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Title: Electrochemical analysis of ovine hydroxyapatite coatings grown by
hydrothermal route on TiOz layers obtained by plasma electrolytic oxidation.

Titulo: Analisis electroquimico de los recubrimientos de hidroxiapatita ovina crecidos
por ruta hidrotermal sobre capas de TiO2 obtenidas por oxidacién electrolitica por
plasma

ABSTRACT

The performance of biomaterials with applications in implants depends both on their
elemental composition and on the formation of the surface, so it is important, in addition to
the material to be used, the ideal composition that the surface should have when in contact
with microorganisms. Bioceramics materials such as hydroxyapatite have great interest in
biomedicine because their chemical composition is very similar to the mineral part of bone
tissues, so that in contact with living systems, they have a favorable biological response, but
do not have adequate mechanical properties when working as an implant. Due to this those
materials such as Ti and Ti alloys are used for the scaffolding of these implants. Despite this,
the bioactive response in living systems is not optimal. For this reason, in this work we
developed the surface modification of pure Ti substrates through Plasma Electrolytic
Oxidation (PEO) and hydrothermal treatment (HT), with the application of ovine
hydroxyapatite and its subsequent evaluation by electrochemical techniques in an electrolytic
solution of simulated biological fluid. For this purpose, a first HAP seed deposition was carried
out by means of PEO, followed by the application of HT process which allowed an ordered
growth of different hydroxyapatites (T600 °C, T800 °C, T1000 °C and commercial) on the TiO;
surface. The samples were characterized by DRX, SEM-EDX, where it was observed the
ordering and formation of the hydroxyapatite of the seeds previously deposited PEO, from the
DRX patterns was observed that the samples that had the hydrothermal process showed a
crystalline hydroxyapatite. Finally, electrochemical evaluations were performed, where the
results showed an improvement of the samples that were treated with PEO comparing to those
that were treated combining the PEO and HT techniques. Additionally, the T800 °C sample
showed a significant improvement compared to the other three samples in terms of corrosion

rate and polarization resistance.
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RESUMEN

El desempeno de los biomateriales con aplicaciones en implantes depende tanto de su
composicién elemental, como de la formacion de la superficie, por lo que es importante ademas
del material a emplear, establecer la composicion ideal que debe tener la superficie, al entrar
en contacto con microorganismos. Ante esto, las bioceramicas como la Hidroxiapatita son de
gran interés en la industria biomédica, debido a que su composicion quimica es muy similar a
la parte mineral de los tejidos 6seos, por lo que en contacto con sistemas vivos tiene una
respuesta bioldgica favorable; aunque no tiene las propiedades mecadnicas adecuadas al

momento de funcionar como un implante.

Es a partir de esto, que se emplean materiales como titanio y sus aleaciones, para el andamiaje
de esto implantes. Sin embargo, a pesar de esto la respuesta bioactiva en sistemas vivos no es
la 6ptima. Es por esto, que este trabajo investigativo desarrollé la modificacidn superficial de
sustratos de Ti puro a través de OEP (Oxidacion electrolitica por plasma) e hidrotermal, con la
aplicacion de hidroxiapatita ovina y su posterior evaluacién por técnicas electroquimicas en
una solucién electrolitica de fluido biolégico simulado. Para ello, se realiz6 una primera
deposicion de semillas de HAp por medio de OEP y la formacién de TiO,, y posteriormente se
procedio a la aplicacidon de proceso HT con el que se realizé un crecimiento ordenado de las
diferentes hidroxiapatitas (T600 °C, T800 °C, 1000 °C y comercial) sobre la superficie de TiO».
Las muestran fueron caracterizadas por DRX, MEB-EDX, donde se observé el ordenamiento y
formacién de la hidroxiapatita de las semillas depositadas previamente OEP, de las
difractogramas, al igual que se observé que las muestra con el que se llevé a cabo el proceso
hidrotermal muestran una hidroxiapatita cristalina. Finalmente, se hizo evaluaciones
electroquimicas, donde los resultados arrojaron una mejora de las muestras que s6lo fueron
tratadas con OEP a las que fueron tratadas combinando las técnicas de OEP e HT.
Adicionalmente la muestra T800 °C mostr6 una mejora significativa en comparacién con las

otras tres muestras en cuanto a la velocidad de corrosidon y la resistencia a la polarizacion.

Key words: Biohydroxyapatite, meat waste, electrolytic oxidation by plasma,

hyrdothermal route.

Palabras Claves: Biohidroxiapatita, residuos carnicos, Oxidacién electrolitica por

plasma, ruta hirdotermal
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CAPITULO 1:

1. PRELIMINARES

En este capitulo se recopila informacién de diferentes estudios cientificos previos a estan
investigacidn sobre el tema de interés. A partir de esto se traza la justificacion, pregunta de

investigacidn y los objetivos a desarrollar a lo largo de todo el trabajo.

1.1Introduccion

Los tejidos 6seos estdn sometidos a constante estrés mecanico, razén por la cual se
presenten fracturas y fisuras en los huesos, esta situacion se ve incrementada con la edad
y enfermedades como la osteoporosis, entre otras [1]. En Colombia al afio se reportan
aproximadamente 72.000 fracturas de diferente indole, donde el grupo poblacional mas
afectado son las personas mayores de 50 afios. Solo para mujeres mayores de 60 afios se
producen mas de 8.000 fracturas de cadera al afio; este tipo de fractura en mayores de 70

afios presenta una mortalidad del 36% durante las primeras semanas de ocurrida [2].

Es debido a esto que uno de los principales problemas que enfrenta la medicina
regenerativa y la ingenieria de tejidos son las afectaciones 0seas. Algunas de las soluciones
que se emplean en la actualidad para afrontar este tipo de retos en salud publica [1], son la
aplicacion de diferentes tipos de injertos: autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos [3], [4];
ademas del uso de biomateriales a partir de ceramicos, metales y polimeros, para procesos
de sustitucidon dsea: rellenos 6seos, cirugias maxilofaciales, entre otros. No obstante, a
pesar de esto, las soluciones que se encuentran en el mercado no son las ideales en cuanto
a la regeneracioén del tejido 6seo, estabilidad mecanica, biocompatibilidad, reabsorcién y
biodegradabilidad, estabilidad quimica, peso y la relaciéon de estas caracteristicas con el

costo, ya que estas soluciones en su mayoria se abordan desde los metales [3], [5].
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Para humanos y animales vertebrados, los tejidos duros asociados a la estructura 6sea y
dientes corresponden a la fase mineral inorganica de estos, aproximadamente un 65-69%
del peso total [6]. Esta fase mineral natural es conocida como Hidroxiapatita
(Ca10(P04)6(0OH)2) o fosfatos tricdlcicos, los cuales pertenecen al grupo de las apatitas y
aunque se encuentra de forma natural en los huesos también puede ser obtenida de otras

fases minerales existentes en la naturaleza y también de forma sintética [7]—[9].

Desde esta perspectiva, los biomateriales usados en ingenieria de materiales y/o
biomedicina deben cumplir con caracteristicas especificas: ser bioactivos, biodegradables,
poder ser reabsorbidos por el cuerpo humano y biocompatibles con sistemas vivos. De
forma que, la hidroxiapatita entra a ser una excelente opcidn, ya que cumple con todas
estas caracteristicas bioldgicas mencionadas y ademas es osteoactiva [3]. Sin embargo, a
pesar de esto, las propiedades mecanicas que presenta la HAp son bajas en comparacién
con otros materiales [5]. Los materiales utilizados para recuperaciéon 6sea deben poseer
también propiedades mecanicas adecuadas, para soportar los esfuerzos constantes a los
que se someten los huesos dia a dia. Ante esto, los metales como titanio, aleaciones de
titanio, aceros inoxidables, cobalto, etc., tienen buena resistencia a la fatiga, compresion,
traccion y tenacidad, haciendo de estos una opcidn viable y ampliamente utilizada en la

medicina actual [10], [11].

De alli que, el titanio (Ti) y sus aleaciones sean por predilecciéon de los materiales mas
empleados para la generacién de implantes ortopédicos y dentales, esto a causa de las
propiedades que presentan, dentro de las cuales se destaca una buena relacion
resistencia/peso y resistencia a la corrosion. Esta alta resistencia a la corrosion es debido
la formacion pasiva de la capa de éxido en la superficie del Ti, que confiere una estabilidad
quimica superior. No obstante, este tipo de 6xido nativo del Ti, reporta una baja unién
bioldgica con los tejidos circundantes y hospederos [10], [12]; y aunque, son muy utilizados,
siguen teniendo limitaciones como: restos por desgaste, adherencia bacteriana e
interacciones limitadas con el entorno biolégico, puesto que son quimicamente inertes,
evitando asi, que se promueva el crecimiento del nuevo hueso; y finalmente ocasiona la

formacién de una capsula fibrosa alrededor de las prétesis [7], [12].

Es por esto, que, con los adelantos presentados en este campo de estudio, se pretende
analizar de manera preliminar la importancia de recubrimientos bioactivos sobre

superficies metalicas con aplicaciones en la elaboracion de las prétesis, donde se busca que
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los metales bioinertes no sean tdéxicos para el cuerpo humano y que presenten las
propiedades mecanicas adecuadas para respaldar, soportar y cumplir las caracteristicas
fisicoquimicas del hueso donde se realiza la inclusién [13]. Por este motivo, han surgido
investigaciones recientes en el campo de los recubrimientos para proétesis metalicas, con
la finalidad de conseguir una protesis que recoja todas las caracteristicas importantes a la
hora de ser implantada. Asimismo, se halla la necesidad de investigar los diferentes tipos
de recubrimiento como los fisicos, quimicos, electroquimicos y mixtos que conllevan a

establecer su funcionalidad, efectividad y uso.

De este modo, las técnicas mas conocidas para recubrimientos de hidroxiapatitas son: sol-
gel, Spray-plasma, magnetron sputtering RF, deposicion electroforética, pulverizacion por
plasma, oxidacidn electrolitica por plasma (OEP), etc [10], [13]-[16]. Esta tltima, la OEP es
un hibrido entre la electrolisis convencional y arco de plasma, popular porque produce una
capa bioactivay microporosa altamente adherida a los implantes [14]. Otras caracteristicas
que también presenta son su simplicidad, bajo costo, capacidad de formar compuestos
complejos sin obtener desechos peligrosos y producciéon de recubrimientos uniformes
sobre superficies [10]. Adicionalmente, estos procesos han sido mejorados combinando
técnicas de modificacidn superficial de materiales como el método Hidrotermal, ya que,
permite que los iones disueltos puedan interactuar y formar una fase de hidroxiapatita
cristalina; en efecto esto, produce una mejora de la respuesta celular de las muestras
tratadas, debido a la presencia de iones de Ca y P en las primeras etapas de adhesion
celular, estimulacién mecanica de las células debido a los pilares de HAp y mayor

resistencia a la corrosion [12].

Es debido a lo expuesto anteriormente que, en este estudio, se realiz6é el analisis de
electroquimico de recubrimientos bioactivos sobre placas de Ti. Para esto se hizo el
crecimiento de capas de TiO; usando un electrolito de sulfato de sodio (NazPO4) con
adicién de hidroxiapatita, para realizar la deposicion inicial de semillas y posteriormente
se realiz6 un tratamiento hidrotermal (HT) a fin de promover el crecimiento ordenado de
la hidroxiapatita. Y a partir de esto hacer una evaluacién de las propiedades bioactivas del

recubrimiento en fluido biolégico simulado (FBS) a través de técnicas electroquimicas.
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1.2Antecedentes

La hidroxiapatita es un biomaterial de gran importancia en el area de la salud, debido a
que sus fases quimicas y minerales son semejantes al hueso natural, es por esto por lo que
ha sido ampliamente explorado su uso en la odontologia y ortopedia, siendo su aplicacién
en recubrimiento, uno de los mas estudiados [17], [18]. En este sentido, los recubrimientos
de hidroxiapatita comenzaron a desarrollarse en la década del 80 sobre sustratos
metalicos, luego se comercializaron mediante diversas aplicaciones en el campo de los
biomateriales [3], [19]. Sin embargo, hoy en dia, persisten problemas relacionados con la
uniformidad del recubrimiento, la estabilidad a largo plazo de la unién del recubrimiento
al sustrato metdlico y los costos del proceso. Por lo que, actualmente, se realizan
innumerables investigaciones para desarrollar un sistema que combine las ventajas
mecanicas de los metales y la afinidad biolégica de las cerdmicas de hidroxiapatita,
obtenidos por diferentes vias y depositados sobre superficies metdlicas, tratando de

superar los inconvenientes que se puedan presentar [12], [16].

