
especialmente la formacion de estructuras ricas en fosfatos célcicos y las relaciones Ca/P
obtenidas. Por lo tanto, la influencia del tratamiento por plasma de descarga intensa de
gas ionizante se evalué con la modificacion generada en los angulos de contacto y con ello
en las energias superficiales, item que denota un factor importante para la capacidad
bioactiva del recubrimiento, como se podra observar mas adelante. Se continud en este
capitulo con la evaluacién elemental de las muestras, a través de una técnica muy
novedosa de la espectroscopia Raman, el mapeo Raman confocal, tomando varios puntos
del recubrimiento, confirmando con ello, no sélo la integracién de los elementos esperados
y confirmados con los procesos de caracterizacion previos, sino también, su concentracion
(distribucion de elementos). Con una mejor resolucién, se pudo evaluar, en comparaciéon
con el mapeo elemental del SEM, la incorporacién de iones Ca** y PO,3", que parte de la
composicion elemental detectada de calcio, fosforo, silicio, SiO», TiO;, dada la naturaleza
de las soluciones electroliticas desarrolladas. Finalmente, se dio paso al método de
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, EIE, para evaluar a nivel “invitro”, el
comportamiento bioactivo del recubrimiento, al entrar en contacto una solucion fisiolégica
simulada (SBF). Esta técnica emplea una celda electroquimica, por lo general de tres
electrodos, bajo la accién de un potencial eléctrico en un barrido de frecuencias, evaluando
los efectos de interaccion entre el electrolitico y el recubrimiento, por medio de la corriente
e impedancia de transferencia del sistema; andlisis que se realiza por medio de circuitos
eléctricos equivalentes, bajo un modelo propuesto que representa el sistema estudiado y
con el cual, se ajustan mediante simulacion, los datos obtenidos en los espectros de Bode
y Nyquist mediante el software Zview, obteniendo los pardmetros de impedancia,
capacitancia, inductancia del sistema, asociados a cada uno de los componentes del

circuito (tabla 3-6). Estos resultados suministran la informacién necesaria para realizar los
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gréficos finales, como los que se exponen en este capitulo (figura 3-48), calculando la
resistencia de polarizacion del sistema, la constante de tiempo de relajacion thao, y el total
de las capacitancias. Los resultados obtenidos hacen énfasis en el potencial

comportamiento de las muestras 2 y 5, tratadas a 600°C.

3.2 Metodologia

3.2.1 Materiales y equipos.

El tratamiento por plasma de descarga intensa de gas ionizante se realizé con el Sputtering
Quorum Q150R ES, principalmente por el método Glow Discharge -Ve, con una polaridad
negativa, corriente de 20 mA y un voltaje de 292 V. Para medir las propiedades de
humectabilidad del recubrimiento se utilizé el medidor de 4ngulo de contacto Ramé-hart,
utilizando agua destilada y 45 iteraciones cada 0.25 segundos. Los datos de los angulos
de contacto y las energias superficiales se obtuvieron con el software del equipo,

DROPimage Standart, empleado también en los capitulos anteriores.

La solucién electrolitica utilizada para el analisis por espectroscopia de impedancia
electroquimica fue una solucion fisiolégica simulada (SBF), rica en sales que simulan la
concentracion y pH del plasma humano. Teniendo de esta manera una solucién que
contiene: agua ultrapura, cloruro de sodio (NacCl), bicarbonato de sodio (NaHCO3), cloruro
de potasio (KCI), fosfato dipotasico trihidratado (K:HPO, - 3H;0), cloruro de magnesio
hexahidratado (MgCl, - 6H,0), cloruro de calcio (CaCl,), sulfato de sodio (Na:SO.),
Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), y acido clorhidrico (HCI) 1M [41].

3.2.2 Mapeo composicional raman confocal.

Para validar el componente composicional y confirmar la adecuada adsorcién de Ca?" y
PO,3" sobre el recubrimiento bioceramico, se utilizo la técnica de mapeo composicional
Raman, con un laser de 532 nm, grating de 600 gr/mm, rango espectral de 100 nm -2000

nm, tiempo de adquisicion de 2, 15 acumulaciones, hole de 400, objetivo de 50x LWD,
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potencia del 100%, montaje (um) de 100-100, tipo de mapa rectangular, y 36 puntos a

evaluar con un tiempo estimado de 20 min por mapa. Software de analisis, LabSpec6.

3.2.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE).

A modo de evaluacion invitro se empleod la técnica de espectroscopia de impedancia
electroquimica, con el equipo Potenciostato/galvanostato marca Gamry, modelo interfase
1000E, por el método EIS (Electrochemical Impedance Spectroscopy) o EIE (por su
traduccién en espafiol). Teniendo como electrodo de trabajo la muestra de interés
(recubrimientos), electrodo de referencia de Ag/AgCly un contraelectrodo de grafito de alta
pureza. Los parametros de trabajo fueron: frecuencia inicial 100.000 Hz, frecuencia final
0.1 Hz, puntos/década 7, tiempo de acondicionamiento 50 S (delay).

3.3 Resultados y conclusiones.

3.3.1 Angulos de contacto para el analisis del efecto del

tratamiento por plasma.

El tratamiento por plasma de descarga intensa de gas ionizante o plasma de descarga
luminiscente ha sido una técnica ampliamente utilizada para tratamientos superficiales.
Dependiendo del gas utilizado se puede generar una descarga de iones y electrones sobre
la superficie tratada, permitiendo limpiar y esterilizar la muestra y eliminar capas de 6xidos
no deseadas e impurezas. Favoreciendo ademas la generacibn de procesos de
reoxidacion con Oz, para reducir por ejemplo la contaminacion por carbono de aleaciones
de titanio anodizadas. También, empleando gases nobles como el argén es posible
aumentar la energia superficial y la humectabilidad de la superficie, siendo un método muy
versatil que dependiendo de los parametros programados, el gas utilizado, la presion, el

tiempo y la densidad de corriente, puede incluso generar revestimientos superficiales,
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permitiendo asi, la participacion de reacciones quimicas en el proceso que mejoran

propiedades, como la resistencia a la corrosion [34].

Como se menciond anteriormente, el tratamiento por plasma se utilizé con el recubridor
Quorum, por el método Glow Discharge -Ve (GD -Ve) principalmente, aunque en principio
se evaluo el efecto de Glow Discharge +Ve (GD +Ve), y como gas ionizante argon (para
ambos casos). En la Tabla 3-1 se relacionan los datos obtenidos de las mediciones de

angulo de contacto y energia superficial de las muestras tratadas.

Tabla 3-1: Resultados de las mediciones de angulo de contacto de las muestras tratadas
por plasma de descarga intensa de gas ionizante.

