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CAPITULO

Modelo Animal

1.1. Modelos animales para la investigacion.

La investigacion en Implantologia se ha fundamentado, en parte en la experimentacién en modelos
animales. Las especies animales que autoriza el Comité Europeo de Normalizacién (CEN) para ensayos
a largo plazo (mds de 12 semanas) y sobre hueso son la rata, la cobaya, el conejo, el perro, la oveja, la
cabra, el cerdo y otros animales cuya esperanza de vida sea relativamente larga. Los estudios a escala
Osea utilizan preferentemente especies de facil manejo con semejanzas al comportamiento humano.
Las mas utilizadas son el perro y el cerdo. Actualmente el cerdo parece ser la especie preferida para la
investigacion sobre implantes dseos. El minipig tiene a su favor que el tamafio de su cuerpo y también
sus organos son semejantes al de los humanos.

Otro factor importante es el lugar elegido para la colocacién de los implantes. La tibia de conejo se ha
empleado y es uno de los lugares adecuados, al tener dimensiones semejantes a las del hueso alveolar
humano [1].

Para estudios sobre diferencias entre hueso esponjoso y cortical se han utilizado también tibias de
oveja a nivel de diafisis y metafisis [2].

Se ha comprobado que los modelos mandibular y femoral en animales dan resultados similares [3].

Cualquiera que sea el modelo empleado, ademas de cumplir las normativas de uso de animales de
investigacion disponibles en cada pais, ha de cumplir una serie de condiciones de uso [4]:

= Deben proporcionarse cuidados y tratamiento adecuados al animal experimental.
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= Elanimal elegido debe ser manejable, anatdmico y fisioldgicamente.

= Deben existir facilidades para el emplazamiento quirurgico del implante y para los cuidados
necesarios antes y después de la cirugia.

= Las muestras han de ser implantadas en las mismas condiciones, sobre las mismas especies
animales de igual edad, sexo y raza, y en los lugares anatémicos correspondientes.

= la eutanasia debe ser indolora y proporcionar la recuperacién de la mayor cantidad de datos
gue sea posible.

1.2. Anatomia del Miembro Posterior Derecho e lzquierdo.

1.2.1. Anatomia de la pierna.

La superficie de la piel de la pierna del cerdo, marcada por delicados surcos que se cruzan al ser
raspados, resulta ser muy semejante a la superficie cutdanea del hombre a pesar de ser mas espesa y
con una subestructura correspondiente mas elaborada en la superficie rugosa de los labios, morro y
pezufias, segun citan Montagna & Lolitz en 1964.

El espesor de la piel en las razas mejoradas es de 1 a 2 mm, excepto en machos adultos donde la piel
del hombro puede alcanzar de 3 a 4 mm. Segun Sisson (1986), el tejido adiposo subcutdneo se
extiende sobre una mayor parte del cuerpo y muchas veces adquiere un espesor extremo, al que se
conoce con el nombre de paniculo adiposo.

Montagna & Lolitz declaran que, a pesar de que las razas varian en la profundidad de sus pelos, los
suinos poseen un estrato con escasos pelos, siendo estos mas largos y gruesos en el dorso y abdomen.

Los pelos son mas cortos y proximos entre si, en dreas donde el grosor de la piel sea minimo tales
como la superficie interdigital, la base de las orejas, cabeza, la cara medial de la tibia y las regiones
axilar e inguinal.

De acuerdo con Getty [5] las glandulas sebaceas son, en general, pequeias y mucho menos numerosas
qgue en los otros animales. Sin embargo, las glandulas sudoriparas son grandes y de color amarillo o
marrén, siendo visibles en muchos lugares del ojo descubierto.

1.2.2. Musculos de la pierna.

Los musculos que integran la pierna son: el fibular anterior, fibular largo, extensor digital largo,
extensor digital lateral, extensor largo del dedo pulgar, extensor digital corto, gastrocnemio, soleo,
flexor digital superficial, flexor digital profundo.

Segun Getty [5] el fibular anterior es un musculo bien desarrollado que estd situado en gran parte
superficialmente en la cara anterior de la pierna. El tibial anterior es mas pequefio que el precedente.
Se origina en la cara lateral de tuberosidad y condilo lateral de la tibia.

El fibular largo desciende por delante del fibular y del extensor lateral. El extensor digital largo tiene un
origen comun con el fibular anterior por el que esta en gran parte cubierto y con el que se halla unido
hasta el tercio distal de la pierna. El extensor digital lateral se halla en la cara lateral de la pierna, por
detras del fibular largo. El extensor largo del dedo pulgar es un pequefio musculo fusiforme que esta
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cubierto por el extensor largo y el fibular largo. El extensor digital corto es un musculo bien
desarrollado que se halla en la cara dorsal de la porcion distal del tarso y de los metatarsianos
principales.

El gastrocnemio presenta cabezas cortas, pero anchas y gruesas. El séleo es grueso, ancho y se fusiona
con la cabeza lateral de gastronemi. El flexor digital superficial tiene un vientre de considerable
tamafio.

El flexor digital profundo presenta tres cabezas bien distintas: la primera la mas pequefa que
constituye el tibial posterior; La Segunda que constituye el flexor digital largo; y la tercera porcién o
flexor del primer dedo.

llustracién 2. Musculo de la pierna. Vista externa.

1.2.3. Vascularizacion.

La arteria safena es voluminosa, desciende delante de la vena homdnima por la cara medial de la
pierna y se divide cerca del corvejon en arteria tarsiana lateral y medial.
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La arteria tibial posterior es pequeiia, estando relacionada distalmente con la safena. Emite ramas a
los musculos de la cara posterior de la tibia y proporciona la arteria nutricia tibial.

La arteria tibial anterior contintia dando lugar a la dorsal del pie sobre la cara dorsal del tarso. Emite la
arteria tarsiana perforante, que pasa hacia atras por el canal vascular del tarso y se une con las arterias
plantares para formar el arco plantar proximal.

Las venas conservan la denominacion de las arterias y caminan paralelas a aquellas y mas profundas

[5].

llustracién 3. Diseccion de la tibia y extremo distal del miembro pelviano. Vista externa venas, arterias, nervio.

llustracidn 4. Las arterias del miembro pelviano. Vista interna.



PARTE TEORICA

1.2.4. Inervacion.

El nervio tibial es rama del ciatico. Se dirige hacia abajo entre las dos cabezas de los gastrocnemios y
acompania a los vasos tibiales recurrentes hasta el tercio distal de la pierna, donde se divide en los
nervios plantares.

En el tercio proximal de la pierna se halla a lo largo del lado medial del flexor superficial, cubierto por
la cabeza medial del gastrocmenio; mas hacia abajo estd cubierto por la fascia comun profunda y
situado en el espacio existente entre el flexor profundo y el borde medial del tenddn calcaneo.

llustracion 5. Los nervios del miembro pelviano. Vista lateral.

En su origen el nervio tibial emite una rama muscular, cuyas divisiones pasan entre las dos cabezas de
los gastrocmenios para inervar a este musculo, el popliteo, el soleo y los flexores del dedo. Algunos
pequefios ramos cutaneos se desprenden también a lo largo del trayecto del nervio [5].

1.2.5. Tibia.

La tibia es un hueso largo que se extiende oblicuamente distal y caudalmente desde la rodilla hasta el
corvejon. Se articula proximalmente con el fémur, distalmente con el tarso y lateralmente con la
fibula. Posee una didfisis y dos epifisis.

La diafisis tibial esta ligeramente encorvada y convexa en el centro. La tuberosidad tibial presenta un
surco por delante, y otro surco estrecho la separa del condilo lateral. La cara lateral se halla en el
borde posterior de este céndilo estando limitada internamente por la eminencia intercondilar. La
porcién proximal de la cresta es muy prominente y se encorva hacia fuera. Segun Sisson, la epifisis
distal permanece separada y forma el maléolo medial, siendo relativamente mas estrecha en sentido
transversal y mas gruesa antero-posteriormente.
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llustracion 6. Morfologia de la tibia. Vista anterior.

(]

llustracion 7.Morfologia de la tibia. Vista posterior.

1.2.6. Estructura macroscépica del hueso.

Si analizamos la tibia cortada longitudinalmente observamos que los extremos epifisarios estan
cubiertos por una delgada capa de cartilago hialino (cartilago articular), mientras que el resto de la
superficie externa del hueso esta recubierta por una membrana fibrosa vascular (periostio). Las epifisis
estdn compuestas por hueso compacto, con una red de trabéculas. La pared de las diafisis esta
compuesta de hueso compacto y raramente contiene trabéculas. La cavidad interna (o medular) de las
epifisis y la diafisis esta tapizada por el endostio y contiene diversos tipos de medula 6&sea,
dependiendo de la edad del animal y de la regidn del hueso. Asi, en la porcion media o diafisis la pared
del cilindro hueco estd compuesta por hueso compacto que engloba la cavidad medular. Las epifisis
estan compuestas fundamentalmente de hueso esponjoso o trabecular.

1.2.7. Estructura microscdpica.

El hueso estd integrado por tejido conjuntivo-éseo con células y fibras incluidas en una matriz rigida y
dura, bien adaptada para las funciones de sostén y proteccién que realiza.
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El hueso es un tejido dindmico que se renueva y remodela a lo largo de la vida de todos los mamiferos,
incluido el hombre.

La diafisis de un hueso largo estd formada por hueso compacto, compuesto de matriz dsea depositada
en capas o laminillas curvadas con lagunas entre cada capa. Partiendo desde las lagunas se hallan los
canaliculos ramificados que penetran y se unen entre si; de este modo, las lagunas y canaliculos
forman una red extensa de caminos intercomunicados para el transporte de nutrientes.

La osteona, unidad estructural fundamental del hueso compacto, contiene canales osteonales
centrales denominados canales de Harvers o longitudinales y canales verticales o canales de
Volkmann. El osteocito es la célula principal del hueso maduro y reside en una laguna rodeada por
substancia intersticial calcificada, que mantiene la integridad estructural del hueso adulto.

El osteoclasto es el segundo tipo de célula del tejido dseo que es responsable de la reabsorcién de la
matriz organica y mineral.

Los osteoblastos son osteocitos jovenes que estdn localizados periféricamente en el tejido éseo,
teniendo como funcion principal la sintesis de la matriz ésea.

La mayoria de los huesos estan recubiertos por una membrana conjuntiva conocida con el nombre de
periostio, que tiene dos capas: una interna vascular y celular ontogénica, que proporciona células para
la formacidn del hueso, y otra externa fibrosa, formada por fibras de colageno y vasos sanguineos. El
periostio esta unido firmemente al hueso por hilos de fibras de coldgeno, que se denominan fibras
perforantes.

1.3. Tipos de cicatrizacion de los implantes.

1.3.1. Fibrointegracion.

Es la formacion de tejido fibroso entre el hueso y el implante. Se produce tras la preparacién ésea
traumatica, necrosis térmica, falta de estabilidad primaria o carga prematura del implante. Su tasa de
éxito es del 50 % en 10 afios siendo por lo tanto un resultado no deseado en la practica clinica [6].
Segun Weiss un nimero significativo de implantes roscados desarrollaran tejido blando entre el hueso
y el implante (fibrointegracién), formando un seudoligamento que conducira al fracaso de éste [7].
Segun Meffert y col (1992), la formacidn de tejido conjuntivo (fibrointegracion) en la interfase puede
ser debida a estas situaciones:

= Migracién apical del epitelio en la interfase, seguido por elementos de tejido conjuntivo.

= Elimplante se coloca con demasiada presion.

= Defectos en la técnica de colocacion de implantes.

1.3.2. Osteointegracion.

El profesor Brdnemark fue el primero en describir la osteointegracién como la estrecha adaptacidn que
se observaba entre el titanio y el hueso. Esta observacidn la hizo de forma accidental cuando trabajaba
en estudios de microcirculacidn ésea con microscopia vital sobre tibias de conejo [8] [9].
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La microscopia vital utiliza unas cdmaras 6seas compuestas por tornillos de titanio que se introducen
en el hueso. Estas cdmaras disponen de unos cilindros huecos por donde crece el hueso [10].

Estos estudios revelaban la intima conexidn circulatoria entre la médula dsea y el hueso cortical.
Posteriormente se realizaron estudios en perros, observando una capacidad de unién del titanio al
hueso de hasta 100 kg en la mandibula inferior y de 30 a 50 kg en la superior [8] .

Bréinemark en 1985 describe la osteointegracion como una conexién directa, estructural y funcional
entre el hueso vivo y la superficie de un implante sin intervencién de tejido blando [11].

Segun él los requisitos para conseguir una osteointegracién son: implante de material biocompatible,
un disefio que lo estabilice mecanicamente con el hueso, estatus adecuado de lecho implantario,
protocolo quirurgico que reduzca el dafio del hueso y fase de curacidn sin carga [12].

Para generar osteointegracion, se debe preparar el hueso de tal manera que se produzca la minima
lesion tisular posible, extrayendo la menor cantidad de hueso y sin cambiar la topografia bésica de la
region [8].

Con la aparicién de nuevos materiales en la fabricacion de implantes se modifica el concepto de
osteointegracion, siendo redefinido por Zarb y Albrektsson en 1991 como un proceso por el cual se
consigue una fijacién rigida, asintomatica, de materiales aloplasticos y que se mantiene en el hueso
durante la carga funcional [13].

La osteointegracion implica a nivel de microscopia electréonica un contacto directo entre el hueso vivo
y el implante endéseo [14]. Esta definicidon incluye la Biointegracién, que es la adhesidon quimica
demostrable del hueso vivo a la superficie de un implante, que es independiente de cualquier unidn
mecanica e identificable por microscopia electrdnica [14] [15].

La biointegracidon se produce en la interfase del hueso con materiales bioactivos, tales como el fosfato
calcico ceramico y el vidrio bioactivo [14]. La hidroxiapatita genera biointegracion y el titanio
osteointegracion [16].

La premisa original de los sistemas de osteointegracién, sean implantes cubiertos o no, se describid
con el uso de implantes que eran totalmente enddseos. Los datos mas nuevos han venido de Buser y
col. en 1988 indicando que los implantes de titanio arenado que se colocan por encima de la encia
pueden exhibir una anatomia similar a la de los implantes originales de Brdnemark.

En resumen, la literatura de hoy en dia indica que todos los implantes, cubiertos o no, tienen la
capacidad de osteointegrarse, si se realiza una técnica quirdrgica correcta. Puede haber, de hecho,
diferencias cuantitativas en relacidon con el grado de osteointegracion de cada tipo de superficie en
concreto y también la rapidez de la osteointegracion puede variar con los diferentes materiales.
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CAPITULO

Biomateriales Y Biocompatibilidad

2.1. Biomateriales.
2.1.1. Generalidades.

Reconstruir partes dafiadas del ser humano ya es una realidad. Mas de cincuenta millones de personas
en todo el mundo tienen implantado algun tipo de prétesis y es un hecho bien conocido en nuestra
sociedad la utilidad y necesidad de todo tipo de implantes, siendo raro que en nuestro entorno
proximo no conozcamos algun caso de familiar o amigo que los necesite.

Los biomateriales estan destinados a su aplicacién en seres vivos, y para su fabricacién se requiere la
coordinacion de expertos de muy diversos campos. El campo de los biomateriales ha experimentado
un espectacular avance en los Ultimos afios y una motivacién importante para ello ha sido el hecho de
gue la esperanza de vida aumente de forma considerable.

Segun los demdgrafos de Naciones Unidas, dentro de unos 5 afios es muy probable que haya mas
personas de mas de 60 afios que niflos de menos de 15. Hoy en dia una de cada diez personas tiene 60
afios o mas, pero en el afio 2050 se prevé que serd una de cada cinco. Y se prevé también que el
numero de los que tienen unos 80 afios se multiplicara por cinco. La longevidad masiva tiene
implicaciones individuales relacionadas con mantener la calidad de vida [17].

Estos factores socioldgicos han impulsado un gran avance en Biomateriales, y han potenciado la
investigacion en este campo. Si a esto se le aflade la mejora de las técnicas quirdrgicas, se puede
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entender el crecimiento acelerado en la utilizacién de proétesis, implantes, sistemas y aparatos médicos
gue deben trabajar en contacto con los tejidos corporales.

Los biomateriales deben cumplir con las condiciones de partida de ser biocompatibles y asegurar una
determinada vida media. A su vez, tienen que aportar las prestaciones especificas que requiera la
aplicacién a que vayan destinados.

Inicialmente, que fue hace relativamente poco tiempo, durante el Ultimo tercio del siglo XX, los
biomateriales eran esencialmente materiales industriales seleccionados con el criterio de que fueran
capaces de cumplir ciertos requisitos de aceptabilidad biolégica. Sin embargo, hoy en dia muchos
biomateriales son disefiados, sintetizados y procesados con el Unico fin de tener una aplicacién en el
campo médico.

2.1.2. Conceptos preliminares de los biomateriales.

Es bien sabido que la Ciencia y la Tecnologia de los Biomateriales es muy reciente. Tanto es asi que
todavia no existe una sdlida normativa relativa a la evaluacion de la biocompatibilidad de los
biomateriales, caracteristica que debe cumplir todo biomaterial.

Los biomateriales se distinguen de los demds materiales en que tienen una serie de propiedades
guimicas, fisicas y bioldgicas, que les permiten mantenerse en un medio extremadamente hostil hacia
ellos, como cuerpos extrafios al medio en el que son colocados.

La investigacidn en el drea de los biomateriales se inicié hace ya muchos siglos puesto que es posible
encontrar trazas de prdtesis implantadas en momias egipcias. Sin embargo, es a partir de la segunda
guerra mundial en el intento de resolver los problemas cotidianos asociados al tratamiento masivo de
pacientes, cuando aparece un vasto campo asociado a la Tecnologia Médica y en concreto va tomando
cuerpo una Ciencia de los Biomateriales [18].

La definiciéon de Biomaterial ha sido muy laboriosa y dificil. Tanto es asi que no es hasta marzo de 1986
en una conferencia celebrada en Chester (Reino Unido) y convocada por las diferentes Sociedades
Internacionales cuando se empieza a hablar del concepto de biomaterial. Con el fin de encontrar
consenso, se buscaron una serie de definiciones comunes, aprobandose, finalmente la de de
biomaterial como: “Un material no vivo utilizado en un aparato médico y concebido para interaccionar
con sistemas bioldgicos”. Esta definicion se quedd algo imprecisa en los afos posteriores y en la
segunda conferencia sobre definiciones en el campo de biomateriales, celebrada también
en Chester (Reino Unido) en 1991, se consensud una definicién de biomaterial mas amplia y ajustada:
"Un material disefiado para actuar interfacialmente con sistemas bioldgicos con el fin de evaluar,
tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, érgano o funcién del cuerpo".

En lo que respecta a la bisqueda de biomateriales adecuados, inicialmente se realiz6 mediante
procedimientos puramente empiricos [19] [20] [21] [22].

Esto ha cambiado profundamente y en la actualidad, pueden definirse la ciencia y la ingenieria de los
biomateriales como actividades multidisciplinarias de investigaciéon y desarrollo que ocupan a un
numero creciente de personas altamente capacitadas.
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Los biomateriales se implantan con el objeto de remplazar y/o restaurar tejidos vivientes y sus
funciones, lo que implica que estan expuestos de modo temporal o permanente a fluidos del cuerpo,
aunque en realidad pueden estar localizados fuera del propio cuerpo, incluyéndose en esta categoria a
la mayor parte de los materiales dentales que tradicionalmente han sido tratados por separado.

Debido a que los biomateriales restauran funciones de tejidos vivos y drganos en el cuerpo, es esencial
entender las relaciones existentes entre las propiedades, funciones y estructuras de los materiales
biolégicos, por lo que son estudiados bajo tres aspectos fundamentales: materiales bioldgicos,
materiales de implante y la interaccidn existente entre ellos dentro del cuerpo.

Sobre la base de la duracién y la forma del contacto que se establece con el organismo, los
biomateriales suelen clasificarse como de uso temporario o permanente y de localizacién intra o
extracorpodrea.

Desde el punto de vista de su funcién se pueden distinguir entre ellos los dispositivos destinados al
soporte, al diagndstico o al tratamiento.

Algunos biomateriales contienen drogas y son considerados medicamentos, otros pueden incluir
células vivas y construir los llamados biomateriales hibridos.

También hay biomateriales que incluyen compuestos capaces de responder a sefales provenientes del
medio bioldgico que reciben el nombre de materiales inteligentes.

Los biomateriales tienen un campo de aplicacion muy amplio que se extiende desde dispositivos de
uso masivo y cotidiano en centros de salud, como es el caso de jeringas, vendajes, catéteres, bolsas
para suero y sangre, y recipientes para residuos, hasta sofisticadas piezas que se emplean para
promover la regeneracion de tejidos o para reemplazar drganos.

MATERIALES

ELEMENTO, COMPONENTE O PRODUCTO MATERIALES

CATETERES Y TABULADORAS PVC, PE, PU, silicona, poliéster,
fluoropolimeros (teflén)

BOLSAS SANGUINEAS PVC

FILM PARA EMBALAJES PE, PVC, nylon, poliestireno (PS)

CONTENEDORES QUIRURGICOS PE, PS, poliéster, acrilico

RECIPIENTES Y BOTELLAS PE, PVC, PS, poliéster, PP

PARTES DE ANALIZADORES DE LABORATORIO, PE, PVC, nylon, etc.

ASPIRADORES, INSTRUMENTOS OPTICOS, ETC
COMPONENTES DE EQUIPOS MEDICOS ELECTRONICOS ~ Nylon, PP, poliacetales, etc.
COMPONENTE MAQUINAS PARA CORAZON Y PULMON.  Polivinilpirrolidona

COMPUESTOS MEDICOS EN POLVO Resinas Urea-formaldehido
PARTES DE DISPOSITIVOS OPTICOS Y ACUSTICOS. Acrilico, policarbonato, epoxi, etc.
EQUIPAMIENTO PARA TRANSPORTE DE ALIMENTOS PS, PE, PVC, etc.

Tabla 1. Materiales para cada uno de los componentes, elementos o productos.
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La biomecdnica se encarga de estudiar la mecanica y la dindmica de los tejidos y las relaciones que
existen entre ellos; esto es muy importante en el disefio y el injerto de los implantes. Después de
realizado un injerto, no se puede hablar del éxito de un implante, éste se debe considerar en términos
de la rehabilitacion del paciente; por ejemplo, en el implante de cadera se presentan cuatro factores
independientes: fractura, uso, infeccion y desprendimiento del mismo. En la siguiente ilustracion se
observa el uso del estimulador eléctrico para activar y acelerar el crecimiento del tejido dseo en
fracturas, con y sin tornillos de fijacidon. Todos son biomateriales.

| LOCALIZACION DE LOS DISPOSITIVOS |

LOCALIZACION DISPOSITIVO ETIOLOGIA MATERIALES
PISO ORBITAL Piso orbital Fractura del orbital  Politetrafluoroetilena (PTFE),
gue conduce a silicona, polietileno (PE),
visién doble Ti(malla)
BOCA Implantes Traumatismo, Acrilico, epoxi, PE ultra alta
dentales enfermedad densidad, Ti, alimina
CORAZON Y Marcapasos Arritmia, bloqueo Epoxi, Sil, A.Inox, Ti
SISTEMA cardiaco cardiaco
VASCULAR Prétesis Enfermedades Carbon pirolitico, Ti, PFTE,
valvulares valvulares silicona, tejido reprocesado
Vasos Traumatismo, PVC, poliéster (dacrén, mylar)
sanguineosy enfermedad Aleac.supereldsticas Ni-Ti
“stents"
Placas de Traumatismo, Aceros, aleaciones Ti-Al-V,
fijacion de enfermedad acrilicos, PE ultra densidad,
fracturas dacrén

Tabla 2. Localizaciéon de los dispositivos.

llustracion 8. Uso del estimulador eléctrico.

A continuacién, se muestra como el estimulador eléctrico espinal aplicado en varios niveles del
neuroeje, puede inducir cambios en diferentes drganos blancos, mediados por vias inducidas por
estimulacion, reflejos de la raiz dorsal y reflejo viscero-somatico.
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llustracién 9. Estimulador eléctrico espinal aplicado en varios niveles del neuroeje.

El éxito de un biomaterial o de un implante depende de tres factores principales: propiedades y
biocompatibilidad del implante, condiciones de salud del receptor, y habilidad del cirujano que realiza
el implante; la fisica s6lo se aplica al primero. Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son:

= Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no provocar que éste
desarrolle sistemas de rechazo ante la presencia del biomaterial.

= No ser téxico, ni carcindgeno.

=  Ser quimicamente estable, es decir no presentar degradacion en el tiempo y ser inerte.

=  Tener una resistencia mecanica adecuada.

= Tener un tiempo de fatiga adecuado.

= Tener densidad y peso adecuados.

= Tener un disefo de ingenieria perfecto; esto es, el tamafio y la forma del implante deben ser
los adecuados.

= Ser relativamente barato, reproducible y facil de fabricar y procesar para su produccion en
gran escala.

Patellar
»~ component

Femoral
component

Plastic f

Insert \},A

Tibial _—7
component

llustracidon 10. Componente femoral de una prétesis de rodilla.

Hay, de hecho, cuatro grupos de materiales sintéticos usados para implantacion: metalicos, ceramicos,
poliméricos y compuestos de ellos; la siguiente tabla enumera algunas de las ventajas, desventajas y
aplicaciones para los cuatro grupos de materiales sintéticos.
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MATERIALES PARA IMPLANTACION

MATERIALES
Polimeros:
Silicona, Teflén, Dacrén,
Nylon

Metales:
316, 316 L.S.S, aleaciones
de Titanio, aceros de bajo
contenido de carbon

Ceramicas:
Oxidos de aluminio,
aluminatos de calcio,
oxidos de Titanio,
carbonos

Compuestos:
Ceramica-metal carbon-
otro material

VENTAJAS

Elasticos, faciles de fabricar,
baja densidad

Resistencia a esfuerzos de
alto impacto, alta
resistencia al desgaste

Buena biocompatibilidad,
resistencia a la corrosion,
inerte, resistencia a la alta
corrosion

Buena compatibilidad,
inerte, resistencia a la
corrosion, alta resistencia

DESVENTAJAS

Baja resistencia mecdnica,
degradacion con el tiempo

Baja biocompatibilidad,
corrosion en medios
fisioldgicos, alta densidad,
pérdida de propiedades
mecanicas con tejidos
conectivos suaves

Fractura ante esfuerzos de
alto impacto, dificil
fabricacidn, baja resistencia,
inelasticos, alta densidad

Carecen de consistencia en la
fabricacién del material

Tabla 3. Materiales para implantacion.

EJEMPLOS
Suturas, arterias, venas,
nariz, orejas, mandibulas,
dientes, tendones

Fijacion ortopédica: tornillos,
clavos, alambres, placas,
barras intermedulares,
implantes dentales

Prétesis de cadera, dientes,
dispositivos transcutaneos

Valvulas cardiacas, uniones
dseas, marcapasos

Una alternativa para los implantes artificiales es el trasplante, por ejemplo de rifidn o corazén, aunque

este esfuerzo se ve obstaculizado por problemas sociales, morales, éticos e inmunolégicos; sin

embargo, en el caso del rifidén, el paciente tiene muchas desventajas con uno artificial: su costo es

elevado, no tiene movilidad y, ademads, el mantenimiento y el cuidado deben ser constantes [23].

Los usos quirurgicos de los biomateriales son multiples, por ejemplo, para implantes permanentes:

a. En el sistema esquelético muscular, para uniones en las extremidades superiores e inferiores

(hombros, dedos, rodillas, caderas, etc.) o como miembros artificiales permanentes;

b. En el sistema cardiovascular, corazén (valvula, pared, marcapasos, corazdén entero), arterias y

venas;

c. En el sistema respiratorio, en laringe, traquea y bronquios, diafragma, pulmones y caja

toracica;

SQ ™o o

En sistema nervioso, en marcapasos;

testiculos y penes, entre otros.

En sistema digestivo: eséfago, conductos biliares e higado;
En sistema genitourinario, en rifiones, uréter, uretra, vejiga;

En los sentidos: lentes y proétesis de cérneas, oidos y marcapasos caréticos;
Otras aplicaciones se encuentran por ejemplo en hernias, tendones y adhesién visceral;
Implantes cosméticos maxilofaciales (nariz, oreja, maxilar, mandibula, dientes), pechos,

La caracterizacidn fisica de las propiedades requeridas de un material para aplicaciones médicas, varia

de acuerdo con la aplicacién particular. Debemos considerar que las pruebas fisicoquimicas de los

materiales para implante in vivo son dificiles, si no imposibles. Las pruebas in vitro deben ser

realizadas antes del implante.
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La fabricacién y el uso de los materiales dependen de sus propiedades mecdnicas, tales como
resistencia, dureza y ductibilidad, entre otras. Las propiedades eldsticas y viscoeldsticas seran
caracterizadas antes que las estdticas y dindmicas [24] [25] [26] [27].

llustracion 11. Diversos disefios de componentes de cabezas de fémur y componentes de cadera.

La naturaleza (idnico, covalente y metalico), y la fuerza de los enlaces atémicos determinan qué tan
estable es el material cuando se le aplica una carga, es decir, cuando se le somete a un esfuerzo de
tipo mecdnico; este tipo de propiedades son conocidas como mecdnicas.

Cuando se determina la estabilidad del material en funcién de cambios en la temperatura, se habla de
propiedades térmicas.

Cuando estiramos un material, son las fuerzas entre los enlaces moleculares (fuerzas de atraccion y
repulsion entre los atomos que las componen) las que determinan el comportamiento del material.
Inicialmente, la mayor parte de los materiales cumplen con la Ley de Hooke, es decir, la fuerza que se
aplica para estirarlo (o comprimirlos) es proporcional a la distancia de deformacién. La constante de
proporcionalidad se llama constante eldstica, y estd relacionada indirectamente con la energia del
enlace. Dicha ecuacion se muestra a continuacion:

Ecuacién 1. Ley de Hook.

donde,

o, representa el esfuerzo, que es la fuerza por unidad de drea de seccion
transversal,

V, es la deformacion o estiramiento del material, dada por el cambio en la
longitud respecto a la longitud original (I/1,),

E, se conoce como mddulo eldstico o Mddulo de Young el cual es una
caracteristica del material.

Cuando un material es sometido a deformacidn por estiramiento, es posible determinar dos regiones
bien marcadas en el comportamiento que presenta: la eldstica, donde la deformacién es proporcional
al esfuerzo aplicado: el material regresa a su forma original cuando la fuerza que actua sobre él se
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elimina; y la plastica, en la que no existe proporcionalidad entre la fuerza aplicada y el estiramiento, en
este caso el material no regresa a su forma original al anularse la fuerza que actua sobre él.

Generalmente, los materiales sometidos a fuerzas pequenas siguen un comportamiento de tipo
elastico, pero a medida que la fuerza crece, el comportamiento pasa a ser del tipo plastico, y si la
fuerza sigue creciendo, puede ocurrir la fractura del material [28].

En los materiales ceramicos y en los vitreos es facil que ocurra la fractura, ademas es impredecible el
momento en que esto puede suceder, por lo que, aunque presentan un alto grado de
biocompatibilidad, no son muy usados en implantes.

La resistencia al impacto es la cantidad que puede absorber un material de energia debida a la fuerza
ejercida sobre él por un golpe, es decir, por una fuerza grande en magnitud aplicada durante un
tiempo muy corto. Esta es otra de las pruebas que tiene que pasar un material que se requiere para
implantacion, los requisitos sobre la medida dependeran del uso que se le dé.