El registro del uso de polvos de hidroxiapatita empleados en cirugias data de 1920. A
mediados de la década de 1970, que el profesor Friedrich Osborn traté mandibulas
fracturadas utilizando una fijacion externa para obtener la inmovilizacion de las fracturas
y usé ceramica granular de hidroxiapatita para asegurar la unién [20]. Después de esto, se
pudo observar que el hueso huésped penetraba en la bioceramica de hidroxiapatita, donde
esta particip6 de todas las actividades fisiologicas [21]. Pero solo fue hasta 1985, que se
implant6 la primera proétesis de cadera recubierta de hidroxiapatita Furlong [21],
simultdneamente R.G.T. Geesink, K De Groot y C.P.A.T. Klein realizaron un estudio de
implantes protésicos recubiertos con hidroxiapatita y tuvieron como conclusién que los
implantes de titanio recubiertos de HAp estudiados en animales no produce efectos
nocivos, entonces por lo tanto podria usarse en humanos [22]. En el avance de conseguir
superficies que cuenten con las propiedades adecuadas, y que los recubrimientos
utilizados generen buena adhesion, sean de bajo costo, facil aplicacion; se ha abierto el

camino a trabajar con diferentes técnicas como lo son las fisicas, quimicas y asistidas por
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plasma. Dentro de las principales se encuentran plasma-espray, magnetréon sputtering RF,
oxidaciones electroliticas por plasma; ademads técnicas de inmersién como sol-gel,
deposicion electroforética e hidrotermal. No obstante, las técnicas de inmersion
presentaron inconvenientes, debido a la mala adhesiéon del recubrimiento sobre el

sustrato, formacion de recubrimiento no uniforme y baja cristalinidad [10].

Otro apartado de relevancia dentro de este tipo de estudios fue la procedencia de los
sustratos, siendo el titanio y sus aleaciones materiales de preferencia para la ejecucién de
implantes ortopédicos debido a las propiedades. Dentro de estas se encuentran resistencia
a la corrosion, una alta relacion resistencia/peso y estabilidad quimica superior. A pesar
de esto, los materiales derivados del titanio no tienen una buena adhesién a los tejidos
0seos, puesto que no tienen caracteristicas bioactivas, por lo que para mejorar esta
caracteristica se usan revestimientos de fosfato calcicos [10]. Es por esto por lo que
actualmente se trabaja en la modificacion de superficies de Ti, para formar estructuras que
tengan una mejor aplicacion en biomedicina, donde los materiales cumplan con las
propiedades mecanicas y los requerimientos bioldgicos. En relacién con esta idea, el
trabajo desarrollado por Chung et al, [14] realizaron la evaluacién del rendimiento de la
osteointegracion (in vitro e in vivo) de titanio modificado por oxidacidn electrolitica por
plasma a partir de lo cual se obtuvo muestras con diferentes recubrimientos como anatasa,
rutilo, hidroxiapatita (HAp), hidroxiapatita que contiene estroncio y fase dual HAp-TiO..
Los resultados muestran que el recubrimiento de doble fase HAp-TiO; tienen mejor
adhesion celular y concuerdan significativamente la prueba experimental in vitro con la in
vivo. Esta respuesta se debe a que los recubrimientos que contienen HAp se benefician de

su bioactividad [14].

En este mismo sentido, Carvalho et al, [13] caracterizaron recubrimientos de
hidroxiapatita sobre un sustrato de una aleacion de Ti modificada a través de aspersion
térmica por plasma, de lo que obtuvieron buenos niveles de porosidad, recristalizacién de
la hidroxiapatita desde el proceso de Espray - plasma. Ademas de una buena calidad del
recubrimiento, en donde el tratamiento térmico posterior comprobé ser eficaz ala hora de
aumentar la cristalinidad. Por otra parte, Adelek et al., [10] realizaron un trabajo donde se
evaluaron las propiedades de los recubrimientos ceramicos de hidroxiapatita producidos
por oxidacion electrolitica por plasma en una solucién de electrolito de NazPO4, de lo que

se pudo observar una relacién inversa entre la porosidad y la concentracién de
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hidroxiapatita de las suspensiones al hacer OEP, por lo que la morfologia del
recubrimiento, la estructura y adhesion se vieron modificadas por las concentraciones de

hidroxiapatita.

Adicionalmente, enfocado a este tipo de investigacion se ha realizado trabajos combinando
técnicas de recubrimientos que funcionen de forma complementaria como la oxidacién
electrolitica por plasma e hidrotermal. Esto se refleja en el trabajo desarrollado por Fazel
etal, [12], donde se analizaron la influencia que puede tener el tratamiento hidrotermal en
aleaciones de titanio, previamente funcionalizado por OEP con HAp. Los resultados
presentados en esta investigacién muestran una formacién de nanocristales de HAp
distribuidos homogéneamente a través de la capa porosa de OEP. La resistencia a la
corrosion de las muestras con tratamiento hidrotermal con un tiempo mayor de exposicion
fue significativamente menor que la de los otros grupos expuesto un menor tiempo, esto
puede atribuirse a la formacion de defectos después de hacer crecer nanocristales de HAp
a pilares mas grandes y gruesos. Todos estos trabajos utilizaron hidroxiapatita de tipo
sintético, con precursores quimicos para obtenerla in situ o realizando la adicién del

compuesto directamente [12].

Finalmente, Florea et al, [7] mencionaron que a pesar de que los cientificos han alcanzado
resultados prometedores en los tltimos afios, hacen faltan mas investigacion para que este
tipo de alternativas estén disponibles clinicamente, pues se necesita estudios de
experimentacion de pruebas in vivos y ensayos clinicos, ademas de un recubrimiento que
pueda ser llevado a escala industrial, disefio adecuado y costo factible, a fin de conducir a
una nueva generacion de implantes ortopédicos y dentales. En funcién de lo planteado,
surge la necesidad de realizar un trabajo donde se aplique una técnica combinada de
recubrimiento como los son OEP e HT, debido a los beneficios que podria presentar en
cuanto modificaciéon de superficies con hidroxiapatita, sobre un sustrato de Ti puro.
Ademas de realizar una comparacién entre HAp natural y comercial, a través de una
evaluacion electroquimica en fluido bioldgico simulado, con el fin de dar un aproximado
de la respuesta de los recubrimientos utilizando las diferentes muestras; al igual que
verificar si la hidroxiapatita natural puede usarse como la hidroxiapatita sintética en este

tipo de aplicacion.
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1.3 Planteamiento del problema

Las afectaciones y enfermedades dseas que sufre la poblaciéon se ven incrementada con la
edad y, se refleja en estadisticas de fracturas por accidentes o asociadas a enfermedades
como la osteoporosis [1]. Solamente en Colombia, al afio se reportan 40.000 fracturas de
vertebras, 20.000 fracturas de cadera y 12.000 de muiieca [22]. Estas se consideran las
fracturas mas comunes, lo que en consecuencia genera un impacto negativo en la calidad
de vida de los pacientes y sus familias, e igualmente se refleja un aumento en el costo de la
salud publica. Se estima que, al superar los 50 afios, 1 de cada 3 mujeres y 1 de cada 5
hombres tienen riesgo de sufrir una fractura por osteoporosis en su vida. Ademas,
anualmente se presentan entre 8.000 y 10.000 fracturas de cadera solamente en mujeres
de mas de 60 afios, debido al aumento en el factor de riesgo por osteoporosis y, se conoce
que el 36% de las personas mayores de 70 afios que padecen una fractura de cadera,
mueren en las primeras 6 semanas [2]. Por lo que se han desarrollado diferentes

dispositivos que permitan con los afios mantener la calidad de vida de las personas [16].

Los reemplazos protéticos mas utilizados, para rodilla, cadera y hombro, son en general
metales como aceros inoxidables, aleaciones de cobalto, titanio y aleaciones de titanio, etc.;
ya que, estas zonas son sometidas a grandes cargas y esfuerzos, en consecuencia, que el
primer requerimiento es la resistencia mecanica, ademas de buenas propiedades de
traccion - compresion, tenacidad y ductilidad. En este sentido lo principal seria que las
protesis bioldgicamente fueran inertes, o sea, que no liberaran sustancias toxicas al tejido
implantado [16]. Estos materiales en su mayoria no tienen ningtn tipo de interacciéon con
el tejido, es por esta razén que se busca una mejora de este tipo de materiales en la parte
bioldgica, que sea biocompatible y que permita el desarrollo del tejido dseo en contacto

con la protesis [16].

A partir de la revision bibliografica se puede inferir que a pesar de que hay avances en el
desarrollo de recubrimiento bioactivos de titanio y aleaciones de titanio, se observa un
vacio respecto a las técnicas complementarias de recubrimientos, donde se utilice un

material bioactivo como la hidroxiapatita obtenida a partir de una fuente natural. Es por
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ello, que esta investigacion surge como una posibilidad que conlleva a la identificaciéon de

las propiedades de estos recubrimientos, para complementar los estudios previos.

1.4Pregunta de investigacion

Dicho lo anterior, para el desarrollo de esta tesis se penso6 en la hip6tesis de mejorar el
comportamiento bioactivo de recubrimientos realizando una combinacién de técnicas de
deposicién de la hidroxiapatita como biomaterial sobre sustrato de titanio y su posterior
evaluacion por métodos electroquimicos en presencia de un fluido bioldgico simulado.
Ademas, se propuso un analisis de los recubrimientos hechos con hidroxiapatita natural e
hidroxiapatita sintética, a partir de lo cual se planteé la siguiente pregunta de

investigacion:

¢/ Qué influencia electroquimica tiene la incorporacion de
hidroxiapatita natural obtenida a diferentes temperaturas, en
recubrimientos sintetizados mediante la combinacion de técnicas

de OEP e HT?

Con el fin de dar respuesta a la pregunta anterior, se formul6 el objetivo general y los
objetivos especificos, lo cuales dieron pie a la construccién de la metodologia que fue

empleada en este trabajo.
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1.50bjetivo General

Evaluar por métodos electroquimicos los recubrimientos de hidroxiapatita crecidos por
ruta hidrotermal sobre semillas de TiO; obtenidas por OEP, a partir de HAp producida

variando la temperatura de calcinacion.

1.5.1 Objetivos Especificos

Obtener HAp natural a partir de hueso ovino realizando variaciones de temperatura de
calcinacion.

Sintetizar recubrimientos de HAp de hueso ovino por ruta hidrotermal sobre semillas de
TiO2 obtenidas por OEP

Determinar parametros morfologicos, estructurales y composicionales de las muestras
obtenidas.

Evaluar por métodos electroquimicos los recubrimientos de hidroxiapatita crecidos por
ruta hidrotermal sobre semillas de TiO, obtenidas por OEP, a partir de HAp producida

variando temperatura de calcinacién.
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1.6]ustificacion

Las problematicas mas renuentes que afronta el sector de la salud son especificamente
alrededor de las enfermedades y afectaciones éseas, donde en la mayoria de los casos
pueden presentarse por la baja absorcion de calcio y/u otros minerales fundamentales [1],
[2]. Es debido a esto que, se despertd un interés particular por los fosfatos de calcio como
biomaterial para aplicaciones en ingenieria de tejidos, dado que este tipo de materiales
deben cumplir con caracteristicas como: bioactivos, biodegradables, poder ser adsorbidos
por el cuerpo humano y biocompatible. Dicho en otras palabras, que estos materiales sean
compatibles con las reacciones fisiol6gicas del hueso huésped y, este tipo de bioceramica
cumple con todas estas caracteristicas mencionadas, excepto con las necesidades

asociadas al estrés mecanico.

Los materiales utilizados para recuperacion 6sea deben poseer también buenas
propiedades mecanicas, para soportar los esfuerzos constantes a los que se someten los
huesos. En donde, los metales como titanio, aleaciones de titanio, aceros inoxidables,
cobalto, etc., presentan una buena resistencia a la fatiga, a la compresion, a la traccién y
tenacidad, haciendo de estos metales una opcién viable [10], [11]. Sin embargo, pese a que
estos materiales son muy utilizados, son quimicamente inertes; lo que no permite que
interaccion con el sistema vivo, ni crecimiento de nuevo hueso. De ahi, que se busque
establecer una sinergia entre las propiedades bioldgicas y mecanicas de las protesis, por
lo que, en este campo de estudio, se observa que se realizan recubrimientos de HAp a los
metales que no fueran toxicos para el cuerpo humano y que tuvieran las propiedades

mecanicas adecuadas [12].