Muestra Angulo de Energia Angulo de Energia Angulo de Energia
contacto sin superficial contacto superficial contacto superficial
tratamiento sin con con con con
por plasma tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

) por plasma por plasma, | por plasma, | por plasma, | por plasma,
(mJ/m?) +Ve +Ve -Ve -Ve
©) (mJ/m?) © (mJ/m?)
1 600_TT 93.08+0.5 27.93+0.3 108.03 £ 0.2 18.23+0.1 21.76 £ 0.0 68.08 £ 0.0
2_SIN_TT 54.20+0.5 51.22+0.3 92.74+0.0 2752+0.0 19.40 £ 0.0 68.98 £ 0.0
2_600_TT 62.93+0.6 46.06 £ 0.3 85.10+0.1 32.29+0.1 57.10+£0.1 4958 £ 0.1
3_SIN_TT 62.77 £ 0.6 46.14 £ 0.5 93.58+£0.0 27.00+0.0 35.05+0.1 61.98 £ 0.0
3 600_TT 63.50+£0.7 45.69+0.5 94.00+0.1 26.74+0.1 77.92+0.7 36.78+0.4
5 600_TT 60.25+0.3 47.49+0.2 97.98 £0.1 24.28 £0.0 79.07 £0.2 36.06 £ 0.1

Los resultados de angulo de contacto exponen el efecto que generé el tratamiento por
plasma realizado inicialmente por GD +Ve, el cual aumenté el &ngulo de contacto teniendo
como efecto directo la reduccion de la energia superficial, generado un cambio importante
en la humectabilidad de la superficie del recubrimiento. Tal como se mencion6 en el
capitulo 1, las propiedades de mojabilidad y de energia superficial del recubrimiento juegan
un papel muy importante en la capacidad de interaccion que tendra las células con el

recubrimiento bioceramico sintetizado, ya que esa primera interaccion del tejido biolégico,
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biomoléculas y células se relacionan con la accion del componente hidrico del cuerpo, es
decir, con los fluidos corporales circundantes al material reparador y regenerador. De esta
manera, la accién de las proteinas y del H,O del cuerpo generan toda una reaccion
bioguimica que, al encontrarse por ejemplo con una superficie hidrofébica, disminuye la
adherencia del implante al tejido objeto de regeneracion [27-28]. Teniendo presente estos
factores, las muestras tratadas con GD +Ve se sometieron nuevamente a tratamiento por
plasma con GD -Ve, teniendo como resultado un comportamiento muy interesante de
recuperacion de las propiedades humectables de la superficie, reduciendo el angulo de
contacto, aumentando la energia superficial y la hidrofilicidad. Para efecto del presente
proyecto, el tratamiento por plasma se utilizé principalmente para evaluar la influencia
sobre el recubrimiento, validando la capacidad de este tipo de técnicas de tratamientos
superficiales para modificar el comportamiento hidrofilico e hidrofébico de bioceramicos
como los sintetizados, y a su vez el control que se puede obtener de la energia superficial,

aspecto muy importante y de reiterada evaluacion en biomateriales.

A continuacion, se podra observar los mapas Raman y los espectros asociados a estos,
los cuales, en conjunto con los espectros Raman previamente analizados en el capitulo 2,
confirman la adecuada integracion y formacion de compuestos a partir de los elementos
ionicos incorporados en el recubrimiento, como fosfatos calcicos, silicio y grafeno,
exponiendo una presencia heterogénea principalmente, especialmente para los elementos
silicio y grafeno. Los mapas Raman permiten representar espacialmente la composicion y
estructura del material estudiado, para las zonas que se tomen como referencia. Es de
destacar que este tipo de técnicas han permitido caracterizar propiedades del tejido 6seo,
dada la resolucién espacial y las ventajas experimentales que expone, permitiendo analizar
diversos componentes de la matriz organica y mineral del hueso, siendo utilizado ademas,
para el analisis de tejidos patolégicos, envejecidos y de diferentes caracteristicas del tejido
0seo, validando los cambios que se generan en éste, pudiendo obtener también imagenes

y mapas Raman de tejidos hidratados y de muestras in vivo [35].

En el presente capitulo se hace énfasis a las muestras tratadas a 600°C, especialmente
aquellas que contienen nanoparticulas de grafenoy que presentaron resultados relevantes
previamente, realizando asi, un analisis de las muestras 2, 3 y 5 para el proceso de

caracterizacion por mapeo Raman.

Las
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Figura 3-1 (muestra 2 con 0.3% de grafeno), Figura 3-2 (muestra 3 con 0.6% de grafeno),
y Figura 3-3 (muestra 5 con 0.1% de grafeno), muestran las Imagenes de mapas Raman
confocales recopilados en las superficies, junto con algunos espectros
Raman representativos de las muestras, tanto el de referencia, es decir el espectro general
del recubrimiento, como el de la posicion seleccionada y/o zona, donde las regiones
coloreadas resaltan los picos seleccionados para el mapeo (tomados del espectro de
referencia). Cabe mencionar que los mapas exponen una distribucion de intensidad
espectral de la zona seleccionada, en el que cada color indica la distribucion composicional
de los elementos constituyentes del recubrimiento, asociados al espectro de referencia,
pero también a la zona seleccionada, teniendo presente, tal como se mencioné en el
capitulo 2, la distribucién heterogénea de los compuestos y particulas del sustrato, capa
de 6xidos preferenciales y principalmente del recubrimiento.

3.3.2 Caracterizacion por mapeo Raman.

La

Figura 3-1 expone los resultados del mapeo composicional obtenidos por espectroscopia
Raman confocal de 3 zonas distintas de la superficie del recubrimiento de la muestra 2 con
tratamiento térmico a 600°C y tratamiento por plasma, 2_QT_600_TT. También se muestra
un espectro y mapeo general de la muestra 2 con tratamiento por plasma y sin tratamiento
térmico, 2_QT_SIN_TT.

