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RESUMEN

Se estudio la aleacion Zr-2.5%Nb para utilizarla como potencial material implantable
para la fabricacion de dispositivos oseointegrables de uso biomédico. Con el objetivo de
evaluar las propiedades anticorrosivas y optimizar la oseointegracidon, se anodizaron probetas
en solucién de acido fosforico (HsPO,) durante 60 minutos a potenciales de 30V, 60V, 90V y
120V. Se caracterizaron los colores de los dxidos obtenidos para los diferentes potenciales
aplicados. Se estudié mediante microscopia electrénica de barrido (MEB) la morfologia del film
anddico crecido en las probetas anodizadas como asi también se evaluaron sus componentes
quimicos por espectroscopia dispersiva de energia (EDS). Se evalué mediante diversos
parametros de rugosidad, la superficie de las probetas anodizadas a diferentes potenciales

respecto de las probetas sin anodizar.

Con el objetivo de evaluar la resistencia a la corrosién, se realizaron ensayos en
solucién simulada de fluido biolégico (SBF), reproduciendo las condiciones del medioambiente
al que estardn sometidos los implantes durante su vida util. Previamente a estos ensayos, las
muestras fueron inmersas en SBF durante periodos de 24 horas y 30 dias, para estudiar el
efecto del tiempo de inmersién en SBF. Se trazaron curvas de polarizacién anddica en solucidn
SBF de las muestras anodizadas a diferentes potenciales como de muestras sin anodizar.
Luego del trazado de las curvas se procedid a estudiar las morfologias superficiales mediante

MEB y al estudio de los compuestos quimicos mediante EDS.

Para evaluar la respuesta biolégica en relacién con la capacidad de oseointegracion de
las variables en estudio, se utilizé el modelo experimental in vivo del laminar Implant Test. Se
implantaron en las tibias de las ratas muestras anodizadas (30V, 60V, 90V y 120V) y sin
anodizar (0V), siendo éste el patron de control. Luego de 30 dias de implantacion, se practicé
la eutanasia de los animales, las tibias fueron resecadas e incluidas en resina acrilica. Se
obtuvieron cortes por desgaste coloreados con azul de toluidina al 1%. Posteriormente se
realizd el estudio histolégico e histomorfométrico, determinandose el grado de
oseointegracion y el volumen de tejido 6seo neoformado en relacién a las muestras

implantadas.
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Se mostré que el anodizado de la aleacién Zr-2.5%Nb mejora la resistencia a la
corrosidn, como asi también su capacidad de oseointegracion.

El mayor porcentaje de oseointegracién ocurrié en muestras a 30V y 120V, pero al
evaluar en conjunto el mejor comportamiento bioldgico, las muestras anodizadas a 120V
fueron las que presentaron el menor volumen éseo peri-implante, resultando tener un mayor

porcentaje de oseointegracion las muestras anodizadas a 30V respecto del resto de probetas.

El éxito clinico de un implante requiere la dptima combinacién entre un adecuado
volumen &seo peri-implante y una apropiada oseointegraciéon. Es por ello que de todos los
potenciales evaluados, el anodizado de 30V resultd ser el dptimo desde el punto de vista
biolégico presentando un porcentaje de oseointegracion del 30% superior al Zr-2.5%Nb sin
anodizar, que fue del 12%, y al resto de los potenciales; y un volumen dseo peri-implante de

30.000 um? similar al control, 38.000 pm?2.

De esta forma se pudo evidenciar la factibilidad del uso de la aleacién de Zr-2.5%Nb
como potencial material de implante, a través del estudio in vitro en soluciones simuladas de

fluido biolégico y el estudio in vivo mediante practicas experimentales en animales.

Palabras clave: Zr-2.5%Nb, implantes, anodizado, corrosion, oseointegracion.
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ABSTRACT

Zr-2.5% Nb was studied to be used as a potential implantable material for the
manufacture of osseointegrating biomedical devices. In order to improve osseointegration and
to increase its anticorrosive properties, probes were anodized in H3;PO, solution for 60 minutes
at different potentials (30V, 60V, 90V and 120V). Different colors of anodized samples were
obtained at different potentials. The morphology and the chemical composition of the anodic
films were studied by scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray
spectrometry (EDS). The surface of the anodized test specimens was evaluated through

different roughness parameters.

In order to evaluate the corrosion resistance of the material obtained, electrochemical
tests were performed in simulated biological fluid (SBF) solutions, reproducing the
environmental conditions to which the implants will be subjected during their useful life. Prior
to these tests, the samples were immersed in SBF for periods of 24 hours and 30 days, to study
the effect of immersion time in SBF. Anodic polarization curves were recorded after the
different time periods in SBF solution for specimens that had been anodized at different
potentials as well as for those that had not undergone the anodizing process (control
specimens). After the electrochemical tests, the morphology and chemical composition of the

surfaces were studied by SEM/EDS analysis.

In vivo studies were performed with the aim at evaluating the osseointegration
capacity. Anodized samples were implanted at the studied voltages 30V, 60V, 90V and 120V,
as well as 0V, being this the control pattern. This study was performed in Wistar rats using the
laminar test experimental model. After 30 days of implantation, the degree of

osseointegration and the new bone volume around the implanted samples were determined.

It was found that the anodization of Zr-2.5% Nb improves its resistance to corrosion, as

well as its osseointegration capacity, measured through the percentage of osseointegration.

The highest percentage of osseointegration occurred in samples anodized at 30V and

120V, but samples anodized at 120V showed the lowest peri-implant bone volume.
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The clinical success of an implant requires the optimum combination between an
adequate peri-implant bone volume and an appropriate osseointegration, characteristics that
were found only on samples anodized to 30V potential. Therefore, 30V is the ideal anodizing
potential from the biological point of view, presenting a percentage of osseointegration of
30%, higher than those obtained in non-anodized Zr-2.5%Nb and in anodized specimens at the
other anodizing potentials; and a peri-implant bone volume of 30,000 pum?, similar to the

control specimen which was of 38,000 pm?.

In this way, the feasibility of using the Zr-2.5% Nb alloy as potential implant material
was demonstrated through in vitro study in simulated biological fluid solutions and in vivo

studies using an experimental animal model.

Key words: Zr-2.5%Nb, implants, anodized, corrosion, osseointegration.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Capitulo I: INTRODUCCION

1.1 - Biomateriales

1.1.1-Definicién

Se define como biomaterial a cualquier sustancia o combinacidon de sustancias de
origen natural o artificial que puede ser usada durante cierto tiempo como un todo o como
parte de un sistema que permite tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, érgano o funcién

del cuerpo humano [1].

Los biomateriales son empleados en distintos contextos y cada uno de ellos asociado a

algun tipo de aplicacién particular:

a) Para reemplazo de partes dafiadas, enfermas o faltantes, por ejemplo: maquina para
dialisis renal, reemplazo de la articulacion coxofemoral (cadera), implantes y protesis dentales,

etc.

b) Para asistir en cicatrizaciones y curaciones: suturas quirurgicas, placas y tornillos para

fijacién de fracturas dseas, etc.

c) Para mejorar funciones: marcapasos cardiaco, lentes de contacto, etc.
d) En correcciones estéticas: modificacion de labios, pechos, barbilla, etc.
e) Como ayuda para diagnésticos y tratamientos: catéteres, electrodos especificos,

drenajes, etc.

La razén primaria del empleo de biomateriales es que reemplazan fisicamente a un
tejido blando o duro que ha sido dafado o destruido a través de un proceso patolégico
(enfermedad) o accidental. Aunque los tejidos y las estructuras del cuerpo humano llevan a
cabo correctamente su funcidon durante un largo periodo de tiempo, pueden sufrir una amplia

variedad de procesos de degradacion que incluyen fracturas, infecciones, cancer, etc., y que
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CAPITULO I: INTRODUCCION

causan desfiguraciones y/o pérdidas de la funcidn. Bajo tales circunstancias, puede ser posible

remover el tejido dafiado y reemplazarlo o corregirlo por medio de un adecuado biomaterial.

1.1.2 - Clasificacidon de biomateriales segtin su respuesta al contacto con tejido organico

Todos los materiales producen algun tipo de respuesta al estar en contacto con los

tejidos organicos. De acuerdo a esta respuesta, se pueden clasificar a los biomateriales como

[2]:

Toxico

Se denominan biomateriales tdxicos a aquellos que generan que el tejido circundante
muera. Es obviamente importante que ningln material implantado provoque una respuesta tal
gue mate a las células de los tejidos circundantes o bien que libere quimicos que causen un

dafio sistémico de los tejidos.

No-téxico y biolégicamente inactivo

Cuando el biomaterial es no téxico y biolégicamente inactivo se puede decir que es
inerte. La mayoria de los materiales inertes deben esta propiedad al hecho de que al colocar el
implante en contacto con el cuerpo humano, se forma una cdpsula de tejido fibroso no
adherente de espesor variable alrededor del material de implante [3] . La capsula de tejido
fibroso es un mecanismo de proteccidon que aisla al implante del tejido circundante. Los
metales, cerdmicos y la mayoria de los polimeros biocompatibles se pueden clasificar como
casi inertes. En las aleaciones de titanio, alimina o circonio la capa fibrosa que se forma es
usualmente muy delgada, mientras que en materiales mas reactivos, como las aleaciones Co-
Cr o el acero inoxidable se forman capas de mayor espesor. Esto es consecuencia de la
reactividad superficial, a mayor reactividad, mas tiempo le toma a la capa fibrosa lograr un
equilibrio quimico entre la superficie del implante y el tejido circundante. El espesor de la capa
fibrosa también depende del movimiento interfacial y éste a su vez de qué tan anclado se
encuentre el implante. Si el movimiento interfacial tejido-implante es minimizado, la respuesta
fagocitica serd transitoria y el espesor de la capa serd mds delgada, si por el contrario, hay
movimiento interfacial, se forma una cdpsula completa con espesores de hasta cientos de

micrémetros. Mientras mayor sea el espesor de la capsula fibrosa es mas probable que a largo

Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de
biocompatibilidad. Pagina 10



CAPITULO I: INTRODUCCION

plazo el implante se afloje, lo que puede producir fractura del hueso en la regién adyacente al

implante [4].

No-tdxico y biolégicamente activo

Cuando el material es no tdxico y bioldgicamente activo, se dice que es bioactivo. Un
material bioactivo exhibe una reactividad quimica controlada que cambia con el tiempo y sufre
reacciones quimicas en la superficie que favorecen algun proceso bioldgico. Por ejemplo, se
forma un enlace interfacial entre el tejido y el implante que previene el movimiento entre los
dos materiales. El enlace interfacial formado imita el tipo de interface que se forma cuando los
tejidos se auto-reparan o regeneran de forma natural. Entre los materiales bioactivos se

encuentran los vidrios ceramicos Bioglass®, silica meso-porosa y los fosfatos de calcio.

Biodegradable

Un material biodegradable es no téxico y se disuelve al colocarlo en el medio bioldgico.
La composicion del material debe ser tal que pueda ser disuelto quimicamente por los fluidos
fisioldgicos, o bien consumido por los macréfagos. Estos materiales se disefian para degradarse
gradualmente en el tiempo y ser reemplazados por tejidos naturales. Se utilizan para inducir la
regeneracion del tejido en lugar de sustituir a un érgano, las velocidades de reabsorcién deben
calcularse e igualarse a las velocidades de regeneracion del tejido. Los ejemplos incluyen

polimeros y aleaciones de magnesio.

1.1.3 - Clasificacion de los biomateriales segtin su naturaleza

Biomateriales metalicos

En la década de 1920, Reiner Erdle y Charles Orange, quienes unieron sus
conocimientos de médico dentista y metalurgista, respectivamente, desarrollaron la aleacién
Vitallium, que fue el primer biomaterial metalico aleado con caracteristicas mecanicas de
biocompatibilidad y de resistencia a la corrosién, aceptables para aplicaciones en prétesis
quirurgicas. Esta aleacion de cobalto (Co30Cr5Mo), fue el punto de partida para una serie de
investigaciones multidisciplinarias en el desarrollo de nuevas aplicaciones ortopédicas, como
clavos, tornillos y fijadores de huesos fracturados, ademas de varios tipos de implantes de

reemplazo articular, como cadera, rodilla, hombro, codo, entre otras.

e ——————————————
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Posteriormente, en la década de 1930 se desarrolla el acero inoxidable grado
quirdrgico 316LQ, que es un acero con bajo contenido de carbono, 18 por ciento de cromo, 8

por ciento de niquel, y 2 por ciento de molibdeno.

Otras aleaciones que han tomado gran importancia en aplicaciones aeronduticas y
aeroespaciales, asi como en aplicaciones médicas para implantes quirdrgicos, son las de base
titanio, especialmente la aleacién Ti6Al4V, la cual presenta ventajas en peso, propiedades
mecanicas y de resistencia a la corrosion con respecto a las aleaciones base cobalto y acero
inoxidable. Sin embargo, tiene una resistencia baja al desgaste, asi como un alto costo. Esta
aleacién ha sido modificada, intercambiando el Vanadio por el Niobio, lo cual ha dejado una

notable mejora en el indice de biocompatibilidad.

Por otra parte, con el objeto de incrementar la resistencia al desgaste, se ha
implementado el uso de recubrimientos duros en cabezas femorales, aplicados mediante
técnicas de deposicion fisica en fase vapor (PVD), ademds de utilizar materiales ceramicos

como alimina (Al,Os) o circonia (ZrO,).

Biomateriales poliméricos

Existe una gran variedad de polimeros biocompatibles: los polimeros naturales, como
la celulosa, glucosalina y polimeros sintéticos, como, por ejemplo, polietileno de ultra alto
peso molecular (UHMWPE), PVC, nylon, silicona, etcétera. El desarrollo de los biopolimeros en
las aplicaciones incluye protesis faciales, partes de prétesis de oido, aplicaciones dentales,

marcapasos, rifiones, higado y pulmones.

Peliculas delgadas y capas de PVC se utilizan en bolsas de almacenamiento vy
empaquetamiento quirdrgico de sangre y otras soluciones, partes de eséfago, segmentos de
arterias, suturas biodegradables, partes de implantes articulares en dedos, acetabulo de

caderay rodilla, entre otros.

Biomateriales ceramicos
Los biocerdmicos son compuestos quimicos complejos que contienen elementos
metalicos y no metalicos. Debido a sus enlaces idnicos y covalentes, son generalmente duros y

fragiles. Ademas de tener un alto punto de fusidn y una baja conductividad térmica y eléctrica,
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CAPITULO I: INTRODUCCION

los cerdamicos se consideran resistentes al desgaste. Los principales biocerdmicos son alimina,
circonia, hidroxyapatita, porcelanas, vidrios bioactivos, etcétera. Sus principales aplicaciones
estdn en el sistema dseo, con todo tipo de implantes y recubrimientos en prétesis articulares;
también se utilizan en aplicaciones dentales, en valvulas artificiales, cirugia de la espina dorsal

y reparaciones craneales.

1.1.4- Aplicaciones mas frecuentes de los biomateriales

La red conceptual mostrada en la figura 1.1 nos muestra el camino que hay entre un

biomaterial y sus aplicaciones.

| BIOMATERIALES

~ 1

| BIOCOMPATIBILIDAD

+’ Ortopedia
Cardiovasculares

DISTINTOS REQUERIMIENTOS g::::‘l‘::“g‘ as
MECANICOS-QUIMICOS-FUNCIONALES Dermatolégicas
ry Liberacién de medicamentos

¢ Otras_.

H TIPOS DE BIOMATERIALES ”

= N J

H METALICOS || " POLUMERICOS || ” CERAMICOS " " COMPUESTOS ||
1 4 1 i
Propiedades Propiedades Propiedades Propiedades
1
Formas de procesar Ejemplos Ejemplos Matriz  Refuerzo
Ejemplos PVC Alimina Ejemplos
1 Polietileno Zirconia 4
Acero inoxidable Polipropileno Hidroxiapatita Fiberglass
Aleaciones base cobalto Poliéster Vidrios Bioactivos Kewviar
Aleaciones base titanio  Polimetilmetacrilato
Aleaciones para Polidimetisiloxano
aplicaciones dentales L
1
AN
| APLICACIONES

Figura 1.1: Red conceptual que resume el camino que hay entre un biomaterial y sus aplicaciones [5].

La figura 1.2 muestra algunos ejemplos de biomateriales en algunas de las diferentes

areas de la medicina.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Implantes Placas
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Figura 1.2: Aplicacién de biomateriales en la reparacién o reemplazo

de diversas partes del cuerpo humano [1] .

Un biomaterial debe permanecer intacto por un largo periodo y no fallar hasta la
muerte de la persona. Este requerimiento demanda un periodo de servicio minimo de entre 15

y 20 afios para pacientes ancianos y mas de 20 afios para pacientes jévenes [6].
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Los implantes ortopédicos son generalmente montados sobre el sistema esquelético
del cuerpo humano para la curacién, la correccion de deformidades o la restauracion de

pérdidas funcionales de partes originales del cuerpo [7].

Los usos mads frecuentes de los biomateriales se encuentran en el campo de la
ortopedia, la cirugia cardiovascular, la oftalmologia, la odontologia, la cicatrizacién y
reparacion de heridas y fracturas y en sistemas de distribucién de medicamentos en el

organismo.

1.1.4.1 - Ortopedia

Una de las mas prominentes dreas de los biomateriales es su aplicacidon en implantes
ortopédicos. Existen enfermedades que afectan la estructura de las articulaciones de cadera,
rodilla, hombro, codo, etc.,, que originan dolor y eventualmente inmovilidad. Con el
advenimiento de la anestesia, antisépticos y antibidticos ha sido posible el reemplazo total de
dichas articulaciones (figura 1.3) y la recuperacion de los pacientes, tanto en lo concerniente a

la pérdida del dolor como de la movilidad de la articulacidn.

Las articulaciones artificiales de cadera son fabricadas en titanio, acero inoxidable,
aleaciones cobalto-cromo, cerdmicas, materiales compuestos y polietileno de ultra alto peso

molecular. /

(
) Copa
Pelvis % ( acetabular

Agente de
Fijacion

Tallo /

Agente de
Fijacion

Esfera

Fémur e \
Figura 1.3: Esquema de protesis total de cadera cementada [5].
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1.1.4.2 - Aplicaciones cardiovasculares

En el sistema cardiovascular, es decir, el corazén y los conductos que permiten circular
a la sangre por todo el cuerpo, pueden generarse problemas con las valvulas del corazén y las
arterias; problemas que pueden subsanarse con el adecuado empleo de biomateriales. Al
igual que con los implantes ortopédicos, para esta aplicacién se emplea una gran cantidad de

biomateriales metalicos, ceramicos y poliméricos.