La fase mineral de hueso se asocia equivocadamente a la hidroxiapatita estequiométrica,
que se conocen por su baja concentracion de calcio, mientras que por el contrario esta es
mas parecida a la hidroxiapatita obtenida de fuentes naturales que presenta excesos de
calcio, ademas de otras trazas de elementos como: sodio, magnesio, potasio y mayor
cantidad de grupo carbonato, que son importantes dentro del proceso de regeneracion
0sea; puesto que la nucleacion y el crecimiento de los fosfatos de calcio inmersos en
sistemas biologicos siempre ocurren en ambientes ricos en iones, donde se ve una
influencia directa en la cinética de cristalizacion, y en consecuencia, en la estabilidad final

de la regeneracion. Es por esto, que la tendencia en la actualidad es la obtencion de
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bioceramicas que contengan una composicidon quimica similar a la del hueso [23], para su
aplicacion en medicina regenerativa, en especial para su aplicacién en recubrimiento de

proétesis biomédicas, en aras de que los pacientes puedan tener una mejor calidad de vida
[23].
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CAPITULO 2:

2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1Hidroxiapatita

La hidroxiapatita es una bioceramica de estructura hexagonal que se encuentra naturalmente
en los huesos y en el esmalte dental, y adicional se puede encontrar en exoesqueletos como el
de la estrella de mar Mellita sp, en los corales marinos, en los esqueletos de los vertebrados,
etc., pero esta también se puede obtener de formas sintéticas [3], [4]. La HAp esta compuesta
principalmente de calcio y fosfato, no obstante, la BHAp contiene porcentajes minimos de
sodio, cloro, carbonatos y magnesio, estos elementos tienen un papel importante en la funcién
regenerado de tejidos 6seos [21], [22]. La HAp pura o estequiométrica guarda una relacion de
Ca/P de 1,667, pero las naturales presentan siempre excesos de calcio muy por encima de este
valor [5], [8]. Sin embargo, a pesar de la similitud quimica con el hueso mineralizado del tejido
humano, las propiedades bioldgicas de la hidroxiapatita sintética difieren significativamente
de las del hueso natural. De hecho, la fase mineral del hueso tiene una composiciéon compleja
que ademas de fosfato calcico comprende iones carbonato, magnesio, sodio, iones
hidrogenofosfato y varios otros oligoelementos [4].

Una de las caracteristicas mas destacadas es la posibilidad de participar en sustituciones de
manera parcial o completa con cualquiera de sus tres iones constitutivos por iones adsorbidos
en la superficie del cristal, incluidos los ani6énicos (por ejemplo, F, Cl, Si04 y CO32) y / o
sustituciones catiénicas (por ejemplo, Na+, Mg?+, K+, Sr2+, Zn2+, Ba2+, Al3+) [24]. Ya que, la
nucleacion y el crecimiento de los fosfatos de calcio en sistemas biolégicos se producen en un
entorno rico en iones. Adicional a esto, las hidroxiapatitas sintéticas, que se obtienen a partir
de fosfatos dicalcicos y tricalcicos, presentan una pobre resistencia mecanica, poca solubilidad,

lo cual no es deseable para utilizarla como biomaterial de sustitucion dsea [4].
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Figura 1. Estructura cristalina de la Hidroxiapatita.

Fuente [25]. Muestra las posibles posiciones de los elementos y grupos funcionales CO32 en la direccién C.O-

Rojos; Cal- Azul claro; Ca2- Azul oscuro; P Amarillo; OH- Rosa, C- verde.

La HAp presenta varias sustituciones de Ca por K, Mg, Sr, Na y carbonato por fosfato o
hidroxilos. Las sustituciones mas frecuentes son las del grupo carbonato, y se pueden
clasificar de la siguiente forma: Tipo A, iones CO32- que pueden ocupar posiciones de OH-,
Tipo B, iones CO3% que pueden ocupar posiciones de PO43-y finalmente, Tipo AB, donde los
iones CO32 pueden ocupar posiciones de OH-y PO43-. Muchas de estas sustituciones juegan

roles significativos en las propiedades estructurales y mecanicas del mineral del hueso [4],

[19].

Figura 2. Posibles sustituciones del grupo carbonato en la hidroxiapatita.
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Fuente [19]. Sustituciones estructurales tipo a (P043- <> C032-) y tipo b (OH- «C032).

2.2Didxido de titanio

La buena resistencia a la corrosion que presentan las aleaciones de titanio es debido a la
formacién de peliculas de 6xido superficial que es muy estable, con buena adhesién y
protectoras [26]. Esta se presenta mayormente en tres formas cristalinas: anatasa, rutilo y
brookita. Inducir la formacién de una pelicula de éxido estable, hace que se supere las
limitaciones de resistencia a la corrosiéon de las aleaciones de titanio en condiciones
normales. Es debido a esto que se presentan una gran cantidad de aplicaciones, de las
cuales destacan la actividad fotocatalitica, aplicacion en implantes biomédicos,
dispositivos fotovoltaicos, aplicaciones en cosméticas, entre muchos otros [27]. En especial
es muy recurrente su uso para aplicaciones biomédicas por las propiedades como la
resistencia a la corrosion, bioinerte, moédulo de elasticidad, resistencia a la fatiga, las cuales
hacen que sea un material por predileccién escogido contra los aceros y sus aleaciones

[28].

2.30xidacion electrolitica por plasma

La oxidacion electrolitica por plasma (OEP) es un hibrido entre electrélisis convencional y
arco de plasma, y es también conocida como oxidacién por microarco, Este método se
caracteriza por la posibilidad de alcanzar una conversion rapida y sencilla de la superficie
metalica, a una temperatura aparente cercana al ambiente [27]. Es un método atractivo
debido a la eficiencia econémica, el respeto al medio ambiente, la resistencia a la corrosion,
la alta dureza, la buena resistencia al desgaste y la excelente fuerza de unién con el sustrato
son las otras caracteristicas de estos recubrimientos [12], [14], como se observa en la figura
2. La OEP se basa en la oxidacién anddica convencional de metales o aleaciones en
soluciones acuosas con una descarga de plasma, la descarga local conduce a reacciones de
alta temperatura, presion y plasma-quimicas, mediante los cuales se da la formacion del

recubrimiento [26].
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Figura 3. Montaje oxidacién electrolitica por plasma.
Fuente: propia

La fuente de alimentacion externa esta conectada a los dos electrodos que proporcionan la
energia necesaria para el proceso de recubrimiento, con una diferencia de potencial suficiente
para generar la descarga. El compuesto electrolitico se disocia en aniones y cationes, los
aniones derivan hacia el electrodo de trabajo (por ejemplo, Ti, Al, Zr y Mg) mientras los
cationes migran hacia el catodo. En el 4nodo, la oxidacién de la superficie comienza formando
una capa aislante sobre el electrodo de trabajo que provoca una pequefia caida en la corriente
aplicada. Con el alto voltaje aplicado, el campo eléctrico entre los electrodos genera una
descarga de microarco de plasma en la superficie anddica, convirtiéndola en una fina capa de
oxido, sin alterar las propiedades generales del material del sustrato. Ademas, la composiciéon
de la pelicula de 6xido puede controlarse ajustando los componentes en el electrolito y la

concentracion del electrolito [26].
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2.4Ruta hidrotermal

El método solvotermal, es un método que tiene como variable la presion. En este tipo de
ruta se realizan diferentes procesos, donde un liquido que se encuentra en un recipiente
cerrado puede ser calentado por encima de su punto de ebullicién, logrando asi una
presion superior a la atmosférica. En muchos casos se utiliza agua como solvente, de ahi

que se le conozca como sintesis hidrotermal [29], como se observa en la figura 4.

Contenedor de teflon

Tambor de acero inoxidable

— e E—

Figura 4. Montaje equipo para ruta hidrotermal.
Fuente: propia

El método hidrotermal ha sido ampliamente aplicado en ciencia y tecnologia, con lo que se
ha dado el desarrollo de varias técnicas como sintesis hidrotermal, crecimiento
hidrotermal, deshidratacién hidrotermal, tratamiento hidrotermal, extraccién
hidrotermal, sinterizaciéon hidrotermal, entre otros. En este proceso las reacciones se
llevan a cabo a presiones y temperaturas mayores que las condiciones ambientales (25 °C
y 1 atm), y tiene como objetivo la disolucion de componentes del sistema, para asi hacer
reaccionar especies de baja solubilidad en condiciones habituales, tales como: silice,
titanatos, ceramicos, sulfuros, entre otros. Algunos de los parametros importantes en esta

sintesis son el orden de adicién de los reactivos durante el proceso, tiempo, concentraciéon
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de los reactivos, estequiometria, tipo de disolvente utilizado, pH de la solucién y

temperatura [20], [21], [30].

2.5Bioactividad

La capacidad que tiene un material de interactuar quimicamente con los tejidos (blandos
y duros) de un sistema vivo, se le conoce como bioactividad. En ciencia se realizan ensayos
de bioactividad in vitro y se considera una herramienta eficaz para observar la posible
bioactividad de materiales en organismos vivos, para esto se utiliza un fluido biol6gico

simulado (FBS), el cual posee una composicién aproximada a la del plasma sanguineo [31].

2.6Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Es un método electroquimico utilizado en estudios de corrosién, donde se usa una sefial
de corriente alterna, y permite deducir el comportamiento de la interfaz metal - solucion,
donde se ofrece una visiéon de los fendmenos corrosivos. En el proceso se aplica una
pequefia sefial de potencia a un electrodo o metal de corrosion y se mide su respuesta en
valores de corriente en un barrido de frecuencias [32]. La evaluacién de la estabilidad
quimica de los metales en electrolitos, se pueden considerar como metales activos y no
activos. Cuando los metales activos se ven sometidos a este tipo de procesos pueden sufrir
corrosion formando una escama que puede ser porosa o protectora, mientras que los no
activos, pueden tener una gran estabilidad quimica, ya que presentan poca activacién a la
reaccidon con soluciones ricas en iones. En otras palabras, se puede considerar que la
transferencia de carga a través de la capacitancia de la doble capa no puede darse
facilmente debido a la gran resistencia a la misma; asi, la transferencia de carga
electroquimica puede ser el factor limitante para los sistemas no activos metal-sal
fundida. Por otro lado, la reaccion de transferencia de carga de metales activos puede
ocurrir facilmente durante la corrosion por sales fundidas, y puede no ser la reaccion
limitante; en cambio, el transporte de iones en la capa y la difusion de oxidantes en el
fundido puede volverse la velocidad limitante del proceso, el cual dependera, ademas, de
la proteccion de la capa formada sobre la superficie metalica. Cuando se forman capas

porosas sobre la superficie metdlica, la corrosién puede ocurrir relativamente a alta
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velocidad y en este caso, la transferencia de carga anddica y catddica es rapida y no es la

velocidad limitante [33], [34].

La impedancia (Z) se puede expresar de una parte real (Zr.a) que se traza en el eje X y una
parte imaginaria (Zimag) que se traza en el eje Y, lo que forma un grafico conocido como
Nyquist que presenta una forma de semicirculo [32]. Cada punto del grafico es un valor de
impedancia en un punto de frecuencia; las impedancias que se presentan del lado derecho
se conducen con bajas frecuencias, mientras que, en la parte izquierda se generan con

frecuencias mas altas como se observa en la figura 5.
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Figura 5. Ejemplo de diagrama de Nyquist.

Fuente [32]. Re - resistencia del electrolito, Ri- resistencia eléctrica del material, w - impedancia de warburg.

En este tipo de experimentos se tiene un sistema de 3 electrodos, con un voltaje aplicado
fijo, donde interactian la resistencia del electrolito (Re), la resistencia eléctrica del material
(Ri) y la impedancia de warburg (w). la impedancia se mide aplicando una onda de
potencial al electrodo de trabajo y registrando la corriente resultante, el espectro se
obtiene midiendo los pardmetros de impedancia (Z), fase (¢), e impedancia imaginaria

(Zimag) para ondas potenciales con diferentes frecuencias [32].
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2.7 Tafel - Resistencia a la polarizacion

Cuando el potencial de un metal se hace actuar como un electrodo en una celda
electroquimica, se conoce como resistencia a la polarizacion. Con un electrodo polarizado,
puede hacer que la corriente fluya a través de reacciones electroquimicas que ocurre en la
superficie del electrodo. La cantidad de corriente esta controlada por la cinética de las

reacciones y la difusion de los reactivos hacia y desde el electrodo [33].