Figura 3-1: Resultados del mapeo espectral de 3 zonas de la muestra 2_QT_600_TT, y
mapeo general de la muestra 2_QT_SIN_TT.
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Figura 3-1: (Continuacién).
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Figura 3-1: (Continuacién).
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Partiendo de los espectros de referencia de la muestra 2 con y sin tratamiento térmico
(ambas con tratamiento por plasma), se pudo observar diferencias en las intensidades de
los picos, especialmente el asociado al TiO, ubicado alrededor de 150 cm™, siendo mayor
para la muestra tratada a 600°C. Esto confirmd la influencia del tratamiento térmico sobre
la organizacion estructural del recubrimiento, siendo congruente con los resultados de
DRX, Figura 2-1, cuyo analisis dio como resultado la formacién de anatasa, fase
predominante sobre la cristalizacion de rutilo, como lo expuso también los espectros
Raman, Figura 2-2. El mapeo Raman permitio ratificar también, la naturaleza heterogénea
de la composicién del recubrimiento bioceramico con nanoparticulas de grafeno, ya que
este expuso, de acuerdo con la zona mapeada, diferencias en las intensidades

relacionadas con los grupos fosfatos célcicos, SiO.y grafeno integrados a la estructura.
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La Figura 3-2 expone los resultados del mapeo composicional obtenidos por
espectroscopia Raman confocal de 3 zonas distintas de la superficie del recubrimiento de
la muestra 3 con tratamiento térmico a 600°C y tratamiento por plasma, 3_ QT 600 TT.
También se muestra un espectro y mapeo general de la muestra 3 con tratamiento por

plasma y sin tratamiento térmico, 3_QT_SIN_TT.

Figura 3-2: Resultados del mapeo espectral de 3 zonas de la muestra 3_QT_600_TT, y
mapeo general de la muestra 3_QT_SIN_TT.
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Figura 3-2: (Continuacién).
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La muestra 3 present6 el mismo fenémeno de aumento del orden cristalino para la fase de
TiO2 con el tratamiento térmico realizado a 600°C, relacién que pudo observarse en la
intensidad del pico asociado, validando ademas, con el espectro de referencia y las zonas
evaluadas, una variacion de éste y los demas elementos integrados al recubrimiento, dada
la disposicion heterogénea de los mismos que continGia exhibiendo una estructura mas
amorfa (que cristalina, respecto a la estructura del TiO?) para los elementos ubicados en
las bandas de 200-1500 cm™.

La Figura 3-3 expone los resultados del mapeo composicional obtenidos por
espectroscopia Raman confocal de 3 zonas distintas de la superficie del recubrimiento de
la muestra 5 con tratamiento térmico a 600°C y tratamiento por plasma, 5 QT 600 TT.
También se muestra un espectro y mapeo general de la muestra 5 sin tratamiento por

plasma y sin tratamiento térmico, 5 SINQT_SINTT.

Figura 3-3: Resultados del mapeo espectral de 3 zonas de la muestra 5_QT_600_TT, y
mapeo general de la muestra 5_SINQT_SINTT.
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Los espectros de referencia de la muestra 5 con y sin tratamiento térmico y por plasma
exhiben un comportamiento semejante al de las muestras 2 y 3, con una tendencia al
aumento de la cristalinidad con el tratamiento térmico a 600°C, resultado congruente con
los espectros de difraccién de rayos X analizados previamente, Figura 2-1. En éstos se
evidencid la formacion de TiO2 en fase anatasa principalmente (dado que se formé también
algunas fases de rutilo), con un pico muy definido para la muestra 5_600_TT, resultado

consecuente con la baja resistencia de polarizacion presentada en la
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Figura 3-7. El mapeo Raman al realizar el analisis composicional desde el modo espectral,
realiz6 un barrido superficial con el laser, permitiendo detectar de forma general y
focalizada la distribucién elemental de los componentes del recubrimiento; de esta manera,
los espectros y mapas Raman lograron confirmar que la muestra 5 con tratamiento térmico
y de plasma por descarga intensa de gas ionizante, exhibe mayor cristalinidad que la
muestra 3, teniendo un comportamiento electroquimico (Figura 3-5) similar a la muestra

2QT_600_TT (muestra 2 con tratamiento térmico y por plasma).

Finalmente, el andlisis de los mapas espectrales permitieron concluir en conjunto con las
otras técnicas de caracterizacibn expuestas en los capitulos 1 y 2, la integracion
heterogénea de los elementos constituyentes del recubrimiento, el cual permitié por el
método de oxidacion por plasma electrolitico obtener un recubrimiento bioceramico rico en
fosfatos calcicos, con una estructura amorfa predominante; de igual manera, se valido la
incorporacion exitosa del grafeno y el silicio a la estructura cerdmica. Los mapas de
apariencia 3D, a diferencia de los mapas 2D que exponen la distribucion elemental
principalmente de los fosfatos calcicos, el silicio y el grafeno, permite observar también,
dado el factor de profundidad, la presencia de TiO. captada por el espectrofotometro
Raman. De esta manera se tiene un mapa con unas intensidades que representan
espacialmente la distribucion elemental de las muestras y zonas evaluadas, en las que las
diferencias espectrales mostraron variacion en la intensidad de los picos asociados al TiO»,
componente cristalino del recubrimiento, y también en los compuestos de estructura
principalmente amorfa integrados al recubrimiento, observando ademas, que en algunas
zonas del espectro se define mejor la presencia de grafeno, resultado acorde con los
resultados del mapeo EDS, capitulo 2, en los que se encontré algunos cimulos de grafeno

en la estructura.

3.3.3 Andlisis por espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIE) de los recubrimientos bioceramicos y la capacidad de

adsorcion de Caxt+y PO,".

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una técnica ampliamente utilizada en

el estudio y caracterizacion de biomateriales y sistemas electroquimicos dada la
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versatilidad y sensibilidad que presenta. Permite evaluar la corriente e impedancia de
transferencia de un sistema de interés, aplicando un potencial eléctrico y una frecuencia
variable, que continda con el andlisis de la respuesta en corriente de la celda
electroquimica. Teniendo como resultado la impedancia de transferencia electroquimica
del material evaluado en forma de nimeros complejos, los cuales se evallan y analizan
mediante diferentes modelos matematicos y/o esquemas eléctricos [38-39]. Para el
andlisis de la informacion obtenida es importante comprender la interaccion del sistema
material-medio, por medio de la analogia que se hace con el modelo de circuito eléctrico
seleccionado, Figura 3-4.

Partiendo del andlisis puntual que se quiso realizar en el presente estudio, se resalta que
técnicas como EIE ha sido utilizada como método de caracterizacion de recubrimientos,
dada la informacién que es capaz de proporcionar, respecto a la capacidad de interaccién
biomaterial-electrolito, propiedad que expone la cinética de transferencia tanto del
biomaterial con el medio, como de la influencia de la estructura y las propiedades de la
interfase del material y la celda electroquimica. Factores que promueven el uso de esta
técnica como un modelo de evaluacion in vitro para el estudio del comportamiento

electroquimico de diversos materiales en contacto con fluidos fisiologicos [38].

Anteriormente se habia mencionado que para el analisis de los resultados se hace
necesario la interpretacion de los espectros de impedancia a través de circuitos
electronicos equivalentes, los cuales permiten simular los sistemas reales partiendo de los
datos obtenidos por EIE, de esta manera, para el presente estudio se seleccioné el circuito

electronico equivalente graficado en la Figura 3-4.