También es frecuente que las arterias —en particular las coronarias— se obstruyan por
la presencia de depésito de grasas (arteriosclerosis), en cuyo caso, tales sectores pueden
reemplazarse con arterias artificiales o ensanchar su diametro con un dispositivo denominado

stent (figura 1.4), que suele estar fabricado de una aleacion titanio-niquel.

Figura 1.4: Stent utilizado para ensanchar el didmetro de vasos sanguineos [5].

A su vez, para aquellas enfermedades que implican una modificacion en el ritmo
cardiaco, la medicina ha dado la respuesta a este problema por medio de los marcapasos.
Estos, son fabricados con una amplia variedad de materiales plasticos y con contactos

eléctricos metalicos.

1.1.4.3 - Oftalmologia

Los tejidos oculares pueden sufrir diversas enfermedades que conducen a una

reduccion de la vision y, eventualmente, a la ceguera.

Para resolver dichos problemas, se utilizan las lentes intraoculares (figura 1.5) que se

fabrican en polimetilmetacrilato, elastomeros de silicona u otros.
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Figura 1.5: Lente de contacto intraocular de silicona con asas de poliamida [5].

1.1.4.4 - Odontologia

En la cavidad bucal, tanto los dientes como los tejidos que los sostienen pueden
deteriorarse a causa de enfermedades bacterianas o simplemente como consecuencia del

paso del tiempo.

Los biomateriales permiten a través del empleo de prdtesis dentales, fabricadas con
diversos ceramicos, polimeros y aleaciones metdlicas o por el uso de implantes dentales
fabricados con titanio y de aparatos de ortodoncia construidos con acero inoxidable,
restablecer adecuadamente la funcidn masticatoria ya sea a través de reparaciones o del

reemplazo total de las piezas dentarias perdidas (figura 1.6).

Figura 1.6: Prétesis dentales no permanentes fabricadas con metal y polimero [5].
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1.1.5-Biocompatibilidad

Cualquier biomaterial, para poder ser implantado, debe cumplir unos requisitos
generales que se engloban en el concepto de biocompatibilidad, en el que se considera la
tolerancia de dicho material, su bioestabilidad tanto a corto como a largo plazo, o el
mantenimiento de sus propiedades y estructura quimico-fisica en el entorno bioldgico durante

el tiempo que permanezca en el organismo.

Para determinar la biocompatibilidad de un nuevo o potencial biomaterial se deben
realizar inicialmente ensayos que orienten sobre su comportamiento en entornos que simulan
al fisioloégico (en solucidn simulada de fluido bioldgico). Una de las herramientas basicas
utilizadas en los estudios de biocompatibilidad son los cultivos celulares, que permiten
determinar cédmo responden las células a la presencia de diferentes materiales, evaluando
como se produce la adhesidon celular, extensién, crecimiento en presencia del material, o
determinando las actividades enzimdticas y metabdlicas que pueden alterarse por la presencia
del material objeto de estudio. Aquellos biomateriales que superan los ensayos in vitro
mostrando una buena biocompatibilidad pasan a ser probados en los ensayos in vivo, que
consisten en la implantacion del potencial biomaterial en animales de experimentacion [8];
éstos son estudios previos a la utilizacién clinica de los mismos. En ellos se determina la
respuesta de un organismo a la implantacién de un biomaterial; se analiza el tipo de células
presentes en el implante y en las proximidades del mismo, si se ha producido inflamacién o se
ha desarrollado un proceso de rechazo. Ademads del tipo de animal que se seleccione, se debe
considerar el tejido donde se realiza la implantacidn, el tiempo de implantacion (requiriéndose
a veces afios para dar por finalizado un estudio de biocompatibilidad) y seleccionar aquellos
modelos de estudio cuyos resultados se puedan extrapolar al hombre. Los tipos de

implantacion que se pueden realizar son sub-cutdnea, intramuscular, intravascular y dsea.

1.1.6 - Factores influyentes en la biocompatibilidad

Los principales factores que influyen en la biocompatibilidad de un material son los

siguientes:
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- Factores quimicos y electroquimicos: La composicién del material determina en gran
medida su potencial toxicidad. Por ejemplo, los polimeros pueden ser téxicos por si mismos o
por la accién de sus productos de degradacién. En el caso de los metales, la corrosién puede
provocar la presencia de iones metdlicos producto de la disolucion del biomaterial y estos

iones pueden resultar dafiinos para el organismo.

- Factores superficiales: La superficie de un material puede tener caracteristicas
hidrofilicas o hidrofdbicas, lo que condiciona la aptitud de las proteinas para la adsorcién v,
secundariamente, su tolerancia. En general, los materiales de superficie hidréfila son mejor

tolerados.

- Factores mecanicos: Las interacciones en la interfaz entre el tejido y el biomaterial
condicionan la respuesta tisular. Es el caso de los implantes intradseos en que se puede
producir la formacidn de tejido fibroso mediado por fuerzas de tracciéon o de cizallamiento, o

de tejido dseo, por interaccidon de compresion.

- Factores geométricos: La respuesta a un mismo material depende de la
granulometria, geometria y cantidad de éste, de tal manera que la reaccion es distinta si la
formulacion es compacta o particulada. En general, el implante en forma de particulas genera

una respuesta cuantitativamente mejor.

1.2-Biometales

Los materiales metdlicos presentan buenas propiedades mecanicas (resistencia,
tenacidad, dureza, elasticidad, etc.) respecto a otros materiales como ceramicos y polimeros.
Esto hace que sean los materiales mas adecuados para aplicaciones estructurales, como
pueden ser protesis articulares, placas de osteosintesis, tornillos de fijacidon, implantes

dentales, entre otras aplicaciones.

Los materiales metdlicos implantables, deben presentar una buena resistencia a la
corrosion, ya que si se produce la oxidacién del metal por el ambiente hostil del cuerpo
humano, ademas de que el implante se debilita, se produce una liberacién de productos de

corrosion a los tejidos circundantes que producen efectos no deseables [9].
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Para que un metal llegue a ser biomaterial es necesario que cumpla otros requisitos

especificos, tales como:

- Biocompatibilidad: biolégicamente aceptable (aceptado por el organismo sin provocar

rechazo), no téxico, inerte o quimicamente estable.

- Biofuncionalidad: buenas propiedades mecanicas (flexibilidad, dureza, resistencia a la fatiga,

etc.), densidad y pesos adecuados, diseifio adecuado y adaptabilidad.

- Bioactividad: integracién con moléculas bioldgicas, regeneracién del tejido, capacidad de
responder a sefiales provenientes del medio induciendo una respuesta especifica del tejido

biolégico circundante.

Los materiales metdlicos mas utilizados en la actualidad para la fabricacion de
implantes son los aceros inoxidables, las aleaciones cobalto-cromo vy el titanio puro o aleado
con otros metales. En la tabla 1.1 se muestran los diferentes metales o aleaciones mas usados

en la industria biomédica.
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Metal o aleacién

Caracteristicas

Acero inoxidable
316LVM

Esta aleacidon proviene de la modificacién de la aleacién 316L, se
caracteriza por ser totalmente reciclable por su alta resistencia ala
corrosién y propiedades higiénicas; posee una adecuada relacién
resistencia mecanica-peso. Ademas combina la biocompatibilidad y
biofuncionalidad a bajos costos.

Titanio CP

Su composicion es superior al 99% de Ti y empez0o a ser utilizado en la
fijacion de fracturas éseas a mediados de la década de los 50. Para
implantes quirdrgicos el sector médico lo utiliza en grados 1,2,3 y 4,

pero por su mayor resistencia y buena ductilidad, habitualmente
emplea el titanio CP grado 4.

Ti6Al4V ELI

Es la mas utilizada entre todas las aleaciones de titanio, para fabricar
prétesis que requieran una permanencia larga o definitiva. Es un
biomaterial muy liviano, con alta tenacidad y buen comportamiento a
temperaturas elevadas, igualmente posee una perfecta resistencia a la
corrosion, al producir una fina capa superficial de éxido que lo protege
e impermeabiliza.

CoCrMo

Esta aleacidon de moldeado fue la primera utilizada en prétesis de
cadera, posee buena resistencia a la corrosién y al desgaste, hoy es
empleada en piezas coladas y su campo de aplicacién se observa en las
restauraciones totales o parciales de cadera o rodilla.

CoNiCrMo

Tienen una alta resistencia mecanica, siendo utilizada en vastagos de

cadera, rodilla, hombro y mano. Su resistencia a la corrosion y la fatiga

es elevada. Contiene aproximadamente un 35% de cobalto y niquel en

peso. Para trabajarla mecanicamente solo se puede utilizar el proceso
de forja en caliente.

Nitinol

Aleacién de igual numero de atomos de niquel y titanio, conocida
como uno de los nuevos materiales con memoria de forma, debe sus
propiedades a una transicion de fase entre una estructura de austenita
(ductil y maleable) y otra de martensita (fragil y dura).

TAN (Ti6AI7Ni)

Es una aleacidn relativamente nueva en la fijacion de fracturas; sus
propiedades mecanicas son muy similares a la de Ti6Al4V, pero en este
caso el vanadio es sustituido por el niquel.

1.2.1-Circonio

Tabla 1.1: Biomateriales metdlicos mas empleados [10].

El nombre del metal, circonio (figura 1.7), proviene del término arabe “zargon” (de

color dorado), que a su vez proviene de las palabras persas “zar” (oro) y “gun” (color).

Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de

biocompatibilidad.

Pagina 21




CAPITULO I: INTRODUCCION

El circonio es un elemento quimico de niumero atémico 40 y peso atémico 91,224
g/mol. Situado en el grupo 4 de la tabla periddica de los elementos. Su simbolo es Zr. El

nombre de circonio se toma del mineral circén.

Figura 1.7: Mineral de circonio [11].

Es un metal de transicién, brillante, de color blanco grisaceo, duro, resistente a la
corrosidn, de apariencia similar al acero. Los minerales mds importantes en los que se
encuentra son el circén (ZrSiO,) y la badeleyita (ZrO,), aunque debido al gran parecido entre el
circonio y el hafnio (no hay otros elementos que se parezcan tanto entre si) realmente estos
minerales son mezclas de los dos; los procesos geoldgicos no han sido capaces de separarlos.

Sus estados de oxidacion mas comunes son +2, +3y +4.

El circonio presenta una alta resistencia a la corrosion por alcalis, acidos, agua salada y
otros agentes. La razén de su buena resistencia a la corrosién radica en el hecho de que el
metal no es reactivo a la temperatura ambiente, porque se forma una capa de éxido nativo
muy fina en la superficie. La capa hace que el metal esté pasivado y permanece con brillo al

aire practicamente en forma indefinida.

La tabla 1.2 muestra las principales caracteristicas y propiedades del circonio puro.
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Zirconio
Simbolo quimico Zr
Numero atémico 40
Grupo 4
Periodo 5
Aspecto blanco grisaceo
Bloque d
Densidad 6511 kg/m3
Masa atémica 91,224 u
Radio medio 155 pm
Radio atomico 206
Radio covalente 148 pm
Configuracién electrénica [Kr]4d25s2
Electrones por capa 2,8,18,10,2
Estados de oxidacion 4
Oxido anfétero
Estructura cristalina hexagonal
Estado solido
Punto de fusiéon 2128 K
Punto de ebullicion 4682 K
Calor de fusién 16,9 kJ/mol
Presién de vapor 0,00168 Paa 2125 K
Electronegatividad 1,33
Calor especifico 0,27 J/(K-kg)
Conductividad eléctrica 2,36:1065/m
Conductividad térmica 22,7 W/(K-m)

Tabla 1.2: Caracteristicas del circonio [11].

Las aleaciones de base Zr son utilizadas en la fabricacidon de materiales estructurales y
de vainas para los elementos combustibles de los reactores nucleares. Esto es debido
fundamentalmente a su baja seccién eficaz de absorciéon de neutrones, a su buena resistencia
a la corrosién y a sus propiedades mecdnicas a la temperatura de funcionamiento de dichos

reactores (T<300°C).

Las aleaciones de base Zr usadas mas frecuentemente como materiales estructurales
del reactor y en las vainas de elementos combustibles son el Zr-2.5%Nb, Zircaloy-2 (Zry-2) y el

Zircaloy-4 (Zry-4).
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Con respecto a su potencial aplicacion como biomaterial, cabe destacar que las
pruebas de manejo del circonio realizadas muestran que posee muy baja toxicidad.
Generalmente no produce consecuencias el contacto con sus compuestos, aunque algunas
personas son alérgicas a ellos. Esa alergia se manifiesta por la aparicién de granulomas no
malignos. La inhalacién de aspersores que contienen ciertos compuestos y polvos metalicos de
circonio tiene efectos inflamatorios. El Zr presenta un alto nivel de compatibilidad con Ia
sangre cuando se utiliza en los implantes cardiovasculares y conduce a una mejor resistencia a

la corrosiéon debido a la formacion de la capa de dxido estable [12].

A pesar de que las caracteristicas fisicas y quimicas del circonio (aceptable resistencia
mecanica, buena biocompatibilidad [13] [14] y resistencia a la corrosion) lo postulan como
buen candidato para aplicaciones bioldgicas, como ser implantes quirurgicos [15] [16]; su
comportamiento in vitro e in vivo no ha sido aun sistematicamente estudiado [16]. Algunos
estudios in vivo han demostrado que el circonio y algunas de sus aleaciones tienen la
capacidad de promover la oseointegracion [17] (incluso en un mayor grado que los implantes
de titanio en las interfaz hueso-implante [18]), y que su citotoxicidad es muy baja, en algunos

casos menor a la del titanio.

1.2.2-Niobio

Su simbolo quimico es Nb, nimero atémico 41 y su peso atémico 92,906 g/mol. En
Estados Unidos este elemento se llamé originalmente columbio. La industria metalurgica y los
metalurgistas aun utilizan este nombre antiguo. La mayor parte del niobio se usa en aceros
inoxidables especiales, en aleaciones de alta temperatura y en aleaciones superconductoras

como Nb3Sn. El niobio también se utiliza en pilas nucleares.

Es inerte a todos los acidos, menos el fluorhidrico, supuestamente por tener, al igual
que el Zr, una delgada pelicula de dxido sobre la superficie muy resistente a la corrosién. El
niobio metdlico se oxida lentamente en solucion alcalina. Reacciona con el oxigeno y los
haldgenos en caliente para formar los halogenuros y el 6xido en estado de oxidacidn V, con
nitrégeno para formar NbN y con carbono para formar NbC, asi como con otros elementos

como arsénico, antimonio, teluro y selenio.
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Niobio
Simbolo quimico Nb
Numero atémico 41
Grupo 5
Periodo 5
Aspecto gris metalico
Bloque d
Densidad 8570 kg/m3
Masa atémica 92,90638 u
Radio medio 145 pm
Radio atomico 198
Radio covalente 137 pm
Configuracién electrénica [Kr]4d4 5s1
Electrones por capa 2,8,18,12,1
Estados de oxidacion 5,3

Oxido

levemente acido

Estructura cristalina

Estado solido
Punto de fusion 2750 K
Punto de ebullicion 5017 K
Calor de fusién 26,4 ki/mol

Presién de vapor

Electronegatividad

1,6

Calor especifico

265 J/(K-kg)

Conductividad eléctrica

6,93-:1065/m

Tabla 1.3: Caracteristicas del niobio [11].

clbica centrada en el cuerpo

0,0755 Paa 2741 K

1.2.3- Aleacién Zr-2.5%Nb

Las aleaciones de Zr-2.5%Nb, fueron desarrolladas inicialmente para aplicaciones de la
industria nuclear, a través de reactores de fision, debido a que, recocidas en una atmosfera
gue contiene oxigeno a 500°C desarrollan una capa de ZrO, relativamente gruesa sobre el
sustrato de la aleacidn. El circonio fue elegido para este propdsito ya que proporciona fuerzas
mecanicas deseadas y caracteristicas de procesamiento comunes a otros metales pero con una

seccion transversal de absorcidon de neutrones térmicos mucho menor.
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Las impurezas, los elementos de aleacién, bordes de grano y otros defectos en las
aleaciones de circonio pueden tener influencias significativas en las propiedades de la
superficie metalica. Las aleaciones con impurezas mas usadas incluyen al hierro, niobio,

cobalto, vanadio, niquel, estafio y el silicio [19].

Aleaciones de Zr-Nb son usadas para la fabricacién de componentes ortopédicos con
buena resistencia al desgaste y destinadas principalmente para soportar cargas de
compresion. La estructura ofrece la ventaja sobre cualquier componente ceramico tal como la
Al,O3 0 ZrO, en reducir los riesgos de fractura catastréfica como resultado de la rdpida
iniciacidn y propagacién de una fisura en la fase cerdmica gracias a que la capa de ZrO, es

reforzada por el cuerpo de una aleacién de Zr-Nb [20].

El Nb es el principal elemento aleante del Zr, y la microestructura de este ultimo es
muy afectada por el contenido de Nb [21]. La resistencia a la traccién y la estabilidad del
estado pasivado de aleaciones de Zr-x%Nb aumenta con el contenido de Nb [22]. Yu et al.
[23] encontraron que el agregado de Zr y Nb mejora la resistencia a la corrosién en otro tipo

de aleaciones, como ser las de titanio (Ti-13%Nb-13%Zr y Ti-35%Zr-10%Nb).

En particular, la aleacidn de circonio y 2.5% de niobio (Zr-2.5%Nb) proporciona las
propiedades de la superficie beneficiosos de una ceramica, mientras que conserva las
propiedades beneficiosas del metal subyacente, proporcionando una buena solucién para las

aplicaciones de implantes médicos.

Superficies de Zr-2.5%Nb anodizadas han sido exitosamente utilizadas en cirugias
como material para cabezas de articulaciones en reemplazos totales de rodilla y de cadera,
debido a su superior prestacion respecto al UHMWPE (polietileno de peso molecular ultra alto)
en relacién a los tradicionales materiales tales como aleaciones de Co-Cr y el titanio puro o

aleado con otros metales [24] [25].
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1.3- Respuesta del cuerpo a los implantes

Al introducir un biomaterial dentro del cuerpo humano se desencadena una serie de

eventos, los cuales se describen a continuacion:

1. Dentro de los primeros nanosegundos de haber sido incorporado el implante, se forma
una capa de moléculas de agua alrededor de éste. Dicho evento es altamente
influenciado por la superficie del implante (Figuras 1.8a y 1.8b). Esta capa permite la
adsorcion de proteinas y otras moléculas en la superficie del sustrato [26]. Es
importante sefialar que el agua interacciona de diferentes maneras dependiendo de la
mojabilidad de la superficie, de tal manera que en una superficie hidrofilica las
moléculas de agua se disocian y forman una superficie terminada en —OH o bien se
adhieren fuertemente en forma de agua. Mientras que en una superficie hidrofdbica,

las moléculas de agua sin disociarse se adhieren débilmente a la superficie.

