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RESUMEN

Actualmente, la profilaxis antibidtica no es suficiente para el tratamiento de infecciones
asociadas con materiales implantables. Por esta razén, es necesario desarrollar nuevas
alternativas, complementarias a los métodos farmacéuticos tradicionales. E| presente estudio
tiene como objetivo responder a esta necesidad para el caso de cirugias de implantes. En él,
fueron obtenidos recubrimientos multicapa biocompatibles y antibacteriales de
Hidroxiapatita (HA)-Ag/TiO2/TiN e HA-AQ/SIO2/TiN sobre la aleacién de Ti-6Al-4V,
mediante la técnica de pulverizacion catodica magnetrén. Durante la caracterizacion de estos
recubrimientos, se evalué su composicion quimica y de fases mediante las técnicas:
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X, espectroscopia micro-Raman y difraccion
de rayos X. El estudio estructural, topografico y morfoldgico fue realizado por las técnicas:
haz de iones focalizados, microscopia electronica de barrido, de transmision y de fuerza
atomica. Las propiedades mecanicas fueron determinadas por nano indentacién y micro
rayado. Por ltimo, la respuesta bioldgica in vitro fue evaluada mediante pruebas con células
madre mesenquimales de raton: citotoxicidad, adhesion y diferenciacion; y ensayos de
viabilidad y adhesion de bacterias de la cepa Stapilococcus aureus. Mediante el estudio
composicional realizado, se comprobé el depdsito de la fase HA, con relaciones Ca/P entre
1.67 y 1.76; vibraciones moleculares relacionadas con los grupos funcionales (PO4)* e OH",
asi como también, picos de difraccion caracteristicos de este compuesto. El estudio
estructural de los recubrimientos evidencio la obtencion de arquitecturas multicapa, con alta
correlacion a los disefios realizados previo al proceso de depdsito de cada sistema. A nivel
superficial, se observo una morfologia de granos en todos los sistemas, con rugosidades entre
11 + 0.6 nmy 27 + 2.1 nm. Ademas, se obtuvo un aumento en la mojabilidad y la energia
libre superficial del Ti-6Al-4V mediante el deposito de los recubrimientos de HA-Ag. Por
otro lado, se obtuvieron valores entre 5.1 + 0.3 GPa y 6.5 + 0.7 GPa para la dureza y entre
110 + 5 GPa y 130 + 7 GPa para el modulo de elasticidad los recubrimientos multicapa
desarrollados. Se encontr0 que el uso de las bicapas intermedias disminuye en
aproximadamente un 35 % los esfuerzos residuales de la pelicula de HA-Ag, mejorando su
adhesion al sustrato en un 46 % y 84 %, respectivamente para la incorporacion respectiva del
TiO2/TiN y SiO2/TiN. Finalmente, las pruebas bioldgicas in vitro realizadas indicaron un

caracter potencialmente no toxico en los recubrimientos ante la linea celular utilizada.



Adicionalmente, se registrd un efecto bactericida a bajas concentraciones de Ag (< 0.25
mg/L), lo que demuestra la obtencién de un balance entre biocompatibilidad y propiedades
antibacteriales, combinacion altamente deseada en superficies de potencial aplicacion en el

campo biomédico.
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1. Introduccion

El uso de recubrimientos osteoconductivos y antibacteriales sobre materiales comiunmente
usados en la manufactura de implantes protésicos ha emergido como un camino para evitar
el rechazo de esos dispositivos en el cuerpo humano y prevenir infecciones bacteriales [1,2],
debido a que al menos un 5 % de estas cirugias estan sujetas a complicaciones asociadas con
infecciones, que generalmente tienen graves consecuencias para la salud del paciente,
llegando en algunos casos hasta la extraccion del implante [3]. Por esta razén, actualmente
se estd investigando acerca de la modificacion superficial del acero inoxidable y las
aleaciones de titanio [4]. Por muchos afios, las evaluaciones bioldgicas han mostrado buena
respuesta en términos de adhesion, proliferacion y diferenciacion celular por parte de los
fosfatos de calcio, particularmente en la Hidroxiapatita (HA), por lo que viene siendo
ampliamente usada como componente para la fabricacion de implantes [5,6], lo cual se debe
principalmente a su gran similitud quimica con el mineral 6seo [5,7]. Las propiedades
mecanicas de este compuesto en volumen no son muy altas, por esta razon, la HA
normalmente se usa para llenar pequefias cavidades o como reemplazo protésico en zonas
sometidas a bajas cargas [8,9]. Sin embargo, se ha encontrado que, al ser depositada sobre
un sustrato metalico, éste puede proveer un buen soporte mecanico al sistema, ampliando su

campo de aplicacion en el campo biomédico.

Por otro lado, actualmente se estan buscando elementos que actten a nivel local para inhibir
la adhesion bacterial y formacion del biofilm, protegiendo el implante durante la cirugia y en
las etapas posoperatorias. La plata (Ag) parece ser una opcion prometedora al respecto, dado
su amplio espectro antibacteriano ante cepas gram-negativas y gram-positivas, que se ha
demostrado durante muchos afios [10]. La estrategia elegida para combinar estas propiedades
a nivel superficial ha sido incorporar nanoparticulas de Ag en recubrimientos de HA. Entre
las técnicas comUnmente usadas para ello, se ha encontrado que la pulverizacién catodica
magnetrdn confiere a estas peliculas una alta homogeneidad, compactacion y pureza [11,12].
Ademas, los més altos valores de adhesion entre la HA y la aleacion de Ti-6Al-4V, por
ejemplo, han sido obtenidos por esta técnica [13]. A través de la modificacion superficial de
esta aleacion con un recubrimiento de HA-Ag, es posible inducir osteointegracion y
propiedades antibacteriales. Ademas, se puede mejorar la resistencia a la corrosion, dado que
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estas peliculas usualmente actlan como capa barrera, que evita la posible migracion de iones
APy V2" al medio, lo que puede generar citotoxicidad a largo plazo [14]. Adicionalmente,
el uso de capas intermedias de transicion entre el recubrimiento y el sustrato metélico, puede
favorecer esta resistencia quimica y ademas, mejora la adhesion al sustrato, lo que ha sido
relacionado con fendmenos de difusion entre elementos de las diferentes capas usadas

durante el proceso de depdsito o tratamientos térmicos posteriores [15,16].

En el presente trabajo se aprovecharon las propiedades osteoconductivas de HA y el caracter
antibacterial de Ag, para desarrollar un novedoso sistema multicapa compuesto por 5 capas
de HA y 4 capas intermedias de Ag depositado sobre Ti-6Al-4V usando un equipo semi-
industrial de pulverizacion catddica magnetron. Ademas, se evalud el efecto de la
incorporacion de dos bicapas intermedias de (TiO2/TiN) y (SiO2/TiN), sobre la composicion

quimica, estructura, fases, propiedades mecanicas y bioldgicas in vitro de dicho sistema.
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2. Marco tedrico y estado del arte

2.1. Implantes protésicos

El envejecimiento de la poblacion a nivel mundial, acompafiado de los altos indices de
accidentalidad en paises sudamericanos como Colombia, aumentan la demanda de implantes
protésicos. Con estos dispositivos se busca reemplazar tejido 6seo perdido o deteriorado en
los seres humanos como consecuencia de eventos traumatoldgicos o dafios degenerativos,
mejorando de esta manera su calidad de vida, dado que el hueso es un elemento fundamental
en procesos de locomocion, soporte y proteccion de 6rganos. Con la edad, los constituyentes
0seos dejan de renovarse y las fracturas se multiplican, dado que el hueso comienza a
presentar elevados niveles de porosidad, que lo fragilizan. Los implantes protésicos deben
cumplir con ciertos requerimientos mecanicos que estan relacionados con la magnitud de
carga a la que estard sometido el hueso durante su aplicacién, esto comprende un amplio
rango que va desde pequefios huesos del oido o de la estructura dental, hasta huesos del
hombro, cadera o rodilla [5]. En los Estados Unidos se reportan mas de 1 millon de
reemplazos de cadera y rodilla anualmente, que generan costos cercanos superiores a los 25
millones de dolares [17]. Segun el Registro Nacional Conjunto en el Reino Unido, el nimero
de reemplazos de cadera y rodillaaument6 en un 19.47 %y 27.72 % respectivamente, durante
la Gltima década [18].

El primer requerimiento solicitado a los implantes protésicos fue tener una alta resistencia,
por esta razon, estos dispositivos son usualmente fabricados de materiales metéalicos, tales
como: el acero inoxidable y aleaciones de titanio, que poseen buena respuesta tanto a traccion
como a compresion. Ademas de las propiedades mecanicas, para estar en contacto con medio
bioldgico, estos implantes no podrian liberar sustancias toxicas. El desarrollo de las protesis
continud con la incorporacion de materiales osteoconductivos, es decir, que permitieran el
desarrollo del tejido 6seo en contacto con el dispositivo implantado, induciendo la migracion
y diferenciacién de células en células Gseas, estimulando la creacién de nuevo tejido dseo.
Para lograr esto, los estudios fueron enfocados en materiales ceramicos, debido a que muchos
de estos presentan gran similitud quimica con el mineral 6seo. Sin embargo, las propiedades

mecanicas de éstos cuando son usados en volumen, son bajas, por lo cual, actualmente se
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estan utilizando para recubrir protesis metalicas, generando sistemas compuestos con buena

osteointegracion y resistencia mecanica [5].

2.2. Biomateriales

Los biomateriales son materiales inertes, utilizados para ser incorporados o implantados
dentro de un organismo vivo con el fin de reemplazar o restaurar alguna funcion,
permaneciendo en contacto permanente o intermitente con fluidos corporales. La utilizacién
de éstos en el campo biomédico ha incrementado en los ultimos afios con el desarrollo de
nuevas formulaciones tecnolégicas. Los biomateriales se clasifican de acuerdo a su respuesta
con el tejido circundante en: bioinertes y biocativos. Los materiales bioinertes son aquellos
que presentan una respuesta biolégica minima frente al ambiente fisiolégico donde se
encuentran. Alli se da una fijacion mecénica caracterizada por la formacion de una capa
fibrosa delgada y no adherente, que desfavorece la unién biomaterial-hueso, ya que se
producen micro movimientos, lo que puede desencadenar en la falla o rechazo del implante.
Dentro de esta clasificacion se encuentran las aleaciones de titanio, la aliminay el polietileno
de alta densidad [19]. En contraste, los materiales bioactivos son aquellos que tienen una
respuesta bioldgica especifica en la intercara del material, la cual influye en la formacién de
un enlace fuerte de éste con el tejido receptor. El tiempo de integracion entre el tejido y el
material bioactivo, depende de la naturaleza, composicion y propiedades mecanicas de este
altimo. Dentro de esta clasificacion se encuentran los biovidrios y fosfatos de calcio como la
HA [20,21].

La HA es un fosfato de calcio de formula molecular Cai0(PO4)sOH y estructura cristalina
hexagonal. Este biomaterial constituye la fase mineral mas importante de los tejidos duros
de los vertebrados y desde principios del siglo XX se ha demostrado su similitud con el
mineral 0seo. Esto hace que actualmente, la HA natural o sintética, sea ampliamente utilizada
en cirugia dsea o dental cuando es necesario un aporte de material [5]. Desde los afios 80 la
HA comenzo a utilizarse clinicamente para mejorar la osteointegracion en implantes [22],
desde entonces el niumero de estudios al respecto ha venido en constante aumento. En la
literatura se ha reportado que la utilizacion de HA en implantes favorece el crecimiento del

hueso y que no hay formacion de tejido fibroso a su alrededor [23]. Este material es usado
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frecuentemente en procesos de reconstruccién de craneo y maxilofaciales, también para el
tratamiento de fracturas Oseas y reemplazo de articulaciones [24]. La HA se diferencia de
otros fosfatos de calcio tales como: fosfato tricalcico, dicalcico, entre otros, por su relacion
Ca/P de 1.67, ver Tabla 1. Esta caracteristica estequiométrica es muy importante, dado que
cuando esta relacion disminuye, la acidez y solubilidad aumentan. Por ejemplo, para valores
Ca/P menores a 1, la acidez y solubilidad es extremadamente alta, por lo que estos materiales

no son adecuados para implantes [25].

Tabla 1. Relacion Ca/P para diferentes fosfatos de calcio, construida segln [21,26,27].

Material Foérmula molecular Relacion Ca/P

Fosfato monocélcico Ca(H2PO0.), 0.5
Fosfato dicalcico CaHPO4 1

Fosfato octacélcico Cag(HPO4)2(P04)4.5H,0 1.33
Fosfato tricalcico a and B - Caz(PO4)2 15
HA Caio(PO4)s(OH), 1.67
HA deficiente en calcio Ca10x(PO4)s(OH) 1.5
Fosfato tetracalcico Cay(PO4)20 2

La evaluacion de biocompatibilidad en materiales usados para la fabricacion de implantes
protésicos, es normalmente realizada sobre células madre mesenquimales, debido a que se
busca, ademas de evaluar la viabilidad celular, proliferacion y adhesion, determinar si las

células tienden a diferenciarse hacia alguna linea celular especifica.

2.2.1. Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSC, pos sus siglas en inglés), son células

multipotenciales primitivas que poseen una morfologia fibroblastoide. Las MSC pueden
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diferenciarse in vitro o in vivo, en diversos tipos celulares tales como los osteocitos,
fibroblastos, osteoblastos condrocitos, adipocitos, entre otras. Esto depende del estimulo que
sea aplicado, que puede ser fisico, quimico o eléctrico. Este tipo celular posee un nicleo
grande y redondo con un nucléolo prominente, rodeado de finas particulas de cromatina que
delimitan y diferencian el ndcleo claramente. Las MSC pueden ser aisladas principalmente
de médula 6sea, sangre de cordon umbilical, tejido adiposo, pancreas, periostio, fluido
amniotico, liquido sinovial, entre otras fuentes, de donde se han logrado establecer cultivos

que han permitido estudiar sus propiedades funcionales y fenotipicas [28].

2.3. Citotoxicidad

La citotoxicidad es la capacidad intrinseca que puede poseer un agente quimico (anticuerpo),
para producir efectos adversos sobre un organismo celular determinado [29]. Dependiendo
del agente o proceso que haya desencadenado la muerte o lisis de la célula, se diferencian
tres tipos de muerte: i) apoptosis, que se refiere a la destruccion o muerte celular provocada
por ella misma, que se genera con el fin de auto controlar su desarrollo y crecimiento. Este
proceso es muy importante en los organismos, dado que hace posible la destruccion de células
dafadas, evitando la aparicion de enfermedades como el cancer, que es generado como
consecuencia de la replicacion indiscriminada de una célula dafada; ii) necrosis, que en
términos morfoldgicos se define como una hinchazon citoplasmatica hasta la ruptura de la
membrana celular; iii) autofagia, que es un mecanismo de supervivencia del organismo que
le permite sobrevivir sin la energia proveniente del alimento, si ésta es excesiva, puede

conducir a la muerte de la célula [30].

La citotoxicidad puede ser evaluada mediante diferentes métodos in vitro: i) exposicion
directa de las células sobre la superficie del material a evaluar y ii) exposicion de las células
a una solucion que contenga las particulas a analizar, previamente extraidas de un material
determinado. Uno de los ensayos mas utilizados para realizar pruebas de citotoxicidad, es el
método del MTT, que se basa en la reduccion metabdlica del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol, realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un

compuesto de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial
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de las células tratadas. Este método proporciona una curva precisa de respuesta a cantidades

pequerias de células, obteniendo una alta reproducibilidad en las mediciones [31].

2.4. Infecciones bacterianas

Las infecciones son principalmente causadas por las bacterias: Staphylococcus aureus (S.
aureus), Staphylococcus epidermidis, Escherichia colli y Pseudomonas aeruginosa [32,33].
Se ha encontrado que la resistencia a la profilaxis antibidtica de estos patdgenos incrementa
cuando estan en contacto con un material implantado, lo que en muchas ocasiones es debido
a la falta de vascularizacion, que obstaculiza los antibidticos y las células del sistema inmune.
Ademas, la interaccion entre el biomaterial y el huésped, parece disminuir el mecanismo de
defensa, facilitando la adhesion bacteriana en la protesis y con ello la formacion del biofilm,

que es la principal causa de formacion de infecciones microbianas [34].

2.4.1. S. aureus

La S. aureus es una bacteria gram positiva y constituye uno de los patdgenos més asociados
a infecciones en biomateriales implantables y dispositivos biomédicos [35]. Esta cepa se
adhiere facilmente a superficies metalicas y polimeéricas, generando un biofilm que es
protegido mediante una matriz hidratada de polisacaridos que evita la difusion de antibi6ticos
para contrarrestar la infeccion. Esta matriz constituye una barrera fisicoquimica que aumenta

la resistencia de dicho microorganismo [36].

2.5. Efecto bactericida de Ag

Estudios sobre el efecto bactericida de Ag han sido reportados desde comienzo de siglo e
incluso, es facil encontrar en la literatura articulos relacionados con ello a partir de 1985.
Paises como Esparia, Italia, China y Estados unidos han liderado este tipo de analisis, donde
los principales resultados muestran una clara inhibicion sobre la adhesion y proliferacion de
cepas bacterianas tanto gram positivas como gram negativas [37,38]. En cuanto al

mecanismo bactericida de este elemento, se ha establecido lo siguiente: los iones Ag* son
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altamente reactivos y se unen facilmente a las proteinas bacterianas, alterando su estructura
y causando la ruptura de la membrana. Ademas, eventualmente previenen la funcion del
ADN asociado con la division y replicacion bacteriana. Es importante relatar que la
liberacion de iones Ag* es favorecida cuando se tienen nano particulas de dicho elemento,
dado que la relacidn entre el area superficial y el volumen es muy alta. Pero ademas de ser
bactericida, la Ag puede causar citotoxicidad. Para ello, se han establecido niveles de
concentracion maximos en los cuales puede estar dicho elemento sin causar dafio celular,
algunos autores hablan de valores entre 1-2.5 mg/L [39], sin embargo, otros sugieren

concentraciones de hasta 10 mg/L [40,41].

2.6. La técnica de pulverizacion catédica magnetréon como una herramienta para la

modificacion superficial de implantes

La pulverizacion catddica magnetron es un proceso de depdsito fisico realizado bajo
atmasfera controlada y un alto nivel de vacio, por el cual se pueden obtener recubrimientos
metalicos y cerdmicos con elevada pureza, uniformidad, espesores que van desde decenas de
nandmetros hasta unas pocas micras y es posible depositar sistemas multicapa [42]. El

proceso involucra tres etapas, ver Figura 1:

I) La ionizacion de un gas inerte, generalmente Ar, debido principalmente a su alto peso
molecular. Los iones son generados mediante una descarga de plasma entre dos electrodos,
un catodo (blanco o material a pulverizar) y un &nodo (sustrato o material a recubrir), y la
ionizacion se da como producto de colisiones inelasticas entre electrones libres y las

moléculas de gas inerte.

I1) La pulverizacion del catodo generada por la colision de 4&tomos e iones de Ar sobre su

superficie, que generan la eyeccién por transferencia de momento, de los &tomos del blanco

[11) El deposito de los atomos del blanco sobre la superficie del sustrato: una vez han sido
eyectados los &tomos del blanco, éstos siguen lineas de campo eléctrico generadas por la
diferencia de potencial entre los dos electrodos, alcanzado finalmente la superficie del
sustrato [43].
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Figura 1. Representacién esquemaética del proceso de pulverizacion catédica magnetron.

La composicion quimica y de fases, asi como la estructura y propiedades mecanicas de las
peliculas depositadas por pulverizacion catddica magnetrén pueden ser controladas mediante
los parametros de proceso: temperatura, presion, potencia aplicada al blanco, distancia
blanco-sustrato y el voltaje bias, que es un voltaje usualmente aplicado al sustrato para
aumentar la energia de llegada en los atomos del blanco, mejorando principalmente la
adhesion del recubrimiento y ademas, se utilizada para generar una limpieza ionica de los
sustratos previo al inicio del proceso de deposito, lo que remueve 6xidos y residuos organicos
de la superficie del sustrato [44]. Un modelo que relaciona la estructura de los recubrimientos
con la temperatura reducida utilizada durante el depdsito (T/Ts), que es la relacion entre la
temperatura del sustrato y la temperatura de fusion del material del blanco, fue propuesto por
Thornton. En la Figura 2 se muestra las diferentes zonas de crecimiento de capas delgadas

obtenidas por pulverizacion catodica magnetron.
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Figura 2. Esquema de las diferentes zonas de crecimiento de capas delgadas en funcion de la

temperatura reducida T/Tr, adaptado de [45].

-La zona | es cuando la relacion T/Tf <0.1: cuando la temperatura de depdsito es baja, los
atomos quedan atrapados en el punto de llegada a la superficie, ya que no poseen la energia
necesaria para difundirse. Por tal razdn, se genera una alta densidad de nucleacién debido a

que la coalescencia y crecimiento de granos se encuentra inhibido.

-La zona de transicion (zona T) es cuando la relacion T/Tresta entre 0.1 y 0.3: en la regién
de transicion puede existir cierta difusién superficial. Alli, la formacion de la pelicula
comienza con el desarrollo de una estructura de granos muy finos, que refleja la densidad

inicial de nucleos, debido a la inmovilidad de las fronteras de grano

-La zona Il es cuando la relacion T/Tr estéa entre 0.3 y 0.5: para esta region de temperaturas,
el crecimiento de la pelicula esta determinado completamente por la migracion a lo largo de
las fronteras intergranulares. Por este motivo, se da un crecimiento cristalino a partir de los
granos formados inicialmente sobre la superficie. El tamafio de estos granos es mayor debido
a los fendbmenos de coalescencia entre nucleos. La estructura obtenida es de tipo columnar,
densa, formada por granos micro cristalinos, cuyo diametro medio aumenta proporcional a

la temperatura reducida
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-La zona Il es cuando la relacion T/T¢ > 0.5: en esta ultima region, la estructura esta
dominada por fendmenos de difusién interna y recristalizacion, que se generan por la
segregacion de impurezas hacia la superficie de los granos. Dichas impurezas intervienen
negativamente en el crecimiento de los cristales y dan lugar a fenémenos de nucleacion
secundaria. Por esta razon, la morfologia de las capas evoluciona desde granos de tipo
columnar (a temperaturas bajas) y de tipo equiaxial (a temperaturas altas), acercandose a lo

que ocurre en un material masivo [45].