Figura 3-4: Esquema del circuito equivalente utilizado para el analisis y simulacién en
Zview, de los resultados obtenidos con EIE.
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La nomenclatura correspondiente al circuito seleccionado es: Rs-(Q1l/(R1-(Q2/R2))),
donde Rs hace referencia a la resistencia de la solucidon y Qx a las capacitancias
representadas en el circuito de la Figura 3-4, como elementos de fase constante que
representan las heterogeneidades de las interfases correspondientes a nivel fisico.
Cuando se tiene un circuito equivalente con grupos RC en paralelo, es porque se tiene la
presencia de una subcapa externa porosa y una subcapa interna compacta, las cuales se
relacionan por su naturaleza del catibn comun, titanio, tal como sucede con el
recubrimiento evaluado. Este es uno de los circuitos mas utilizados y de los que mejor se
ajusta a los datos experimentales de EIE. En el circuito utilizado para el proceso de
simulacion en Zview, Figura 3-4, R1 representa la resistencia del electrolito y el
comportamiento 6hmico generado por la migracion de iones, que se genera no solo en el
electrolito sino también en el recubrimiento; CPE1 expone el efecto capacitivo del
recubrimiento, actuando como un dieléctrico que separa algunas de las cargas del
electrolito (SBF) del recubrimiento; R2 es la resistencia del recubrimiento y como tal del
circuito RC, que evalta el comportamiento estructural y poroso de la superficie estudiada;
el siguiente circuito RC representa la interface generada por el SBF al entrar en contacto
con al material del recubrimiento y los poros que lo constituyen, en el que R3, representa

la resistencia de polarizacion [37] [39].

A continuacion, la Figura 3-5 relaciona los espectros de Nyquist obtenidos del proceso de
simulacién en Zview de las muestras 2, 3 y 5 con tratamiento térmico a 600°C y tratamiento
por plasma, también se exponen los resultados de las muestras 2 y 3 sin tratamiento
térmico y con tratamiento por plasma, esto, con el objetivo de observar la influencia del
tratamiento térmico en conjunto con el tratamiento por plasma, el cual generé un cambio a

nivel superficial sobre las propiedades de humectabilidad.
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Figura 3-5: Espectro de Nyquist de los resultados de EIE, de las muestras 2_QT_600,
2 QT_SIN_TT, 3 QT_600, 3 QT_SIN_TT, 5 QT_600 y 5_QT_600 (muestras tratadas
con plasma), a-b) corresponde a imagenes aumentadas del diagrama de Nyquist.
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Los diagramas de Nyquist representan el comportamiento y funciones de transferencia
generados por los recubrimientos biocerdmicos al interactuar con el SBF, reacciones que
se evaluaron a través del sistema de la celda electroquimica y el andlisis efectuado con el
modelo de circuito equivalente. En principio, los diagramas exponen la formacién de unos
semicirculos, los cuales tienen una mayor o menor depresidn de acuerdo con la resistencia
de polarizacién (Rp) generada en el sistema (a menor Rp, mas pequefio el semicirculo).
Este parametro estd relacionado con la compacidad y capacidad de estructuracion
cristalina del recubrimiento, los cuales, de acuerdo con los resultados obtenidos por medio
del mapeo espectral Raman, mostraron que las muestras 2 y 5 con tratamiento térmico y
por plasma de descarga intensa de gas ionizante, presentaron una mayor formacion de
cristalitos de TiO, anatasa, logrando conformar un recubrimiento bioceramico con mayor
cristalinidad. Estos resultados permitieron comprender ain mas el efecto no solo del
tratamiento térmico, sino también del grafeno sobre la estructura, el cual, al sufrir un
proceso de funcionalizacion, por la interaccién que tiene con el oxigeno y los iones fosfato,
calcio y silicio en la reaccion PEO, promueve una mayor compacidad, a medida que se
alcanza un equilibrio en la participacion de este. Es importante tener presente que, a mayor
cantidad de grafeno menor es la estructuracién del componente bioceramico, se genera
mayor porosidad, y se tiene también un efecto de reduccion de la energia superficial. De
este modo, al analizar los diagramas de Nyquist, se confirmd que las muestras
2 _QT_600_TTy5 QT _600_TT, mostraron una menor resistencia a la polarizacion, lo que
indica una mayor interaccion de los iones del SBF con los compuestos del recubrimiento,

reaccion que promueve la formacion de apatitas.
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La Tabla 3-2 muestra los valores cuantitativos de cada uno de los elementos asociados al

circuito electrénico equivalente simulado en el software Zview.

Tabla 3-2: Valores de resistencia de la solucion electrolitica R1, resistencia de polarizacion
Rp (equivalente a R12+R3), y elementos de fase constante CPE (que representan las

capacitancias y el coeficiente de idealidad n).

Muestras
Elementos | 2 QT 600 TT 2 QT _SINTT 3 QT 600 TT 5 QT 600 TT 5 SINQT_SINTT 3 QT _SINTT
R1 (Qcm?) 1390 1039 11,54 10 40 17,31
CPEL1-T (F/lcm?) 2,74E-07 2,69E-10 4,68E-10 3,20E-07 4,00E-10 5,98E-10
CPE1-P (Flcm?) 0,55534 0,956 0,94049 0,46382 0,89796 0,89382
R2 (Qcm?) 135840 51062 1000 158260 80000 965030
CPE2-T (F/lcm?) 1,87E-06 5,75E-08 2,17E-07 3,00E-06 3,92E-08 1,08E-08
CPE2-P (F/cm?) 0,98 0,51301 0,21951 0,7774 0,44448 0,67243
R3 (Qcm?) 38291 631950 1,26E+07 150000 5,32E+06 3,75E+07
Chi-cuadrado 3,37E-04 1,46E-03 4,81E-05 7,70E-04 2,32E-04 7,85E-04
11 (s) 3,72E-02 1,37E-05 4,68E-07 5,07E-02 3,20E-05 5,77E-04
12 (s) 7,16E-02 3,63E-02 2,74E+00 4,50E-01 2,09E-01 4,06E-01

Al observar los resultados cuantitativos de la Tabla 3-2 obtenidos del proceso de
simulacion de los datos experimentales con el circuito equivalente seleccionado y utilizado
en el software Zview, teniendo presente que los materiales inertes exponen
comportamientos netamente capacitivos, se valida en principio, que las capacitancias
obtenidas con los elementos de fase constante son realmente muy pequeias, del orden
de los micro y nano faradios, razén que indica que los recubrimientos tienden a tener un
comportamiento mas de caracter activo, razonamiento que se confirma con el analisis de
los demas elementos constituyentes del circuito. Por su parte, los resultados de chi
cuadrado del orden de 10x a 10x-5, denotan un ajuste estable de los datos simulados con
el modelo de circuito equivalente evaluado. Cabe sefalar, que el andlisis del circuito
equivalente se puede interpretar de varias formas, entre las cuales se tiene, dividir el

circuito en 3 zonas y validar los datos obtenidos a qué reacciones se configuran, o analizar
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el circuito como un todo, teniendo muy presente los elementos que lo constituyen. Para el

presente estudio se analiz6 como un todo el circuito equivalente en sus componentes RC.