2. En la segunda etapa, dentro de los 30 segundos a un par de horas luego de la
implantacion, la superficie del implante se recubre de proteinas de la matriz
extracelular. La conformacién, orientacion y composicién de dichas proteinas dependen
del tipo de superficie del implante. Al principio estas proteinas provienen de la sangre y
de los fluidos del sitio de la herida, posteriormente también provienen de la actividad

celular en la regidn peri-protésica (Figura 1.8c).

3. Enlatercera etapa, se produce la interaccién celular con el implante a través de la capa
de proteinas adsorbidas (Figuras 1.8d y 1.8e). Esta interaccion permite la adhesion,
migracion y diferenciacién celular, lo cual ocurre entre unas pocas horas a varios dias
luego del implante. Esta etapa es regulada altamente por las proteinas de la matriz
extracelular, las proteinas del citoesqueleto, por las caracteristicas quimicas,
topograficas y la liberacion de iones de la superficie del implante. El resultado de esta
interaccion puede ser la integracion del implante (oseointegracion) o bien el

encapsulamiento de éste en una capa fibrosa.

e ——————————————
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Figura 1.8: Eventos posteriores a la implantacion [2].

1.4-Generalidades del tejido oseo

El tejido 6seo es un tejido especializado del tejido conectivo, constituyente principal de
los huesos en los vertebrados. Estd compuesto por células y componentes extra celulares
mineralizados que forman la matriz 6sea. Se caracteriza por su rigidez y su gran resistencia
tanto a la traccién como a la compresién.

La estructura histoldgica del tejido éseo maduro es igual tanto en el tejido compacto
como en el tejido esponjoso y se designa con el nombre de hueso laminar. Durante el

desarrollo o durante el proceso reparativo se forma hueso reticular o inmaduro que luego se

e ——————————————
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reemplazara por hueso laminar. Entre las células del hueso se encuentra las

osteoprogenitoras, los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.
Se distinguen dos zonas dseas con caracteristicas diferentes y sin un limite neto, éstas
representan dos formas diferentes de estructuracién del tejido dseo: esponjoso y compacto:

(27]

Tejido esponjoso, trabecular o areolar: el hueso esponjoso constituye la mayor parte

del tejido dseo de los huesos cortos, planos y de forma irregular y de la epifisis de los huesos
largos. El hueso esponjoso de los huesos de la pelvis, las costillas, el esterndn, las vértebras, el
craneo y los extremos de algunos huesos largos es el Unico reservorio de médula ésea roja y
por lo tanto, de eritropoyesis en los adultos. El hueso esponjoso no contiene verdaderas
osteonas. Estd formado por laminillas dispuestas en un encaje irregular de finas placas de
hueso llamadas trabéculas. Los espacios entre las trabéculas estdn ocupados por la médula
Osea roja productora de células sanguineas. En el interior de las trabéculas existen osteocitos,
situados en lagunas de las que parten conductillos radiales. Los vasos sanguineos del periostio
penetran a través del hueso esponjoso. Los osteocitos de las trabéculas reciben su nutricién

directamente de la sangre que circula por las cavidades medulares (figura 1.9).

Laminas

Laminas concéntricas
intersticiales Conductos de Havers

Laminas
circunferenciales

Vasos dentro de

los conductos de Vasos comunicantes
Havers Ostedfitos en 32':?:\::“3'85 de
sus nichos
a)
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Espacios que contienen

Trabéculas médula ésea y vasos

dseas

b)

Figura 1.9: Estructura tejidos: a) compacto, b) esponjoso. [28]

Tejido compacto o denso: se encuentra en la capa externa de los huesos largos

formando la diéfisis, en el exterior y en el interior de los huesos planos y en distintas zonas en
los huesos cortos, segln cada hueso en concreto. Es un tejido duro, denso y fragil. Al
observarlo al microscopio destacan estructuras cilindricas, denominadas osteonas, formadas
por capas concéntricas de laminillas dseas, donde se encuentran los osteocitos. En el interior
de la osteona hay un canal, el conducto de Havers, por donde circulan vasos sanguineos,
linfaticos y nervios. Los vasos sanguineos aportan los nutrientes necesarios a las células de los
huesos y conducen las hormonas que controlan el aporte de calcio. También aparecen canales
gue conectan unos conductos de Havers con otros. Estos conductos se llaman conductos de
Volkmann. La unidad estructural del tejido éseo compacto es el Sistema de Havers u osteona.
Este tipo de hueso se localiza en la diafisis de los huesos largos. El Sistema de Havers esta
constituido por:
e Conducto de Havers: contiene el VAN (vena arteria nervio (paquete vaculonervioso))
gue pasa por el agujero nutricio del hueso;
e Laminillas éseas: su nimero aumenta a medida que crece el hueso;
e Lagunas osteociticas: dispuestos en forma concéntrica, en cuyo interior se encuentran
los osteocitos;
e Canaliculos calcéforos: conectan las lagunas osteociticas con el conducto de Havers.
Permiten la nutricidon y eliminacion de desechos del osteocito (sus prolongaciones

viajan a través del canaliculo).
. ]
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1.4.1- Naturaleza del proceso de oseointegracion

La oseointegracién fue definida como un anclaje del implante en el hueso, capaz de
satisfacer las exigencias clinicas de funcionamiento como pilar de prétesis, transmitiendo las

fuerzas oclusales directamente al hueso [29].

Branemark introdujo el término oseointegracién para describir la modalidad de fijacién
estable entre el titanio y el tejido éseo. Desde este descubrimiento, la oseointegracidn se ha
convertido en un fendmeno de importancia no solo en la odontologia, sino también en las
ciencias ortopédicas y de rehabilitacion [30]. La oseointegracidn se definié originalmente como
una conexioén estructural y funcional directa entre el hueso vivo y la superficie de un implante
portador de carga [31]. Se dice ahora, que un implante se considera como osteointegrado
cuando no hay movimiento relativo progresivo entre el implante y el hueso con el que esta en

contacto directo [32].

1.5-Técnicas de modificacion superficial

Basados en investigacion que demostrd la importancia de controlar las propiedades
fisicas, quimicas y topograficas de las superficies de los implantes, en la actualidad se han
desarrollado una gran cantidad de técnicas y metodologias de modificacion superficial. Dichas
técnicas varian desde métodos especificos de limpieza hasta el depdsito de una pelicula

delgada sobre el material base.

De acuerdo a Kasemo y Gold [4] las modificaciones superficiales propuestas pueden
dividirse basicamente en tres clases:
a) modificaciones topograficas, tales como tamaiio y distribucién de poros, rugosidad, etc.;
b) modificacién de las propiedades bio-quimicas de la superficie; liberaciéon de especies
guimicas (iones o medicamentos), adsorcién de biomoléculas (proteinas o factores de
crecimiento), etc., y

c) modificacion de las propiedades micro-mecanicas o viscoeldsticas de la superficie.

e ——————————————
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En el primer caso se busca controlar la topografia, ya que a través de diferentes
estudios se ha dilucidado que la topografia, a escala tanto micrométrica como nanométrica,
tiene efectos relevantes en el comportamiento celular. Dichos efectos incluyen la adhesidn
celular, la proliferacién, diferenciacién, la morfologia celular y su orientacidon espacial, la
organizacién del tejido formado, e incluso la seleccidn celular [33] [34]. En el segundo caso el
objetivo es logar una superficie activa que interactie fuertemente con el tejido circundante.
Finalmente, en el tercer caso se busca aumentar el tiempo de vida de los implantes,
mejorando la resistencia al desgaste y a la corrosién, aunque también puede mejorarse la

funcionalidad del implante a través de una mejor distribucién de los esfuerzos mecanicos [35].
1.6 — Corrosion

La corrosidn es uno de los principales procesos que afectan la vida y el servicio de
dispositivos ortopédicos fabricados a partir de metales y aleaciones usados como implantes

en el cuerpo.

Se denomina corrosion a la degradaciéon de un material como consecuencia de su

interaccion con el medio que lo rodea.

1.6.1 - Clasificacion de los procesos de corrosidn

En términos generales, los procesos de corrosion pueden clasificarse como se muestra

en el siguiente esquema:

_ Corrosion quimica
Segun el medio

—— Corrosion electroguimica
CORROSION —=

J Corrosion uniforme
Segunlaforma -

—— Corrosion localizada

En particular, en el caso de metales de uso biomédico, interesa la corrosion
electroquimica. Se trata de un proceso que se produce en presencia de un medio electrolitico.
Bajo determinadas condiciones, un metal se disuelve en un electrolito, liberando iones

e ——————————————
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metalicos, de manera que existe un transporte simultaneo de electricidad e iones en el

sistema.

Si la corrosién es uniforme, la superficie del metal se disuelve en forma homogénea. En
cambio, en procesos de corrosién localizada, el ataque corrosivo estd limitado a ciertas zonas y
es heterogéneo. En este Ultimo caso, no existe relacién entre la cantidad de material disuelto,
gue en general es muy poco, y la gravedad del dafio causado. Por este motivo, es un tipo de

ataque muy dafiino. Generalmente tiene su origen en algun tipo de heterogeneidad.

La corrosidn por picado es una de las formas mas comunes y mas peligrosas de como
se puede presentar la corrosidn localizada y da lugar a un dafio extenso y la liberacion de
cantidades significativas de iones metalicos (particularmente asociada a aniones como el
cloruro) [36] . Este tipo de corrosidén esta relacionada con la formacion de pequefias
cavidades/agujeros en la superficie del material, protegido por la existencia de una pelicula
pasiva delgada y tenaz [7]. En presencia de ciertos iones particularmente agresivos, es que el
material sufre un atague muy intenso en areas pequefias, del orden del mm?, en tanto que el

resto del material permanece pasivo [37].

1.7- Corrosion y superficie de biomateriales metdlicos

La degradacidn in situ de los implantes de aleacién metdlica es indeseable por dos
razones: el proceso de degradacién puede disminuir la integridad estructural del implante, y la
liberacidn de productos de degradacién puede provocar una reaccién biolégica adversa en el

huésped [38].

Varios estudios han demostrado que algunos componentes metalicos de las aleaciones
utilizadas para implantes pueden ser toxicos y disolverse en los fluidos fisioldgicos debido a la
corrosion [39] [40]. Cada metal tiene su propia toxicidad intrinseca con las células, pero es la
corrosidon quien controla la concentracién existente. De modo que la biocompatibilidad de
aleaciones metadlicas esta determinada por ambos, la resistencia a la corrosion y la toxicidad de

los metales individuales.

e ——————————————
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La corrosion de los metales en solucidn acuosa tiene lugar via mecanismos
electroquimicos los cuales son especificos de cada metal [41] [42]. Mientras mas noble sea el
metal, mayor es su resistencia a la corrosidén. Sin embargo, las reacciones que ocurren en la
superficie del metal al estar en contacto con el medio especifico pueden modificar
radicalmente su “nobleza”. Después de la implantacién, el metal esta rodeado de iones de
serum, proteinas y células, los cuales pueden modificar de manera local la resistencia a la
corrosion del metal. De hecho, la resistencia del metal medida in vitro en medios no
fisiolégicos, puede ser totalmente diferente de la resistencia medida in vitro en medios

fisioldgicos y aun mas diferente de la respuesta in vivo [43].

Después de la implantacion se han detectado altas concentraciones de iones metadlicos
incluso en érganos distantes del implantado debido al hecho de que las células fagociticas
circundan a las particulas metdlicas y de 6xidos metalicos en el torrente sanguineo [44] [45]

[46].

Hay una gran variedad de factores que afectan la corrosion del metal, desde factores
superficiales del implante, como porosidad, hasta caracteristicas mismas de la distribucion de
cargas en el implante o la estructura, composicion y espesor de la capa pasiva del metal, la
cual a su vez dependerd del procesamiento del metal y de sus propiedades superficiales. Se
requiere una profunda comprensidon de estos factores y sus interacciones para comprender

por qué y cémo se corroen los materiales [38].

La resistencia a la corrosion de los metales y sus aleaciones esta principalmente
determinada por el proceso de pasivacién de la superficie. La pasivacién es la formacion de
una capa de éxido metalico compacta que protege al metal y cuyas propiedades y estructura

varian de acuerdo al metal y son complejas.

La degradacién del material y de sus propiedades es provocada por la reaccidon quimica
o electroquimica entre dicho material y su entorno. En condiciones normales, los fluidos
extracelulares del cuerpo humano, que constituyen un medio agresivo, se pueden considerar
como una disolucién acuosa de oxigeno y diversas sales (tales como NaCl, MgCl,, KCI), glucosa,
etc., con un pH=7,4 (condiciones de casi neutralidad) aproximadamente. Se trata, por tanto, de

un medio electrolitico que contiene iones cloruro, lo que facilita que puedan producirse
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fendmenos electroquimicos de corrosién. Esto limita la pasividad del metal de manera local y

en consecuencia la corrosion localizada ocurre de manera rapida [1].

Una manera de evitar la corrosiéon de los biomateriales metalicos es el formar una capa
pasiva o bien recubrir el metal con una capa protectora biocompatible, las cuales serian
diferentes segun la aplicacidn especifica. Ejemplo de esto, es el anodizado; método simple y
econdmico de modificacién superficial. Durante el anodizado se incorporan en la capa de
6xido aniones electroliticos y esta incorporacidn parece ser mas efectiva cuando el proceso se
Ileva a cabo en medios acidos que en medios alcalinos. Los iones incorporados podrian afectar
la estructura de la capa anddica, la cinética de crecimiento del proceso, y también su

comportamiento dieléctrico y la densidad de defectos en la superficie [47].

1.8- Antecedentes del presente trabajo

En trabajos anteriores al presente [47] [48] se analizaron muestras de Zr como
potencial biomaterial para implantes permanentes, realizdndose tratamientos de anodizado, a
potenciales entre OV y 120V. Se caracterizaron morfolégicamente los dxidos formados
mediante microscopia electrénica de barrido y cristalograficamente mediante microscopia

Raman.

A fin de evaluar la resistencia a la corrosidn del Zr anodizado en medios similares al
organismo humano, se realizaron ensayos electroquimicos en solucion simulada de fluido
biolégico (SBF). Se midié el potencial de corrosion en funcidn del tiempo y se trazaron curvas
de polarizacion en dicho medio simulado.

Se encontrd que el proceso de anodizado de Zr mejora su resistencia a la corrosion. Los
resultados obtenidos en el trabajo mostraron que 30V era un valor critico de potencial de
anodizado, ya que muestras anodizadas a potenciales mayores permanecian pasivas en
solucion SBF, mientras que muestras anodizadas a potenciales menores sufrian corrosion

localizada por picado.

Posteriormente al estudio in vitro, en trabajos anteriores [48], se realizaron ensayos in
vivo de muestras anodizadas mediante implantes en ratas Wistar con el fin de evaluar la

biocompatibilidad de la aleacién en cuestion y estudiar posteriormente la oseointegracion. Se
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evalud el comportamiento de los materiales anodizados a 30V y 120V y los resultados se
compararon con el comportamiento del material sin anodizar. Se pudo concluir que el proceso
de anodizado, ademas de mejorar la resistencia a la corrosiéon, incrementa la capacidad de
oseointegracion, que fue medida a través del porcentaje de oseointegracion (Ol) y del volumen
6seo peri-implante. De los potenciales que se evaluaron en el trabajo precedente se concluyé
que 30V era el potencial que producia mayor Ol, aunque era critico desde el punto de vista de
la resistencia a la corrosién. Por otra parte, la utilizacién de potenciales de anodizado mas altos

para mejorar la resistencia a la corrosion parecian no ser adecuado para mejorar la Ol.

1.9 — Objetivos del presente trabajo

Con el fin de ampliar la cantidad y el tipo de materiales que se pueden usar como
implantes, son necesarios, el desarrollo y estudio de nuevas aleaciones que presenten

excelente biocompatibilidad, suficiente resistencia mecdnica y buena resistencia a la corrosion.

Muchos estudios han demostrado que los materiales con menor mddulo de elasticidad
pueden simular de mejor manera un fémur natural. Por lo tanto, existe un interés en
aleaciones de éstas caracteristicas con el fin de obtener una nueva generacidon de materiales

para implantes.

Aunque la aleacién de Ti-6Al-4V sigue siendo la mas usada debido a sus excelentes
propiedades, elementos no téxicos tales como el Nb, Ta, Mo, Sn y Zr estdn siendo
considerados. En particular, la combinacién de Zr y Nb podria resultar interesante para
desarrollar una estructura que presente una alta resistencia a la corrosion, y continde teniendo

las buenas propiedades mecanicas necesarias para los implantes.

Por todo lo expuesto, en el presente trabajo se propone evaluar la factibilidad de uso
de una aleacidn de Zr y Nb (Zr-2.5%Nb) como potencial material de implante. Existen algunos
estudios al respecto [49] [50] [51]; sin embargo, no se ha encontrado un estudio sistematico

gue evalle no sdlo el comportamiento in vitro del material, sino también su respuesta in vivo.

Teniendo en cuenta la experiencia previa en circonio, en el presente trabajo se

propone evaluar el comportamiento tanto in vitro como in vivo de la aleacién Zr-2.5%Nb

e ——————————————
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tratada superficialmente mediante un proceso de anodizado en un rango de potenciales de

anodizado entre 30V y 120V.

Una vez obtenidos los recubrimientos por anodizado, se evaluard el comportamiento
electroquimico de la aleacidon en solucion simulada de medio biolégico, mediante el trazado de
curvas de polarizacion, comparandose los resultados con los obtenidos con el material sin

anodizar.

El comportamiento in vivo se evaluara mediante la colocacién de implantes en ratas
Wistar con el fin de evaluar histoldgica e histomorfométricamente la respuesta de los tejidos
periimplantarios ante los diferentes tratamientos superficiales realizados a diferentes
potenciales de anodizado y su comparaciéon con el material sin anodizar. Como parametros
histomorfométricos se evaluardn el porcentaje de oseointegracién y el volumen dseo peri-

implante.