2.7. Recubrimientos de HA e HA-Ag obtenidos por pulverizacion catodica

magnetrén

Entre las principales técnicas para el depdsito de HA estan: plasma spray, sol-gel, deposito
electroquimico, depdsito electroforético y pulverizacion catédica magnetrén [11,12,46,47].
La mas usada es plasma spray, debido a su versatilidad y bajo costo. Sin embargo, dicha
técnica presenta algunas limitaciones. Por ejemplo, se ha encontrado que los recubrimientos
de HA poseen baja adhesion al sustrato y el control sobre la composicién quimica durante el
proceso de depdsito es muy dificil. Ademas, las altas temperaturas alcanzadas pueden generar
la descomposicion de elementos del recubrimiento [48-54]. En contraste, la técnica de
pulverizacion catédica magnetron confiere a las peliculas de HA un gran control
composicional, gran similitud quimica al blanco, elevada pureza y buena adhesion al sustrato
[55-58]. Esta Gltima propiedad puede ser hasta un 70 % mayor a la registrada por otras
técnicas de depdsito de HA, lo que esta relacionado con fendmenos de difusion atdmica en
la interfaz entre el recubrimiento y el sustrato durante el proceso de depdsito que genera
enlaces muy fuertes [13]. Otra razdn se basa en el bajo espesor de pelicula obtenida (que es
hasta 100 veces menor que en plasma spray y sol-gel, por ejemplo), debido a que con la
reduccion en el espesor, se disminuye también la cantidad de defectos que pueden generar
fallas adhesivas en los recubrimientos [59]. Otra caracteristica importante es que el proceso

de deposito por pulverizacion catddica puede ser realizado desde la temperatura ambiente.

Diversos estudios se han realizado acerca de la produccion de recubrimientos de HA sobre
sustratos metalicos con potencial aplicacién en el campo biomédico. En ellos, se han obtenido
diferentes propiedades en funcion de los parametros involucrados en el proceso de depdsito,
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permitiendo obtener peliculas con espesores que van desde 20 hasta 900 nm [60]. En cuanto
a la temperatura del sustrato, se ha encontrado una gran influencia sobre el crecimiento de la
pelicula y la estructura que esta adopte [61]. Aunque debido a la alta temperatura de fusion
de la HA (>1500 °C) [62], la temperatura reducida durante el proceso de depoésito es
generalmente baja, debido principalmente a que los equipos de pulverizacion no operan a
temperaturas muy elevadas, 1o que genera la obtencidn preferencial de recubrimientos densos
y sin estructura columnar. Sin embargo, han sido reportados cambios estructurales en
recubrimientos de HA mediante la aplicacion de tratamientos térmicos pos-deposito
[12,63,64], que tienen como finalidad mejorar su cristalinidad, dado que han encontrado que
la velocidad de disolucion en medio bioldgico de dicho compuesto disminuye con el aumento
en la cristalinidad [65]. No obstante, estos tratamientos pueden generar fallas adhesivas
debido a las diferencias del coeficiente de expansion térmica entre el recubrimiento de HA 'y
el sustrato, de Ti-6Al-4V por ejemplo, que poseen valores respectivos de 11.5x10°° K1y
8.50x107% K™ [15]; la presion de trabajo vy el tipo de gas utilizado durante el proceso de
pulverizacion también son factores importantes, debido a que pueden afectar la pureza y
composicion quimica de los recubrimientos, generada por cambios en la movilidad de los
atomos dentro de la camara de pulverizacion. A.Y. Fedotkin et al. [66] obtuvieron
recubrimientos de HA con relaciones Ca/P entre 1.77 y 1.93, utilizado diferentes gases para
la pulverizacion: Ar, Kry Xe. A. R. Boyd et al. [49] depositaron recubrimientos de HA a dos
presiones de trabajo diferentes, obteniendo alteraciones en la relacion Ca/P, que disminuyo
desde 3.38 a 1.82 con el aumento de la presion de 1 a 2 Pa. Con respecto a esto, actualmente
hay una controversia, dado que investigadores a nivel mundial reportan la obtencion peliculas
de HA con relaciones Ca/P variables en un amplio rango que va desde 1.5 hasta 3.8 [60,67],
cuando el valor estequiométrico de dicho compuesto es de 1.67 y bajo norma es aceptada
hasta en 1.76 [68,69]. Se ha encontrado también que la aplicacion del voltaje bias aumenta
la relacion Ca/P, debido a que los &tomos de fosforo no alcanzan a llegar hasta la superficie
del sustrato debido a la presencia de iones de oxigeno cargados negativamente, fenémeno
conocido como resputtering del fosforo [60]. A.A. lvanova et al. [70] reportan un aumento
en la relacion Ca/P de recubrimientos de HA de 1.58 a 2.16, para voltajes bias respectivos de
-50V y -100V. Este pardmetro ademas, puede aumentar la energia de llegada de los &tomos

a la superficie del sustrato, densificando los recubrimientos y mejorando su adherencia
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[60,70]; la densidad de potencia aplicada al blanco de HA influye también sobre la
composicion quimica de los recubrimientos, dado que, en materiales compuestos como la
HA, no todos los elementos son eyectados del blanco con la misma facilidad, por esta razon,
se debe aplicar una energia lo suficientemente alta para garantizar que todos los elementos
van a estar presentes en la pelicula. Normalmente, son aplicadas altas densidades de potencia,
que van de 3 a 8 W/cm? [6,49]. Sin embargo, puede haber una limitacion en cuanto a ello a
la hora de trabajar con blancos de grandes dimensiones. El control efectivo de todos los
parametros descritos anteriormente resulta bastante complejo, es por esto que el desarrollo

de recubrimientos de HA sobre sustratos metélicos aln se encuentra en proceso.

Con el desarrollo de los recubrimientos de HA por pulverizacion catddica magnetrén, ha
despertado un interés por su modificacion estructural con diferentes elementos que permitan
mejorar sus propiedades mecéanicas, potenciar su respuesta biologica e inducir propiedades
antibacteriales. A. Vladescu et al. [55] incrementaron la dureza (H) y mddulo de elasticidad
(E), en un recubrimiento de HA mediante el dopaje con particulas de SiC. La incorporacion
de este dltimo elemento en la HA, favorecié también su resistencia a la corrosion y
bioactividad, de acuerdo a los autores del reporte [71]. De manera similar, E.S. Thian et al.
[72] obtuvieron un aumento en la difusion celular y produccion de matriz extracelular in vitro
de recubrimientos de HA mediante su dopaje con Si. Por otro lado, con el fin de proteger la
superficie de la HA ante una posible colonizacion bacteriana, pero sin afectar su
biocompatibilidad, estan siendo investigados diferentes elementos antibacteriales, uno de
éstos es Ag, que resulta bastante atractivo dado que posee un amplio espectro antibacterial
[10]. Recubrimientos de este tipo han sido obtenidos principalmente mediante un proceso de
co-deposito, que involucra la eyeccién simultanea de elementos de HA, como el Ca, P, O e
H vy, por otro lado, Ag, que puede ser incorporada mediante el uso de un blanco hibrido o
utilizando dos blancos independientes, pulverizados simultdineamente. W. Chen et al. [12]
obtuvieron un recubrimiento de HA con un 2 % en peso de Ag utilizando esta metodologia,
la pelicula presentd buenas propiedades antibacteriales frente a las cepas S. aureus y S.

epidermidis sin causar citotoxicidad sobre la linea celular de osteoblasto.

El control sobre la composicidn quimica de estos sistemas no ha sido logrado completamente,
1.Y. Grubova et al. [73] reportan valores de Ca/P entre 1.5y 1.55 para recubrimientos de HA
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dopados con Ag entre 0.13 y 0.36 % en peso. M. A. Surmeneva et al. [54] obtuvieron un
recubrimiento tricapa de HA (1 um) - nano particulas de Ag (1.5 pg/cm?) — CaP amorfo (de
150 nm y 1 pm). Las capas de HA y CaP fueron depositadas por pulverizacion catodica
magnetron, mientras que la Ag fue sintetizada en solucién y posteriormente obtenida sobre
la HA mediante depdsito electroforético. La evaluacion antibacterial de los recubrimientos
estuvo fuertemente influenciada por el espesor de la capa final de CaP, dado que la liberacién
de Ag al medio se da a traves de esta. Los resultados indicaron que con un espesor de 150
nm para el CaP habia un efecto inhibitorio en el crecimiento de la cepa E. coli. Se encontro
ademas que un tercio de la cantidad de Ag inicial es liberada después de 3 dias de inmersion
en fluido bioldgico simulado. En este tipo de sistemas puede ocurrir una liberacion continua
de pequefias cantidades de iones Ag* que actGan como agentes antibacteriales sobre la

superficie del recubrimiento [74].

2.8.Uso de capas de anclaje para mejorar la adherencia al sustrato en
recubrimientos de HA e HA-Ag

El éxito a largo de plazo de todo recubrimiento depende en gran medida de su estabilidad
quimica, pero también de la fuerza de union entre éste y el sustrato o soporte donde fue
depositado. Por esta razon, se han estudiado diferentes capas intermedias de anclaje entre la
HA y aleaciones de Ti. E. Mohseni et al. [9] incrementaron en un 44.5 % la adherencia entre
un recubrimiento de HA obtenido por pulverizacion catddica magnetron y un sustrato de Ti-
6AIl-4V, mediante la incorporacion de una capa intermedia de TiN. Este nitruro, al igual que
la HA, es biocompatible y por otro lado, posee una alta estabilidad quimica, que lo hace
Optimo para este tipo de aplicacion [16]. A. Vladescu et al. [75] evaluaron el efecto de la
incorporacion de diferentes capas intermedias de TiC, NbC y ZrC, sobre las propiedades
mecanicas y bioldgicas de un recubrimiento de HA dopado con Ti depositado sobre Ti-6Al-
4V. Los resultados obtenidos revelaron que la adhesion entre el sustrato y el recubrimiento
de HA-Ti fue mejorada y no se afectaron las propiedades biomédicas requeridas tales como
la alta resistencia a la corrosion, altos niveles de proliferacion de células osteoblasticas y
buenos niveles de expresion génica. En otro estudio, D.A. Hamdi et al. [76] obtuvieron un
aumento en la adhesion de un recubrimiento de HA sobre un sustrato de Ti-6Al-4V, mediante
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la incorporacion de una bicapa intermedia de Al>O3/TiO2 obtenida por pulverizacion catodica
magnetron. Este comportamiento fue asociado a la similitud estructural entre las capas de
oOxido y el sustrato, asi como tambien entre sus coeficientes de expansion térmica. Por otro
lado, en un recubrimiento de HA obtenido sobre Ti-6Al-4V por depdsito electroforético, A.
Araghi et al. [77] reportan un aumento en la adherencia mayor al 100 % tras la incorporacion
de una capa de TiO2, que fue asociado a la difusion de elementos en la interfaz entre el 6xido
y la HA.

En cuanto a los sistemas de HA-Ag obtenidos por pulverizacion catédica magnetron, no se
han encontrado estudios acerca del uso de capas intermedias que tengan como finalidad

mejorar la fuerza de union del recubrimiento al sustrato
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3. Planteamiento del problema

La combinacion entre osteointegracion y propiedades antibacteriales en recubrimientos de
HA-Ag obtenidos por pulverizacidn catdédica magnetron, los hace muy atractivos para un uso
potencial en implantes quirurgicos. Sin embargo, el desarrollo de este tipo de sistemas
actualmente se encuentra en curso, dado que no existe una parametrizacion definida que
permita controlar la composicion quimica, estructura y cristalinidad de HA. Adicionalmente,
la incorporacion de Ag, que puede realizarse de manera simultanea con la HA mediante un
codeposito [12,78,79], presenta algunas limitaciones asociadas a la diferencia en la tasa de
pulverizacion entre ambos materiales. Para solucionar esto, se han reportado procesos de
sintesis previos, que involucran la obtencion de nano particulas de Ag por técnicas como: sol
gel, ping/drying y deposito electroforético [54,80]. Sin embargo, una nueva y versatil
alternativa al uso combinado de técnicas es la obtencion de sistemas multicapa de HA-Ag en
un solo paso por pulverizacién catédica magnetron, con lo que se pueden reducir los tiempos
de proceso en comparacion con la Gltima metodologia descrita y, ademas, hay un mayor
control sobre la pulverizacion de cada elemento a diferencia del también mencionado,
proceso de co-depdsito. Con el deposito multicapa es posible también modificar la
arquitectura de los recubrimientos con el fin de controlar la liberacion de Ag hacia el medio,
que es de suma importancia dado que dicho elemento puede causar citotoxicidad a partir de
ciertas concentraciones. En cuanto a ello, es necesario resaltar que hay una divergenciaen la
literatura con respecto a estos valores citotdxicos, encontrando reportes que van desde 2.5
mg/L hasta 10 mg/L de Ag [40,81].

Por otro lado, las diferencias quimicas producto de la naturaleza disimil de los recubrimientos
ceramicos de HA y los sustratos metalicos, suponen un gran reto en cuanto a la adhesion de
estos sistemas, dado que ello puede afectar ampliamente su aplicacion, siendo una de las
principales causas de falla en los implantes recubiertos, lo que genera una disminucion en la
calidad de vida de los pacientes, aumenta las estancias hospitalarias y el riesgo en cuanto a
la necesidad de requerir nuevas intervenciones quirdrgicas. En la literatura se han reportado
los mayores valores de adhesion en este tipo de sistemas mediante la técnica de pulverizacion
catddica magnetron, sobre algunas otras tales como: plasma spray, sol gel, electrodepdsito
[13]. No obstante, el mejoramiento en la adhesion siempre sera un objetivo en este tipo de
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recubrimientos. En cuanto a ello, se han encontrado buenos resultados mediante la
incorporacion de capas intermedias de TiN/Ti [9] y de TiO2/TiN [82], entre la HA y el Ti-
6AIl-4V. Sin embargo, falta informacion acerca de los mecanismos y fenomenos involucrados
en ello, asi como el estudio riguroso de la interfaz generada entre la HA y las diferentes capas,
como también su influencia sobre la estructura de HA y su respuesta bioldgica. En cuanto al
recubrimiento de HA-Ag, no se han encontrado reportes relacionados con la incorporacion

de capas intermedias entre este recubrimiento y sustratos metalicos.
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4. Hipotesis y objetivos
4.1. Hipdtesis

“Es posible obtener sistemas multicapa de HA-Ag sobre Ti-6Al-4V con un adecuado control
composicional y mejorar su adhesion mediante la incorporacion de capas intermedias de

TiO2/TiN y SiO2/TiN obtenidas por pulverizacion catddica magnetron”.

4.2. Objetivo general

Desarrollar sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN y HA-AgQ/SiO2/TiN sobre Ti-6Al-4V
mediante pulverizacion catodica magnetrén RF con potencial aplicacion en tornillos y micro-

placas utilizadas en implantes quirargicos.

4.3. Objetivos especificos

-Determinar las condiciones de depdsito para un sistema de HA-Ag sobre un sustrato de Ti-

6AI-4V que permitan obtener recubrimientos con buena integridad superficial.

-Obtener capas intermedias de anclaje de TiO2/TiN y SiO2/TiN que permitan mejorar la

adherencia de los recubrimientos de HA-Ag sobre Ti-6Al-4V.

-Caracterizar las propiedades quimicas, mecéanicas y la morfologia de los recubrimientos

obtenidos.

-Determinar el mecanismo de liberacion de Ag mediante ensayos en medio bioldgico

simulado.

-Evaluar la biocompatibilidad y las propiedades antibacteriales de los recubrimientos méas

promisorios mediante pruebas in vitro.
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5. Metodologia experimental

5.1. Materiales y equipos

Los recubrimientos fueron depositados sobre un sustrato de Ti-6Al-4V, cuya composicion
quimica, obtenida por espectrometria de emision oOptica usando un equipo ARL Optimix
WDXRF (Bruker Q8 Magellan), se presenta en la Tabla 2. El tamafio de las muestras fue de
10x10x3 mm?, su preparacion involucrd un proceso de pulido mecénico utilizando la
secuencia de lijas N° 100, 240, 320, 400, 600, 1000, 1500 y finalmente un pafio con
suspension de alumina de 5 um hasta obtener un acabado tipo espejo. Con el fin de eliminar
impurezas y contaminantes organicos, los sustratos fueron inmersos en una solucion 3:1 de
acetona-etanol e introducidos en un equipo de ultrasonido (60 Hz, Intertek CD-4800) durante

15 min.

Tabla 2. Composicion quimica del sustrato utilizado.

Elemento
Muestra Si Ni Mo Fe Ti Al Vv w Cu
Ti-6Al-4V | 0.031 | 0.191 | 0.013 | 0.068 90.26 5.02 4.49 0.079 | 0.023

Para la obtencién de los recubrimientos se utilizé un blanco de HA, con relacion Ca/P de
1.67, asi como también blancos de Ag, Ti y Si, con una pureza del 99.9 % y geometria

rectangular, con 500x100x6 mm?. Estos fueron suministrados por la empresa FERGTEC.

El proceso de deposito fue realizado en un equipo de pulverizacion catdédica magnetron,
disefiada, fabricada y patentada (patente N°13-192.338, febrero de 2016) por la Universidad
de Antioquia y creadores del centro de Investigacion, Innovacion y Desarrollo de Materiales
(CIDEMAT). Este equipo cuenta tanto con fuentes de radio frecuencia (RF) (13.46 MHz,
SEREM), como fuentes de corriente directa (DC) (ADL, MARIS). En la Figura 3 se presenta

el equipo descrito.
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Figura 3. Equipo de pulverizacion catddica magnetron de la Universidad de Antioquia.

5.2. Obtencién de los recubrimientos

Antes de iniciar el proceso de deposito de los recubrimientos, se realizd una limpieza idnica
con Ar* sobre los sustratos, utilizando un voltaje de -700 V, durante 50 min. Posteriormente
la cdmara de pulverizacion fue llevada hasta una presion de 0.05 Pa (background) y después
de la inclusién de argon (99 % de pureza), se alcanzd una presién de trabajo de 0.5 Pa.

5.2.1. Recubrimiento de HA-Ag

Durante el proceso de depésito, realizado a la presidn de trabajo, se aplicé una potencia de
600 W (RF) al blanco de HA y 20 W (DC) al blanco de Ag. Ademas, se polarizo el porta
muestras con un voltaje bias de -20V. Por otro lado, buscando optimizar las propiedades
superficiales de este recubrimiento, se realizé la variacién en los parametros de proceso:
distancia blanco-sustrato (4 cm, 6 cmy 8 cm), y la temperatura de dep6sito entre temperatura
ambiente (RT) y 200 °C. La arquitectura del recubrimiento desarrollado consistié en 5 capas
de HA con 4 capas intermedias de Ag, obtenidas mediante la rotacion del porta muestras en
180° para el depdsito de cada elemento. El tiempo de depdsito de HA fue de 300 min, que
fue seleccionado con base en un trabajo previo [83]. Mientras que el tiempo de deposito de
Ag fue de 12 min. La Figura 4 muestra la configuracion esquematica del sistema
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desarrollado. Por otro lado, se realizo el depdsito de un recubrimiento de HA libre de Ag con

propdsitos comparativos, principalmente en la evaluacion mecéanica y bioldgica.

| |
O0O0000000CO000000000000

COOCOOOOOOO0OOOOOOOOOOOO

| |
AgFoooooooooooooeooooooooo|
HA

|
CO0000C0OO0COCOO00OOOCOO0

Ti-6Al-4V

Figura 4. Arquitectura disefiada del recubrimiento de HA-Ag.

5.2.2. Capas de anclaje

Con el fin de mejorar la adhesion entre los recubrimientos y el sustrato, se utilizé inicialmente
una delgada capa de Ti, depositada durante 10 min a 12 rpm, a la presion de trabajo,
temperatura de 250 °C y distancia blanco-sustrato de 8 cm. Para ello se aplico una potencia
de 1.2 kW (DC) al blanco de Ti y se polarizaron los sustratos con un voltaje Bias de -70 V.
Posteriormente, se realizo el dep6sito de una capa de TiN durante 60 mina 12 rpmy se utilizé
una mezcla de Ar + N» 2:1. La presion de trabajo, la potencia aplicada al blanco de Ti, el
voltaje bias y la distancia blanco-sustrato, no fueron modificados con relacién al
recubrimiento anterior. Las condiciones de depdsito de esta bicapa fueron seleccionadas
teniendo en cuenta un trabajo previo realizado en el grupo de investigacion CIDEMAT
[82,84]. Sobre esta bicapa, se realiz6 el dep6sito de una capa de TiO2 y una capa de SiOa,
bajo ensayos independientes. Para ello, se utiliz6 una mezcla de Ar + Oz 3:1, se aplico
nuevamente una potencia de 1.2 kW (DC) al blanco de Ti durante la obtencion del TiO2 y
600 W (DC) al blanco de Si, durante la obtencion del SiO». El tiempo de depdsito de ambas
capas fue de 90 min y los parametros de presion, temperatura, distancia y voltaje bias no se
modificaron con relacién a la obtencién de la bicapa TiN-Ti. La Figura 5 muestra la
arquitectura de las capas de anclaje utilizadas.
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Figura 5. Capas de anclaje utilizadas: (I) TiO2/TiN-Ti y (II) SiO2/TiN-Ti.

5.2.3. Recubrimientos multicapa compuestos

Los recubrimientos multicapa de HA-AgQ/TiO2/TiN e HA-AgQ/SiO2/TiN fueron depositados
usando la parametrizacion descrita en el apartado anterior, en la Figura 6 se presenta la
configuracién de dichos recubrimientos.
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Figura 6. Arquitectura de los recubrimientos multicapa compuestos desarrollados: (I) HA-
Ag/TIiO/TIN-Tiy (I1) HA-Ag/SiOx/TiN-Ti.
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5.3. Tratamiento térmico

El recubrimiento de HA-Ag depositado directamente sobre el Ti-6Al-4V fue sometido a un
tratamiento térmico a 400 °C durante 2 h, a una velocidad de calentamiento y enfriamiento
de 2°/min, usando un horno Nabertherm P330 oven. Esto fue realizado con el fin de evaluar
el efecto de la temperatura en la cristalinidad del recubrimiento, dado que los recubrimientos
de fosfato de calcio obtenidos por pulverizacién catodica magnetron son generalmente de
baja cristalinidad, lo que favorece su disolucion en medio biolégico. Ademas, con dicho
tratamiento se evalud la posible difusion de Ag incorporada en las capas intermedias del
recubrimiento. Los pardmetros de temperatura y tiempo fueron seleccionados de acuerdo a

un trabajo previo y algunos reportes de la literatura [12,83].

5.4. Caracterizacion quimica, estructural, de fases y mecanica de los recubrimientos

obtenidos

Durante el desarrollo inicial del recubrimiento de HA-Ag, el espesor de las peliculas fue
medido por perfilometria, usando un perfilometro Bruker DektakXT equipado con una punta
de silicio. Para ello, se realiz6 un barrido a lo largo de 100 pum en una zona de la muestra
previamente tratada, que fue cubierta con cinta termo resistente durante el proceso de
depdsito con la finalidad de obtener un escalén medible después de su remocion, ver la Figura
7. Por otro lado, el espesor de los recubrimientos multicapa compuestos fue determinado
directamente mediante la visualizacion estructural de las peliculas por técnicas

microscépicas.
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Figura 7. Determinacion del espesor de los recubrimientos de HA-Ag mediante perfilometria.

5.4.1. Composicion quimica

La composicién quimica de los recubrimientos de HA-Ag en la fase inicial, durante la cual
se evaluo el efecto de los parametros distancia y temperatura de deposito sobre diferentes
propiedades de las peliculas, fue determinada sobre un area de 35 x 35 pm2, mediante la
técnica de espectroscopia de dispersion de energia (EDS), usando un equipo Jeol (JSM-
6490LVTM, 20 kV). El uso de esta misma técnica, permitié conocer la composicion quimica
en los recubrimientos multicapa compuestos durante la fase final del desarrollo de la
investigacion, realizando exploraciones sobre la seccion transversal de las peliculas usando
un equipo JEOL (JEM-2100F, 200 kV).