La Figura 3-6 expone los resultados cuantitativos relacionados con la resistencia R1 del
electrolito de las muestras 2, 3, y 5 con tratamiento térmico a 600°C y con tratamiento por
plasma; se relaciona también los resultados asociados a las muestras 2 y 3 con tratamiento
por plasma y sin tratamiento térmico; finalmente, se muestra los resultados obtenidos para

la muestra 5 sin tratamiento térmico ni tratamiento por plasma.

Figura 3-6: Diagrama del comportamiento de la resistencia del SBF al entrar en contacto
con la superficie de los recubrimientos de las muestras 2_QT_600_TT, 2_QT_SINTT,
3_QT_600_TT, 3 QT_SINTT,5 QT_600_TTy5_SINQT_SIN600.

P

2_QT 600 TT 2 QT SINTT 5_SINQT_SINTT3_QT _SIN_TT 3_QT_600_TT 5_QT_600_TT

Tal como puede observarse en la Figura 3-6, la resistencia del electrolito R1 varia
considerablemente, aun cuando se tiene la misma composicion electrolitica del SBF,
comportamiento que se asocia a la caida 6éhmica generada por el mecanismo de
transferencia de iones y cargas del electrolito en contacto con el recubrimiento, interaccién
gue genera la entrada y salida de electrones, en principio por parte del electrolito (lo que
hace que no tenga siempre la misma resistencia), ya que se esta generando una “captura”

de iones del electrolito, el cual entra en contacto e interacciona con un recubrimiento de
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naturaleza porosa. En este punto comienza a generarse una absorcion de especies sobre
la superficie, generando complejos entre los iones y elementos constituyentes del
recubrimiento y el SBF, reaccion que se confirma con los resultados aportados por los otros

elementos del circuito equivalente.

La caida 6hmica o de voltaje, I*R, generada entre el electrodo de referencia y el de trabajo,
es influenciada también por las propiedades conductoras del electrolito utilizado y La
distancia entre estos electrodos, que para el presente estudio fueron las mismas
condiciones de ensayo y de montaje de la celda electroquimica para las muestras
evaluadas. Es importante tener presente que la distribucién de corriente, el potencial del
electrolito, la geometria de la celda, la posicion de los electrodos y la conductividad de la
solucion electrolitica, son factores que se deben considerar al momento de evaluar los

resultados obtenidos con los ensayos de EIE [36].

La

Figura 3-7 representa los diagramas asociados a los valores cuantitativos relacionados con
la resistencia de polarizacion del sistema, equivalente a la sumatoria de las resistencias de
los circuitos RC. De esta manera se muestra los resultados obtenidos para las muestras
2, 3,y 5, con tratamiento térmico a 600°C y con tratamiento por plasma, de igual manera,
para las muestras 2 y 3, con tratamiento por plasma y sin tratamiento térmico, y la muestra

5, sin tratamiento térmico, ni tratamiento por plasma.
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Figura 3-7: Diagrama de la resistencia de polarizacién total de las muestras 2_QT_600,
2 QT_SIN_TT,3_QT_600,3 QT_SIN_TT,5 QT_600y 5 SINQT_SIN600.
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Figura 3-7, es en general un valor que se asocia también con la velocidad de reaccion y
con el proceso de corrosion. En los diagramas de Nyquist, Figura 3-5, se puede validar la
relacién que tienen los resultados obtenidos de la resistencia de transferencia de carga,
con la depresién de los semicirculos de los diagramas, caracteristica que se ve favorecida
por los tratamientos térmicos realizados a 600°C, dada la disminucién de la resistencia de
polarizacion, es decir, la resistencia a la corrosion, siendo mayor este comportamiento en
las muestras 2_QT_600 y 5_QT_600. En este punto es importante hacer énfasis en el
comportamiento del recubrimiento y en las propiedades estructurales y cristalinas
evaluadas previamente, ya que las propiedades de resistencia a la corrosion se promueven
con la generacion de los 6xidos preferenciales de titanio, proceso que se produjo con el
tratamiento de anodizado, realizado previamente al proceso de oxidacion por plasma
electrolitico. La disminucion de los valores de Rp, en este caso hace alusion a la formacién
de complejos de los iones fosfato de la solucidon SBF con los iones silicio del recubrimiento,
los fosfatos calcicos y las nanoparticulas de grafeno, promoviendo asi una superficie mas
activa, capaz de promover la deposicion de silanoles, dada la interaccién del silicio con los
grupos OH de la solucién electrolitica, en conjunto con el intercambio de iones Ca, Py Na,
reacciones gque van generando la formacién de apatita de naturaleza amorfa y/o cristalina,
la cual promueve también la formacién de apatita biolégica. Este resultado es coherente
con los tiempos de reaccion tao y/o constantes de tiempo (C*R), Tabla 3-2, que dan idea
del tiempo que toma la variacion de la densidad de corriente o de transferencia de carga,
aspecto que se relaciona con la velocidad de corrosion, validando también, el

comportamiento grafico y del parametro n (CPE-P) de las capacitancias [37-38].

A continuacién, la Figura 3-8 representa los diagramas asociados a los valores
cuantitativos de las capacitancias del sistema del circuito equivalente de las muestras 2, 3,
y 5 con tratamiento térmico a 600°C y con tratamiento por plasma, de igual manera, para
las muestras 2 y 3 con tratamiento por plasma y sin tratamiento térmico, y la muestra 5 sin

tratamiento térmico ni tratamiento por plasma.
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Figura 3-8: Diagrama de la sumatoria de las capacitancias del sistema de las muestras
2_QT_600,2_QT_SIN_TT, 3_QT_600,3_QT_SIN_TT,5 QT _600y5_QT_600.
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Como puede observarse en el grafico de capacitancias del sistema, Figura 3-8, los
resultados se mantienen, en forma general, en el orden de 10x-7 y 10-8, siendo éstas muy
pequefias, pero no como para afirmar que se tiene un sistema completamente resistivo, tal
como pudo validarse con los resultados de las resistencias de polarizacién, que son

inversamente proporcional a los resultados de las capacitancias.