Los resultados del presente trabajo seran comparados con los obtenidos en trabajos

previos [47] [48] sobre circonio anodizado a diferentes potenciales.

e ——————————————
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2.1- Introduccion

El presente trabajo se realizd en tres etapas, a saber:
En la primera etapa se realizé el anodizado de muestras de Zr-2.5%Nb a diferentes potenciales:
30V, 60V, 90V y 120V. Se estudiaron y caracterizaron quimica y fisicamente las superficies de

las probetas.

La segunda etapa consistid en la realizacidén de los ensayos electroquimicos a fin de evaluar la
susceptibilidad a la corrosién de materiales anodizados. Muestras anodizadas a diferentes
potenciales y muestras sin anodizar fueron sumergidas en solucién fisioldgica simulada (SBF),
durante periodos de 24 horas y 30 dias a 37°C. Posteriormente se caracterizaron las superficies
de las probetas quimica y fisicamente y se evalud el comportamiento electroquimico a través

del trazado de curvas de polarizacion.

Con el fin de evaluar la biocompatibilidad, en la tercera etapa del proyecto se llevaron a cabo
los ensayos in vivo en ratas Wistar. Se utilizé el modelo experimental del Implante Laminar [1]
implantandose en las tibias de las ratas muestras anodizadas a distintos potenciales y sin

anodizar.

2.2- Preparacion de las muestras

Se utilizd una aleacion de Zr-2.5%Nb, se partié de chapas de aproximadamente 1 mm
de espesor, que fueron sometidas al tratamiento de laminado, para obtener espesores mas
finos (0,5mm). El contenido de las principales impurezas de la aleacidn utilizada se detalla en la

tabla2.1 [2].

e ——————————————
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Elemento Medida
niobio 2,4-2,8 %peso
oxigeno 900-1300 ppm en peso
hidrégeno <20 ppm en peso
hierro <1500 ppm en peso
carbono <270 ppm en peso
cromo <200 ppm en peso
tantalio <200 ppm en peso
circonio y otras Balance
impurezas
permitidas

Tabla 2.1: Contenido de principales impurezas del Zr-2.5%Nb.

Se utilizaron [dminas de dimensiones 2 x 1 x 0,05 cm, figura 2.1, en las que se pasé, a
través de un orificio, un alambre de cobre como contacto eléctrico. El contacto eléctrico se
aislé de manera conveniente para que no estuviese en contacto con la solucidn del electrolito.

En la figura2.1 se indican las dimensiones de la probeta.

Figura 2.1: Dimensiones de probeta.

2.2.1- Modificacion superficial: anodizado

Para el anodizado de las probetas se utilizé una celda de dos electrodos, utilizando una

malla de acero inoxidable como contraelectrodo (figura 2.2).

e ——————————————
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Figura 2.2: Celda de dos electrodos y fuente de tensidn constante.

Se anodizaron las laminas a potenciales diferentes: 30V, 60V, 90V y 120V respecto del
electrodo auxiliar, durante 60 minutos, en solucién 1 mol/L de H3;PO,. El anodizado en &cido
fosfdrico resulta interesante porque durante la formacidn de la pelicula se pueden incorporar
a la superficie por absorcidn o incorporacién a la estructura del éxido especies de importancia
biolégica, como son los iones fosfato. El grupo —PO4H, ha sido considerado uno de los mas
potentes nucleantes para compuestos ricos en Ca-P (precursores de la hidroxiapatita) durante
la inmersién en SBF. La pelicula de 6xido anddico formada en este electrolito permitiria
aumentar la resistencia a la corrosién al mismo tiempo que la compatibilidad con el medio

tisular [3].
La solucion de anodizado se obtuvo por dilucién de HsPO,4 concentrado p.a. en agua
deionizada obtenida de un equipo Millipore. Para el proceso de anodizado se utilizdé una fuente

de tension constante marca Xantrex XHR 300-3.5.

Antes y después de cada tratamiento, las muestras fueron limpiadas con acetona,

secadas con aire caliente y guardadas en recipientes herméticos.

2.2.2- Caracterizacion superficial

Las técnicas con las que se estudiaron las superficies de las muestras luego de los

diferentes tratamientos fueron las siguientes:
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) Microscopia Electronica de Barrido

La morfologia superficial de todas las muestras fue examinada con microscopia
electronica de barrido (MEB) (FEI QUANTA 200). Se tomaron de manera sistematica imagenes
de las muestras a ciertos grados de magnificacion para poder evaluar de manera comparativa

la morfologia de las mismas.

) Espectroscopia dispersiva en energia

Se realizd un andlisis quimico elemental cualitativo mediante espectroscopia de
dispersiéon de rayos X (EDS). Se determind el espectro de las superficies. Se realizé un mapeo

de algunas zonas de las muestras, para analizar la distribucidn de ciertos elementos.

) Rugosimetria

Se evalud la rugosidad superficial mediante el uso de pardmetros de amplitud, los
cuales resultan importantes para caracterizar las topografias superficiales. Estos pardmetros,
gue son usados para medir las desviaciones verticales de la superficie, son: altura promedio
(Ra), rugosidad cuadrada media (Rq) y altura mdxima pico-valle (Rt) [4]. A continuacién, se

detallan brevemente los pardmetros utilizados:

a- Altura promedio Ra: conocido también como linea promedio, es el pardmetro mds
usado universalmente para un control general de calidad. Se define como el promedio
de los valores absolutos de las desviaciones tomando como referencia una linea media

en la longitud de medicidn; su definicion matematica es:

1 n
Ry==) lyi
n

i=1

Se puede observar el parametro en la figura 2.3. Es un parametro facil de medir y da

una buena informacidn general de las variaciones de altura.

e ——————————————
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Linea Media
I|'7

! ! !
Longitud de Medicion

Figura 2.3: Definicién del pardametro Ra.

b- Rugosidad cuadrada media Rq: Representa la desviacidn estandar de la distribucién de
alturas de la superficie, por lo que es considerado un pardmetro importante para
describir la rugosidad superficial a través de métodos estadisticos. Este pardmetro es

mas sensible que Ra para valores muy alejados de la linea media.

c- Altura mdxima pico-valle Rt: este parametro indica la altura entre el pico mas alto y el

valle mas profundo en la longitud de medida (figura 2.4).

R:= R

fnﬁﬁ P A e

_Rﬁ
Ry
Ris

T A U

Figura 2.4: Definicion del parametro Rt.

Para realizar las mediciones de rugosidad se utilizd un rugosimetro marca Taylor
Precision - Surtronic 25 (con precisién del 2% del valor medido y resolucién de 0,01 um). Los

parametros fueron medidos en ocho direcciones diferentes sobre las probetas (figura 2.5).
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Como longitud de medicién se utilizd L=0,4cm. Posteriormente a esto, se realizd un analisis

estadistico ANOVA para poder comparar la rugosidad de las diferentes superficies anodizadas.

Figura 2.5: Direcciones de medicion de rugosidad sobre una probeta.

2.3- Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro fueron llevados a cabo mediante curvas de polarizacién anddicas,
sumergiendo las probetas en solucion simulada de fluido biolégico (SBF). La composicidn para
1 litro de solucidn se describe en la tabla 2.2 [5]. Los reactivos utilizados fueron de calidad p.a.
y el agua deionizada. La preparacién de la solucién se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento
indicado en la Norma 23317:2007 [6]. Se reguld el pH de la soluciéon con pH-metro marca

Altronix entre 7,35y 7,25 mediante el agregado controlado de HCI.

Compuesto Cantidad (gr/1)
Nacl 8,053
KCl 0,224
CaCl2.2H20 0,368
MgCl2.6H20 0,305
Na2HPOs4 0,1026
NaHCOs3 0,353
Tris(hidroximetil)aminometano 6,057

Tabla 2.2: Composicion de la solucién SBF.

Se sumergieron las muestras anodizadas a los diferentes potenciales y sin anodizar, en

solucion SBF, y se incubaron en estufa a 37°C durante 24 horas y 30 dias.

Los ensayos fueron realizados en una celda de tres electrodos: el contraelectrodo de

platino, el electrodo de referencia de calomel saturado y las probetas de la aleacion de Zr-
e ——————————————
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2.5%Nb como electrodo de trabajo. Los ensayos fueron realizados en solucién SBF,
recubriendo parte de la muestra con resina epoxi, exponiendo a la solucién una determinada

area de la probeta (A=1cm?).

Previamente al trazado de las curvas de polarizacidn, se midié el potencial de corrosién
(Ecorr) durante 1 hora, hasta estabilizar el valor del mismo. Se evalud el comportamiento
anddico de muestras anodizadas a diferentes potenciales y sin anodizar, que habian sido
previamente inmersas en solucién SBF durante 24 horas y 30 dias. Las curvas de polarizacidn
se trazaron por duplicado, y en algunos casos por triplicado. Los ensayos se realizaron con un
potenciostato marca GAMRY CMS-100. Se utilizé una velocidad de barrido de 0,2 mV.s™,
partiendo desde el potencial de corrosidn hasta 1,4V respecto del electrodo de referencia o

hasta que la densidad de corriente alcanzara el valor de 0,010 A.cm™.

2.4 — Ensayos in vivo

2.4.1 — Animales de experimentacion

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo siguiendo el modelo experimental descripto por
Cabrini y Col. [1]. Se utilizaron 40 ratas Wistar macho con peso corporal de 110+10 gramos
(figura 2.6). Se siguieron las directivas de los Institutos Nacionales de Salud (NIH, USA) para el
uso y cuidado de animales de laboratorio [7] y los lineamientos de la Facultad de Odontologia

de la Universidad de Buenos Aires (Res (CD) 352/02 y Res (CD) 694/02).

Figura 2.6: Ratas Wistar utilizadas en los ensayos in vivo.

e ——————————————
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2.4.2 — Caracteristicas del implante

Se utilizaron ldaminas de 1 x 5 x 0,1 mm, de Zr-2.5%Nb, anodizadas en H3;PO, a 30V,

60V, 90V y 120V (figura 2.7).

Figura 2.7: Dimensiones de muestras utilizadas en los ensayos.

Se implantaron 4 grupos de 10 ratas cada uno. Cada grupo corresponde a un valor de

los potenciales estudiados. En la tabla 2.3 se detallan los grupos con sus respectivos voltajes.

Grupo Voltaje de anodizado [V]
I 30
Il 60
1] 90
v 120

Tabla 2.3: Grupos con sus correspondientes voltajes.

2.4.3 — Procedimiento quirurgico

Las cirugias se realizaron en el Laboratorio para el Estudio de Biomateriales de la

Cétedra de Anatomia patoldgica, de la Facultad de Odontologia, UBA.

Los animales fueron anestesiados intraperitonealmente con una solucién de 8 mg de
clorhidrato de ketamina (Kelatar® Parke-Davis, USA) y 1,28 mg de xylacina (Rompun® Bayer,
germany) cada 100 g de peso corporal. Se utilizé instrumental para diéresis y sutura
previamente esterilizado en autoclave. Las tibias de las ratas fueron rasuradas en la zona de la
cresta tibial con rasuradora eléctrica, realizandose luego, una incisién de 1cm a nivel de la

misma con hoja de bisturi Bard-Parker nimero 15 (figura 2.8).
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Figura 2.8: a) Tibia rasurada; b) Incisidn a lo largo de la cresta tibial [8]

El periostio y los musculos fueron disecados exponiéndose la superficie ésea del sector
proximal de la diafisis tibial (figura 2.9a). Posteriormente se realizé una perforacidon de
aproximadamente 1 mm de didmetro con una fresa redonda, por rotacién manual, para

prevenir sobre calentamiento del tejido dseo y posterior necrosis (figura 2.9b).

Figura 2.9: a) Cara lateral exterior de la tibia; b) Perforacion.

En la tibia derecha del animal, se implanté en la médula ésea hematopoyética, un
implante laminar de Zr-2.5%Nb anodizado, siguiendo el eje mayor de la misma (figura 2.10a). A
su vez, en la tibia izquierda se introdujo un implante laminar de Zr-2.5%Nb sin anodizar (grupo
control). Se realizd la sutura de piel, con hilo de algoddén, a puntos separados (figura 2.10b).

No se administro antibioticoterapia.

. ]
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Figura 2.10: a) El implante es introducido; b) Sutura de piel.

Luego de 30 dias post-implantacion, se practicd la eutanasia de los animales por
sobredosis de Clorhidrato de Ketamina en combinacidn con Clorhidrato de xilazina 2% por via
intraperitoneal. Las tibias con implantes se resecaron, se disecaron los tejidos blandos, las
muestras se fijaron en solucién de formol buffer al 10% y se radiografiaron con un equipo
odontoldgico convencional y peliculas periapicales (Kodak) a una distancia foco objeto de 20
cm.

En la figura 2.11 se puede observar una radiografia de una tibia en posicion frontal y

transversal.

Figura 2.11: Radiografias de tibia, vistas frontal y transversal. Obsérvese el implante en el compartimento medular
de la tibia.

En la figura 2.12 se puede observar el implante en la médula 6sea hematopoyética con
capacidad osteogénica.
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A
Laminad
Zr-2.5%N

Figura 2.12: a) Implante laminar introduciéndose en la tibia de la rata, b) macroscopia donde se observa el implante
laminar de Zr-2.5%Nb en el interior de la tibia luego que se ha resecado la cresta tibial, c) esquema donde se

muestra la posicidn del implante laminar en corte longitudinal y transversal.

2.4.4 — Procesamiento histolégico

Las tibias, luego de ser resecadas y radiografiadas, fueron procesadas para su

posterior inclusion en metacrilato de metilo (figura 2.13).

T

HiHHTH

Figura 2.13: Tibia incluida en metacrilato de metilo.

Se realizaron cortes perpendiculares al eje mayor del implante utilizando un

micrétomo Sistema EXAKT 300CP con banda diamantada (figura 2.14 ay b).
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7511/2E

Figura 2.14: a) Zonas donde se obtendran cortes perpendiculares al eje mayor de la tibia; b) Muestras histoldgicas
de aproximadamente 500 um de espesor, luego de los cortes transversales al eje mayor de la tibia (en el interior del

macrocorte se observa el implante).

Obtenidos los macrocortes, se adelgazaron utilizando una pulidora para éptica y luego
se finalizaron manualmente con lijas al agua de diferente granulometria (#320, #400 y #600).
Se obtuvieron cortes histolégicos de aproximadamente 70 micrémetros de espesor lo que
permite la posterior observacidn microscépica. Los cortes histoldgicos fueron coloreados con
la coloraciéon de Azul de Toluidina — borato de sodio 1%, y fijados con molibdato de amonio al
5%. El montaje se realizd con glicerina para el posterior analisis microscopico mediante

microscopia dptica (figura 2.15).

Implante de Zr-2.5%Nb

Figura 2.15: a) Corte histoldgico incluido en metacrilato de metilo y sin colorear donde se observa el implante
laminar (negro), el tejido dseo peri-implantario, la médula ésea hematopoyética y parte de la cortical de la tibia. b)
Corte histolégico magnificado y coloreado con Azul de Toluidina 1% donde se aprecia el tejido éseo en contacto con

el implante (oseointegracion).

e ——————————————
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2.4.5 — Analisis histomorfométrico

Las determinaciones histomorfométricas fueron realizadas sobre imagenes
fotograficas obtenidas con un fotomicroscopio (Akioskop 2 MOP, K. Zeiss). La evaluacion de los
parametros histomorfométricos se realizé con un software ad-hoc (ImageTool. Versién 3.0

Final.)

Los parametros histomorfométricos evaluados a los 30 dias post —implante fueron:
1. Porcentaje de contacto tejido 6seo-implante (oseointegracién)

2. Volumen de tejido 6seo peri- implante.

Para medir el porcentaje de oseointegracién, se tomé como 100% el perimetro del
implante, y se consideré como tejido dseo oseointegrado a aquel que se encontraba en
contacto directo con el implante. Para la determinacién del volumen de tejido éseo peri-

implante se estimo la cantidad de tejido 6seo que rodeaba al implante.

La determinacidn de los pardmetros histomorfométricos se llevé a cabo mediante la

utilizacién de una herramienta del software ImageTool Versién 3.0 Final.

La significancia estadistica, entre medias de grupos, fue establecida por el test t de

Student, considerandose significativo un valor de p<0,05.
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Capitulo Ill: ANODIZADO Y ESTRUCTURA SUPERFICIAL

3.1 - Introduccion

Cuando quedan expuestos al medio ambiente, la mayoria de los metales sufre el
proceso denominado “corrosién”. Este puede tener distintos grados de severidad, pero
independientemente de ellos, la superficie del metal se transforma cambiando su aspecto y

sobre todo sus propiedades mecanicas.

El control de las propiedades quimicas, fisicas y topograficas de las superficies de
implantes es de gran importancia. Las técnicas y métodos utilizados son variados, entre ellos el

anodizado, que es frecuentemente usado en materiales implantables.

El anodizado es un proceso electroquimico en el cual se forma una fina pelicula de
oxido (pelicula anddica) sobre el metal o aleacidn controlada por el potencial aplicado, y que
sirve para protegerlos del medio ambiente, a la vez que sirve para decorarlos. Esta pelicula
anddica esta firmemente adherida al metal. Asi, el proceso de anodizado consiste en obtener
de manera artificial peliculas de éxido de mucho mayor espesor y con mejores caracteristicas
de proteccién que las capas naturales. La pelicula superficial de dxido en general logra uniones

fuertes y adherencia con el sustrato metalico subyacente [1] [2].

En el caso del circonio, el 6xido que se forma luego del proceso de anodizado sobre el
metal, se encuentra generalmente bajo esfuerzos de compresion, debido a que éste ocupa un
mayor volumen que el del metal original [3]. El espesor del film de éxido “nativo” varia de
acuerdo a varios autores entre 2 y 5 nm [1]. Por otra parte, el espesor de la capa de dxido
anddico puede ser controlado variando los pardmetros de procesamiento, tales como la
densidad de corriente aplicada, el potencial de anodizado o el electrolito. Artificialmente se
pueden obtener peliculas en las que el espesor sea de 25 a 30 um en el tratamiento de
proteccion o decoracién y de casi 100 um en el procedimiento de endurecimiento superficial
(anodizado duro). En general, el espesor del dxido aumenta al aumentar el potencial de

anodizado.

e ——————————————
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El fendmeno de interferencia es la causa de la diferente coloracién que presentan las

peliculas anddicas crecidas a distintos potenciales de anodizado [4] (figura 3.1).

Air (n4)

Zr ox. (ny)

\ \ \

gy % "< Zr (ng)

Figura 3.1: Esquema describiendo la teoria de interferencia de haces mdltiples; d: espesor del film; ny,n, y n3:
indices de refraccién del aire, pelicula de 6xido y substrato metalico respectivamente [5].