5.4.2. Morfologia y estructura en seccion trasversal

La morfologia superficial de los recubrimientos desarrollados fue observada mediante
microscopia electronica de emision de campo (FESEM), usando un equipo ZEISS Gemini-

SEM500, operado a 2 kV. En cuanto a la estructura en seccion transversal, ésta fue analizada
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inicialmente por SEM (Jeol- JSM-6490LVTM, 20 kV). Sin embargo, mediante dicha técnica
no fue posible observar claramente la arquitectura multicapa de los recubrimientos
desarrollados, por lo cual, el estudio estructural fue profundizado mediante la técnica de
microscopia electronica de transmisién TEM (JEOL-JEM-2100F, 200 kV). Para ello, se
obtuvo una lamela representativa de cada sistema realizando un corte de 5x5x2 pm? sobre la
superficie de las peliculas, que fue obtenida mediante la técnica de haz de iones focalizados
(FIB) usando un equipo ZEISS AURIGA Compact dual beam system, 30 kV, 500 pA.

En la Figura 8 se presenta la secuencia metodologica implementada para la obtencion de las
lamelas. Alli se observa inicialmente, una doble trinchera realizada sobre la superficie del
recubrimiento, cuyo plano en comin corresponde a la zona de obtencion de la lamela.
Posteriormente, las imagenes FESEM muestran el corte realizado con iones de Galio y el
traslado de la lamela hasta una rejilla de TEM, previamente introducida dentro del equipo
FIB y donde fue soldada. En este punto, se realiz6 un nuevo proceso de pulido iénico con el
fin de reducir el espesor de la lamela hasta por lo menos 100 nm. En las dos ultimas imégenes
se observa la vista trasversal y superficial de la lamela en su estado final, donde las zonas
claras observadas a 5 kV indican que el espesor es adecuado para obtener la transmision de

electrones.
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Figura 8. Secuencia metodoldgica utilizada para la obtencion de las lamelas por FIB-FESEM.

5.4.3. Rugosidad, mojabilidad y energia libre superficial

La rugosidad de los recubrimientos fue medida por triplicado mediante microscopia de fuerza
atomica (AFM) sobre un area de 5x5 um?, usando un equipo MFP-3D Infinity, Oxford
Instrument Asylum, operado en modo de corriente alterna a una frecuencia de resonancia de
73.52 kHz. Por otro lado, la mojabilidad superficial fue determinada en un goniémetro
(Ramé-Hast), usando una gota de agua de 3 pL y la energia libre superficial se calculd
mediante el método de Neumann [85], que se basa en la ecuacion 1:

V5105
cos O =2 (y_L) exp [-B(yL —ys)?]—1 (ecuacion 1)
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Donde ys es la energia libre superficial del recubrimiento, yL es la energia libre superficial

del agua (72.8 mJ/m?), $=0.0001247 m?/mJ y © es el angulo de contacto con agua.

5.4.4. Evaluacion de fases presentes

Inicialmente se realizd un andlisis por espectroscopia micro-Raman, usando un equipo
Horiba Jobinyvon (Labram HR), con un laser de He-Ne de 633 nm, operado a 17 mW de
potencia. Los barridos fueron realizados en rangos de longitud de onda entre 200 cm™ y 1200
cm?, donde se identificaron vibraciones del grupo (PO4)* de HA, asi como también bandas
asociadas a los enlaces Ti-O, Ti-N y Si-O, de las capas intermedias utilizadas. En adicion, se
realizd un barrido entre 3000 cm™ y 4000 cm, donde se encontrd la vibracion del grupo OH-
de HA.

Adicionalmente, los recubrimientos fueron analizados mediante difraccion de rayos X,
usando un difractdmetro Panlitycal X pert pro MPD en modo reflexion, con radiacion Cu ka,
A=1.540598 A, 45 Kv, 40 mA.. La evaluacion fue realizada a una velocidad de 0.7°/min y un
tamafio de paso de 0.0131° (26). Adicionalmente, se calculd la anchura a media altura
(FWHM, por sus siglas en inglés) del pico de mayor intensidad en la HA, usando un ajuste
Gaussiano, mediante el software X'pert high score. El tamafio del cristalito para cada

recubrimiento fue determinado mediante la ecuacién de Scherrer [86], ecuacion 2:

_( k x A ) 6 2
B=\Fwam xcose ) (ecuacion?2)

Donde B es el tamaifio del cristalito, k es el factor de forma del cristal, A es la longitud de onda
de la radicacion usada y FWHM es la anchura a media altura del pico de interés 'y © es el

angulo determinado.
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5.4.5. Dureza, modulo de elasticidad, adhesion y esfuerzos residuales

Las propiedades mecanicas de los recubrimientos fueron evaluadas mediante nano
indentacion y micro rayado; los valores de H y E se determinaron usando un nano indentador
Agilent G200 con una punta de diamante XP Berkovich con un radio de curvatura de 20 + 5
nm. Inicialmente se evalud la influencia de la carga (desde 1.5 mN hasta 25 mN), sobre H, E
y la profundidad de penetracion en los recubrimientos, buscando obtener una carga donde no
hubiese influencia del sustrato sobre las propiedades mecanicas de la pelicula.
Posteriormente, se realizaron 9 indentaciones a 3 mN sobre todos los recubrimientos y se
determinaron estas propiedades mecéanicas usando el método de Oliver y Pharr [87]. La
adhesion de los recubrimientos se evalué mediante un equipo de nano indentacién MTS’s
XP System Corporation, con una punta de diamante de geometria conica con 10 um de
didametro. Mediante este ensayo, realizado por triplicado, se logré obtener la carga critica
(Lc) relacionada con la falla adhesiva de los recubrimientos. Durante la medicion, fue
aplicada una carga progresiva hasta 500 mN, a una velocidad de 3.21 mN/s, a lo largo de una

distancia de 2000 pm.

Para determinar los esfuerzos residuales se utilizaron sustratos de Si tipo-N, con orientacion
preferencial a lo largo del plano (100) y con un tamafio de 20x3x0.5 mm?3, que fueron
recubiertos con los sistemas multicapa compuestos de HA-Ag/TiO2/TiN y HA-Ag/SiO2/TiN
y el cambio en el radio de curvatura de los recubrimientos fue medido con el fin de calcular
los esfuerzos residuales generados durante la formacion de la pelicula mediante el uso de la
ecuacion de Stoney [88]. Para ello, se utiliz6 el perfilometro Bruker DektakXT. La distancia

evaluada en cada muestra fue de 25 mm y las mediciones fueron realizadas por triplicado.

5.5. Evaluacion biolodgica in vitro de los recubrimientos

Durante los ensayos biologicos in vitro tanto con células como con bacterias, las muestras
recubiertas y el sustrato fueron esterilizadas con radiacién ultra violeta en una cabina con

flujo laminar durante 1 h previo a cada cultivo.
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5.5.1. Disolucion de HA y liberacién de Ag

Se realiz6 un ensayo de disolucion de HA-Ag en medio de tampdn fosfato salino (PBS, por
sus siglas en inglés) a 37 °C, durante un tiempo de 192 h. Para el andlisis, fue evaluada la
superficie y seccidn transversal de los recubrimientos con tiempos de inmersién de 24 h, 72
h y 192 h, mediante el equipo dual beam de FIB-FESEM, descrito anteriormente.
Adicionalmente, se realiz6 un mapeo composicional sobre la muestra con mayor tiempo de

inmersion, mediante EDS.

El ensayo de liberacion de Ag* fue realizado tanto para el sistema de referencia de HA-Ag,
como para los recubrimientos multicapa compuestos de HA-AQ/TIO2/TIN e HA-
Ag/SiO./TiN. El estudio fue realizado por triplicado mediante la inmersién de muestras
recubiertas en PBS a 37 °C, tomando alicuotas de 10 ml de la solucién a tiempos de 24 h, 72
h, 192 h, 360 h, 528 h 'y 720 h de exposicion, que fueron reemplazados con solucién limpia
de PBS para cada tiempo de evaluacién. La cuantificacion de Ag* en mg/L fue realizada
usando un espectrofotometro de absorcion atomica (Thermo Electron Corporation S4),
usando una lampara de Ag.

5.5.2. Citotoxicidad de Ag

Teniendo en cuenta las concentraciones de Ag* registradas durante el ensayo de liberacion
de dicho elemento en medio de PBS y algunos reportes de la literatura [40,89], se prepararon
soluciones de medio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM, por sus siglas
en inglés), con alto contenido de glucosa, 10 % de suero fetal de bovino, 1 % de antibidticos
(penicilina/estreptomicina) y solucion de AgCI, buscando obtener concentraciones de Ag en
el medio, desde 0.06 mg/L hasta 14.64 mg/L, y evaluar su efecto sobre células madre
mesenquimales de raton (mMMSCs, por sus siglas en inglés), RIKEN Cell Bank, Japon. El
estudio fue realizado mediante el ensayo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) Cell Proliferation Kit I, Roche. Inicialmente, fueron sembradas las
células con densidad de 10.000/cm?, en placas de cultivo p-96 multi-well, a 37 °C y 5 % COy,
durante 24 h. Posteriormente, el medio fue removido y reemplazado por medio de cultivo
que contenia Ag en diferentes concentraciones. Alli se dejo durante 72 h, tiempo a partir del
cual, se afiadio el reactivo MTT vy se incubd nuevamente la placa durante 4 h. El control
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citotéxico fue tratado con dimetilsufoxido al 20 % (DMSO, por sus siglas en inglés) y para
el control vida (100 % de viabilidad), se utilizé medio de cultivo limpio (sin Ag). Finalmente,
se midio la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer Precisely, 1420
Multilabel Counter, VICTORS3).

5.5.3. Citotoxicidad de los recubrimientos

Las mMSCs fueron cultivadas en medio de cultivo celular de DMEM a 37 °C y atmdsfera
con 5 % CO> hasta alcanzar confluencia, que fue lograda a un tiempo aproximado de 8 dias.
La viabilidad celular fue evaluada en modo contacto y no contacto, respectivamente mediante
los ensayos de Live/Dead (Viability/Cytotoxicity Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
y MTT. En todos los experimentos, que fueron realizados por triplicado, la densidad de
siembra fue de 10.000 células/cm?. Para el primer analisis, las caracteristicas distintivas de
células vivas fueron determinadas mediante la actividad de esterasa intracelular usando la
tincion con Calcein AM (Invitrogen), que generd un color verde fluorescente. Mientras que,
para las células muertas, la pérdida de integridad de la membrana plasmatica fue observada
mediante la tincidén con Ethidium homodimer-1 (EthD-1) (Life Technologies), generando un
color rojo fluorescente. Las celulas fueron sembradas sobre la superficie de los
recubrimientos y del sustrato de Ti-6Al-4V en DMEM. La incubacién fue realizada a 37 °C
en presencia de 5 % de CO> durante 72 h. El control citotoxico fue tratado nuevamente con
DMSO al 20 %. Después del tiempo de incubacion, se adicioné una mezcla de Calcein AM
y EthD-1 en cada sistema, que fue incubado nuevamente por 4 h. Finalmente, las muestras
fueron observadas usando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i). Por otro
lado, el ensayo MTT fue realizado para evaluar la citocompatibilidad en modo de no contacto
de los diferentes recubrimientos, que fueron incubados bajo condiciones de cultivo por 72 h.
Después de este tiempo, el medio fue removido y llevado hasta platos de cultivo con células
previamente sembradas, realizando una nueva incubacién a 37 °C y 5 % CO; por 72 h.
Posteriormente el reactivo MTT fue afiadido a cada muestra y se siguio con el protocolo
descrito en el apartado anterior (5.5.2). Para el control vida, se utilizé medio de cultivo limpio

(no expuesto a los recubrimientos).
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5.5.4. Adhesion celular

La adhesion de mMSCs sobre la superficie de los recubrimientos y del sustrato fue evaluada
a tiempos de 3 h'y 24 h. Las células fueron sembradas a una densidad de 5.000/cm?, sobre la
superficie de los materiales en medio de cultivo con DMEM a 37 °C y 5 % CO.. Una vez
transcurrido el tiempo de adhesién, el medio de cultivo fue eliminado y las células fueron
lavadas con Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS, Invitrogen), y se fijaron en
solucion de formalina 4 % (Sigma) a 4 °C durante 1 h. Luego, las células fueron lavadas con
DPBS y se permeabilizaron con DPBS + Tritdn X100 (Sigma) al 0.5 % durante 10 minutos
atemperatura ambiente. Con el fin de reducir la sefial de fondo, las muestras fueron incubadas
en solucion de blogueo con DPBS + Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma) al 2 %. Durante
1 h. Posteriormente, fue eliminado este medio y se afiadio el anticuerpo primario de anti-
vinculina (Sigma), para la tincion de las adhesiones focales, con una dilucion de 1:400 en
solucién de bloqueo por 1 ha 37 °Cy 5 % CO.. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron
lavadas con DPBS + Triton X100 al 0.1 %, tres veces durante 5 min y se afiadio el anticuerpo
secundario, que consistio en una mezcla de Alexa Fluor 555 a-mouse (Invitrogen) y Alexa
Fluor 488 Phalloidina (Invitrogen), para la tincion del cito esqueleto, diluidos
respectivamente a 1:700 y 1:100 en solucion de bloqueo por 1 h a 37 °Cy 5 % CO..
Finalmente, las muestras fueron nuevamente lavadas con DPBS + Tritén X100 al 0.1 %, tres
veces durante 5 min y se afiadié Vectashield que contenia DAPI (Vector laboratories),
utilizado para la tincion de los ndcleos. Todas las muestras fueron observadas en el

microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 80i.

5.5.5. Diferenciacion celular

Las mMSCs fueron sembradas en medio de DMEM sobre platos de cultivo a 37 °Cy 5 %
COg, durante 48 h hasta alcanzar confluencia. Posteriormente fueron sembradas sobre los
diferentes materiales a una densidad de 20.000 células/cm?. Durante el ensayo, que dur6 15
dias, las células fueron estimuladas con medio de diferenciacion osteogénica (DMEM + 10
% FBS + 1 % penicilina/estreptomicina + acido ascorbico 50 ug/L + B-glicerofosfato 10 mM

+ dexametasona 0.1 uM. Transcurrido el tiempo de evaluacion, se realizé una inmuno-tincion
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similar a la descrita en el apartado anterior (5.5.4). Pero esta vez usando los anticuerpos

descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos usados para el ensayo de diferenciacion celular.

Diferenciacion Anticuerpos
osteogénica Primario Secundario
Osteopontina OPN anti mouse, Santa | Alexa Fluor 555 a-mouse, 1:700 + Alexa Fluor
(OPN) Cruz, Biotechnology, | 488 Phalloidina, 1:100.
1:200.
IBSP anti rabbit, 1:200. Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit, 1:700 (Live
IBSP Technologies) + Alexa Fluor 488 Phalloidina,
1:100.

5.5.6. Adhesién y viabilidad bacterial

La cepa bacterial usada para el ensayo de adhesién y viabilidad bacteriana fue
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (S. aureus) Spanish Type Culture Collection (CECT).
Desde el stock congelado, se inocularon placas de agar sangre, que fueron posteriormente
incubadas a 37 °C con el fin de obtener los cultivos. De alli fueron inoculados 10 h a 37 °C
varios tubos de 4 mL de caldo de soja Trypticase (TSB, por sus siglas en inglés) (BBL,
Becton Dickinson, USA). Luego, se usaron 25 mL de este precultivo para inocular recipientes
tipo “flasks” de 50 mL de TSB a 37 °C por 14 h. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion (5 min, 20 rpm, 1000 g) (Sorval TC6, Dulon, USA), y lavadas tres veces con
PBS (Ph: 7.4) precondicionado a 37 °C. Posteriormente, fueron resuspendidas en PBS a una
concentracion de 3x108 bacterias/mL. Finalmente, la suspension con bacterias fue puesta en
contacto con la superficie de los recubrimientos y del sustrato de Ti-6Al-4V por tiempos de
1h, 2 hy4h, bajo ensayos independientes. Una vez transcurrido el tiempo de evaluacion,
los microorganismos adheridos fueron sometidos a etiquetado fluorescente, usando el kit de
tinciéon Live/Dead Baclight L-7012 (Invitrogen SA, Spain), y contados bajo fluorescencia

usando un equipo Olympus FluoView FV500 Confocal laser Scanner.
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5.6. Andlisis de imagenes

La adquisicion de imagenes durante los ensayos bioldgicos in vitro con células fue realizada
a magnificaciones de 10X y 40X, (n=20). Estas imagenes fueron tratadas mediante el
software Fiji-Image J, a 8 bits en escala de grises y posteriormente segmentadas usando el
Weeding Segmentation con el fin de obtener una mascara binaria. De esta manera se
cuantificaron, mediante analisis de particulas, los ndcleos por imagen, las adhesiones focales
y las expresiones de OPN e IBSP. Por otro lado, la cuantificacion de bacterias se realizd con
10 imégenes por muestra a 100X, que fueron analizadas mediante el software NIS Elements
Br (Nikon Instrument Inc., NY, USA).

5.7. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se muestran como la media + desviacion estandar (SD). Los
resultados de viabilidad (MTT), adhesion y proliferacion celular, asi como también adhesion
bacteriana, se analizaron mediante analisis de varianza unidireccional, por comparaciones

multiples (Tukey’s) usando el software GraphPad Prims 6 XML.
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6. Resultados

6.1. Desarrollo de los recubrimientos multicapa

Durante el desarrollo de los sistemas de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-AgQ/SiO2/TiN, fueron
definidos inicialmente los parametros de proceso que permitieran controlar las propiedades
superficiales del recubrimiento de HA-Ag, principalmente su composicion quimica y
cristalinidad. Posteriormente, se realizo el depdsito de dicho sistema sobre capas de TiO2/TiN
y SiO2/TiN, que tenian como objetivo principal mejorar la adherencia de la pelicula de HA-
Ag al sustrato de Ti-6Al-4V. De igual manera, se evaluo el efecto de estas capas intermedias
sobre las caracteristicas quimicas, la estructura, propiedades mecanicas y el comportamiento

biologico in vitro del recubrimiento de HA-Ag.

6.1.1. Obtencion del sistema multicapa de HA-Ag sobre Ti-6Al-4V

Mediante la variacion de la distancia y temperatura de depdsito, se obtuvieron diferentes
recubrimientos de HA-Ag, cuya composicion quimica, espesor, estructura y fases, fueron
evaluadas. Con esto, se buscé entender el efecto de dichos parametros de proceso sobre las
propiedades superficiales del recubrimiento y definir la parametrizacion de mayor control
composicional, especialmente relacionada con la obtencion de una relacién Ca/P cercana al
valor estequiométrico de HA (1.67). Una vez definido ello, se evalu6 el efecto de un

tratamiento térmico pos-deposito sobre la estructura y fases de dicho recubrimiento.

6.1.1.1. Composicion quimica: relacion Ca/P y porcentaje atomico de Ag

La Figura 9a muestra la relacion Ca/P de los recubrimientos depositados a RT y 200 °C, en
funcion de la distancia blanco-sustrato. Alli es observado un incremento en la relacion Ca/P
a medida que la distancia de depdsito aumenta. Esto podria estar relacionado con un
incremento en las colisiones inelasticas dentro de la camara de depdsito, lo que genera
pérdidas energéticas y puede afectar en mayor medida la llegada del (PO4)* a la superficie
del sustrato debido a la repulsion electrostatica de aniones generada por la polarizacion del

porta muestras con el voltaje bias. A.A. Ivanova et al. [67] reportaron variaciones en la
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relacion Ca/P de recubrimientos de HA en un rango de 1.53-1.70 obtenido mediante el
aumento en la distancia al centro del porta muestras desde 1.5 hasta 7 cm. En adicion, B.
Feddes et al. [90] han encontrado alteraciones en dicha relacion estequiométrica atribuidas a
la re-pulverizacion del fésforo, durante el proceso de deposito, por iones de oxigeno cargados
negativamente. En un estudio previo ha sido evaluado el efecto del voltaje bias sobre la
composicion quimica de recubrimientos de HA obtenidos a una distancia y temperatura fija
[83], donde se encontrd un incremento en la relacion Ca/P a medida que el voltaje aumento.
Un comportamiento similar fue obtenido por M.A. Surmeneva et al. [91], quienes obtuvieron
relaciones Ca/P de 1.98, 2.55 y 2.88 en recubrimientos de HA depositados a 0, -50 y -100 V,

respectivamente.

Por otro lado, en el gréfico se observa una pequefia reduccion en la relacion Ca/P para las
muestras obtenidas a 200 °C en comparacion con aquellas depositadas a RT. Esto podria
indicar que el incremento en la temperatura gener6 una mayor excitacion del (PO4)* o que el
efecto del voltaje bias fue reducido cuando los recubrimientos fueron depositados a 200 °C,
posiblemente por la pasivacion del titanio a esta temperatura, lo que genera cambios en la
carga superficial del sustrato. V. Nelea et al. [8] encontraron trazas de TiOz en la interfaz
entre un sustrato de Ti-4Al-2.5Fe y un recubrimiento de HA depositado a 550 °C mediante
pulverizacion catédica magnetrén. En resumen, fueron obtenidas relaciones Ca/P desde 1.74
hasta 1.84, que son levemente superiores al valor estequiométrico de HA (1.67), a través de
la modificacion de la distancia y temperatura de depdsito. No obstante, el recubrimiento
obtenido a 4 cm de distancia y 200 °C present6 el mayor control sobre esta caracteristica

quimica, obteniendo un valor muy cercano a 1.66.

La Figura 9b muestra el contenido atomico de Ag en los recubrimientos. Alli, son apreciados
valores entre 3 y 4.5 %. Aunque las variaciones registradas estan en un rango estrecho, es
posible apreciar una tendencia a disminuir el porcentaje atdbmico de Ag como funcién del
aumento de la distancia, lo que podria indicar nuevamente la desaceleracion sufrida en los
atomos eyectados desde el blanco a medida que la distancia al sustrato incrementa. El control
del contenido de Ag en recubrimientos para implantes es muy importante, dado que dicho
elemento puede causar citotoxicidad a partir de ciertas concentraciones. Algunos autores han
encontrado efectos citotoxicos en niveles de hasta 2.5 mg/L [39]. Sin embargo, en un estudio
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previo, se encontraron concentraciones acumulativas de Ag menores a 0.1 mg/L a lo largo
de 15 dias de inmersion en solucién de PBS, para recubrimientos de fosfato de calcio con un
4.2 % atomico de Ag [92].
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Figura 9. Relacién Ca/P (a) y porcentaje atomico de Ag (b), para los recubrimientos de HA-Ag en

funcion de la distancia y temperatura de depdsito.
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6.1.1.2. Espesor, estructura y fases

En la Figura 10 se muestra el espesor medido por perfilometria para los recubrimientos
obtenidos en funcion de la distancia y temperatura. Alli se puede observar una disminucion
del espesor a medida que la distancia incrementa desde 4 hasta 8 cm. Estos resultados
confirman la desaceleracion sufrida por los elementos que constituyen el recubrimiento a
medida que la distancia entre el blanco y el porta-muestras incrementa, disminuyendo la
eficiencia del proceso de depdsito. Ademas, el aumento de la temperatura de depoésito desde
RT hasta 200 °C generé una disminucion del espesor en las muestras obtenidas a las
diferentes distancias evaluadas. Esta densificacion podria estar relacionada con el aumento
en la energia de llegada de los atomos hasta la superficie del sustrato mediante la excitacion
térmica a 200 °C, asi como también la difusion y coalescencia de granos de HA durante la

formacién del recubrimiento a esta temperatura [93].
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Figura 10. Espesor de los recubrimientos de HA-Ag en funcidn de la distancia y temperatura de

deposito.