En celdas donde un electrodo sufre corrosiéon uniforme en circuito abierto, el potencial de
circuito abierto esta controlado por el equilibrio entre dos reacciones electroquimicas
diferentes. Una de las reacciones genera corriente catédica y la otra corriente anddica. El
potencial de circuito abierto termina en el potencial donde las corrientes catddica y
anddica son iguales. Se le conoce como un potencial mixto. El valor de la corriente para
cualquiera de las reacciones se conoce como corriente de corrosion. El control de potencial
mixto también ocurre en celdas donde el electrodo no se corroe. Si bien esta seccién analiza
las reacciones de corrosion, la modificacion de la terminologia la hace aplicable también

en casos sin corrosion [33], [34].

(+)

H + @—» V:H;

(-

Figura 6. Curva de resistencia a la polarizacion.

Fuente [35]. Ieorr — Corriente de corrosion, Ecorr — Potencial de corrosion, M - metal, E - potencial.
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CAPITULO 3:

3 MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

A continuacion, se presenta la metodologia llevada a cabo en este trabajo, la cual es una
investigacidn de ciencia basica donde se realizo la obtencion hidroxiapatita a partir de hueso
de ovejo por ruta de estado sélido variando el pardmetro de la temperatura de calcinacion.

Esta hidroxiapatita empleada para la realizacidn de recubrimiento bioactivos, se combin6 una
técnica de modificacién superficial y una técnica de deposiciéon. Para la modificacion
superficial la HAp fue incorporarla sobre sustratos de Ti empleando la técnica de OEP
(oxidacion electrolitica por plasma) y posteriormente las muestras se sometieron a deposicion
de hidroxiapatita por ruta hidrotermal. Finalmente se analizaron sus caracteristicas
fisicoquimicas y se evalué de forma preliminar el recubrimiento utilizando técnicas

electroquimicas (Tafel y EIS).

3.10btencion de Hidroxiapatita a partir de Origen Biogénico

Para la obtencién de hidroxiapatita se sigui6 el protocolo reportado por Forero et al, [36], para
lo cual se emplearon 2,00 kg de hueso femoral de ovejo macho de 2 afios del mercado del
municipio de Marulanda ubicado en el departamento de Caldas. En la primera etapa de este
proceso, se cortaron las epifisis (extremos del hueso) dejando solo la diafisis para trabajar,
después se retird la mayor cantidad de grasa superficial de forma manual (figura 4(a)), y se
lavé y cocind el hueso durante 1 h y 30 minutos en una olla exprés (figura 4(b)). En la segunda
etapa, el material resultante se trituré y se sometié a un proceso del lavado convencional con
agua destilada; seguidamente, el producto lavado se astillo, hasta lograr un tamafio reducido
(figura 4(c)). Estas astillas se adicionaron en un vaso de precipitado con una mezcla de
detergente liquido convencional y agua destilada (figura 4(d)), que luego se llevé a un horno

microondas con una potencia de 700 W para realizar la separacién de los lipidos restantes del

Pagina | 33



hueso durante 30 minutos, este paso se repite 3 veces cambiando en cada lavada el agua de
coccidn, se realiz6 un lavado mas solo con agua destilada y, por tltimo, se realiz6é un proceso

de secado en el horno por 30 minutos (figura 4(e)).

En la tercera etapa del proceso, se aplicé un lavado con acido oxalico al preparado al 1M
durante 2 h en bafio ultrasénico; después de transcurridas las 2 h, se dejé la solucién en reposo
por 1 h (figura 4(f)). Este proceso se repiti6 2 veces mas y posteriormente se lavo el material
con agua destilada para luego secarse en el microondas durante 30 minutos. El material
obtenido se lleva a un molino de bolas de acero inoxidable 304 en una relaciéon de peso de 1:10
de astillas de hueso y bolas de acero respectivamente, durante 7 dias, en un periodo de 8 h/dia.
El polvo obtenido de la primera molienda se pasa a un molino de bolas tipo ceramico hasta
obtener un polvo fino con un grano promedio de 38 um (figura 4(g)), al cual se le realizé un
tratamiento térmico variando la temperatura de calcinacién entre 600 °C, 800 °Cy 1000 °C con
velocidad de calentamiento de 5 °C/min, manteniendo la temperatura calcinacién durante 24
h, como se representa en la figura (h) Para la seleccidon de estas temperaturas se tomoé en
cuenta lo reportado por [25], ya que a estos rangos de temperatura permiten observar

sustituciones de carbono dentro de la estructura de la hidroxiapatita por fosfatos.

— =R —
= =

_—
() Remocién de material (b) Coccién del hueso (c) Trituracién del hueso (d) Inmersién de la's’
organico superficial y durante 1 h 30 min (astillas) astillas en una solucién

corte del hueso de agua y jab6én

(h) Se calcinaron los polvos a 600, (&) S‘e molieron los hueso. yse (f) Lavados con C;H;0:al 1.0 M (e) Coccién en horno
800 y 1000°C (5°/min) con una tamizaron (38 pm), previo se por 2 h en ultrasonidoy 1 h microondas durante 30

temperatura sostenida de 24 h secola mn:liecigjngd(;;mn enel en reposo (repetir 3 veces) min (repetir 3 veces)

Figura 7. Metodologia obtencion de hidroxiapatita a partir de fuente natural.
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Fuente: propia

3.2Sintesis de recubrimientos de Hidroxiapatita de hueso ovino

3.1.1 Preparacion de sustrato de Ti

Se empleé sustrato de titanio comercialmente adquirido de tipo ASME-SB-265 de grado 2 de
99% de pureza, se cortd en dimensiones de 20x20x1mm. Para llevar a cabo el proceso de
preparacién de la superficie, se empieza con un pulido grueso con lijas de granulometria de
240 granos, el cual elimina imperfecciones provenientes del corte; posteriormente, se sube el
tamafio de grano hasta un pulido mas fino que elimina rayas que se originan en el pulido grueso
(240, 360, 400, 600). El desbaste se realizé en una sola direcciéon hasta que todas las lineas
estén paralelas, luego se procede a girar 90° el sustrato y repetir el mismo procedimiento.
Seguidamente, se realiz6 una limpieza de los sustratos mediante una cuba ultrasénica con
ayuda de acetona, durante 15 minutos con el fin de eliminar impurezas provenientes de las
lijas y la manipulacién de este, y finalmente las muestras son secadas. La preparacion de los

sustratos se realiz6 siguiendo el procedimiento de Luo et al, [37].

3.1.2 Parametros del proceso de Oxidacion electrolitica por plasma

Previamente al proceso de OEP se realiz6 la solucidon en 400 ml de agua destilada con 3,00 g
de sulfato de sodio (NasPO4) y 3,00 g de hidroxiapatita para cada una de estas (600 °C, 800 °C,
1000 °C y comercial). La solucidn se agité a 700 RPM durante 1 h, posteriormente la soluciéon
se llevo a ultrasonido durante 30 min, para la preparacion del electrolitico se sigui6 las
recomendaciones de Luo et al, [37]. Posteriormente, para el proceso de OEP se utiliz6 una
fuente conmutada de alimentacién de pulsos, con 378 V de tensién maxima de entrada y una
tension operacional de 353 V, frecuencia de 2000 Hz, y ciclo util de trabajo del 10%; el

recubrimiento tuvo un tiempo de duraciéon 7 minutos. La técnica OEP emplea un sistema de
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refrigeraciéon compuesto por H,0/EtOH, y un recipiente tipo cilindro de acero inoxidable
(acero quirurgico) como uno de los electrodos, con el medio electrolitico previamente hecho.

La lamina tratada se limpid con agua desionizada durante y se sec6 con aire caliente. Este

proceso se llevé a cabo teniendo como guia Torres et al, [38], y escogiendo 10% como ciclo util

debido a los resultados expuesto de porosidad.

f
/

Corte de lalamina de Tien

secciones de 20x20x1 mm

Sustrato de Ti de tipo ASME-SB-
265 de grado 2 de 99% de pureza

p—
S L
S
:

Proceso de OEP durante 7 minutos en una
solucidn electrolitica de HAp + Na;PO,

Limpieza de los sustratos en
ultrasonido con alcohol isopropilico

Figura 8. Proceso de oxidacion electrolitica por plasma.

Fuente: propia

Crecimiento del recubrimiento por ruta hidrotermal

3.1.3

Para el proceso por ruta hidrotermal se adapt6 el protocolo seguido por Fazel et al., [12]. Para

esto se prepard una primera disolucién de 300 mL de NaOH al 4,00 M. Se tomaron 0,50 g de
cada hidroxiapatita de las hidroxiapatitas calcinadas a diferentes temperaturas (600 °C, 800
°Cy 1000 °C) y una muestra de hidroxiapatita comercial (Marca Hydroxylapatite powder captal

30 de la empresa PLASMA BIOTAL). El polvo fue disuelto en 50 mL solucién acuosa de NaOH.
La mezcla se llevo a la autoclave en un porcentaje de llenado del 50% junto con la probeta de
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titanio previamente tratada por OEP. La temperatura de tratamiento fue 180 °C, con un

calentamiento de 5 °C/min y la temperatura se sostuvo durante 10 h.

La solucion se dejo enfriar toda la noche. La soluciéon fue descartada y la lamina se lavé con
agua destilada durante 4 h; finalmente se secaron las ldminas a una temperatura de 80 °C
durante 24 h. Finalmente las muestras se almacenaron y se caracterizaron de forma

fisicoquimica.

Titanio +

electrolito ﬁ

Se prepara la solucién de NaOH Se hace un factor de llenado del
al 4M + HAp (600°C, 800° y autoclave de 50% y se sumergida el

sustrato de Ti previamente tratado
por OEP

Se lleva a la mufla por 10 horas a
180°C con una velocidad de

1000°C) para cada ensayo calentamiento de 5°C

Figura 9. Metodologia recubrimiento por ruta hidrotermal.

Fuente: propia

3.14 Método de caracterizacion del polvo de hueso y la hidroxiapatita

El polvo de 6seo resultante, después del proceso de molienda se caracterizé térmicamente
utilizando un ATG Mettler Toledo del laboratorio de polimeros de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Manizales, aplicando una velocidad de calentamiento de 5 °C/min hasta
alcanzar 950°C en una atmdsfera de nitrégeno con un flujo de 60 mL/min. La temperatura de
calibracidn se realizé con un estandar, comenzando por su temperatura Curie. El equipo tiene

una resolucién de temperatura de 1 °C y una resolucién de peso de 0,0001 mg.

La morfologia y composicion quimica de los polvos de HAp se observaron usando un
microscopio electronico de barrido SEM Carl Zeiss EVO MA 10 equipado con un detector de

energia dispersiva de rayos X de silicio modelo Oxford Instrument X-act y software INCA suite
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v5.05 para analisis EDX, del Laboratorio de Biomateriales de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin. Para la identificacion de grupos funcionales se empled
espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier FTIR-ATR, utilizando un equipo Alpha
Platinum ATR de Bruker del Laboratorio de Fisica del Plasma de la Universidad Nacional de

Colombia, sede Manizales.

Las mediciones se llevaron a cabo a tempera ambiente con resolucién de 4 cm-1, en un rango
de medicién de 400 a 4000 cm! y 100 Scan en modo absorbancia. La caracterizaciéon
estructural de las muestras se llevo a cabo con un difractémetro de rayos X (DRX) D8 Bruker
AXS de la universidad nacional de Colombia sede Manizales, en el Laboratorio de fisica del
plasma, con dnodo de cobre Ka, longitud de onda A = 1.5406 A, voltaje de 30kV y rango de
medicion de 20 ° <26 <80 °, un paso 0.02 de 3s, el equipo de DRX es perteneciente al

Laboratorio de Fisica del Plasma de la Universidad Nacional de Colombia, sede Manizales.

3.1.5Método de evaluacion electroquimica de los recubrimientos de

hidroxiapatita
3.1.5.1. Fluido biolégico simulado (FBS)

Se prepara previamente el fluido biol6gico simulado (FBS) siguiendo el protocolo reportado
por Kokubo et al., [39], donde se prepara una solucion final de 1000 mL, para esto se adicionan
los reactivos descritos en la tabla 1, la temperatura de la solucidn se estabiliza y se mantienen
36,5°C, tras la adicion de cada reactivo. Finalmente, a esta solucién se agrega TRIS Buffer, con

el cuidado de tener un pH final de 7,40.