Aunque los colores del dxido anddico estan principalmente relacionados con el
espesor de los films (d), existen muchos factores que influencian el color resultante observado
en cada condicién de anodizado, los principales son: rugosidad del substrato, el espesor no-
uniforme de la pelicula a lo largo de toda la muestra, la estequiometria de la superficie del
Oxido, defectos o impurezas presentes, etc. [4]. Por estas razones, los colores reportados por
diferentes autores son variables, incluso cuando se trabaja con el mismo potencial de

anodizado y se obtiene el mismo espesor de pelicula.

La variaciéon de colores es particularmente notoria cuando se utilizan diferentes
electrolitos o cuando varia la concentracidon del mismo electrolito. Sin embargo, cuando las
condiciones iniciales son mantenidas, los colores de la pelicula de éxido pueden ser utilizados
para una rapida identificacion del espesor resultante asociado a un potencial de anodizado

determinado [6].

e ——————————————
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3.2 — Resultados y discusion

3.2.1 — Anodizado

Se anodizaron probetas de Zr-2.5%Nb en soluciéon de H3PO, a cuatro potenciales
distintos: 30V, 60V, 90V y 120V. Para cada potencial de anodizado se obtuvieron colores
caracteristicos y altamente reproducibles (figura 3.2). Asignar un color especifico para cada
muestra resulta engorroso, ya que son colores tornasolados y dependen del dngulo de
incidencia de la luz. Sin embargo, como se puede observar en la figura 3.2, se pueden ver

colores homogéneos y Unicos para los distintos potenciales de anodizado.

Antes del proceso de anodizado, las muestras de circonio presentaban un color gris
plateado con la brillantez caracteristica de los metales, mientras que luego de anodizadas
presentaron un marcado decrecimiento del brillo, que lleva a una apariencia como a
“ceramico”. Para potenciales de 30V y 60V los colores que presentan las probetas varian en la
gama de los verdosos, mientras que para potenciales de 90V y 120V la gama se encuentra

alrededor de los grises azulados.

oV 30V 60V =[0)Y) 120V

Figura 3.2: Colores de las muestras anodizadas a diferentes potenciales.

3.2.1.1 — Micrografias mediante microscopia electronica de barrido.

Para realizar el estudio de la topografia superficial de las muestras, previo a la
observacion en microscopio electrénico, se metalizaron las probetas para poder observar con

mayor definicién en MEB de alto vacio.
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La figura 3.3 muestra micrografias MEB correspondientes a las muestras de Zr-2.5%Nb.
En la figura 3.3a se observa una muestra no anodizada, mientras que las figuras 3.3 b-e son de

muestras anodizadas a potenciales crecientes (30V, 60V, 90V y 120V).

A medida que se modificé el potencial de anodizado, se pudo observar que la
superficie cambiaba. Esta morfologia se ilustra en las figuras 3.3 b-e. En todas las micrografias
correspondientes a muestras anodizadas se encontraron elevaciones (sefialado mediante una
flecha en la figura 3.4) distribuidas de manera desigual que, a priori, se piensa que pueden
deberse a que al aumentar el potencial de anodizado, aumentan los defectos y tensiones

internas en la capa de éxido anddico.

716/2016 HV mag | WD tilt | mode | det 100 pm
2:38:27 PM|25.00 kV|800 x| 7.1 mm | -3 SE [ETD CNEAMAT - GME

a) Muestra no anodizada
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HV mag| WD | tilt |[mode| det 100 pm
M |25.00 kV|800 x| 7.3 mm | -3 SE |ETD CNEAMAT - GME

b) 30V

16 HV mag| WD | tilt |mode| det | 100 ym
PM|25.00 kV[800 x| 7.0 mm | -3 SE |ETD CNEAMAT - GME

c) 60V

e ——————————————
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71612016 HV mag [ WD | tilt | mode| det —— 100 ym ——
3:13:16 PM | 25.00 kV|800 x| 6.9 mm | -3 SE |ETD CNEAMAT - GME

d) 90V

HV mag| WD tilt | mode | det
M|25.00 kV|800 x| 7.3 mm |-3 SE

e) 120V

Figura 3.3: Micrografias de la superficie de probetas: a) sin anodizar; b) anodizadas a 30V; c) anodizadas a 60V; d)
anodizadas a 90V; y e) anodizadas a 120V.
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ode | det

Figura 3.4: Superficie con “elevaciones”. Muestra anodizada a 60V.

Figura 3.5: Imperfecciones en forma de “crateres”. Muestra anodizada a
90v.

Carrizo et al. [7] estudiaron la morfologia del film anddico crecido sobre Zr-2.5%Nb

luego de un proceso de anodizado a través de microscopia electronica y observaron que el

e ——————————————
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6xido que crecia sobre el sustrato formaba grupos o “islas” y a medida que se aumentaba el
potencial de anodizado, estos grupos de éxidos aparecian con mayor tamafio y en mayor

numero.

Gomez Sanchez et al. [8] estudiaron al Zr puro anodizado a potenciales entre 3V y
30V en solucién 1 mol/L de H;PO,. Mediante la evaluacidon cualitativa a través de EDS,
concluyeron que las zonas mds claras que se presentaban en las micrografias MEB
correspondian a sitios de crecimiento de éxido. Asi también, compararon las zonas claras
y oscuras de las micrografias, y observaron un aumento localizado del contenido de

oxigeno en las zonas claras y la presencia de islas correspondientes al éxido superficial.

En otro trabajo [9], en donde se estudid al circonio sin anodizar y anodizado a
potenciales de 30V y 60V en soluciones de H3PO,4 con y sin fluoruro, se observé mediante
micrografias MEB la presencia de discontinuidades y porosidades sobre el 6xido formado
sobre la superficie del material, presentando una superficie mas lisa aquellas muestras

anodizadas en solucion de acido fosfdrico con fluoruro.

El crecimiento no homogéneo de peliculas de 6xido anddico fue estudiado por Cox [10]
también en otros metales valvula y aleaciones como el Zr y el Zircaloy-4 en diferentes
soluciones electroliticas, tanto a potencial como a densidad de corriente constantes. En estas
investigaciones se determiné que en electrolitos que contienen iones nitrato, cromato,
dicromato y fosfato, se obtienen peliculas porosas y se defendid la teoria de que la
incorporacién de aniones provenientes del electrolito pareciera ser la causa principal de la
aparicién de porosidad en el film, dado que los aniones deberian afectar el transporte local de

oxigeno hacia el interior de la pelicula.

En contraste, en las aleaciones de Zr-2.5%Nb estudiadas en el presente trabajo, no se
observaron zonas de crecimiento de dxidos. La presencia de imperfecciones y elevaciones de

la capa de 6xido anddico, no pudo relacionarse con el potencial de anodizado.

e ——————————————
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3.2.1.2 — Andlisis quimico

Mediante EDS se determinaron los elementos presentes en la superficie de las
muestras de Zr-2.5%Nb no anodizadas y anodizadas a los diferentes potenciales de estudio

(30V, 60V, 90V y 120V). Los resultados se observan en la figura 3.6.

El espectro EDS correspondiente a las probetas de Zr-2.5%Nb no anodizadas, muestra
la presencia de circonio y oxigeno, presentdndose este ultimo en cantidades muy pequeiias,
dificiles de estimar cuantitativamente (figura 3.4 a) dado que se confunde con la linea de base

del espectro.

En las muestras anodizadas a los diferentes potenciales también se observa la
presencia de circonio y oxigeno. En estos casos la sefial de oxigeno es mayor al caso de las
probetas no anodizadas y se incrementa con el aumento del potencial de anodizado (figura 3.4
b, c, d y e). Este hecho pone de manifiesto que al aumentar el potencial de anodizado aumenta

el espesor del éxido anddico.

Label A: Edax O¥A

Arl
AuM

0K AuL Zrk
.

2.00 400 6.00 §.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 keV

a)
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Label A: Edax 30VA

2l
AuM
0K Aul zZrK
il F
200 4.00 6.00 5.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 keV
b)
Label A: Edax 60VA
ZriL
AuM
0K
AuL ZiK
. b
200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 13.00 keV
0
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Label A: Edax 90VA

il
uM
oK AulL ZrK
i, .
20 4.00 6.00 .00 10.00 12.00 14.00 16.00 13.00 keV
Label A: Edax 120VA
0K
Z1K
i i
20 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 keV
e)

Figura 3.6: Espectros EDS para muestras: a) sin anodizar; b) anodizada a 30V; c) anodizada a 60V; d) anodizada a 90V
e) anodizada a 120V.
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3.2.1.3 — Rugosidad

En la figura 3.7 se pueden observar los parametros obtenidos mediante estudios de
rugosidad de la superficie de las probetas anodizadas a diferentes potenciales y sin anodizar.
Se caracterizaron los parametros de rugosidad Ra, Rq y Rt (definidos en la seccion 2.4 del
capitulo 2) en funcién de los diferentes potenciales de anodizado: OV (muestra no anodizada,)

30V, 60V, 90V y 120V.

0 30 60 90 120

09 1 . 1 . 1 . 1 . L 0,9

4 H ov o
084 A sv | |08

60V

) * oov I
o7+ *® * 120v| 0,7

| = i
064 L 0,6

— T A o
5 05+ L 05

© T L
® o4t A L 0.4

| = R s I

A . *

034 ~ o3

| = 7Y $ ¥ |
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02+ 1§ A L 0,2
0,1 : : , : , : , : : 0,1
0 30 60 90 120

Potencial [V]

a) Parametro Ra
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Figura 3.7: Medidas de rugosidad de Zr-2.5%Nb en muestras anodizadas y sin anodizar: a) parametro Ra, b)
parametro Rq c) pardmetro Rt.
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Se realizd un estudio estadistico ANOVA, con el software Origin, con el fin de
determinar si existian diferencias significativas entre las poblaciones de datos. Se encontré
gue ninguno de los tres pardmetros Ra, Rt y Rg presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras anodizadas a diferentes potenciales y las muestras sin

anodizar.

En la figura 3.8 se muestran los valores promedios de los parametros y la distribucién

de datos alrededor de este valor, para cada condicién de anodizado.

0 30 60 20 120
09 ! s ! . ! s ! s ! 09
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30V
08 | Los
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06 06
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a) Valor promedio del parametro Ra
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Figura 3.8: valores promedios de pardmetros de rugosidad, con su respectiva dispersidn: a) pardmetro Ra, b)
pardmetro Rq, c) parametro Rt.
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Se pudo observar que los valores promedios de Ra varian entre 0,25y 0,4 um. El mayor
valor de Ra se obtiene para el material sin anodizar, y el menor valor para el material
anodizado a 120V. Sin embargo, todos los valores promedios obtenidos son similares entre si.
El valor promedio del pardmetro Rq se encuentra entre 0,3 y 0,5 um, repitiéndose las
condiciones de potencial tanto para el mayor como para el menor valor de este pardmetro.
Aqui también los valores promedios son muy similares entre si. Por ultimo, el parametro Rt, se
mantiene siempre alrededor de los mismos valores promedios, aunque el rango resulta ser

mayor, entre 2,5y 5 um.

En el trabajo de Gomez Sanchez [8], se estudid la rugosidad del circonio mediante un
microscopio de fuerza atémica AFM, a potenciales entre 3V y 30V. Los valores de Ra y Rq
medidos para 30V fueron aproximadamente 0,16 y 0,21 um respectivamente. Carrizo [7] midié
rugosidad del circonio mediante un rugosimetro a potenciales entre OV y 120V, obteniendo
valores de Ra y Rq similares a Gdmez Sdnchez, 0,11 y 0,15 um respectivamente. Los valores de
Ra, Rq y Rt para un potencial de 120V fueron de 0,12; 0,13 y 0,55 um respectivamente,
resultando ser, al igual que para potenciales intermedios, bastante menores que los obtenidos

en el presente trabajo.

En el estudio realizado por Goémez Sanchez et al. [8] se concluyd que la rugosidad
crecia continuamente con el incremento del potencial de anodizado en el rango de potenciales
estudiados. En otro trabajo [11], donde se estudid al circonio en su condicién natural (0V) y
anodizado entre 3V y 30V en solucidn de H3PQ,, los parametros de rugosidad estudiados Ra y
Rg medidos a través de imagenes de AFM resultaron incrementarse de manera exponencial
con el potencial de anodizado. A diferencia de esto, en el presente trabajo no se encontrd

relacién entre los parametros de rugosidad y el potencial de anodizado.

En la figura 3.9 se puede observar la comparacién entre los promedios de los tres
parametros de rugosidad Ra, Rq y Rt para las muestras que fueron sometidas al tratamiento de
anodizado a diferentes potenciales y para las muestras que no fueron anodizadas. Resulta
consistente el hecho que en nuestro caso la rugosidad no aumente con el potencial de
anodizado ya que no vemos las “islas” de éxido que se observaban en trabajos anteriores
[71[8]. Si bien, en nuestras micrografias MEB se presentan algunas “elevaciones” y “crateres”,

éstas parecen ser imperfecciones menores frente a las que se veian ellos. Esta teoria y los
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valores de rugosidad bastante menores obtenidos en este trabajo comparados con los de
Gdémez Sanchez [8] y Carrizo [7] respaldan el hecho de que el material original utilizado en este
trabajo, fueron laminas de Zr-2.5%Nb que sufrieron deformacién por el proceso de laminado,
otorgandole la suficiente rugosidad inicial al material como para que el proceso de anodizado

tenga sélo un leve efecto en la rugosidad de la superficie de las probetas.
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Figura 3.9: Comparacion de promedios de parametros de rugosidad para diferentes potenciales.

3.2.2 — Anodizado de muestras extras

Con el fin de comparar las morfologias de las muestras de Zr-2.5%Nb anodizadas a
altos potenciales en el presente trabajo, con las obtenidas en trabajos anteriores sobre Zr puro
anodizado a potenciales menores, se procedid a anodizar muestras de Zr-2.5%Nb a 6V y 18V.
El objetivo era determinar si al bajar el potencial de anodizado se veia el crecimiento incipiente

del 6xido en forma de “islas”, como reportan otros autores [7][8].

En la figura 3.10 se puede observar la morfologia de las muestras anodizadas a 6V

(figura 3.10 a) y a 18V (figura 3.10 b). Puede notarse la presencia de elevaciones de la
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superficie, como asi también de fisuras e imperfecciones en forma de crateres en la capa de
oxido. En general, el aspecto de la superficie anodizada a potenciales bajos es similar al de las
superficies anodizadas a mayores potenciales (30V, 60V, 90V y 120V), a diferencia de lo
encontrado por Gomez Sanchez et. al [8] , que al estudiar al circonio con potenciales de
anodizado entre 0OV y 30V, observaron que la morfologia superficial se modificaba,
presentandose crecimiento no homogéneo de peliculas anddicas de circonio, mostrandose una

estructura de “islas” de éxidos.

Figura 3.10: Micrografias de muestras anodizadas a potenciales de: a) 6V y b) 18V.

3.3 - Conclusiones

A partir de la caracterizacién superficial que se realizé en este capitulo se obtuvieron

las siguientes conclusiones:

° El 6xido crecido anddicamente posee un color caracteristico de acuerdo con el

potencial al que fue anodizado el material.

° El 6xido se deposita de manera bastante uniforme sobre la superficie, observandose
algunas pequeiias fisuras, que podrian deberse a la existencia de tensiones internas generadas
durante el anodizado.

e —
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° La rugosidad del material es independiente del potencial de anodizado. Tampoco se

encontraron diferencias estadisticamente significativas de los pardmetros de rugosidad entre
el material sin anodizar y el material anodizado.

° El estudio de muestras de Zr-2.5%Nb a bajos potenciales (6V y 18V) demostraron que

la morfologia superficial es similar a las muestras anodizadas a mayores potenciales (30V, 60V,

90V y 120V), presentandose una superficie con ciertas elevaciones e imperfecciones de éxido.

. ]
Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de

biocompatibilidad. Pagina 75



CAPITULO Ill: ANODIZADO Y ESTRUCTURA SUPERFICIAL

3.4 - Bibliografia

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]

S. Preusser, U. Stimming, K. Wippermann, An optical and electrochemical investigation
of Zr0O2 thin films (from NM to MM thickness), Electrochim. Acta. 39 (1994) 1273-1280.
E.M. Patrito, R.M. Torresi, E.P.M. Leiva, V.A. Macagno, Potentiodynamic and AC
Impedance Investigation of Anodic Zirconium Oxide Films, J. Electrochem. Soc. 137
(1990) 524.

G.A. McRae, M. a. Maguire, Electrochemical Impedance of Anodic Oxide Films on Zr-2.5
Nb, J. Electrochem. Soc. 149 (2002) B123.

J.-L. Delplancke, M. Degrez, A. Fontana, R. Winand, Self-colour anodizing of titanium,
Surf. Technol. 16 (1982) 153-162.

A.G. Sanchez, W. Schreiner, G. Duffd, S. Ceré, Surface characterization of anodized
zirconium for biomedical applications, Appl. Surf. Sci. 257 (2011) 6397-6405.

Y.T. Sul, C.B. Johansson, Y. Jeong, T. Albrektsson, The electrochemical oxide growth
behaviour on titanium in acid and alkaline electrolytes., Med. Eng. Phys. 23 (2001) 329-
46.

N. Carrizo, Evaluacién del comportamiento del circonio anodizado para la fabricacion de
implantes permanentes., Tesis de Maestria. Instituto Sabato.Universidad Nacional de
San Martin. CNEA, 2014.

A. Gomez Sanchez, Evaluacion in vitro e in vivo de la factibilidad del empleo de circonio
como material para la fabricacidon de implantes oseointegrables, Tesis Doctoral.
Instituto Sabato.Universidad Nacional de San Martin-CNEA, 2011.

D.E. Romonti, A. V. Gomez Sanchez, |I. MiloSev, |. Demetrescu, S. Ceré, Effect of
anodization on the surface characteristics and electrochemical behaviour of zirconium
in artificial saliva, Mater. Sci. Eng. C. 62 (2016) 458-466.

B. Cox, Factors Affecting the Growth of Porous Anodic Oxide Films on Zirconium, J.

Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de
biocompatibilidad. Pagina 76



CAPITULO Ill: ANODIZADO Y ESTRUCTURA SUPERFICIAL

Electrochem. Soc. 117 (1970) 654.
[11] A.Gomez Sanchez, W. Schreiner, M. Rodriguez, G. Duffd, S. Ceré, Electrochemical
behaviour of anodic zirconium oxide films in phosphoric acid, Elsevier Ed. Syst. Corros.