Con el fin de observar la estructura de los recubrimientos depositados, se realizo la fractura
ductil en las muestras y en la Figura 11 se muestran las imagenes SEM de la zona de falla,

donde se aprecia la vista en seccion trasversal de los sistemas depositados a diferentes
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distancias y temperaturas. Alli se observan principalmente peliculas con una estructura densa
y compacta, y aungue en la mayoria de casos la seccion de fractura no revelo la presencia de
las capas de HA 'y Ag, en la Figura 11a y d, correspondiente a los recubrimientos obtenidos
a 4 cm de distancia y RT y 200 °C, respectivamente, pueden ser apreciadas las interfaces

generadas como producto de la formacion del recubrimiento multicapa.

Figura 11. Estructura en seccion transversal (SEM) de los recubrimientos de HA-Ag depositados a
RT:a) 4 cm, b) 6 cmy ¢) 8 cm; y depositados a 200 °C: d) 4 cm, e) 6 cmy f) 8 cm.

La Figura 12 muestra los espectros micro-Raman obtenidos para los recubrimientos
multicapa de HA-Ag en funcién de la distancia y temperatura de deposito. En la figura 12a,
correspondiente a los recubrimientos obtenidos a RT, se observan principalmente bandas de
vibracion caracteristicas del grupo fosfato (PO4)* y leves insinuaciones de la banda asociada
al grupo OH". Por otro lado, para los recubrimientos obtenidos a 200 °C, no se observan
grandes diferencias en las bandas relacionadas con el (PO4)*, pero se aprecian en detalle las
bandas de vibracion del OH", cerca de los 3570 cm™ [86]. En la literatura, se ha atribuido la
presencia de esta banda a la formacion de la estructura de apatita en recubrimientos y
muestras de HA [94,95], esto indica que se obtuvo un mayor control composicional en los

recubrimientos depositados a 200 °C. Con respecto a las bandas del grupo (POs)*, se
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observan cuatro modos de vibracion caracteristicos con dos bandas relacionadas a la
vibracion en flexion del enlace O-P-O, observados a longitudes de onda cercanas a los 470
cm? (v2) y 600 cm™ (v4), mientras que, cerca de los 960 cm™ y 1050 cm™ son apreciadas
otras dos bandas, en este caso, relacionadas con la vibracion en tension del enlace P-O (vl y
v3, respectivamente) [26]. ES importante resaltar que estas dos dltimas vibraciones son
caracteristicas de HA, y ayudan a diferenciar este compuesto de los otros fosfatos de calcio,
por ejemplo: del fosfato tricalcico, que presenta una banda doble degenerada para el modo

vibracional vl y donde el modo vibracional v3 no es activo en dispersion Raman [96].
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Figura 12. Espectros micro-Raman de los recubrimientos de HA-Ag en funcion de la distancia y
temperatura de deposito: a) RT y b) 200 °C.

La Figura 13 muestra los difractogramas obtenidos para los recubrimientos de HA-Ag en
funcién de la distancia blanco-sustrato y la temperatura de depdsito. Los planos de difraccion
encontrados fueron comparados con la base de datos ASTM card N°. 9-432 de HA y son
presentados en los graficos mediante lineas interrumpidas verticales. Para las muestras
depositadas a RT, los difractogramas son presentados en la Figura 13a, alli se observa que el
sistema depositado a 8 cm fue amorfo, pero con la disminucion en la distancia de deposito,

la cristalinidad de los recubrimientos fue favorecida, observando un pico de difraccion a lo
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largo del plano (112) de HA para el recubrimiento obtenido a 6 cm de distancia, mientras que
a 4 cm fue observado un aumento en la intensidad de dicho plano y se aprecia un segundo
plano de difraccion a lo largo del plano (002) de HA. Los picos anchos que se observan en
los difractogramas podrian indicar que los recubrimientos obtenidos son nanocristalinos. El
crecimiento preferencial obtenido ha sido encontrado por varios autores para la HA cuando

se usa como recubrimiento [78,97,98].

El comportamiento encontrado indica que, al aumentar la distancia, la energia con la cual los
atomos eyectados del blanco alcanzan la superficie del sustrato disminuye, lo que
desfavorece un crecimiento ordenado en el recubrimiento. En adicion, los resultados del
analisis DRX de los recubrimientos obtenidos a 200 °C se muestran en la Figura 13b. Alli se
observan nuevamente picos anchos y ademas se aprecia que, con el incremento en la
temperatura de depdsito la cristalinidad de todas las muestras obtenidas aumento, siendo
mucho mas evidente para los recubrimientos obtenidos a 6 y 8 cm, éste Gltimo paso de ser
amorfo a presentar cierto grado de cristalinidad. También puede ser apreciado que el
crecimiento preferencial no fue afectado con la temperatura.

Los resultados obtenidos durante este analisis fueron muy promisorios, ya que revelan una
excelente opcidn para mejorar la cristalinidad en recubrimientos de HA, donde normalmente
son utilizados tratamientos térmicos pos-depdsito [6,8,49]. W. Chen et al. [12] reportan un
cambio en la estructura de HA de amorfa a cristalina después de realizar un tratamiento
térmico pos-deposito a 400 °C durante 4 horas. Mientras que, 600 °C a lo largo de 5 horas
fueron necesarios para alcanzar esta transformacion en un reporte similar [99]. Sin embargo,
este tipo de procesos puede ocasionar fallas estructurales en los recubrimientos, por ejemplo:
la formacion de grietas y delaminacion, generadas como consecuencia de las diferencias entre

los coeficientes de expansion térmica del recubrimiento y el sustrato [15].
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Figura 13. Difractogramas de los recubrimientos de HA-Ag en funcién de la distancia de deposito:
a) RT y b) 200 °C.

En la Tabla 4 se muestra el tamafio de cristalito para cada sistema, que fue determinado
mediante el FWHM usando la ecuacion de Scherrer, basado en el ensanchamiento fisico del
plano de crecimiento preferencial (112) de HA en los recubrimientos obtenidos [70]. Los
resultados confirman la formacion de recubrimientos nanocristalinos, normalmente
obtenidos para peliculas de HA por pulverizacion catédica magnetrén [8,100]. A RT, una
disminucion del 33 % en el tamafio del cristalito fue observada con el incremento en la
distancia desde 4 cm hasta 6 cm, mientras que a 8 cm el recubrimiento fue amorfo. A 200

°C, se aprecia nuevamente una tendencia a la disminucién en el tamafio del cristalito como
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funcién del aumento en la distancia, con una reduccién del 32 % para el aumento en la
distancia desde 4 cm hasta 8 cm. Por otro lado, aumentos en el tamafio del cristalito del 13
% y 72 % fueron registrados para los sistemas depositados a 4 cm y 6 cm en funcion del
aumento en la temperatura desde RT hasta 200 °C. Mientras que, con este incremento en la
temperatura de deposito, un cambio en la estructura de amorfa a nanocristalina fue observado
para el recubrimiento obtenido a 8 cm de distancia. Ademas de los parametros de distancia 'y
temperatura de depdsito, se ha encontrado que la aplicacion del voltaje bias puede disminuir
el tamafio del cristalito en recubrimientos de HA debido a los aumentos en el bombardeo del
sustrato, que provocan una supresion del crecimiento del cristalito [101].

Tabla 4. Tamafio del cristalito para los recubrimientos de HA-Ag obtenidos en funcién de la

distancia y temperatura de depésito.

Tamafio del cristalito (nm)

Distancia de Temperatura de depésito

depdsito (cm) AT 500°°C
4 26.22 29.38
6 17.64 30.24
8 Recubrimiento amorfo 19.79

Basado en los resultados obtenidos hasta este punto, el recubrimiento multicapa de HA-Ag
depositado a 4 cm de distancia y temperatura de 200 °C fue seleccionado como el sistema de
mayor control en términos de composicion quimica, estructura y fases, haciendo de este
sistema, un recubrimiento promisorio para ser incorporado como multicapa final de los
recubrimientos compuestos de HA-Ag/TiO./TiN e HA-AgQ/SiO2/TiN, donde la respuesta
bioldgica, esta estrechamente ligada a la superficie de contacto con el medio.
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6.1.1.3. Efecto del tratamiento térmico en la estructura de HA-Ag

La Figura 14 muestra la vista superficial y en seccion transversal del recubrimiento de HA-
Ag obtenidoa4 cmy RT (A), 200 °C (B) y 200 °C tratado termicamente a 400 °C durante 2
horas (C). En la Figura 14a, se observa una morfologia de granos a nivel superficial, mientras
que, en seccion transversal, el corte realizado mediante FIB y posteriormente visualizado en
FESEM, permite observar en gran detalle la estructura multicapa del sistema depositado,
compuesto por 5 capas de HA y 4 capas intermedias de Ag, cuyas interfaces fueron
apreciadas en la Figura 11a. Las capas de Ag, de espesor cercano a los 20 nm, cada una, son

muy uniformes a lo largo del corte realizado.

Para la Figura 14b, se observa nuevamente a nivel superficial una morfologia de granos, esta
vez, de mayor tamafio, debido a que el recubrimiento fue obtenido a 200 °C, lo que podia
haber generado la unién o coalescencia de granos durante el proceso de depdsito. La vista en
seccion transversal de este sistema muestra una alteracion en la uniformidad de las capas de
Ag, lo que indica que, durante la obtencion de este recubrimiento, la Ag difunde hacia las
capas adyacentes de HA, sin embargo, la estructura densa de esta Ultima, impide el fenémeno
de difusion en largo alcance, por lo cual, el recubrimiento obtenido a 4 cm y 200 °C adn
conserva una estructura multicapa y no se observa la presencia de este Gltimo elemento a
nivel superficial. En la Figura 14c, la estructura del recubrimiento muestra nuevamente capas

de Ag no uniformes y no se observa la presencia de este elemento a nivel superficial.
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Ti-GAI-4V
200 nm 200 nm 200 nm

Figura 14. Morfologia superficial (SEM) y estructura en seccion transversal FIB-FESEM, para el
recubrimiento de HA-Ag obtenido a 4 cm de distancia: a) RT, b) 200 °C y c) 200 °C y tratado

térmicamente a 400 °C por 2 h.

En la Figura 15 se presenta los difractogramas del recubrimiento de HA-Ag depositado a 4
cmy 200 °C (a), y de este mismo sistema tratado térmicamente a 400 °C (b). Alli se observa
que con el tratamiento térmico hay un aumento en la cristalinidad de HA, que es evidenciado
tanto por el incremento en la intensidad del pico relacionado con el plano (002) de este
compuesto como también por la insinuacion de un tercer pico de difraccion cercano a los
32.7° 20 y que estaria relacionado con el plano (211) de HA. Este comportamiento se debe
a que, con la temperatura, los &tomos que fueron depositados inicialmente y no lograron
organizarse bajo arreglos cristalinos, difunden hacia los cristales de HA ya formados, se
adhieren y se da el crecimiento del cristal. EI uso de tratamientos térmicos para mejorar la
cristalinidad de HA, ha sido reportado por otros autores para temperaturas iguales o
superiores a la utilizada en el presente estudio [12,99,102]. Mejorar la cristalinidad en estos
recubrimientos es muy importante, teniendo en cuenta que la HA requiere de un adecuado
grado de cristalinidad para su aplicacion en implantes, ya que el incremento en la cristalinidad
del recubrimiento disminuye su velocidad de disolucion en medio biolégico [65]. Sin
embargo, teniendo en cuenta que la Ag no logra difundir facilmente a través de la estructura
densa de HA, su liberacion al medio en forma de nanoparticula o ion, dependera de la
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disolucién o infiltracion de HA en medio bioldgico, por lo cual, un recubrimiento de HA
altamente cristalino podria disminuir, para este caso, el posible potencial bactericida del

recubrimiento multicapa de HA-Ag.
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Figura 15. Difractograma del recubrimiento de HA-Ag obtenido a 4 cm: a) 200 °C y b) 200 °C y
tratado térmicamente a 400 °C por 2 h.

Los resultados obtenidos para el sistema de HA-Ag obtenido a 4 cm en términos de
cristalinidad, muestran una clara dependencia de esta caracteristica estructural con la
temperatura. Sin embargo, es posible que, con el tratamiento térmico se generen fallas
estructurales en los recubrimientos como se explicé en el apartado anterior, y que pueden ser
potenciadas a la hora de tener el sistema multicapa con los recubrimientos de 6xido y nitruro.
Ademas, ya fue obtenido un aumento en la cristalinidad del recubrimiento al inducir
temperatura al proceso de depdsito, pasando de RT a 200 °C, ver Figura 13. Por lo cual, se
considera que el sistema HA-Ag obtenido a 4 cm y 200 °C podria presentar un grado de
cristalinidad adecuado para la aplicaciéon deseada, ya que se busca una velocidad media de
disolucion de HA o de su infiltracion con el medio bioldgico, que no permita una liberacion
muy rapida de Ag, pero que tampoco impida su liberacién durante un tiempo muy
prolongado. Teniendo en cuenta todo lo anterior, se decide no realizar tratamiento térmico

pos-depdsito a los sistemas multicapa de HA-AgQ/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO2/TiN.
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6.1.2. Obtencion de los sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN y HA-Ag/SiO2/TiN
sobre Ti-6Al-4V.

Los recubrimientos multicapa de HA-Ag depositados sobre las capas intermedias de
TiO2/TiN y SiO2/TiN, fueron obtenidos a una distancia blanco-sustrato de 4 cm y una
temperatura de depdsito de 200 °C, dado que, bajo estas condiciones se obtuvieron
recubrimientos con gran control en la composicion quimica (relacion Ca/P cercanaa 1.67) y
la mayor cristalinidad. El estudio inicial de estos sistemas, involucrd su analisis
composicional, topografico (morfologia, rugosidad y mojabilidad), estructural y de fases. La
evaluacion de dichas propiedades y caracteristicas, también fue realizada sobre el sistema de

referencia de HA-Ag depositado sobre la aleacidn de Ti-6Al-4V y sin capas intermedias.

6.1.2.1. Composicion quimica, morfologia, estructura y fases

La Figura 16 muestra la relacion Ca/P y el porcentaje atomico de Ag para los recubrimientos
multicapa de HA-AgQ/TiO2/TiN e HA-AgQ/SIO2/TiN en comparacion con el sistema de
referencia de HA-Ag. La relacion Ca/P presenta un incremento en los recubrimientos de HA-
Ag depositados sobre las capas intermedias en comparacion con el sistema obtenido sobre la
aleacion de Ti-6Al-4V, obteniendo valoresde 1.76 y 1.72 para los sistemas HA-Ag/TiO2/TiN
e HA-AQ/SiO2/TiN, respectivamente. Este comportamiento indica un efecto del tipo de
superficie sobre la llegada de los &tomos desde el blanco en pulverizacion. Alteraciones en
la composicion quimica de recubrimientos de HA depositados por pulverizacion catddica
magnetron han sido ampliamente reportadas en la literatura, encontrando, por ejemplo,
variaciones en la relacion Ca/P desde 1.5 hasta 3.8 [54,60], donde se ha observado un efecto
del cambio en la carga superficial del sustrato, mediante la polarizacion con un voltaje
negativo, sobre la generacion del fenémeno conocido como resputtering del fésforo, que fue
considerado también en el apartado 6.1.1.1. En el gréfico también se presentan las relaciones
Ti/N, Ti/O2 y Si/Oz correspondientes a las capas de anclaje utilizadas. En cuanto al nitruro
de titanio, la relacion N/Ti obtenida fue de 1.15, que es levemente superior a la relacion
estequiométrica de dicho compuesto. En contraste, relaciones levemente sub-

estequiométricas fueron obtenidas para las capas de 6xidos, con valores de 1.65y 1.9 para el
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O./Ti y O/Si, respectivamente. Estos resultados indican que hubo un buen control sobre la

composicion quimica de estas capas intermedias.
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Figura 16. Relacién Ca/P y porcentaje atdmico de Ag para el sistema de referencia de HA-Ag y los
recubrimientos multicapa compuestos: HA-Ag/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO2/TiN.

Ademas de la composicion quimica, las caracteristicas superficiales tales como la rugosidad,
mojabilidad y morfologia son muy importantes en recubrimientos de uso potencial en
implantes ya que éstas pueden tener un rol critico en procesos de adhesion celular [23,103].
La Figura 17 muestra los resultados del estudio de rugosidad realizado por AFM sobre los
recubrimientos desarrollados. Inicialmente, se observan las iméagenes tridimensionales de la
superficie de cada uno de los sistemas, alli se observa, para el sistema de referencia de HA-
Ag, una morfologia de granos bastante uniforme a lo largo del area de evaluacion. Los
sistemas multicapa de HA-AQ/TIO2/TIN e HA-Ag/SIiO2/TiN también presentan una
morfologia de granos, observados sobre islas localizadas en diferentes regiones del area de
evaluacion y que son mas evidentes para el caso del recubrimiento de HA-Ag depositado
sobre el SiO2/TiN. Por otro lado, los valores de rugosidad en raiz cuadratica media (RMS,
por sus siglas en inglés), son presentados en el gréfico, donde las lineas interrumpidas

horizontales indican los valores de rugosidad de las capas intermedias utilizadas y del sustrato
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de Ti-6Al-4V con acabado tipo espejo, que presentd el menor valor (3.9 + 0.5 nm), seguido
por la capa de TiN con 8.6 + 0.6 nm y para los sistemas de TiO2/TiN y SiO2/TiN fueron
registrados valores de 11.5 + 0.8 nm y 20.7 + 1.2 nm, respectivamente. La rugosidad del
sistema de referencia y de los recubrimientos multicapa compuestos esté influenciada por la
superficie donde cada uno de los recubrimientos fue depositado, obteniendo el menor valor
para el recubrimiento de HA-Ag sobre el sustrato, seguido del sistema HA-Ag/TiO2/TiN y el
mayor valor de rugosidad fue obtenido para el sistema de HA-Ag/SiO2/TiN. El aumento en
la rugosidad podria ser favorable para la respuesta bioldgica de este tipo de superficies, en
términos de adhesion, proliferacion y diferenciacion celular [23]. D. Deligianni et al. [104]
reportaron incrementos en la adhesion y proliferacién celular cuando la rugosidad del Ti-
6Al-4V fue aumentada desde 0.32 um hasta 0.87 um. Estas superficies rugosas favorecen el
atrapamiento de proteinas tales como la fibrina y la adhesion de células osteogénicas de
acuerdo con A. Zareidoost et al. [105]. En cuanto a los recubrimientos de HA obtenidos por
pulverizacion catddica magnetron, valores similares a los obtenidos en el presente estudio
han sido reportados por M.A. Surmeneva et al.[101], quienes depositaron HA sobre un

sustrato de magnesio AZ31, obteniendo valores RMS entre 29.5 nm y 38.5 nm.
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Figura 17. Rugosidad del sistema de referencia de HA-Ag y los recubrimientos multicapa
compuestos: HA-Ag/TiO2/TiN e HA-AQ/SIO2/TiN.

La Figura 18 presenta el angulo de contacto y la energia libre superficial del sustrato de Ti-
6Al-4V y de los recubrimientos desarrollados. Alli se observa que tanto los recubrimientos
de HA-AQ/TiO2/TiN e HA-AgQ/SiO2/TiN, como el de referencia y el sustrato presentan un
carécter hidrofilico, de acuerdo a la referencia [89], dado que el angulo de contacto es menor
de 90°. Sin embargo, en el grafico se aprecia que el sustrato esta muy cerca de dicho valor,
mientras que los recubrimientos presentan mayor afinidad con el agua, obteniendo valores
entre 69 + 3.1° y 55 + 3.6°. La disminucion en el angulo de contacto podria estar relacionada
con la presencia de aniones electronegativos tales como el (PO4)* y el OH en la HA, los
cuales tienden a atraer fuertemente iones H* de las moléculas de agua [106]. C.G Garcia et
al. [107] disminuyeron el angulo de contacto desde 89° hasta 45° en membranas de

Etilacrilamina mediante un proceso de hidroxilacion. Las superficies hidrofilicas tienden a
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presentar una buena respuesta bioldgica en términos de adhesion y proliferacion celular
[12,108]. Adicionalmente, la energia libre superficial fue aumentada con el deposito de los

diferentes sistemas en comparacion con el Ti-6Al-4V.
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Figura 18. Angulo de contacto y energia libre superficial para el sistema de referencia de HA-Ag y
los recubrimientos multicapa compuestos: HA-AgQ/TiO2/TiN e HA-AQ/SiO2/TiN.

La Figura 19 muestra la vista superficial y en seccion transversal del recubrimiento de
referencia de HA-Ag depositado a 4 cm y 200 °C (a) y de los recubrimientos multicapa de
HA-AQ/TIO2/TiN (b) HA-Ag/SiO2/TiN (c). En la Figura 19a se observa una morfologia de
granos a nivel superficial, con tamafio de 134 + 30 nm vy estructura densa similar a la
presentada en la Figura 11d para este mismo recubrimiento. El recubrimiento de HA-Ag
depositado sobre la capa de TiO, también presenta una morfologia de granos, con un tamafio
de 153 + 43 nm, que es un poco mayor al obtenido en el sistema de referencia.
Adicionalmente, la estructura en seccion transversal revela la presencia de las capas
intermedias de TiO2/TiN, perfectamente unidas tanto al sustrato metalico como a la capa
superior de HA-Ag, que posee nuevamente una estructura densa y homogénea. En cuanto a
la capa de anclaje, la fractura generada no permite observar la interfaz entre los

recubrimientos de TiN y TiO, que poseen un crecimiento columnar sostenido a lo largo de
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aproximadamente 400 nm de espesor, Figura 19b. Es importante resaltar que el crecimiento
columnar observado es caracteristico en recubrimientos de TiN depositados por
pulverizacion catodica magnetron, que han sido reportados por otros autores en la literatura
[9,109], y que pudo haber influenciado el crecimiento de la capa adyacente de TiO». Durante
el crecimiento de un recubrimiento de TiAlTaN sobre un sistema multicapa de TiAIN/Ta, E.
Contreras Romero et al. [110] encontraron una fuerte influencia de la estructura del sistema
multicapa sobre el crecimiento del recubrimiento cuaternario, que ademas de conservar la

estructura columnar del sistema base, dio continuidad a las columnas preexistentes.