Tabla 1. Reactivos necesarios para el fluido bioldgico simulado

Orden Reactivos Cantidad
1 NaCl 8.035g
2 NaHCO; 0.355¢g
3 KCI 0.225¢g

Pagina | 38



4 K.HPO..3H.0

5 MgCl..6H.0
6 1M - HCl
7 CaCL

8 Na.SO.

9 Tris

10 1.0 M - HCI

0.231g
0.311g
ajustara pH 2
0.292¢
0.072 g
6.118 g

0-5 mL

3.1.5.2. Evaluacidn electroquimica por EIS y Tafel

Se usaron 150 mL de la solucién de FBS para cada ensayo, con el fin de simular la

exposicion a plasma sanguineo. Para esto se us6 como electrodo de trabajo las ldminas

de titanio previamente tratadas con OEP y con OEP+HT, como contraelectrodo una

barra de grafito y como electrodo de referencia un electrodo de Ag/AgCl. La solucién

se calent6 a 36,5 °C, durante todo el ensayo. Para el inicio de la medida, las muestras

tuvieron un periodo de estabilizaciéon de 10 min, y el tiempo total de inmersion fue de

3 h. Las medidas de EIS se realizaron entre 10¢y 1.0-3 Hz como rango de medicién de

frecuencia y una amplitud de onda AC de 20 mV. Para las mediciones de resistencia a

la polarizacion Tafel se realizaron en el rango [-250 - 250] mV con un area de

exposicion de 3,5 cm2 Esta evaluacion se realiz6 por triplicado para cada muestra,

tanto para las muestras solo tratadas con OEP y OEP

e hidrotermal.
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CAPITULO 4:

4 Resultados y Discusion

Este capitulo se encuentra dividido en cuatro etapas; en la primera etapa se realiz6 la
caracterizacion del PHO y posterior calcinacién a 600 °C, 800 °C y 1000 °C respectivamente,
estas muestras fueron caracterizadas por ATG, IR y DRX, los resultados mostraron las
caracteristicas composicionales y morfologicas de la Hidroxiapatita. El termograma del PHO
mostré la degradacion que sufre este material en un rango de temperatura donde se observan
la perdida de una fase organica e inorganica; en IR se observaron las diferencias
composicionales entre la hidroxiapatita y el PHO, que principalmente son los compuestos
organicos presentes y la sustitucién de los carbonatos dentro de la red, lo cual se corrobora
con IR y ATG; por otra parte, en DRX se observan los patrones cristalinos de la hidroxiapatita
y la definicion de los picos conforme aumenta la temperatura, la cual se asociada al cambio de

la cristalinidad.

En la segunda etapa, se realiz6é una modificacién superficial de TiO,/HAp empleando muestras
obtenidas en la primera parte y una muestra comercial, estas muestras fueron sintetizadas por
la técnica de oxidacion electoralita por plasma y los recibimientos obtenidos fueron analizados
por DRX mostrando la formacion de TiO; en fase anatasa y los resultados de SEM mostraron

una superficie porosa, la cual fue utilizado como semillas para posterior tratamiento.

En la tercera etapa se modificaron los recubrimientos obtenidos por OEP por la ruta
hidrotermal, logrando la formacién de cristales de HAp con diferentes morfologias entre las
muestras obtenidas (Biohidroxiapatita) y la comercial. Finalmente, en la cuarta etapa, se
realiz6 el andlisis electroquimico en FBS (fluido bioldgico simulado) aplicando la técnica EIS y
Tafel para el andlisis, donde se observé un comportamiento destacado en la muestra de 600 °C

gque comparacion con las demas.
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4.1 Caracterizacion de polvo de hueso e HAp calcinada a 600 °C, 800 °C y
1000 °C.

4.1.1 Analisis Termogravimétrico (ATG):

En la figura 10 se observa el resultado del ATG del polvo de hueso ovino (previo a la
calcinaciéon a diferentes temperaturas), en ella se determiné la degradacion de los
componentes 6seos presentes en la muestra. Adicionalmente, la figura muestra las derivadas
obtenidas del ATG donde se aprecia puntos altos de pérdida de masa a una temperatura
determinada. En este estudio, se evidencié una pérdida de peso total del 45,51%, que comenzd
a 48,91 °C y termind a temperaturas superiores a 856 °C. Este proceso puede describirse en
cuatro fases: en la primera, el rango entre la temperatura ambiente y 141,58 °C se atribuye a

la evaporacion del agua superficial y 1a unida a la estructura [40], [41].
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Figura 10. Grafica ATG del polvo de hueso ovino.

La segunda fase de pérdida de peso, estd relacionada con la liberacién de agua ligada
quimicamente y la descomposicién de grasas y proteinas, la cual se ubicé entre 141,58 °C y
546,68 °C [40], [42]; en la tercera fase ocurrié en el rango de temperatura 546,68 °Cy 668,44
°C que de acuerdo a la literatura se atribuye a la degradacién del colageno [40]-[43]; y la
presencia de un maximo local entre 668,44 °C y 926,23 °C puede estar relacionada con cambios
en la fase inorganica de la red de HAp, probablemente asociado a la liberacion de carbonato de

la matriz [41], [42].

El comportamiento térmico de los polvos de hueso de oveja evaluados estuvo de acuerdo con
un estudio informado previamente por Ellingham et al, [40], donde la eliminacién de la fase
organica y el carbonato de la fase inorganica de los huesos de costilla de oveja se dieron entre
50 °Cy 700 °C. Ademas, también se han reportado resultados similares para Barua et al, [44]
en el caso de HAp derivada de la ganaderia caprina, donde la fase orgénica de los huesos y el
contenido de carbonato de la matriz se eliminaron a 774 °C y se alcanzd la formacién de HAp

cristalina sin fases secundarias. Ademas, Ramirez-Gutiérrez et al, [45] documentaron que en
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el caso de HAp extraida de huesos de cerdo, se produjo descomposicién de la fase organica por
debajo de 670 °C, y para temperaturas entre 670 °C y 850 °C se evidenci6 la liberacién de

carbonato de la red de HAp, dando paso a una recristalizacion de la fase mineral inducida [46].

4.1.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

En los espectros de FTIR, se aprecian las muestras calcinadas a 600, 800, 1000 °C, comercial y
polvo de hueso, respetivamente como se observa en la figura 11(a) y 11(b), donde se hizo una
identificacion en el rango de 4000 a 450 cm-1, a partir de lo cual se observan los picos asociados

a los grupos funcionales presente en la estructura de la hidroxiapatita, es decir, fosfatos PO43-

, hidroxilos OH- y carbonatos CO32-.

a) _-8
—— 600 °C g <
—— 800 °C @)
—— 1000 °C T
—— HAp comercial COs*
—— Polvo de hueso

Intesidad (u.a)

I T I T I T I T I T I
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Figura 11. Espectros FTIR de las diferentes hidroxiapatitas a) Rango de 4000 a 1250 cm-1, b) Rango de 1250 a
400 cm'L.

Las bandas caracteristicas relacionadas con los principales grupos funcionales de HAp estan
presentes en los espectros de todas las muestras calcinadas. La muestra de PHO exhibe una
banda en 3200 cm-1, que es propia de la molécula del H,O y esta genera puentes de hidrégeno,
los cuales tienen vibraciones similares a la molécula del H20 produciendo un ensanchamiento
de la banda y es caracteristica de humedad y agua ligada [41], [47]. Esta banda tiende a
desaparecer de los demas espectros conforme aumenta la temperatura de calentamiento
generando un corrimiento de esta hacia los 3640 cm-! de estiramiento asimétrico OH- como se
observa en las muestras con calentamiento a 600 °C, 800 °C y 1000 °C [41], [43], [47].
Adicionalmente, el PHO presenta una banda en 1615 cm-1y en 1315 cm-, asociada a la amida
[ y al enlace C-N como lo reporta Berzina et al, [48], correspondientes al material organico
presente en para ese momento. En la misma region de 4000 a 1250 cm'!, la muestra calcinada
a 600 °C muestra un doblete del grupo carbonato en 1450 y 1415 cm-1tipo a y tipo b, el cual se
pierde para las siguientes muestras calcinadas (800 °C y 1000 °C) congruente con lo observado

y expuesto en los andlisis ATG.
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La hidroxiapatita de tipo biolégico generalmente tiene excesos de calcio, ademads de otros iones
en menor cantidad como Mg+, Na*, K+, etc.; debido a esas caracteristicas puede presentar
diferentes sustituciones en la red [24]. En el caso, de las sustituciones mas comunes que se
pueden presentar dentro de la hidroxiapatita, surgen con el grupo carbonato; donde se hallan
dos posibles tipos de sustitucion: (1) sustitucion directa de OH- con CO32- (sustitucion de tipo
A (CO3)? & 20H-). Y la (2) corresponde a una (sustituciéon de tipo B) en donde hay una
necesidad de compensacion de cargas, PO43- en la que se sustituye un grupo tetraédrico con
CO032- [4], [49]. Los grupos de sustituciéon pueden provocar cambios caracteristicos en los
parametros de la red, la cristalinidad, la simetria de los cristales, la estabilidad térmica, la

morfologia y la solubilidad, fisica, quimica y bioldgica [49].

Para el PHO y las muestras calcinadas a 600 °C, 800 °C y 1000 °C en la regién de 1250 a 400
cm-l, se muestran las bandas caracteristicas de las vibraciones moleculares de la HAp. En la
caracterizacién se identificé una vibracion de los picos correspondientes al ion fosfato PO43-
ubicado en dos regiones, en la primera se encontraron 3 picos alrededor de los 1000 cmt, que
son 1089; 1025y 960 cm1, donde el pico de 1025,84 cm-! presenta una intensidad mayor para
la HAp calcinada a 600 °C; la siguiente region esta cerca de los 600 cm-1, y los picos encontrados
son 632; 599 y 564 cm!, los cuales presentan mayor intensidad en la HAp de 800 °C. Por
ultimo, se encuentra un pico cerca de 469,1 y 874,9 cm! en la HAp de 600 °C, que no muestra
presencia en la HAp de 800 °C y 1000 °C asociado a la perdida de carbonatos por temperatura

entre 670 °Cy 850 °C como lo reflejan los resultados ATG.

4.1.3 Difraccion de rayos X (DRX)

En la figura 12 se presentan los patrones de difraccién de rayos X de las muestras de PHO e
hidroxiapatitas calcinadas a 600 °C, 800 °C, 1000 °C y la muestra comercial. La identificacién
de los patrones de difraccion se realizé utilizando los patrones estandar de la hidroxiapatita
(PDF (HA: ICDD PEF 00-009-0432)). En los difractogramas se observan que todos los picos
identificados a partir de los espectros concuerdan bien con el patrén caracteristico de HAp,
exceptuando a la muestra de PHO. Dentro de los indices de Miller (hkl) principales de la
hidroxiapatita se encuentran: (002), (210), (211), (112), (300), (202), (310), (222), (213),

(004) y (304), como se observan en la figura 12, donde se evidencia que el de mayor intensidad
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es el (211) como se observa en la figura 13(a) para la muestra calcinada a [50]. Los
difractogramas de las muestras calcinadas y comercial evidencian mejor cristalinidad
comparada con la muestra PHO, ya que, este polvo presenta un patrén amorfo posiblemente
por la presencia de materia organica y humedad como se evidencid en los andlisis
termogravimétricos y los IR (ver figura 10 y 11). La hidroxiapatita comercial y natural
comparten los picos representativos, a excepcion de los marcados en 37,38° y 53,88° pues esto
solo se presentan en la HAp natural y estan asociados al CaO (Oxido de Calcio), esto debido a

su caracteristica biogénica, como lo reporta Ungureano, et al, [8].

Se calcularon los porcentajes de cristalinidad obteniendo asi valores de 60,05 %, 88,77 %,
87,24 % y 83,06 % para las muestras calcinadas a 600 °C, 800 °C, 1000 °C y comercial,
respectivamente, como lo reporta Alshemary et al, [51], [52], de acuerdo con la siguiente

ecuacion.

1—|—=2]x100 (1)

Estos resultados son coherentes con el cambio que presentan los picos de las muestras a
medida que se aumenta la temperatura; para el cambio de 600°C a 800 °C, se presenta un
aumento en la intensidad y una disminucion en la anchura de estos, lo que indica una mejora
de la cristalinidad, asociada a la perdida de la parte organica que pertenece al polvo de hueso
[6]. Al aumentar la temperatura hasta 1000 °C se nota una disminucién en la intensidad de los
picos respecto a la muestra de 800 °C, Este ocurre, ya que, para las muestras calcinadas por
encima de 800 °C, se presenta el fendmeno de la coalescencia; lo que significa una reduccion
de la cristalinidad, ademas de un cambio en los tamafios de cristalito, como lo reporta Londofio
et al, [43]. Este mismo comportamiento se observa para la muestra de HAp comercial debido
a que en el reporte de la ficha técnica muestra que la temperatura de sinterizaciéon de esta
muestra es a los 1250°C, por lo que se presenta el mismo fendmeno que para la muestra de

1000°C.
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Figura 12. Difractogramas de las HAp calcinadas a 600°C, 800°C, 1000°C y comercial.