Sci. (2010).

e ——————————————
Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de

biocompatibilidad. Pagina 77



CAPITULO IV: EVALUACION ELECTROQUIMICA DEL Zr-2.5%Nb

Capitulo IV: EVALUACION ELECTROQUIMICA DEL Zr-2.5%Nb ANODIZADO

4.1 - Introduccion

Una de las muchas propiedades que se busca en un biomaterial metdlico es que sea
inerte en el medio de trabajo, sin embargo, no es usual que suceda asi. El cuerpo humano, por
tratarse de un medio acuoso, promueve el desarrollo de fendmenos corrosivos en los
implantes metdlicos. Valero Cet al. [1] afirman que los fluidos corporales son altamente
hostiles a los metales, por lo cual, el uso de aleaciones metalicas como bioimplantes estd

limitado por la agresividad del medio fisioldgico.

La naturaleza del ambiente fisioldgico es extremadamente hostil a todos los materiales
extrafios y por consiguiente a los efectos del medioambiente sobre implantes metdlicos y al de
los implantes sobre el tejido huésped. La concentracidn de iones cloruro en el suero sanguineo
y en el fluido intersticial es de 113 y 117 mEg/L, respectivamente, que es una alta
concentracién salina y provee un ambiente seriamente corrosivo para los materiales metdlicos
[2]. La capa acuosa en el sitio del implante contendrd naturalmente numerosas especies
idnicas hidratadas (Na®, Ca®", etc.). Es probable que el tipo y concentracién de iones en
solucidon cambien luego de un periodo de tiempo, mientras que las células que rodean al
implante reaccionan o se adaptan a la presencia de un material extrafio. Otros iones presentes
en el fluido humano son el Ca*, Mg2+, cl, PO, SO, y aniones de 4cidos orgdnicos. Otros
componentes mdas complejos presentes en cantidades pequefias son los fosfolipidos,
colesterol, grasas naturales, proteinas, glucosa y aminoacidos [3] . Se trata por lo tanto de un
medio electrolitico que, entre otros, contiene iones cloruro, lo que facilita que puedan
producirse fendmenos electroquimicos de corrosion dado que ésta es una de las especies
idnicas mas agresivas para la gran mayoria de los metales. En adicion a esto, la concentracién
de oxigeno disuelto en el suero sanguineo es un cuarto de la concentracién en sangre venosa y
1/8-1/4 de ella en espacios intracelulares, lo cual acelera la corrosion de materiales metalicos.
Los cambios en el pH de los fluidos corporales son generalmente pequefios debido a que estos
fluidos son soluciones buffer y el pH usualmente permanece entre 7,0y 7,35 [4]. Sin embargo,
el pH del tejido duro en el cual un material es implantado disminuye aproximadamente a 5,2
luego del implante y luego se recupera a 7,4 en dos semanas. Este cambio en el pH lleva a la

inflamacién alrededor del implante, produciendo especies altamente reactivas de oxigeno.
. ]
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Estas especies oxidantes (por ejemplo H,0,) interactuaran con la superficie del implante. Las
células también pueden influenciar la corrosion de materiales metalicos. Los materiales
metalicos por si mismos, no presentan ninguna toxicidad, pero algunos iones de metales
disueltos, productos de corrosién y particulas de desgaste pueden mostrar toxicidad cuando
estdn combinadas con biomoléculas y células. A su vez, en los lugares donde se produce
corrosion, el medio se vuelve acido debido a la presencia de ciertos productos de corrosion,

favoreciendo auiin mds dicho proceso.

El grado de degradacidn de la superficie del implante, depende particularmente del
tratamiento superficial empleado. Es por este hecho, que el estudio de los mecanismos de
corrosidon asociados con los diferentes tratamientos superficiales es de gran importancia.
Reclaru et al. [5] explican en su trabajo, que los estudios electroquimicos son una herramienta
fundamental para predecir la predisposicidn a la corrosion de diferentes metales. Hryniewicz
et al. [6] aseguran que las técnicas electroquimicas como el uso de curvas de polarizacién son
empleadas con frecuencia en la caracterizacion de materiales biocompatibles, usando como
electrolito soluciones bioldgicas simuladas. Estas técnicas permiten conocer la interaccién de

la superficie del implante con el medio circundante.

En el presente capitulo, se estudiaran los resultados obtenidos luego del trazado de las
curvas de polarizacién andédicas del Zr-2.5%Nb anodizado y sin anodizar en solucién simulada
de fluido bioldgico (SBF). Las curvas fueron trazadas luego de sumergir las muestras en

solucion SBF durante 24 horas y 30 dias a 37°C, y se compararan los resultados obtenidos.

e ——————————————
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4.2 — Resultados y Discusion

4.2.1 — Probetas inmersas en solucion SBF durante 24 horas

4.2.1.1 — Medicion del potencial de corrosion

A continuacién se muestran los resultados de los ensayos electroquimicos realizados
en muestras que estuvieron inmersas en solucién SBF a 37°C durante 24 hs. Previamente al
trazado de las curvas de polarizaciéon, se dejé estabilizar el potencial de corrosién (Ecorr)
durante 1 hora. El Ecorr revela la tendencia a la corrosion del material y queda determinado
por el potencial al cual las densidades de corriente anddicas y catddicas se igualan. En la figura
4.1 se puede observar la evolucidn del Ecorr en funcion del tiempo para Zr-2.5%Nb sin
anodizar (0V) y anodizado a 30V, 60V, 90V y 120V. Las mediciones se realizaron por duplicado.
Los valores del Ecorr varian levemente con el paso del tiempo y alcanzan un valor
relativamente estable luego de la hora de inmersidn en soluciéon SBF. En la mayoria de los
casos el Ecorr aumenta con el tiempo, lo que es indicativo de que la superficie de los metales

estd siendo espontaneamente pasivada dentro de la solucion.
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Figura 4.1: Potencial de corrosidn (Ecorr) vs. tiempo. Muestras inmersas durante 24 horas en solucion SBF.

En la figura 4.2 se representa el Ecorr medido a la hora de iniciado el ensayo en funcién
del potencial de anodizado. No se ha encontrado una clara correlacién entre el Ecorr y la

e ——————————————
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magnitud del potencial de anodizado. Quienes presentan el Ecorr menos noble son las

probetas anodizadas a 30V y el Ecorr mds noble se puede observar en las muestras anodizadas

a 60V yoov.
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Figura 4.2: Potencial de corrosion (Ecorr) vs potencial de anodizado. Muestras inmersas en solucién SBF durante 24

horas.

4.2.1.2 — Trazado de curvas de polarizacién

Una vez estabilizado el Ecorr, se procedid a trazar las curvas de polarizacién anddica
del Zr-2.5%Nb inmerso previamente durante 24 horas en soluciéon SBF. Para cada uno de los
potenciales de anodizado se realizaron curvas de polarizacién por duplicado como minimo. Los
resultados fueron repetitivos para todos los potenciales de anodizado, a excepcién de las

muestras no anodizadas.

En la figura 4.3 se pueden observar las curvas de polarizaciéon anddica de una muestra
no anodizada. En las probetas de Zr-2.5%Nb no anodizadas, se puede observar que existe una
zona donde las densidades de corriente aumentan gradualmente con el potencial aplicado
pero son bajas (103-5x107 A/cm?). Al continuar el incremento del potencial aplicado la

densidad de corriente aumenta abruptamente a un potencial denominado potencial de
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ruptura (Erup). Al revertir el sentido de barrido del potencial, las densidades de corriente
permanecen altas (mayores a las del barrido original), poniendo de manifiesto que se ha roto

la pasividad del metal. El Erup estuvo comprendido entre 400mVecs y 660mVecs.
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Figura 4.3: Curvas de polarizacion de muestras no anodizadas.

En la figura 4.4 se observan las curvas de polarizacién de las muestras anodizadas a
30V. Se puede observar una amplia regién donde la densidad de corriente es baja (10°-10”
A/cm?) y crece ligeramente con el potencial aplicado, indicando el estado de pasividad de las
superficies anodizadas. Las muestras anodizadas a 30V exhiben menores densidades de
corriente pasivas comparadas con las muestras que no fueron sometidas al proceso de
anodizado. A diferencia del caso anterior no se observa un Erup. Al invertir el sentido de
barrido del potencial, las densidades de corriente son bajas, ain menores que en el barrido de

ida, indicando que no se ha roto la pasividad del sistema.

La figura 4.5 muestra las curvas de polarizacién de muestras anodizadas a 60V. En este
caso también se puede apreciar que la densidad de corriente crece de manera gradual con el
potencial aplicado, manteniéndose en valores bajos (entre 10™°y 5x10%A/cm?), lo que asegura
la existencia de un film pasivo que protege a la superficie del material. Las densidades de
corriente pasivas en este caso son aun menores que en las muestras anodizadas a 30V.

Tampoco se detecto la existencia de un Erup.
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Figura 4.4: Curvas de polarizacion de muestras anodizadas a 30V.
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Figura 4.5: Curvas de polarizacidon de muestras anodizadas a 60V.
En la figura 4.6 se muestran las curvas de polarizacion de muestras anodizadas a 90V.
Los valores de densidad de corriente que se alcanzan estan comprendidos entre 10™°y 2x10®
A/cm”. Nuevamente se observa que las densidades de corriente en los barridos de regreso son
iguales o menores a las densidades de corriente en los barridos de ida, lo que pone de

manifiesto que no hay ruptura de la pasividad.
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Figura 4.6: Curvas de polarizacion de muestras anodizadas a 90V.

La figura 4.7 representa las curvas de polarizacion de dos muestras anodizadas a 120V.
Como se ha visto para los anteriores potenciales de anodizado, se observa un extenso plateau
en la densidad de corriente que refleja la presencia de un film pasivo que protege la superficie
del material. Las densidades de corrientes alcanzadas son del orden de 10™°-10%A/cm? La

pasividad se mantiene en todo el rango de potenciales barrido.

Para cualquier valor de potencial de anodizado, la susceptibilidad a la corrosién de las
probetas en la solucidon SBF disminuye considerablemente en comparacidon con la muestra sin
anodizar. El caso mas favorable ocurre para las probetas anodizadas a 90V y 120V, debido a
gue su densidad de corriente pasiva es dos érdenes de magnitud menor a la de la muestra sin

anodizar.
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Figura 4.7: Curvas de polarizacidon de muestras anodizadas a 120V.

4.2.1.3 — Observacion de muestras en microscopio electronico de barrido.

En la figura 4.8 se muestran las micrografias MEB de las probetas inmersas en solucién

SBF durante 24 horas, luego del trazado de las curvas de polarizacion.

Las probetas anodizadas a los diferentes potenciales (30V, 60V, 90V y 120V) no
muestran ninguna evidencia de corrosidon o picado. Sélo la muestra no anodizada exhibe el

fendmeno de corrosién por picado en la superficie.

El propdsito de los ensayos de inmersidn es doble. Por un lado, evaluar la resistencia a
la corrosidn de los materiales luego de periodos variables (24 horas y 30 dias) de inmersién en
una solucién potencialmente dainina (SBF). Por otro lado, el propdsito es analizar la capacidad
de formacidn de apatita, que consiste en evaluar si sobre la superficie del metal en contacto
con la solucién SBF hay precipitacién de compuestos de Ca-P en un determinado periodo de

inmersion [7].

En los trabajos realizados por Uchida et al. [8], se encontré crecimiento de

hidroxiapatita (HA) en muestras de circonio tratadas superficialmente con solucidn alcalina de
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NaOH concentrado, e inmersas luego en SBF durante periodos de 4 y 28 dias. Sin embargo, no
encontraron HA en las muestras sin tratamiento superficial. Estos autores explicaron el
fendmeno como el resultado de la hidratacidn del éxido nativo del metal en contacto con la
solucidn alcalina de NaOH, proponiendo la formacidn de una capa de hidrogel de circonia, que
produce un efecto catalitico para la precipitacién de apatita debido a la presencia de grupos
Zr-OH. Sandhyarani et al.[9] estudiaron al Zr mediante oxidacion por micro arco y hallaron
luego de una inmersién en solucion SBF durante 14 dias la presencia de depdsitos esferoidales
sobre el film de oxido existente en la superficie de todas las muestras tratadas con este
proceso, a diferencia de las probetas que no habian sido sometidas al tratamiento superficial.
Estudios a través de EDS sugirieron que si bien habia existencia de apatita en la superficie de
las muestras, esta resultaba deficiente en calcio. Gémez Sanchez [10] observé el crecimiento
de compuestos ricos en Ca-P en muestras de circonio anodizadas en 4acido fosférico a 30V
luego de 30 dias de inmersidn en SBF. Los cristales, que eran de forma acicular, fueron
estudiados por espectroscopia Raman y se encontrd que, ademds de los picos
correspondientes al dxido anddico, aparecen tres bandas compatibles con modos vibracionales
de fosfatos en diferentes apatitas. Carrizo et. al [11] observaron que luego de 24 horas de
inmersion en solucidn SBF, en las muestras de circonio anodizadas en acido fosférico a 60V
aparecian pequefias esferas, que se suponian podrian ser precursores de compuestos ricos en

CayP.

A diferencia de esos resultados, en el presente trabajo, se puede apreciar que la
morfologia de la superficie de las probetas no cambia significativamente luego de la inmersién
en solucion SBF. En Zr-2.5% Nb, no se encontrd en la superficie morfologias compatibles con

compuestos de Ca-P.
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Figura 4.8: Micrografias SEM de muestras inmersas en solucién SBF durante 24 horas luego del trazado de las curvas
de polarizacién: a) sin anodizar, 0V; b) anodizado a 30V; c) anodizado a 60V; d) anodizado a 90V; e) anodizado a

120v.

Utilizando espectroscopia dispersiva en energia (EDS), se pudieron observar a través
de un mapeo superficial, los elementos principales presentes en las superficies de las probetas
en estudio. En la figura 4.9 se puede observar los espectros EDS para una probeta sin anodizar
y para otra anodizada a 120V. Los espectros de las muestras anodizadas a distintos potenciales
eran muy similares y sélo se muestra de manera representativa el espectro correspondiente a
la muestra anodizada a 120V. En todos los casos, se encontrd circonio y oxigeno como
elementos mayoritarios. En la figura 4.9 se puede apreciar que la cantidad de oxigeno es
mayor en la muestra anodizada. La presencia de cloro, sodio y potasio, se deben
principalmente a restos de la solucién SBF. La existencia de carbono o silicio, en algunas
probetas, proviene de impurezas adquiridas durante los procesos de anodizado, secado o

transporte de las muestras.

Como previamente se estudio la morfologia de las superficies, se realizaron mediante
EDS mapeos puntuales, para estudiar la cuantificacion de los componentes quimicos presentes
en la matriz de las probetas, como asi también en las zonas de la muestra en donde se

observaban fisuras. Se encontrdé que la cantidad de oxigeno presente en la matriz y la cantidad
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presente dentro de las fisuras era similar, con lo que se puede inferir que las fisuras presentes
en el material, son sélo superficiales. La pelicula de dxido que crecié sobre el material lo hizo
de manera continua a lo largo de toda la superficie de la muestra.

Label A: Edax OV adentro

Zr

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 ke¥

Label A: Edax 120V a )

zr

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 ke¥

Figura 4.9: Espectros EDS de muestras inmersas en SBF durante 24 horas a) probeta no anodizada, b) probeta

anodizada a 120V.
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4.2.2 — Probetas inmersas en solucidon SBF durante 30 dias

4.2.2-1 — Medicién del potencial de corrosion

Al igual que con las muestras inmersas en solucidon SBF durante 24 horas, en el caso de
las probetas inmersas durante un periodo de 30 dias, el trazado de las curvas de polarizacidn,

se realizé luego de obtener un potencial de corrosion Ecorr constante.

En la figura 4.10 se representa la evolucion del Ecorr con el tiempo, en muestras
inmersas en solucion SBF durante 30 dias. Se puede observar, al igual que en las muestras
sometidas al bafio de inmersién durante 24 horas, un pequefio incremento del Ecorr hacia
potenciales crecientes, indicando la presencia de una capa pasiva que se va formando en la

superficie del material.

0 900 1800 2700 3600
0.00 . L . L . L . 0.00
-0.05 4 L -0.05 O
-0.10 4 L -0.10 30V —
i
& 015 L -0.15 6OV
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5 0.20 0.20
S 020 L -0.
S [ SOV m—
-0.25 ) - -0.25
120V m—
-0.30 | -0.30
-0.35 , , . T , , , -0.35
0 900 1800 2700 3500

Tiempo [seg]

Figura 4.10: Potencial de corrosion (Ecorr) vs. Tiempo. Muestras inmersas en solucion SBF durante 30 dias.

Se graficd el Ecorr versus el potencial de anodizado, y se presenta en la figura 4.11. En
este caso, tampoco existe una clara correlacién entre el Ecorr y el potencial de anodizado. Si
bien hay bastante dispersién en los resultados, el Ecorr mas noble se puede observar en las

probetas anodizadas a 90V y 120V.
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Los Ecorr obtenidos luego de 30 dias de inmersién en SBF son similares a los obtenidos
luego de 24 horas de inmersion en SBF. En ningln caso se observé una correlacidén definida
entre el Ecorr y el potencial de anodizado, sin embargo, los valores de Ecorr obtenidos a
distintos tiempos de inmersidn para los diferentes potenciales de anodizado son parecidos (a
excepcion de la muestra anodizada a 30V). Este hecho indica que el material sigue siendo

noble a pesar del tiempo prolongado de inmersién en SBF.

0 30 60 90 120
0,0 1 A I . I . ] . 1 0,0
] n L
| *
-0,1 4 +-0,1
i - L
0,2 " ‘ * 0,2 ov
= ] A s 30V
m u *
> 1 A - 60V
= A
8 -0,3 4 --0,3 . a0V
w * 120V
-0,4 +-0,4
05 T T T T T T T T T 05
0 30 60 90 120

Potencial de anodizado [V]

Figura 4.11: Potencial de corrosidn (Ecorr) vs potencial de anodizado. Muestras inmersas

en solucién SBF durante 30 dias.

4.2.2.2 — Trazado de curvas de polarizaciéon

Luego de lograr estabilizar el Ecorr del material base, se realizaron las curvas de
polarizacién anddica del Zr-2.5%Nb, de igual manera que en las muestras anteriores, pero en
este caso, luego de que las probetas estuvieran inmersas durante 30 dias en solucién SBF. Los
resultados fueron repetitivos para todos los potenciales de anodizado, a excepcién de las

muestras blanco.