La dureza es una medida de la deformacién plastica, y se define como la fuerza por unidad de area de
penetracidn o indentacion en el material.

Para determinarla de manera experimental, es claro que el método dependera del tipo de material de
qgue se trate; en el caso de metales, por ejemplo, se incrusta una punta de diamante en forma de
piramide en la superficie del material, con una fuerza conocida, y se mide la penetracién que alcanza.

Si se trata de un polietileno, se utiliza una esfera de acero inoxidable sobre la superficie, midiéndose la
penetracidon que alcanza para una carga dada.

Otra propiedad importante del material es la de termofluencia, es decir, la deformacién que sufre con
el tiempo al someterse a una carga conocida.

La deformacion eldstica que sufre inicialmente el material ante una carga dada, es seguida de una
termofluencia (algo asi como el corrimiento entre las capas atdmicas que lo constituyen, similar a lo
que sucede con los fluidos), antes de que se presente la fractura.

El desgaste de un material de implantes tiene importancia, en especial si se trata de remplazar
uniones. El desgaste del material estd estrechamente relacionado con la fricciéon entre los dos
materiales.

Es importante considerar el drea real de la superficie que entra en contacto en la unién requerida ya
que, en general, es mucho menor de lo que aparenta; ésta puede incrementarse con el peso que se
aplica para los materiales ductiles y para los elasticos.

En las prétesis de uniones entre huesos, el desgaste es muy importante, y resulta del movimiento y
recolocaciéon de los materiales usados.

Hay diferentes tipos de desgaste: el corrosivo, debido a la actividad quimica de alguno de los
materiales de la unién; el de fatiga superficial, debido a la formacién de pequefias fracturas que
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pueden dar lugar a un rompimiento del material, y el abrasivo, en el cual particulas de una superficie
son empujadas hacia la otra en la que se adhieren, debido al movimiento que se tiene.

Cuando hay lubricacién entre dos superficies en contacto, la friccién y las propiedades de desgaste
cambian drasticamente. En la mayoria de las aplicaciones a implantes existe algun tipo de lubricante.

Como podemos notar, la fisica estd presente en todas las ramas de la medicina: no sélo en la
investigacion bdsica, también en la instrumentacidn, en los implantes, en la clinica, en diagnosis y en
terapia, entre otros.

Vivimos en un mundo en el que la fisica estd presente en todo momento, ya que es la ciencia que
explica el comportamiento de la naturaleza.

El cuerpo humano y la tecnologia que para él podemos desarrollar no pueden quedar excluidos.
2.1.3. Breve historia de los materiales biocompatibles.

La utilizacion de biomateriales se inicid hace ya muchos siglos, puesto que se han encontrado trazas de
protesis implantadas en momias egipcias. También durante las civilizaciones cldsicas de Grecia y Roma
(siglo VII a.C. a siglo IV d.c.) se usaron materiales no bioldgicos, en particular, metales y otros
materiales naturales para el tratamiento de heridas y de algunas enfermedades.

No fue hasta el siglo XIX cuando empezaron las primeras aplicaciones de biomateriales en medicina
con la introducciéon de las técnicas quirudrgicas asépticas. A principios de 1900 se empiezan aplicar las
primeras placas dseas hechas de metal con la finalidad de separar roturas o fracturas. Durante los
siguientes anos las aleaciones metalicas constituyen la Unica forma de biomateriales en uso. Sus
aplicaciones se extienden desde reparaciones dseas hasta sistemas de liberacién de medicamentos.
No es hasta la Segunda Guerra Mundial cuando se produce un rdpido avance en la ciencia de los
polimeros, principalmente enfocado a las aplicaciones médicas debido al enorme aumento de su
demanda producida por la necesidad de rehabilitar a millones de invalidos de guerra.

Este aumento corrié en paralelo con avances en otros terrenos que crearon condiciones favorables
para obtener soluciones eficaces. Entre ellas cabe mencionar a la investigacion y desarrollo en general
de nuevos materiales, es especial de los poliméricos, la disminucion del riesgo de infecciones causada
por la aparicidn de los antibidticos eficaces y los adelantos en el conocimiento de los procesos
biolégicos desencadenados como consecuencia del contacto de la materia viva con el biomaterial.

La observacién clinica de que la inclusiéon de particulas metalicas en los cuerpos de los soldados
heridos era bien tolerada, otorgd a los médicos un criterio empirico que justificé el uso de implantes
metalicos para corregir daiios en el craneo o para la fijacidn interna de fracturas. La comprobacion de
que los pilotos de guerra no sufrieron alteraciones en la funcionalidad del ojo frente a inclusiones
oculares de astillas de poli (metilmetacrilato), polimero vitreo empleado en las ventanillas de los
aviones, condujo al desarrollo de las lentes intraoculares fabricadas con este material. Estas son
consideradas aun hoy en dia como uno de los implantes mas exitosos. El poli (metilmetacrilato)
también se usa con éxito en cirugia ortopédica como cemento para la fijacidn de protesis.
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Los polimeros no Unicamente reemplazaron a otros materiales en aplicaciones médicas, como la
sustitucion de los catéteres metalicos por polietileno, sino que abrieron el campo a otras nuevas
aplicaciones antes dificilmente asequibles. Asi, en 1950 se fabrica el primer corazén artificial, llevado a
la practica a finales de 1960 [29].

Limitandonos sdlo al caso de las protesis de valvulas cardiacas, cuyo uso, como ya se comentd, se inicid
en 1960, nos encontramos que en los paises poco desarrollados se implantan anualmente mads de
80000 valvulas, de las que un 80% son mecdnicas y el 20% de biomateriales, mientras que en los paises
mas desarrollados de las 200.000 valvulas anuales implantadas, mas del 50% son de biomateriales. Y
mads de 10 millones de personas usan anualmente en el mundo, sistemas controlados de dispensacién

de medicamentos que dependen fundamentalmente de polimeros.

En la actualidad los polimeros continian en amplio crecimiento y sus aplicaciones son cada vez
mayores dentro del campo de la medicina, mejorando las propiedades de los materiales ya existentes
y desarrollando nuevos polimeros para aplicaciones especificas.

2.1.4. Utilizacion actual y su futuro previsible.

Los biomateriales son materiales farmacolégicamente inertes, utilizados para ser incorporados o
implantados dentro de un sistema vivo para reemplazar o restaurar alguna funcién, permaneciendo en
contacto permanente o intermitente con fluidos corporales.

Injerto de dacron

llustracién 12. Polimetilmetacrilato e injerto de dacron.

El uso de la madera, plata y el oro o el del vidrio para mejorar la visién se remonta en algunos casos a
hace mas de dos milenios. Sin embargo, la eclosiéon tuvo lugar cuando a finales del siglo XIX, cuando se
descubrieron los polimeros sintéticos como el PMMA® usado por los dentistas desde 1930, el acetato
de celulosa utilizado en los tubos de didlisis desde 1940, el dacrén para injertos vasculares o el
polieteruretano empleado en los cinturones femeninos, Util como material cardiaco.

Es inmediato, que debido a la finalidad de su utilizacidn los principales problemas de los biomateriales
guardan relacion con su biocompatibilidad, propiedades mecanicas y adaptabilidad.

Los progresos actuales en la ciencia de los materiales estan posibilitando la mejora de las utilizaciones
clasicas de los biomateriales, asi como el disefio de nuevas y prometedoras aplicaciones.

' PMMA: polimetilmetacrilato.
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En general, se podrian sefialar tres situaciones diferentes: el pasado, con el énfasis en la eliminacién de
tejidos; el presente, con el objetivo principal de la sustitucion de tejidos; y el futuro, con el fascinante
tema de la regeneracidon de tejidos. Actualmente se estdn investigando diversas aplicaciones con
variaciones de esa idea, incluyendo stents y otros pequenos dispositivos.

Otra variante es la de los materiales que son liquidos usualmente pero se endurecen con un cambio de
temperatura o con un estimulo como la luz. Ello permitira inyectar en un lugar determinado, con una
aguja, la sustancia que posteriormente se solidificara facilitando el implante.

Asimismo se estan desarrollando geles que responden a diversos estimulos como temperatura, pH o
moléculas como glucosa.

En el caso de la diabetes de tipo | se persigue que un gel de este tipo contenga suficiente insulina, que
sblo serd liberada cuando la concentracion plasmdtica de glucosa rebase un valor limite.

En conclusidn, una parte interesante del futuro de la Medicina descansa en el desarrollo de los nuevos
biomateriales y en los avances de las nuevas técnicas de la Biologia Molecular.

2.1.5. Los biomateriales de hoy y de maiana.

La mayoria de los materiales utilizados actualmente en dispositivos médicos constituyen materias
primas (commoditties) estdndar que se usan no sélo en medicina sino en otras y muy variadas dreas de
la produccidn industrial.

De entre ellas es posible sefialar unas veinte formulaciones basicas que se aplican en biomateriales,
catorce de ellas son poliméricas, cuatro metalicas y dos ceramicas [30] [31] [32] [33] [34], como se
muestra en las siguientes ilustraciones.

Los polimeros son materiales constituidos por grandes moléculas (macromoléculas) formadas por la
unién entre si de moléculas pequefias llamadas mondmeros.

Es habitual designar a un polimero en particular anteponiendo "poli" al nombre del mondmero que lo
forma, de alli por ejemplo "polietileno", asociacién de moléculas de etileno o "policloruro de vinilo",
asociacion de moléculas de cloruro de vinilo.

G

Porous Coated
Hip Stem

llustracién 13. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: valvula mitral; “stent" vascular; prétesis metalica de cadera.
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La unidn de los mondémeros puede dar lugar a cadenas lineales, a cadenas ramificadas o a redes. Las
distintas formas de asociacion de los mondmeros participa en la determinacién de las propiedades del
polimero y, por lo tanto, en su utilidad para diversas aplicaciones.

Los principales polimeros empleados en aplicaciones médicas y farmacoldgicas son: (el nimero que
sigue a cada uno de ellos representa la participaciéon porcentual de éste en el total de los polimeros
gue se usan como biomateriales) el polietileno de baja densidad LDPE (acronimo de Low Density Poly
Ethylene) 22%, el policloruro de vinilo (PVC) 20%, el poliestireno (PS) 20%, el polietileno de alta
densidad HDPE, (acronimo de High Density Poly Ethylene) en la que los mondédmeros de etileno estan
asociados en forma de cadenas lineales 12%; el polipropileno (PP) 10%, los poliésteres termorrigidos
4%, los poliuretanos (PU) 2%, los acrilicos 2%, el nylon (poliacetato) 2%, epoxis 1% y otros
(poliacetales, celuldsicos, poliésteres termoplasticos, policarbonatos, polisulfonas, siliconas, resinas
urea-formaldehido) en un 5%.

Entre los materiales metalicos se destacan: los aceros inoxidables tipo 316L, las aleaciones de cobalto y
cromo, las aleaciones de Titanio, aluminio y vanadio y las aleaciones cobalto, niquel, cromo y
molibdeno.

Los ceramicos son materiales inorganicos formados por elementos metdlicos y no metalicos unidos
principalmente por enlaces idnicos (electrostaticos) y uniones covalentes (electrones compartidos).

Los ceramicos suelen tener gran estabilidad quimica frente al oxigeno, el agua, los medios acidos,
alcalinos y salinos, y los solventes organicos.

Son muy resistentes al desgaste y generalmente se comportan como buenos aislantes térmicos y
eléctricos. Todas estas propiedades son ventajosas para su aplicacion como biomateriales [35] [36]
[37] [38]. Los materiales cerdmicos han adquirido recientemente una gran importancia como
candidatos para la fabricacién de implantes.

Los principales, dentro de esta categoria, son: la alimina (monocristal de dxido de aluminio), el carbdn
pirolitico, la hidroxiapatita (fosfato de calcio hidratado) y los vitroceramicos basados en Si0,-CaO -
Na,0-P,0;5 y algunos en MgO y K0, (Si = silicio, Ca = calcio, Na = sodio, P = fésforo, Mg = magnesio y K =
potasio).

A pesar de que han demostrado ser clinicamente aceptables, ninguno de los materiales mencionados
hasta ahora fue originalmente disefiado para ser aplicado en medicina.

Metafdricamente pueden ser considerados como "dinosaurios" condenados a su extincién vy
progresivo reemplazo por nuevos y mas eficaces materiales que surgirdn de los actuales
procedimientos de desarrollo racional en los que se pueda definir y controlar la naturaleza de la
respuesta biolégica que generaran [39].

Como establece la definicion mencionada al comienzo, se intenta de este modo adecuar la interaccion
del material con el medio biolégico con el que estara en contacto.
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Tradicionalmente, se consideraba que un material era adecuado para su uso, cuando no producia dafio
ni reaccion adversa del organismo. En esos casos el material era definido como inerte. Sin embargo,
con el correr de los afios se ha demostrado que todo cuerpo extrafio causa alguna reaccién bioldgica.

En el caso de los materiales mencionados hasta ahora, la respuesta bioldgica es habitualmente
inespecifica y lenta. Durante ella se activan en forma simultdnea una variedad amplia de procesos, lo
gue confiere consecuencias impredecibles a sus efectos a largo plazo.

El desarrollo racional de un dispositivo o pieza implantable debe tener en cuenta los requerimientos
de la aplicacidn y adoptar criterios racionales para la seleccién o disefio y desarrollo de los materiales.

Debe considerar tanto las capacidades del material para adquirir de manera reproducible la forma que
debe tener la pieza final, asi como su biocompatibilidad y bioestabilidad.

La aplicacién de criterios racionales de disefio ha recibido un fuerte impulso con el desarrollo de
técnicas, tales como la microscopia de fuerza atémica (AFM)?y la microscopia de efecto tdnel (STM)?,
dos procedimientos que permiten conocer la topografia y la organizacidon de las moléculas en la
superficie de un material con una resolucién de nanémetros®, lo que hace posible caracterizar la
superficie de un material a escala atémica.

Esta informacidn, junto al conocimiento de cudles son los procesos bioldgicos que se estimulan como
consecuencia de la estructura quimica y la topografia de cada biomaterial, ha llevado al desarrollo de
una nueva generacion de biomateriales cuyo disefio se basa en la observacién del ordenamiento
estructural de su superficie [40].

También, en el reconocimiento en ella de sitios precisos donde tienen lugar las reacciones que definen
la respuesta bioldgica, y en general, del estudio de cémo el ensamble de moléculas en una superficie
es capaz de desencadenar y controlar diferentes reacciones en la materia viva.

2.1.6. La evolucion del campo de los biomateriales.

Los dispositivos construidos con biomateriales estan cobrando creciente importancia y su ndmero
aumenta continuamente. La prevencidn, el diagndstico y el tratamiento de muchos trastornos de la
salud se han hecho posibles merced a la existencia de nuevos materiales y de formulaciones, y
dispositivos que participan en ellos.

En la actualidad, en muchos casos, los biomateriales se han convertido en los factores determinantes
de la factibilidad y del éxito de una determinada practica médica, [41] [42] [43] [44] [45].

El uso de materiales para la elaboracién de utensilios se asocia a la historia de la humanidad desde
tiempos remotos y dio lugar al desarrollo de tecnologias, las que en muchos casos, definieron el
avance de las grandes civilizaciones.

2 L. . .
Acrénimo de Atomic Force Microscopy.
3 L. . , .
Acrénimo de Scanning Tunel Microscopy.
4 Y . s .
Milésima de millonésima de metro.
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El paso inicial del desarrollo de las nuevas disciplinas de la ciencia e ingenieria de materiales sucedid en
la década del 50, con el uso de procedimientos empiricos para adaptar materiales convencionales a
aplicaciones biomédicas. Esto fue generando respuestas a los desafios planteados por la necesidad de
producir dispositivos biomédicos de alto rendimiento.

El uso de materiales no biolégicos en medicina es, sin embargo, muy anterior a la década del 50. Sus
primeros antecedentes documentables se remontan al siglo XXX a.C., en el antiguo Egipto. También
durante las civilizaciones clasicas de Grecia y Roma (siglo VIl a.C. a siglo IV d.C.) se usaron materiales
no bioldgicos, en particular, metales y otros materiales naturales para el tratamiento de heridas y de
algunas enfermedades.

Ya en la era moderna, en la Europa del siglo XVI se empled el oro y la plata para la reparacion dental y,
mas tarde, hilos de hierro para la inmovilizacidn de fracturas dseas.

Los avances tecnolégicos de fines del siglo XIX, en particular el desarrollo de la anestesia, de la cirugia
en condiciones estériles y de los rayos X, dieron un fuerte impulso a la busqueda de metales que
pudieran ser utilizados en el interior del cuerpo.

Pero a poco tiempo de la aplicacién de metales a este fin, aparecieron inconvenientes causados por la
corrosién o porque los metales carecian de las propiedades mecanicas necesarias para que el
dispositivo cumpliera adecuadamente la funcién para la que fue disefiado.

Para superar estos inconvenientes se investigaron nuevas aleaciones metalicas, entre las que cabe
mencionar las de cromo-cobalto y los aceros inoxidables con 18% de niquel y 8% de cromo (tipo 302).

Hacia 1940 se mejord la resistencia a la corrosidn de los aceros mediante el agregado de 2-4% de
molibdeno.

Hacia 1960 se redujo la cantidad de carbono en estos aceros inoxidables a menos del 0,03% (tipo
316L), por lo que se logré una importante mejoria adicional.

Posteriormente, la introduccién del Titanio y de sus aleaciones con niobio y tantalio, extendio el
campo de aplicacién de los metales [46] [47] [48].

La aplicacién de biomateriales no metdlicos comenzé también tempranamente; durante la Edad Media
fueron utilizados en ligaduras destinadas a detener hemorragias y en algunos de los procedimientos
quirargicos.

Su desarrollo se acelerd a principios de este siglo con el descubrimiento de materiales para fabricar
hilos de sutura, capaces de ser degradados y absorbidos por el organismo.

Sin embargo, la investigacion sistematica y planificada de los materiales Utiles para la fabricacion de
protesis e implantes sdlo surge después de la segunda Guerra Mundial como consecuencia del avance
del conocimiento en ciencia y tecnologia de materiales.
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Un factor que impulsé fuertemente el desarrollo de materiales implantables durante este siglo fue el
enorme aumento de su demanda producida por la necesidad de rehabilitar a millones de invalidos de
guerra.

Este aumento corrié en paralelo con avances en otros terrenos que crearon condiciones favorables
para obtener soluciones eficaces.

Entre ellas cabe mencionar a la investigacién y desarrollo en general de nuevos materiales, es especial
de los poliméricos, la disminucion del riesgo de infecciones causada por la aparicidn de los antibidticos
eficaces y los adelantos en el conocimiento de los procesos biolégicos desencadenados como
consecuencia del contacto de la materia viva con el biomaterial.

La observacién clinica de que la inclusiéon de particulas metalicas en los cuerpos de los soldados
heridos era bien tolerada, otorgd a los médicos un criterio empirico que justificd el uso de implantes
metalicos para corregir dafios en el crdneo o para la fijacién interna de fracturas.

La comprobacién de que los pilotos de guerra no sufrieron alteraciones en la funcionalidad del ojo
frente a inclusiones oculares de astillas de poli(metilmetacrilato), polimero vitreo empleado en las
ventanillas de los aviones, condujo al desarrollo de las lentes intraoculares fabricadas con este
material. Estas son consideradas, aun hoy en dia, como uno de los implantes mas exitosos. El
poli(metilmetacrilato) también se usa con éxito en cirugia ortopédica como cemento para la fijacién de
protesis.

Durante las décadas del 40 y el 50, la investigacion y el desarrollo de los implantes estuvo
exclusivamente en manos de cirujanos. Algunos de los implantes concebidos y probados con la
direccidn de profesionales médicos estan todavia en uso (por ejemplo: implante de cadera de Charnley
[49] [50] [51] [52] [53] [54], el cemento acrilico y las fibras de Blakemore para injertos vasculares [55]

Al

llustracién 14. Radiografia de una prétesis de cadera fallada por fatiga.

Durante la década del 60 se publicaron los primeros estudios sobre las lesiones provocadas por la
presencia de un implante, e hizo su aparicién el término biocompatibilidad para definir el grado de
tolerancia del material por parte de la materia viva.
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La determinacion de la biocompatibilidad para cada aplicacidn especifica y para cada sistema formado
por material y el medio bioldgico con el que estara en contacto, requiere la realizacidn de una serie de
ensayos de acuerdo con protocolos preestablecidos y del posterior andlisis estadistico de los
resultados obtenidos.

A finales de los afios 60, los ingenieros ingresaron en los laboratorios de clinica médica, quirdrgica y
dental, y sus contribuciones comenzaron a aparecer en la literatura biomédica.

El primer simposio de Biomateriales que se celebré en la Universidad de Clemson (del estado de
Carolina del Sur en los EE.UU.), en 1969, marca el punto de partida de la necesaria integracién de las
disciplinas complementarias a la ingenieria y a la medicina para el desarrollo de materiales
biomédicos.

La influencia del ingreso de la ingenieria al campo de los biomateriales se evidencié en la aplicacién de
técnicas para caracterizar la estructura y la superficie de los materiales, a los efectos de
correlacionarlos con las respuestas bioldgicas observadas. También, con la incorporacidon de los
materiales cerdmicos para el reemplazo de partes dseas y con el desarrollo de materiales compuestos.

La comunidad cientifica que desarrollaba tareas en este campo se agrupé en diversas sociedades, tales
como la Sociedad de Biomateriales (EE.UU) fundada en 1974 y la Sociedad Europea de Biomateriales.

En 1978 se efectud el primer Congreso Internacional sobre Biomateriales. Desde entonces se produjo
un crecimiento notable en el numero de trabajos presentados y en el nimero y nivel de los recursos
humanos formados en el area.

2.2. Caracteristicas generales.

2.2.1. Comportamiento y condiciones.

Un biomaterial ha de tener la capacidad de llevar a cabo sus prestaciones con una respuesta adecuada
del huésped en una situacién especifica. No todo material es susceptible de ser usado en la curacidn
de enfermedades y deficiencias de los pacientes. El implante artificial ha de ser aceptado por parte de
los tejidos que lo rodean y del cuerpo en general. Por lo tanto el material usado ha de ser
biocompatible, no debe producir irritacién de las estructuras cercanas, infecciones, alergias...

Si no seleccionamos el material adecuadamente al problema presentado por el enfermo se puede

|II

producir lo comunmente llamado rechazo. El sistema inmunoldgico puede atacar el “agente extrafio”,
es decir el material implantado, y producir una respuesta adversa. Existen dos tipos de respuestas
ocasionadas por el rechazo del material implantado. La primera es llamada respuesta local, ya que se
produce en las inmediaciones del implante, ocasionando una inflamacién de los tejidos adyacentes
gue se manifiesta con hematomas y fuertes dolores. La otra respuesta es la llamada remota, ya que

repercute en otro érgano del cuerpo, ocasionado infecciones.

Entre el organismo receptor y el biomaterial hay una doble accién, uno actua sobre el otro y viceversa.
Al trabajar con biomateriales es necesario conocer los dos aspectos de respuestas entre el implante y
el organismo vy los efectos que se puedan producir entre los dos. El material da lugar a una respuesta
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biolégica del organismo receptor, como ya hemos visto, puede haber un rechazo del mismo. Pero el
cuerpo también puede actuar adversamente al material implantado. Un claro ejemplo es la posible
degradacion del material a causa de la corrosidn, el material pierde sus propiedades mecanicas y su
funcionamiento no es éptimo.

El medio fisiolégico es altamente agresivo, tiene una elevada actividad quimica. Hay que tener en
cuenta las condiciones fisicas y quimicas del contorno del material. La reaccidn contraria del cuerpo
humano se produce a distintos niveles: fisico-quimico, molecular y celular. Es muy importante saber o
intentar predecir el comportamiento del material dentro del cuerpo, conociendo si es biocompatible y
si sufrira corrosion [57].

Para que el comportamiento entre el implante y el organismo serd lo menos vulnerable posible, deben
cumplirse una serie de condiciones prioritarias:

= El material no debe incluir componentes solubles en el sistema vivo excepto si es de forma
intencionada para conseguir un fin especifico (por ejemplo en sistemas de liberacion de
medicamentos).
El sistema vivo no debe degradar del implante excepto si la degradacidn es intencionada y
disefiada junto con el implante (por ejemplo en suturas absorbibles).

= Las propiedades fisicas y mecdanicas del polimero, deben ser las mas apropiadas para ejercer la
funcién para la que han sido elegidas (por ejemplo un tenddn sustituido debe tener un médulo
de tensién adecuado, una membrana de dialisis la permeabilidad apropiada, una junta de
cadera debe tener un bajo coeficiente de rozamiento). Las propiedades mecdnicas deseadas
deben mantenerse durante el tiempo de vida esperado para el implante (por ejemplo no tiene
que producirse una relajacion significante en un implante elastomérico).

= El material debe ser biocompatible, siendo este concepto extensible al potencial cancerigeno
gue pueda poseer y a la interaccién con el sistema inmunolégico del que va a formar parte.

= Elimplante debe ser esterilizable y libre de bacterias y endotoxinas adheridas a las paredes de
las células de las bacterias.

En general la mayor parte de los materiales metalicos, poliméricos... no satisfacen todas estas
condiciones, de manera que los materiales utilizados en medicina deben de ser disefiados
especificamente para cumplir unas determinas funciones. Asi se puede afirmar que la creacién de
biomateriales es una labor que hay que realizar entre el médico, cientifico y el ingeniero.

2.2.2. Clasificacion de los biomateriales.

No existe una Unica clasificacion de los biomateriales debido a la gran variedad de aplicaciones dentro
de la medicina actualmente. Existe una clasificacion propuesta por el organismo A.S.T.M (American
Society for Testing Materials) que englobaria los usos, tipos y aplicaciones de cada biomaterial [58].
Esta sociedad es una corporacién sin animo de lucro fundada en 1898, para el desarrollo y
estandarizacién de las caracteristicas de los materiales, productos, sistemas y servicios, asi como su
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conocimiento. La estandarizacion incluye métodos de ensayo, definiciones, practicas recomendadas.
La clasificacion propuesta es la siguiente:

= Aparatos externos: estan en contacto con las superficies del cuerpo, por ejemplo electrodos,
proétesis externas.

= Aparatos con comunicacidon exterior: en comunicacion con canales naturales internos
(catéteres urinarios, aparatos intrauterinos), en comunicacion con tejidos y fluidos (contacto
corto tiempo, contacto tiempo medio...), en contacto con la sangre.

= Aparatos implantados largo tiempo: en contacto con el hueso, con tejidos y fluidos tisulares, y
en contacto con la sangre.

Una clasificacidn mas cercana al ingeniero consiste en ordenar los materiales en los tres grupos
principales segln su naturaleza: metales, cerdmicos, poliméricos y compuestos, como se observa en la
siguiente tabla.

Material Ventajas Inconvenientes Ejemplos
Metales: Titanio, Resistencia a esfuerzos Baja biocompatibilidad, Fijacion ortopédica:
A. Inoxidable, oro, de alto impacto, alta corrosion en medios Tornillos, clavos,
plata... resistencia al desgaste. fisioldgicos, alta densidad, alambres, placas,
pérdida de propiedades barras intermedulares,
mecanicas con tejidos implantes dentales.
conectivos suaves.
Ceramicos: Oxidos  Baja biocompatibilidad, Fractura ante esfuerzos de Prétesis de cadera,
de aluminio, resistencia a la alto impacto, dificil dientes, dispositivos
aluminatos de corrosion, inerte, fabricacidn, baja resistencia, transcutaneos
calcio, 6xidos de resistencia a la alta inelasticos, alta densidad
Titanio, carbonos. corrosion
Polimeros: Nylon, Elasticos, faciles de Baja resistencia mecanica, Suturas, arterias,
Teflon, Silicon, fabricar, baja densidad degradacion con el tiempo venas, nariz, orejas,
Dacron mandibulas, dientes,
tendones.
Compuestos: Buena compatibilidad, Carecen de consistencia en Valvulas cardiacas,
Ceramica-metal, inerte, resistencia a la la fabricacion del material uniones dseas,
carbdn-otro corrosion, alta marcapasos.
material resistencia.

Tabla 4. Materiales para implantacion.

2.2.3. Caracteristicas de la ciencia y de la ingenieria de biomateriales.

La comunidad académica internacional ha reconocido la importancia de las investigaciones de caracter
multi e interdisciplinario y ha reclamado acciones para que éstas sean promovidas.

Las investigaciones propias de la ciencia y la ingenieria de biomateriales constituyen un ejemplo de
actividades interdisciplinarias, cuyos contenidos no pueden ser encuadrados dentro de los limites
curriculares de los estudios universitarios tradicionales.
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Téngase en cuenta que la ciencia de los biomateriales estudia los parametros que definen las
interacciones entre un biomaterial con un sistema bioldgico; mientras que la ingenieria de
biomateriales incluye la investigacién y desarrollo de materiales con control de calidad, tanto en lo que
se refiere a su estructura, como a su superficie realizado a escala de nanémetros (nanotecnologias)
[59].

Esta naturaleza multidisciplinaria hace que la ciencia e ingenieria de los biomateriales comparta areas
tematicas pertenecientes a variados sectores del conocimiento.

Las dreas compartidas estdn esquematizadas en la siguiente figura y pueden agruparse en cuatro
grandes campos: las ciencias basicas, las especialidades médicas, las ciencias biomédicas y la
ingenieria.

Ingenieria

llustracidon 15. Disciplinas que participan en la ciencia e ingenieria de los biomateriales.

Entre las ciencias basicas involucradas, se destacan: la biologia celular y molecular, la ciencia de los
materiales y la ciencia de las superficies.

Practicamente todas las especialidades de la medicina hacen uso de los biomateriales. Dentro de las
ciencias biomédicas se deben destacar: la cirugia, la fisiologia y la anatomia.

En el campo de la ingenieria sobresalen las ingenierias de materiales, la ingenieria mecanica y la
ingenieria quimica.

Puede, por lo tanto, afirmarse que tanto la ciencia como la ingenieria de biomateriales, mas que
ningun otro campo de la tecnologia contemporanea, relnen a investigadores con diferente formacién
académica que deben actuar manteniendo una comunicacion clara y fluida.
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La figura ilustra en su columna izquierda las etapas tipicas del proceso de desarrollo de un biomaterial
y de la construccién de un dispositivo a partir de él.
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llustracion 16. Las distintas acciones involucradas en el desarrollo de un dispositivo compuesto por un biomaterial y los
profesionales que participan.
También, sefiala en su columna derecha, las interacciones interdisciplinarias que se establecen
durante cada etapa del proceso.

Queda asi definido, como diferentes disciplinas pueden trabajar en conjunto, desde la identificacién de
la necesidad de un biomaterial hasta el desarrollo, construccién, implantacién o remocidn de él para
su estudio en la etapa de investigacién clinica. Los dispositivos biomédicos tienen un alto valor

agregado.

El tamafio del mercado para ellos, constituye el principal factor que define el interés de las empresas
por producirlos y determina, por lo tanto, su disponibilidad comercial.

Un componente adicional que afecta la disponibilidad de los biomateriales es el riesgo econémico
asociado a las demandas judiciales de los pacientes afectados por supuestos efectos nocivos de un

determinado material.

El uso en ocasiones abusivo de estas demandas ha llevado a que empresas proveedoras retiren
biomateriales del mercado.
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En consecuencia, la proclamada intencién de proteger la salud del paciente que demanda por un dafio,
puede tener un efecto negativo sobre la salud publica, al comprometer la continuidad de practicas
médicas que requieren de dispositivos confeccionados en base al compuesto retirado del mercado.