Un dato que permite comprender también el comportamiento grafico de los diagramas de
Nyquist, es el valor de CPE1-P, para altas frecuencias, y CPE2-P para bajas frecuencias,
llamandolos parametro n de la impedancia, los cuales permiten observar la variacion que
se genera con los elementos de fase constante utilizados para el andlisis de las
capacitancias, estos obtienen valores de 0-1, como puede constatarse con los datos de la
Tabla 3-2, factor que aplana o aumenta el radio del semicirculo de los diagramas de
Nyquist, lo que relaciona el comportamiento general de las muestras analizadas por medio
del circuito electrénico equivalente y que data del aumento o disminucién de la parte
imaginaria de la impedancia, teniendo que, valores de n=0 expone un comportamiento de
resistencia pura y n=1 una capacitancia pura. De esta manera, se relaciona este parametro
con los resultados obtenidos de las capacitancias del sistema, resistencias de polarizacion

y tiempos de reaccion tao. Los elementos CPE, de fase constante, permiten obtener muy
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buenos ajustes, especialmente para materiales que exponen rugosidades, porosidad y
procesos de difusion [37-39] [45].

3.4 Adhesion celular.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los procesos de caracterizacion y conforme al
andlisis realizado por EIE, se dio paso a la realizacion de cultivos celulares, con el objetivo
de constatar el comportamiento bioactivo de las muestras que mejores resultados
expusieron y su capacidad de promover la adhesién celular. De esta manera, se realiz6 un
cultivo de células de osteosarcoma humano (HOS, ATCC CRL-1543) sobre las muestras
2 QT_600_ TTy5 QT_600_TT, las cuales mostraron por medio del andlisis realizado por
espectroscopia de impedancia electroquimica, capacidad bioactiva para la formaciéon de
apatita sobre su estructura.

3.4.1 Preparacion de las muestras.

Las células de osteosarcoma humano fueron mantenidas en cajas de cultivo con medio
RPMI-1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado y 1% de
penicilina/estreptomicina, en una atmosfera de 5% de CO2, 95% de humedad, y a una
temperatura de 37°C. Una vez se alcanzo el 90% de confluencia celular (3 dias de cultivo),

las células fueron sub-cultivadas mediante el desprendimiento celular con tripsina-EDTA.

Las muestras fueron esterilizadas en autoclave a 121°C y 6.8 Kg, en un ciclo de duracion
de 30 minutos, posterior a esto se realiz6 el sub-cultivo. Se continué con la evaluacién de
la adherencia cualitativa de las células sobre las superficies de los recubrimientos
evaluados, observando las caracteristicas generadas mediante microscopia de
epifluorescencia; para esto, las células en fase de crecimiento exponencial (1,5x104
células/ml) se colocaron sobre la superficie de los recubrimientos y se incubaron durante
48 horas. Luego del proceso de incubacion las células fueron marcadas con tincion para
fluorescencia, DILC18 (1,1'-dioctadecil-3,3,3 ', 3'-tetrametilindocarbocianina perclorato)

para las membranas y Hoesch 33342 para los nucleos celulares. Finalmente, las células



Capitulo 3 95

fueron fijadas con paraformaldehido 2%. Las muestras se lavaron con PBS pH =7,2 antes
y después de cada proceso, con el fin de retirar restos de reactivos. El analisis del
comportamiento celular generado sobre los recubrimientos se examinaron en el
microscopio de epifluorescencia (OLYMPUS BX43F), utilizando filtros UV2A (Ex=330-380,
DM=400, BA=420).

3.4.2 Evaluacién y resultados de adhesién celular.

A continuacion, la Figura 3-9 y la Figura 3-10 muestran las micrografias tomadas con el
microscopio de epifluorescencia OLYMPUS BX43F con los objetivos de 10X y 40X, de las
células de osteosarcoma humano adheridas sobre las superficies de los recubrimientos 2
y 5 con tratamiento térmico a 600°C y tratamiento por plasma de descarga intensa de gas
ionizante. Con estas micrografias fue posible evaluar la confluencia generada, nivel
cualitativo de adhesion y la capacidad bioactiva para promover la organizacion y extension
del citoesqueleto celular.

Figura 3-9: Micrografias con objetivo de 10X, de células HOS adheridas a los
recubrimientos. Control (A), 2_QT_600_TT (B), 5 QT_600_TT (C).

Figura 3-10: Micrografias con objetivo de 40X, de células HOS adheridas a los
recubrimientos. Control (A), 2_QT_600_TT (B), 5 QT_600_TT (C).
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En condiciones 6ptimas las células HOS mostraron una morfologia celular de extenso

citoplasma (tincién roja/naranja) y nucleo grande (tincion azul) sin condensacion o
fragmentacion del material genético [46-47]. Luego de 48 horas de incubacién sobre los
recubrimientos bioceramicos evaluados y la muestra control (lamina circular de vidrio), se
observé que las células cultivadas sobre la muestra control alcanzaron una morfologia
normal, con una confluencia celular del 90% aproximadamente, ver Figura 3-9 y Figura
3-10. Las células cultivadas sobre las superficies de los recubrimientos 2_QT_600_TT y
5 QT_600_TT (micrografias B y C respectivamente), mostraron una morfologia similar al
caso de la muestra control, con una ligera disminucién en la confluencia celular,
principalmente para la muestra 5 QT_600_TT, reaccién que se asocié, no sélo a las
diferencias morfologicas presentadas por el recubrimiento, sino también, a la relacién
calcio fosforo obtenida (Ca/P 1.22), respecto a la muestra 2_QT_600 _TT (Ca/ P 1.37),
teniendo presente también, el efecto del tratamiento por plasma de descarga intensa de
gas ionizante, que para el caso de la muestra 5 promovio una energia superficial menor

gue la muestra 2.

Algunos estudios reportan la capacidad de adhesién, proliferacion celular y de expresién
de marcadores de osteogénesis que proporciona el grafeno a recubrimientos bioceramicos

como la hidroxiapatita. Al tener un grafeno funcionalizado en la estructura del componente
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bioceramico del recubrimiento, se esta proporcionando mas factores que permiten a las
células interactuar con el recubrimiento. Esto promueve la capacidad de adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular, y de osteogénesis. Recubrimientos de grafeno
oxidado con particulas de silice mejoran la mineralizacion ésea, dada la promocién en la
actividad biol6gica de proteinas. Andamios ceramicos reabsorbibles de fosfatos calcicos
funcionalizado con grafeno promueven la osteogénesis in vitro; de acuerdo con algunas
investigaciones, este puede incluso promover la formacion de hueso al estar en presencia
de células como las de estroma de médula ésea. Son varias las ventajas que se
encuentran con el uso de grafeno para la sintesis de recubrimientos bioceramicos, sin
embargo, es de vital importancia comprender que de acuerdo con los % que se utilicen, el
grafeno podria promover procesos inflamatorios adecuados o no para el tejido, ya que en
algunos casos puede provocar apoptosis y defectos morfoldgicos. El tipo y la concentracién
de grafeno presenta una relacion directa con el nivel de biocompatibilidad y de bioactividad
gue se quiere promover en el material, especialmente cuando este se utilice in vivo [58-
60].