Por ultimo, en la Figura 19c se observan nuevamente granos a nivel superficial, con un
tamafio de 113 + 23 nm, que es inferior al valor promedio registrado tanto para el sistema de
referencia, como para el recubrimiento multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN. Este resultado indica
que el crecimiento del recubrimiento de HA-Ag fue influenciado por la superficie donde
crecid, comportamiento similar al registrado por la capa de TiOzen la Figura 19b. Pero esta
vez, evidenciado a nivel superficial mediante la diferencia en el tamafio de grano. Una posible
hipdtesis de este fendmeno estaria relacionada con que el recubrimiento de SiO. haya
presentado un menor tamario de grano en comparacién con el TiO2, induciendo a la obtencién
de granos mas finos de HA. Esto también podria relacionarse a una posible menor
cristalinidad en la capa de SiO», altamente densa y sin una estructura definida en comparacién

con el TiO2 columnar.

Por otro lado, al relacionar el tamafio de grano con la rugosidad, se observa que el sistema
que presentd los granos mas pequefios fue el de mayor rugosidad, este comportamiento
podria deberse a que durante el ensayo en AFM, la rugosidad medida estuvo influenciada por
las islas formadas a nivel superficial, que no son observadas en FESEM dado el alcance de
la técnica. Adicionalmente, el area de evaluacién mediante esta ltima técnica fue menor. La
seccidn trasversal del sistema multicapa compuesto de HA-Ag/SiO2/TiN revela, ademas, la
capa columnar de TiN y el recubrimiento multicapa de HA-Ag, que no presenta variaciones
en comparacion con el sistema de referencia. Estudios acerca del crecimiento en
recubrimientos de HA-Ag depositados por pulverizacion catdédica magnetron, sobre
materiales ceramicos tales como nitruros u 6xidos, no han sido encontrados en la literatura,

ya que en muchos trabajos el proceso de deposito es realizado directamente sobre sustratos
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metalicos. S.J. Ding et al. [111] informaron cambios en el crecimiento de recubrimientos de
HA como consecuencia de la modificacion en la estructura del sustrato mediante un proceso
de limpieza por pulverizacion, en inglés (sputter cleaning), usualmente implementada para
eliminar impurezas a nivel superficial mediante un bombardeo i6nico de alta energia. En
adicion, A. lvanova et al. [78] reportan un crecimiento columnar en recubrimientos

nanocristalinos de HA-Ag depositados sobre Ti-6Al-4V.

a) _ b) | ~ C)

[ S S S e, ot Ml

Figura 19. Morfologia superficial (FESEM) y estructura en seccion transversal (SEM) para el
sistema de referencia de HA-Ag (a) y los recubrimientos multicapa compuestos de HA-
AQ/TIOL/TIN (b) y HA-AgQ/SIO2/TiN.

La Figura 20 muestra la vista en seccion transversal del recubrimiento de referencia de HA-
Ag (a) y de los sistemas multicapa: HA-AgQ/TiO2/TiN (b) y HA-Ag/SiO2/TiN (c), que fue
obtenida mediante el corte FIB de cada uno de los recubrimientos y su posterior visualizacion
en FESEM. Este proceso fue realizado con el fin de observar en detalle la presencia de cada
una de las capas en los recubrimientos obtenidos, que mediante el SEM convencional no
fueron detectadas debido al espesor nanomeétrico de éstas y la baja resolucién alcanzada en
el equipo. En la Figura 20b se observa en detalle la capa de anclaje utilizada de TiN, con
aproximadamente 130 nm de espesor, que inicia posterior a una capa de Ti de

aproximadamente 90 nm, esta bicapa fue de espesor constante para los dos sistemas
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multicapa con TiO2/TiN y SiO2/TiN. Posteriormente, se observan tanto el recubrimiento de
TiO2 con un espesor cercano a los 100 nm, como el sistema multicapa de HA-Ag, de
aproximadamente 650 nm. En la imagen se observa una alta irregularidad en las capas de Ag,
que es mayor a la observada en el sistema de referencia y que indica que hubo una mayor
difusion de Ag hacia las capas adyacentes de HA. Esta difusion posiblemente fue dada en los
minutos posteriores al proceso de deposito de cada una de las capas de Ag. En la Figura 20c
se observa nuevamente la bicapa de TiN-Ti y posterior, una capa de SiO; de
aproximadamente 170 nm. Para mejorar la adhesion entre un recubrimiento y sustrato
determinado, las capas intermedias utilizadas deben ser de bajo espesor, dado que, con el
aumento de éste, los esfuerzos residuales pueden incrementar, al igual que el nimero de
defectos a escala micro o nanométrica. Para ello, son normalmente utilizadas capas de anclaje
de espesor menor a los 200 nm, de acuerdo a la literatura [9,110]. Por dltimo, para el
recubrimiento multicapa de HA-Ag depositado sobre el SiO2, se observan capas de Ag un
poco mas uniformes a las observadas en los otros dos sistemas. Es importante resaltar que
tanto las muestras de TiO2/TiN, SiO2/TiN y el sustrato de Ti-6Al-4V fueron recubiertas al
mismo tiempo y bajo las mismas condiciones con la HA-Ag, por lo cual los fenémenos
difusivos que present6 la Ag en cada uno de los casos, son ajenos a la parametrizacion
utilizada y podrian estar relacionados con la estructura de HA crecida sobre las diferentes

superficies.
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Figura 20. Estructura en seccion transversal (FIB-FESEM) para el sistema de referencia de HA-Ag
(a) y los recubrimientos multicapa compuestos de HA-Ag/TiO2/TiN (b) y HA-Ag/SIO2/TiN.
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La Figura 21 presenta la estructura en seccion transversal del recubrimiento de HA-Ag vista
mediante TEM. Alli se observan las interfaces generadas entre el sustrato de Ti-6Al-4V y la
primera capa de HA, asi como también entre esta ultima y las capas de Ag. La imagen
correspondiente a la zona |, permite observar una buena unién entre la HA y el sustrato.
Ademas, se aprecia que el recubrimiento de HA, en los primeros 30 nm no es homogéneo, lo
que posiblemente esté asociado a la difusion de elementos desde el sustrato. En la parte
superior de dicha imagen, también se observa la union entre la primera bicapa de HA-Ag. La
zona Il muestra en detalle las capas nimero 2 y 3 de Ag, incorporadas entre capas de HA. En
la imagen se observa que, aunque la Ag no presenta una buena uniformidad, producto de la
difusion inducida por la temperatura, la HA no adopta un crecimiento irregular. Esto indica
que la difusidn de Ag se da al inicio del crecimiento de HA, dado que, posteriormente, dicho
compuesto es lo suficientemente denso como para impedir la difusion de Ag a través de su
estructura. La imagen de la zona I11 apoya esta hipotesis, ya que se observa la capa superficial

de HA, altamente uniforme, mientras que la ultima capa de Ag presenta una alta

irregularidad.

ZONA (Il) ZONA (Ill)

Figura 21. Estructura en seccion transversal del recubrimiento de referencia de HA-Ag obtenida
mediante TEM.

La Figura 22 presenta la estructura del recubrimiento de HA-Ag en TEM de alta resolucion
(HRTEM). La imagen de la izquierda muestra una de las bicapas de HA-Ag, donde se
observan pequefios precipitados, con tamafio de aproximadamente 3 nm, inmersos en la fase

cristalina de HA. Esta fase presenta dos planos de crecimiento preferencial, o que se debe a
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su caracter policristalino. La imagen del medio muestra una de las capas de Ag, con un
arreglo cristalino definido, donde se determind la distancia interplanar mediante el software
Gatan Digital Migrograph®, obteniendo un valor de 0.14 nm, que es caracteristico del plano
(220) de dicho elemento [29]. De igual manera, fueron identificados para la HA los planos
de crecimiento preferencial (002) y (112) con distancia interplanar de 0.34 nm y 0.27 nm,
respectivamente, imagen de la derecha [56,100], que fueron identificados también mediante
DRX en las Figuras 13 y 15.

—> || «=—0.14 nm
Ag (220)

Figura 22. Estructura en seccidn transversal del recubrimiento de referencia de HA-Ag obtenida
mediante HRTEM.

La Figura 23 muestra los resultados del andlisis estructural y composicional realizado por
STEM y EDS sobre el recubrimiento de HA-Ag. En la interfaz entre el Ti-6Al-4V vy la
primera capa de HA (espectro 1), fueron identificados tanto elementos del recubrimiento de
HA (Ca, P y O), como también del sustrato (Ti y Al), indicando que hubo difusion de estos
dos ultimos elementos hacia la primera capa de HA, generando la interfaz de transicién que
ya habia sido observada en TEM. Adicionalmente, el Ti del sustrato podria haberse oxidado
como producto de la alta temperatura durante el proceso de deposito [8]. En el espectro 2,
correspondiente a una de las capas de HA, no se observa la presencia de Ag, lo que confirma
la hipotesis establecida acerca de la no difusién de dicho elemento a través de la capa de HA.
Por ultimo, el espectro 3, realizado sobre una de las capas irregulares de Ag, muestra la

presencia predominante de Ag, pero también se encontraron elementos del recubrimiento de
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HA, tales como Ca, P y O, lo que indica que hubo difusion de Ag de corto alcance
(aproximadamente 20 nm), durante los primeros minutos de crecimiento de la HA, donde su

estructura no era lo suficientemente densa y compacta como para impedir el paso de Ag.

Espectro 2

Espectro 1 -

Espectro N° % Atémico
Ca P o Ag Ti Al
1 26,5 7,0 49,8 - 10,2 6,5
2 30,9 18,4 50,7
3 122 41 33,2 50,5

Figura 23. Estructura en seccion transversal y composicidn quimica del recubrimiento de referencia
de HA-Ag obtenida mediante STEM y EDS.

La Figura 24 presenta la estructura en seccién transversal del recubrimiento de HA-
Ag/TiO2/TiN vista mediante TEM a diferentes aumentos. Alli se observan en detalle todas
las interfaces generadas en el recubrimiento multicapa, donde es posible apreciar una buena
unidn entre las diferentes capas intermedias utilizadas (TiO2/TiN-Ti), y entre estas mismas
con el sustrato y con el primer recubrimiento de HA. Se aprecia también en detalle, la
estructura columnar del recubrimiento de TiN, que ya habia sido observada en analisis
microscopicos previos a menor resolucion. Por otro lado, en la interfaz (TiO2/HA), se observa
claramente una zona de transicién, posiblemente generada por la difusion de elementos entre
estas dos capas durante el proceso de depdsito. Adicionalmente, se aprecia que el
recubrimiento multicapa de HA-Ag presenta un espesor similar al observado en la Figura 21,
correspondiente al sistema de referencia, lo que indica que la tasa de depdsito para dicho
recubrimiento no fue afectada con el cambio de superficie donde éste creci6. Por ultimo,
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capas irregulares de Ag son nuevamente observadas, indicando nuevamente fenémenos de

difusion en un corto alcance.

Figura 24. Estructura en seccidn transversal del recubrimiento de HA-Ag/TiO2/TiN obtenida
mediante TEM.

La Figura 25 presenta los resultados del analisis estructural y composicional realizado por
STEM y EDS sobre el recubrimiento de HA-Ag/TiO2/TiN. El espectro 4 hace referencia a la
capa inicial de Ti, donde se cuantificé un 97.1 % atomico de dicho elemento y trazas de
oxigeno del 2.9 % atémico. Para HA, el espectro 5 confirma la presencia de Ca, P, O y no se
encontraron trazas de Ag. En la capa de TiN fueron identificados los elementos Ti y N,
espectro 6, y se observd a nivel estructural una buena unidn entre las columnas del TiN y la
capa de TiOg, en la cual, el espectro 7 confirma la presencia de Ti y O. Por ultimo, en el
andlisis de la interfaz entre la primera capa de HA y el TiO», espectro 8, se encontraron los
elementos Ca, P, O y Ti, indicando, al igual que en el sistema de referencia, la difusion de

elementos desde y hacia la HA, durante los primeros minutos de crecimiento de la pelicula.
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Espectro % Atémico
N° Ca P o Ag Ti N
4 2,9 97,1
5 30,0 17,1 52,9
6 46,4 53,6
7 62,4 37,6
8 26,8 18,6 46,4 10,2

Figura 25. Estructura en seccion transversal y composicion quimica del recubrimiento de HA-
Ag/TiO2/TiN obtenida mediante STEM y EDS.

La Figura 26 muestra la estructura en seccion trasversal del recubrimiento de HA-
Ag/SIO2/TiN vista mediante TEM. Alli se observan en detalle todas las capas del
recubrimiento, cuyas interfaces fueron magnificadas y divididas en 3 zonas de interés. La
imagen correspondiente a la zona I, permite apreciar una muy buena union entre el sustrato
y la bicapa TiN-Ti, y entre esta Gltima y la capa de SiO2, que posee una estructura densa y
compacta y donde se observan algunos precipitados que fueron estudiados posteriormente en
HRTEM. En la zona Il se observa una region de transicion (aproximadamente 15 nm), en la
interfaz entre el SiO y la primera capa de HA, indicando que, al igual que en los dos sistemas
anteriores (HA-Ag y HA-AQ/TiO/TiN), se da la difusion entre la HA y la superficie sobre
la cual es depositada, durante los primeros minutos del proceso. En esta misma zona, se
aprecia la primera capa de Ag y su unién a la HA, es importante resaltar que el corte realizado

y la magnificacidn en este punto, muestran como la Ag crece a partir de una superficie muy
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uniforme de HA, sin embargo, debido a la temperatura de depdsito (200 °C), la Ag difunde
en corto alcance y por ello, la parte superior de dicha capa presenta una forma ovalada. Para
la zona Ill, correspondiente a la dltima capa de HA, se aprecia huevamente su estructura,
altamente densa y con pequefios precipitados. Esta zona también muestra la interfaz entre
dicha capa y el recubrimiento protector de Pt, depositado durante la obtencion de la lamela
en FIB.

ZONA (1)

Figura 26. Estructura en seccion transversal del recubrimiento de HA-Ag/SiO./TiN obtenida
mediante TEM.

La Figura 27 muestra la estructura de la capa superficial de HA (a) y la capa intermedia de
SiO2 (b) del recubrimiento de HA-Ag/SiO2/TiN en HRTEM. Para la HA, en la Figura 27a se
observa, al igual que en sistema de referencia, una matriz cristalina con pequefios
precipitados, de tamafio inferior a 4 nm. El célculo de la distancia interplanar permitié
identificar los dos planos de crecimiento preferencial del recubrimiento, que fueron a lo largo
de las direcciones (112) y (002) de HA. Para la capa de SiO., en la Figura 27b se observa que
este recubrimiento posee una estructura amorfa con precipitados cristalinos, con un tamafo
de hasta 5 nm, donde se calculé una distancia interplanar de 0.19 nm, posiblemente asociada
con el plano (220) del Si. Esto indicaria el crecimiento de nanocristales de Si durante la

formacion del recubrimiento de SiO..
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Figura 27. Estructura en seccion transversal del recubrimiento de HA-Ag/SiO/TiN obtenida
mediante HRTEM.

La Figura 28 presenta los resultados del analisis estructural y composicional por STEM y
EDS sobre el recubrimiento de HA-AQ/SiO2/TiN. La imagen de la izquierda corresponde a
la unién entre el sustrato y las primeras capas del recubrimiento. Se observan alli algunos
granos en la interfaz entre el Ti-6Al-4V y la capa inicial de Ti, que de acuerdo al espectro 9,
podrian indicar la formacion de un 6xido de titanio como un efecto de la temperatura de
depdsito utilizada. En la imagen del medio, se presenta la interfaz entre el TiN y el SiO2, que
es una zona de transicion de unos pocos nandémetros de espesor (aproximadamente 20 nm),
en el sentido de las columnas generadas por el recubrimiento de TiN. El espectro 10 indica
que dicha zona contiene elementos tanto de la capa de TiN como de la capa de SiO2, con una
estequiometria levemente alterada. El espectro 11 muestra la composicion quimica de la capa
de SiO2 y en la imagen de la derecha, el espectro 12 indica la composicion en la interfaz entre
este recubrimiento y la capa inicial de HA, marcada nuevamente por una zona de transicion,
que contiene los elementos Ca, P, O y Si. Por ultimo, el espectro 13 indica que, nuevamente
no se dio la difusion de Ag a través de la estructura de HA, encontrando tan solo elementos

constituyentes de este Gltimo compuesto.
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Figura 28. Estructura en seccion transversal y composicion quimica del recubrimiento de HA-
Ag/SIO»/TiN obtenida mediante STEM y EDS.

La Figura 29 muestra los difractogramas de los sistemas multicapa compuestos y del sistema
de referencia de HA-Ag entre 20° y 68° 20, donde se aprecia una gran relacion con el analisis
HRTEM, encontrando los planos (002) y (112) de HA y el plano (220) de Ag. En la figura
se observa que el crecimiento preferencial de HA a lo largo de plano (112) no fue alterado
con el cambio de superficie donde HA fue depositada. Adicionalmente, los picos anchos que
se aprecian en los sistemas multicapa con el TiO2/TiN y SiO2/TiN, indican que estos, al igual
que el recubrimiento de referencia de HA-Ag, son nanocristalinos, [70]. En cuanto a la
cristalinidad de estos recubrimientos, hay una disminucidn en los picos relacionados con los
planos (002) y (112) de HA, para el sistema HA-Ag/TiO2/TiN con relacion al sistema de
referencia, mientras que la mayor intensidad fue registrada para el recubrimiento de HA-Ag
depositado sobre el SiO2/TiN, donde se insinGa, ademas, un tercer pico posiblemente
asociado con el plano (211) de HA. Estos resultados indican que el crecimiento de HA fue
influenciado por la superficie y estructura de las capas intermedias de TiO. y SiO», dado que
los parametros de proceso usados durante el depdsito de HA en todos los sistemas fueron
constantes. Por otro lado, en los difractogramas también se observan dos picos relacionados

con los planos (200) y (220) de Ag y picos de Ti asociados al sustrato.
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Figura 29. Difractogramas para el sistema de referencia de HA-Ag (A), y los recubrimientos
multicapa compuestos: HA-Ag/TiO2/TiN (B) e HA-AgQ/SIO2/TiN (C).

La Tabla 5 presenta los valores para el tamafio del cristalito de los recubrimientos
desarrollados en comparacion con el sistema de referencia, donde los resultados indican
nuevamente la obtencién de recubrimientos nanocristalinos. A partir del sistema de HA-Ag
depositado sobre el sustrato, se observa una leve disminucion del 3 % en el tamafio del
cristalito para el recubrimiento obtenido sobre la capa de TiO2, mientras que un aumento del
9 % fue registrado para el sistema depositado sobre la capa de SiO». En la literatura se ha
encontrado que la disminucion o el aumento en el tamafio del cristalito podria estar
relacionado con la polarizacion del sustrato. A.A. Ivanova et al. [70] obtuvieron un cambio
de nanocristalino (tamafo del cristalito de 26 nm), hasta amorfo en un recubrimiento de HA
después de la polarizacién del sustrato con un voltaje de -50V. De la misma manera, M.A.
Surmeneva et al. [101] reportan una disminucion en el tamafio del cristalito desde 30 nm
hasta 15 nm para un recubrimiento de HA depositado a OV y -50V, respectivamente. Esto
podria indicar que el comportamiento registrado en el presente estudio esta de nuevo
relacionado con cambios en la carga superficial del Ti-6Al-4V mediante el depdsito de las
diferentes capas intermedias utilizadas, ya que estos recubrimientos tienen menor
electronegatividad y podrian actuar como capa barrera, disminuyendo el efecto de la

polarizacion del porta muestras con el voltaje bias de -20V durante el proceso de depésito,
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lo que podria describir el efecto encontrado para el caso del sistema HA-AgQ/SiO2/TiN. Sin
embargo, el sistema HA-Ag/TiO2/TiN no presentd este mismo comportamiento. Por otro
lado, es importante resaltar que los valores obtenidos para el tamafio del cristalito en los
recubrimientos obtenidos, asi como también del sistema de referencia, son mayores a los

valores reportados en algunos trabajos similares con HA [8,100].

Tabla 5. Tamario del cristalito para la HA en los sistemas de HA-Ag depositados sobre el sustrato y

sobre las capas intermedias de 6xido y nitruro.

Recubrimiento de HA-Ag depositado sobre Tamario del cristalito (nm)
Ti-6Al-4V 29.38
TiO/TIN 28.71
SiO2/TiN 31.91

La Figura 30 muestra los espectros Raman de las capas intermedias utilizadas para la
obtencion de los sistemas multicapas compuestos. En el espectro (a) correspondiente a la
capa de TiN son observadas las siguientes bandas: 1) dispersidn en el rango acustico, con
bandas centradas cerca de 220 cm™ (transversal acustica, TA) y 330 cm™ (longitudinal
acustica, LA), que son generadas por la vibracion de iones de Ti; Il) dispersion en el rango
ptico, con una banda centrada en 570 cm™ (longitudinal Optica, LO), relacionada con
vibraciones de iones de nitrogeno [78]. El espectro (b) corresponde a la bicapa de TiO2/TiN,
donde se observan vibraciones caracteristicas de la fase anatasa del TiO2, cuya banda
principal se presenta a 150 cm™ (Eq1), mientras que otras bandas relacionadas, se encontraron
entre los 500 cm™ y 650 cm™ (Aug, Bigea) Y Egs) [112]. Adicionalmente, las bandas asociadas
con el TiN (TA'y LA), fueron apreciadas a longitudes de onda similares que en el espectro
(a), mientras que la banda de TiN (LO), no se observa en detalle debido a la sobre posicion
con las bandas de TiO2 que estan en dicha region de longitud de onda. Por ultimo, en el
espectro (c), correspondiente a la capa de SiO2/TiN, se observan vibraciones asociadas con
el 6xido de silicio amorfo, con una banda cerca a los 470 cm™ asociada con la vibracion en
flexion del Si-O-Si [113]. Adicionalmente, algunas bandas del TiN pueden ser apreciadas,
principalmente TiN (TAy LA).
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Figura 30. Espectros micro-Raman para las capas intermedias de: a) TiN, b) TiO2/TiN y ¢)
SiO,/TiN.

La Figura 31 presenta los espectros micro-Raman de los sistemas multicapa compuestos en
comparacion con el recubrimiento de referencia (espectro a). en el grafico de la Figura 31(1),
se observan principalmente, al igual que en la Figura 12, bandas caracteristicas del grupo
(PO4)¥, con la banda principal no degenerada, a una longitud de onda de 960 cm™,
caracteristica de HA [96], mientras que otras bandas relacionadas con este grupo funcional
fueron encontradas cerca a los 460 cm™, 590 cm™ y 1050 cm™. Adicionalmente, bandas
relacionadas con las vibraciones (TA) y (LA) del TiN son apreciadas en los espectros By C,
entre 220 cm™ y 300 cm™, mientras que la vibracion TiN (LO), al igual que las vibraciones
relacionadas con el TiO; y el SiO;, fueron sobrepuestas con bandas del (PO4)* que emiten a
longitudes de onda cercana. Por otro lado, la Figura 31(11) presenta la vibracién del grupo
OH que fue encontrado en todos los sistemas multicapa, incluyendo el recubrimiento de
referencia. Estos resultados indican que la composicion de los recubrimientos no fue afectada
en gran medida con el cambio de superficie donde cada uno de los sistemas multicapa de
HA-Ag crecio.
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Figura 31. Espectros micro-Raman en el rango de: 1) 200 a 1200 cm y I1) 3000 a 4000 cm, para el
recubrimiento de referencia de HA-Ag (a) y para los sistemas multicapa compuestos de: HA-
Ag/TiO,/TiN (b) y HA-AgQ/SiO,/TiN (c).