Una manera de evitar lo anterior es impedir el creciente distanciamiento que se esta produciendo,
sobre todo en paises con escasa base cientifico-tecnoldgica, entre el nivel de conocimiento del médico,
que es el responsable del uso de un dispositivo, y del investigador que lo diseiia y desarrolla. Las
avanzadas tecnologias involucradas en los biomateriales requieren disponer de recursos humanos con
alta capacitacion, tanto para la etapa de investigacién como para la de fabricacién y aplicacion.

Un paso importante para la formacion de recursos humanos en biomateriales en Latinoamérica lo
constituye la incorporacidn de la tematica a las carreras de ingenieria en materiales, bioingenieria,
ingenieria biomédica, medicina y farmacia, asi como también a diversos postgrados, maestrias y
doctorados.

2.3. Materiales implantables.

2.3.1. Eleccién del material implantable.

La eleccion del material para la concrecidn fisica del implante que se haya concedido, es un aspecto del
disefio que se puede resolver de forma objetiva, puesto que se pueden expresar de forma cuantitativa.
En los afos veinte, y gracias a los esfuerzos de investigadores tales como Prandtl/ y Cottrell, nace la
metalurgia como una ciencia independiente. Contemporaneamente, los afios treinta iniciarian la era
de los plasticos.

A partir de esta fecha, los cirujanos y disefiadores de implantes, dispondrian de un creciente nimero
de materiales con los que ensayar y disefiar implantes.

Fruto de estos ensayos son practicamente la totalidad de implantes que en la actualidad son utilizados
en la clinica.

Es sdlo a partir de los afios sesenta cuando se desarrollarian técnicas capaces de evaluar, con bastante
aproximacién y sin necesidad de largas y costosas implantaciones experimentales “in vivo”, la
biocompatibilidad y deterioro de los, potencialmente, materiales implantables.

Se inician, entonces, numerosas lineas de trabajo a la busqueda y sintesis de nuevos materiales y, por
primera vez, surgen materiales cuya busqueda ha sido motivada por objetivos exclusivamente
médicos.

2.3.2. Caracteristicas de los materiales implantables.

Existen numerosos intentos, en la literatura biomecanica, para definir los requisitos que han de
satisfacer los materiales implantables [60] [61] [62] [63] [64]. Generalmente, estos requisitos pueden
ser clasificados en dos grandes grupos:
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1. Los reaccionados con la compatibilidad entre el material y los tejidos con los que se haya en
contacto.

2. Los vinculados a las propiedades mecdnicas del material necesarias para cubrir los objetivos
marcados.

La resistencia de los implantes viene condicionada a que dentro del cuerpo van a tener que aguantar
una serie de agresiones mecanicas causadas por el peso del cuerpo del individuo y las fuerzas
musculares y otras agresiones quimicas por la naturaleza de los liquidos organicos.

La influencia de las caracteristicas y factores, que van a ser descritos seguidamente, en el éxito o
rechazo de un implante, es obvia pero no totalmente objetivable con los conocimientos que
actualmente se disponen.

Efectivamente, no es posible, o al menos resulta muy dificil, predecir la reacciéon de un determinado
tejido ante un material implantado, lo mismo que es dificil prever la corrosion de este mismo material.

Paralelamente, las condiciones mecdnicas a las que se hallan sometidos los implantes, una vez se han
ubicado en el organismo, son conocidas con una aproximacién somera. Consecuentemente el disefo
se transforma mas en una actividad rigurosamente cientifica que en un proceso pseudoartesanal.

La naturaleza y la magnitud de las solicitaciones actuantes sobre los implantes resultan muy dificil de
medir y, sobre todo, es practicamente imposible generalizar a partir de los escasos datos disponibles,
ya que cada caso es un problema, con particularidades propias, que han de estudiarse aisladamente.
De ahi que conceptos como el disefio ante la rotura, los coeficientes de seguridad y la eleccién de
materiales, no puedan establecerse sobre la base de conocimientos técnicos fiables.

Afortunadamente, el creciente numero de lineas de trabajo que se abren en el campo de la
biomecdnica del aparato locomotor ofrece, en este sentido, nuevas y optimistas perspectivas de
futuro.

En el sentido de un material para la construccidn de un implante, es necesario establecer una lista de
especificaciones, basada en los objetivos que pretendemos lograr, pero apoyada en los datos
experimentales disponibles y en los resultados provenientes de la propia experiencia con otros
materiales. Estas especificaciones necesitan ser comparadas con las propiedades que pueden
alcanzarse con los materiales implantables mas usuales.

Sélo en el caso de que ninguno de estos materiales cubra nuestras necesidades, sera recomendable la
busqueda de una alternativa, estando entonces indicado un nuevo material.

En este contexto, pueden definirse dos situaciones basicas. Una, en la que cada una de las
especificaciones establecidas sean satisfechas por uno o mas materiales conocidos, pero ninguno de
ellos cumplen la totalidad, y otra, en la que al menos una de la especificaciones, no se vea cubierta por
ninguno de los materiales implantables usualmente utilizados.

La respuesta a la primera solucién se encuentra, a menudo, en los materiales compuestos, ya que
éstos pueden combinar las propiedades adecuadas de cada uno de los componentes que los integran.
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Es, entonces, posible sintetizar un material compuesto AB que presenten las propiedades mecanicas
buscadas en el material Ay en el material B.

En lo referente a la segunda situacién, la solucion ha de buscarse ineludiblemente en un nuevo
material, con toda la problematica que este hecho comporta.

La biocompatibilidad

El primer requisito que debe evaluarse cuando se trate de enjuiciar si un material determinado puede
ser implantable o no, es la biocompatibilidad. La repulsa del organismo a un cuerpo extrafio es sefal
de una incompatibilidad bioldgica, lo que vulgarmente se conoce con el nombre de rechazo. Si el
requisito de la compatibilidad se satisface, pueden comprobarse con sentido el resto de restricciones,
puesto que, en caso contrario, es tiempo perdido.

El concepto de compatibilidad hace referencia, tanto al efecto del material en los tejidos bioldgicos
qgue lo rodean, como al posible deterioro que este material puede experimentar como consecuencia
de hallarse implantado en un medio agresivo, como es el bioldgico.

En lo que concierne al efecto del material en los tejidos que los circunda, la compatibilidad del material
implica que los cambios extracelulares e intracelulares de estos tejidos son minimos.

Por ejemplo, los implantes cerdmicos inducen una respuesta quimica restringida al hecho superficial.

La mayoria de los materiales destinados a la construccidon de implantes ortopédicos provocan una
reaccion de aislamiento en la interfase material — organismo.

Si la reaccién produce un lecho de pocas micras de espesor, el material puede ser considerado como
biocompatible a escala microestructural.

En esta linea, los materiales pueden ser clasificados de acuerdo al espesor del lecho de reaccién,
aunque tales clasificaciones han de normalizarse si se desean tengan valor comparativo, ya que se
encuentran influidas, entre otros factores, por la configuracion geométrica de la probeta que se
implanta y por el lugar de implantacion.

Las variables intrinsecas, de que depende la compatibilidad de un material, en el sentido que
consideramos son: la composicidon quimica, las caracteristicas cristalograficas de las fases presentes y
las caracteristicas microestructurales.

Las variables externas al material y las bioldgicas, que determinan la compatibilidad son: la
concentracién y tipo de células que integran los tejidos, la concentracién idnica de los fluidos
extracelulares, el pH, la concentracion de fosfolipidos, mucopolisacdridos y otros constituyentes
metabdlicos, entre otras.

En lo que atafie a la agresidn del material por parte del medio en el que se estd inmerso, este ataque
puede traducirse en la variacién de las propiedades mecanicas, fisicas o quimicas del material, asi
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como en su corrosion o degradacion, lo que conlleva la liberacidn el organismo de los productos
originados en este deterioro.

Las propiedades mecdnicas

Es imposible enumerar cudles son las propiedades mecanicas y fisicas que debe reunir un material
destinado a servir como base de un implante, ya que estas propiedades han de adecuarse a la misidn
mecanica a desempefiar por el implante.

En ocasiones es deseable un material duro y en otras blando, a veces es preferible un material rigido y
en otras, es mejor un material de médulo elastico menor.

Las propiedades fisicas y quimicas dependen del estado de la superficie del material usado.

Las superficies de metales pasivos combinan sus propiedades significativamente mediante la
destruccién de la capa de 6xido.

Los productos abrasivos y los iones procedentes de la interaccién pueden conseguir que en los tejidos
se generen por un lado reacciones y por otro debilidad en el material implantado.

En la siguiente tabla, se presentan las reacciones de los implantes:

_ REACCIONES DE LOS IMPLANTES _

Elemento Reaccidn del Reaccidn del implante en Crecimiento del nivel
implante organismos cultivados de toxicidad
en tejido blando

Mn - - -

Vv Téxico - 2*10° M
Mo Separacion No afecta -

Co Téxico Inhibicién 2*10* M
Ni Téxico Inhibicién 1*10* M
Fe Separacion Inhibiciéon -

Cr - - -

Al Separacion - -

Sn - - -

Zr Inerte No afecta -

Ti Inerte No afecta -

Ta Inerte No afecta -

Nb Inerte No afecta -

Tabla 5. Reacciones de los implantes.

En lineas generales, sélo nos es posible enumerar cuales son las principales caracteristicas a considerar
en un material desde el punto de vista de su comportamiento mecanico. Estas son:

1. Los mddulos eldsticos del material, principalmente el médulo de Young (E) y el mddulo de
rigidez (G).
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2. El limite elastico, puesto que en algunas aplicaciones es deseable y en otras evitables el que
puedan producirse deformaciones permanentes.

3. Lla ductilidad junto con un limite eldstico bajo es ocasionalmente requerida para la
conformacion del implante en el acto quirdrgico, de manera que pueda adecuarse su forma a
la del elemento bioldgico sobre el que se actua. La aplicacion de un implante requiere
ductilidad, con una elongacién que excede del 12%. El tratamiento de las fracturas en los
implantes son formados con el contorno del hueso y son cargados duramente durante la
insercidn, por lo tanto el limite eldstico ocasionalmente es excedido

4. La tenacidad o resiliencia’ del material es, en términos generales, deseada, puesto que es
importante disponer de un implante capaz de absorber energia mecanica.

5. La relajacion y fluencia son caracteristicas, vinculadas principalmente a los materiales
plasticos, que explican su deformacién cronodependiente para una carga mantenida
constante, asi como el decremento de la carga requerida para mantener, en el tiempo, una
deformacién constante.

6. La resistencia a la rotura es un dato importante de disefio y que, obviamente, lo limita y
determina en funcién de las solicitaciones que actuaran en vida sobre el implante.

7. Laresistencia a la fatiga, como la resistencia a la rotura, es un dato de crucial interés, dado que
los esfuerzos a los que se ven sometidos los implantes son siempre ciclicos, consecuencia de la
naturaleza de la actividad humana. La resistencia a la fatiga es un nimero alto de ciclos del
metal es esencial para la unién de protesis.

8. Esto no es, por lo tanto, por el implante del tratamiento de la fractura, el cual es
temporalmente soportado y es necesario la observacion de la formacién de la fractura
indicada después de 1 a 10 ciclos. La especial situacidn anatémica de la fractura y el mal uso
del implante por parte del paciente son importantes. En los estudios de la fatiga se simula la
carga particular y el disefio de las condiciones para la aplicacion de la fractura-critica.

9. Ladureza es otro factor, tenido en cuenta en el diseio, que puede adquirir importancia, sobre
todo, en la construccion de tejidos blandos, donde una masa dura es normalmente
inaceptable.

10. La resistencia al desgaste adquiere un enorme interés en las reconstrucciones articulares, en
donde superficies en contacto sufren, durante un elevadisimo nimero de ciclos, movimientos
de deslizamiento y giro. Mediante el trabajo en frio del Titanio, se ha conseguido una
considerable mejora, la cual se manifiesta en su mayor aplicacion clinica. El Titanio puro posee
las mejores compatibilidades posibles con el tejido, lo cual es certificado desde muchos
experimentos en los cuales los implantes de Titanio fueron sustituidos por implantes de acero
inoxidable, los cuales provocaron agudas alergias.

11. Compatibilidad biomecanica: la gran resistencia del Titanio lo hace un atractivo material para
la aviacién. Para los implantes quirudrgicos, su resistencia y el médulo eldstico, lo hace en gran
medida compatible biomecanicamente. Los implantes en tratamientos de fracturas y los
dispositivos protésicos, poseen un volumen restrictivo mediante necesidades anatdmicas,
ademas deben soportar altas cargas. Por otro lado, un implante fuerza el hueso, puede reducir
y modificar el nivel normal de fuerzas fisioldgicas. Asi pues, debemos desarrollar implantes

> Magnitud que cuantifica la cantidad de energia que absorbe un material al romperse por un impacto.
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menos rigidos. Para el material, ésta es la medida que relaciona la resistencia con el médulo
elastico.

12. Resistencia a la corrosion: las fuerzas de formas generadas por el contacto entre las superficie
del implante y el entorno, conduce a un aumento de los productos de corrosidn, dependiente
del disefo y del material usado.

13. Asi pues, un buen conocimiento de los mecanismos de corrosion y de las propiedades de
pasivacion de los metales, son los requisitos para un disefio adecuado de los implantes.

14. La excelente resistencia a la corrosion del Titanio y de las aleaciones a base de Titanio en
soluciones fisioldgicas de cloruro, estd bien documentada, sin embargo se han encontrado
compuestos de Titanio en los tejidos adyacentes a implantes de estos materiales. Estos
hallazgos sugieren que los metales de las peliculas pasivas fueron disueltos, generando dichas
liberaciones dolores agudos e irritaciones crdénicas.

Segun Zardiakcas L.D. y Mitchell D.W. las aleaciones de Titanio B, son capaces de suministrar un menor
moadulo de elasticidad, un aumento de la resistencia a la corrosidon y una aceptable biocompatibilidad.

Asi, una barra de pequefio diametro de Ti-15Mo fue templada desde 8002 C obteniéndose una fina
microestructura de grano beta.

Existen varias técnicas disponibles para medir el fenémeno de la corrosidn, tales como la disolucién
mediante métodos gravimétricos o analisis espectroquimicos de los electrolitos y similares.

Para la resistencia de los biomateriales metdlicos, estas técnicas pueden no ser suficientemente
sensibles.

Los métodos electroquimicos de polarizacién catddica y anddica son muy solicitados en los
laboratorios, sin embargo puede que no sean adecuados para medidas "en vivo” [48] (tomadas
directamente del organismo estudiado), ya que algunas polarizaciones pueden perturbar duramente el
sistema, generando un cambio del medio (pH, potencial) y por lo tanto, generar una reaccion
bioldgica, la cual provoca una reduccién o un aumento del ataque de la corrosién. Hoar y Mears
superan algunos de estos problemas usando una técnica hibrida, midiendo el potencial de corrosion
“in vivo” y efectuando, a estos potenciales, ensayos de larga duracion en soluciones Hank.

Pero aun no es medido directamente, ya que se incluye un proceso de crecimiento controlado de un
medio local y no invariable.

Uno, y probablemente el Unico método para realizar ésto, es haciendo una polarizacién lineal, la cual
fue desarrollada y popularizada por Stern y sus asociados.

En esta técnica, la muestra es polarizada a pocos mV de corriente (anédicamente y/o catdlicamente).

Esta informacién da una determinada pendiente, la cual, es llamada resistencia a la polarizacion y esta
directamente relacionada con la escala de corrosién espontanea.
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2.3.3. Deterioro de los materiales implantables.

Con anterioridad hemos definido la compatibilidad biolégica como un conjunto de caracteristicas que
confieren a un material la propiedad de no corroerse ni inducir una influencia suficientemente
negativa en los tejidos vivos que lo rodean, como para que, por estas causas, sea necesaria una
eliminacion o pueda provocar el fracaso del implante.

En este punto, vamos a analizar una serie de aspectos ligados a la primera caracteristica descrita, la
corrosion.

De forma general, el término corrosién puede ser utilizado para describir el deterioro experimentado
por un material sometido a la acciéon de un medio agresivo.

Consecuentemente, puede afirmarse que todos los materiales conocidos se hallan afectados
constantemente por un proceso de corrosion.

Dada la extensién con que podria plantearse el estudio general de la corrosidn, se han definido
campos especificos de acuerdo con la naturaleza de los materiales que son agredidos y en
concordancia con el medio agresor.

Asi, se puede hablar de corrosidon metalica y corrosién no metalica y de corrosidon en medio seco y de
corrosion en medio humedo, entre otras.

Evidentemente, puesto que el ataque sufrido por los implantes, es debido a la accién de los fluidos
biolégicos, nos interesa analizar la corrosion humeda.

Cuando un material sélido es introducido en un ambiente liquido, en el que es soluble, las moléculas
superficiales del sélido tienden a pasarse al liquido.

Esta tendencia, que puede ser explicada a nivel molecular, como un intento de la materia para
alcanzar un nivel minimo de energia, es susceptible de ser descrita en términos de una tensién de
disolucion.

Al mismo tiempo, una vez ha comenzado la disolucion del sélido en el liquido, tiene lugar un segundo
fendmeno, contrario al primero, en virtud del cual se produce una reaccién que tiende a impedir el
progreso de la disolucién y que es medida con una presidén osmatica®.

Cuando ambas tendencias contrarias se igualan, el sélido deja de corroerse, diciendo entonces que la
disolucion se ha saturado.

Existen, no obstante, circunstancias en las que nunca llegan a alcanzarse la saturacién. Como
consecuencia, por ejemplo, de que el fluido sea renovado.

Si el caracter de las moléculas disueltas en el liquido es idnico, éstas se disocian en el seno fluido para
dar lugar a iones positivos (cationes) e iones negativos (aniones) que confieren a la disolucién la

6 ,o. . s . . . , . . . .2
Minima presidn necesaria para impedir el paso de las moléculas del disolvente puro hacia una disolucién a
través de una membrana semipermeable.
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capacidad de permitir el paso de la corriente eléctrica, denominandose electrolito de la disolucién. Los
fluidos bioldgicos son siempre electrolitos.

Cuando el material que se corroe es metdlico, entra en juego un tercer factor que modifica el proceso
de corrosion, ya que el metal, por razones de configuracién atémica, tiende a pasar al fluido en forma
de iones positivos, quedando cargado negativamente.

Consecuencia de este fendmeno, es la actuacién de una tercera tendencia, cuyo origen es la fuerza
electrostatica por la cual el sélido cargado negativamente tiende a atraer los iones positivos en
disolucién, sumdandose este efecto a la disolucién osmética.

El equilibrio en la corrosidon se producird cuando la suma de la presién osmdtica y la tensidon
electrostdtica igualen a la tensién de disolucion.

El valor de la tensidn electrostatica, que es definida como la diferencia de potencial entre la disolucién
cargada positivamente y el metal cargado negativamente cuando se llega al equilibrio, se conoce con
el nombre de potencial de electrodo.

Con objeto de poder comparar el comportamiento de distintos metales, los potenciales de electrodos
de cada uno de ellos pueden ser calculados mediante condiciones normalizadas, tomando como
referencia un electrodo de hidrégeno sumergido en una disolucién 4cida de concentracidon normal.

De esta forma, puede obtenerse una tabla llamada serie electroquimica de los metales. Desde el punto
de vista de la naturaleza de los materiales susceptibles de ser implantados, vamos a dividir el estudio
de la corrosion por vias humeda en corrosidon de materiales metdlicos y corrosidon de materiales no
metalicos.

2.3.4. Implantes metalicos.

Los materiales metdlicos utilizados en implantes quirdrgicos eran fundamentalmente el oro y la plata
hasta el siglo XVIII. Posteriormente empezaron a utilizarse los aceros y ya en este siglo aparecieron los
aceros inoxidables y las aleaciones de cromo-cobalto-molibdeno, siendo la década de los afios 40
cuando se introdujeron el titanio y sus aleaciones.

Los materiales metalicos implantables tienen una gran importancia dentro del campo de los
biomateriales, tanto econdmica como clinicamente hablando. El mercado americano de implantes y
artilugios ortopédicos en el 1991 fue de unos 2098 millones de délares, de los cuales 1379 millones
corresponden a protesis metdlicas de articulaciones (mas del 50%).

Clinicamente hablando, los implantes metdlicos estdn presentes en el 40% de intervenciones
realizadas [65].

Muchos metales pueden ser tolerados por el cuerpo humano en pequefias cantidad de (Fe, Cr, Ni, Ti,
Co...). Sin embargo no todos los materiales metalicos son aceptados bioldgicamente por parte de los
tejidos que estdn en contacto con ellos. Por tanto, los estudios de biocompatibilidad son
fundamentales para la implantacién de un nuevo material.
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Los materiales metalicos implantables deben presentar una buena resistencia a la corrosion. Si se
produce la oxidacién del metal por el ambiente hostil del cuerpo humano, ademas de que el implante
se debilita, se produce una liberacion de productos de corrosiéon a los tejidos circundantes que
producen efectos no deseables.

Aunque los metales presentan gran resistencia mecdnica y dureza, propiedades necesarias en los
reemplazos de unidn, son mas susceptibles a la degradacidn electroquimica que las cerdmicas o los
polimeros.

No obstante, un criterio fundamental para elegir un implante metalico es que la respuesta bioldgica
gue provoca sea minima.

Debido a la combinaciéon de exigencias mecdanicas y ambientales, los metales usados en hueso vy
reconstruccién de uniones han sido limitados a tres clases: aceros inoxidables, aleaciones de cobalto y
aleaciones de titanio y, entre otros de menor uso el tantalio y metales nobles como platino y oro.

Cada uno de estos materiales es bien tolerado por el cuerpo debido a la formacién de su capa de dxido
pasiva. Los principales elementos constituyentes, asi como los constituyentes de aleacién minoritarios
de estos metales, pueden ser usualmente tolerados por el cuerpo en pequenas cantidades [66].

A continuacidn, se trataran brevemente los aceros inoxidables, las aleaciones base cobalto y otros
metales con menor uso ya que son parte importante en el campo de los biomateriales. El titanio se
describird con mas detalle en un capitulo posterior ya que es el material principal de estudio de este
proyecto.

2.3.4.1. Aceros inoxidables.

El acero inoxidable es una aleacién de hierro y carbono a la que la adicion de otros elementos le
confiere la propiedad de ser resistente a la oxidacion [20] [26].

COMPOSICION QUIMICA DEL ACERO INOXIDABLE

ELEMENTO COMPOSICION
Carbono 0.03 max.
Manganeso 2.00 max.
Fosforo 0.03 max.
Azufre 0.03 max.
Silicio 0.75 max.
Cromo 17.00-20.00
Niquel 12.00-14.00
Molibdeno 2.00-4.00

Tabla 6. Composicion quimica del acero inoxidable 316L.
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Por tanto, con el nombre genérico de aceros inoxidables se conoce una serie de aceros resistentes a
una gran variedad de agentes corrosivos. En este tipo de aceros, el contenido de cromo es de al menos
un 12%. Este elemento es muy reactivo, produciendo un recubrimiento de una pelicula superficial tan
adherente y autorrenovable que resiste a la oxidacién aun a temperaturas elevadas.

Existen cuatro tipos de aceros inoxidables dependiendo de su microestructura; los martensiticos, los
ferriticos, los austeniticos y los endurecibles por precipitacién. Los primeros aceros inoxidables para
implantes utilizados fueron los austeniticos y son los que ofrecen mejores resultados para implantes.

Los aceros inoxidables martensiticos se utilizan para la fabricacidn de material quirurgico. Por su parte
los aceros inoxidables ferriticos, aunque poseen una excelente resistencia a la corrosiéon bajo
tensiones, sus propiedades mecanicas y su capacidad de endurecimiento por trabajo son claramente
inferiores a la de los austeniticos, no encontrando asi ninguna aplicacién en el sector de la
biomedicina.

Incluso los aceros inoxidables austeniticos con menor desgaste, se corroen a la larga en el interior del
cuerpo humano. Es por ello que estos materiales sélo se utilizan y recomiendan en implantes
temporales tales como placas, tornillos y clavos como los que se utilizan para osteosintesis en
traumatologia.

El primer acero inoxidable usado para implantes fue el 18-8 (18% Ni, 8% Cr) o AISI 302. Mas tarde, fue
afiadida una pequefia cantidad de Mo (2-4%) con la intencién de mejorar la resistencia a la corrosion
en medio salino. Esta ultima aleacién es la predecesora del acero inoxidable 316L, que limita la
cantidad de carbono a 0.03% en lugar de 0.08% del 316, para mejorar los problemas de corrosién in
vivo. En la actualidad, de los aceros inoxidables sélo el 316L es adecuado para la fabricacién de
implantes.

La minima concentracién de cromo para mantener las condiciones de corrosidn del acero inoxidable es
del 11%. El cromo es un elemento muy reactivo y, por lo tanto, el acero 316L puede ser pasivado
artificialmente para ofrecer una resistencia a la corrosidn excelente. Dicho proceso de pasivado
consiste en producir una capa superficial de 6xido de cromo compacta que protege al nucleo central
del material.

Las caracteristicas microestructurales y propiedades mecdnicas de un acero inoxidable, no se deben
sélo a su composicion quimica, sino también al tratamiento térmico y mecdanico aplicado.

Los aceros inoxidables austeniticos, como el 316L, que es el mas usado para la fabricacion de
implantes, no son endurecibles por tratamiento térmico sino por trabajo en frio (acritud) y no son
magnéticos.

En la tabla 7 se muestran las propiedades mecanicas del acero inoxidable 316L exigibles de acuerdo a
la norma ASTM F319 [67].

’ American Iron and Steel Institute.
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DIFERENCIAS ENTRE LAS CARACTERISTICAS MECANICAS PARA UN ACERO 316L

CONDICION RESISTENCIA A TENSION DE ALARGAMIENTO DUREZA
TRACCION FLUENCIA MAXIMO ROCKWELL
(MPA) (MPA) (%) (HRB)
Recocido 485 172 40 95 HRB
Trabajado en 860 690 12 =
frio

Tabla 7. Diferencias entre las caracteristicas mecanicas obtenidas mediante un recocido y con trabajado en frio para un
acero 316L.

La acritud no modifica el médulo elastico del material, sino que produce un incremento del limite
elastico y de la resistencia a rotura elastica y a fatiga. Una gran parte de las propiedades mecanicas
dependen del tratamiento térmico aplicado, o de si el material se trabaja en frio o en caliente.

El disefador de los implantes ha de ser cuidadoso en la eleccion del material, para evitar
posteriormente efectos indeseados. Incluso el acero inoxidable 316L puede corroerse en algunas
circunstancias, como por ejemplo en zonas anexas a los tornillos utilizados en placas de osteosintesis.
Algunos autores recomiendan su uso, Unicamente en implantes de uso temporal, tales como placas de
osteosintesis y los tornillos.

2.3.4.2. Aleaciones base Cobalto.

Estas aleaciones se denominan usualmente aleaciones cromo-cobalto y se empezaron a utilizar
principalmente en odontologia. Existen fundamentalmente dos tipos: la aleacidn colable y las forjadas.

CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LAS CUATRO ALEACIONES Cr-Co

Elemento CoCrMo CoCrWNi CoNiCrMo CoNiCrMoWFe
(F75) (F90) (F562) (F563)

Min. Max. Min. Max. Min. Max. Min. Max.

Cr 27.0 30.0 19.0 21.0 19.0 21.0 18.0 22.0
Mo 5.0 7.0 — — 9.0 10.5 3.0 4.0

Ni — 2.5 9.0 11.0 33.0 37.0 15.00 25.00
Fe — 0.75 — 3.0 — 1.0 4.0 6.0
C — 0.35 0.05 0.15 — 0.025 — 0.05
Si — 1.0 — 1.0 — 0.15 — 0.5
Mn = 1.0 2.0 = 0.15 = 1.0
W = — 14.0 16.0 = 3.0 4.0
P — — — — — 0.015 — —

S — — — — — 0.010 — 0.010
Ti — — — — — 1.0 0.5 3.5
Co — — — Hasta el total — — — —

Tabla 8. Caracteristicas quimicas de las cuatro aleaciones Cr-Co.

Los dos principales elementos de dichas aleaciones, Co y Cr forman una solucién solida de 65% Co-35%
Cr. El Mo se anade para obtener un tamafio de grano mas fino. Estas aleaciones poseen un pobre
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comportamiento a friccién, tanto consigo mismo como con otros materiales. Es por ello que las
cabezas articulares de proétesis de Co-Cr, no se hacen jamds del mismo material, utilizdndose en
general cabezas ceramicas. Las aleaciones forjadas tienen tanto mayor ductilidad como mayor
resistencia a la traccién, no estando claro si existen ventajas en cuanto al comportamiento a fatiga de
destacar que el médulo elastico de dichas aleaciones esta entre 220y 235 Cpa, es decir entre un 10% y
un 15% superior al de los aceros inoxidables y el doble del correspondiente al Ti y sus aleaciones. Los
modos de transferencia de carga desde la prétesis al hueso, seran pues distintos en cada caso.

Las aleaciones de Cr-Co se conocen comercialmente por los nombres Stellite, Vitallium, Vinertia y
otros, segun los fabricantes. Para la fabricacidn de implantes con estas aleaciones se emplea el moldeo
y la forja, y no las técnicas tradicionales de mecanizado, pues endurecen rapidamente por la acritud
gue se produce ya en las primeras operaciones de la maquina, haciendo muy dificil su trabajo.

Existen basicamente dos tipos de aleaciones de Cr-Co, la aleacién Co-Cr-Mo que normalmente se
utiliza para hacer piezas por fusién o moldeo a la cera perdida y la aleacion Co-Ni-Cr-Mo que
habitualmente es usada para hacer piezas por forja.

La aleacion moldeable (Co-Cr-Mo) se ha utilizado durante décadas en usos dentales y, recientemente,
en la fabricacion de prdtesis articulares. Y la aleacién de forja se utiliza para casos donde las
solicitaciones mecanicas son elevadas, como ocurre en los vastagos de las protesis de rodilla y cadera.
Ademas de las dos aleaciones mencionadas, existen otras dos aleadas con Fe y W, que son raramente
utilizadas en la fabricacion de implantes.

La aleacién de CoNiCrMo tiene una elevada resistencia a la corrosién en medio salino bajo la accién de
cargas. Las propiedades de desgaste abrasivo de esta aleacidn son parecidas a la del CrCoMo pero, sin
embargo, no son recomendables para el uso en implantes en los que puedan existir zonas de contacto,
debido a sus bajas propiedades friccionales, tanto consigo mismo como con otros materiales, ya sean
metalicos o poliméricos. Por otra parte, son altamente recomendables para aplicaciones que requieran
una larga vida en servicio sin fracturas y sin pérdidas de resistencia debido a la fatiga. Las propiedades
mecanicas de las aleaciones Cr-Co se muestran a continuacion:

| PROPIEDADES MECANICAS DE LAS ALEACIONES Cr-Co -

PROPIEDADES Fundicidn Forja Forja
CoCrMo  CoCrWNi CoNiCrMo (F562)
(F75) (F90) Tratado en frio

Resistencia a traccion (MPa) 655 860 1793 min.
Limite de fluencia (0.2% offset) (MPa) 450 310 1585
Alargamiento (%) 8 10 8.0
Reduccidn de area (%) 8 35.0
Resistencia a fatiga (MPa) 310

Tabla 9. Propiedades mecanicas de las aleaciones Cr-Co.
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2.3.4.3. Otros metales.