En la figura 4.12 se presentan las curvas de polarizacion anddica de probetas que no

sufrieron el proceso de anodizado (muestra blanco, 0V), que fueron sumergidas en solucion
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SBF durante 30 dias, previamente al trazado de las curvas. Se puede notar, la falta de
reproducibilidad en los resultados. Todos los ejemplares presentaron el fendmeno de ruptura
de la capa anddica, que se pone de manifiesto con el aumento brusco de la densidad de
corriente al denominado potencial de ruptura. Se ha observado cierta dispersidn en los valores
del potencial de ruptura (diferencia de 400mV). También existe una gran variabilidad en Ia

densidad de corriente pasiva en las diferentes muestras (entre 107 A/cm®y 10™ A/cm?).
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Figura 4.12: Curvas de polarizacién anddica. Muestras no anodizadas.

La figura 4.13 presenta las curvas de polarizacién de muestras anodizadas a 30V. Se
hicieron 3 repeticiones y resultaron todas similares, ninguna presenta el fendmeno de picado.
Las densidades de corriente alcanzadas a este potencial de anodizado son del orden de 10®y

10° A/cm?, resultando de menor magnitud que las muestras sin anodizar.
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Figura 4.13: Curvas de polarizacion de muestras anodizadas a 30V.

En la figura 4.14 podemos observar las curvas de polarizacion de muestras anodizadas
a 60V. La densidad de corriente crece de manera gradual con el potencial. La reproducibilidad
no es tan buena como en el caso anterior. Se puede observar que dos de las curvas de
polarizacién son muy similares con densidades de corriente pasivas del orden de 10™ A/cm?;
mientras que una tercera repeticién mostré un comportamiento similar pero con densidades

de corriente pasiva mayores (entre 10%y 10™° A/cm?).
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Figura 4.14: Curvas de polarizacién de muestras anodizada a 60V.
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En la figura 4.15, se muestran las curvas de polarizacion de muestras que fueron
anodizadas a 90V. Nuevamente, se puede observar como la densidad de corriente crece con el
potencial de manera suave, indicando el estado de pasividad de la superficie de la muestra. Al
igual de lo que ocurre con las muestras anodizadas a 60V se observan dos tipos de curvas: dos
de las curvas de polarizacién son muy similares con densidades de corriente pasivas del orden
de 10™ A/cm?; mientras que una tercera repeticién mostré un comportamiento similar pero
con densidades de corriente pasiva mayores (entre 10° y 10™° A/cm?). Las densidades de

corrientes son bajas, del orden de 10™°y 10™ A/cm”.
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Figura 4.15: Curvas de polarizacién de muestra anodizada a 90V.

La figura 4.16 muestra las curvas de polarizacién de probetas anodizadas a 120V. Se
observa el mismo comportamiento que en los dos casos anteriores: dos de las curvas de
polarizacién son muy similares con densidades de corriente pasivas del orden de 10™ A/cm?;
mientras que una tercera repeticion mostré un comportamiento similar pero con densidades
de corriente pasiva mayores (entre 10®y 10° A/cm?). En ninguin caso se observé el fenémeno
de picado ni corrosidn generalizada sobre su superficie. Por todo lo expuesto, podemos decir
que las capas de 6xido formadas durante el proceso de anodizado actian como protectoras
ante la presencia de los iones cloruros propios de la soluciéon SBF, independientemente del

valor del potencial de anodizado (en el rango 30V-120V).
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Figura 4.16: Curvas de polarizacién de probetas anodizadas a 120V.

La susceptibilidad a la corrosion localizada durante la polarizacion anddica, fue
estudiada en trabajos anteriores [12] [13], en diferentes medios de inmersion que simulaban
fluido biolégico (soluciones de Hank’s, soluciones buffer de fosfato y soluciones Ringer). Con el
circonio como material de prueba, se encontré que se producia la ruptura de la pelicula pasiva
durante la polarizaciéon anddica. En dichos trabajos se determind que el agregado de
elementos de aleacién tales como el niobio y el titanio aumentaban la resistencia a la
corrosiéon del circonio. Luego de la incubacion durante 30 dias en soluciéon SBF, se
observé un deterioro de la pelicula superficial tanto en circonio anodizado como sin
anodizar, evidenciado por el aumento de la densidad de corriente. Sin embargo, luego de
este periodo de tiempo, las muestras anodizadas tenian un potencial de picado

considerablemente mayor.

Gbémez Sanchez et. al [10] estudiaron el comportamiento electroquimico de muestras
de Zr anodizadas a potenciales entre 3V y 30V e inmersas en solucién SBF durante 24 horas y
30 dias. Encontraron que en solucién SBF, las muestras inmersas durante 24 horas
presentaban ruptura localizada de la pelicula superficial durante la polarizaciéon anddica, lo que
daba cuenta de la agresividad del medio rico en cloruros de la solucidn SBF. Luego de 30 dias
de inmersién en SBF, los ensayos electroquimicos dieron cuenta de una disminucion de la
resistencia a la corrosidn tanto del circonio sin anodizar como anodizado a 30 V, observandose
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un deterioro de la pelicula superficial, que queda en evidencia por el aumento de la densidad

de corriente de pasivacién.

En otro trabajo [14], en donde se estudiaron al Zr y a la aleacién de Zr-2.5%Nb en
condiciones no anodizadas y anodizadas a 30V, en solucién SBF durante periodos de inmersién
de 24 horas y 30 dias, se concluyd por medio de curvas de polarizacién anddica que a pesar de
gue se produjo la ruptura del film pasivo para todas las condiciones, reveladas por un aumento
brusco de la densidad de corriente y posteriormente por la presencia de picaduras mediante
microscopia electrénica de barrido, el proceso de anodizado mejord considerablemente la
resistencia a la corrosién (medida a través del Ecorr y la densidad de corriente) manteniéndose

este efecto a lo largo del tiempo cuando las muestras son inmersas en solucion SBF.

Carrizo et. al [11] estudiaron el comportamiento electroquimico de probetas de
Zr anodizadas entre 30V y 120V, sumergidas en solucidn SBF durante 24 horas y 30 dias.
Luego de 24 horas de inmersidon, ninguna de las muestras anodizadas presentd picado ni
corrosidn generalizada sobre su superficie, a excepcién de la probeta no anodizada que si
presentd ruptura de la capa pasiva. A su vez, después de 30 dias de inmersidn, se vio que
ninguna de las probetas anodizadas presenté picado ni corrosién generalizada. Por otro lado,
la muestra sin anodizar, al igual que la probeta sin anodizar incubada 24 horas, también
presentd ruptura de la capa pasiva. Al comparar las curvas de polarizacién obtenidas a

diferentes tiempos de inmersion previa, se vio que dichas curvas eran muy similares.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el trabajo de Gdmez Sanchez et. al
[10], donde se produce la ruptura de la capa pasiva a todos los potenciales, incluido 30V, y los
resultados del trabajo de Carrizo et. al [11], se concluyd que 30 V era un potencial critico
para el cual podia o no producirse la ruptura de la capa anddica. Para potenciales de
anodizado menores a 30V, se obtuvo picado en todos los casos. Para potenciales de anodizado

mayores a 30V no se presentd picado en ningln caso.

En el presente trabajo, el Zr-2.5%Nb inmerso en solucidn SBF durante dos periodos de
tiempo diferentes (24 horas y 30 dias), mostraron diferencias que pueden observarse
mediante las curvas de polarizaron anddica. En las muestras inmersas en solucion SBF durante

24 horas como asi también durante 30 dias, a medida que se incrementa el potencial de
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anodizado, se observa un aumento de la resistencia a la corrosidn, evidenciandose este hecho
mediante la disminucién de la densidad de corriente pasiva. La capa anddica permanece
recubriendo la superficie a todos los potenciales de anodizado (30V, 60V, 90V y 120V). A
diferencia de estas muestras, en las probetas sin anodizar inmersas en SBF durante 24 horas y
30 dias, la pelicula superficial presenta una ruptura localizada, poniéndose de manifiesto con el
incremento brusco de la densidad de corriente pasiva. Al comparar los diferentes periodos, se
puedo detectar una mejora con el tiempo de inmersidon de la pelicula superficial de las
muestras de Zr-2.5%Nb anodizadas a diferentes potenciales, que queda en evidencia por la

disminucion de la densidad de corriente de pasivacidn con el tiempo.

4.2.2.3 — Observacidon de muestras en MEB

Después de 30 dias de incubacion de las probetas en solucidon SBF a 37° C, y el
posterior trazado de curvas de polarizacion, se realizé la observacion en MEB de la morfologia

superficial de las muestras.

Las micrografias de las probetas resultan similares a aquellas que fueron tomadas de
muestras que solo habian sufrido el proceso de anodizado, sin ser sumergidas en solucién SBF.
Las anodizadas a diferentes potenciales, no presentan el fendmeno de corrosién por picado. A
su vez, al igual que para las probetas incubadas durante 24 horas, las muestras no anodizadas

si muestran picaduras y corrosién en su superficie.

En la figura 4.17 se puede observar muestras no anodizadas y anodizadas a diferentes
potenciales, inmersas en solucién SBF durante 30 dias. En este periodo de tiempo, al igual que
para las probetas incubadas en SBF durante 24 horas, tampoco se hallaron estructuras
esferoidales de compuestos de Ca-P caracteristicos de |la apatita. A pesar de esto, en estudios
anteriores sobre el circonio, se reporté que en probetas de circonio, luego de 30 dias de
inmersion en SBF, se observaba la presencia de compuestos ricos en Ca-P con modos activos
en espectroscopia Raman compatibles con Hidroxiapatita (HA) en la superficie las muestras

[10].
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Figura 4.17: Micrografias SEM de muestras incubadas en solucion SBF durante 30 dias y posterior trazado de

curvas de polarizacién a: a) sin anodizar; b) 30V; c) 60V; d) 90V; e) 120V

En trabajos anteriores [15] en muestras de Ti, Zr y aleaciones de TiZr que fueron
tratadas superficialmente en un medio alcalino y a temperatura elevada, y posteriormente
inmersas en solucién SBF, se observé la formacién de una capa uniforme de apatita con
microestructura nanocristalina luego de 2 semanas de inmersién en solucién SBF para el metal

Tiy después de 3 semanas para el Zr.

Kokubo et al. [16] encontraron que se formaba una fina capa de apatita fuertemente
unida al sustrato metalico, en la superficie del titanio y sus aleaciones, que habian sido sujetas
a tratamientos en soluciones alcalinas a temperaturas por debajo de los 600°C y luego

inmersos en solucion SBF.

Si bien, resultaria importante el hallazgo de compuestos de Ca-P, el hecho de que no
estén, no indica que el material vaya a presentar pobre oseointegracién. En el trabajo de
Farina et. al. [14] se afirma que existen algunos materiales que se unen directamente al hueso

en un organismo vivo sin la formacion de apatita detectada sobre su superficie.

. ]
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Posterior al estudio mediante MEB de la morfologia superficial de las probetas, se
realizaron mediciones mediante EDS, con el fin de determinar los elementos quimicos

presentes en la superficie.

En la figura 4.18, se puede observar el espectro de dos muestras sumergidas en SBF
durante 30 dias, una sin anodizar y otra anodizada a 120V. Los componentes principales
encontrados, fueron el circonio y el oxigeno, siendo mayor, la cantidad de oxigeno en las
muestras anodizadas que en aquellas que no habian sufrido el proceso de anodizado. Ademas,
se buscd cuantificar la cantidad de oxigeno que existia en la matriz del material y en las
pequefias fisuras presentes en la superficie. Se observo que la cantidad de oxigeno presente en
la matriz del material y en las fisuras eran similares, comprobando nuevamente, que las fisuras
solo eran superficiales y que la capa de éxido crecié de manera continua a lo largo de toda la

superficie de la muestra.

Label A: Edax 0¥ 1 mes

0K zZK

2.00 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 keV
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Label A: Edax 120 v matriz

5]

ZiK
Y

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 ke¥V

Figura 4.18: Espectros EDS de muestras inmersas en SBF durante 30 dias: a) probeta no anodizada, b) probeta

anodizada a 120V.

4.2.3 — Efecto del tiempo de inmersidn previo en solucidon SBF

Con el objetivo de evaluar la evolucidn de la respuesta electroquimica del Zr-2.5%Nb
con el tiempo de inmersidn , y con el fin de estudiar si los iones agresivos que contiene la
solucion SBF se adhieren a la superficie del metal o logran interferir desde el punto de vista
electroquimico en la corrosién de las probetas, es que se trabajaron con dos lapsos de tiempo
distintos (24 horas y 30 dias) y se realizaron curvas de polarizacidon anddica comparativas a los
diferentes potenciales de anodizado, como asi también para muestras que no fueron

anodizadas.

A continuacion (figura 4.19), se presentan las curvas comparativas de probetas para los

distintos potenciales de anodizado estudiados, en los dos periodos de tiempo.

e ——————————————
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Figura 4.19: Comparaciones entre diferentes periodos de inmersidén en SBF para muestras a: a) sin anodizar, b) 30V;

c) 60V; d) 90V y e) 120V.

En el caso de las muestras que no tuvieron tratamiento superficial y que estuvieron
inmersas en solucién SBF durante 24 horas y 30 dias, se observa la ruptura de su capa pasiva,
perdiendo las propiedades de proteccidn a la liberacidn idnica al medio. A pesar de esto, se
puede ver que al aumentar el tiempo de inmersién en SBF, las densidades de corriente

disminuyen, poniendo de manifiesto cdmo mejora la resistencia a la corrosion.

Para aquellas probetas anodizadas a diferentes potenciales, se observa diferencias
notorias al cambiar el tiempo de inmersiéon en solucion SBF. Al incrementar el tiempo de

inmersion, las densidades de corriente (en su mayoria) disminuyen, mientras otras
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permanecen iguales. Lo que indica que la capa pasivante de la superficie de las probetas
cumple mds efectivamente su rol protector ante los iones agresivos presentes en la solucién.
Tampoco se observd, en ninguna de las probetas inmersas en diferentes periodos de tiempo,

picado sobre su superficie.

A pesar de la poca reproducibilidad en los resultados (particularmente luego de 30 dias
de inmersién) es de destacar que las curvas de polarizacién de las muestras anodizadas a
diferentes potenciales en los dos periodos de tiempo estudiados (24 horas y 30 dias),
presentan histéresis negativa (figura 4.20), lo que implica que el recorrido “de vuelta” del ciclo
de polarizacion ocurre a densidades de corrientes menores que las correspondientes al
camino “de ida”. A partir de esto, se concluye que no se ha producido el fendmeno de
corrosidn por picado en las probetas. Este hecho se ve respaldado, mediante micrografias en

microscopio electrénico de barrido, donde se nota la ausencia de picado.
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Figura 4.20: Curvas de polarizacion realizadas en solucién simulada de fluido bioldgico SBF: a) 30V; b) 60V; c) 90V; d)

120V. Se indica con flechas la direccién de barrido de potenciales.
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El estudio electroquimico del Zr-2.5%Nb en solucién simulada de fluido bioldgico
demostré la buena resistencia a la corrosién del material, incrementdndose este efecto con
mayor tiempo de incubacién en SBF. Las bajas densidades de corriente de pasivacién logradas
para los diferentes potenciales de anodizado, evidencian la formacién de una muy buena

pelicula pasiva en solucién SBF.

4.3 — Conclusiones

e No se encontrd una clara relacion entre el potencial de anodizado y el Ecorr, si bien las

muestras con los Ecorr mas nobles fueron las de 60V, 90V y 120V.

e las probetas anodizadas a diferentes potenciales, muestran un comportamiento
pasivo en solucién SBF. La densidad de corriente disminuye conforme aumenta el
potencial de anodizado. La muestra blanco (sin tratamiento de anodizado) fue la que

presenté mayor densidad de corriente.

e Llas probetas que fueron anodizadas (30V, 60V, 90V y 120V) y posteriormente
incubadas durante 24 horas y 30 dias en solucion SBF, no presentaron picado ni
corrosidn generalizada. A diferencia de la muestra sin anodizar, en donde la densidad

de corriente crece de manera abrupta, mostrando la ruptura de la capa pasiva.

e Se puede observar que las muestras anodizadas e inmersas en soluciéon SBF durante 30
dias presentan densidades de corriente menores que aquellas probetas inmersas
durante 24 horas, lo que pone de manifiesto, ademas de la buena resistencia a la
corrosion de ambos tipos de muestra, que a mayores periodos de incubacidn, la

resistencia a la corrosion podria ser mejor.

. ]
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Capitulo V: COMPORTAMIENTO IN VIVO

5.1 - Introduccion

Los estudios in vivo constituyen una etapa fundamental para la evaluaciéon de la
biocompatibilidad. Los materiales a ser estudiados para su potencial aplicacidon en sistemas
bioldgicos, requieren de modelos experimentales in vivo. En la actualidad, los estudios que
demandan el uso de animales, se rigen por normativas bioéticas con la finalidad de reducir al
minimo la cantidad de seres vivos en la experimentacién, el dolor, el sufrimiento, el estrés o la

generacion de lesiones innecesarias, entre otras [1].

En este capitulo se presentan los estudios in vivo sobre la biocompatibilidad del
tratamiento de anodizado de implantes de Zr-2.5%Nb. Se analizaron muestras anodizadas a
potenciales de 30V, 60V, 90V y 120V en 4acido fosférico 1M. La eleccion de los potenciales se
basd en estudios anteriores realizados sobre circonio [2], en donde los potenciales utilizados

fueron los extremos, 30V y 120V y el anodizado se realizé bajo las mismas condiciones.

5.2 — Resultados y discusion

En ninguno de los grupos de animales implantados se observaron alteraciones locales
o sistémicas, tanto en el post operatorio inmediato como mediato. Cabe destacar, que cada
animal contaba con una muestra control (sin anodizar) en su miembro inferior izquierdo y una

muestra anodizada en su miembro inferior derecho.

5.2.1 — Estudio histoldgico

Se observaron en todos los grupos estudiados, zonas de tejido dseo de tipo laminar en
intimo contacto con la superficie metalica (oseointegracién), y sectores donde el tejido
medular contactaba con la superficie metdlica (mielointegracion), figura 5.1. De esta manera,
el tejido neoformado establecid una interfaz discontinua sobre la superficie del implante. En

ninguno de los casos se observo respuesta de tipo inflamatoria.

. ]
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Figura 5.1: Respuesta bioldgica peri- implantaria. Se observa la superficie metalica en contacto con el tejido dseo
laminar (oseointegraciof )y en contacto con el tejido medular (mielointegracion 4). Cortes histoldgicos por

desgaste. Resina acrilica. Azul de Toluidina al 1%. Mag. Orig. X400.