3.5 Discusién y Conclusiones.

Este ultimo capitulo ademas de gréafico es muy cuantitativo, dado los datos y diagramas
obtenidos, que permitieron contemplar con mayor claridad la informacién adquirida con las
técnicas de caracterizacion y evaluacion utilizadas, y asi correlacionar mejor esta
informacion con las interacciones y fenomenos generados en el material, como es el caso
del andlisis realizado por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE), que en este
proyecto, hizo la veces de ensayo invitro, para la evaluacion del comportamiento de los
recubrimientos bioceramicos, frente a la solucidn fisioldgica simulada; reaccién con la que
se quiso valorar la capacidad del recubrimiento para generar intercambio iénico entre el
recubrimiento y el electrolito, y con ello vislumbrar la capacidad de formacion de
estructuras bioactivas. Partiendo de los procesos de caracterizacion realizados
previamente, se denotan comportamientos realmente prometedores, en especial para los
recubrimientos sintetizados con 0.3% y 0.1% de grafeno, y los tratamientos térmicos
realizados a 600°C (muestra 2 y 5). Tal como se mencioné en el capitulo 2, cuando se
quiere desarrollar un biomaterial, son varios los factores esenciales que se deben evaluar,

a nivel quimico- composicional, estructural, topografico, mecanico, entre otros, en este
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proyecto se buscoé tener un equilibrio entre varias de las propiedades evaluadas, a nivel
morfolégico, estructural, superficial y elemental, por esta razén se opté por implementar
varias técnicas de caracterizacién y por realizar un tratamiento adicional al térmico, el
tratamiento por plasma de descarga intensa de gas ionizante, el cual tuvo un efecto directo
sobre las propiedades de humectabilidad y de energia superficial del recubrimiento,
constatando que el método que mejores resultados expone, es el Glow Discharge -Ve, ya
gue permiti6 aumentar los valores de energia superficial, reduciendo con ello los valores
de angulo de contacto; estos efectos, exponen una herramienta muy util para el control y/o
manipulacion de las propiedades de mojabilidad, de acuerdo a las necesidades y/o valores
requeridos.

El andlisis zonal realizado por mapeo confocal Raman, de las muestras 2, 3 y 5, tratadas
a 600°C y con modificacion de propiedades de humectabilidad superficial (aspecto que no
influye en la composicion y andlisis elemental), valida en conjunto con los espectros Raman
de referencia para cada una de las muestras, la composicién elemental de los
recubrimientos, apoyando los resultados obtenidos con el mapeo elemental EDS y como
tal los espectros de EDS. Esta técnica a diferencia de las otras permitié observar con mayor
claridad y resolucion la disposicion heterogénea de los elementos constituyentes del
recubrimiento bioceramico, TiO2, SiOz, grupos CO3 PO4- CO3z PO, y grafeno, validando la
distribucion espacial (no cuantitativa) de los mismos, factor que no se lograba evidenciar
con tanta precision en los mapas EDS. Esta técnica de mapeo aln es poco explorada,
dada las pocas referencias encontradas al respecto, sin embargo, fue una técnica
pertinente, como método de caracterizacion, dada la aplicabilidad que puede tener en el

estudio de biomateriales.

Por su parte, el ensayo realizado con EIE y el andlisis elaborado de la informacion obtenida
por medio del circuito equivalente simulado en el software Zview, favorecié la compresién
de la interaccion generada entre el material y el medio, es decir, el recubrimiento y la
solucion fisioldgica simulada. Con los resultados cuantitativos generados por los elementos
del circuito equivalente, se pudo evaluar la resistencia del electrolito frente al recubrimiento
de cada una de las muestras evaluadas, la resistencia de polarizacion y las capacitancias
del sistema, ademas de la constante de tiempo, T = RC. Esta informacion en conjunto con
los diagramas de Nyquist, destacO el interesante comportamiento de las muestras,
especialmente de las muestras 2 y 5, tratadas a 600°C y con tratamiento por plasma de

descarga intensa de gas ionizante, las cuales mostraron una depresion importante de los
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semicirculos, aspecto que da razén de una estructura mas activa, ya que este
comportamiento esta asociado a la formacion de complejos entre los iones constituyentes
del electrolito fisioldgico y los elementos del recubrimiento, favoreciendo la formacion de
grupos fosfatos y calcio, que proveen de sefiales mas activas al recubrimiento. El analisis
anterior se logré confirmar con los cultivos de células de osteosarcoma humano (HOS),
realizado sobre los recubrimientos 2_QT_600_TTy 5_QT_600_TT, los cuales, respecto a
la muestra control, presentaron una adherencia y morfologia celular similar, con una
diminucion de la confluencia celular, principalmente para la muestra5_QT_600_TT, dadas
las diferencias morfolégicas, estructurales y quimicas que tienen ambos recubrimientos,
validando de igual manera, las competencias que demuestran tener como recubrimientos
bioceramicos activos sintetizados sobre Ti6AI4V.
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4.Conclusiones generales y recomendaciones

4.1 Conclusiones generales

La obtencién de los recubrimientos por el método de oxidacién por plasma electrolitico-
PEO, permitié sintetizar recubrimientos de naturaleza porosa con la integracién de los
iones y particulas utilizados en las soluciones electroliticas (Figura 1-7), promoviendo asi
la formacion de complejos de Oxido de silicio, silicato de calcio, fases cristalinas de
anatasa, algunas de rutilo, y fases de apatita carbonatada, desarrollando de esta manera
un recubrimiento bioceramico con la estructura equivalente a un fosfato tricalcico alfa, con
nanoparticulas de grafeno en su composicion. En este proceso de investigacion fue
interesante validar el influjo no sélo de los tratamientos térmicos evaluados, sino también
de los porcentajes de grafeno utilizados, dando paso a métodos como el tratamiento por
plasma de descarga intensa de gas ionizante, para la modificacién de propiedades de
humectabilidad de la superficie, caracteristica afectada en gran parte por los % de grafeno

evaluados.