Con el fin de determinar el efecto de la temperatura de calcinacién en el tamafio de cristalito
de la hidroxiapatita (calcinadas y comercial), se determin6 el FWHM (siglas del inglés: full-
width at half-maximum) empleando una funcién Lorentz en el pico orientado (211) ubicado
en 31.79° en 2 theta de acuerdo con lo reportado por Londofio et al., [43]. En la figura 13(a) se
muestra el ajuste para la muestra calcinada a 800 °C y de esta manera se realiz6 para las demas
muestras. En la figura 13(b) se muestra la relacién entre el FWHM y la temperatura de
calcinacion para las muestras de 600 °C, 800 °C, 1000 °C y la muestra comercial, donde se
aprecia que los resultados no tienen una relacion lineal en funcion de la temperatura. En la
grafica se observa que a mayor temperatura el FWHM disminuye, como se observa en el
cambio de 600 °C a 800 °C esto se da como consecuencia del incremento en la temperatura que
la eliminacién de residuos organicos de la muestra [43]. En el caso de muestra de 1000 °C el
cambio no es significativo comparada con la muestra de 800 °C, a pesar de esto se observa un
pequeiio aumento. En ese sentido, el ensanchamiento de los picos obedece a la dispersion

elastica e inelastica generada por los cristales de BHAp y a la presencia de cristales de tipo
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nanométricos [53]. Para el caso de la muestra comercial de acuerdo con la ficha esta fue

calcinada a 1250 °C por un tiempo de 4 horas.

n m BHAp
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Figura 13. a) Ajuste Lorentz para muestra calcinada a 800 °Cy b) relacidn entre el FWHM y la temperatura de

calcinacién de HAp (600 °C, 800 °Cy 1000 °C) y comercial.

Para hallar el tamaio de cristalito se usé la ecuacion de Scherrer [51]:

D kA
"~ BCos6

(2)
Donde:

D es el tamafio del cristal

k es la constante de Scherrer depende de la forma del cristalito
A eslalongitud de onda de la fuente de emision de rayos X

[ es la anchura a media altura del pico

0 es el angulo de Bragg de la reflexion evaluada

Y teniendo en cuenta que el parametro de tamafio de cristalito es un valor inverso al valor del
FWHM, se conoce que para valores con un FWHM alto, el tamafio de cristalito sera bajo, como

se puede observar en la tabla 2. A partir de esto, se observa un cambio inicial respecto al tiempo
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con el tamafio de cristalito, hasta la temperatura de 1000 °C, donde el valor del cristalito es
muy cercano al de la temperatura de 800°C. Por otro lado, la muestra de hidroxiapatita
comercial se sale de la tendencia presenta un valor cercano a la hidroxiapatita de 600 °C,
acorde con lo que se reporta en la literatura, sobre las temperaturas superiores a 900 °C, se

presenta coalescencia en las muestras [43].

Tabla 2. Parametros de red y cristalinidad de muestras de 600, 800, 1000 y comercial.

Temperatura de tratamiento  Cristalinidad Tamaiio de cristalito

(°Q) (%) (nm)
600°C 60,05% 48,50
800°C 88,77% 55,33
1000°C 87,24% 56,63
Comercial 83,06% 52,65
4.1.4 Microscopia electrénica de barrido (MEB) - Energia dispersiva de

Rayos X

Para determinar los cambios morfolégicos y la composicion elemental de las muestras de
BHAp en funcién de la temperatura del tratamiento térmico, se realizaron analisis MEB-EDX,
tanto al polvo de hueso como a los polvos de HAp (600 °C, 800 °Cy 1000 °C) como se puede
observar a continuacion en las figuras 14, 15, 16 y 17, respectivamente. A partir de la figura 14
se puede observar las micrografias del PHO, donde se aprecia que el polvo no tiene una

morfologia regular.
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Spectrum 1

Full Scale 43581 ctz Curzor: -0.007 (2938 cts) ke

Figura 14. Micrografias MEB del polvo de hueso ovino a) Magnificacién 10 pm, b) Magnificacién 2 um y c)
espectro EDX elemental del PHO.

A partir del andlisis elemental solo se observa la identificacion de O, Ca, P, como se observa en
el espectro EDX para el PHO. Ademas, se obtuvieron los valores de los porcentajes del peso de
los elementos, estos se tomaron en 3 puntos diferentes de la muestra, y se calculd la relacién

del Ca/P.

La caracterizacion morfologica de las muestras calcinadas a 600 °C, 800 °Cy 1000 °C se puede
observar en las figuras 15,16 y 17, con sus respectivos espectros de EDX donde se ve el andlisis
elemental. Se puede apreciar que desde las muestras tratadas a 600 °C se ven particulas con
formas mas definidas, a pesar de esto se exhibe la presencia de porosidad interconectada que
constituye la fase organica. Para las muestras 800 °C segun los analisis de ATG se elimin6 el
total de la grasa y proteina presente en la muestra, en este punto las particulas comienzan a
tomar una forma semiesférica y se interconectan [43], [45]. Cuando la temperatura sube hasta

1000 °C se observa la formacion de agregados de policristales, a estas temperaturas la
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porosidad no corresponde a la del hueso, sino que se debe a la formacién de cimulos. Estos
cumulos formados por la temperatura a la que se somete la HAp se fusionan para formar
particulas individuales y exhiben algunos habitos de crecimiento. La coalescencia de las
particulas produce un solo cristal de HAp como reportan Londono et al, [43], estas particulas
presentan una estructura hexagonal caracteristica de HAp. Aqui, también es evidente que

debido a la coalescencia de la BHAp policristalina, la porosidad corresponde a los espacios

intercristalinos [42].

15 2 25

Spectrum 1
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o

Figura 16. HAp calcinada a 800°C a) Micrografias MEB, b) Espectro EDX elemental.
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Figura 17. HAp calcinada a 1000°C a) Micrografias MEB, b) Espectro EDX elemental.

En el andlisis composicional hecho a partir por EDX, se refleja que para las muestras de 600 °C
y 800°C se ve presencia de carbono, el cual se pierde en la muestra de 1000 °C, asociado a la
perdida de carbono que se da entre 600 °C y 800 °C, como se estudi6é anteriormente en el
analisis ATG. Con este tratamiento térmico se da la aparicién de poros, y, ademas, se elimina el
aguay fases organicas como colageno, proteinas, polisacaridos y lipidos una morfologia porosa
es favorable para aplicaciones ortopédicas permite la proliferacion celular y la unién, como

report6 Niakan et al, [41].

A partir de los datos elementales obtenidos se realizé la tabla 4 donde se muestra la relacion
Ca/P para las 5 muestras, donde se ve una disminucién entre la muestra de PHO, 600 °C y
800°C, pero en la muestra de 1000 °C nuevamente este valor aumenta. La muestra 600 °C a
pesar de haber recibido una energia térmica muestra una relacién Ca/P alta en comparaciéon
con la relacidn estequiométrica, pero se mantiene en el rango de hidroxiapatita bioldgica. Por
otra parte, la muestra de 800 °C es la mas cercana a la estequiométrica, pero de igual forma la
relacion esta en el rango de HAp biolégica; y para la muestra de 1000 °C se ve un incremento
en la relaciéon Ca/P asociado al aumento del calcio en la muestra, que se puede atribuir a la
perdida de los iones del grupo hidroxilo (OH-) o deshidroxilacion de la hidroxiapatita, debido

ala descomposicion de la HAp en otro tipo de fosfatos tricalcicos (FTC) [30], [53]-[56].
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Tabla 3. Relacion Ca/P de las hidroxiapatitas calcinadas (600 °C, 800 °C y 1000 °C) y la comercial.

Muestra Ca/P
PHO 2,41 £0,25
600 °C 1,89+0,22
800 °C 1,76+0,09
1000 °C 2,24+0,11
Comercial 1,671+0,02

Una vez realizada la primera parte sobre la caracterizacion de la BHAp, se procedié a utilizar
los polvos de HAp a 600 °C, 800 °C y 1000 °C y una muestra comercial de Hydroxylapatite
powder captal 30 de la empresa PLASMA BIOTAL para la formacién de semillas de HAp sobre

recubrimientos de TiO..

4.2 Caracterizacion de la modificacién superficial por OEP - TiOz/HAp

4.2.1 Difraccion de rayos X (DRX)

A partir de los resultados de difraccion de rayos X que se presentan en la figura 19, se observa
la fase en la que se encuentra el material en la superficie de la placa de Ti después del
tratamiento por OEP con un ciclo ttil de 10%. Para el blanco de titanio se observan los planos
(100), (002), (101) y (102) los cuales estan asociados al Titanio, y estos fueron comparados
con los PDF del titanio (TI: ICDD PDF 00-044-1294); y para las muestras tratadas con OEP se
presentan los planos asociados a Ti y adicionalmente, el plano (101) correspondiente a la fase
de anatasa, esto como lo reporta Torres et al., [27], donde a ciclos de trabajo bajos solo se

alcanza la formacién de anatasa en la superficie del titanio.
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En las diferentes muestras se observa los planos caracteristicos del Ti y un pico caracteristico
se relaciona con la formacidén de TiO; fase anatasa en la superficie, en un angulo de 25,4°. A
partir de esto se puede inferir que en el electrolito y la muestra no se presentaron
temperaturas superiores a 400°C debido a que no se presenta formacion de rutilo en la
superficie para este tratamiento [57], [58]-[60]. En ese mismo sentido, los picos asociados a la
HAp no se observan en los difractogramas, ya que, por debajo de 400 °C la hidroxiapatita no
tiene la energia suficiente para recristalizar [34], [58], [59], [61], [62], como se esquematiza en

la figura 18.

Zonas nodulares

Poro Canales de descarga

ca’
-

TiO,
Ti

Figura 18. Esquema de la disposicion de los iones de calcio y fosforo en la superficie del sustrato de Ti.

El plano (101) correspondiente a la fase anatasa presenta una mayor intensidad en las
muestras de 800 °C con respecto a las demas. Este fendmeno puede atribuirse a las diferencias
en las estructuras cristalinas residuos organicos y composiciones quimicas que presentan cada
una de las muestras de HAp debido a las diferentes temperaturas de calcinacién. Se ha
demostrado que la temperatura de calcinacion de la hidroxiapatita puede aumentar su calidad
entre temperaturas de 750-900 °C [43]. Asi mismo, también se presentan cambios en la
cristalinidad y pureza de la hidroxiapatita, lo que a su vez puede mejorar la reactividad y la
uniformidad de la formacién de TiO, sobre la superficie del sustrato de Ti [38], [57], [63]-

[66][58]-[62], [67], [68].
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Figura 19. a) Difractograma de blanco de Ti y de las ldminas de Ti con tratamiento de OEP, HApT600, HApT800,
HApT1000, HAp comercial. b) Plano (101) de anatasa para las muestras de HApT600, HApT800, HApT1000 e HAp

comercial.

Como se analizé en la figura 19 las muestras procesadas por OEP, contenian principalmente
anatasa (TiO2), acompanado de picos del sustrato de Ti; sin embargo, después del tratamiento
hidrotermal se pudo apreciar picos referentes al crecimiento superficial ordenado de la
hidroxiapatita, formacion de rutilo y picos asociados al sustrato Ti como se ve en la figura 20.
Se observa la recristalizacidon de la HAp, como se esquematiza en la figura 21, por lo que se
muestran picos intensos y definidos para las muestras de 800 °C, 1000 °C y comercial, debido
a su buena cristalinidad previa. En el caso de la de 600 °C la hidroxiapatita, presenta algunos
residuos de material organico y algunos iones como Mg, Na, K y carbonatos [69], [70]. Esto
debido a que, la microestructura resultante de la HAp, cristalinidad aglomeracion,
estequiometria y sustituciones, estan influenciado por la calidad del polvo de hidroxiapatita

utilizado para el experimento HT, como lo reporta Ruffini et al, [30]. Ademas, el proceso
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hidrotermal permite la modificacién de la morfologia superficial asociado a la eleccién de
factores como, concentracién de reactivos y muestra, saturacion de la solucion, temperatura,
pH, tiempo del proceso y la presencia de algin agente potencializante para controlar el

resultado final [71].

Se observd, ademas que, para las muestras, después del proceso de hidrotermal no se aprecia
la fase de anatasa en ninguna de estas, sino que, se presenta una nueva fase rutilo, este
fend6meno necesita temperaturas superiores a 600°C y presiones superiores a un 1 GPa. Pero
debido a las condiciones del proceso hidrotermal, en el que se cuenta con una presion elevada,
una temperatura superior a 100 °C y la solucién de interés, se consiguid el cambio de fase;
debido a que la fase de rutilo necesita tiempo de exposicién mas de 2 h, temperatura superior

a 100°C y medios agresivos para comenzar su formacidn [66], [69]-[71].