Otros metales se han utilizado también en la fabricaciéon de implantes. Se ha demostrado que el
tantalio (Ta) es altamente biocompatible, sin embargo, debido a sus pobres propiedades mecanicasy a
su alta densidad (16.6) g/cm? su utilizacion estd muy limitada a suturas en cirugia plastica y
neurocirugia.

El platino y otros metales nobles de su grupo son extremadamente resistentes a la corrosidn, aunque
tienen muy pobres propiedades mecdnicas. Es por ello que sélo se utilizan solos o aleados para
producir electrodos tales como las puntas de un marcapasos, debido a si mismo a sus propiedades
eléctricas. El oro y la plata aunque también muy resistentes a la corrosion tienen asi mismo muy
pobres propiedades mecanicas, lo que les hace de poco interés como materiales implantables.

2.3.4.4. Inconvenientes de los implantes metalicos.

En la actualidad, para todas aquellas aplicaciones clinicas que requieran soportar cargas altas, se estan
utilizando implantes, en su mayoria metalicos, lo que origina problemas importantes debido a la gran
diferencia de propiedades mecanicas entre el implante artificial y el hueso natural, lo que da lugar a
rupturas.

La imposibilidad de regenerar el hueso natural y la presencia de iones que, procediendo del implante
artificial, son uno de los principales problemas por el dolor que causan en la zona implantada, ademas
de la posibilidad de que los componentes metalicos puedan ser tdxicos o perjudiciales para el ser
humano.

Una alternativa, para paliar en parte estos problemas mientras no se logre un material similar al hueso
es recubrir el implante metdlico con ceramicas. Esto se estd realizando tanto en implantes dentales
como en prétesis de cadera, aunque el camino que hay que recorrer es todavia muy largo para
mejorar estos productos. El proceso de recubrimiento de un metal por una cerdmica es complejo y
existen muchos métodos para realizarlo. De él depende, en gran parte, el éxito clinico, ya que la
calidad y la duraciéon de la fijacidn en la interfaz dependen en gran medida de la pureza, tamafio de
particula, composicién quimica del recubrimiento, espesor de la capa y caracteristicas superficiales del
sustrato.

2.3.5. Implantes ceramicos.

El uso de materiales ceramicos es bien conocido en odontologia, pero su uso en otro tipo de implantes
médicos es relativamente nuevo. La principal ventaja de las cerdmicas en comparacién con otros
materiales es que tienen una muy baja reactividad quimica lo cual les hace inertes y por lo
tanto biocompatiblesen el cuerpo humano. Los implantes de carbono se han demostrado
especialmente convenientes como intercara con la sangre, como en el caso de valvulas cardiacas.
Asimismo, son utilizados cementos éseos basados en fosfatos de calcio como la hidroxiapatita que
tiene el contenido mineral del hueso para relleno de cavidades.
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Aunque no se van a explicar detalladamente, es conveniente tener un concepto sobre los
biomateriales mds usados en la rama de las ceramicas. En nuestro proyecto solo se llevan a estudio los
implantes metalicos, principalmente aleaciones de titanio.

Como resumen cabe destacar los cuatro tipos principales de ceramicas mas utilizadas para implantes y
tratamientos de adhesion al cuerpo humano, son: el carbono, el éxido de aluminio, hidroxiapatita y
algunas ceramicas policristalinas.

2.3.6. Implantes poliméricos y compuestos.

Las posibilidades que ofrecen los polimeros para ser implantados en el cuerpo humano son muy
grandes debido al hecho que pueden fabricarse facilmente en formas muy distintas tales como fibras,
tejidos, peliculas y bloques de diferentes tamafios y formas. Cabe destacar que en realidad los
constituyentes de los tejidos naturales no son mas que estructuras poliméricas, y por consiguiente los
polimeros sintéticos poseen un buen niumero de similitudes con aquellas.

Sus usos van desde cementos dseos acrilicos, sustitutos de venas o arterias, fibras de sujecién de
drganos, hilos de suturas, etc. Cabe destacar los materiales compuestos, que son combinaciones de los
otros tres tipos de materiales que han sido citados (metalicos, ceramicos y/o polimeros). Estos
materiales pueden combinar las propiedades mds adecuadas de los diferentes materiales, caben
destacar de esta familia, las fibras de carbono, compuestos cerdmica-polimero para sistema de
obturacion en odontologia o materiales compuestos de fibra de vidrio para su aplicacién en placas de
osteosintesis.

2.4. Respuesta bioldgica ante los materiales implantados.

La compatibilidad entre un implante y el organismo humano puede plantearse en dos sentidos
diferentes: el efecto que sobre el implante tiene el hallarse ubicado en un medio bioldgico (corrosién)
y la respuesta que este implante produce sobre este medio bioldgico. Habiéndonos ocupado del
primer aspecto en la biocompatibilidad, vamos a centrarnos en el segundo.

Desgraciadamente, los conocimientos actuales sobre esta materia son bastante reducidos,
permaneciendo pobremente explicado alguno de los problemas vinculados a la misma.

Para abordar su estudio vamos a considerar, primero, la respuesta biolégica de los tejidos ante un
material implantado, analizando, seguidamente, las técnicas de que dispone el ingeniero biomecanico
para predecir esta respuesta.

2.4.1. Respuesta de los tejidos ante un implante.

La respuesta bioldgica de los tejidos ante los materiales implantables no sélo ha sido estudiada a la
busca de materiales inertes, sino con intencidn de encontrar materiales capaces de inducir efectos
deseables.

Cuando un material extrafo al organismo es implantado en un animal o en un individuo humano, los
tejidos que lo rodea inician una accidn destinada a aislarlo, mediante la formacién de una capa fibrosa,
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cuyo espesor es proporcional a la cantidad y toxicidad de productos provenientes de la corrosién del
cuerpo extrafio, asi como al movimiento que pueda existir entre éste y los tejidos adyacentes.

Efectivamente, cuando el implante ofrece una gran estabilidad quimica y permanece, totalmente
inmovil, la capa fibrosa se ve reducida a una pelicula de espesor comparable al diametro celular. Por el
contrario, cuando la acumulacién de los productos de la corrosidon es nociva para las células en
contacto intimo con el implante, éstas pueden morir liberando enzimas digestivas capaces de
provocar, igualmente, la destruccién de los tejidos colindantes.

La primera dificultad con que nos encontramos cuando deseamos estudiar la respuesta de los tejidos
ante un material implantado, es que, para ello, ha de intervenirse quirdrgicamente, por lo que se
provocaran cambios ineludibles en la conducta de los tejidos.

En este sentido, conviene que revisemos las variaciones tisulares que tienen lugar durante la curacién
de una herida, de manera que podamos analizar la evolucién normal de los tejidos y realizar
comparaciones sobre la base de esta evolucién.

2.4.2. La osteosintesis.

Cuando hablamos de las caracteristicas mecanicas en Traumatologia, estamos hablando
fundamentalmente de osteosintesis. Dentro de la osteosintesis, tenemos tres tipos bien diferenciados:

= Rigida. No permite ningun tipo de movimiento entre los fragmentos sintetizados.

= Flexible o elastica. Opuesta a la anterior, con movilidad en cualquier direccion del espacio.

= Dindmica. Combinacion de las dos precedentes. Permite micromovimientos pero sdlo en una
direccion, provocando una compresion entre los fragmentos.

Se ha de tener claro que el hueso es un material viscoelastico, de fibras coldgenas y mineral dseo, que
sirve como estructura de soporte para la transmision de las cargas. Con la osteosintesis trataremos de
reconstruir las tres caracteristicas.

2.4.3. La osteointegracion.

La osteointegracion se define como un anclaje directo al hueso a un cuerpo implantado que puede
proporcionar una base de soporte para una protesis y posee la capacidad de transmitir fuerzas
oclusales directamente al hueso [68]. Esto significa que el implante debe realizarse con material inerte
para permanecer en contacto directo con el tejido dseo, sin la interposicidn de tejido blando.

El término osteointegracién [69] consta de «os», que significa “hueso” en latin, y de “integracion”,
palabra derivada de la misma lengua que significa “estar combinado en un todo completo”. El
concepto de osteointegracion fue desarrollado, y en su término acufiado, por el doctor Per-Ingvar
Branemark, profesor en el Instituto de Biotecnologia Aplicada de la Universidad de Goteborg, Suecia.
Descubrié un anclaje dseo directo y fuerte de una camara de titanio que estaba utilizando mientras
estudiaba la microcirculacién en mecanismos de reparacion ésea.
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La cdmara de titanio fue introducida quirdrgicamente en la tibia de un conejo. Gracias a la informacién
adicional que reunié en este estudio, descubrié que el titanio era el mejor material para el reemplazo
artificial de la raiz. En las siguientes ilustracionesiError! No se encuentra el origen de la referencia.
emos la seccidon anatémica y los componentes que forman parte de su sistema de protesis
independiente, respectivamente.

llustracion 17. Seccién anatdmica de una pratesis independiente apoyada por implantes sistema Branemark.

Ya hace mas de 30 afios que se reconocid que si un material con una superficie porosa era situado en
contacto con el hueso, entonces, bajo las adecuadas circunstancias, el hueso podia crecer dentro de la
superficie para producir un enlace a través de un encaje mecanico.

La mayoria de las protesis se adhieren al hueso mediante el uso de un cemento acrilico. Este tipo de
protesis mas actuales aprovechan que el crecimiento del hueso para que pueda penetrar en
superficies porosas y obtener una osteointegracidon adecuada. Es decir que se fabrica una protesis con
recubrimiento poroso o rugoso, al que el hueso se une porque penetra el recubrimiento y queda unido
a él. Este tipo de protesis es el mds adecuado para pacientes jovenes o de vida activa.

2.4.3.1. Esfuerzosy cargas.

El hueso estd sometido a un proceso de remodelacidn permanente, que aporta tejido alli donde se
necesita y lo retira de donde no, si por un esfuerzo excesivo sufre algin dafio, el propio cuerpo
procede a repararlo. En los metales no ocurre esto. Si se produce una fisura en la protesis, el cuerpo
no va a poder repararla y la fisura seguira creciendo hasta la rotura de la protesis. De alli que para las
protesis sea necesario usar metales de alta resistencia, pero también deben cumplir otra condicién y
es que sean compatibles, se habla de biocompatibilidad, con los tejidos del organismo.

Se debe pensar que en estas protesis, los esfuerzos en actividades normales, caminar o subir escaleras,
supera cuatro veces el peso corporal del individuo implantado y en algunos casos 10 veces (por
ejemplo ante un tropezoén). Quiere decir que los esfuerzos sobre la protesis en una persona de 80 Kg
pueden llegar a 800 Kg. Es por este motivo que personas que superen un cierto peso no pueden
colocarse protesis de cadera de ningun tipo ya que durarian poco tiempo.
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2.4.3.2. Efectos nocivos.

Los liquidos del organismo son muy corrosivos y la corrosién del implante presenta dos
inconvenientes, el primero es que esa corrosion debilita la pieza y el segundo es que el metal disuelto
puede ser perjudicial para el organismo. Asi, por ejemplo, se considera que el niquel es cancerigeno.
Los materiales que resisten la corrosién, mas usados en protesis, son las aleaciones de cobalto-cromo-
molibdeno y las de titanio-aluminio-vanadio. Los aceros inoxidables fueron usados en las primeras
protesis de cadera, pero actualmente su uso se encuentra muy restringido en los paises del primer
mundo, debido a que se corroen mas que las aleaciones de cobalto o de titanio y a su contenido de
niquel.

El titanio comercialmente puro posee una capa de 6xido especifica que no debe entrar en contacto
con otras superficies del metal. Dicha capa consta de TiO, Tio,, Ti,03, Tiz0,4, y puede atraer y rodear
bimoléculas. La capa de éxido se contamina cuando entra en contacto con un metal distinto, proteina
o lipido. El drea contaminada cambia la composicidn de la capa de dxido y a eso le sigue una reaccién
inflamatoria que tiene como resultado una formacién de tejido de granulacién, similar al proceso de
organizacién. Hay bastantes estudios que indican que la biocompatibilidad general de la aleacidn
Ti6Al4V es equivalente a la del metal comercialmente puro.

En vista de posibles diferencias entre esta aleacién y el metal puro, y la atribucién de estas diferencias
al aluminio y al vanadio, muchos grupos de investigacion han desarrollado aleaciones alternativas,
como la Ti6AI7Nb, siendo ésta una de las razones por las que se ha considerado esta aleacién en esta
Tesis.

2.4.3.3. Factores clave para la osteointegracion.

El primero de los factores clave para una osteointegracion exitosa, hace referencia a las caracteristicas
del material.

La fijacion Branemark esta hecha de Titanio comercialmente puro, que consta de de 99.5% Ti, 0.5% Fe,
0.03% N, 0.01% C y otros en una cantidad de 0.06%. Cuando la fijacidon de Ti entra en contacto con la
atmosfera, se forma inmediatamente una capa de dxido de grosor 50-100 A. Y cuando la fijacién al
hueso ha sanado adecuadamente, la capa de dxido se rodea de una capa de glicoproteina y, después,
de una capa calcificada de un grosor aproximado de A.

Antes de insertar la fijacion en el hueso, como se muestra en la figura, la superficie de fijacién de Ti
debe mantenerse esterilizada y evitarse estrictamente todo contacto con otro metal o sustancia
proteinica.
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llustracién 18. Componentes del sistema Branemark.

En la figura, se observan los componentes del sistema Branemark, de abajo arriba tenemos: fijacion,
gue es el componente fijado quirdrgicamente a la mandibula; el tornillo de cobertura, que se enrosca
en la parte superior de la fijacidon para evitar el crecimiento hacia debajo del tejido blando y dura
dentro de la parte interna roscada; el pilar, que es el componente que se conecta a través de la
mucosa, utilizando el tornillo de fijacién que es el que aparece a continuacién; el cilindro de oro, parte
integrante de la prdtesis final, se conecta al pilar con el tornillo de oro.

El segundo factor se refiere al disefio de la fijacién. Este tiene una superficie roscada y se inserta en el
emplazamiento dseo preparado, que también posee la misma superficie.

Las roscas crean un area de superficie mayor, pero también ayudan a equilibrar la distribuciéon de
fuerzas alrededor del tejido dseo. Un encaje de precision en el hueso vital es un elemento
fundamental para la osteointegracion.

El tercer factor se refiere a la prevencién de la generacion excesiva de calor durante los
procedimientos de taladrado del hueso.

Este no deberia calentarse por encima de los 432 C para mantener su vitalidad, ya que al superar esta
temperatura, la fosfatasa alcalina comienza a descomponerse; una generacién ideal de calor no
deberia sobrepasar los 392 C.

Un cuarto factor hace referencia a la necesidad de mantener las fijaciones dentro del hueso, sin
fuerzas oclusales ni cargas encima de las fijaciones.
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2.4.4. Interfase hueso-implante: Biologia del hueso.

Antes de discutir la teoria de la osteointegracidn, es esencial la comprensidn exhaustiva de la biologia
basica del hueso. Este se clasifica como hueso compacto (hueso cortical) o hueso esponjoso (hueso
canceloso).

El primero consta de ldminas o capas de células y de una matriz formada por componentes organicos e
inorganicos. Las células presentes se denominan osteocitos; estdn situadas en lagunas y tienen
procesos celulares para la difusidon de nutrientes dentro de pequefios canales o canaliculos.

El componente de matriz u osteoide® representa, aproximadamente, un 40% de peso y esta formado
por colageno del tipo |, glicosaminoglicanos y proteina adhesiva, osteonectina.

El componente inorganico constituye, aproximadamente también, un 40% del peso y consta de
hidroxiapatita, el cristal apatito de calcio y fosfato.

El hueso compacto tiene ldminas circunferenciales exteriores e interiores, laminas haversianas y
laminas intersticiales, que contribuyen a la dureza y densidad de este hueso.

El hueso compacto estd cubierto de periostio y posee fibras de coldgeno, osteoblastos® y
osteoclastos™ [69] [707]. El periostio'! esta fuertemente unido a la superficie del hueso con fibras de
Sharpey y sirve de protecciéon para el mismo.

Los osteoblastos y osteoclastos de periostio participan en el remodelado, la resorcién y la aposicién
del hueso. En el interior del hueso compacto, el hueso esponjoso tiene una red tridimensional
denominada trabéculas dseas. La arquitectura del hueso esponjoso es cavernosa y menos densa, de
modo que la dureza es menor cuando se compara con el hueso compacto.

La configuracién de las trabéculas dseas crea una gran area de superficie destinada a la abundancia de
osteoblastos y osteoclastos, los cuales estdn asociados a la formacion y resorcién ésea. Grandes vasos
sanguineos atraviesan las trabéculas dseas.

El hueso esponjoso, de menor densidad y dureza, no es una base estable para la fijacion primaria.
Unicamente el hueso compacto puede proporcionar una base estable para dicha fijacion.

En la siguiente figura, se observa la estructura del hueso. El hueso cortical tiene un sistema haversiano
intrincado y una estructura mas dura en comparaciéon con el hueso esponjoso, cuya estructura es
porosa.

8 Conjunto de osteoblasto, osteocito y matriz orgdnica ain no mineralizada.

% Células del hueso, sintetizadoras del tejido 6seo.

19 células multinucleadas que degradan y resorben hueso. Asi como el osteoblasto, es implicado en Ia
remodelacién de hueso natural.

" peri = alrededor, y osteo = hueso. Membrana de tejido conectivo muy vascularizada, fibrosa y resistente, que
cubre al hueso por su superficie externa.
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llustracidn 19. Estructura del hueso.

Cuando la sanacion del hueso progresa bien, las células dseas presentes en el hueso esponjoso, forma
un hueso de alta densidad a lo largo de la superficie de fijacidn, proceso al que nos referimos como
osteointegracion.

En la siguiente figura, se observa una representaciéon del emplazamiento de un implante de tornillo
roscado en un hueso trabecular.

llustracidn 20. Representacion del emplazamiento de un implante de tornillo roscado en un hueso trabecular.

Aqui, el hueso trabecular ha sido danado debido a la preparacién del lugar para el implante lo cual le
proporcionard un pequefio soporte.

2.4.4.1. Remodelacion del hueso.

La osteointegracién requiere de la formacion del hueso nuevo alrededor de la fijacidn, un proceso que
resulta de la remodelacién en el interior del tejido éseo.

En el hueso esponjoso, con abundancia de osteoblastos y osteoclastos disponibles, la remodelacién
tiene lugar en las superficies de las trabéculas dseas.

Las fuerzas oclusales aplicadas al hueso esponjoso actian como estimulo para el drea de recipiente.
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Esta estimulacién hace que las células dseas se diferencien de los osteoclastos que participan en la
resorcion®? del hueso, mientras que el mismo estimulo hace que las células osteoprogenitoras se
diferencien en los osteoblastos que participan en la formacién de hueso.

2.4.4.2. Interfase hueso-implante.

La osteointegracion fue definida por la Academia Americana de Odontologia de Implantes en 1986
como “contacto que se establece sin interfase de tejido no éseo entre el hueso remodelado normal y
un implante que ocasiona una transferencia sostenida y la distribucién de la carga desde el implante
hacia dentro del tejido 6seo”.

Haciendo notar que el Titanio es excepcionalmente resistente a la corrosién en los tejidos y que la
respuesta del tejido es usualmente minima, el grupo Branemark estudié la respuesta del hueso al
Titanio en espera de que se pudiera conseguir una aposicion directa del hueso.

Existen dos teorias basicas en lo que se refiere a la interfase hueso-implante: una es la de integracién
fibro-6sea, apoyada por Linkow, James y Weis, y la otra teoria es la osteointegracion, apoyada por
Branemark [71].

La integracion fibrodsea hace referencia al tejido conectivo formado por fibras de coldgeno bien
organizadas, presentes entre el implante y el hueso. En esta teoria, las fibras de colageno funcionan de
manera similar a las fibras de Sharpey™ en la denticidn natural. Las fibras afectan a la remodelacion del
hueso, donde se crea una tensidn bajo condiciones éptimas de carga. Las fibras de coldgeno situadas
alrededor del implante estan dispuestas de manera distinta a las fibras de los ligamentos
periodontales de los dientes naturales. Dichas fibras estan dispuestas de manera irregular, paralelas al
cuerpo del implante.

Cuando aplicamos fuerzas, éstas no se transmiten a través de las fibras como ocurre en la denticidon
natural.

No hay fibras de Sharpey presentes entre el hueso y el implante, por lo que resulta dificil transmitir las
cargas. Por tanto, no podemos esperar que en la fibrointegracién se produzca una remodelacion del
hueso.

El tejido conectivo fibroso se interpone entre el implante y el hueso; dicho tejido no actia como
absorbente de choques ni tampoco se parece al ligamento periodontal.

Este tejido conectivo no mineralizado es el resultado de una inflamacién local con tendencia a
proliferar, aumentando gradualmente la movilidad del implante [72].

Hay abundancia de evidencias que indican que, bajo las condiciones apropiadas, se puede conseguir
una buena aposicidn del hueso-implante con una adecuada estabilidad. Como se observa en la
siguiente figura.

12 Desaparicidn total o parcial del tejido dseo.
13 . . . . .

Cada uno de los numerosos haces de fibras de colageno del ligamento periodontal que se introducen en el
cemento durante su formacién.
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llustracién 21. Dibujo esquematico de la fibrointegracion.

La interfase de hueso a implante no tiene tejido fibroso interpuesto, es un contacto directo entre el
hueso y el implante.

Se forma hueso cortical alrededor de la superficie del implante; dicha formacién se equilibra con las
fuerzas oclusales.

Por ejemplo, Johansson y Albrektsson realizaron en 1987 un estudio sobre la respuesta del hueso a
implantes de Titanio injertados en el hueso de un conejo.

Al nivel de resolucién del microscopio éptico, la cantidad de hueso presente en la interfase se
incremento pasado un afio de la post implantacidn, con un recubrimiento éseo aproximado del 85% de
la interfase. El par necesario para extraerlo se incrementé durante este periodo.

llustracion 22. Dibujo esquematico de la osteointegracion.

Estudios clinicos, en los cuales los implantes dentales han sido evaluados durante su uso vy
recuperacion, indican que un alto grado de contacto hueso-metal es conseguido también en los
humanos™.

En la primera discusidn del concepto de osteointegracion, se dijo que el titanio es un material especial
gue es capaz de facilitar el enlace con el hueso, donde las caracteristicas especificas de la capa de
oxido superficial fueron conducentes para la adsorcion de glicoproteinas en la superficie y la
subsiguiente mineralizacién de esta capa.

b Johansson, 1991.
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Por tanto, con un implante de titanio, injertado cuidadosamente en el hueso, se formard un nuevo
hueso para cubrir la mayor parte de la interfase hueso-implante, sin la intervencion de una capa de
tejido blando; las caracteristicas no irritantes e inertes del titanio proporcionan las bases para esta
reaccion.

Sefialar, que entre otros factores que afectan a una osteointegracidn exitosa, se incluye la
contaminacién de la capa de dxido del implante, y como ya se comentd anteriormente, el mal control
de la temperatura durante los procedimientos de taladrado.

La contaminacién de la capa de dxido puede inhibir la osteointegracion. El titanio comercialmente
puro posee una capa de oxido especifica que no debe entrar en contacto con otras superficies de
metal. Dicha capa consta de TiO, TiO,, Ti,03, Ti304, y puede atraer y rodear bimoléculas (Kasemo). La
capa de o6xido se contamina cuando entra en contacto con un metal distinto, proteina o lipido
(Kasemo, Lausmaa). El area contaminada cambia la composicién de la capa de éxido, y a eso le sigue
una reaccion inflamatoria que tiene como resultado una formacion de tejido de granulacion, similar al
proceso de organizacidon, como se observa en la siguiente figura. La situacién con las aleaciones de
titanio es interesante.

llustracion 23. Microfotografia realizada con microscopio electrénico de barrido de mini implantes retirados del fémur de
una rata, mostrando la aposicion de hueso sobre la superficie del implante.

Hay bastantes estudios que indican que la biocompatibilidad general de la aleacion Ti6Al4V es
equivalente a la del metal comercialmente puro.

El grupo Branemark ha mantenido consistentemente la opinion de que la respuesta del hueso a la
aleacidn es inferior que al metal puro.

2.4.4.3. Superficies porosas.

Ya hace mas de 30 afios que se reconocid que si un material con una superficie porosa era situado en
contacto con hueso, entonces, bajo las adecuadas circunstancias, el hueso podia crecer dentro de la
superficie para producir un enlace a través de un encaje mecanico.

También quedd fuera de duda, en las primeras etapas, que este proceso podria ser logrado ya sea con
metales, cerdmicas o polimeros y que los criterios fundamentales para el crecimiento dseo dentro del
material eran las caracteristicas geométricas de esta porosidad. Si el material en cuestién no era
claramente degradable y citotdxico, podria esperarse crecimiento éseo hacia dentro del material, si las



Generalidades: Modelo Animal y Fundamentos sobre los Biomateriales y la Biocompatibilidad

porosidades (es decir, la minima interconexion entre los poros) eran del orden de las 100 um o por
encima.

Para porosidades comprendidas entre los 50 y los 100 um se producia el crecimiento de tejido
oseoide, tejido parcialmente mineralizado, pero no estructuralmente en forma de hueso, mientras que
para menores tamafios de poro, sélo se formaria tejido blando.

En orden a conseguir la estabilidad, no es necesario tener crecimiento de hueso dentro de la totalidad
de la estructura porosa, ya que la resistencia de adhesion se derivara de la resistencia del trabéculo
gue entra en la primera capa de porosidad, y efectivamente el efecto de debilitamiento general de la
porosidad sobre el substrato sugiere que una capa porosa de entre 200-500 um puede ser suficiente
para optimizar su funcionamiento.

Bajo estas condiciones, y con un tamafio de poro en el rango de los 50-300 um, se puede conseguir un
maximo de resistencia a la cortadura en la interfase dentro de las siguientes 12 semanas.

El método de produccion de la capa porosa es ciertamente importante, pero no parece tener
influencia de por si en el crecimiento dseo sobre la superficie porosa.

El sinterizado de alta temperatura de particulas metalicas, alambres vy fibras, ha sido utilizado para
conseguir recubrimientos porosos en las superficies, ocasionando wuna estructura porosa
interconectada y tridimensional regular con una porosidad de hasta el 50%.

Muchos sistemas de implantes dentales emplean actualmente superficies porosas y la deposicién por
plasma de titanio es claramente la favorita.

llustracion 24. Microfotografias de la superficie de Ti Cp que ha recibido diferentes tratamientos.
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En la figura, se muestran las microfotografias de la superficie de Ti comercialmente puro que ha
recibido diferentes tratamientos. Ay B corresponden a un tratamiento de deposicién por plasma; Cy D
corresponden a un “chorreado” con particulas; E y F es la superficie obtenida con un chorreado y un
doble ataque acido; G y H se corresponden a un doble ataque acido y por ultimo la | y la J representan
la superficie para el Ti cp maquinado (torneado). Anchura del campo para (A, C, E, G, 1): 234 um; (B, D,
F,H,J): 58 mm.

Existe poco interés en los polimeros porosos debido a sus limitadas propiedades mecanicas. Mas
recientemente, ha surgido un considerable interés en las técnicas de deposicidn por plasma.

Las dos técnicas comentadas, sinterizado y deposicidn por plasma, dan como resultado capas que van
desde los 500 a los 100 um de espesor, pero las técnicas por plasma presentan mayores dificultades de
control y no conduce a una porosidad interconectada regular.

Las dos técnicas comentadas, sinterizado y deposicidn por plasma, dan como resultado capas que van
desde los 500 a los 100 um de espesor, pero las técnicas por plasma presentan mayores dificultades de
control y no conduce a una porosidad interconectada regular.

Cualquiera que haya sigo la técnica empleada, se ha de prestar especial atencién a la integridad de la
capa porosa y cualquier debilitamiento particula-particula o en las interfaces capa porosa-substrato,
gue pueden poner seriamente en peligro la integridad del dispositivo.

También hay que prestar atencién al posible incremento en la corrosién de las superficies porosas,
debido tanto al incremento del drea superficial como a los efectos de corrosién en hendiduras.
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CAPITULO

El Titanio como Biomaterial

3.1. Generalidades sobre el titanio.

El titanio es un elemento que se puede encontrar en cualquier punto del universo. Ha sido detectado
en las estrellas, en el polvo interestelar, en meteoritos y en la corteza terrestre. Es el noveno elemento
mas abundante de la Tierra, con un 0.8% en peso, estando presente en numerosas rocas igneas. Los
minerales que muestran una mayor concentracion de este metal son el rutilo (TiO,) y la ilmenita
(FeTiOs).

La tecnologia moderna se ve atraida por sus propiedades: soporta los mas diversos agentes corrosivos,
elevadas presiones, mayores temperaturas que muchos otros metales, y su peso es reducido (45%
menos que el acero). Por ello no es de extrafiar que sea una de las mas cotizadas materias primas [73]
[74][75] [76] [77].

El titanio fue descubierto por el sacerdote y mineralogista inglés William Gregor en 1791. De la
ilmenita procedente de unas arenas negras hallé el 6xido del nuevo metal. En 1795 un cientifico
aleman descubrié el mismo elemento del rutilo, dandole el nombre de titanio.

En 1937 el doctor Wilhem Kroll, en asociacidon con Siemens y Helske, desarrollé un proceso para la
obtencién de titanio consistente en la reduccidon del compuesto tetracloruro de titanio con magnesio
molido, en una atmdsfera de argdn para evitar la oxidacién. Este fue el primer proceso que permitio la
obtencién de cantidades apreciables de titanio puro, y se sigue utilizando mayoritariamente en la
actualidad.

Los pasos a seguir para su obtencién son:
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Cloracion del mineral para conseguir tetracloruro de titanio (TiCl,).

2. Reduccion de TiCl, para conseguir Ti metdlico (proceso Kroll), en forma de piedritas
esponjosas.

3. Purificacién de estas piedras para quitar los productos de reduccion.

4. Separacion granulométrica.

Las impurezas resultantes en la obtencion del titanio basicamente son: 0.13% de magnesio, 0.11% de
oxigeno, 0.2% de hierro, 0.087% de carbono y 0.04% de nitrégeno.

Las posibilidades que ofrece el titanio no fueron conocidas hasta el 1943. Durante la Il Guerra Mundial,
la Oficina alemana de minas comenzé a entrever las potencialidades del titanio. Una vez acabada la
guerra, y con el doctor Kroll como miembro de dicho organismo, publicé el primer gran informe sobre
el metal, titulado “Metallic Titanium and its Alloys” [78], en el que se indicaban las interesantes
propiedades del metal.

3.2. Propiedades del titanio.

Sus caracteristicas de poco peso y gran solidez lo hacen especialmente apto para la construccion
aeroespacial. Todas las piezas de aviones y de satélites sometidas a condiciones extremas, se fabrican
en Titanio.

La posibilidad de combinarlo con otros metales, permite obtener una amplia gama de aleaciones con
un fantastico espectro de caracteristicas, cada una con caracteristicas excepcionales propias. Algunas
de estas aleaciones son las que se utilizan en la parte exterior de cohetes y aviones supersdnicos,
sometidas a grandes esfuerzos a elevadas temperaturas. Otras se utilizan para la construccidn de
proyectiles capaces de perforar blindajes.

Otra propiedad ampliamente explotada es su gran resistencia a los mas diversos agentes quimicos.
Resiste la accidon de acidos sumamente agresivos (salvo los acidos clorhidrico y fluorhidrico) que
destruyen rapidamente a otros metales como el acero inoxidable. Se utiliza ampliamente en la
industria quimica y petroquimica, como también en la construccidn de partes expuestas al agua salina,
tales como piezas de barcos y plantas industriales costeras.