En principio se evalué la adecuada formacion de un recubrimiento rico en fosfatos calcicos,
con la generacion de complejos de 6xido de silicio, silicato de calcio, y la integracion de
nanoparticulas de grafeno, el cual tuvo una influencia directa, en conjunto con el
tratamiento térmico, sobre la relacién calcio fésforo obtenida para cada una de las
muestras y sobre algunos efectos morfoldgicos. De esta manera se generé efectos sobre
la estructura del recubrimiento, como la disminucion en la cantidad de grietas formadas, a
medida que aumentaba el porcentaje del alétropo de carbono. Cabe mencionar que el
tratamiento térmico a 600°, respecto al de 400°, permiti6 una mejor estructuracion del
componente biocerdmico, dadas las relaciones Ca/P obtenidas, logrando resultados

prometedores, principalmente en las muestras 2 (Ca/P: 1.37) y 5 (Ca/P: 1.22).
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A medida que aumentaba la cantidad de grafeno, éste ciertamente generaba una especie
de solapamiento sobre el recubrimiento bioceramico, ya que, ain con el tratamiento
térmico a 600°C, disminuia la relacion Ca/P, comportamiento que se evidencié aln mas
en la muestra 4, recubrimiento con mayor contenido de grafeno, 0.9%; esta muestra
particularmente, a diferencia de las demas, en las que la relacién Ca/P aument6 con el
tratamiento térmico a 600°, la relacién Ca/P para la muestra 4 disminuyd, lo que da razon
del proceso de oxidacion y exfoliacion del grafeno en el proceso PEO, de la promocién de
un mayor rompimiento dieléctrico en la reaccion, y del influjo del tratamiento térmico sobre
el mismo, reaccién que promueve un mayor anclaje del grafeno sobre la estructura,
situacion que puede validarse también a nivel morfologico, con la alta cantidad de poros
pequefios y de tipo crater, la poca presencia de grietas y el dafio generado en algunas
zonas del recubrimiento, Figura 2-23. El anterior comportamiento permite inferir el efecto
generado sobre la muestra 5, con 0.1% de grafeno, tratada a 600°C, dado que presenté
un recubrimiento con % de poros promedio menor, de mayor tamafio y mas cantidad de
grietas, efectos asociados a la baja capacidad elastica que aport6 el % las nanoparticulas
de grafeno, siendo esta la relacién mas baja, sin embargo, al utilizar menos cantidad, se
disminuyd el efecto de solapamiento sobre los demas compuestos, obteniendo una

relaciéon Ca/P de 1.22, mejor que la muestra 2 tratada a 400°C, Figura 2-5.

Otra caracteristica que se evalué en este proceso fueron las propiedades de
humectabilidad de la superficie; partiendo de las muestras sin contenido de grafeno, se
encontré que la temperatura aumentaba el angulo de contacto en ambos tratamientos,
especialmente en el tratamiento térmico a 400°C, aunque para la muestra 1, con 0% de
grafeno, respecto a 600°C, se tuvo resultados muy equivalentes, lo que indica que el
anterior comportamiento se genera principalmente en los recubrimientos con contenido de
grafeno. Asi, las muestras, con 0.1%, 0.3%, 0.6%, y 0.9% de grafeno, aumentaron el
angulo de contacto, a medida que aumentaba la participacién del grafeno en la estructura
bioceramica. Para el anterior fenébmeno, se utilizo el tratamiento por plasma de descarga
intensa de gas ionizante, de manera que se pudiese tener control sobre la modificacion de
las propiedades de humectabilidad del recubrimiento, sin sacrificar las relaciones calcio
fésforo obtenidas. Inicialmente, el tratamiento por plasma se validé con el método Glow
Discharge Ve+, teniendo como resultado que éste aumentaba considerablemente el
angulo de contacto de la superficie, llevandola a un comportamiento altamente hidrofobico

(con &ngulos mayores a 90°), situacién poco favorable para las células, ya que evita la
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adsorcion de proteinas y la adhesion celular, generando muerte celular; al observar este
efecto, se cambio6 el parametro de tratamiento por Glow Discharge Ve-, con el cual se
logré recuperar propiedades de humectabilidad, mejorando las energias de superficie de
las mismas, de esta manera, se comprobd que para obtener energias superficiales, por
ejemplo de 60 a 70 mJ/m? aproximadamente, el tratamiento con el que se puede lograr, es
con GD Ve-. Finalmente, el estudio y andlisis realizado por espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIE), confirmd, en conjunto con los resultados obtenidos en los procesos
de caracterizacion previos, el comportamiento bioactivo del recubrimiento. Lo anterior,
gracias al analisis realizado con la simulacién de los resultados EIE, con el circuito
equivalente en el software Zview. La EIE, a modo de ensayo invitro, permitié evaluar por
medio del montaje de una celda electroquimica con SBF, y el uso un potencial eléctrico y
frecuencias variables, la capacidad de interaccion de los iones del recubrimiento con los
de la solucion fisiol6gica simulada, razén que da idea de las propiedades de bioactividad
del material analizado, obteniendo resultados muy prometedores para las muestras 2y 5
tratadas térmicamente a 600°C y con plasma por descarga intensa de gas ionizante. Este
analisis, se confirmd con los resultados obtenidos de los cultivos de células de
osteosarcoma humano (HOS), los cuales permitieron confirmar la capacidad de estos
recubrimientos bioceramicos, Figura 3-9 y Figura 3-10, de promover la adhesién celular y
disposicién del citoesqueleto celular, al tener un extenso citoplasma y ndcleo grande sin

condensacion o fragmentacion del material genético [46-47].

4.2 Recomendaciones

Seria importante, ademas de interesante, evaluar la misma formulacion del recubrimiento
bioceramico, con 0.1% de grafeno y 0.3%, pero variado el % de silicio; realizando
tratamientos térmicos en un rango de temperatura de 600 a 850°C, dado que a mayores
temperaturas se obtienen mas transformaciones de fases rutilo. Resulta significativo
concentrarse en un par de técnicas de caracterizacion, utilizando mas ampliamente las
herramientas e informacion que se pueden obtener con espectroscopia de impedancia
electroquimica. Se recomienda también, para futuros estudios, evaluar la formacién de

cristales de apatita en diferentes tiempos, luego de tener los recubrimientos biocerdmicos
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embebidos en solucién SBF, y aumentar la cantidad de cultivos celulares invitro, realizando
también pruebas de citotoxicidad, y en lo posible ensayos in-vivo. Otro aspecto
enriguecedor, seria enfocar la aplicacion a un area del tejido 6seo en especifico 0 como
tal un campo de intervencion, como el odontologico u ortopédico, para realizar también, y

de manera mas especifica, estudios de propiedades mecanicas y eléctricas.
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