A TiO, (Rutilo)
Hidroxiapatita
’g A snh M s LIHT+OEP+
g I HApComer
@© |
°2 [y W klj, AM A A.,“J\, A e A A J
@ | ‘rermnd HT+OEP
o : +HApT1000
£
|
o LMLJWLM e A~ HT+OEP
: +HApPT800
~ Y| IA- W A ~~ HT+OEP
I I +HApPT600
1 T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80

2 Theta (°)

Figura 20. Difractogramas de las ldminas de Ti con tratamiento de OEP e HT a) HApT600°C, b) HApT800°C, c)
HApT1000°C, d) HApComercial.
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Figura 21. Esquema del recubrimiento bioactivo después del tiramiento OEP e HT.

4.2.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para observar las modificaciones superficiales de las ldminas de Ti se hicieron micrograficas
MEB como se presenta en las figuras 22, 23, 24 y 25 y para ver el cambio elemental superficial
se hizo EDX como en los espectros. En las micrografias se observa como el proceso de OEP
genera una capa de oxido superficial porosa y rugosa, donde se ve una densidad de poros
variable para cada muestra de hidroxiapatita utilizadas. Se pudo observar que las muestras de
800 °Cy 1000 °C presentan una densidad de poro mucho mas regular y definido.

A partir del analisis elemental se observa porcentajes de Ca, P, O, Ti y C en la superficie de la
muestra, debido a la interaccién de los iones con la superficie de trabajo. En la superficie del
material se ven los canales de descarga que aparecen como formas circulares y elipticas
irregulares que estan distribuidas por toda la superficie. Este tipo de formas se presenta por

la liberacion de oxigeno gaseoso debido a la descarga de los microarcos en el material [10],

Pagina | 58



logrando asi que se expulse el material de la superficie del metal y quede una superficial porosa

[38][65].
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Figura 22. a) Micrografias MEB de las laminas después de tratamiento OEP HAp600°C, b) distribucién del

tamafio de poro de la lamina después de OEP.
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Figura 23. a) Micrografias MEB de las laminas después de tratamiento OEP HAp800°C, b) distribucion del

tamariio de poro de la lamina después de OEP.
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Figura 24. a) Micrografias MEB de las ldminas después de tratamiento OEP HAp1000°C, b) distribucién del

tamafio de poro de la ldmina después de OEP.
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Figura 25. a) Micrografias MEB de las laminas después de tratamiento OEP HApComercial, b) distribucién del

tamafio de poro de la ldmina después de OEP.

En las figuras 27, 28, 29 y 30 se pueden observar las muestras después del 600 °C, 800 °C, 1000
°C y comercial, después del tratamiento hidrotermal, en estas muestras también se presenta
porcentajes de Ca, P, O, Tiy C. En estas figuras se observa la formacién de una capa superficial
ordenada de HAp en todas las muestras, esto debido a la deposicion de semillas hechas en el

tratamiento de OEP. En estas micrografias se aprecia los tamafos de las diferentes muestras
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obtenidas, de esto se puede observar que la hidroxiapatita comercial presenta tamafios
superiores a la hidroxiapatita de fuentes natural, ya que la comercial trafa un tamafio promedio

de 50 um y la natural tenia un tamafio maximo de 38 pm previas al tratamiento hidrotermal.

La técnica de OEP e HT son complementarias, esto se hace porque la porosidad obtenida en las
superficies por OEP limita su resistencia a la corrosiéon como lo reporta Cui et al, [72], debido
a que las soluciones corrosivas podrian filtrarse facil a través de los poros; en consecuencia,
varias investigaciones reportan recubrimiento compuestos que permitan sellar los poros
creados por OEP [73]. A partir de las imagenes 27, 28, 29 y 30 se aprecia que después del
tratamiento, ya no se alcanzan a distinguir los canales de descarga en la superficie de la

muestra, de acuerdo con lo encontrado en la literatura, debido al recubrimiento superficial

completo como se observa en la figura 26.

q

N

Lamina de Ti limpia y Lamina de Ti después del Lamina de Ti después del
pulida tratamiento OEP tratamiento OEP e HT

Figura 26. Cambio del sustrato debido a los tratamientos.

Figura 27. Micrografias MEB después del tratamiento Hidrotermal (OEP+HT+HAp600°C).
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Figura 29. Micrografias MEB después del tratamiento Hidrotermal (OEP+HT+HAp1000°C)
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Figura 30. Micrografias MEB después del tratamiento Hidrotermal (OEP+HT+HApComercial).

Se observa ademads un crecimiento de cristales tipo plato (c-plane) no muy comun en la
superficie de los recubrimientos, este tipo de formacidn se debe a la sobresaturaciéon de la
solucién y la termodinamica interna del proceso como lo reporta Ruffini et al, [30]; también se
aprecia que las muestras HT+OEP+HAp600 exhiben cristales mucho mas definidos en
comparacion a las demas muestras y el recubrimiento con HApComercial presenta un
crecimiento mas demorado después del proceso hidrotermal, contario a los resultados de las
muestras de 800 °C y 1000 °C. Este tipo de crecimiento presenta excelentes propiedades de
adsorcion debido a su mayor superficie de carga, la cual podria tener aplicaciones dentales
[65]. Este tipo de formacion se conoce como fosfatos octocalcicos (FOC). Este tipo de
compuesto se presentan en ciertas condiciones, como en presencia de altas concentraciones
de iones de calcio y fosforo en solucion, y a altas temperaturas y presiones que se dan durante
el proceso hidrotermal. Esto se debe a que la superficie de los cristales de hidroxiapatita es

mas estable en esa direccidn, lo que permite un crecimiento mas rapido y eficiente [74].
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4.3Evaluacion electroquimica

El andlisis electroquimico se realizé con la finalidad de obtener datos preliminares de las
propiedades bioactivas de los recubrimientos sintetizados. Es por esto, que, la solucion
electrolitica a usar es fluido biolégico simulado (FBS). Adicionalmente, esta evaluacién se
realiza para conocer propiedades electroquimicas asociadas como la resistencia a la
biocorrosion, velocidad de corrosién y mecanismos de corrosiéon de las muestras. Por esta

razon, se emplearon dos técnicas electroquimicas enunciadas a continuacion.

4.3.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

La espectroscopia de impedancia electroquimica brinda informacién sobre las diferentes
capas de los recubrimientos sintetizados a fin de conocer las diferentes mecanicas de reaccién
con el medio biolégico simulado a una temperatura de 37 °C durante todo el experimento [70].
Una vez se extrajeron los datos, estos fueron graficados en diagramas de Nyquist a fin de
describir las diferentes reacciones dentro de la celda electroquimica. en la figura 31 y 32 se
presentan los diagramas de Nyquist para las diferentes muestras, en este diagrama se tiene la

impedancia real en el eje x y el negativo de la impedancia imaginaria en el eje y.

En las graficas 31 y 32 se presentan los diagramas de Nyquist de las muestras con OEP y OEP
e HT respectivamente. En estas figuras, se grafica la impedancia real en el eje x contra la
impedancia imaginara en el eje y, a fin de conocer con mayor profundidad los mecanismos de
reaccién de la superficie modificada con fluido biolégico [70]. Se observa que para todas las
medidas se presentan uno o mas semicirculos representando la reaccion de las diferentes

morfologias en las muestras.
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Figura 31. Grafica Nyquits del analisis de las muestras tratadas con OEP.

La figura 31 describe los ensayos EIS para las muestras con tratamiento OEP en presencia de
hidroxiapatita a diferentes temperaturas de calcinacién e hidroxiapatita comercial. Se puede
observar que existe interaccidén del medio electrolitico con dos superficies, esto debido a la
porosidad generada mediante el tratamiento OEP; para bajas frecuencias representa las
propiedades de la barrare interna, mientras que las frecuencias altas corresponden a la
respuesta de la capa porosa externa [12]. Adicionalmente, se observa que la muestra tratada
en presencia de hidroxiapatita calcinada a 800°C presenta una impedancia mayor, pudiendo
significar un mejor comportamiento ante la corrosion, asociado a la degradabilidad de la HAp

por larelacion Ca/P [71].
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Figura 32. Grafica Nyquits del analisis de las muestras tratadas con HT.

En la figura 32 se observan los diagramas de nyquist para las muestras tratadas con OEP e
hidrotermal en presencia de hidroxiapatitas a diferentes temperaturas de calcinacién y
comercial a fin de realizar una comparacion de los efectos que este cambio pueda generar en
las muestras estudiadas. De igual forma que las muestras solo tratadas con OEP, estas
superficies presentan resultados atribuibles a una doble capa, seglin los datos obtenidos.
Inicialmente, se hace evidente que las muestras tratadas en presencia de hidroxiapatita
comercial y calcinadas a 800°C, presentan un mayor rendimiento comparada con las demas.
Esta diferencia de desempefio puede deberse a una mejor adherencia del recubrimiento al
sustrato, a fases cristalinas mas estables o pasivacidn de las superficies [70]-[72], [75]. A fin de
entender mejor el comportamiento de las muestras ante el electrolito se emplearon circuitos
equivalentes que permiten representar mediante un circuito eléctrico las diferentes

reacciones que dan lugar en la celda.
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Figura 33. Circuito equivalente (a) muestras tratadas por OEP y (b) muestras tratadas por OEP e hidrotermal.

En la figura 33 se presentan los circuitos equivalentes que explican el comportamiento de las
muestras dentro de la celda electroquimica. En estos circuitos Rsln da razon de la resistencia
a de la solucioén, C1 junto con Rpo dan razén de la capa porosa superficial y C2, Rrec y C3 dan
razon de la capa de barrera entre la solucion y el sustrato, en el caso de la figura 33(b), se
observa que C3 da referencia a una capa extra debido a la deposicién de hidroxiapatita en la
superficie mediante el tratamiento hidrotermal [12]. En la figura 34 se presenta un esquema
donde se observa mas claramente las superficies interactuantes en el analisis electroquimico

y su equivalencia con los componentes del circuito [73], [75].

Figura 34. Representacion grafica del comportamiento de los circuitos equivalentes.
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4.3.2 Resistencia a la polarizacion. (Tafel)

Se analiz6 el rendimiento de las muestras modificadas por OEP frente a la corrosién, asi como
el sustrato de titanio. Las muestras se estudiaron utilizando PDP (polarizacion
potenciodindmica), donde se polarizaron las muestras en la regién catddica hacia la region
anddica alrededor del potencial de un circuito abierto [72]. Para estimar el comportamiento a
la corrosién se evaldan pardmetros como el potencial de corrosién (Ecrr) y 1a densidad de
corriente de corrosion (icorr), las cuales se miden mediante la extrapolacién Tafel en un rango
de potencial de -250 mV a +250mV alrededor del potencial de circuito abierto. El potencial de

corrosién representa la viabilidad de que ocurra una reaccion de este tipo [72].

Los resultados correspondientes al andlisis por resistencia a la polarizacién con extrapolacién
tafel, se realizd con el objetivo de conocer el mecanismo de corrosion y determinar parametros
importantes como resistencia a la polarizacion (Rp) y Velocidad de corrosion (Vel corr) que
son primordiales en aplicaciones biomédicas como implantes. Con el fin de obtener esta
informacién se presentan los siguientes voltagramas producto de las mediciones Tafel. En las
figuras 35 y 36 se presentan los voltagramas de las muestras por OEP y las muestras con HT
respectivamente, estos se presentan con el logaritmo base diez del valor absoluto de la

corriente en el eje X, y con el voltaje en el eje y.
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Figura 35. Curvas de polarizacién de muestras tratadas con OEP.
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En la figura 35 y 36 se presentan los voltagramas que relacionan el voltaje contra el voltaje de
referencia en el eje y, y el logaritmo base 10 del valor absoluto de la corriente en el eje x, esto
ultimo a fin de obtener informaciéon de los mecanismos de corrosiéon por medio de la
extrapolacion tafel. En los voltagramas se observan las dos semirreacciones catédica y anédica
correspondientes a la reduccién y oxidacion de la muestra estudiada. Es evidente que la
semirreaccion anoddica es mas pronunciada, esto efecto de la corrosion generalizada
caracteristica del titanio [72]. Adicionalmente, se presenta en todos los casos se presenta una
pasivacidn y posterior reactivacion en el rango de 84 a 120 mV que da razén de la creacion de
una capa pasiva de 6xido de titanio y su posterior diluciéon representado por la continuaciéon

en el aumento de la corriente [12], [38], [66], [72], [76].