Su compatibilidad con los tejidos organicos lo colocan al nivel de los metales nobles en lo que respecta
a sus aplicaciones en tejidos organicos. Muchos elementos de caracteristicas hipoalergénicas se
construyen de titanio.

Sus propiedades de osteointegracion lo hacen especialmente apto para la obtencion de implantes
osteointegrados, tales como los dentales, clavos que se fijan para la reconstruccién de huesos
fracturados y proétesis dseas.

3.2.1. Propiedades fisicas.

El titanio natural es un elemento comun en la corteza terrestre. Es un elemento de transicidon, como el
hierro, con una estructura electrdnica:

1s% 2s°, 2p°, 3s%, 3p°, 3d?, 4s’
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La cual es caracteristica de este grupo de elementos, con su capa “d” incompleta. Dicha estructura
electrénica permite que el titanio forme soluciones sdélidas con muchos elementos sustitucionales.
Esto propicia los tratamientos térmicos con transformacidn parcial.

Desde un primer momento se ha considerado como un metal liviano (4,5 g/cm?), que pesa un 45%
menos que el acero (7,8 g/cm?) y solo el 60% mas que el aluminio (2,7 g/cm?>).

Su relacién resistencia-peso hace que las aleaciones a base de titanio sean superiores a todos los
metales y aleaciones de ingenieria en un rango de temperaturas de -253° C a 594° C. Esta ventaja va
acompanada por una excelente tenacidad, resistencia a la fatiga y resistencia a la corrosion.

Entre sus propiedades fisicas cabe destacar su alto punto de fusidon (capaz de trabajar a altas
temperaturas), baja conductividad térmica y bajos coeficientes de conductividad térmica y eléctrica.
Las propiedades fisico-quimicas del titanio se resumen en la siguiente tabla. La tecnologia moderna se
ve atraida por sus propiedades, por ello no es de extrafar que sea una de las mas cotizadas materias
primas [79].

Nombre Titanio
Numero atémico 22
Valencia 2,3,4

Estado de oxidacion +4
Electronegatividad 1,5

Radio covalente (A) 1,36

Radio iénico (A) 0,68

Radio atémico (A) 1,47
Configuracidn electrénica [Ar]3d*4s?
Primer potencial de ionizacion (eV) 6,89

Masa atémica (g/mol) 47,90
Densidad (g/ml) 4,51

Punto de ebullicion (2C) 3260

Punto de fusion (2C) 1668
Conductividad eléctrica 2,6 10°W'm™
Conductividad térmica 21,9 Wm™K™ (a 300 K)
Calor especifico 0,523 Jg'K™ (a 300 K)

Tabla 10. Propiedades fisico-quimicas del Titanio.

El titanio sufre una transformacidn alotrépica a temperatura ambiente y presenta una estructura
hexagonal compacta (llamada fase a), mientras que por encima de los 882 2C dicha estructura se
convierte en una cubica centrada en el cuerpo (llamada fase B). Esto permite que se puedan realizar
tratamientos térmicos con transformacion total [80].
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El titanio es un mal conductor de la electricidad. Es treinta veces peor conductor que el cobre y diez
veces peor conductor que el aluminio. Por eso no es usado en el transporte de electricidad. Respecto a
sus propiedades magnéticas, el titanio puede ser clasificado como paramagnético, implicando una
ligera atraccion por un campo magnético.

3.2.1.1. Resistencia a la temperatura.

El limite superior de temperatura para servicios prolongados en aire caliente es de alrededor de 538°C.
En aplicaciones por periodos cortos, tales como las paredes de fuego que revisten los motores a chorro
de aviones y helicdpteros, se consideran que el titanio es utilizable hasta temperaturas de 1100 2C. El
limite inferior conocido del titanio es de -253 °C, la temperatura del hidrégeno liquido.

En este punto deben especificarse los grados ELI (Ti-6Al-4V ELI o Ti-5Al-2.5Sn ELI) debido a que
proveen la maxima tenacidad.

3.2.1.2. Estabilidad térmica.

Es una medida de la capacidad de una aleacién de mantener sus propiedades originales después de
exposiciones prolongadas a temperaturas elevadas.

Las aleaciones de titanio para temperaturas de servicio superiores a 426 °C se disefian y ensayan
cuidadosamente, para asegurar su estabilidad a las mdaximas temperaturas de utilizacién. Las
aleaciones alfa y cuasi alfa son las mejores para aplicaciones de alta temperatura.

3.2.1.3. Transferencia de calor.

La transferencia de calor en un sistema intercambiador de calor de titanio, se aproxima a los niveles de
la del bronce almirantazgo, a pesar de su relativamente bajo coeficiente de conductividad térmica®.
Hay algunas razones para que esto ocurra:

= La gran resistencia mecanica del titanio permite la utilizacion de espesores de pared mas finos
en los equipos.

= La pelicula de dxido superficial del titanio brinda caracteristicas inusuales y beneficiosas.

= La ausencia relativa de corrosion en los medios en los que se utiliza generalmente el titanio,
deja una superficie clara y suave mejorando el flujo laminar.

= La excelente resistencia a la corrosion por erosion permite operar a velocidades
significativamente superiores.

3.2.2. Propiedades quimicas.

El titanio tiene cinco isétopos, con pesos atdmicos comprendidos entre 46 y 50, todos ellos estables. El
mas abundante es el Ti-48. Como es caracteristico en los elementos de transicidn, el titanio presenta
una valencia variable entre el estado bivalente, trivalente y tetravalente. El mayor numero de
compuestos se da con la valencia tetravalente. Puede formar soluciones sélidas y compuestos, bien
con enlace metdlico, covalente o bien idnico.

15 s g . . . .
Caracteristica de cada sustancia que expresa la magnitud de su capacidad de conducir el calor.
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El titanio metalico es un metal blanco y lustroso, con una baja densidad. Presenta una excelente
resistencia a la corrosién, ya que soporta el ataque de los acidos inorganicos, de la mayoria de los
organicos y del cloro himedo. Sin embargo reacciona rdpidamente con el oxigeno, nitrégeno, el
hidrégeno y el carbono.

La gran reactividad del titanio con el oxigeno origina la rdpida formacién de una capa superficial de
6xido. Los o6xidos formados van desde el TiO hasta Ti;O;,, cada uno de los cuales muestran una
gradacién diferente, y para capas delgadas, muestran una superficie multicoloreada. De esta forma el
metal queda protegido por una capa inerte que lo protege de la corrosidn. El titanio comparte esta
caracteristica con el aluminio, si bien la proteccién que proporciona la capa de dxido de titanio es muy
superior a la de dxido de aluminio, tanto frente a la corrosién como frente a la oxidacidon. Esta notable
propiedad hace del titanio un excelente material para su uso en ambientes corrosivos, biomedicina y
en la industria en general.

La biocompatibilidad del titanio es excelente. Su no toxicidad, su excelente resistencia a la corrosion,
su compatibilidad con tejidos y huesos lo convierte en un metal excelente para el uso de proétesis
6seas, dentales y en otras aplicaciones traumatoldgicas.

3.2.2.1. Resistencia a la corrosion.

La resistencia a la corrosidn del titanio es sobresaliente. Las aplicaciones que tiene en la industria
guimica son amplisimas.

El titanio es muy resistente a la corrosién en aguas salinas, cloro liquido, acido acético, acido nitrico,
hipocloritos y salmuera. Resiste soluciones diluidas de acido clorhidrico y de acido sulfurico cuando
estdn en presencia de inhibidores. Ademas el titanio presenta buena resistencia a la corrosién a la
mayoria de los combustibles y oxidantes que se utilizan actualmente en cohetes propulsados por
combustible liquido. El titanio resiste al picado (pitting'®), a la corrosién por cavitacién y por erosion.

Las soluciones utilizadas en el proceso de galvanizado, anodizado y refinado electrolitico de metales
gue no contengan fluoruros, le provocan poco o ningun ataque al titanio.

3.2.3. Propiedades mecanicas.

Las propiedades mecanicas del titanio dependen de su pureza. Pueden considerarse representativos
los valores del titanio comercialmente puro (grado 1) [81], que se muestran en la siguiente tabla:

Propiedades Valor

Resistencia 240 MPa
Limite elastico 170 MPa
Alargamiento 50 %

Dureza 70 HrB; 85 HV

Tabla 11. Valores representativos de las propiedades mecanicas del titanio.

16 i . . . . ’
Aumento de la dureza, fragilidad y resistencia del metal como consecuencia de su forjado en frio.
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La resistencia es baja, pero puede elevarse a expensas de disminuir su plasticidad (como en otros
metales) disolviendo otros elementos en la red cristalina. También hay que tener en cuenta que es
susceptible de recibir tratamientos térmicos con trasformacidn total o parcial de su microestructura.

En el caso del titanio, su gran reactividad, su afinidad con el oxigeno, nitrégeno, carbono e hidrégeno,
y el hecho de que la solubilidad intersticial de estos elementos en el titanio es varios 6rdenes de
magnitud mayor que en otros metales (como el hierro y el aluminio), hace que estos elementos
influyan notablemente en las propiedades mecanicas.

Por esto se definen varios grados del titanio comercialmente puro en funcién del contenido de estos
elementos (que controlan su resistencia y fragilidad).

3.2.3.1. Resistencia al pandeo.
La rigidez de las estructuras sometidas a la compresidn, estd gobernada usualmente por relaciones

maddulo-densidad, siendo la relacion — un indice para el pandeo elastico de columnas. El indice de

pandeo para chapas es —. Si bien en la relacién — el acero y el titanio estan a la par, la raiz cuadrada y

clbica en estos indices le otorgan una ventaja al titanio por su baja densidad, para las aplicaciones en
las cuales el pandeo elastico es un factor critico en el disefio.

3.2.3.2. Resistencia al creep y a la rotura.

Algunas aleaciones de titanio tienen una resistencia al creep equivalente a la de los aceros
endurecibles por precipitacion.

La resistencia al creep del Titanio no es, por lo general, un factor limitante en las consideraciones de
diseifio, mientras la temperatura no exceda los 315-370 °C.

Por debajo de los 315 °C el creep se vuelve importante Unicamente para disefios sometidos a esfuerzos

superiores al 90 % del limite de fluencia.
3.2.3.3. Resistencia a la fatiga.

Las propiedades del titanio respecto a la fatiga son excelentes, especialmente para formas suaves. La
presencia de entalladuras hasta K; = 5 reduce el valor de fatiga admisible.

3.2.3.4. Resistencia a la fractura.

Las aleaciones de titanio en estado recocido, como la Ti-6Al-4V, Ti-5Al-2.55n y Ti-8Mo-8V-2Fe-3Al,
tienen una apreciable resistencia al impacto.

Esto significa, una resistencia a la formacidn y propagacion de grietas y la habilidad de soportar cargas
en presencia de grietas agudas.

En una variedad de aleaciones tratadas térmicamente se puede obtener gran resistencia al impacto a
tensiones superiores que las que soporta el material en estado recocido.
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Existe, sin embargo, una relacion inversa entre resistencia uniaxial y resistencia a la rotura. Es por ello
que la resistencia a esfuerzos uniaxiales debe ser tal que la resistencia a la fractura sea la adecuada, y
no necesariamente debe ser la maxima que puede lograrse para la aleacion en cuestion.

Un tratamiento térmico inadecuado puede perjudicar estas caracteristicas.
3.3. Aleaciones del titanio.
3.3.1. Introduccién.

La idea de usar materiales preparados o fabricados por el hombre para suplir o reemplazar érganos o
tejidos deteriorados del cuerpo humano, se remonta muy atras en la historia. Reconocen intentos de
reemplazar dientes perdidos por marfil o dentina en culturas tan antiguas como la egipcia o la inca
[82].

Sin embargo, sélo en la segunda mitad de este siglo se han puesto a disposicion del médico y del
ingeniero métodos objetivos para la evaluacién de las propiedades de los materiales a usar [83].

Actualmente, la necesidad de encontrar materiales mas fiables para su uso como biomateriales, en
especial en relaciéon a las propiedades mecdnicas, ha conducido a la utilizacién, ademas de otros
materiales, de metales y aleaciones con una excelente biocompatibilidad, pasividad quimica extremay
propiedades adecuadas para un buen comportamiento a largo plazo [84]. Los materiales mas
destacados por su uso como biomateriales son los aceros inoxidables, las aleaciones CoCr y diversas
aleaciones de titanio.

De los materiales citados, esta Tesis Doctoral se centra en las aleaciones de titanio como biomaterial.
3.3.1.1. Historia.

El titanio fue descubierto en 1971. Tiene una concentracion media del 0,8 % en peso, si bien su
existencia en concentraciones que permitan una extraccion econdémicamente viable no es muy
frecuente, excepto como Rutilo (TiO,) e limenita (FeOTiO,).

Debido a su elevada reactividad, no se obtuvo una muestra impura hasta el afio 1887. A pesar de que
se intentd obtener este metal en forma pura durante mucho tiempo, ello no se logré hasta el afio
1910, mediante la reduccién del compuesto TiCl, con sodio, si bien las cantidades obtenidas eran muy
reducidas.

En 1937 Kroll desarrollé un proceso para la obtencién de titanio consistente en la reduccidn del
compuesto tetracloruro de titanio con magnesio en una atmdsfera de argdn para evitar la oxidacion.
Este fue el primer proceso que permitié la obtencién de cantidades apreciables de Titanio puro, y es el
método utilizado en la actualidad [85].

En la década de los afios cincuenta, el gobierno de los EEUU potencié los estudios relativos al titanio y
a sus aleaciones, ya que, debido a sus excelentes propiedades, caracterizadas por una densidad

reducida, una excelente relacion resistencia/densidad y un buen comportamiento a altas
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temperaturas, las aleaciones del titanio constituyen un material muy atil en los campos de la industria
aeroespacial y militar. En la década de los sesenta se amplié su uso a otras aplicaciones, como la
industria quimica, debido a su excelente resistencia a la corrosion [86].

Esta resistencia es causada por una capa de pasivado formada por 6xidos de titanio, que se forman
espontaneamente en la superficie del titanio al entrar en contacto con la atmdsfera.

Otras aplicaciones estudiadas del titanio y sus aleaciones son las aplicaciones estructurales en
ambientes salinos, por su resistencia a la corrosién [86] [87], y en el campo de los biomateriales [88],
gracias a su excelente biocompatibilidad.

Actualmente el titanio se utiliza principalmente en la industria aeroespacial, en la industria quimica y
en aplicaciones médicas, entre otras. Cabe destacar que sélo un 10% de la produccién total se destina
a la obtencion de titanio en forma metalica.

El 90% se destina a la fabricacién de didéxido de titanio, es cual es usado en forma de pintura
protectora antidxido. Del 10% restante, el 50% es utilizado para la fabricacién de la aleacién Ti-6Al-4V
[89].

3.3.1.2. Propiedades.

El titanio es un elemento de transicidn, como el hierro, el niquel o el cobalto, cuya estructura
electrénica presenta una capa d incompleta. Dicha estructura electrénica permite que el titanio forme
soluciones sélidas con muchos elementos sustitucionales.

PROPIEDADES FiSICAS DEL TITANIO

PROPIEDAD VALOR
Numero atémico 22

Peso atomico 47.88 g/mol
Volumen atémico 10.6 A’
Radio covalente 1.32A
Primer potencial de ionizacion 6.83 eV
Valencia 2,3,4
Punto de fusion 1670 °C
Punto de ebullicion 3260°C

Estructura cristalina

Parametros de red cristalina

Temperatura de transicion a-f8
Densidad

Capacidad calorifica

Conductividad térmica

Coeficiente de expansion térmica (a 202C)
Conductividad eléctrica (relativa al cobre)
Resistividad eléctrica

o (HCP) para T < 882 2C
B (BCC) paraT>882¢9C
o:a=0.295 nm; c=0.468 nm
B: a=0.332 nm (a 9002C)
8822 +29C

fase o (202C): 4.51 g/cm®
fase B (885 2C)

523 J/kg . °C

17 W/m . eC
8.41x10°/°C

0.031

0.0026 Q.m

Tabla 12. Propiedades Fisicas del titanio.
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Desde un primer momento, ha sido clasificado como metal ligero, a pesar de que su densidad de 4.51
g/cm3 es casi el doble de la densidad del aluminio, debido a su excelente relacién entre resistencia
mecanica/densidad. El titanio metalico puro es un metal blanco y lustroso.

Presenta una excelente resistencia a la corrosion, ya que soporta el ataque de los acidos inorganicos,
de la mayoria de orgénicos y del cloro hiumedo.

Sin embargo, reacciona muy rapidamente con el oxigeno, el nitrégeno, el hidrégeno y el carbono.
Dicha reactividad depende fuertemente de la temperatura vy, a altas temperaturas, la reactividad del
titanio aumenta exponencialmente.

Esta propiedad es especialmente visible con la extrema reactividad del titanio con el oxigeno y otros
elementos a altas temperaturas (mayores de 700 2C), los gases llegan a difundirse en la red cristalina
del titanio [90].

Todos los estudios realizados hasta la fecha muestran que la biocompatibilidad del titanio es excelente
[90]. Esta propiedad, unida al elevado ratio resistencia mecanica/peso, a su bajo mdédulo de elasticidad
y su resistencia a la corrosién, lo convierten en un metal excelente para su uso en protesis articulares,
implantes dentales y en otra aplicaciones en Medicina.

3.3.1.3. Caracteristicas de las aleaciones de titanio.

El titanio es el Unico metal ligero que presenta dimorfismo, ya que en estado puro su estructura
compacta hexagonal (fase a) presenta una transformacion alotrépica a 882 2C, pasando a una
microestructura cubica centrada en el cuerpo (fase B) [90]. Esta transformacién alotrépica da al titanio
propiedades interesantes al poder tratarse termo-mecanicamente con transformaciéon completa como
en el caso de los aceros. Asi se puede controlar las proporciones de fase, las propiedades conseguidas
o la textura del material.

En equilibrio, la estructura B es inestable a temperaturas menores a 882 2C, descomponiéndose de
nuevo en la fase a al enfriar el titanio por debajo de la temperatura de transicién.

Fase a:
(hep)

a=295A
c=468A

Fase §3:
(bee)

a=329A
(a 900 °C)

llustracidn 25. Estructuras cristalinas del titanio. Fase a: hexagonal compacta. Fase f: clibica centrada en el cuerpo.

Esta transformacién ofrece la posibilidad de obtener aleaciones con microestructuras de tipo a, B 6
0/B, dependiendo de los elementos aleantes que estabilizan una u otra fase.
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Las aleaciones de titanio se pueden clasificar en diferentes familias en funcidn de la fase predominante
en la microestructura en estado recocido a temperatura ambiente, es decir, segin la capacidad de los
aleantes de estabilizar la fase a 6 B, existen las aleaciones a (y casi a), a/B, B (y casi B).

Los elementos de aleacion afiadidos en el titanio se suelen clasificar como estabilizadores de la fase a
o de la fase B segun su efecto, es decir si aumentan o bajan la temperatura de transformacion
alotrdpica.

Las aleaciones tipo a/B se suelen clasificar a su vez en casi-a, cuando tiene una estructura
esencialmente a a temperatura ambiente, y casi-B, cuando la estructura a temperatura ambiente es
mayoritariamente B.

La manipulacién de estas variaciones cristalograficas mediante adicion de aleantes y procesos
termomecanicos, da lugar a un amplio rango de aleaciones y propiedades.

3.3.2. Efecto de los aleantes o elementos estabilizadores.

El titanio se puede alear con diferentes materiales, que estabilizan una de las dos fases que presenta
este material.

=  FElementos alfdgeneos

Los elementos que estabilizan la fase a son aquellos que incrementan la temperatura a la cual la
fase a es estable. Los elementos mas importantes que se comportan de esta manera son el
aluminio, el oxigeno, el carbono y el nitrégeno.

3 x+8

Temperatura
~
—

A
I azl

/ I

Contenido en soluto

llustracién 26. Diagrama de equilibrio del titanio con un elemento a-estabilizante.

El aluminio (también Ga, Ge, B), elemento de sustitucidn, y los intersticiales O, N, y C son todos
fuertes estabilizadores de la fase a, ya que aumentan la temperatura del transus y la cinética de
precipitacion de la fase a con la fraccidn del elemento. El Al es el que se utiliza como elemento de
sustitucidn ya que tiene una alta solubilidad en la fase a. Se aflade hasta un 6% ya que luego
conduce a la precipitaciéon de la fase a (TisAl) fragil. Los intersticiales también proporcionan un
endurecimiento importante. Son en general impurezas de elaboracién y tienen una influencia al
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bajar la tenacidad, la resistencia a fatiga y la ductilidad. En general los elementos con menos de 4
electrones de valencia por 4tomo estabilizan la fase a y se disuelven perfectamente en ella.

Elementos betdgeneos

Los elementos que estabilizan la fase B son los que permiten que sea estable a temperaturas
menores de la temperatura de B-transus. Los estabilizadores de la fase B se clasifican en
elementos B isomorfos y B eutectoides, en funcién del correspondiente diagrama de fases. Los
mas utilizados son el vanadio V, el molibdeno Mo, y el niobio Nb. Se puede estabilizar la fase
hasta la temperatura ambiente si las concentraciones en estabilizadores B son suficientes.

el

Temperatura

Contenido en soluto

llustracién 27. Diagrama de equilibrio del Titanio con un elemento B-estabilizante.

Otro grupo de aleantes que estabilizan la fase B son los que forman sistemas eutectoides con el
titanio. Estos sistemas poseen una temperatura de transformacién eutectoide mucho menor que
la temperatura B-trans. Entre estos elementos se destacan el hierro, el manganeso, el cromo, el
niquel, el cobre y el silicio.
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llustracién 28. Diagrama de equilibrio del Titanio con un elemento B-eutectoide.

Entre otros aleantes destacan el hierro, el manganeso, el cromo, el cobalto, el niquel el cobre y el
silicio.
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Dentro de las aleaciones B-eutectoides, la adicién de pequefias cantidades de cobre en el titanio
permite la obtencidn de una aleacidon que responde al tratamiento de envejecimiento, ya que la
solubilidad del cobre en el titanio a temperatura ambiente es muy reducida.

Por ello, esta aleacidon puede ser forjada en frio en una condicién relativamente ductil, y ser
posteriormente endurecida mediante un tratamiento térmico de envejecimiento.

= Elementos neutros

El estafio y el zirconio son solubles en la fase a y permiten su endurecimiento, pero no tienen casi
ninguna influencia en la temperatura de transus, por ello se llaman neutros. El zirconio se utiliza
entre un 2% y un 8% para aumentar la resistencia a baja y media temperatura, pero parece que a
partir de un 5% disminuye la ductilidad y la resistencia a la fluencia.

’ a+p ‘ ]
a
a
Ti Ti
a stabilizer neutral
p isomorphous B eutectoid
(ALO,N,C) (V.Mo,Nb, Ta) (Fe,Mn,Cr,Ni,Cu,Si,H) (Zr,Sn)

llustracion 29. Diagramas de fases del titanio. Fase a estabilizada; fases P estabilizadas y con elementos neutros. En orden
lzq-Der.

A partir de los diagramas de equilibrio que presenta el titanio aleado con diferentes aleantes, la
realizacion de una clasificacion de las aleaciones de titanio es inmediata, segun el tipo de fase que
presenta la estructura de la aleacidn a temperatura ambiente.

Se denominan aleaciones a a aquellas aleaciones que presentan una estructura a a temperatura
ambiente. El efecto de los aleantes usados en estas aleaciones es generalmente incrementar la
temperatura B-transus.

Las aleaciones B son aquellas en las que su estructura a temperatura ambiente es fase B. El efecto del
aleante es conseguir estabilizar la fase B de la aleacidn a temperatura ambiente.

Para lograr este propdsito son muy usados los llamados aleantes B-isomorfos. Se denominan
aleaciones a+B aquellas aleaciones de titanio en las que la estructura del material consiste en un
mezcla de fase a y fase B, cuya composicién depende del efecto y porcentaje de los aleantes afiadidos
al titanio.
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3.3.3. Clasificacion de las aleaciones.

A partir de los diagramas de equilibrio que presenta el titanio aleado con diferentes aleantes, la
realizacion de una clasificacién de las aleaciones de titanio es inmediata, segun el tipo de fase que
presenta la estructura de la aleacidn a temperatura ambiente.

Se denominan aleaciones a, a aquellas aleaciones que presentan una estructura o a temperatura
ambiente. El efecto de los aleantes usados en estas aleaciones es generalmente el de producir un
aumento de la temperatura de B-transus. El titanio comercialmente puro (Ti cp) se clasifica dentro de
este grupo.

Las aleaciones B son aquellas en las que la estructura a temperatura ambiente es fase B. El efecto del
aleante es conseguir estabilizar la fase B de la aleacién a temperatura ambiente.

Se denominan aleaciones a/B a aquellas aleaciones de titanio en las que la estructura del material
consiste en una mezcla de fase a y fase B. La aleacioén Ti-6Al-4V se clasifica dentro de este grupo.

3.3.3.1. Aleaciones a.

Las aleaciones a son las que se forman mediante la adicidn al titanio de elementos estabilizadores de
la fase a, como el aluminio. Estos elementos estabilizadores y otros llamados neutros se disuelven por
sustitucidon en el titanio y elevan su resistencia, pero aumentan su fragilidad. Existe una expresion
empirica, llamada de “aluminio equivalente”, que indica si la cantidad de aleantes afiadidos provocard
fragilidad.

Al+1/38n+1/6Zr+10 (0 + C + 2N) < 9% Ecuacion 2

Si dicha expresidén excede el valor de 9 % se forma una fase a2, ordenada y coherente con la fase q,
con una férmula general Ti;X y una estructura hexagonal que provoca fragilidad debido a su pobre
ductilidad.

Las aleaciones a generalmente contienen una gran cantidad de aluminio, ya que es un elemento a-
estabilizador, y que contribuye a la resistencia a la oxidacion a altas temperaturas.

Como se trata de aleaciones de una sola fase, no pueden ser tratadas térmicamente a fin de obtener
mejoras en sus propiedades mecdanicas.

Las Unicas aleaciones de estructura totalmente a son los diferentes grados del titanio comercialmente
puro (c.p) y la aleacién Ti-5Al-2.55n.

Titanio comercialmente puro

El titanio comercialmente puro (Ti c.p) esta disponible como producto metallrgico desde los afios 50 y
se ha utilizado en aplicaciones donde se requiere resistencia mecanica moderada combinada con alta
resistencia a la corrosidn, buena conformabilidad y soldabilidad.

El Ti c.p esta disponible en varias calidades, los cuales tienen diferentes grados de impurezas, tales
como el carbdn, hidrégeno, hierro, nitrégeno y oxigeno.
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Generalmente, el Ti c.p contiene mds de 1000 ppm de oxigeno y hierro, nitrogeno, carbdn vy silicio
como principales impurezas. Debido a que cantidades minimas de impurezas intersticiales afectan
mucho a las propiedades mecanicas, no es conveniente diferenciar entre los distintos grados del
titanio no aleado en funcidn de su analisis quimico. La normativa de la American Society for Testing
and Materials"’, clasifica el Titanio Cp en cuatro grados, definidos por la concentracién presente de
otros elementos, como se muestra en la siguiente tabla.

Esta elevada reactividad del titanio con el oxigeno origina la rapida formacién de una capa superficial
de éxido.

Los dxidos formados, van desde el TiO hasta el Ti;O,, cada uno de los cuales muestran una gradacién
diferente, y para capas delgadas, muestran una superficie multicoloreada. Esta capa de 6xido, si bien
es muy delgada, también es sumamente impermeable.

CLASIFICACION DEL TITANIO SEGUN LA NORMA ASTM F67
Composicion (% peso)

N C (o) Fe H Ti
Grado 1 0,03 0,10 0,18 0,20 0,0125 bal.
Grado 2 0,03 0,10 0,25 0,30 0,0125 bal.
Grado 3 0,05 0,10 0,35 0,30 0,0125 bal.
Grado 4 0,05 0,10 0,40 0,50 0,0125 bal.

Tabla 13. Clasificacidon del titanio c.p segtin la norma ASTM F67.

De esta forma, el metal queda protegido por una capa inerte que lo protege de la corrosion. Esta
notable propiedad hace del titanio un material ideal para su uso en ambientes corrosivos.

No obstante, es mejor y mas facil distinguirlos por sus propiedades mecdnicas. Asi, los cuatro grados
de Ti c.p, segln la norma ASTM, se agrupan de la siguiente forma:

= Titanio c.p grado 1

Este tiene la mayor pureza, la menor resistencia mecanica y la mejor ductilidad y conformabilidad
a temperatura ambiente de los cuatro grados.

El grado 1 suele ser utilizado en los casos en que se requiere la maxima conformabilidad, asi como
cuando sea preciso rebajar los contenidos de hierro y elementos intersticiales para aumentar la
resistencia a la corrosion. En este sentido tiene un comportamiento excelente, desde ambientes
altamente oxidantes hasta los que son medianamente reductores, incluyendo los clorados.

= Titanio c.p grado 2

Es el mas utilizado para las aplicaciones industriales, teniendo un limite eldstico minimo
garantizado de 275 MPa, buena ductilidad y conformabilidad. También posee unas buenas
propiedades al impacto a bajas temperaturas, asi como una excelente resistencia al desgaste y a la
corrosién por el agua del mar y atmdsferas marinas. Los incrementos de concentracion de hierro y

7 ASTM.
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oxigeno en el grado 2, comparados con el grado 1, provocan un aumento de la resistencia a la
rotura (345 MPa vs 240Mpa) y limite elastico (275 MPa vs 170 MPa) en el grado 2, pero es a
expensas de una disminucién en la ductilidad (20 % vs 24 %). Los mayores contenidos de hierro y
oxigeno también degradan la resistencia a la corrosiéon en comparacion con el grado 1.

= Titanio c.p grado 3

Posee una excelente resistencia a la corrosién en ambientes, desde altamente oxidantes hasta
medianamente reductores, asi como una excelente resistencia especifica. Por esto es por lo que
este grado, como otras aleaciones de titanio, constituye un puente entre el vacio de disefio que
dejan el acero y el aluminio, ya que posee la mayoria de las propiedades mas deseables de ambos.
Este grado del titanio tiene limites maximos en peso de hierro del 0.3% y un 0.35% de oxigeno.

= Titanio c.p grado 4

Posee los valores mas altos de resistencia mecanica de los cuatro y ademads de tener una buena
ductilidad y aceptable conformabilidad. Su resistencia a la corrosién fatiga en agua salada es
excelente. Posee los contenidos en peso permitidos mas elevados de los cuatro grados de oxigeno
(0.405 %) y hierro (0.5 %). Aumentar los valores de contenido en hierro o elementos intersticiales
se traduce en una reduccién en su resistencia a la corrosion.

En la tabla siguiente se resumen las propiedades mecdnicas de los cuatro grados del titanio
comercialmente puro:

PROPIEDADES MECANICAS DE LOS GRADOS DE TITANIO COMERCIALMENTE ‘
PURO

Grado Resistencia a traccidn Limite elastico Elongacion
(MPa) (MPa) (%)
1 240 170 24
2 345 275 20
3 450 380 18
4 550 483 15

Tabla 14. Propiedades mecanicas de los grados ASTM del Ti c.p.