En la figura 5.2 se observan imdgenes histoldgicas, correspondientes a los grupos
control (C) y a los grupos experimentales de Zr-2.5%Nb anodizado a 30V, 60V, 90V y 120V. En

cada caso se detallan la médula 6sea, el implante y el tejido 6seo peri-implante neoformado.

30V

Figura 5.2: Cortes histolégicos
por desgaste. Resina acrilica.
Azul de Toluidina 1%. Mag.
Orig X 50. Se observa el tejido
6seo peri - implantario (TO),
médula 6sea hematopoyética
(MOQ) y cortical de la tibia (CO).
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En la figura 5.3 se observan a modo de ejemplo, imagenes histoldgicas

correspondientes a oseointegracidén en una caso control versus uno de 30V.

Control 30V

Figura 5.3: Oseointegracio®( ). Se observa el intimo contacto entre el tejido 6seo laminar y la superficie del

implante . Resina acrilica. Azul de Toluidina. Mag. Orig. X400. | (implante), TO (tejido 6seo).

5.2.2 — Analisis histomorfométrico

El estudio histomorfométrico revelé6 menor volumen dseo peri-implante (VOP)
estadisticamente significativo en el grupo de los animales implantados con las muestras
anodizadas a 120V (grupo IV) respecto a los grupos de animales implantados con muestras

control (sin anodizar), (p<0,05).

Los grupos anodizados a 30 V, 60 V y 90 V no mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto del grupo control (p>0,05). Los grupos 60 V y 90 V mostraron un mayor
VOP respecto del grupo 30V, diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,05). El
grupo 120V evidencié un menor VOP significativamente menor respecto al grupo 30V (p<0,05).

La tablay el grafico 5.1 hacen referencia a estos datos.

e ——————————————
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Volumen éseo peri-implante (um2)

Control 38.000 £ 24.000
30 V (Grupo 1) | 30.000 £10.000 )
60 V(Grupo Il) | 44.000 + 11.000
90 V(Grupo 1) * 38.000 + 21.000 |
120 V(Grupo V) 16.500 + 4.600 |

Tabla 5.1: Estudio histomorfométrico: evaluacidn del volumen dseo peri-implante VOP. Los datos se expresan como

media * desviacidon estandar, (*p<0,05).

Volumen oseo peri-implantario

70.000 .

60.000

50.000 * p<0,05 respecto del
= control
540.000 # p<0,05 respecto del
= grupo 30V
g 30.000 ® p<0,05respecto del

20.000 4 grupo 120V

10.000

0] . |

control 30V 60V aov 120V

Grafico 5.1: Estudio histomorfométrico: volumen 6seo peri-implante (VOP). Los datos se expresan como

media + desviacién estandar.

Respecto a la oseointegracién (Ol), se observé un mayor porcentaje estadisticamente
significativo en las muestras anodizadas a los 30V y 120V respecto de los controles (p<0,05).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los grupos 60V y 90V respecto
del control. Se observé un mayor % Ol, estadisticamente significativo en el grupo 30V respecto

a 60y 90V (p<0,05). La tabla 5.2 y el gréfico 5.2 hacen referencia a estos resultados.

Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de
biocompatibilidad. Pagina 114



CAPITULO V: COMPORTAMIENTO IN VIVO

Porcentaje de Oseointegracion(%)
Control 12+4 I
30V 30£6 | |
60V 542 I * é 1
90V . | 8+3
120V | 23+ 4

Tabla 5.2: Estudio histomorfométrico: evaluacidn de la oseointegracidn. Los datos se expresan como media

+ desviacion estandar, (*p<0,05).

Porcentaje de oseointegracion

*

30 * "
p<0,05 respecto del

25 T control
o 20 # p<0,05 respecto del
xR grupo 30V
15 T * * p<0,05respecto del
b # grupo 120V
10 # T
; s
0 T T T T
60V S0V

control 30V 120V

Grafico 5.2: Estudio histomorfométrico: porcentaje de oseointegracion (%0I). Los datos se expresan como

media + desviacidn estandar.

El modelo experimental utilizado en este estudio permite la evaluacién de la
biocompatibilidad de materiales para implante ante variables locales y sistémicas [3]. Es de
destacar que en la médula ésea no hay tejido dseo preexistente, de tal manera, que el tejido
Oseo observado se forma en respuesta al biomaterial implantado, a partir de las células de la

médula ésea que tienen capacidad osteogénica, es decir, de formar tejido éseo.

. ]
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En el presente trabajo, el modelo experimental permitié evaluar el tejido dseo

neoformado alrededor del implante bajo una variable local (anodizado).

El andlisis histomorfométrico realizado, mostré que las muestras anodizadas a 30V y
120V resultaron éptimas en relacidon al %0l respecto del grupo control. Estos resultados
concuerdan con trabajos anteriores realizados en circonio puro, como los de Carrizo et. al [2],
Gdémez Sanchez et. al [4] y Sollazo [5]. En el primero, estudiaron al circonio anodizado a 30V y
120V y obtuvieron que el porcentaje de oseointegracion crecidé un 167% para muestras de 30V
y un 132% en muestras de 120V, respecto de las muestras control. A diferencia de esto, los
porcentajes incrementados en el presente estudio de la aleacién de Zr-2.5%Nb, fueron
mayores; las muestras anodizadas a 30V, incrementaron el %0l en un 250% y las muestras de
120V, lo hicieron en un 190% respecto de las muestras no anodizadas, optimizando de esta
manera la respuesta bioldgica. En el trabajo de Gdémez Sanchez et. al [4] se evalud
cualitativamente la factibilidad de oseointegracion del Tiy Zr anodizados a 30 V y sin anodizar,
encontrando que tanto para el Ti como para el Zr, en las muestras sin anodizar el tejido éseo
neoformado no se encontraba en toda la periferia del implante en la misma magnitud que en
las muestras anodizadas. A su vez, mediante estudios in vivo, en el estudio de Sollazzo et al. [5]
se concluyd que implantes de Zr, que fueron preparados y recubiertos mediante una
suspension coloidal de oxido de circonio, ZrO,, presentaban un porcentaje de contacto hueso-
implante mayor y estadisticamente significativo en comparacién con los implantes sin dicho

recubrimiento.

En relacidn al VOP, la mayoria de las muestras anodizadas a diferentes potenciales
(30v, 60V y 90V), presentaron un volumen similar a las muestras control, a diferencia del
conjunto anodizado a 120V cuyo VOP fue el menor de todos los grupos evaluados (a pesar de

su adecuado porcentaje de oseointegracion).

Desde el punto de vista bioldgico, si se considera el %0l y VOP, el grupo 30V resulté
ser el potencial mas adecuado de todos los evaluados, presentando un %0l superior al control

y al resto de las variables y un VOP similar al control.

Por otro lado, en el trabajo de Aphesteguy [6] se estudié la incidencia de la capa de

oxido formada mediante el proceso de anodizado en implantes laminares de Ti sobre el
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porcentaje de oseointegracion. Trabajaron con potenciales relativamente bajos, entre 6V y
24V. Llegaron a la conclusion de que los potenciales intermedios eran los que mejores
resultados presentaron, ya que eran los que proporcionaban un mayor %0I. Sin embargo, cabe
aclarar que él %0l a estos potenciales intermedios eran iguales o levemente superiores al %0l
del titanio sin anodizar. Aunque en este trabajo se utilizé una solucién de sulfato de amonio
para realizar los anodizados y los potenciales de anodizado del Ti estuvieron comprendidos
entre 6V y 24V, si se comparan los resultados del %0I, teniendo en cuenta que el mayor
potencial de anodizado de Ti corresponde a un 16% de oseointegracién y que el valor de
potencial mas cercano a este, estudiado en el presente trabajo (30V) presenta un %0l de 30%,
se podria decir que el Zr-2.5%Nb anodizado permite un mayor porcentaje de oseointegracion

que el Ti anodizado.

Las superficies anodizadas presentan propiedades adecuadas desde el punto de vista
biolégico y biomecanico en comparacidn con superficies maquinadas. En este sentido, el éxito
clinico en Ti anodizado se ha explicado a través de dos mecanismos: unién mecanica del hueso

neoformado y unién bioquimica [7].

Se conoce que los sistemas bioldgicos tienen la capacidad de reconocer cualquier
detalle a nivel molecular. El reconocimiento estd programado en las moléculas y células a
través de la combinaciéon de su estructura tridimensional, la arquitectura quimica y sus
propiedades dindmicas. Entre las propiedades fisico — quimicas de las superficies que se han
determinado que afectan la respuesta celular se encuentran: la mojabilidad (hidrofilicidad),

energia superficial, rugosidad, textura, composicién quimica, carga superficial y morfologia [8].

Basandonos en estas hipdtesis, se analizd si existia correspondencia entre las
caracteristicas del éxido andédico con los valores de Ol. Se pudo ver que el mayor porcentaje de
Ol se corresponde a las muestras anodizadas a 30V y 120V. Se observd la morfologia obtenida
para cada potencial y se determiné que el éxido crecido sobre la superficie de las muestras era
similar para todos los potenciales de anodizado. En la figura 5.4 se pueden observar
micrografias mediante SEM del 6xido que recubre a las probetas de Zr-2.5%Nb. Estos
resultados discreparon con la morfologia obtenida en el trabajo de Carrizo et al. [2] en donde
el oxido habia crecido sobre el sustrato en forma de pequefios grupos y a medida que

aumentaba el potencial de anodizado, estos grupos de éxido aparecian con mayor frecuencia y
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en mayor tamafio sobre la superficie de la matriz de Zr. En dicho trabajo se concluyd que la
mayor oseointegracion encontrada en la muestra anodizada a 30V estaba relacionada con la
particular morfologia de crecimiento de dxido de la misma. A diferencia de los que ocurre en la
muestra anodizada a un potencial mayor (120V), en este caso, el 6xido no cubre totalmente la
superficie y se especula que esta particular morfologia podria servir de “anclaje” para el

crecimiento y desarrollo del hueso neoformado.

Sin embargo, a partir de lo observado en el presente trabajo, los %0l obtenidos para
distintos potenciales de anodizado del Zr-2.5%Nb, no pueden atribuirse a una particular forma

de deposicion de oxido.

Figura 5.4: Micrografias de la morfologia presente en muestras anodizadas a: a) 30V, b) 60V, c) 90V, d) 120V.

El mayor porcentaje de Ol, también podria atribuirse al espesor de la capa anddica. No

obstante, en el presente trabajo esta variable no fue evaluada. Sin embargo, de acuerdo a la

Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de
biocompatibilidad. Pagina 118



CAPITULO V: COMPORTAMIENTO IN VIVO

literatura, el espesor crece en funcién del anodizado en forma lineal. Oliveira et al. [9]
estudiaron al Zr y el Ti, aduciendo que materiales vdlvulas como éstos, poseen superficies
cubiertas de film de 6xidos formados espontaneamente al aire o en diferentes electrolitos. Los
espesores tipicos de estas capas de oéxidos oscilan entre 2-5 nm, cuando se forman a
temperatura ambiente, pero este ultimo se veia aumentado al anodizar a los materiales a
diferentes potenciales. A su vez, Kurumoto et al. [10] trabajaron con Ti anodizandolo en
solucién de H3PO,y mediante microscopio de fuerza atdmica mostraron que el espesor del film
generado sobre la superficie del Ti aumentaba con el potencial aplicado, teniendo un
crecimiento relativamente lineal hasta un voltaje de aproximadamente 200V, donde esta
linealidad dejaba de tener efecto. Por todo lo expuesto, es de esperar que en el presente caso
de Zr-2.5%Nb el espesor de la capa anddica también sea una funcidn creciente del potencial de
anodizado. De ser asi, los diferentes %0l obtenidos no podrian correlacionarse con los
diferentes espesores de la capa anddica, ya que los mayores %Ol se encuentran para

potenciales de anodizado iguales a 30V y 120V.

Respecto a la rugosidad, las muestras de Zr-2.5%Nb anodizadas presentaron similares
valores promedio que la rugosidad de la muestra control. Como se habia visto anteriormente
en el capitulo 3, seccion 3.2.1.3, las laminas de Zr-2.5%Nb originales, para ser utilizadas como
material de estudio, sufrieron un proceso de recurrentes laminados, proporcionandoles
deformacién con una rugosidad inicial lo suficientemente alta como para que la rugosidad
propia del proceso de anodizado sea casi imperceptible. Por lo que, en este trabajo no se pudo
estudiar el efecto propio del anodizado en la rugosidad de las muestras. En este sentido, la
variable rugosidad no pudo ser estudiada adecuadamente como para asegurar que tenga

influencia o no, en la respuesta bioldgica.

Si bien, son muchos los estudios que dan cuenta (e que un aumento en la rugosidad
permite una mejora en la adhesién hueso-implante, en lo que respecta al Zr-2.5%Nb, todavia
son pocos los estudios que relacionan la rugosidad con el porcentaje de oseointegracién. Sin
embargo en Ti existen gran cantidad de trabajos. Ponsonnet et al. [11] estudiaron la adhesidn
y proliferacién celular para varias aleaciones de Ti con diferentes tratamientos superficiales
modificando su rugosidad. Llegaron a la conclusidon de que existe una fuerte correlacién entre

la rugosidad y la proliferacion celular. Para los tratamientos superficiales propuestos por ellos,

. ]
Aleacién Zr-2.5%Nb para la potencial fabricacidon de implantes permanentes. Evaluacidon electroquimica y de
biocompatibilidad. Pagina 119



CAPITULO V: COMPORTAMIENTO IN VIVO

concluyeron que existe un rango éptimo de rugosidad (entre 0,08 y 1 um), por encima del cual

la proliferacién celular disminuye.
La rugosidad superficial juega un papel fundamental en la calidad y el porcentaje de Ol
en los implantes de Ti. Los implantes con gran rugosidad, han demostrado favorecer el anclaje

mecanico vy la fijacién primaria al hueso [7].

5.3 — Conclusiones

e Después de un periodo de 30 dias de implantacion de l[dminas de Zr-2.5%Nb en ratas
Wistar, se observd en todas las muestras, anodizadas y sin anodizar, la presencia de

tejido 6seo laminar neoformado alrededor del implante.

e Todas las muestras implantadas presentaron zonas de oseointegracién y zonas de

mielointegracion.

e Sise considera el % Ol y VOP el grupo de muestras anodizadas a 30V resultd ser el mas
adecuado desde el punto de vista bioldgico, presentando un % Ol superior al control y

mayor que el resto de las variables y un VOP similar al control.

e Sibien el grupo anodizado a 120V presentd un adecuado %0I, el VOP fue el menor de

todos los grupos evaluados.

e No se ha podido establecer una relacion clara entre la rugosidad o la morfologia del

Oxido y el %0I.

e Es importante destacar que el éxito clinico de un implante requiere ademas de un
adecuado volumen de tejido éseo una dptima oseointegracidon, condiciones que

resultaron satisfactorias sélo en el grupo anodizado a 30V.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES FINALES

° Las muestras de Zr-2.5%Nb anodizadas a: 30V, 60V, 90V y 120V en solucién de H3PO,
presentaron colores caracteristicos y altamente reproducibles. A medida que se modificé el
potencial de anodizado, se observé que la superficie cambiaba. El crecimiento del dxido
ocurri6 de manera homogénea a pesar de la presencia de ciertas imperfecciones en la
morfologia superficial. Mediante EDS se observd la presencia de circonio y oxigeno,

incrementandose este Ultimo con el aumento del potencial de anodizado.

° Se establecié que no existia diferencia estadisticamente significativa de los pardmetros
de rugosidad entre el material sin anodizar y el material anodizado. La rugosidad del material

resultd independiente del potencial de anodizado.

. Luego de los diferentes periodos de inmersion (24 horas y 30 dias) en solucidén
simulada de fluido bioldgico (SBF) a 37°C, la morfologia superficial de las muestras no cambio,
resultando similar a las de las muestras que sélo habian sufrido el proceso de anodizado, sin

ser sumergidas en SBF.

. En general, se encontré que el proceso de anodizado protege al material base,

confiriéndole mejor resistencia a la corrosion.

. Tanto las muestras anodizadas y sumergidas en SBF durante 24 horas como las
muestras anodizadas inmersas durante 30 dias, mostraron muy buena resistencia a la
corrosion permaneciendo pasivadas para todos los potenciales de anodizado. A diferencia del

material sin anodizar que presentd corrosidn localizada en su superficie.

. Los ensayos electroquimicos en solucion SBF mostraron que las muestras anodizadas
se encontraban pasivadas, siendo la densidad de corriente pasiva menor al aumentar el
potencial de anodizado. A su vez, al incrementar el tiempo de inmersidon (de 24 horas a 30
dias), las densidades de corriente (en su mayoria) disminuyen, indicando que la capa pasivante

cumple mds efectivamente su rol protector ante los iones agresivos presentes en la solucion.
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. Si bien, no se han encontrado compuestos de Ca-P (posibles precursores de la
formacidn de tejido dseo) luego de la inmersion en SBF, en los estudios in vivo se observo que

todas las muestras (anodizadas y sin anodizar) presentaron hueso neoformado a su alrededor.

° Las muestras anodizadas a 30V, incrementaron el %0l en un 250% y las muestras
anodizadas a 120V, lo hicieron en un 190%, respecto de las muestras control, optimizando de

esta manera la respuesta bioldgica.

. Se observd el mayor porcentaje de oseointegracién en las muestras anodizadas a 30V y
luego en las anodizadas a 120V. En relacién al VOP el grupo 30V presentd un volumen similar
al grupo control, mientras que la muestra de 120V mostré el VOP menor de todos los del
grupo. Por lo que, si se considera el %0l y el VOP, el grupo de 30V resultd ser el éptimo desde

el punto de vista biolégico.

. No se pudo establecer una relacién directa entre el porcentaje de oseointegracién vy el

grado de rugosidad superficial.

. El proceso de anodizado del Zr-2.5%Nb mejord la resistencia a la corrosién y la
capacidad de oseointegracién, medida a través del %Ol. De los potenciales evaluados se
concluye que 30V es el que produce mayor %0l y un VOP similar al control, resultando un
potencial éptimo desde el punto de vista de electroquimico y biolégico. Por otra parte,
anodizados a potenciales mayores para asegurar buena resistencia a la corrosidn, no son una
alternativa favorable, pues si bien presentan mayor VOP que la muestra de 30V, poseen

porcentajes de Ol bajos.
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