En la figura 36, se presentan los voltagramas correspondientes a las mediciones de las
muestras con tratamiento OEP en presencia de hidroxiapatita a diferentes temperaturas de
calcinacién. Se observa que, en todos los casos, las muestras tratadas con OEP tienden a
potenciales mas positivos respecto al blanco de titanio, indicando una disminucién en la

velocidad de corrosion [66], [70], [75].

0,3 —
—— Titanio
—— OEP+HT+HApT600
02| OEP+HT+HApT800
—— OEP+HT+HApPT1000
% 01 |—— OEP+HT+HApComercial
S [
€ o00fF
2
= 01F
©
>
_0‘2 -
0,3 F
0,4 sl sanl annil asnal ssul saul
1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4

Log|Corriente (A)|

Figura 36. Curvas de muestras tratadas con OEP e Hidrotermal.
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En la tabla 4 se presentan los valores de potencial, corriente y velocidad de corrosiéon ademas
de la resistencia a la polarizacién. Mediante estos parametros se puede medir

cuantitativamente la calidad de las muestras para su aplicacién final.

Tabla 4. Resultados de las evaluaciones electroquimicas.

ECO RES Polarizacion VEL COR
MUESTRA ICOR
(mV) (KQ) (mpy)
BLANCO 4,031 pA -148 14,02 783,2 e-3
600 OEP 3,472 pA -79,05 9,14 674 e-3
800 OEP 642,4nA -79,09 55,01 124,7 e-3
1000 OEP 184,7nA -24,65 94,03 35,85e-3
COMOEP 2,098 A -111,10 14,59 407,2e-3
600 OEP+HIDRO 119,7 nA -33,54 7,51 1796 e-3
8000EP+HIDRO 852,9nA -62,81 37,03 165,6e-3
10000EP+HIDRO 4,621 pA -118,50 6,64 897,1e-3
COMOEP+HIDRO 922,5nA -63,94 29,84 179,1e-3

A partir de los resultados hallados se hizo la correlacion con las relaciones de Ca/P y las
muestras que se habia se habian tratado con OEP+HT para determinar la importancia de la
relacion Ca/P de cada HAp en los recubrimientos finales, y su comportamiento electroquimico

como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Relacién de la HAp con las variables electroquimicas.

Muestra Ca/P Rp(kQ) Vel Corr (mpy)
6000EP+HIDRO 1,89 7,51 1,796
8000EP+HIDRO 1,76 37,03 0,165

10000EP+HIDRO 2,24 6,64 0,897
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COMOEP+HIDRO 1,67 29,84 0,179

En las figuras 37, 38 y 39 que se encuentran a continuacién se observar graficas de correlaciéon
de la resistencia a la polarizacién, velocidad de corrosion y relaciéon Ca/P en funcién de las
diferentes hidroxiapatitas utilizadas en el proceso. A partir de estas correlaciones se puede
observar que las tendencias de resistencia a la corrosién y resistencia a la polarizacién se
comportan de acuerdo con la relacién de Ca/P, ya que, para la muestra de 800 °C se presentan
los mejores valores de estos parametros. Este comportamiento, también se asocia a la
cristalinidad, porosidad de la hidroxiapatita y tamafio de cristalito, puesto que este valor
cambia a medida que la calcinacién del polvo de hueso supera los 900 °C, y se debe,
principalmente a que estos parametros se ven modificados por el fendmeno de la coalescencia;
lo que significa una reduccion de la cristalinidad, ademas de un cambio en los tamafios de

cristalito, como lo reporta Londofio et al., [43].

Ademas, estos resultados concuerdan con lo analizado en los resultados iniciales de la
modificacién con OEP donde se observa un cambio en la definicién y densidad de poros en las
imagenes MEB, asi como el pico que se presenta en los difractogramas (figura 19) asociado a
la formacién de anatasa mas definido para las muestras asociadas a 800 °C y 1000 °C, siendo
la muestra de 800 °C la que muestra una mayor intensidad debido a estos cambio que
presentan las diferentes HAp asociado a los cambio en la estructura cristalina y 1a composicién
quimica de cada muestra, lo que puede tener incidencia en el comportamiento electroquimico,
debido a la afectacion de la movilidad de los iones en la superficie del material [14], [55], [58],

[59], [61], [66], [67], [70], [77], [78].
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Figura 39. Relacién de Ca/P para las diferentes hidroxiapatitas.

4.3.3 Microscopia electrénica de barrido (MEB)
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Figura 41. Figura 40. Micrografias MEB después de la evaluacién electroquimica (OEP+HT+HAp800).
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Figura 43. Micrografias MEB después de la evaluacién electroquimica (OEP+HT+HApComercial).

A partir de las imagenes se observar las morfologias superficiales de los recubrimientos con la
aplicacion de las diferentes hidroxiapatitas, después del analisis electroquimico. En todas las
muestras se alcanza a ver la formacién de tipo plano (c-plane) de cristales de hidroxiapatita,
pero en las muestras de 800°C y 1000°C se comienza a ver otro tipo de morfologias alargadas

en la direccion del eje c debido al crecimiento de los cristales.
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Figura 44. Disposicion de los planos de hidroxiapatita

Los cristales de hidroxiapatita tienen una preferencia por crecer a lo largo del eje c, que es la
direccion que corresponde a la longitud de la estructura cristalina [74], en la muestra de 600
y comercial se conserva el crecimiento tipo plato, en mayor medida que para las muestras de
800°Cy 1000 °C. Apesar de esto, parala muestra de comercial se logra observar el crecimiento
que se genera a partir de la deformacién de las particulas superficiales que componen el

recubrimiento.

Una vez que se inicia la formacién de hidroxiapatita en el c-plane, el crecimiento en esa
direccion es favorecido debido a las condiciones del entorno y la estructura cristalina de la
hidroxiapatita. La hidroxiapatita se forma a través de la deposicién sucesiva de iones de calcio
y fosfato en la superficie del cristal existente, lo que permite que el cristal crezca en la direccién

c-plane y se vaya consolidando en esa orientacion [30].

Estos compuestos octocalcicos son formas metastables de hidroxiapatita, con una relaciéon
estequiométrica de Ca/P que puede variar, siendo mayor que 1,67 y acercandose a 2.0 o
incluso superandola. Esto se debe a la presencia de iones adicionales de calcio en la estructura
cristalina, lo que resulta en una mayor concentracién de calcio en la superficie del cristal en

comparacion con la hidroxiapatita convencional [79].

Finalmente, a partir de estas imagenes se logra apreciar que las muestras de 800 °Cy 1000 °C
son las que presentan un mayor crecimiento de los cristales con respecto a las muestras de
600 °Cy comercial y esto se puede asociar a lainteraccion con el entorno, lo que puede deberse
a la composicién quimica superficial, a la cristalinidad y solubilidad de los recubrimientos

obtenidos a partir de combinar el método OEP y la ruta hidrotermal [61], [74], [79].
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvo hidroxiapatita a nivel de laboratorio de un subproducto de la industria carnica como
lo son los huesos de oveja variando la temperatura de calcinacién (600 °C, 800 °C y 1000 °C).
Los resultados obtenidos muestran que la temperatura de calcinacién influye en los cambios
fisicoquimicos de las muestras de polvo de hueso ovino. La BHAp mostr6 grandes similitudes
al ser compara con la hidroxiapatita comercial. Para las muestras calcinadas a 600 °C se
observa una pérdida de agua total y material organico, en cambio para la muestra de 800 °C se
evidencia una pérdida de carbonatos, que comienza aproximadamente 705 °C, lo que se
corrobora en los espectros IR donde para la temperatura de 800 °C y 1000 °C ya no se
encuentran los picos de carbonatos. En los resultados de la cristalinidad, la muestra de HAp
calcinada a 800 °C mostrd un mejor resultado comparada con la muestra comercial; de igual
forma, para los resultados de la relacion Ca/P para la muestra de 800 °C y comercial son muy
cercanos, pero la muestra de 800 °C sigue teniendo la relacién de una hidroxiapatita bioldgica,
ya que esta por encima del rango estequiométrico (1,62-1,72). A pesar de esto, la muestra de
800 °C se considera de acuerdo con estos andlisis la mejor muestra para trabajos de

biocampatibilidad.

La modificacion superficial por OEP en el analisis de DRX presentd picos asociados al Ti puro
y un Unico pico representativo de TiO, en forma de anatasa, por lo que se puede inferir que los
sustratos de titanio soportaron temperaturas inferiores a 400 °C, y debido a esto tampoco se
logran apreciar picos de la hidroxiapatita, ya que a esta temperatura la HAp no alcanza a
recristalizarse. El andlisis morfoldgico refleja los canales de descarga en la superficie de la
muestra, obtenido a las microarcos (microdescargas) que tienen lugar en el proceso de OEP;
con lo que se obtienen al final una superficie porosa. El analisis elemental muestra en la

superficie elementos como Ti, P y Na, debido a que, son los iones que participan de la reaccién.

En el andlisis por DRX de los recubrimientos por ruta hidrotermal, se obtuvo los picos
asociados a la HAp en todas las muestras tratadas. A partir de los resultados, se entiende que
la HAp logro la recristalizacion superficial en la superficie de la ldmina de titanio, consiguiendo
rellenar, los canales de descargas obtenidos por OEP; adicionalmente, en los difractogramas se
obtuvo picos asociados a la formaciéon de TiO; en fase rutilo, y ya no se consigui6 observa la
fase anatasa en la muestras tratadas por HT, consecuente con lo informado en la literatura

sobre la forma de rutilo, para lo cual se necesita, temperaturas superiores a 100 °C, tiempo de
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tratamiento superior a 10h y una solucidn agresiva. La morfologia superficial después del

tratamiento con HT presenta cristales c-plane hexagonales

A partir de los resultados obtenidos se puede inferir que la oxidacién electrolitica por plasma
y el método hidrotermal, funcionan muy bien como técnicas de recubrimientos
complementarias, ya que se ve un aumento en la resistencia a la corrosiéon de las muestras
tratadas con OEP a las muestras tratadas con OEP e HT, esto se asume debido a que las
cavidades formadas por la reacciéon de OEP son rellenadas en el proceso HT. Ademas, en la
resistencia a la polarizacién también se observa una mejora significativa. En las dos
evaluaciones se tiene que la mejor muestra fue la de hidroxiapatita calcinada a 800°C, debido
a sus caracteristicas, como porcentaje de cristalinidad, tamafio de cristalito, entre otras;
superiores a las demas muestras. Se observo ademas que, aunque la hidroxiapatita comercial
presenta un recubrimiento, mas ordenado, por su morfologia esférica y tamafios de particulas
regulares, no pudo superar, el crecimiento de la HAn con la aplicacién de la técnica HT, ni tuvo
las mejores respuestas en cuanto a las evaluaciones electroquimicas propuestas para este

experimento.

5.1 PRODUCTOS DE LA TESIS

A raiz de este trabajo se presentaron los avances de la tesis en el Congreso Internacional de

Fisicay Tecnologias Emergentes:

e Ponencia tipo poster titulado “Andlisis electroquimico de los recubrimientos de
hidroxiapatita ovina crecidos por ruta hidrotermal sobre capas de TiO; obtenidas por

oxidacién electrolitica por plasma” Manizales, diciembre de 2021.

A partir de este trabajo de investigacion se publico parte de los resultados:
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e Articulo publicado: Influence of the calcination temperature on the crystallographic,
compositional, and morphological properties of natural hydroxyapatite obtained from

sheep bones, Scientia et Technia, 2021.

5.2 RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Para este trabajo se considerd un analisis electroquimico en fluido bioldgico simulado, lo
cual seria de gran interés como punto de partida para cinéticas de bioactividad, y pruebas

experimentales in vitro e in vivo.

Por otra parte, teniendo en cuenta los recubrimientos obtenidos por oxidacidn electrolitica
por plasma se puede extrapolar en piezas de diferentes geometrias, para diferentes
aplicaciones biomédicas. También, evaluar diferentes ciclos utiles para la modificacién

superficial por OEP y deposicién de semillas en los sustratos.

En el presente trabajo se utilizaron parametros determinados del proceso hidrotermal que
se aplico a todas las muestras. Se recomienda realizar un estudio con la variacién de estos

parametros, ya que podrian generar diferentes estructuras en el material de interés.

Adicionalmente, se podria pensar en la incorporar de iones de interés en la superficie del
recubrimiento para evaluar su afectaciéon en el desempefio de la bioactividad de los

recubrimientos.
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