6.1.2.2. Propiedades mecéanicas

Inicialmente, se realizd un ensayo de nano indentacion sobre el sustrato de Ti-6Al-4V y las
capas intermedias de TiO2/TiN y SiO2/TiN, con el fin de conocer los valores de Hy E en las
superficies donde seria depositado el recubrimiento de HA-Ag. Una vez depositado dicho

sistema sobre las capas intermedias, se realizé un barrido exploratorio en nano indentacion a
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diferentes cargas, buscando un rango de trabajo donde la influencia de dichas capas
intermedias o del sustrato, fueran minimas sobre los valores de H y E en el recubrimiento de
HA-Ag. A partir de este punto, se incorpord al estudio y con fines comparativos, un
recubrimiento de HA libre de Ag, buscando complementar el analisis con la evaluacion del
efecto de laincorporacion de capas de Ag en la estructura de la HA. Finalmente, se determiné
la resistencia elastica, a la deformacion plastica y el porcentaje de recuperacion de los
sistemas de HA-AgQ/TiO2/TiN, HA-Ag/SIO./TiN, HA-Ag e HA libre de Ag, asi como

también se evaluaron sus esfuerzos residuales y la adhesién al sustrato.

6.1.2.2.1. Durezay modulo de elasticidad

La Figura 32 muestra los valores de H y E del sustrato de Ti-6Al-4V y de las capas
intermedias utilizadas en la obtencion de los sistemas multicapa. EI menor valor de H fue
registrado para el sustrato con 4.7 + 0.2 GPa. A partir de alli, las capas y bicapas intermedias
utilizadas presentaron aumentos del 246 %, 305 %, 378 % respectivamente para el SiO2/TiN,
TiO2/TiN y TiN, donde se obtuvo el mayor valor de H (17.8 + 1.5 GPa), que es similar al
reportado por otros autores [84,114]. Mientras que el TiO2 y SiO> como monocapa presentan
valores en H de aproximadamente 12 GPa y 9 GPa, respectivamente [82,115-117]. Dichos
valores son levemente inferiores a los obtenidos para las bicapas depositadas, lo que podria
indicar que el TiN influy6 en las medidas de H para los recubrimientos bicapa, siendo mayor
su efecto en el sistema con TiO», cuyo espesor fue menor que el de la capa de SiO2. Un
comportamiento similar fue registrado para el E, donde el Ti-6Al-4V present6 un valor de
137 + 3.1 GPa, y a partir de este sustrato, fue obtenido un aumento del 36 % para el sistema
de SiO2/TiN, mientras que aumentos cercanos al 50 % fueron registrados para los sistemas

de TiN y TiO2/TiN, sin diferencias significativas.
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Figura 32. Dureza y médulo de elasticidad para las capas intermedias utilizadas.

La Figura 33 muestra las curvas de carga vs descarga de los sistemas multicapa de HA-
Ag/TIO2/TIN, HA-AQ/SIO2/TIN, del sistema de referencia HA-Ag y también de un
recubrimiento de HA libre de Ag, implementado a partir de este punto con el fin de estudiar
el efecto de la incorporacion de capas de Ag en la estructura de HA sobre las propiedades
mecanicas de este sistema multicapa. El grafico presenta 5 ciclos de carga y descarga para
cada recubrimiento, realizados a carga incremental de 1.5 mN (1), 3.1 mN (1), 6.2 mN (111),
12.4 mN (IV) y 25 mN (V). Alli se aprecia un comportamiento elastoplastico en todos los
recubrimientos, donde la profundidad alcanzada en cada indentacion y la recuperacion
elastica, estan relacionadas directamente con los valores de H y E de cada material, que

fueron calculados posteriormente mediante el método de Oliver y Pharr [87].
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Figura 33. Curvas de carga vs descarga, a carga incremental, para el recubrimiento de HA libre de
Ag, el recubrimiento de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-
Ag/TiOo/TIN y HA-AQ/SIO2/TiN.

La Figura 34 muestra los valores de H y E para todos los recubrimientos, determinados a
partir de las curvas de carga vs descarga de la Figura 33. El estudio combinado de estas
propiedades mecénicas es muy importante, debido a que, mientras la H tiene alta influencia
sobre la resistencia al desgaste de una superficie, el E y la tenacidad influyen en la abrasion,

el impacto y el desgaste erosivo [118]. En la Figura 34a se presentan los perfiles de H en

89



funcién de la profundidad de indentacion. Alli se observa un comportamiento decreciente en
esta propiedad tanto para el recubrimiento de HA libre de Ag como para el sistema HA-Ag.
Mediante la primera carga aplicada de 1.5 mN, se obtuvo un valor de aproximadamente 10.5
GPa en H para el recubrimiento de HA libre de Ag, mientras que a esta misma carga fue
registrado un valor de H=5.9 GPa para el recubrimiento de HA-Ag. Esto indica que la
incorporacion de capas de Ag en la estructura de la HA disminuye considerablemente su
dureza, por ser la Ag un metal blando. Con el aumento en la carga, la profundidad de
indentacion fue mayor y con ello, el efecto del sustrato de Ti-6Al-4V sobre la medida de H
en los recubrimientos. Basado en la literatura, el valor de H en un recubrimiento sin efecto
del sustrato debe ser determinado a una profundidad de indentacion del 10 al 15 % del espesor
de la pelicula [119-121]. Sin embargo, la evaluacion de H en un recubrimiento compuesto
por multiples capas de diferente dureza, como lo son la HA 'y la Ag, resulta bastante compleja,
debido a que no hay un control preciso sobre el efecto inducido por cada una de éstas sobre

la medida mecénica.

Los valores de H determinados para los sistemas de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO2/TiN en
funcién de la profundidad, indican que estos recubrimientos se comportan como un material
compuesto, donde cada una de las capas tiene influencia sobre la respuesta mecanica. De
acuerdo con los resultados obtenidos, el efecto predominante esta relacionado con las capas
de Ag. Sin embargo, el comportamiento registrado para estos dos ultimos sistemas evidencio
también la influencia de las bicapas intermedias sobre el valor de H en los recubrimientos,
por lo cual, dicha propiedad mecanica no present6 un comportamiento decreciente durante
las primeras tres cargas aplicadas. Por el contrario, los valores promedio de H exhibieron un
leve aumento. Adicionalmente, el grafico indica que los mayores valores de H fueron
obtenidos para el recubrimiento depositado sobre la superficie mas dura (TiO2/TiN, de
acuerdo a la Figura 32). Finalmente, a partir de los 6.2 mN de carga, donde la profundidad
de indentacion fue mayor a los 200 nm, el sustrato comienza a tener efecto sobre la medida
de H, al igual que en los recubrimientos de HA libre de Ag e HA-Ag. Con respecto a los
valores de E en funcion de la profundidad de indentacion, se observaron comportamientos

similares a los registrados para la medida de H, en todos los recubrimientos, Figura 34b.
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Figura 34. Propiedades mecénicas: a) dureza y b) médulo de elasticidad, en funcion de la
profundidad de indentacion para el recubrimiento de HA libre de Ag, el recubrimiento de referencia
de HA-Ag y los sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN y HA-Ag/SiO,/TiN.

Teniendo en cuenta los comportamientos observados en la Figura 34 para cada uno de los
sistemas, se realizaron de nuevo ensayos de nano indentacién a una carga constante de 3.1
mN, donde las propiedades mecanicas de los recubrimientos, principalmente de los sistemas
multicapa, fueron muy similares. La Figura 35 presenta las curvas de carga vs descarga para
todos los sistemas desarrollados. La maxima profundidad de indentacion fue obtenida para
el sistema de HA-Ag/SiO2/TiN con 157 nm, seguido de los recubrimientos de HA-Ag e HA-

Ag/TiO2/TiN con 146 nm y 139 nm, respectivamente. Mientras que la mayor resistencia a la
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deformacion fue registrada para el sistema de HA libre de Ag, que posee el mayor valor de
H. El area bajo la curva de carga, presenta la energia total aplicada a lo largo de la
indentacion, en contraste, el area bajo la curva de descarga esta relacionada con la energia
elastica. Por altimo, el &rea entre las dos curvas presenta la energia total disipada (asociada
con la deformacion pléstica) por el recubrimiento durante el ensayo. Con base en esto, se
determind el porcentaje de recuperacion elastica de todos los recubrimientos y los resultados
se presenta en la Figura 36. Alli se observa que el sistema con menor recuperacion elastica
es el de HA libre de Ag, seguido por los recubrimientos de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-Ag, que
presentaron valores similares y, por ultimo, el sistema HA-Ag/SiO./TiN, que obtuvo el
mayor valor. Estos resultados podrian indicar que la inclusion de capas blandas de Ag en la
estructura de HA favorece la recuperacion elastica del material. En algunos reportes de la
literatura se ha evidenciado el mejoramiento en los porcentajes de recuperacion de

recubrimientos multicapa en comparacién con sistemas monocapa [110].
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Figura 35. Curvas de carga vs descarga a 3 mN, para el recubrimiento de HA libre de Ag, el

recubrimiento de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-AgQ/TIO2/TiN y
HA-Ag/SIO2/TiN.
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Figura 36. Porcentaje de recuperacion elastica para el recubrimiento de HA libre de Ag, el
recubrimiento de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-Ag/TiO2/TiN y
HA-Ag/SIO2/TiN.

La Respuesta en nano indentacion de peliculas delgadas es sensible a factores tales como: la
rugosidad superficial, textura, tamafio de grano. Sin embargo, se ha encontrado una fuerte
dependencia entre las propiedades mecanicas como H y E, con la nucleacion de defectos y
las caracteristicas de deformacion plastica del recubrimiento, que son funcion del espesor y
la microestructura [122]. La Figura 37 presenta los valores de H y E obtenidos nuevamente
mediante el método de Oliver y Phar para los recubrimientos desarrollados con base en las
curvas de carga vs descarga de la Figura 35. Se observa que tanto la H como el E de los
recubrimientos presentan un comportamiento similar. Los mayores valores para ambas
propiedades mecanicas fueron registrados para el sistema de HA libre de Ag, con H=9.1 +
0.4 GPa y E=137 + 4 GPa, que son similares a los reportados por V.F. Pichugin et al. [61]
para recubrimientos puros de HA. El efecto de la incorporacion de capas de Ag en la
estructura de HA, claramente afecta las propiedades mecanicas del recubrimiento,
disminuyendo en un 30 % el valor de H'y 13 % el valor de E. Por otro lado, partiendo de los
valores registrados para el recubrimiento de referencia de HA-Ag (H=6.3 + 0.7 GPay E=121
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+ 7 GPa), se observa un resultado muy similar para el sistema de HA-Ag depositado sobre el
TiO2/TiN, donde no se aprecian diferencias significativas. Sin embargo, los valores promedio
de Hy E presentan un leve aumento del 2 % y 4 % respectivamente. Para el sistema de HA-
Ag/SiO/TiN se aprecia una reduccion en las propiedades mecanicas con relacion al sistema
de referencia de HA-Ag, obteniendo valores de H=5.1 + 0.3 GPa y E=110 + 5, que
corresponden respectivamente a un 19 % y 10 % menos. Este es un comportamiento un poco
atipico, dado que dicho sistema ademas de ser el de mayor grado de cristalinidad, presentd
el menor tamafio de grano y con base en la relacion de Hall Pech, mediante la disminucion
en el tamafo de grano por debajo de 1 um, debe haber un notable aumento en el valor de H
en los recubrimientos dado que se genera el aumento del area de los limites de grano,
desacelerando el deslizamiento de las dislocaciones [73,123]. Sin embargo, Los resultados
obtenidos indican que los valores de H y E en los recubrimientos multicapa de HA-
Ag/TIO2/TIN e HA-AQ/SIO2/TIN, corresponden a una medida representativa de todo el

sistema compuesto y no solo de la pelicula de HA-Ag.

Estudios mecanicos de sistemas multicapa de HA-Ag no han sido reportados en la literatura.
Sin embargo, hemos observado que los valores de H y E obtenidos en el presente estudio son
similares o superiores a los obtenidos para recubrimientos de HA por otros autores. M.A.
Surmeneva et al. [101] reportaron valores entre 3y 4.9 GPa para H y entre 78 y 79 GPa para
E, en recubrimientos de HA con 700 nm de espesor depositados sobre un sustrato de
magnesio AZ31. En otro reporte, los mismos autores obtuvieron valores de 7 GPa 'y 124 GPa
para Hy E, respectivamente, en un recubrimiento de HA con 690 nm de espesor depositado
sobre titanio [124].
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Figura 37. Dureza y médulo de elasticidad evaluadas a 3 mN de carga, para el recubrimiento de HA
libre de Ag, el recubrimiento de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-
Ag/TiO2/TiN y HA-Ag/SIO,/TiN.

Con el fin de extender el analisis mecanico de los recubrimientos, fueron calculados los
parametros de resistencia elastica (H/E™) y resistencia a la deformacion plastica (H*/E™2). Los
resultados son presentados en la Figura 38. Alli se aprecian nuevamente los mayores valores
para el recubrimiento de HA libre de Ag y un comportamiento similar al observado en la
figura anterior, para los sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO2/TiN, con
relacion al recubrimiento de referencia de HA-Ag. Una reduccion del 23 % y 60 % para H/E”
y H3/E™?, respectivamente, fue registrada al incorporar capas de Ag en la estructura de HA.
Por otro lado, el sistema multicapa depositado sobre el TiO2/TiN present6 valores similares
a los registrados en el recubrimiento de referencia, mientras que para el sistema de HA-
Ag/SiO,/TiN se obtuvo una disminucion del 11 % y 38 % respectivamente para H/E™ y
H3/E™. Los resultados indican que tanto la inclusion de Ag en la HA, como la incorporacion
de capas intermedias entre la HA-Ag y el Ti-6Al-4V, afectan en mayor medida el parametro
de resistencia a la deformacion pléastica de los recubrimientos, relacionada directamente con
el valor de H en las superficies. El estudio de estas propiedades es fundamental en

recubrimientos para implantes, dado que el éxito a largo plazo en estos dispositivos puede
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ser afectado, por ejemplo: el mejoramiento en las relaciones H/E™ y H%E™ de estas
superficies puede ofrecer grandes ventajas relacionadas con la durabilidad y menor potencial
de dafio superficial [118]. Valores inferiores a los registrados en el presente estudio han sido
reportados en la literatura. R.V. Chernozem et al. [125] depositaron un recubrimiento de HA-
TiO; con valores entre 1.8x102y 2.5x1072 para H/E"y entre 4.0x10™* y 9.0x10* para H3/E™.
De manera similar, 1.Y. Grubova et al. [73] obtuvieron valores de 3x102 and 2.4x107 GPa,

respectivamente para H/E™ y H3/E™ en recubrimientos codepositados de HA-Ag.
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Figura 38. Resistencia elastica y resistencia a la deformacion plastica para el recubrimiento de HA
libre de Ag, el recubrimiento de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-
Ag/TIO2/TIN y HA-Ag/SiO2/TiN.

6.1.2.2.2. Esfuerzos residuales

Los esfuerzos residuales de los recubrimientos multicapa de HA-AgQ/TiO2/TiN, HA-
Ag/SiO2/TiN, del sistema de referencia de HA-Ag y del recubrimiento de HA libre de Ag
son presentados en la Figura 39. Alli se observa una reduccién del 34 % en los esfuerzos
residuales compresivos en la pelicula de HA tras la incorporacién de las multiples capas de
Ag. De igual manera, la incorporacion de las capas intermedias de TiO2/TiN y SiO2/TiN entre

el recubrimiento multicapa de HA-Ag y el sustrato, disminuyeron los esfuerzos residuales de
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dicho sistema de referencia en aproximadamente un 30 %. Estos resultados indican que hubo
una mejor afinidad tanto entre el recubrimiento de HA-Ag y las capas intermedias utilizadas,
como entre éstas y el Ti-6Al-4V. Esta afinidad podria estar relacionada, para el caso del
sistema de HA-Ag/TiO/TiN, con la disminucion entre las diferencias de los coeficientes de
expansion térmica de HA y el sustrato de Ti-6Al-4V (11.5x10°° K y 8.50x10°® K™,
respectivamente), mediante la incorporacion del TiN con un valor de 9.35x10° K1 [15,126],
y el TiO2 que se encuentra en el rango de 9.4-11.8 x10° K™ [127]. Esto causa una mayor
disipacion de energia durante la formacion del recubrimiento. Por otro lado, el resultado
obtenido para el sistema con SiO2, que present6 el menor valor, no podria estar relacionado
con la disminucién en la diferencia de los coeficientes de expansidn térmica, dado que dicho
compuesto presenta un valor entre 0.55-0.75 x10® K [128], que es mucho menor al de las
otras capas utilizadas y el sustrato. Esto indica que, el comportamiento obtenido se debe
principalmente a la buena afinidad quimica que hay entre el SiO2 y la HA. Disminuir los
esfuerzos residuales en peliculas delgadas es muy importante dado que los esfuerzos
compresivos producen esfuerzos de tension normales al plano del recubrimiento, que actdan

sobre cualquier defecto preexistente para promover la delaminacion de la pelicula [129].
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Figura 39. Esfuerzos residuales para el recubrimiento de HA libre de Ag, el recubrimiento de
referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-Ag/TiO2/TiN y HA-
Ag/SiO2/TiN.
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6.1.2.2.3. Adhesién

La Figura 40 muestra los resultados del ensayo de micro rayado realizado sobre la superficie
de los sistemas desarrollados. Alli se observan tanto las imagenes de las huellas de rayado
generadas sobre cada recubrimiento, como también un gréfico correspondiente, donde estan
los registros de friccion y la carga normal aplicada en funcion de la distancia de rayado, por
medio de la cual se encontraron los valores de carga critica (Lc), que de acuerdo a la norma
ASTM C1624-5 [130] esta relacionada con la falla adhesiva de los recubrimientos, que es
interpretada como un cambio abrupto en los registros del coeficiente de friccion generado
por el cambio de la superficie en contacto con la punta durante la evaluacion mecanica, en
este caso una transicion de recubrimiento a sustrato. El esfuerzo mecanico inducido desde la
superficie por la punta de diamante, se trasmite hasta la interfaz entre la pelicula y el sustrato,
y si la fuerza de unioén alli es menor que la magnitud del esfuerzo cortante, se genera la falla

adhesiva del recubrimiento.

Para el sistema de HA libre de Ag, fue obtenido un valor Lc de 96 mN, que fue aumentado
en un 18 % mediante la incorporacion de las capas de Ag, presentando un valor Lc de 114
mN. Este comportamiento podria estar relacionado con la disipacion de energia por parte de
las capas de Ag, que disminuyen la magnitud el esfuerzo que alcanza la interfaz entre la
primera pelicula de HA, del sistema HA-Ag, y el sustrato. A su vez, la adhesion entre el
sistema de referencia de HA-Ag y el Ti-6Al-4V fue aumentada en un 46 % y 84 % mediante
la incorporacion respectiva de las capas de TiO2/TiN y SiO2/TiN, que estaria relacionado con

la disminucion en los esfuerzos residuales registrados en los sistemas multicapa.

Estos esfuerzos pueden reducir la cohesion y adhesion de los recubrimientos, lo que se
evidencia al ejercer una carga mecéanica sobre ellos [130]. Y.C. Yang et al. [131] reportan la
disminucidn en la fuerza de union de un recubrimiento de HA depositado sobre Ti-6Al-4V
mediante plasma-sprayed como funcion del incremento en los esfuerzos residuales
compresivos, que fueron generados mediante el incremento en la temperatura de depdsito
debido a las diferencias entre los coeficientes de expansién térmica del recubrimiento y el
sustrato. En cuanto a recubrimientos obtenidos por pulverizacion catédica magnetron, W.
Boonrawd et al. [132] reportaron un valor Lc de 130.2 mN en un recubrimiento de HA sobre

un sustrato de titanio, mientras que en un sistema similar, A. Quirama et al. [82] obtuvieron
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un valor Lc de 49 mN, que fue incrementado hasta 130 mN mediante la incorporacion de una

bicapa intermedia de TiO2/TiN entre el recubrimiento de HA y un sustrato de Ti-6Al-4V.

Estos valores son menores a los obtenidos para los recubrimientos multicapa compuestos

desarrollados, al igual que para el recubrimiento de HA-Ag e HA libre de Ag.
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Figura 40. Resultados del ensayo de micro rayado realizado sobre los recubrimientos de HA libre de

Ag, el recubrimiento de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-

AQITIOoTiN y HA-Ag/SiO/TiN.
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Se realiz6 un andlisis mediante espectroscopia micro-Raman sobre la huella de rayado antes
y después del punto de falla. La Figura 41 muestra las imagenes de la zona de falla para los
sistemas HA-AgQ/TIO2/TiN (Figura 41a) e HA-Ag/SIO2/TiN (Figura 41b), y los espectros
correspondientes. En ambos casos se observan bandas relacionadas con el grupo (PO4)*, lo
que confirma que antes de generarse la falla, la punta estaba en contacto con el recubrimiento
de HA-Ag, indicando que la fuerza de unién entre dicho recubrimiento y las capas
intermedias utilizadas (TiO2/TiN y SiO2/TiN), fue mayor que entre estas capas y el sustrato.
Este resultado comprueba que las capas intermedias utilizadas favorecen el anclaje mecanico
entre la HA-Ag y el Ti-6Al-4V, lo que posiblemente esta relacionado con los fendmenos de
difusion encontrados mediante el analisis estructural donde se evidencié buena afinidad
quimica entre la HA y los elementos constituyentes de las capas intermedias.
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Figura 41. Anélisis Raman realizado sobre las huellas de rayado obtenidas en los sistemas
multicapa compuestos de: HA-Ag/TiO2/TiN y HA-Ag/SiO,/TiN.
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6.1.3. Evaluacion bioldgica in vitro de los recubrimientos desarrollados

Durante el estudio biologico de los recubrimientos, se evalud inicialmente la estabilidad de
la HA-Ag en medio de PBS a lo largo de 192 h. Ademas, se realizo un ensayo de liberacion
de Ag en los sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN, HA-Ag/SiO2/TiN e HA-Ag durante
920 h utilizando este mismo medio. La finalidad de esta prueba era conocer la concentracion
acumulativa de Ag en funcion del tiempo y su tasa de liberacidn en los recubrimientos.
Posteriormente, se evaluo la biocompatibilidad y propiedades antibacteriales de los sistemas
desarrollados, utilizando nuevamente el recubrimiento de HA libre de Ag con fines
comparativos, ya que la obtencion de un analisis completo en la respuesta celular o bacteriana
de una muestra, requiere del uso de controles que permitan conocer la influencia de todos los

elementos que conforman el sistema de estudio.