Cabe destacar que cuanto mas alto es el valor de la tensién a rotura y del limite elastico, menor es el
alargamiento y la ductilidad, por ejemplo, el grado 4 tendra una ductilidad inferior que la del grado 1,
pero no quiere decir que la ductilidad del grado 4 sea mala. Contenidos de hidrégeno de 30-40 ppm
pueden fragilizar altamente al titanio comercialmente puro.

Las propiedades mecanicas del titanio también dependen fuertemente de su grado de pureza, como se
puede apreciar en las ilustraciones.
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llustracidn 30. Variacidn de las propiedades mecanicas del Titanio con la concentracién de impurezas.

Por ello, las propiedades mecanicas del titanio metal y las del titanio comercialmente puro presentan
ciertas diferencias, debidas bdasicamente a las variaciones de la concentracidn quimica de los
diferentes.

El titanio comercialmente puro ASTM estd disponible en todas las formas posibles de produccién y se
puede moldear, soldar y trabajar en frio satisfactoriamente. Tienen una estructura a de recocido.

No obstante, sus propiedades mecdnicas son limitadas para ciertas aplicaciones y, por ello, su uso
como biomaterial se centra en el campo de los implantes y equipamiento odontoldgico, asi como
recubrimiento poroso para otras aleaciones de titanio. Es recomendable para la fabricacidon de
tornillos para hueso, placas de osteosintesis, o para aplicaciones en donde se requieran superficies
metalicas en contacto, ya sean de titanio o de otro material.

Una aleacién interesante en la fabricacion de determinado tipo de implantes es la de titanio y niquel al
50%'" que presenta memoria de forma, correspondiente al titanio y sus aleaciones, asi como del
recubrimiento con micro-esferas de Ti de las piezas, con diametros entre 50 y 200 um.

Se buscan nuevas técnicas de procesamiento para maximizar las propiedades mecanicas de las
aleaciones actuales y lograr que sus superficies tengan texturas adecuadas para inducir la respuesta
biolégica deseada.

Por ejemplo, estd en estudio el desarrollo de microelectrodos para dispositivos neuroldgicos que
resistan la corrosién y en particular, el fenémeno de corrosién bajo tensién® inducida por el medio
bioldgico.

También se esta prestando atencién a las propiedades super eldsticas de aleaciones de niquel y titanio,

, . 2
y al fenémeno de memoria de forma para "stents"*.

Los "stents" son dispositivos tubulares expansibles que se usan en medicina para mantener abiertos a
conductos tales como arterias, venas, uretra, trdquea y evitar su colapso.

18 Nitinol.
19 Stress corrosion cracking.
20 Abreviatura cientifica de la botanica Sydney Margaret Stent (1875-1942).
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El término super eldsticos describe la capacidad de algunas aleaciones metalicas de sufrir grandes
deformaciones y retornar a la forma original una vez que la fuerza que genera la deformacién
desaparece.

Por ejemplo, un acero inoxidable comun sufre deformaciones elasticas de un 0,5%, mientras que las
aleaciones utilizadas en los stents, alcanzan deformaciones de hasta un 11%.

Microestructuras del titanio comercialmente puro

Al igual que en todas las aleaciones monofasicas, la microestructura del Titanio cp depende del
trabajado en frio y del proceso de recocido realizado.

Ademads, si se enfria el material desde temperaturas superiores a la temperatura de B-transus, la
microestructura también se ve influenciada por la velocidad de enfriamiento.

Todos estos factores hacen posible la obtencién de tres microestructuras diferentes del titanio cp.

= La microestructura equiaxial se obtiene cuando el titanio es trabajado en frio y recocido a
temperaturas inferiores a la de B-transus.

El tamafio de grano obtenido tiende a ser reducido ya que el crecimiento de grano se ve inhibido
por las relativamente bajas temperaturas de trabajo y por la presencia de impurezas en los limites
de grano con efecto de anclaje. También es habitual la presencia de maclas®*
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llustracién 31. Microestructura equiaxial del Titanio Cp de Grado dos.

= Un enfriamiento rapido, desde temperaturas superiores a la temperatura de B-transus producen
una microestructura martensitica con celda hexagonal, denominada fase a’, en la que los granos
originales de fase B quedan perfectamente delimitados.

21 . s . e . .y .
Agrupacion simétrica de cristales idénticos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Cristal
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La martensita se forma por una transformacién masiva, por lo que, si bien la densidad de
dislocaciones es elevada, casi no hay presencia de maclas.

A diferencia de los aceros, el efecto de endurecimiento producido por la martensita es reducido,
debido al gran tamafio de grano y a la inexistencia de supersaturacién por dtomos intersticiales.

¥ P
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llustracion 32. Microestructura martensitica del Titanio Cp de Grado dos.

= La tercera microestructura se obtiene por enfriamiento lento desde temperaturas superiores a la
de B-transus, por lo que da lugar a que la fase a se forme en forma de placas Ilamadas

Widmanstatten.

En titanio de alta pureza esta estructura se conoce como fase a cerrada, mientras que la presencia
de impurezas produce un efecto de placas en forma de cesta.

llustracion 33. Microestructura Widmanstéatten del Titanio cp de Grado dos.
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3.3.4. Aleaciones casi-a.

Estas aleaciones fueron desarrolladas para permitir trabajar a mayores temperaturas en la seccién de
compresion de las turbinas de gas de los aviones. Presentan una mayor resistencia a temperatura
ambiente que las aleaciones totalmente a y tienen la mayor resistencia a la fluencia de todas las
aleaciones de titanio a temperaturas superiores a los 400 2C.

Las aleaciones a se caracterizan por incluir en su composicion hasta un 2% de elementos B-
estabilizantes. Esto introduce pequenas cantidades de fase B en la estructura, sin embargo, la
cantidad afiadida de estos aleantes es normalmente demasiado pequefia para producir un
incremento de la dureza mediante la descomposicion de la B retenida. La mejora de las propiedades
mecdnicas se debe a la formacién de una fase a’ martensitica.

El estafio da mayor resistencia a altas temperaturas, el circonio endurece la fase @, con el molibdeno
se obtiene algo de fase a vy el silicio mejora la resistencia a la fluencia. Un ejemplo, es la aleacién Ti-
8Al-1Mo-1V, de menor densidad, mas forjable y mas soldable.

3.3.5. Aleaciones a+p.

Las limitaciones que presentan las aleaciones a como su baja resistencia, baja forjabilidad y la
fragilidad que presentan si se intenta aumentar su resistencia, dieron lugar al estudio y desarrollo de
las aleaciones a+P. Actualmente, estas son las que presentan una mayor demanda comercial,
especialmente la aleacién Ti-6Al-4V, que representa mas del 50% de las ventas de aleaciones de
titanio.

Las aleaciones de sistema a+f contienen uno o mas a- estabilizadores o elementos solubles en a y
uno o mas B-estabilizadores, hasta una proporcién del 4-6%. Los B-estabilizadores permiten que estas
aleaciones retengan fase B tras un enfriamiento rdpido desde la zona B o a+B dependiendo de la
cantidad de fase retenida, de la proporcidn de elementos B-estabilizantes presentes y del tratamiento
térmico empleado.

La aleacidn de titanio mas usada comercialmente es, precisamente, una aleacién a+p la Ti-6Al-4V, en
ella se dedica la mitad de la producciéon mundial de titanio. Esto se debe al excelente balance entre sus
propiedades mecdnicas, su resistencia a la corrosién y su buen comportamiento a temperaturas
elevadas, debiendo destacarse también su capacidad para ser trabajada mecanicamente y modificar
sus propiedades mediante tratamientos térmicos.

En aplicaciones mas especializadas, como puntales de soporte de aviones, o piezas de trenes de
aterrizaje, se han desarrollado otras aleaciones a+B con mayor resistencia (un 30- 40% mayor). Entre
estas aleaciones destacan la Ti-6Al-2Sn-4Zr 6Mo. Podemos citar otros ejemplos de aleaciones de este
tipo, como la aleacion Ti 7Al-4Mo que se usa principalmente como material para hornos. La Ti-6Al-
1.7Fe-0.1Si, al contener hierro en lugar de otros aleantes mas caros hace que esta aleacidn sea mas
barata que las demas.



Generalidades: Modelo Animal y Fundamentos sobre los Biomateriales y la Biocompatibilidad

3.3.6. Aleaciones B.

Si se afiaden suficientes aleantes P -estabilizantes al titanio, se puede obtener una estructura
totalmente B a temperatura ambiente. Con altas concentraciones de estabilizantes B se puede
obtener esta estructura incluso enfriando al aire. Dentro de un cierto rango de contenido de
estabilizante B la matriz de fase B retenida a temperatura ambiente es metaestable, y si se calienta por
un tiempo a una temperatura por debajo de B -transus, se descompone en la fase a.

Estas caracteristicas permiten que estas aleaciones tengan una mayor tenacidad a la fractura y
permitan la estampacion en frio, debido a la estructura mas blanda que presentan respecto a las
aleaciones con estructura a. También cabe la posibilidad de aumentar la resistencia mediante
maduracién. La presencia de un alto contenido en aleantes proporciona un alto aumento de la dureza
durante la maduracién. Los inconvenientes que presentan son la posibilidad de segregacion debida a la
alta concentracidn de B-estabilizantes y la elevada densidad de algunas aleaciones.

La primera aleacion B con aplicacidn industrial fue la Ti-13V-11Cr-3Al, empleada en el fuselaje del
avion espia SR-71. Esta aleacidn permite ser tratada con un revenido, enfriada rdpidamente y
madurada a 480 2C para obtener resistencias a tensiéon de 1300 MPa. Entre otras aleaciones cabe
destacar la Ti-8Mo-8V-2Fe-3Al al tener una gran resistencia.

3.3.7. Laaleacidon Ti-6Al-7Nb.

El Ti-6Al-7Nb es una aleacion de titanio (a+B) que fue desarrollada para la fabricacién de prétesis
quirurgicas con el objetivo de lograr una aleacidn de titanio que poseyera propiedades similares al
titanio grado 5 pero sin su contenido de Vanadio. Estudios experimentales avalan la biocompatibilidad
de la aleacion Ti-6Al-7Nb [91] [92], asi como sus buenas caracteristicas frente a la corrosion [93]y, por
tanto, su uso en aplicaciones médicas (cirugia ortopédica, implantes dentales). Desde 1986 se la utiliza
en Europa para la fabricacion de protesis de cadera.

‘ COMPOSICION DEL Ti-6AI-7Nb ‘

Aleacién COMPOSICION (wt %)
Al Nb Fe C 0 N H Si Ti
Ti-6Al-7Nb 621 7.06 0.13 0.082 010  0.031 0.012 0.012 Bal.

Tabla 15. Composicién del Ti-6Al-7Nb.

De este material se puede destacar las siguientes caracteristicas: resistencia a la corrosién,
biocompatibilidad, excelente propiedades mecanicas y resistencia a la fatiga, bajo mddulo elastico,
buena resistencia ala formay precio aceptable.

La normativa que rige su uso y aplicacidon se muestra a continuacion.

= ASTM F1295 Standard Specification for Wrought Titanium-6 Aluminum-7 Niobium Alloy for
Surgical Implant Applications (UNS R56700)
= |SO 5832-11 Ti-6Al-7Nb wrought



http://www.cordes.com.ar/index.php?modulo=norm&accion=sitio_ver&idnorm=60
http://www.cordes.com.ar/index.php?modulo=norm&accion=sitio_ver&idnorm=60
http://www.cordes.com.ar/index.php?modulo=norm&accion=sitio_ver&idnorm=59

PARTE TEORICA

=  UNS R56700 Titanium-6 Aluminum-7 Niobium Alloy

3.4. Aplicaciones del titanio.
3.4.1. Introduccién.

Como el noveno elemento mds abundante en la corteza terrestre y el cuarto metal estructural mas
abundante, la oferta mundial actual de materia prima mineral para producir el titanio es virtualmente
ilimitada. La capacidad de fundicién y procesamiento del titanio puede acomodar el crecimiento
continuo en nuevas aplicaciones de gran volumen.

Ademas de sus atractivas caracteristicas de la relacion de gran resistencia con densidad para uso
aeroespacial, la excepcional resistencia a la corrosidn del titanio derivada de su pelicula protectora del
6xido, ha motivado una amplia aplicacidon en biomedicina para implantes biocompatibles, en agua de
mar, marina, soluciones salinas y servicios quimicos industriales agresivos durante los ultimos
cincuenta afnos.

Las aplicaciones aeroespaciales (incluyendo su uso tanto en componentes estructurales como en los
motores a reaccidn) todavia constituyen la mayor aportacidn en el uso de las aleaciones de titanio. Su
alta resistencia especifica, resistencia a la fatiga y a la fluencia, asi como su alta tenacidad a la fractura
son caracteristicas que hacen del titanio un material idéoneo para la industria aeroespacial. Se ha
venido utilizando como componentes estructurales de aviones, desde el Boeing 707 hasta satélites
espaciales. En lo que se refiere a componentes de los motores a reaccion, se fabrican palas de
turbinas, discos de ventilacion, entre otros componentes.

Otras aplicaciones se han comenzado a explorar recientemente (Ultimos veinte afios), estando alguna
en fase de desarrollo, mientras que otras se estdn usando, consumiendo grandes cantidades de metal.
Entre estas aplicaciones se encuentran:

= Aplicaciones donde se requiere una alta resistencia a la corrosién, tales como procesado
guimico, la industria del papel, aplicaciones marinas, entre otras.

= Aplicaciones biomédicas.

= Industria de la automocion.

= Aplicaciones de consumo, por ejemplo equipamiento deportivo, musicales...

De todas las aplicaciones citadas, me centraré en la biomedicina, ya que es motivo de estudio por
parte de la presente Tesis. La utilidad del titanio como material biomédico radica en la falta de
reacciones de rechazo por parte de los tejidos del cuerpo humano, debido principalmente a su alta
resistencia a la corrosidn en el medio fisioldgico.

Por lo tanto es importante profundizar en el estudio de este metal, conocer sus propiedades quimicas,
mecanicas, que estructuras puede tener, conocer sus aleaciones, es decir, caracterizar profundamente
el titanio.


http://www.cordes.com.ar/index.php?modulo=norm&accion=sitio_ver&idnorm=61
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3.4.2. Aplicaciones biomédicas.

El titanio y sus aleaciones presentan una destacada resistencia a la corrosion a los fluidos del cuerpo,
superior a los aceros inoxidables. Ademas también posee una alta resistencia a la corrosidon bajo
tension, altas propiedades mecdnicas y una aceptable tolerancia de los tejidos que lo hace un material
idéneo para ser implantado.

Una caracteristica particular del titanio es que es uno de los pocos materiales que no provoca la
formacién de un tejido fibroso que actua de barrera cuando el material se coloca en contacto con el
hueso sano. Esto permite al hueso crecer y llenar los poros superficiales del implante y obtener una
sujecion mas firme de la prétesis, por ejemplo en los implantes dentales, y mejorar la regeneracién del
hueso afectado.

El titanio y sus aleaciones estan siendo utilizadas en la construccion de proétesis articulares, prétesis
orales y componentes para la fabricacidon de vélvulas cardiacas y componentes de marcapasos. En el
campo de la traumatologia también se estd utilizando en la elaboracién de clavos y placas de
osteosintesis para la recuperacion de fracturas dseas.

Tipos y especificaciones

La aleacién de titanio mas empleada en este campo durante los Ultimos afios contiene aluminio y
vanadio segun la composicién: TigAl,V. El aluminio incrementa la temperatura de la transformacion
entre las fases alfa y beta. El vanadio disminuye esa temperatura. La aleacién puede ser bien soldada y
tiene alta tenacidad.

Aparte de esta aleacidn, existen otras de titanio quirdrgico, empleadas con asiduidad en biomedicina.
Estas estan clasificadas segun las especificaciones de ASTM:

=  ASTM B265: placa y lamina: ASTM F1108 TigAl,V: pieza moldeada para implantes quirurgicos.

=  ASTM B299: esponja: ASTM F1295 TigAl,: aleaciones de niobio para aplicaciones de implantes
quirargicos.

= ASTM B861/B862: tubo: ASTM F1341: alambre de titanio sin aleaciones para aplicaciones de
implante quirurgico.

= ASTM B338: ASTM F136 TigAl,V: para aplicaciones de implante quirurgico.

= ASTM B348: barra: ASTM F1472 TigAl,V: para aplicaciones de implante quirurgico.

=  ASTM B363: conexiones: ASTM F620 TicAl,V: eli forjados para implantes quirurgicos.

= ASTM B367: piezas moldeadas: ASTM F67: titanio sin aleaciones para aplicaciones de implante.

3.5. El problema del desgaste en las aleaciones de titanio en aplicaciones biomédicas.

A pesar de las atractivas propiedades que presentan las aleaciones de Titanio, su uso generalizado en
aplicaciones de ingenieria se ha visto impedido por la baja resistencia al desgaste que presentan estos
materiales.

En el caso de las paliaciones biomédicas, este hecho dificulta su uso en el campo de las prétesis
articulares y otras aplicaciones donde el material se ve sometido a friccién. Las causas principalmente
citadas de este pobre comportamiento son [94] [95]:
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= La configuracién electrénica. Cuanto menor es el valor estructural de la capa d electrénica,
tanto mas activo es el metal y mayor es el coeficiente de friccidn. El titanio sélo posee un
electrdn en la capa electrdnica d, lo que lo hace muy activo.

= La cristalografia. Las microestructuras hexagonales generalmente presentan menores
coeficientes de friccidn y mejores caracteristicas de friccién que las cubicas, ya que se
deforman plasticamente por deslizamiento en el plano basal de maxima compacidad. Sin
embargo, la fase a del titanio posee un ratio c/a de 1587 inferior al ideal (1633), lo que
permite deslizamientos en planos prismaticos y piramidales..

= Bajas resistencias a traccién y a esfuerzo cortante. Esto significa que cuando se produce una
unién con otros materiales, la fractura se produce mas facilmente en el titanio que en el otro
material.

= La capa de 6xido que protege al material, formada espontdneamente y de orden nanométrico,
es eliminada de la superficie al producirse contacto con otro metal, lo que produce un
contacto metal-metal. Este contacto, debido a la alta resistividad del titanio no protegido,
puede dar lugar a soldaduras puntuales en frio, con el consiguiente aumento de la friccién.

La problematica no se reduce al hecho de tener un desgaste no deseado en el material, ya que se ha
demostrado que el efecto de las particulas de desgaste en la zona de friccion como abrasivo, el efecto
como acelerador de la liberacidon de iones por parte del material y el efecto sobre los tejidos que
circundan el material producido por dichas particulas y por los iones liberados, pueden tener
consecuencias no deseadas [96] [97].

En los ultimos afios se ha demostrado que las particulas de desgaste del polietileno de peso molecular
ultra-alto (UHMWPE), material habitual para la fabricacién de acetdbulos en proétesis de cadera, asi
como las particulas metdlicas de desgaste, pueden llegar a producir la llamada “enfermedad de las
particulas”: una reaccidn a un cuerpo extrafio por parte de los histocitos® y la produccién de células
gigantes multinucleadas, las cuales se hayan relacionadas con una ostedlisis* progresiva del hueso en
torno a la prétesis. Esta cadena de sucesos desemboca en un aflojamiento de la protesis y la
consiguiente necesidad de extraccién y recambio de dicha prdtesis [98] [99].

El efecto producido por las particulas de desgaste no es uniforme, sino que se halla muy relacionado
con el tipo de material, el tamafio de la particula, la superficie de dicha particula y su morfologia [100]
[101].

La evidencia del efecto causado por las particulas de UHMWPE®* en el aflojamiento aséptico de las
protesis ha llevado a cierto nimero de investigadores y empresas a reconsiderar el uso de protesis de
contacto metal-metal [102].

Los estudios parecen indicar que el efecto mas acusado, se debe a las particulas de UHMWPE, vy el
menor a las particulas de Ti-6Al-4V, dentro de la gama de biomateriales estudiados [99] y [101].

?2 Célula grande fagocitaria del sistema reticuloendotelial.

> Disolucién de los componentes minerales del hueso.
* Ultra high molecular weight polyehylene.
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Los ensayos in vitro existentes [102], asi como los andlisis mas recientes relativos al comportamiento
de protesis de cadera metal-metal tipo Metasul [103], indican que el volumen de desgaste es menor
en el caso de un contacto metal-metal que del contacto UHMWPE-metal, o que incluso del par
UHMWPE-ceramica.

Dada la excelente biocompatibilidad del titanio y de la aleacién Ti-6Al-4V, una opcién adecuada para
evitar la aparicién de la enfermedad de las particulas seria la utilizacion de estos materiales en
contactos metal-metal. Pero como ya se ha comentado, esta posibilidad requiere encontrar una
solucidn a los problemas del desgaste antes indicados. Las posibles soluciones son:

=  Modificacidn de la estructura efectiva de la capa d, mediante la formacion de compuestos.

= Modificacidn de los sistemas de deslizamiento mediante formacidn de soluciones sdlidas.

= Incremento de la resistencia del Titanio mediante la adicion de aleantes.

= Eliminacién del Titanio del sistema tribolégico” mediante el recubrimiento con otro material.

De las posibilidades existentes, basicamente se han estudiado soluciones en la modificacidon de la
superficie de las aleaciones de titanio [104] [105].

Destacan la deposicidn fisica en fase vapor, la deposicidon quimica en fase vapor, la implantacién idnica,
el rociado por plasma, tratamientos termoquimicos (difusién gaseosa y deposicidon por plasma), la
aleacién con laser o haz de electrones y la aplicacion de lubricantes sélidos [106] [107].

La conjuncién de las ventajas de disminuir el volumen de desgaste en el contacto metal-metal, junto
con la reduccion del coeficiente de friccién y del desgaste superficial mediante tratamientos de
endurecimiento superficial, incrementan las expectativas del uso de este tipo de protesis en el caso de
pacientes con una esperanza de vida mayor de veinte afos.

25 . o . . ,
Consta de las superficies de dos componentes que estan en contacto movil entre si y su entorno.
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CAPITULO

Elementos Biogenésicos o Bioelementos

4.1. Generalidades.

Todos los seres vivos estan constituidos, cualitativa y cuantitativamente, por elementos quimicos que
se encuentran en la corteza terrestre. Esto indica que la vida se ha desarrollado a partir de elementos
con propiedades fisico-quimicas acorde con los procesos quimicos que se estan llevando a cabo en los
seres vivos.

Los elementos biogenésicos o bioelementos (del griego bios=vida y génesis=origen) son aquellos
elementos quimicos que forman parte de la materia viviente [108] [109]. En los seres vivos se pueden
encontrar alrededor de setenta elementos quimicos diferentes, aunque no todos son indispensables
para la vida, ni comunes a todos ellos.

Ca 1150
P
K
S
Na Macrominerales
(en cantidades mayores de Sg)
cl a0
Mg
Fe
Zn
Cu Jo. Elementos traza
Mn | o. (hay més de doce)
I
Se

1] 200 400 600 200 1000 1200
Cantidad (g)

llustracion 34. Contenido de minerales de un adulto de 70 kg de peso.
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Ademas de los elementos quimicos mayoritarios (desde C, H, O, hasta Ca, P, Na, K, y Mg), el cuerpo
humano contiene cantidades traza de la mayor parte de los elementos del Sistema Periddico. En la
llustracién 35 se resumen algunos datos sobre contenido total, absorcién y excrecidn de 23 elementos
traza; se trata de valores medios correspondientes a mediciones realizadas en diversos érganos,
tejidos y liquidos corporales de sujetos de unos 70 Kg de peso corporal [110].

Muchos de estos elementos traza son considerados esenciales para la vida, conservacién de la salud y
reproduccidn; se conocen con cierta precision sus funciones como cofactores enzimaticos o como
electrolitos en los liquidos corporales, asi como su importancia en los sistemas de transporte de
oxigeno o como componentes de macromoléculas que no tienen accién enzimatica.

Elemento Contenido medio Facilidad Concentracion Organos de Ruta de
(orden de en el cuerpo Absorcion en plasma acumulacion excrecion
abundancia) (70Kg)(mg) dieta (%) (ng/dL) principal principal
Hierro 3500-4500 5-15 100 Higado, bazo Bilis
Flaor 2600-4000 40-100 20-100 Dentadura Orina
Cinc 1600-2300 31-51 100 Piel, huesos Pancreas, bilis
Silicio 1100 1-4 500 Piel -
Plomo 122 5 15-40 Hueso Bilis
Aluminio 50-150 0.1 13-17 Pulmén Orina
Cobre 60-80 30-60 100 Higado Bilis
Boro 48 99 - Hueso Orina
Cadmio 30-38 25 0.1-0.7 Rifidn, higado Orina
Bario 22 1-15 10-20 éPiel? Orina
Selenio 21 35-85 7-30 ¢Rifion? Orina
Germanio 20 Facil - Bazo Orina
Yodo 10-20 100 2-4 Tiroides Orina
Estafo 14 2 - Higado, bazo, Orina
pulmén
Arsénico 8-20 5 10-64 ¢éPiel, cabello? Orina, bilis
Manganeso 12-16 3-4 1-2 Higado, hueso Bilis
Molibdeno 9-16 40-100 1-3 ¢Higado? Orina
Mercurio 13 5-10 0.5-1 Rifidn -
Vanadio 10 0.1-1.5 0.5-2.3 éGrasa? Orina
Titanio 9 1-2 - Pulmoén Orina
Niquel 5-10 3-6 2-4 Piel, higado Orina
Cromo 1-5 1 0.15 Bazo, corazén Orina
Cobalto 1.1-1.5 63-97 0.007-6 Higado, grasa Orina

llustracién 35. Elementos traza presentes en los seres humanos.

La lista de elementos quimicos con funcion bioldgica ha ido amplidndose progresivamente; ello ha sido
posible gracias a la puesta a punto de técnicas adecuadas para realizar analisis en muestras organicas
(alimentos o tejidos) altamente purificadas, es decir, descontaminadas de elementos quimicos
procedentes del medio ambiente (de origen extraorganico); todo lo cual ha permitido, a su vez,
estudiar el efecto de deficiencias de elementos traza especificos sobre numerosos aspectos
fisioldgicos, tanto en animales y plantas como en seres humanos.
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Algunos investigadores especialistas en el estudio de la significacién bioldgica de los elementos traza
sugieren que, probablemente, todos los elementos del S.P. tienen (o se descubrird que tienen) alguna
funcién fisiolégica. De todas formas, ciertos elementos tales como Cd, Pb y As estdn ya muy
caracterizados por sus propiedades téxicas y nocivas sobre el metabolismo humano. Puede decirse
gue con las solas excepciones del Fe y I, la importancia fisiolégica de los demas elementos traza
presentes en la dieta se estd empezando a conocer recientemente. De hecho ciertas alteraciones de
determinadas funciones fisiolégicas se comienzan a asociar con deficiencias nutricionales de
elementos traza especificos; por ejemplo, fldor y caries dental, cromo e intolerancia a la glucosa, cobre
e hipercolesterolemia, etc. En este sentido, conviene siempre tener muy en cuenta los efectos de los
tratamientos tecnoldgicos utilizados en la industria alimentaria (refinados, liofilizados, etc.) sobre el
contenido de elementos traza (u oligoelementos) que, en ultima instancia, son consumidos por los
individuos, para bien o para mal.

4.2. Clasificacion de los elementos biogenésicos.

Los bioelementos, segun su abundancia en los seres vivos, se clasifican en tres grandes grupos, como
se observa en las siguientes ilustraciones:

\ \ AGuAa Es el medio sobre el que se sustenta la forma y el
funcionamiento del cuerpo.
PRIMARIOS INORGANICAS
C.H,O,N,PyS (no exclusivas d
(Constituyen el 95% de la los seres vivos)
materia viva)
Funcién plastica (forman SALES MINERALES Forman estructuras (huesos, conchas, dientes,...), regulan el
el cuerpo) pH, la presién osmética y las reacciones quimicas
o5 a5 N ;
o] 3 a4 m HIDRATOS DE CARBONO, Proporcionan energia
CE >5‘ E > GLUCIDOS O AZUCARES
u 5 03
== wE
ﬂ 2 Q % Sirven de reserva energética, proteccion conira la humedad y
w = SECUNDARIOS = % LiPIDOS 0 GRASAS el frio, aislante,.
% k] Ca,Na, K, Mg, CI, . ggw ORGANICAS
(Son el 4,5%) (exclusivas de los
Sseres vivos)
Funcion reguladora del Construyen las estructuras de los seres vivos, transportan
funcionamiento del PROTEINAS sustancias, defienden contra las infecciones, ...
cuerpo
TRAZAS Contienen la informacién para la reproduccion de las proteinas
Fe, Cu, Zn, Se, I, Mn, Cr, / ACIDOS NUCLEICOS que conforman las estructuras y para su funcienamiento.
V, Pb, Hg, . Vi
j (Representan el 0,5 %)
Funciones fisioldgicas
complejas

llustracion 36. Composicion quimica de los seres vivos.
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llustracion 37. Tabla Periddica de los elementos quimicos.
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= Bioelementos primarios o principales. Son los elementos mayoritarios de la materia viva y
constituyen el 95 % de la masa total de los seres vivos. Pertenecen a este tipo el carbono (C), el
oxigeno (O), el hidrégeno (H) y el nitrégeno (N).

= Bioelementos secundarios. Son aquellos que se encuentran en una proporcion del 4,5% formando
parte de todos los seres vivos. Dentro de este grupo se incluyen el azufre (S), el calcio (Ca), el sodio
(Na), el potasio (K) y el cloro (Cl).

= Oligoelementos, micronutrientes o elementos traza. Son un conjunto de elementos quimicos que
se encuentran en el organismo en cantidades muy pequefias (mg/Kg o pg/L). sin embargo, muchos
de ellos son nutrientes esenciales ya que desempefan una serie de funciones indispensables para
mantener la vida como el crecimiento o la reproduccion normal de las diferentes especies,
incluyendo al hombre [111]. Hasta la fecha, se han aislado unos 60 oligoelementos en los seres
vivos, aungue Unicamente 14 de ellos pueden considerarse comunes a todas las especies. Estos
elementos son el hierro (Fe), el manganeso (Mn), el cobre (Cu), el cinc (Zn), el fldor (F), el yodo, (I)
el boro (B), el silicio (Si), el vanadio (V), el cromo (Cr), el cobalto (Co), el selenio (Se), el litio (Li), el
molibdeno (Mo) y el estafio (Sn) [112].

4.3. Oligoelementos, micronutrientes o elementos traza.

4.3.1. Clasificacion.

Los oligoelementos se pueden clasificar en funcion de diversos criterios. Segun su frecuencia en el
organismo, se clasifican en:

= |nvariables. Son aquellos elementos que estdn presentes en todos los seres vivos, en
concentraciones muy bajas (menos dl 0.005 % del peso corporal). Dentro del grupo destacan el
cinc, el cobre, el hierro, el manganeso, el yodo, el selenio, etc.

= Variables. Son aquellos elementos que se detectan en unos organismos y en otros no. Sus
funciones todavia no son bien conocidas. Se encuentran incluidos en este grupo el litio, el
rubidio, el germanio, el estafio, etc.