6.1.3.1. Disolucién de HA-Ag y estudio de liberacion de Ag en medio de PBS

La evaluacion bioldgica de los recubrimientos inici6 con el estudio de disoluciéon de HA-Ag
en medio bioldgico simulado. La Figura 42 presenta la imagen superficial y en seccion
transversal del sistema de referencia de HA-Ag para tiempos de inmersion en PBS de 24 h,
72 hy 192 h. A nivel superficial, se observa que la morfologia de granos comienza a perderse
como producto de la disolucién del recubrimiento. Por otro lado, la seccidn transversal revela
modificaciones en la estructura del recubrimiento de HA-Ag, encontrando zonas con capas
de Ag interrumpidas a las 24 h de inmersion. Este efecto fue potenciado con el tiempo, dado
que, la cantidad de espacios a las 72 h 'y 192 h de inmersion, principalmente a lo largo de la
Gltima capa de Ag, incrementaron. Este comportamiento estuvo acompafiado de un aumento
en la porosidad de las capas de HA, lo que indica que hubo infiltracion de la solucién de PBS
a través de la estructura del recubrimiento, acelerando la disolucién de las capas internas de
HA y posiblemente induciendo la liberacion de Ag* por contacto de las capas de Ag° con el

medio.
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200 nm 200 nm

Figura 42. Imagen superficial (FESEM) y estructura en seccion transversal (FIB-FESEM), para el
recubrimiento de referencia de HA-Ag luego de haber sido inmerso en PBS por tiempos de 24, 72 y
192 h.

En la Figura 43 se presenta un analisis composicional realizado por EDS sobre la muestra de
HA-Ag que fue inmersa en solucion de PBS durante 192 h. Alli se observa inicialmente la
zona de evaluacion con los mapas de composicién para cada uno de los elementos detectados,
que ademas fueron cuantificados. La presencia de elementos tales como Ca, P y O,
relacionados con la HA, es bastante notoria. A su vez, la Ag también fue confirmada. Sin
embargo, el resultado indica que dicho elemento esta uniformemente distribuido a lo largo
de la superficie y no en las zonas puntuales. Esto se debe a que el volumen de interaccion de
la muestra durante el andlisis composicional es superior a los 100 nm, por lo que hay
influencia de varias capas de Ag en la medicidn. Es importante resaltar que dicha evaluacion
fue realizada a tan solo 3 kV, sin embargo, es un voltaje alto para los espesores nanométricos
de las capas estudiadas. Por dltimo, fueron también identificados elementos tales como Na y
Cl en bajas cantidades, que fueron inducidos por del medio de PBS utilizado.
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Cl Ka Elemento % Atémico

Ca 20,93
P 12,4
0 57,51
Ag 7,12
Na 1,54
cl 0,5

Figura 43. Estudio composicional mediante EDS (3 kV) realizado a la muestra de HA-Ag luego de

ser inmersa en PBS durante 192 h.

Para cuantificar la Ag liberada al medio durante la inmersion de los recubrimientos en medio
bioldgico, fue realizado un nuevo ensayo de inmersion a lo largo de 30 dias, sacando alicuotas
de solucién a tiempos determinados, para ser analizadas por espectroscopia de absorcion
atémica, con el fin de conocer la concentracion de Ag en cada punto. La Figura 44 presenta
los valores obtenidos para el sistema de referencia de HA-Ag y los recubrimientos multicapa
compuestos de HA-Ag/TIO2/TiN y HA-AQ/SiO2/TiN. Alli se observa un comportamiento
creciente en la concentracion acumulativa de Ag en funcion del tiempo para todos los
sistemas, indicando una liberacion continua de este elemento desde el recubrimiento hacia el

medio.

Los valores obtenidos para los sistemas de HA-Ag/TiO2/TiN y el recubrimiento de referencia
de HA-Ag, son muy similares para cada tiempo de medicién. Sin embargo, el sistema HA-
Ag depositado sobre SiO2/TiN, muestra diferencias significativas desde el tiempo inicial de
24 h, que se mantienen a lo largo del ensayo, alcanzando una reduccion cercana al 50 % en
la ultima medicion a las 720 h de evaluacidon, con respecto al sistema de referencia. La
liberacion de Ag estaria relacionada con la cristalinidad de los recubrimientos, dado que su
liberacion al medio esta influenciada por la disolucién o infiltracién de HA. Por esta razon,
los menores valores de concentracion de Ag, relacionados con una menor liberacion al medio
de este elemento, fueron obtenidos para el recubrimiento multicapa compuesto de HA-
Ag/SiO2/TiN, que presentd el mayor grado de cristalinidad. Los valores registrados durante
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el ensayo, con un méximo cercano a los 0.21 mg Ag/L, son mucho menores que los
reportados en la literatura para la liberacion de este elemento, donde han sido obtenidos
valores de hasta 1.4 mg/L para tiempos de evaluacion similares a los del presente estudio
[133]. Es importante resaltar que, con base en la geometria y arquitectura del sistema, que
incorpora 4 capas de Ag con aproximadamente 64 mm? de area y 30 nm de espesor, se estima
que la concentracion maxima de dicho elemento seria de aproximadamente 1.28 mg/L, que

se lograria s6lo mediante la disolucion completa del recubrimiento.
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Figura 44. Concentracién acumulativa de Ag liberada del recubrimiento de referencia de HA-Ag y

los sistemas multicapa compuestos de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO2/TiN, en funcién del tiempo.

Con base en la Figura 44 y con el fin de profundizar el analisis de liberacion de Ag al medio,
se calcularon las pendientes en cada punto y se determind la velocidad de liberacién de Ag
en cada sistema a partir de las 72 h de inmersion en PBS, los resultados se presentan en la
Figura 45. Se observa una tendencia decreciente en la velocidad de liberacion de Ag al medio
en los tres recubrimientos, con el maximo valor registrado durante la medida inicial a las 72
h de inmersion, donde el sistema de HA-Ag/TiO2/TiN presento el valor mas alto, seguido del

sistema de referencia y el valor mas bajo fue obtenido para el recubrimiento de HA-
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Ag/SiO./TiN. Para el tiempo de 192 h hay una reduccion significativa en velocidad de
liberacién de Ag, siendo mucho mas evidente en el recubrimiento de HA-Ag/TiO2/TiN, que
obtuvo el mayor valor inicial. A partir de este punto, se observan algunas fluctuaciones en

un bajo rango y finalmente, se aprecian valores de liberacion similares para los tres sistemas.

El comportamiento obtenido es similar al perfil de liberacién descrito anteriormente por
varios autores de la literatura. Pero muchos factores podrian estar relacionados con el
mecanismo de liberacion de Ag en solucidn bioldgica, promoviendo una liberacién lenta o
rapida. Uno de éstos es la arquitectura del recubrimiento, que puede favorecer o desfavorecer
la liberacion de Ag de acuerdo con la configuracion utilizada para la incorporacion de este
elemento en el recubrimiento, teniendo en cuenta que tanto la estructura como el espesor de
las capas de HA podrian tener influencia sobre esta liberacion, dado que las peliculas densas
de HA pueden controlar la difusion de Ag, lo que podria mejorarse induciendo porosidad en
dichas capas, generando espacios para la movilidad de Ag hasta un nivel superficial. Otro
aspecto importante y que ha sido mencionado con anterioridad, es la cristalinidad de la HA,
que ademas de afectar la disolucion, también influye sobre su infiltracion en medio biolégico.

Teniendo en cuenta lo anterior, se plantean dos hipétesis: 1) la difusion de nano particulas de
Ag al medio de PBS depende de la disolucion en el tiempo de las multiples capas de HA. 1)
mediante la infiltracion de las capas de HA con el fluido bioldgico, se genera una liberacion
de Ag* hacia la superficie del recubrimiento. Estos iones tienen un diametro muy pequefio,
cercano a los 0.25 nm, lo que facilita su movilidad a través de las capas de HA, que
constituyen un medio himedo al estar infiltradas con el fluido bioldgico. Ambos mecanismos
podrian implicar una liberacion de Ag prolongada, que puede garantizar una mayor

durabilidad del efecto antibacteriano de los recubrimientos.

Para fines bactericidas, los investigadores han establecido que un perfil ideal de liberacion
de Ag deberia proporcionar una liberacion rapida al comienzo de la exposicién al medio, lo
que protege el recubrimiento de la adhesion bacterial en las 6 primeras horas, seguido por
una liberacion lenta y prolongada, ya que las infecciones pueden aparecer afios e incluso
décadas después de un procedimiento de implantacion [134,135]. Con base en la Agencia
Norteamericana de Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en

inglés), se permite una exposicion maxima diaria de Ag por ingestion oral de 0.167 mg/L y
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via parental de 0.014 mg/L. Ademas, D.E. Marx et al. [136] indican que la Ag puede

eliminarse mediante excrecion de orina en cantidades de hasta 0.002 mg/dia.

Velocidad de liberacién de Ag (mg/L.h) . 10™

Figura 45. Velocidad de liberacién de Ag en el recubrimiento de referencia de HA-Ag y los
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sistemas multicapa compuestos de HA-AgQ/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO,/TiN, en funcion del tiempo.

6.1.3.2. Biocompatibilidad de los recubrimientos

Se realiz6 inicialmente un ensayo de citotoxicidad de Ag*, a diferentes concentraciones,

sobre la linea mMSCs utilizada para las pruebas de biocompatibilidad. El objetivo de esto,

era conocer los niveles maximos de Ag" tolerados por dichas células. El rango de

concentraciones de dicho elemento fue establecido de acuerdo a los resultados presentados

en el apartado anterior y algunos reportes de la literatura. Posteriormente, se evalud la

respuesta celular de los sistemas multicapa desarrollados y los controles respectivos, en

términos de citotoxicidad, adhesién y diferenciacion de mMSCs.
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6.1.3.2.1. Citotoxicidad de Ag

Basado en los resultados anteriores, se realizd un ensayo de citotoxicidad de Ag, a diferentes
concentraciones, sobre células madre mesenquimales de raton (mMSCs, pos sus siglas en
inglés), utilizadas durante la evaluacion bioldgica in vitro de los recubrimientos. Los valores
méaximos de concentracion de Ag, fueron establecidos segln algunos reportes de la literatura,
donde no hay actualmente un consenso sobre el rango toxico de dicho elemento, encontrando
valores que van desde 2.5 hasta 10 mg/L [33,39,137]. La Figura 46 muestra los resultados de
la prueba MTT, donde se presenta la viabilidad celular en funciéon del aumento en la
concentracion de Ag en el medio de cultivo celular y que fue comparado con un control de
medio libre de Ag. Puede observarse que hasta una concentracién de 0.48 mg/L de Ag, dicho
elemento no afecta la viabilidad de las células. Sin embargo, a 0.96 mg/L la viabilidad baja
hasta un 84 %, que aun es alta, pero indica afectacion, y a partir de este punto, se registran
valores inferiores al 40 %, alcanzando un 1 % de viabilidad a la concentracion de 14.64 mg/L.
Estos resultados muestran el efecto citotéxico de los iones de Ag™, altamente reactivos, que

penetran facilmente la membrana de las células, causando su muerte.
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Figura 46. Citotoxicidad de Ag* sobre las mMSCs mediante el ensayo MTT. Valores significativos
como: ****p < 0.0001, ***p < 0.001.
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En la Figura 47 se presentan las iméagenes de las células expuestas al medio de cultivo con
diferentes concentraciones de Ag, donde se aprecia una gran relacion con los resultados del
ensayo MTT, observando que, las células expuestas al medio con Ag a bajas concentraciones
(de hasta 0.96 mg/L), presentan una morfologia similar que en el blanco libre de Ag.
Posteriormente, a 1.83 mg/L se observan algunas células muertas, que aumentan

proporcional a la concentracion de Ag* en el medio.

Figura 47. Imagenes 6pticas de mMSCs expuestas a medio de cultivo con Ag, en diferentes

concentraciones.

6.1.3.2.2. Viabilidad celular

La viabilidad celular de los recubrimientos de HA libre de Ag, HA-Ag y los sistemas
multicapa compuestos, fue determinada mediante dos técnicas, correspondientes a los
modos: no contacto mediante MTT y modo contacto por Live/Dead™. La Figura 48 muestra
los resultados correspondientes a esta primera técnica, donde se evalud la actividad
metabdlica de mMSCs expuestas al medio con elementos disueltos de los recubrimientos.
Alli se observa que la viabilidad de las células fue disminuida desde un 95 % en el sistema
libre de Ag, hasta aproximadamente un 78 % para el sistema de referencia de HA-Ag y el
recubrimiento de HA-AgQ/TiO2/TiN. Mientras que el recubrimiento de HA-AgQ/SiO2/TiN
present6 un valor de viabilidad del 101 %. EI comportamiento obtenido se debe a que la
liberacion de Ag* de este Ultimo sistema fue menor en comparacion con los otros dos

recubrimientos, lo que fue observado en la Figura 45, que se encuentra relacionado con que
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la HA-Ag depositada sobre el SiO, obtuvo una mayor cristalinidad, lo que dificultd la
liberacion de Ag* al medio durante el ensayo biolégico, favoreciendo la actividad metabélica

de mMSCs expuestas al medio que contiene elementos disueltos del recubrimiento.
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Figura 48. Viabilidad celular ante mMSCs de los recubrimientos desarrollados mediante el ensayo
MTT. Valores significativos como: ****p < 0.0001, *p < 0.1.

En la Figura 49 se presentan los resultados del ensayo de viabilidad celular de los
recubrimientos en modo contacto por el ensayo Live/Dead ™. Alli se observan las imagenes
respectivas para los controles: control celular (alta actividad de esterasa intracelular, tincion
verde fluorescente) Figura 49a y muerte celular (pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, tincion magenta fluorescente) Figura 49b. Adicionalmente, las Figuras 49c y d
presentan las imagenes obtenidas para los blancos de Ti-6Al-4V e HA libre de Ag,
respectivamente. En contraste, las imagenes de las células sembradas sobre el recubrimiento
de referencia de HA-Ag y los sistemas multicapa compuestos de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-
Ag/SIO./TiN, son apreciadas en las Figuras 49e-f. En las imagenes correspondientes al

sustrato y los recubrimientos, se observa principalmente una tincion verde fluorescente,
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indicando que la actividad de la esterasa intracelular de mMSCs no fue afectada por el
contacto con la superficie de los recubrimientos y el Ti-6Al-4V. Sin embargo, se observan
algunas células en color magenta tanto sobre el recubrimiento de referencia de HA-Ag, como
también en el sistema depositado sobre el TiO2, lo que estd en conformidad con la prueba de
MTT, donde estos dos sistemas presentaron una viabilidad celular inferior que los otros
recubrimientos y el sustrato. Los resultados obtenidos a lo largo de la evaluacion de
citotoxicidad de los recubrimientos desarrollados indican que éstos son potencialmente no
toxicos ante mMSCs, dado que la cantidad de Ag* liberada al medio a través de la estructura

de HA o mediante su disolucién, no fue suficiente para alcanzar concentraciones citotoxicas.

100 jm

Figura 49. Imégenes de fluorescencia (10X), mostrando las mMSCs vivas tefiidas con calcein-Am
(verde) y células muertas tefiidas con EthD-1 (magenta): a) Control vida, b) control muerte, c) Ti-
6AIl-4V, d) HA libre de Ag, e) HA-Ag, ) HA-Ag/TiOJ/TiN, g) HA-Ag/SiO2/TiN.

6.1.3.2.3. Adhesién celular

La Figura 50 presenta las imagenes de mMSCs adheridas a la superficie del sustrato (control
1), del recubrimiento de HA libre de Ag (control 2), del sistema de referencia de HA-Ag y
los recubrimientos multicapa compuestos a tiempos de 3 h 'y 24 h. Alli se observan detalles
tales como: el nacleo, la morfologia y las adhesiones focales, que fueron observados

mediante la deteccion de proteinas tales como:
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-Actina, que es la proteina de la cual estd compuesto el citoesqueleto de la célula, lo que

permite observar en gran detalle su morfologia.

-Vinculina, es una proteina secretada durante el proceso de adhesion de la célula sobre una

superficie determinada.

Los resultados obtenidos indican que hubo un apropiado desarrollo del citoesqueleto de las
células cultivadas tanto en las superficies de control como sobre los recubrimientos de HA-
Ag. Ademas, se aprecia que, con el aumento del tiempo, las células presentan una morfologia

mas extendida y un aumento en las adhesiones focales.

Ti-6Al-4V HA

Actina-Dapi Vinculina Actina-Dapi Vinculina

3h

24 h

HA-Ag HA-Ag / TiO, / TiN HA-Ag / SiO,/ TiN

Actina-Dapi Vinculina Actina-Dapi Vinculina Actina-Dapi Vinculina Merge

3h

24 h

Figura 50. Imagenes de fluorescencia de mMSCs adheridas sobre la superficie de los diferentes
recubrimientos desarrollados y del sustrato de Ti-6Al-4V a tiempos de 3 h'y 24 h. Citoesqueleto

(Actina) en color rojo; nucleo (Dapi) en color azul; adhesiones focales (Vinculina) en color verde.

Mediante el software de analisis de imagen (Image J), se realiz6 una méascara binaria de las
celulas adheridas en cada sistema con el fin de cuantificar el area de expansion, la

circularidad, area de adhesiones focales y numero de adhesiones focales. En la Figura 51 se
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presentan los resultados para el area de expansion y la circularidad de mMSCs en funcién
del tiempo. En la Figura 51a se observa que el area de las células adheridas sobre el sustrato
y el recubrimiento de HA libre de Ag, es mayor que el area media sobre la superficie del
recubrimiento de referencia de HA-Ag y del sistema HA-AgQ/TiO2/TiN. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos controles y el
recubrimiento de HA-Ag depositado sobre el SiO- para los dos tiempos de evaluacion. Esto
puede deberse a que la cantidad de Ag liberada de este Gltimo sistema fue menor en

comparacion con los otros dos recubrimientos que incorporan Ag.

Basado en estos resultados se observa que la Ag afecta levemente el crecimiento de mMSCs,
disminuyendo en aproximadamente un 20 % su &rea de expansion en comparacion con los
controles de Ti-6Al-4V e HA libre de Ag, lo que esté asociado al contacto directo entre las
células y los iones Ag™ liberados. En cuanto a la circularidad de las células, mediante la
Figura 51b se observa que a 3h no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-AQ/SiO2/TiN y los controles utilizados. Sin
embargo, el recubrimiento de referencia de HA-Ag si presenta diferencias con respecto al
sustrato y al sistema de HA libre de Ag. Por otro lado, el grafico permite apreciar una gran
disminucion (mayor a un 50 %), en la circularidad de mMSCs entre las 3 h y las 24 h de
adhesion para todas las muestras evaluadas, lo que indica que el proceso de adhesion de las
células mejord con el tiempo de contacto entre éstas y las diferentes superficies, obteniendo

células mas extendidas y morfologias poco circulares.
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Figura 51. Area de expansion celular (a) y circularidad (b) de mMSCs adheridas sobre el sustrato y
los recubrimientos desarrollados. Valores significativos como: ****p < 0.0001, **p < 0.01, *p
<0.1.

Los resultados obtenidos para los parametros de &rea de adhesiones y su numero son
presentados en la Figura 52. Alli se observa, inicialmente, el area total de las adhesiones
focales de cada sistema en funcién del tiempo de adhesidn, que mostré un gran aumento con
el incremento en el tiempo de 3 h a 24 h (Figura 52a). En comparacion con los dos controles
utilizados, las mayores diferencias fueron registradas nuevamente para el recubrimiento de
referencia de HA-Ag, que presentd los valores mas bajos para este parametro; mientras que
el mejor resultado fue evidenciado para el sistema multicapa compuesto de HA-

Ag/SiOz/TiN, indicando que alli fueron detectados los mayores niveles de la proteina
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vinculina en las células sembradas. Este resultado estd en conformidad a los resultados
obtenidos previamente. Por ultimo, se observé un comportamiento similar para el nimero de
adhesiones focales, Figura 52b. La formacion y establecimiento de estas adhesiones focales
es un proceso muy importante para contribuir a la adhesion de mMSCs sobre la superficie de
los biomateriales usados, alli se inicia un proceso de agrupacion de integrinas y
posteriormente, se generan enlaces estables entre las proteinas de la matriz extracelular y el

citoesqueleto de la célula [138].

El andlisis conjunto de los parametros anteriormente presentados para las mMSCs indica que
la adhesion de dichas células a la superficie de los materiales evaluados esta influenciada
principalmente por la presencia de Ag™, liberada mediante la infiltracion de las capas de HA,
lo que afecta en cierta medida el adecuado desarrollo del citoesqueleto y la adhesion de las
células sobre los recubrimientos. Por esta razon, los valores registrados en los sistemas que
incorporan dicho elemento presentaron leves diferencias respecto a los blancos usados. Por
otro lado, caracteristicas superficiales tales como la rugosidad, podria haber contribuido
también a la respuesta de adhesion celular, dado que el mayor valor de RMS fue obtenido
para el recubrimiento multicapa de HA-Ag/SiO2/TiN, que obtuvo los mejores resultados
durante la prueba bioldgica en comparacion con el otro sistema multicapa depositado sobre
el TiOo/TiN y el recubrimiento de referencia de HA-Ag. Todo esto, sumado a la menor
liberacion de Ag que fue evidenciada en dicha muestra. De acuerdo a la literatura, las células
tienden a ensancharse principalmente sobre superficies rugosas e hidrofilicas, obteniendo una
mayor adhesion y distribucion [139,140]. En el presente trabajo no se observo una clara
tendencia en cuanto a la mojabilidad de los recubrimientos multicapa y la adhesion de
mMSCs. Sin embargo, los valores registrados, que estuvieron entre 55°y 70°, son similares
a los obtenidos por otros autores con buenos resultados en cuanto a adhesion y proliferacion
celular [141,142].
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Figura 52. Area de adhesiones focales (a) y nimero de adhesiones focales (b) de mMSCs sobre el
sustrato y los recubrimientos desarrollados. Valores significativos como: ****p < 0.0001, ***p <
0.001, *p <0.1.