Segun su significacidn bioldgica, se clasifican en:

= Esenciales. Son los elementos necesarios para mantener la vida. Mertz [113] sefialé que
cuando su aporte es deficiente determina invariablemente la disminucién de una funcidn de
Optima a subdptima. Si se administra el elemento en cantidades fisiolégicas adecuadas
previene o cura esta alteracidn. Algunos de estos elementos son el cinc, el cobre, el hierro, el
manganeso, el yodo, el molibdeno, el fésforo, el niquel, el estafo, el selenio, el silicio y el
vanadio, entre otros.
= Cotizas [114] indicé que un elemento traza puede ser considerado esencial si cumple los
siguientes requisitos:
> Debe estar presente en todos los tejidos sanos de todos los organismos vivos.
> Concentracidn en los tejidos debe ser relativamente constante.
> Su carencia produce alteraciones ultraestructurales y fisioldgicas similares (y/o
reproducibles) en las diferentes especies; es decir, que las alteraciones determinadas
por la carencia del elemento son independientes de la especie estudiada.
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4.3.2.

» Su administracidn, en cantidades adecuadas, debe curar o prevenir estas alteraciones.
> Las alteraciones o lesiones producidas por la carencia se acompafian de cambios
bioquimicos pertinentes y especificos.
» Estos cambios bioguimicos se deben evitar o corregir, cuando la carencia se previene o
se trata.
Posibles esenciales. Son aquellos elementos cuyas concentraciones y/o funciones todavia no
estdn claramente establecidas, como es el caso del cromo, del niquel o del arsénico; otros que
solo son esenciales para algunas especies como el boro o el bromo y algunos cuya esencialidad
aun es objeto de controversia, como es el caso del litio, el cadmio o el estafio.
No esenciales. Son elementos que se encuentran en los tejidos vivos en concentraciones
variables. Se adquieren del medio ambiente en cantidades que dependen de su concentracién
en el mismo, de la intensidad y la duracién del contacto (tiempo de exposicion). Son un reflejo
de la interaccion del organismo vivo con el medio ambiente. Entre estos cabe mencionar el
aluminio, el antimonio, el mercurio, el germanio, el rubidio, la plata, el oro, el plomo, el
bismuto, el titanio y el circonio.
Toéxicos. La catalogacion de algunos elementos como el plomo, el cadmio o el mercurio como
tdxicos se justifica para algunos por sus propiedades dafiinas o potencialmente perjudiciales a
concentraciones relativamente bajas [115].

Toxicidad y biocinética de los elementos.

Todos los elementos traza son tdxicos, o potencialmente tdxicos, si se ingieren o se inhalan en

cantidades muy elevadas durante largos periodos de tiempo [116]. La toxicidad de un metal o de sus

compuestos, depende de las propiedades fisicas y quimicas del metal, las cuales difieren de acuerdo a

su posicidn en la tabla periddica y de su cardcter electroquimico. En el caso de que un elemento traza

se encuentre en exceso en el organismo, se pueden producir:

Alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares y de los organoides subcelulares.
Alteraciones en la estructura y en la funcién de los acidos nucleicos y de las proteinas.
Liberacidn de sustancias, como la histamina.

Sintesis incrementada de ciertas hormonas.

Cambios en las actividades enzimaticas tisulares.

Cambios en la composicién electrolitica de los diferentes espacios corporales.

El efecto dosis-dependencia, conocido desde hace afios, se presenta en forma de curva con dos

maximos [117] [118], como se muestra en el ejemplo para el caso del cinc:

Deficiente Optima Toxico

Actividad
Biologica

| IS, /S E—

005 500

20, ugh

llustracién 38. Curva dosis-dependencia del cinc.
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La primera parte de la curva, que se incrementa, al aumentar las concentraciones del elemento traza
hasta alcanzar la meseta, expresa la accion biolégica del elemento. Por su parte, la meseta indica la
suplementacioén éptima y la funcidon normal; su ancho esta determinado por la capacidad homeostatica
del organismo. Al aumentar mas la dosis se produce la accién farmacoldgica del elemento traza. En
esta fase, el oligoelemento actia como un farmaco estimulando o inhibiendo una funcidn
determinada. A dosis aun mas elevadas aparecen los signos y sintomas de la intoxicacion, expresidn de
la accion toxicoldgica o toxica del micronutriente. Las dosis a las cuales estas diferentes fases se hacen
aparentes, asi como el ancho de la meseta, varian ampliamente en los micronutrientes y dependen de
la presencia de otros elementos o compuestos en el organismo y de la dieta que se consume.

El organismo posee poderosos mecanismos que mantienen constante la meseta de funcién éptima en
la curva dosis-respuesta bioldgica, a pesar de los amplios rangos de variacion alimentaria y ambiental
de estos elementos [119]. Estos mecanismos se ponen en juego cuando la capacidad reguladora de los
procesos de absorcion y excrecion de los elementos traza ha sido vencida. En unién a los mecanismos
caracteristicos de regulacién del medio interno, la velocidad con que se eliminan los elementos traza
del organismo, representa un potente método de monitoreo del control homeostatico.

Es un hecho conocido que tanto los aportes carenciales como los excesivos de los elementos traza
pueden producir alteraciones metabdlicas, que preceden a la aparicién de trastornos estructurales o
funcionales celulares. En un momento determinado, éstos pueden ser los Unicos indicadores
reconocibles de la deficiencia de los elementos traza.

4.3.3. Carencia de un oligoelemento.
Se pueden distinguir cuatro fases o periodos en el desarrollo de la carencia de un elemento traza:

= La fase de agotamiento inicial, que estd determinada por el ingreso inadecuado de un
elemento traza y se caracteriza por los cambios en su metabolismo.

= La fase de deficiencia compensada, que se caracteriza por el deterioro de las funciones
bioquimicas que dependen del oligoelemento, pero sin ninglin cambio cuantificable en el nivel
y en el metabolismo de los sustratos influenciados por estas funciones. Por ejemplo, los
neozelandeses que residen en ambientes pobres en selenio, presentan una actividad reducida
de la enzima glutation-perodoxidasa sérica, pero no muestran signos perceptibles de dafio
oxidativo debido a otras funciones que no dependen del selenio [120] [121].

= La fase de deficiencia metabdlica, corresponde a la forma descompensada de la carencia y se
caracteriza por cambios notables en los sustratos y en las reacciones metabdlicas
dependientes de los elementos traza. Es un verdadero peligro para el organismo e incluye la
aparicién de enfermedades aparentemente no relacionadas con los disturbios metabdlicos
preexistentes (la carencia de Cr provoca concentraciones elevadas de insulina e intolerancia a
la glucosa, la carencia de selenio se considera un factor de riesgo para la aparicion del
cancer,...).

= La fase de deficiencia clinica, se caracteriza por el empeoramiento de los trastornos
metabdlicos y la aparicién de lesiones estructurales y funcionales que determinan una
enfermedad grave [122].
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CAPITULO

El Aluminio en los Sistemas Bioldgicos

5.1. Introduccion. Breve historia.

El aluminio es un elemento quimico, de simbolo Al y nimero atédmico 13. Se trata de un metal no
ferroso. Es el tercer elemento mds comun encontrado en la corteza terrestre, después del oxigeno y
silice. Los compuestos de aluminio forman el 8% de la corteza de la tierra y se encuentran presentes en
la mayoria de las rocas, de la vegetacidn y de los animales. En estado natural se encuentra en muchos
silicatos (feldespatos, plagioclasas y micas).

Sin embargo, el aluminio es un elemento muy reactivo y nunca se encuentra en forma de metal en la
naturaleza. Generalmente, se encuentra combinado con otros elementos como por ejemplo oxigeno,
silice y fluor, que se encuentran cominmente en el suelo, en minerales (por ejemplo zafiros, rubies,
turquesas), rocas (especialmente rocas igneas) y arcillas. Estas constituyen formas naturales de
aluminio.

Como metal se extrae del mineral conocido con el nombre de bauxita, por transformacion primero en
alimina mediante el proceso Bayer y a continuacién en aluminio mediante electrélisis.

Este metal posee una combinacidn de propiedades que lo hacen muy util en ingenieria mecdnica, tales
como su baja densidad (2700 kg/m®) y su alta resistencia a la corrosién. Mediante aleaciones
adecuadas se puede aumentar sensiblemente su resistencia mecanica (hasta los 690 MPa). Es buen
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conductor de la electricidad, se mecaniza con facilidad y es relativamente barato. Por todo ello es
desde mediados del siglo XX* el metal que mas se utiliza después del acero.

Tanto en Grecia como en la Antigua Roma se empleaba el alumbre (del latin alumen®’), una sal doble
de aluminio y potasio como mordiente en tintoreria (fijar los colores en los textiles) y astringente en
medicina, uso aun en vigor.

Fue en 1807 cuando el inglés Humphrey Davy descubrié el aluminio y propuso el nombre aluminum
para este metal alin no descubierto; mas tarde decidié cambiarlo por aluminium por coherencia con la
mayoria de los nombres de elementos, que usan el sufijo -ium. De éste derivaron los nombres actuales
en inglés y en otros idiomas; no obstante, en los EE UU con el tiempo se popularizé el uso de la
primera forma, hoy también admitida por la IUPAC aunque se prefiere la otra [123].

En Les Baux, en 1821, el francés Berthier encontré la bauxita®®, la materia prima de la fabricacién de
aluminio industrial.

El quimico danés Hans Christian Oersted aislé el aluminio por primera vez en 1825, de forma impura
(contenia niveles de plomo), por medio de un proceso quimico que utilizaba una amalgama de potasio
y cloruro de aluminio. El principal inconveniente para su obtencidn reside en la elevada cantidad de
energia eléctrica que requiere su produccion. Este problema se compensa por su bajo coste de
reciclado, su dilatada vida util y la estabilidad de su precio.

El quimico aleman Friedrich Woehler de Géttingen fue quien aislé por vez primera particulas de
aluminio puro, en 1845, y determind sus principales propiedades (densidad, conductividad, resistencia
a la corrosion, etc.), es decir, entre 1827 y 1845, mejord el proceso de Oersted utilizando potasio
metalico y cloruro de aluminio.

Cuando fue descubierto se encontré que era extremadamente dificil su separacién de las rocas de las
que formaba parte, por lo que durante un tiempo fue considerado un metal precioso, mas caro que el
oro. A mitad del siglo XIX, en 1854, Henri Sainte-Claire Deville obtuvo pequefias cantidades del metal
en Francia reduciendo cloruro de aluminio con sodio basdndose en los trabajos de Oersted y Woehler.
Con el apoyo financiero de Napoledn lll, Deville establecié una planta experimental a gran escala, y en
la Exposicion Universal de Paris de 1855 exhibid el aluminio puro junto con las joyas de la corona de
Francia y se dijo que Napoledn lll habia encargado un juego de platos de aluminio para sus mas ilustres
invitados.

En 1882 el aluminio era considerado un metal de asombrosa rareza del que se producian en todo el
mundo menos de 2 toneladas anuales. En 1884 se selecciond el aluminio como material para realizar el
vértice del Monumento a Washington, en una época en que la onza (30 gramos) costaba el
equivalente al sueldo diario de los obreros que intervenian en el proyecto [124] y tenia el mismo valor
que la plata.

*® Referido al volumen, el aluminio habia sobrepasado a finales de 1930 a todos los metales no férreos, pero si se
considera en masa, esto tiene lugar hacia finales de la décadas de 1960.

*’ palabra que los romanos designaban a las sustancias con propiedades astringentes.

%% Es el tercer elemento mas comdn en la corteza terrestre.
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Sin embargo, con las mejoras de los procesos, los precios bajaron continuamente hasta colapsarse en
1889 tras descubrirse un método sencillo de extraccion del metal aluminio. La invencién de la dinamo
por Siemens en 1866 proporciond la técnica adecuada para producir la electrdlisis del aluminio. En
1886 simultaneamente el norteamericano Charles Martin Hall y el francés Héroult descubrieron un
método mds simple para obtener aluminio, método que patentaron ese mismo afo (método Hall-
Héroult), el cual redujo considerablemente los costos de fabricaciéon de este metal y su posterior uso
masivo. Dos afios mas tarde Hall fundé la empresa Pittsburgh Reduction Company, la que en 1907
paso a llamarse Aluminum Company of America (Alcoa).

El hallazgo de un proceso mas simple de extraccion del aluminio junto con el proceso Bayer®, permitié
gue se extendiera su uso hasta hacerse comun en multitud de aplicaciones. Sus aplicaciones
industriales son relativamente recientes, produciéndose a escala industrial desde finales del siglo XIX.
Ello posibilitéd que el aluminio pasara a ser un metal comuin y familiar [125]. Para 1895 su uso como
material de construccion estaba tan extendido que habia llegado a Sidney, Australia, donde se utilizd
en la cupula del Edificio de la Secretaria.

La produccion mundial alcanzé las 6700 toneladas hacia 1900, 700.000 en 1939 y en 1943 llegé a los
dos millones debido al impulso de la Il Guerra Mundial. Desde entonces la produccion se ha disparado
hasta superar la de todos los demas metales no férreos.

Desde los inicios de su produccion hasta hoy en dia, el aluminio ha pasado de ser un costoso metal a
convertirse en un producto versatil y de extensa utilizacion, el cual posee un sin nimero de
propiedades, tales como ser un metal ligero, de buena conductividad, reciclable y muy abundante en
la tierra.

Actualmente el proceso ordinario de obtencidn del metal consta de dos etapas, la obtencién de
alumina por el proceso Bayer a partir de la bauxita, y posterior electrdlisis del 6xido para obtener el
aluminio.

La recuperacion del metal mediante un proceso de reciclado, a partir de chatarra, materiales viejos o
deshechos, era una practica conocida desde principios del siglo XX. Sin embargo, es a partir de los afios
1960 cuando se generaliza, mas por razones medioambientales que estrictamente econdmicas, ya que
el reciclaje consume el 5% de lo que consume la producciéon metaldrgica a partir del mineral.

5.2. Toxicidad.

El aluminio es uno de los metales mas ampliamente usados y también uno de los mds frecuentemente
encontrados en los compuestos de la corteza terrestre. Debido a este hecho, el aluminio es
comunmente conocido como un compuesto inocuo para los seres humanos. Debido a esta suposicién
se fabricaron de forma masiva utensilios de aluminio para cocinar alimentos, envases para alimentos, y
papel de aluminio para el embalaje de alimentos frescos. La toxicidad del aluminio ha sido muy
estudiada y actualmente es uno de los elementos que mas interesan desde el punto de vista de la
especiacion. Su impacto sobre los sistemas bioldgicos ha sido objeto de mucha controversia en las

*® Método, inventado por Karl Bayer en 1889, utilizado para producir 6xido de aluminio puro a partir de bauxita.
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décadas pasadas y una profusa investigacién ha demostrado que puede producir efectos adversos en
plantas, animales acuaticos y seres humanos [126], por lo que cada vez se tiene mas claro la
importancia que presenta este metal sobre los sistemas bioldgicos.

En las muestras bioldgicas el aluminio se encuentra Unicamente con valencia +3. Las formas de este
elemento unido a ligandos organicos son mucho menos téxicas que cuando se encuentra unido a
ligandos inorganicos. Las especies de interés medioambiental del aluminio son: AI**, Al (OH)*, Al (OH)*
y Al (OH)*".

Esta incorporacién se hace con la etapa previa de formacion de minerales arcillosos que se
transforman en éxidos e hidréxidos de aluminio solubles. Este efecto puede estar, y de hecho lo est3,
favorecido por la accidon antropogénica, asi, por ejemplo, el aluminio puede existir en altas
concentraciones en los alrededores de zonas donde se producen vertidos de ciertas industrias,
refinerias, fundiciones, canteras y minas. Ademds, las tierras dedicadas a la agricultura tienen la
suficiente acidez como para que el 70% de las mismas origine problemas de toxicidad debido a la
solubilizacion del aluminio. En este punto, las lluvias acidas juegan un papel importantisimo en el
proceso de movilizacion del aluminio desde las rocas hasta la disolucién del suelo (zonas vadosas). En
efecto, en el medio ambiente el aluminio produce problemas de acidificacién, puede acumularse en las
plantas y causar problemas de salud a animales que consumen esas plantas. Se ha observado que las
cascaras de los huevos de aves son mucho mas finas cuando existe contaminacion de este elemento
en el medio donde habitan. Algunos estudios han demostrado que el aluminio se encuentra en la nieve
formando acuocomplejos o complejos simples con ligandos inorganicos. En los rios se encuentra
generalmente unido a macromoléculas o en sustancias coloidales.

Debido a que la fraccién toxica del aluminio corresponde a su iéon libre y sus acuocomplejos, los
métodos analiticos se han encaminado a la discriminaciéon de estos complejos de aluminio con
respecto a complejos con sulfato, fluoruro y también con la materia organica. Para ello se han
estudiado numerosos reactivos coloreados que reaccionan con las distintas especies tdxicas de
aluminio para su posterior determinacidn por espectrofotometria, como por ejemplo el aluminén o
hidroxiquinona. Sin embargo, a pesar de que los reactivos que se han probado no reaccionan con los
complejos de fluoruro, si que lo hacen con los complejos de aluminio con sulfato y con materia
orgdanica, teniendo lugar por tanto errores importantes en la medida de estas especies tdxicas de
aluminio mediante espectrofotometria.

Muchos trabajos han relacionado el aluminio como agente etioldgico en enfermedades de tipo
neurodegenerativo como el Alzheimer, la demencia senil o el Parkinson. Algunos estudios sugieren que
tanto la forma como la via de entrada del aluminio son fundamentales para determinar los efectos que
este metal pudiera ocasionar en el organismo. En otros trabajos se sefiala como lo importante no es la
forma en la que el aluminio penetra en el organismo, sino la posterior liberacidn de iones de aluminio
libres, es decir, de la biodisponibilidad de este elemento, que estd influida por muchos y muy variados
parametros, tanto factores fisicos como quimicos [127].

La actividad quimica del aluminio es de vital importancia en los humanos. La especializacion del
aluminio puede ser considerada como el mecanismo por el cual este metal desata una respuesta
bioldgica. Las distintas formas en las que se puede suministrar el aluminio (citrato, fosfato, cloruro o
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hidréxido, entre otros) determinan tanto el destino como la proporcién de aluminio que actuard
modificando el metabolismo. De esta forma, la toxicidad del metal dependerd de la molécula a la que
se halle ligado, y la capacidad téxica de dicho metal dependera de la cantidad de aluminio disponible
en un determinado érgano o fluido bioldgico. Tanto es asi, que algunos estudios demuestran que, por
ejemplo, la ingesta de cerveza con alcohol y a dosis moderada alta, parece influir en la toxicocinética
del aluminio presente en la dieta a través de su contenido en silicio, limitando su absorcién e
incrementado su excrecién por via fecal [128].

Debido a la importancia de la biodisponibilidad del aluminio, se han desarrollado estudios de
especiacion de este metal en humanos. En estos estudios generalmente se emplea la ultrafiltracion,
dialisis, filtracién con geles, HPLC, etc. Las especies que se estudian en este tipo de muestras son la
fraccion separada por ultrafiltracién, proteinas de aluminio, especies de bajo peso molecular de
aluminio y complejos de aluminio con Deferoxamina (DFO), que es un farmaco utilizado para
solucionar problemas de exceso de Al. Mediante estudios de este tipo, se ha confirmado que la
transferrina es la Unica proteina que se encuentra unida al aluminio en el hombre.

La exposicion al aluminio por lo general no es dafiina, pero a altos niveles puede causar serios
problemas para la salud. En efecto, la toxicidad del aluminio puede evaluarse desde dos puntos de
vista, dependiendo del grado de contaminacién. Bajos niveles de aluminio derivados del entorno
(agua,...) han sido asociados con demencias seniles (Alzheimer, el Parkinson, la demencia y la
esclerosis lateral amiotrofica), mientras que niveles altos de aluminio originados por algun tipo de
terapia (didlisis,...) pueden inducir sintomas diferentes y de forma mas acusada [129].

Cualquier persona puede intoxicarse con aluminio o sus derivados (ingesta, respiracidn, contacto
dérmico,...), pero algunas personas son mas propensas a desarrollar toxicidad por aluminio [130]. La
exposicidén a concentraciones significativas de aluminio puede causar un efecto serio en la salud como
dafio al sistema nervioso central, demencia, pérdida de la memoria, etc. El aluminio también puede
causar problemas en los riflones de los pacientes, cuando entra en el cuerpo durante el proceso de
dialisis [131] [132]. Por muchos afios ha sido sefialado como causante de dafos dseos [133] vy
neurolégicos: encefalopatias y enfermedades éseas como la enfermedad adindmica del hueso
asociada a baja reconversion y a bajos contenidos de Al, la osteitis fibrosa asociada a la alta
reconversion, hipertiroidismo y altos contenidos de Al [134], las patologias respiratorias por exposicion
al Al [135]. Ademas, se ha comprobado que el aluminio puede ser potencialmente dafiino en pacientes
gue requieren de forma sistematica tratamientos via parenteral [136].

Hay muchos factores que determinan si la exposicion al aluminio serd perjudicial o no, como son la
dosis (la cantidad), la duracién (por cuanto tiempo) y la manera como entré en contacto con esta
sustancia, asi como la edad, sexo, dieta, caracteristicas personales, estilo de vida y condicion de salud.
La exposicion al aluminio se produce principalmente por:

= Exposicion ambiental. El Al natural se encuentra en el suelo formando parte de la estructura
guimica de los aluminosilicatos presentes en muchos minerales y rocas. Estos compuestos son
muy estables y, por lo tanto, insolubles en el medio ambiente natural. La accién combinada de
factores atmosféricos promueve cambios fisicos y quimicos que suscitan la ruptura de las rocas
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superficiales. Asi se originan minerales arcillosos que luego se transforman en dxidos e hidréxidos
de aluminio, mas solubles. Por otra parte, debe considerarse que, debido a la acciéon del hombre,
el Al puede existir en altas concentraciones en los alrededores de los sitios donde se desechan
residuos de ciertas industrias, refinerias, fundiciones, canteras y minas. Se ha calculado que un
70% de las tierras cultivables tienen suficiente acidez como para ocasionar problemas de toxicidad
originada por la solubilizacién de Al.

El polvo desprendido de los minerales y materiales rocosos es la fuente mas grande de particulas
portadoras de Al en la atmésfera. Por el contrario, las concentraciones en el agua natural no
presentan variaciones importantes, con excepcidon de aquellas zonas en las que las lluvias acidas
modifican el pH de lagos y aguas subterraneas, provocando aumento en la concentracién de Al.

La lluvia acida constituye un aporte significativo de aluminio al medio ambiente, jugando un papel
importantisimo en el proceso de movilizacién del Al desde las rocas hasta la disolucién del suelo
(zonas vadosas).

En términos de contaminacion ambiental, es importante resaltar que, desechar una lata, significa
generar un residuo por 500 afios. En cambio, el proceso de reciclado del metal reduce en un 95%
la contaminacién ambiental generada durante su fabricaciéon y requiere menos del 10% del
consumo eléctrico necesario para obtener la misma cantidad de Al a partir de bauxita.

= Exposicion por la dieta. Es importante resaltar que el aluminio no es un nutriente. Aunque no es un
metal pesado, es altamente tdxico para todos los seres vivos. El aluminio esta difundido en nuestra
agua, en la tierra, en el aire y por lo tanto en pequefias cantidades, en nuestros alimentos
también. Se cree que una persona promedio consume entre 3 y 10 miligramos de aluminio al dia.
En la actualidad, se sabe que el aluminio se absorbe y se acumula en nuestro cuerpo [137].
Un miligramo por cada kilo de masa corporal a la semana es la cantidad que los expertos de la
EFSA (European Food Safety Authority) han establecido como "tolerable" para la ingesta de
aluminio a través de la dieta. Tras una evaluacién exhaustiva, han determinado un limite semanal
en lugar de una ingesta diaria, y advierten de que en algunos casos este limite podria superarse.
Asi lo demuestran varios estudios realizados en paises como Hungria, Alemania, Suecia o Italia,
segln los cuales los adultos podrian llegar a ingerir entre 0,2 y 1,5 miligramos por cada kilo de
masa corporal, y los nifios entre 0,7 y 2,3 miligramos [138].
Muchos vegetales incorporan aluminio del suelo en el que son cultivados. Cuando el pH del suelo
es menor que 5, este metal es solubilizado en el agua y absorbido por las raices de las plantas. El
contenido de Al en los comestibles es altamente variable debido a su empleo generalizado no sélo
en la manufactura sino también durante el almacenamiento en latas y envoltorios. Los alimentos
gue contribuyen en mayor proporcion al aluminio dietario son cereales, quesos procesados vy sal,
ya que contienen compuestos de Al agregados como aditivos. Durante el procesamiento industrial
de conservas de frutas y cerveza se agregan ciertas sales de Al, las que también son componentes
habituales de polvos de hornear, conservantes, aditivos y agentes emulsionantes.
La presencia de Al en el agua de bebida deriva de su fuente natural y de los métodos empleados
para la potabilizaciéon que incluyen una etapa de clarificacion quimica con aluminato de sodio,
aluminato de amonio o sulfato de Al. La cantidad del metal que permanece en disolucién en el
agua de la red urbana depende no sélo de la concentracién residual sino también de otras
variables regionales como el pH y la coexistencia de otras sustancias. A pesar de que, en
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comparacién con otras, esta fuente de exposicidon representa una pequefia proporciéon de la
ingesta diaria de Al (aproximadamente 0.1 mg/L), la presencia de un porcentaje elevado de
especies solubles del metal, de bajo peso molecular, quimicamente reactivas y, posiblemente, mas
facilmente absorbibles, seria responsable de la mayor disponibilidad del catidn en ese medio. Esta
misma indicacidn se puede hacer en referencia al agua reutilizada para el riego tras la depuracién,
si no se eliminan convenientemente los contenidos altos de aluminio, cuando se emplea procesos
de coagulacidon quimica, este catién se incorpora al suelo agricola y, de ahi, a las plantas, con lo
gue tendriamos al aluminio introducido en la cadena tréfica. Este mismo problema se produciria
en el medio hidrico si el aluminio se vehiculiza hacia los acuiferos de la zona.

Los niveles de aluminio en el aire oscilan generalmente entre 0.005 y 0.18 ug de aluminio por
metro cubico de aire (0.005-0.18 pg/m?), dependiendo de la localidad, las condiciones climaticas y
el nivel de actividad industrial en el area. La mayor parte del aluminio en el aire se encuentra en la
forma de pequefias particulas de polvo suspendidas en el aire. Los niveles de aluminio en dreas
urbanas e industriales pueden ser mas altos y pueden oscilar entre 0.4 y 8.0 pg/m?>. En general, la
cantidad de aluminio que se respira en un dia es mucho menor que la que consume en los
alimentos.

La gente también se expone al aluminio en medicamentos tales como antidcidos y aspirina con
cubierta entérica. Los antidcidos contienen entre 300 y 600 mg de hidréxido de aluminio
(aproximadamente 104 a 208 mg de aluminio) en cada tableta o capsula, o en cada 5 mililitros, en
el caso de liquidos. La aspirina con cubierta entérica puede contener 10 a 20 mg de aluminio por
tableta.

Las férmulas infantiles a base de soja contienen niveles de aluminio mds altos que las férmulas a
base de leche de vaca o que la leche materna. En férmulas a base de soja se han detectado
concentraciones medias de aluminio entre 0.46 y 0.93 mg/L, mientras que en férmulas a base de
leche de vaca la concentracién media oscilan entre 0.058 y 0.15 mg/L. En la leche materna, las
concentraciones tipicas de aluminio varian entre 0.0092 y 0.049 mg/L.

Exposicion iatrogénica. En los pacientes en estado terminal de enfermedad renal, tanto la
ingestion de compuestos de Al, prescriptos para contrarrestar la hiperfosfatemia, como la
hemodidlisis utilizando agua con elevado contenido del metal, han sido asociadas con alteraciones
dseas y con la apariciéon de signos de anemia y demencia. Si bien en la actualidad se tiende a
disminuir la concentracion de Al en los liquidos de dialisis a través del tratamiento del agua por
dsmosis inversa, numerosos pacientes manifiestan aun sintomas de "demencia aluminica".
Asimismo, el Al continda siendo uno de los mayores agentes causantes de alteraciones dseas en
estos pacientes. Por otra parte, el riesgo de toxicidad por Al no estd limitado a los pacientes con
enfermedad renal terminal, ya que otros pacientes con funcién renal normal, y aln individuos
sanos, estan expuestos al metal. El motivo principal de esta exposicién se halla en el extenso uso
del elemento en medicina, en la industria farmacéutica, en la elaboracion de vacunas, disoluciones
nutritivas, etc.

Entre los medicamentos que contienen Al figuran antidcidos, aspirinas con regulador de pH,
suplementos de calcio, productos antidiarreicos y antihemorroidales, muchos de ellos de venta
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libre, los cuales son cominmente usados y pueden contribuir a la severidad de la exposicion al
metal.
Las vacunas que proveen inmunidad contra difteria, tétanos, hepatitis, rabia y antrax contienen
como adyuvante compuestos de aluminio.
Como contaminante, el catidn se encuentra, frecuentemente, en disoluciones intravenosas y
parenterales. Las victimas mas vulnerables de la intoxicacidn aguda con el metal se hallan entre los
neonatos prematuros alimentados por via intravenosa y los pacientes que han sufrido graves
guemaduras sometidos a nutricidn parenteral.
Aunque mucho se ha avanzado en la identificacion del impacto del Al sobre la salud humana, lo
concreto es que se desconocen los limites de seguridad para la ingestion oral o administracion
endovenosa de compuestos de Al, y la circunstancia mas preocupante es que tampoco existen
pautas indicativas del control del metal en las diferentes fuentes de exposicion.

= Exposicion ocupacional. La exposicién a Al es inevitable debido al incremento de su uso en la vida
diaria y en las industrias. El riesgo es potencialmente mayor entre ciertos grupos ocupacionales
como, por ejemplo, trabajadores de refinerias, fundiciones, canteras, minas, imprentas,
concesionarias de automotores, estaciones de servicio y personal involucrado en la fabricaciéon de
productos metalicos. La exposicion se produce en estos casos por el ingreso del metal a través de
la piel o por inhalacién de polvos, vapores y humos.

= Otras fuentes de exposicion. La exposicion a Al también puede ser el resultado del uso de
compuestos del metal en la manufactura de cosméticos y productos de higiene personal. El lactato
de Al es utilizado en cremas dentales para dientes sensibles. El clorhidrato de Al, ampliamente
usado en la composicion de antitranspirantes, actla suprimiendo el sudor por formaciéon de un
precipitado de hidroxido o desnaturalizando queratina en la capa cdrnea que rodea los ductos de
las glandulas.

5.3. Efectos en el organismo debido a la exposicion por aluminio (alteraciones
patofisioldgicas inducidas por aluminio).

Debido a la abundancia natural del Al y a su creciente utilizacion, es practicamente improbable no
encontrar trazas de Al en alguna célula de un ser vivo. La biodisponibilidad del metal y, en
consecuencia, su toxicidad, se ven influenciadas por la identidad quimica de la especie reactiva
(dependiente del pH del medio) y por la capacidad de otros ligandos para interferir en la esfera de
hidratacion del ién metalico. El pH fisioldgico del entorno celular de los mamiferos oscila levemente
alrededor de 7,4. Por lo tanto, los conceptos de biodisponibilidad y toxicidad potencial del Al sdlo
tienen sentido a la luz del conocimiento del comportamiento quimico del metal en soluciones acuosas
neutras. En el medio extracelular, el Al forma complejos con especies de bajo peso molecular que
poseen dtomos de oxigeno donantes de electrones, entre ellas, citrato, hidréxido, fosfato, ADP y ATP.
Estos ligandos mantienen en estado soluble al catidn en suficiente cantidad y por el tiempo necesario
para producir una respuesta toxica, a nivel celular primero y en todo el organismo luego.