6.1.3.2.4. Diferenciacion celular

La Figura 53 muestra los resultados del estudio de diferenciacion celular realizado para las
mMSCs cultivadas sobre la superficie del sustrato y los recubrimientos desarrollados,
mediante el uso de osteopontina (OPN) como marcador de osteogénesis, el cual promueve el
fenotipo osteoblastico y su expresion produce una proteina adhesiva secretada que es
fundamental en la adhesion, migracion y supervivencia celular. En la Figura 53a se observa
tanto el ndcleo de las células (en color azul), como también, la tincion generada por la OPN
detectada en cada muestra (en color verde), que fue cuantificada y el resultado se presenta en

la Figura 53b. Alli se observa que con relacién al control de Ti-6Al-4V utilizado, el
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recubrimiento de HA libre de Ag y el sistema multicapa de HA-Ag/SiO2/TiN, no presentan
diferencias estadisticamente significativas. En contraste, se evidencié una disminucion en la
expresion de OPN para los descubrimientos de HA-Ag e HA-AQ/TIiO./TiN. Este
comportamiento indica nuevamente que la funcién celular depende fuertemente de la
presencia de Ag en la superficie de los recubrimientos. Por Gltimo, la Figura 53c, que muestra
el nimero de células presentes sobre cada superficie después de los 15 dias de evaluacion,
evidencia que la superficie de HA no solo induce la diferenciacion si no también la
proliferacion y viabilidad celular, encontrando una mayor cantidad de celulas alli, en
comparacion con el control de Ti-6Al-4V. En cuanto a los recubrimientos que incorporan
Ag, se observa una reduccion cercana al 30 % en la cantidad de mMSC con respecto a la HA
libre de Ag, lo que indica que, a largo plazo, la proliferacion celular se ve afectada por la

liberacion prolongada de Ag a la superficie de los recubrimientos.
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Figura 53. a) Imagenes de fluorescencia mostrando la diferenciacion de mMSCs sobre el sustrato de
Ti-6Al-4V vy los recubrimientos desarrollados, OPN (verde) y ndcleos (azul), b) nimero de ndcleos
y ¢) cuantificacion de la expresion de OPN. Valores significativos como: ****p < 0.0001, ***p <
0.001, **p< 0.01, *p <0.1.
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Para el segundo marcador utilizado, de Integrin binding sialoprotein (IBSP), los resultados
de diferenciacion celular se presentan en la Figura 54. Esta proteina se encuentra presente en
la matriz Gsea y se caracteriza por unirse a la HA del hueso, favoreciendo la mineralizacion
temprana de las células. En la Figura 54a se observan los nicleos de mMSC (en color azul)
y la tincion generada por la IBSP que fue detectada en cada muestra (color verde). Ademas,
su expresion fue cuantificada y el resultado se observa en la Figura 54b. Para este caso, la
HA libre de Ag no mostré diferencias estadisticamente significativas con el control de Ti-
6Al-4V; mientras que leves diferencias fueron encontradas con el recubrimiento de HA-
Ag/SiO./TiN, que obtuvo la mayor expresion de IBSP con relacion a los otros sistemas que
incorporan Ag. La Figura 54c muestra nuevamente una reduccion en el nimero de nucleos

de los sistemas con Ag en relacion a los controles utilizados.

Los resultados obtenidos en el presente estudio ante los dos marcadores evaluados, indican
que las superficies de los recubrimientos inducen la diferenciacion de mMSCs hacia células
de hueso, observando buenos niveles de tincion para las dos proteinas de OPN e IBSP,
después del cultivo realizado a lo largo de 15 dias, en comparacion con los controles de HA
libre de Agy el sustrato. Ademas, para este ensayo, al igual que en las pruebas de viabilidad
y adhesion celular, se observa que la Ag no afecta en gran medida la respuesta celular de los
recubrimientos, debido a que la cantidad de dicho elemento presente a nivel superficial y su
velocidad de liberacion no es muy alta.

Estudios de diferenciacion celular en sistemas multicapa de HA-Ag no han sido adn
reportados en la literatura. Sin embargo, la influencia de Ag en la diferenciacion de algunos
tipos celulares viene siendo estudiada durante los dltimos afios. C. Sengstock et al. [81]
evaluaron el efecto de nano particulas de Ag (80 nm de diametro) en la viabilidad y
diferenciacion de células mesenquimales humanas, encontrando efectos citotoxicos para
concentraciones de nano particulas de Ag > 20 mg/L y Ag* > 1.5 mg/L. Mientras que a bajas
concentraciones, tanto de nano particulas de Ag < 10 mg/L, como de Ag* < 1 mg/L, no se
observd citotoxicidad. Sin embargo, para estos valores subtoxicos, la capacidad de
diferenciacién osteogénica disminuye con el aumento en la concentracién de nano particulas
de Ag, obteniendo reducciones cercanas al 50 %, 72 % y 82 %, respecto al control sin Ag,
para concentraciones 10 mg/L, 5 mg/L y 2.5 mg/L, respectivamente. Este efecto inhibitorio
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fue confirmado por la disminucién en la secrecion de biomarcadores especificos como la
adiponectina y osteocalcina, que podria estar relacionado con una reduccion en la actividad
mitocondrial y en la formacion de lipidos [143]. Por otro lado, no se encontraron diferencias
significativas respecto al control, para concentraciones de Ag* entre 1 mg/L y 0.25 mg/L. En
otro estudio, A.M. Echavarria et al. [89], reportan una disminucion en la expresion del
marcador de diferenciacion celular de OPN, en recubrimientos TaN dopados con nano
particulas de Ag. El efecto fue encontrado a medida que aumento la cantidad de Ag a nivel
superficial. Las nano particulas de Ag ejercen multiples efectos sobre la fisiologia celular y

la transduccion de sefales, lo que puede inducir a alteraciones en la expresion génica.
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Figura 54. a) imagenes de fluorescencia mostrando la diferenciacion de mMSCs sobre el sustrato de
Ti-6Al-4V y los recubrimientos desarrollados, IBSP (verde) y nucleos (azul), b) nimero de nucleos
y ¢) cuantificacion de la expresion de IBSP. Valores significativos como: ****p < 0.0001, ***p <
0.001, **p< 0.01, *p <0.1.
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6.1.3.3. Evaluacion antibacterial in vitro de los recubrimientos

La respuesta antibacterial de los sistemas multicapa desarrollados y los controles respectivos,
fue evaluada en términos de adhesion y viabilidad de la cepa S. aureus a tiemposde 1 h, 2 h

y 4 h. A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos:

6.1.3.3.1. Adhesién bacterial

En la Figura 55 se presentan los resultados del ensayo de adhesion de la cepa de S. aureus
sobre la superficie del sustrato y de los recubrimientos desarrollados en funcién del tiempo.
En la Figura 55a se observa que a 1 h de evaluacion hay una disminucién en la cantidad de
bacterias adheridas sobre los recubrimientos en comparacion con el control de Ti-6Al-4V.
Ademas, se observan diferencias estadisticamente significativas entre el sistema multicapa
de HA-AgQ/TIO2/TiN y el recubrimiento de HA libre de Ag, que son atribuidas principalmente
a la presencia de este ultimo elemento a nivel superficial en forma idnica, dado que dicho
sistema presentd la mas rapida velocidad de liberacion de Ag para tiempos bajos de

disolucion, segun la Figura 45.

Para el tiempo de 2 h (Figura 55b), el comportamiento se mantiene, obteniendo la mayor
adhesion de bacterias sobre el control, seguido de los recubrimientos de HA libre de Ag e
HA-AQ/SiO2/TiN. Este Gltimo sistema, aunque incorpora Ag en su estructura, presenté la
menor velocidad de liberacion de dicho elemento para tiempos bajos de inmersién en medio
bioldgico y la similitud en los resultados de adhesion de bacterias en comparacion con el
recubrimiento de HA libre de Ag, podria deberse mas a caracteristicas topogréaficas que a la

quimica superficial, dado que dicho recubrimiento fue el que present6 la mayor rugosidad.

Por altimo, la Figura 55c presenta los resultados de adhesion a 4 h. Alli se observa, con
respecto al control, una disminucion cercana al 20 % en la adhesion de S. aureus sobre la
superficie del recubrimiento de HA libre de Ag y el sistema multicapa de HA-Ag/SiO2/TiN,
mientras que la reduccion fue mayor en los recubrimientos de HA-Ag e HA-AQ/TiO2/TiN,
con disminuciones aproximadas del 35 % y 40 %, respectivamente. La adhesion de
microorganismos es un proceso complejo, relacionado con propiedades fisico-quimicas, tales

como: la mojabilidad, rugosidad y quimica superficial [144]. Ademas, también depende de
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la naturaleza de la cepa bacteriana [145]. En la literatura se ha reportado que, a partir de
ciertas concentraciones de metales como Ag, Ni y Cu, se puede dar la inhibicion al
crecimiento y metabolismo bacteriano. Este proceso esta asociado principalmente a dos
mecanismos, que pueden actuar independientemente o en conjunto: i) el efecto bactericida,
que es un proceso irreversible y letal; ii) el efecto bacteriostatico, donde el crecimiento del

microorganismo es inhibido, aunque este proceso es reversible [146].
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Figura 55. Adhesién de S. aureus sobre el sustrato y la superficie de los recubrimientos medida a
diferentes tiempos: a)1 h, b) 2hyc) 4 h.

6.1.3.3.2. Viabilidad bacterial

La Figura 56 presenta los resultados del ensayo Live/Dead™ realizado para las bacterias
adheridas a la superficie de los diferentes materiales evaluados. En la Figura 56a se observan
en color verde fluorescente las bacterias que presentaban una membrana celular intacta al
finalizar cada tiempo de evaluacion. Mientras que, aquellas cuya membrana fue dafiada
durante el ensayo son apreciadas en color rojo fluorescente. Para el control de Ti-6Al-4V y
el recubrimiento de HA, no se observan bacterias muertas durante el ensayo, esto se debe a
que dichas superficies no poseen elementos bactericidas, por lo que las bacterias adheridas

alli proliferan facilmente.

Sobre los recubrimientos de HA-Ag e HA-Ag/TiO2/TiN se observa una gran poblacion de
bacterias muertas desde la primera hora de contacto, que aumento con el tiempo y para las 4
h no se aprecian bacterias vivas sobre la superficie de cada material. Finalmente, las imagenes
del sistema multicapa de HA-AQ/SiO2/TiN, evidencian un efecto bactericida mucho mas
lento en comparacion con los otros dos sistemas que incorporan Ag, encontrando para 1 h de
evaluacion, una gran poblacion de bacterias vivas, que disminuy6 lentamente paralas2 h'y
4 h de contacto. Este resultado indica que parte de las bacterias adheridas cuantificadas en la
Figura 55 ya se encontraban muertas a diferencia del recubrimiento de HA libre de Ag, que

presento valores de adhesion similares, pero donde no hubo poblacién de bacterias muertas.

La cuantificacion de las bacterias vivas y muertas en cada sistema y tiempo de evaluacion se
presenta en la Figura 56b. Alli se corrobora que la superficie del control y el recubrimiento
de HA libre de Ag no poseen efecto bactericida. Mientras que los sistemas que incorporan
Ag en su estructura si presentaron este efecto, siendo mucho mas evidente para los
recubrimientos de HA-Ag e HA-Ag/TiO2/TiN que presentaron una reduccion cercana al 50
% de la poblacion bacteriana a tan solo 1 h de contacto, alcanzando cerca de un 100 % de
muerte a las 4 h. Por otro lado, el sistema de HA-Ag/SiO2/TiN presento un efecto bactericida
mas leve, siendo evidente desde las 2 h de contacto con cerca de un 30 % de muerte

bacteriana, que aumentd hasta un 40 % para las 4 h de evaluacion.
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La accidn bactericida de Ag incorporada en recubrimientos ha sido evaluada frente diferentes
cepas bacterianas, obteniendo buenos resultados para concentraciones y velocidades de
liberacion mayores a las obtenidas en el presente estudio [39,147]. M.A. Ur Rehman et al.
[148] reportan un efecto bactericida a 24 h de un recubrimiento de Ag-Si ante las cepas de E.
coli y S. carnosus. K. Jamuna-thevi et al. [149] reportan un significativo efecto antibacterial
en recubrimientos de Ag-TiO2 medido a 24 h, con una reduccion cercana al 99 % de la sepa

S. aureus, que fue obtenida a una concentracion maxima de 0.122 mg Ag/L.

El efecto bactericida de Ag ante la cepa S. aureus también ha sido encontrado por los autores
de diferentes reportes [39,89,150]. Las propiedades antibacteriales de dicho elemento
dependen tanto de sus dimensiones como de su forma; en la literatura ha sido encontrado que
la alta relacion superficie/volumen de nano particulas de Ag pueden desencadenar la
liberacion de Ag™ altamente reactivos. Estos iones pueden unirse al ADN y proteinas de las
bacterias, afectando su division y replicacion. Adicionalmente, las nano particulas de Ag
causan la ruptura de la membrana celular, induciendo la formacién de complejos irreversibles
tales como el sulfthidrilo o histidilo, que afectan las enzimas respiratorias, causando la muerte
bacterial [74,89]. Teniendo en cuenta esto, junto con los resultados obtenidos, se sugiere que
la respuesta antibacterial observada podria ser interpretada de acuerdo con los mecanismos

previamente descritos.
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Figura 56. Resultados del ensayo Live/Dead realizado para las bacterias adheridas a la superficie
del sustrato y los recubrimientos desarrollados: a) imagenes de fluorescencia de las S. Aureus,
bacterias con una membrana comprometida consideradas muertas o moribundas estan tefiidas en
rojo, mientras que las bacterias con una membrana intacta estan tefiidas en verde. b) viabilidad de

las bacterias.
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7. Discusion general

Durante el desarrollo inicial de la investigacion, se observé claramente la influencia de los
parametros de proceso de distancia y temperatura de depdsito sobre las propiedades y
caracteristicas superficiales de un recubrimiento de HA-Ag, que fue obtenido en un solo paso
mediante la técnica de pulverizacién catédica magnetron. El crecimiento de esta pelicula
sobre la aleacion de Ti-6Al-4V involucra fendmenos fisicos complejos. Sin embargo, se han
establecido algunas hipotesis basadas en los resultados obtenidos durante la caracterizacion
quimica y estructural del recubrimiento, por esta razon, en la Figura 57 se esquematiza el
proceso pulverizacion y depésito de la HA y la influencia de que tienen ambos parametros

sobre ello:

I) La polarizacion de los sustratos con el voltaje Bias induce la repulsion preferencial del
anion (PO4)*, este efecto es potenciado al aumentar la distancia entre el blanco y el sustrato,
dado que, la energia con que llegan los elementos eyectados hasta la superficie de la aleacion
de Ti disminuye, como consecuencia de un mayor numero de colisiones inelasticas durante
el trayecto. Esto genera un aumento en la relacion estequiométrica Ca/P de los recubrimientos

y una disminucién en su espesor y cristalinidad.

I1) A 200 °C se puede dar una excitacion termica en los elementos eyectados del blanco de
HA, lo genera una mayor energia de llagada hasta la superficie del sustrato. Ademas, a esta
temperatura el Ti-6Al-4V puede pasivarse, ocasionando una disminucion en el efecto del
voltaje Bias. Estos efectos inducen la formacidn de recubrimientos mas cristalinos, densos y

con mayor control en la relacion Ca/P.
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Figura 57. Esquematizacion del proceso de pulverizacion y deposito de la HA: 1) efecto de la

distancia y Il) efecto de la temperatura.

Adicionalmente, con el aumento en la temperatura de depdsito, se observé una alteracion
estructural en el recubrimiento de HA-Ag, gque fue evidenciada mediante la vista en seccion
transversal de la pelicula por FESEM. Alli se encontré un cambio de uniforme a irregular en
las capas de Ag depositadas respectivamente a RT y 200 °C, ver la representacion
esquematica de la Figura 58. Este comportamiento esta relacionado con la difusion de Ag
hacia las capas adyacentes de HA, generada por efecto de la temperatura, pero que es

interrumpida debido a la alta densidad de la HA.
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Figura 58. Representacion esquematica de los recubrimientos de HA-Ag obtenidos a: 1) RT y 1)
200 °C.

El deposito del recubrimiento de HA-Ag sobre las bicapas de TiO2/TiN y SiO2/TiN fue
realizado eficazmente y la arquitectura obtenida, que fue observada mediante técnicas
microscopicas, presentd gran correlacion con los disefios realizados previo al proceso de
depdsito de cada sistema. La caracterizacion de estos recubrimientos multicapa evidencio
cambios en las propiedades generales de la pelicula de HA-Ag como funcion del tipo de
superficie donde fue depositada. Esto se debe a que el crecimiento de recubrimientos por
pulverizacion catédica magnetron esta influenciado por la morfologia y estructura del
sustrato o capa de soporte. Adicionalmente, la atraccion electrostatica generada por el Ti-
6Al-4V es modificada mediante la formacion de capas ceramicas aislantes de nitruro y éxido

sobre él, lo que altera principalmente la composicion quimica del recubrimiento.

En cuanto a las propiedades mecanicas, se observd que la incorporacion de capas intermedias
de Ag en la estructura de la HA, disminuye ampliamente su dureza y modulo de elasticidad.
Ademas, la evaluacion de éstas propiedades en los sistemas multicapa de HA-Ag/TiO2/TiN
e HA-Ag/SiO/TiN, indico que el mayor efecto tanto en H como en E, esta asociado con las
propiedades mecanicas de la capa de HA-Ag y en menor medida, a la influencia de las
bicapas intermedias usadas. Por otro lado, tanto el TiO2/TiN como el SiO2/TiN indujeron
aumentos considerables en la adhesion de la HA-Ag al sustrato de Ti-6Al-4V, siendo mayor

para esta Gltima bicapa. Estos resultados estan relacionados con la formacion de interfaces
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fuertes entre el sustrato y las capas intermedias, asi como entre estas Gltimas y la HA, que

fueron generadas mediante la difusion de elementos por afinidad quimica.

Durante el ensayo de inmersion del sistema de referencia de HA-Ag en solucion de PBS, se
observo una disolucion lenta del recubrimiento, evidenciada a nivel superficial mediante la
pérdida progresiva en la morfologia granular hacia superficies mas suaves. Por otro lado, la
vista en seccion transversal evidencié una infiltracion de liquido en la estructura del
recubrimiento, encontrando algunos poros en las capas internas de HA. Ademas, se
encontraron discontinuidades en las capas de Ag, lo cual estaria asociado a la liberacion de
Ag" de las capas de AgP por contacto con el fluido bioldgico infiltrado, ver ilustracion de la

Figura 59.
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Figura 59. Representacion esquematica del proceso de infiltracion de HA-Ag con PBS y liberacion
de Ag*.

La respuesta bioldgica in vitro de los recubrimientos estuvo bastante influenciada por el
efecto de la liberacién de Ag" al medio; en cuanto a los ensayos celulares, se observé que el
recubrimiento de mayor cristalinidad (HA-Ag/SiO2/TiN), presentd la menor afectacion con
respecto a los controles usados sin Ag. Esto indica claramente que la infiltracién y disolucion

de la HA en este caso es menor y por ello, la liberacién de iones Ag* se reduce en
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comparacion con los otros dos sistemas evaluados; mediante el ensayo antibacterial se
confirma esta hipdtesis, ya que en este sistema hubo un menor efecto antibacterial con
respecto al recubrimiento de HA-Ag e HA-AgQ/TiO2/TiN. El mecanismo bactericida de los
iones Ag" se presenta de manera esquematica en la Figura 60. De acuerdo a la literatura, las
nanoparticulas de Ag por su elevada area superficial tienen a liberar grandes cantidades de
Ag*, que son altamente reactivos y pueden romper la pared celular. Ademas, interactian con
las enzimas respiratorias, generando especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), como el perdxido de hidrogeno (H202), los radicales OH™y Oz, que inducen estrés
oxidativo y dafio a las proteinas y acidos nucleicos [151,152]. El efecto bactericida obtenido
sobre la cepa S. aureus (gram positiva), de membrana celular gruesa, podria ser potenciado
en cepas gram negativas, debido a que éstas poseen una pared celular méas delgada, lo que

facilitaria la permeabilizacion de los iones Ag™.

Inhibicioén en la reproduccion de
Inhibicion enzimatica ADN

Pared celular

©

= Destruccion de la membrana

Figura 60. Representacion esquematica del mecanismo bactericida de los iones Ag*, adaptado de
[153].

Los resultados obtenidos indican que los recubrimientos desarrollados tienen potencial
aplicacion en implantes quirdrgicos, dado que mostraron buena biocompatibilidad y
propiedades antibacteriales. Ademas, se observa que el uso de éstos, puede abarcar un amplio

rango de aplicaciones en dicho campo, que van desde altos requerimientos bactericidas,
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logrados por ejemplo con los sistemas HA-Ag e HA-Ag/TiO2/TiN y sin afectar en gran
medida la viabilidad, adhesion y diferenciacion celular, hasta requerimientos bactericidas

menores con buena respuesta celular, que pueden ser obtenidos con el recubrimiento de HA-

Ag/SiOA/TiN.
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8. Conclusiones

La modificacion en los parametros de proceso de distancia blanco-sustrato y temperatura de
depdsito, permitié obtener un recubrimiento multicapa de HA-Ag con aproximadamente 530
nm de espesor y un gran control composicional (relacion Ca/P de 1.66 y un 4.5 % atémico
de Ag); la formacion de la fase HA fue confirmada mediante difraccion de rayos X y
espectroscopia micro-Raman, donde se observaron respectivamente, picos y vibraciones

caracteristicas de dicho compuesto.

Se obtuvieron recubrimientos de HA-Ag/TIO2/TiN e HA-Ag/SIO2/TiN con arquitectura
multicapa sobre Ti-6Al-4V. Alli, se encontré un leve efecto de las bicapas sobre la
composicion quimica de la HA-Ag, generando variaciones en la relacion Ca/P entre 1.72 y
1.76. Ademas, la cristalinidad del recubrimiento de HA-Ag, fue disminuida con la
incorporacion del TiO2/TiN y mejorada con el SiO2/TiN. En cuanto a las propiedades
mecanicas, los recubrimientos de HA-Ag e HA-Ag/TiO2/TiN presentaron valores
aproximados de H= 6.3 GPa y E=122 GPa. Mientras que una disminucion cercana al 19 %
en Hy 12 % en E, fue registrada para el sistema de HA-AgQ/SiO2/TiN. Por ultimo, el uso de
las bicapas de TiO2/TiN y SiO2/TiN disminuyé en aproximadamente un 35 % los esfuerzos
residuales del recubrimiento de HA-Ag, mejorando su adherencia al sustrato en un 46 % y

84 %, respectivamente.

Se plantea como posible mecanismo de liberacion de Ag al medio, la formacion de iones Ag*
como producto de la infiltracion del fluido biologico en las capas de HA; los resultados
indican que este proceso depende en gran medida de la cristalinidad de la HA. En cuanto a
la respuesta bioldgica, los recubrimientos desarrollados presentaron buenos resultados en
términos de viabilidad, adhesién y diferenciacion de mMSCs. Ademas, se obtuvo un efecto
bactericida a bajas concentraciones de Ag (<0.1 mg/L) sobre la cepa S. aureus. Lo anterior
indica la obtencion de un balance ampliamente deseado en superficies de potencial aplicacion
en el campo biomédico, especialmente en prétesis tales como microplacas y tornillos de

fijacion.
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9. Trabajo futuro

-Realizar mediciones de H y E en seccidn transversal para los recubrimientos multicapa, con
el fin de conocer las propiedades mecéanicas de cada una de las capas por separado.

-Realizar ensayos de disolucion de HA-Ag/TiO2/TiN e HA-Ag/SiO2/TiN en medio de PBS.

-Realizar ensayos electroquimicos en los recubrimientos con el fin de conocer su resistencia

a la corrosioén.

-Escalar los recubrimientos multicapa desarrollados a implantes protésicos tales como
tornillos y microplacas. Posteriormente, evaluar sus propiedades mecanicas y respuesta

bioldgica en un modelo animal mediante ensayos in vivo.
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