En el caso particular de los seres humanos, dado el extraordinario incremento del uso del Al, es de
esperar que la exposicién al metal aumente a medida que se eleva el promedio de vida de la
poblacion. Debido a la creciente biodisponibilidad del metal y a sus efectos sobre los seres vivos (de
los cuales sdlo unos pocos han sido mostrados en este articulo), surge la necesidad de investigar los
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mecanismos por los cuales el Al es incorporado a diferentes células, modificando su metabolismo y
morfologia, asi como también determinar cudles son las especies del catién involucradas en tales
acciones. Los estudios podrian revelar, en los préximos afios, importantes interacciones de este
elemento no esencial para el organismo con mecanismos de organizacion y funcionamiento celular,
permitiendo asi conformar un panorama mds completo de la actividad del Al en los seres vivos.
Mientras tanto, conviene evitar o disminuir al minimo la exposicién al metal.

5.3.1. Aluminio y sistema eritropoyético.

Las primeras observaciones que permitieron asociar la sobrecarga de Al con el desarrollo de anemia
fueron detectadas en pacientes con encefalopatia dialitica. La anemia fue inducida experimentalmente
mediante la administracion de compuestos de Al. Cuando ratas y ratones, sin carencia de hierro,
fueron sobrecargados oralmente con citrato de Al de forma crdnica, los animales mostraron inhibicidn
del desarrollo de células progenitoras eritroides de médula ésea [139]. La observacion de que el metal
se deposita en el tejido dseo sustenta la hipdtesis de un efecto citotdxico local lento sobre células
progenitoras eritroides en su nicho habitual de la médula ésea.

Los efectos perjudiciales del Al sobre el sistema eritropoyético trascienden su accidn sobre las células
inmaduras, manifestandose también en eritrocitos maduros de sangre periférica. Ya en 1929, se
reportaron cambios morfoldgicos en gldbulos rojos de conejos que habian sido sobrecargados con el
catidn vy, recientemente se ha observado por microscopia electrénica de barrido, las alteraciones
inducidas por el metal en glébulos rojos de ratas tratadas crénicamente, a las cuales se les administré
citrato de Al en forma oral, asi como en glébulos rojos humanos sometidos a un proceso de
envejecimiento in vitro en presencia de compuestos de Al [139] [140].

llustracion 40. Morfologia de los glébulos rojos “in vivo” sometidos a la accién del aluminio.
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En vista de las alteraciones hematoldgicas detectadas, se disefiaron experimentos para determinar los
mecanismos mediante los cuales el metal ejerce su toxicidad, observdndose una asociacidn entre
alteraciones de la integridad de proteinas de la membrana eritrocitaria y la aparicién de anomalias
morfoldgicas [140]. Por otra parte, se ha demostrado que el Al, el cual comparte con el hierro la
proteina de transporte transferrina, interfiere con los mecanismos celulares de captacion de hierro y
con la sintesis de hemoglobina [141] [142].

llustracion 41. Captacion de Fe por células de la linea eritroleucémica humana K562 en presencia de Al.

Uno de los mecanismos por los cuales el Fe es incorporado a la célula es mediado por receptores
especificos para transferrina (RTf, RTf2). Una vez en el citoplasma, el Fe** puede ser almacenado en la
ferritina, ser utilizado para la sintesis de proteinas que lo contienen o formar parte de un pool
regulatorio. Las proteinas IRP (iron regulatory protein) detectan el contenido celular de Fe y regulan la
sintesis de proteinas involucradas en su metabolismo (RTf, ferritina) mediante su interaccion con
secuencias regulatorias IRE (iron responsive element) localizadas en los ARNm respectivos.

Los complejos Tf-Al y Tf-Fe compiten por la uniéon a los RTf. Independientemente de que la Tf
transporte Al o Fe, la afinidad de la unién a los RTf no se modifica. En consecuencia, la captacion
celular de Fe mediada por Tf disminuye en presencia de Al.

Los resultados de diversos estudios sugieren que, una vez en el interior de la célula, el Al interferiria
con mecanismos de utilizacién del Fe y/o de sintesis de hemoglobina.

5.3.2. Aluminio y sistema nervioso.

Actualmente, se considera que el cerebro constituye un sitio importante de acumulacién de Al,
independientemente de la via por la cual el mismo ingresa al organismo. Diversas manifestaciones
neurolégicas en el ser humano han sido atribuidas a la intoxicacidon por Al: pérdida de la memoria,
temblores, depresion de la movilidad motora, pérdida de la curiosidad, ataxia y convulsiones
generalizadas con estado epiléptico. Por esta razdn, el Al es considerado un elemento neurotdxico. En
nifios pequefios, la neurotoxicidad se manifiesta por regresidn de las aptitudes verbales y motoras.

Numerosos estudios epidemioldgicos y experimentales han sugerido una posible conexion entre la
neurotoxicidad producida por Al y la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Aunque esta
relacién todavia es motivo de controversia, no se puede ignorar la participacién de la intoxicacion
aluminica en el desarrollo de severas manifestaciones neuroldgicas [143].
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5.3.3. Aluminioy los liquidos de hemodidlisis.
5.3.3.1. Introduccion.

Aunque la toxicidad neuroldgica del aluminio ya se conocia desde antiguo, pues Kopeloff y cols en
1942 obtuvieron un sindrome epileptiforme al aplicar directamente hidréxido de aluminio en tejido
cerebral [144] y Klatzo y cols desarrollaron en 1965 de forma progresiva una encefalopatia por
inyeccion repetida subaracnoidea de sales de aluminio [145], no es hasta 1976 cuando se empieza a
relacionar la presencia de una demencia en dializados con la existencia de acumulacion de aluminio en
el sistema nervioso central [146].

En efecto, fue Alfrey y cols quienes sugieren la hipdtesis del origen de esta demencia a partir de unos
estudios previos realizados por estos mismos autores en 1972 [147]y por Berlyne y cols dos afios antes
[148]. Alfrey y cols publicaron por primera vez en 1972 casos de demencia en dializados que fueron
relacionados con los estudios de Berlyne sobre niveles séricos anormalmente elevados de pacientes
gue presentaban insuficiencia renal crénica y que de forma regular tomaban geles de aluminio para
disminuir la hiperfosfatemia presente en estos enfermos. Igualmente y como un nuevo aporte a todos
estos estudios Yates y cols en 1976 publicaron un estudio sobre degeneracion neurofibrilar por cloruro
de aluminio [149].

Asi pues, en pacientes que presentan fallo renal créonico y que por tanto deben sufrir un tratamiento
con hemodialisis se observan niveles anormalmente elevados de aluminio en sangre y tejidos debido a
gue dichos pacientes estan sometidos a un importante nivel de exposicién a este metal principalmente
debido a la ingestion de antiacidos que contienen aluminio con el fin de disminuir la absorcidon de
fosfatos en el intestino y por ende la hiperfosfatemia, asi como y de forma importante en los ultimos
afos, la presencia de niveles de aluminio en el agua para hemodialisis.

Las tres alteraciones que hoy en dia aparecen asociadas intimamente a la toxicidad por aluminio en
pacientes sometidos a hemodialisis son demencia por didlisis, degeneracidn dsea y anemia [150] [151]
[152] [153] [154] [155] [156] [157] [158].

La primera de ellas es la “demencia por didlisis”, también llamada “encefalopatia por dialisis” [159], y
los pacientes que mueren por esta causa presentan con frecuencia niveles elevados de aluminio en
tejido y cerebro.

La segunda es una progresiva degeneracion dsea conocida con el nombre de “enfermedad del hueso”
[160].

Finalmente la tercera lesidn observada mas recientemente afecta a los gldbulos rojos y es una anemia
microcitica que se observa en estos pacientes en presencia de cantidades adecuadas de hierro [160].

5.3.3.2. Toxicidad por aluminio en hemodializados: demencia por dialisis.

La demencia por didlisis o también encefalopatia por dialisis, es una alteracién progresiva vy
normalmente mortal [147] [161] del sistema nervioso central que se presenta en personas dializadas
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generalmente un minimo de 2 afios antes de aparecer los primeros sintomas [162] [163] y que se
caracteriza por trastornos en el hablar, trastornos del conocimiento y del movimiento [151].

Aparece disartria que inicialmente puede mejorarse con inyecciones de diazepam aunque mas tarde se
vuelve rebelde también a este farmaco [151].

También aparecen cambios de la personalidad entre los que se incluyen psicosis que terminan en
demencia, mioclonia y ataque focales [151].

El trastorno del habla se caracteriza por unos sintomas caracteristicos como balbuceo y tartamudeo
gue aparecen relativamente pronto y se intensifican en el curso de la enfermedad [164]. La
enfermedad suele ser fatal entre los 6 y 9 meses después de aparecer los primeros sintomas [150]
[164].

Segln Dennis L. Andress y Donald J. Sherrard en estudios realizados en pacientes con este tipo de
demencia, el 90 % de ellos sufridé de trastornos del habla, en el 80 % aparecié demencia, trastornos
motores en el 75 % y convulsiones entre el 60y 90 % [150].

El electroencefalograma muestra brotes multifocales de actividad delta con ondas de elevada amplitud
en espiga, mas prominentes en los ldbulos frontales [164] [165] [166].

Se producen cambios en la personalidad hasta que los pacientes terminan mudos e incapaces de
realizar movimientos voluntarios [164].

Etiologia de la demencia.

En la actualidad parece bastante probado el origen del aluminio como causa de ciertas demencias. Se
han observado niveles elevados de este metal en pacientes que presentaban diferentes patologias
como encefalopatia hepatica, enfermedad de Alzheimer, cdncer con diversas metdstasis y demencia
por didlisis [167] [168].

Merece la pena destacar aqui la confusidon que en ocasiones se ha producido entre la demencia por
dialisis y el mal de Alzheimer o dicho de otra manera, como si la encefalopatia provocada por exceso
de aluminio en pacientes dializados produjera mal de Alzheimer.

Sin embargo en la actualidad esto parece estar descartado teniendo en cuenta que si bien en la
enfermedad de Alzheimer parece haber niveles elevados de aluminio en el sistema nervioso central
[169] [170], los cambios neurofibrilares y las alteraciones bioquimicas son diferentes lo que indicaria
una distinta metabolizacion del aluminio en las dos enfermedades. Igualmente las placas
degenerativas que son comunes en la enfermedad de Alzheimer no se han observado en
intoxicaciones experimentales de aluminio [169] [170].

El examen por microandlisis con rayos X de los cerebros de pacientes que fallecieron de encefalopatia
por didlisis reveld concentraciones muy elevadas en los lisosomas, cosa que se encontré también en
los cerebros de ratas inyectadas sistémicamente con cloruro de aluminio [171] [172].
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Esto podria ser debido a que en esta enfermedad se veria dificultado el acceso del aluminio al nidcleo
celular o bien que este metal seria secuestrado rdpidamente en compartimentos celulares como los
lisosomas nombrados anteriormente, antes de que pudiera alcanzar el nicleo [173].

Por otra parte, diferentes estudios han demostrado que el contenido en aluminio de las fracciones
nucleares y de cromatina de pacientes con enfermedad de Alzheimer eran mayores que los fallecidos
por otros desdrdenes incluyendo encefalopatia por didlisis [174] [175].

Ademds hay que indicar que el contenido de aluminio en el cerebro de personas muertas por
demencia por dialisis es superior al contenido observado en enfermos de Alzheimer, si bien en este
ultimo caso el metal no se localiza principalmente en las neuronas sino mas bien en las células gliales y
en las paredes de los vasos sanguineos [150] [176].

En resumen, el aluminio debe ser considerado neurotdxico para los mamiferos, se acumula en el
cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer y con demencia por dialisis aunque su localizacidon
parece ser diferente. Ademas el contenido en aluminio de pacientes con demencia por didlisis parece
ser superior a la de los enfermos de Alzheimer.

En general niveles por encima de 15 pug/Kg de peso de tejido cerebral seco suelen ser asociados con la

encefalopatia por didlisis mientras que niveles por debajo de 5 pg/Kg se encuentran dentro de la

normalidad [150].
Posibles mecanismos responsables de la demencia por didlisis.

Hoy en dia no parece existir ya dudas sobre la responsabilidad de la intoxicacion aluminica en este tipo
de demencia [177].

Se han postulado diversos mecanismos como causa de la toxicidad del aluminio en el sistema nervioso
central. Ya Alfrey en 1980 publicd en una revisién de diversos trabajos de investigacion que iones tales
como el Mg*, Cu”™ o Ca** eran desplazados por el AI** de diversos enzimas y de otras proteinas para la
funcidén cerebral y que quedaban asi inactivadas [178].

Otra causa ya sugerida por Alfrey y cols en 1980 y descrita por Altmann y cols en 1987 es la inhibicidn
por parte del aluminio de la enzima dihidropteridina reductasa [179] [180]. Esta es una enzima
necesaria para el funcionamiento del cerebro debido a que es la responsable de que se alcancen en él
las concentraciones adecuadas de tetrahidrobiopterina, sustancia necesaria para la sintesis de
neurotransmisores como la tirosina y la acetilcolina.

Altmann y cols encontraron que en pacientes sometidos a tratamiento de hemodialisis los niveles de
actividad de la dihidropteridina reductasa en eritrocitos eran menores que los valores esperados
correlacionandolos con los niveles de aluminio en plasma.

Aunque los niveles de actividad de la enzima en el cerebro no fueron estudiados, se sugirié que los
altos niveles de aluminio en el cerebro deberian conducir a una disminucién de la disponibilidad del
enzima en dicho érgano. Sin embargo esto todavia se encuentra en discusion.
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En cuanto al mecanismo de entrada del aluminio en el cerebro, éste no se conoce todavia. Autores
como Ldpez-Hilker y cols sugieren mas recientemente que en el plasma de pacientes dializados el
aluminio se encuentra unido a proteinas de alto peso molecular asi como a una proteina de bajo peso
molecular que podria ser la responsable de la neurotoxicidad [181].

Otros autores como Farrar y cols indican que incluso a niveles elevados de aluminio en sangre, la
mayor parte del aluminio se encontraria unido a la transferrina [182]. Sin embargo es posible que
pacientes con demencia por didlisis tengan menos capacidad de enlazar el metal con la proteina o bien
menos transferrina o una mayor densidad de receptores de transferrina. Con todo, hasta la fecha estas
cuestiones todavia no se han estudiado suficientemente y constituyen lineas de investigacion futura
muy interesantes.

Otros autores como Matsimoto y Joshida sugieren que el paso al sistema nervioso central se haria no
s6lo a través de la transferrina sino también por medio de los macréfagos para terminar en el liquido
cefalorraquideo.

Tipos de demencia por didlisis.

A pesar de todo lo dicho y de todos los estudios realizados hasta la fecha, el conocimiento ultimo de la
aparicién de este sindrome asi como los motivos bioquimicos y fisiopatoldgicos responsables del
mismo permanecen bastante oscuros.

Si bien los informes iniciales publicados sobre la demencia por didlisis fueron todos de pacientes que
habian sido sometidos a hemodialisis crénica durante mas de 2 afios antes de la aparicion de los
sintomas, a partir de finales de los 80 se descubrié una forma aguda de neurotoxicidad en pacientes
urémicos [183] [184] [185] [186]. Este proceso ocurre bajo 3 diferentes condiciones:

= Dialisis realizadas con dializados altamente contaminados con aluminio.

= Administracion oral de citratos en asociacidon con compuestos de aluminio.

= Marcada elevacién de los niveles de aluminio en plasma como incluso tras la terapia con
deferroxamina.

También se ha observado demencia en nifios que no han sufrido didlisis pero que por presentar
insuficiencia renal precisaron de tratamiento intravenoso y hospitalizacién. Tales nifios sometidos a
este tratamiento pudieron haber adquirido la enfermedad de productos intravenosos contaminados
con niveles elevados de sales de aluminio [187] [188]. Esto explicaria la existencia de este sindrome en
nifios no dializados.

También se ha observado un sindrome similar en nifios y adultos con niveles elevados de uremia
tratados con medicamentos orales a basa de citrato y aluminio [185] [186] [187] [189].

En resumen, la demencia por dialisis probablemente represente el punto final de un proceso de
etiologia multiple, aunque cada vez estd mas confirmado el papel fundamental del aluminio en estos
procesos.

La introduccién de tratamientos adecuados del agua y la sustitucién parcial del aluminio por sales de
calcio, si bien han disminuido notablemente este tipo de sindromes, todavia existe un importante
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numero de individuos con sobrecarga aluminica, como lo demuestra el que durante 1994 fueron
diagnosticados de este problema 209 pacientes en Espafia [190].

Este problema es importante porque todavia hoy no existe un tratamiento satisfactorio en pacientes
con intoxicacion aluminica por didlisis. El uso de deferroxamina (DFO) que en un comienzo se penso
podria ser una importante

solucidnss, estd hoy en entredicho como lo demuestra una reciente encuesta en nuestro pais
relacionada con este asuntoass, en el que sélo un 45% de los pacientes diagnosticados de intoxicacion
aluminica reciben tratamiento con DFO. El otro 55% no se tratan con este quelante sino que prefieren
emplear soluciones con una muy baja concentracion de aluminio.

Ademds un 11% de los centros que en Espafia emplean DFO informaron haber suspendido en algun
momento este tratamiento debido a la aparicidn de efectos indeseables.

Por ultimo, en los ultimos afios se estd estudiando el empleo de la deferiprona L1 como sustitucién de
la DFO [191] [192], ya que aquélla muestra una mayor capacidad de desplazar al aluminio de las
proteinas séricas (80%) frente a la DFO (60%) a concentraciones equivalentes.

5.3.3.3. Osteodistrofia renal o enfermedad del hueso por intoxicacion aluminica.

Ademas de la neuropatia producida por el aluminio en pacientes dializados existe otra patologia de
interés como es la osteodistrofia renal, problema existente en enfermos sometidos a didlisis
periddicas, consecuencia de las alteraciones del metabolismo del calcio-fésforo derivados del fallo
renal y del tratamiento con sales de aluminio, precisamente para evitar calcificaciones metastasicas
derivadas del uso de sales de calcio como acomplejante del fésforo.

La toxicidad en el esqueleto producida por el aluminio se caracteriza por osteomalacia resistente a la
vitamina D, disminucién o ausencia de formacién del hueso y bajos niveles de hormona paratiroidea
(PTH).

Las primeras evidencias de que el aluminio causaba enfermedad dsea en pacientes urémicos dializados
surgieron de estudios epidemioldgicos en los que se pudo comprobar la asociacidn de la encefalopatia
por dialisis y osteomalacias producidas en pacientes urémicos sometidos a didlisis en los que se
empleaba agua con niveles elevados de aluminio [193] [194] [195].

Igualmente esta documentada la relacién existente entre estas alteraciones y la absorcion oral de
aluminio [196] [197], por lo que actualmente se tiende a disminuir la dosis oral de compuestos de este
metal asociandolos con otros ligantes del fédsforo como son los derivados del calcio.

Ademas de los datos epidemioldgicos, se ha podido comprobar experimentalmente en ratas, perros y
cerdos [198] [199] cdmo la toxicidad dsea del aluminio proviene de un elevado aumento de los niveles
de este metal en los huesos, frente a otras osteodistrofias renales de diferente origen. Danton y
McClure encontraron cantidades de 8.2 mg/kg de hueso fresco que llegaban hasta los 51 mg/kg si
habia osteomalacia [200].
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Parece ser que la hormona PTH juega un papel protector de la osteomalacia producida por aluminio.
Asi, se ha podido comprobar que pacientes con hiperparatiroidismo no desarrollaban osteomalacia
incluso cuando eran dializados con productos conteniendo niveles elevados del metal. Ademas, se ha
observado como en enfermos dializados a los que se les extirpé el paratiroides por presentar
hiperparatiroidismo secundario a lesiones éseas, desarrollaron osteomalacia.

Inversamente, se ha sugerido que un paciente podria desarrollar hiperparatiroidismo tras la terapia de
qguelacién del aluminio en enfermos con osteomalacia.

Sin embargo, en lo que se refiere a la acumulacién del aluminio en el cerebro parece ser que un exceso
de PTH, junto a la administracion oral de este metal conduciria a un mayor aumento de su presencia
en la corteza cerebral incluso en ausencia de fallo renal, como parece probado en el caso de ratas a las
gue se administré exceso de PTH y sales de aluminio.

El diagnéstico de esta complicacion de la didlisis se hace en base a una serie de sintomas
caracteristicos como dolor de huesos y fracturas principalmente de costillas y cuello del fémur.

Esta enfermedad se confirma tras los analisis éseos donde se pueden apreciar niveles elevados de
aluminio especialmente en las zonas de unidn entre los osteoblastos y el hueso mineralizado [201],
ademas los niveles de aluminio en plasma estan igualmente elevados.

Los mecanismos por los cuales el aluminio causa dafio al hueso todavia no estan totalmente aclarados,
aunque si se conocen varias causas de dafio dseo por parte de este metal. Asi por ejemplo, el aluminio
se ha utilizado en la industria de cueros por favorecer las uniones entre la fibras de coldgeno y en
enfermos dializados con lesiones &seas por aluminio se ha visto como este metal actuaba
precisamente en este sentido.

Por otra parte y puesto que el aluminio se encuentra presente entre las zonas calcificadas y no
calcificadas del hueso, esto podria explicar por qué el hueso no se calcifica a pesar de los niveles
adecuados de vitamina D y de un elevado producto calcio-fésforo.

Ademas también se ha demostrado que el aluminio es un potente inhibidor de las fosfatasas y es capaz
de depositarse en las mitocondrias de los osteoblastos lo que podria igualmente impedir la formacion
del hueso.

5.3.3.4. Toxicidad hematoldgica.

El aluminio también es téxico para el sistema eritropoyético. En los seres humanos produce una
anemia microcitica e hipocrémica que suele ser reversible tras la eliminacién del aluminio [202] [203]
[204]. Mas recientemente se ha podido comprobar como el aluminio es capaz de bloquear la
respuesta a la eritropoyetina [205].

La accidn tdxica del aluminio sobre las células rojas se ha podido evidenciar porque la anemia mejora
notablemente tras la supresidn del aluminio o su eliminacién por quelacién [203] [204].

No obstante todos estos datos, debemos decir que los mecanismos especificos de la anemia asociada
al aluminio no estan todavia suficientemente aclarados. Lo que si parece, es que el metabolismo del
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hierro y del aluminio estdn muy relacionados, pues como el hierro, el aluminio probablemente
también es transportado por la transferrina, lo que indicaria que la induccién de anemia por el
aluminio seria debida a la descarga de este metal en aquellos lugares biolégicos donde deberia
depositarse el hierro. Por Ultimo, el aluminio también actuda inhibiendo las actividades de la ferroxidasa
y la ceruloplasmina, con lo que se ve afectado el metabolismo del hierro en el organismo [206].

5.3.3.5. Prevencion de la intoxicacion aluminica en pacientes dializados.

Desde que en 1976 Alfrey y colaboradores hablaran del aluminio como posible agente téxico en
personas sometidas a dialisis [207], las técnicas de control de todo el proceso asi como los equipos
empleados han mejorado notablemente, consiguiéndose de esta forma una mayor seguridad, rapidez
y comodidad en el tratamiento. Y todo ello a pesar del tratamiento extracorpdreo de la sangre y de las
manipulaciones propias de esta técnica tanto del personal sanitario, como de los propios enfermos.
Segun recientes estudios la muerte accidental durante la hemodialisis es un hecho que ocurre en una
proporciéon de 1 frente a 76138 dializados.

Las principales causas de intoxicacidn accidental de los pacientes durante la hemodialisis se producen
por sobrecalentamiento del dializado o bien por contaminacidon quimica con acidos, hipoclorito sédico
o formaldehido (usado para la limpieza de los dializadores) y cloraminas empleadas para la purificacion
del agua.

También se han descrito intoxicaciones debidas a sustancias hasta ahora desconocidas procedentes
principalmente de los tubos de plastico de los dializadores. Tal es el caso de plastificantes como el
dietilhexilftalato que se afiade a los tubos de polivinilcloruro para aumentar su flexibilidad a bajas
temperaturas y que podrian ir a los liquidos circulantes durante la hemodialisis.

Todos estos plastificantes son altamente tdxicos, pudiendo producir vasculitis cutanea necrotizante e
incluso hepatitis [207].

De forma muy ocasional se han podido producir accidentes debidos a supresién por error de los
sistemas de alarma de los equipos con las consiguientes consecuencias de subidas o bajadas
importantes de la temperatura del dializado o de la exposicién de la sangre a liquidos de hemodialisis
de muy baja o muy alta concentracion [207].

Muy rara es también la pérdida de sangre del paciente por malas condiciones de los tubos del
dializador [207].

Sin embargo de todos estos casos merece destacarse de forma muy importante la contaminacion
procedente del agua y de los liquidos de hemodialisis.

5.3.3.6. Importancia de la cantidad de liquido de hemodidlisis en contacto con el enfermo
dializado.

El agua es un vehiculo de transporte de numerosos productos que en cantidades anormalmente
elevadas pueden dar lugar a importantes intoxicaciones. Tales elementos incluyen moléculas
inorganicas como los fluoruros que se aifladen al agua de bebida para prevenir la aparicién de caries
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pero que podrian producir problemas éseos en pacientes dializados sometidos a elevadas cantidades
[207].

Los sulfatos y nitratos son contaminantes procedentes de la combustién y los abonos. Las bacterias
pueden convertir los nitratos en nitritos que producirdn nitrosaminas cancerigenas al contacto con
moléculas conteniendo grupos amino tales como el amoniaco o las proteinas.

Las sustancias orgdnicas nitrogenadas pueden también combinarse con el cloro afiadido para
desinfectar el agua, formando cloraminas capaces de producir hemdlisis al entrar en contacto con la
sangre.

Componentes habitualmente presentes en importantes cantidades en el organismo como el calcio y
magnesio pueden producir, en altas concentraciones en el liquido de hemodialisis el sindrome del
agua dura [207], caracterizado por nduseas, vomitos e hipertensién seguido de letargia, debilidad
muscular y sintomas agudos relacionados con el sistema nervioso central que recuerdan a la demencia
por dialisis.

Sin embargo tiene especial interés destacar aqui la presencia en el agua de elementos en cantidades
trazas habitualmente procedentes de la contaminacién industrial y que son potencialmente tdxicos

especialmente si se somete al paciente a tratamientos prolongados y por tanto a una elevada
exposicion.

Entre tales elementos se incluyen el cadmio, mercurio, arsénico, cromo, plomo, plata, niquel, boro,
talio, estafio, manganeso, estroncio, vanadio y aluminio [208].

Algunos de estos elementos han sido ya investigados en érganos esenciales como el cerebro, mientras
gue otros todavia no lo han sido:

1500
12000
11001
1000

200

% del valor control

llustracidn 42. Contenido de la corteza cerebral de 9 elementos traza en pacientes con demencia por dialisis. Tomado de
A.l. Arieff, Neurological Complications of Uremia. In Diseases of the Kidney, 5™ Edition.
Tal es el caso del cadmio, mercurio, niquel, talio, vanadio o boro [207]. Como se observa en la figura, la
linea continua (100% de los valores control) representa el valor control para cada elemento. Ademas
del aluminio se encontraron otros ocho elementos traza anormalmente presentes en el tejido cerebral
de pacientes con demencia por dialisis.
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La medida de la importancia del riesgo potencial del liquido de hemodialisis en producir intoxicacion al
paciente, puede suponerse teniendo en cuenta que la dialisis consta de 3.5 a 4 horas de duracién por
sesion.

Presenta una velocidad de flujo del dializado de 500 a 800 mL/minuto. Esto significa que la sangre del
paciente “ve” entre 120y 190 litros de liquido de hemodidlisis durante una sesién estandar de 4 horas,
lo que supone casi 100 veces la ingestién diaria media de agua por individuo [207].

De esta manera, un contaminante presente en este liquido a una concentracién de 10 pg/L daria lugar
a un total de 1200 a 1800 pg (6 1.2-1.8 mg) del téxico en contacto con la sangre por cada sesion.
Suponiendo un total de 12 a 18 horas semanales de dialisis y 52 semanas al afio, tendremos que la
sangre estaria anualmente en contacto con 187.2 a 280.8 mg del producto susceptible de incorporarse
al organismo (tejido dseo, cerebro, etc.), pudiendo eventualmente causar toxicidad con el consiguiente
aumento del riesgo de muerte o deterioro orgdnico del enfermo.

Asi pues, en el caso del aluminio, el contenido medio en el cerebro humano es de 230 pug por kg de
6rgano fresco [209], mientras que en pacientes hemodializados con encefalopatia por didlisis, diversos
autores como Platts [210]y Elliot [211] hablan de 12 veces esa cantidad. Sin embargo posteriormente
Arieff publicé un estudio realizado sobre 22 pacientes con demencia por dialisis en el que el contenido
medio de aluminio fue de 22 mg por kg de peso seco.

Teniendo en cuenta que el peso normal del cerebro humano es de 1500 g y de que un 80% es agua, el
peso seco es de unos 300 g, por lo que el contenido en aluminio por kg de 6rgano fresco fue de unos 7
mg [212], aproximadamente dos veces y media lo estudiado por Platts y Elliot.

No obstante también hay que indicar que el origen de este exceso de aluminio en cerebro no esta
totalmente claro, pues algo de aluminio también parece que se absorbe tras la administracidn oral de
antidcidos conteniendo sales de este metal [213] [214].

Ademas, la retencion de aluminio después de la administracion oral de sus sales es mayor en pacientes
con fallo renal que en sujetos sanos donde la absorcién parece ser minima [213] [214] [215] [216].

De todos modos estas cantidades aparentemente tan elevadas se cubren de sobra con la ingesta diaria
media que viene a ser de 10 a 100 mg de este metal [217].

5.3.3.7. Niveles maximos de aluminio admitidos en los liquidos concentrados de hemodialisis y en
el agua para diluirlos.

Como hemos visto hasta ahora, el aluminio en pacientes dializados es un factor de riesgo importante
capaz de producir diferentes lesiones en el sistema nervioso central, huesos y sangre principalmente.

Por este motivo, las autoridades sanitarias, los organismos internacionales y las farmacopeas mas
importantes, empiezan a establecer niveles maximos admitidos de diversos elementos trazas tanto en
los liquidos concentrados de hemodidlisis como en el agua que debe emplearse para diluir dichos
concentrados. Seguidamente se relacionan los limites oficiales habitualmente mas empleados:
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Niveles de la association for the advancement of medical instrumentation (AAMI-USA)

Los niveles mdximos propuestos por esta asociacidn americana para el agua utilizada en hemodialisis

son:
CONTAMINANTES Mg/L pg/mol |
Aluminio ' 0.010 ' 0.37
Arsénico 0.050 0.70
Bario 0.100 0.70
Cadmio 0.010 0.09
Calcio 10 250.00
Cloraminas 0.100 2.00
Cloro 0.500 7.00
Magnesio 4.000 167.00
Nitratos 2.000 32.00
Plomo 0.050 0.24
Sulfato 100.000 1042.00

Tabla 16. Niveles maximos para el agua utilizada en hemodialisis.

El aluminio se resalta en negrita, con un nivel maximo admitido de 0.010 mg/L (10 pg/L o ppbs).
Farmacopea americana 1990 (USP XXlI)

En la edicidn de esta farmacopea no figura la monografia del liquido concentrado de hemodialisis ni el
agua para diluirlo.

Farmacopea americana 2000 (USP XXIV)

En esta edicidon si que figura una monografia del aluminio dentro del capitulo “Caracteres Generales,
donde hace referencia a la determinacidon del metal por espectroscopia de absorciéon atémica en
aquellas “sustancias destinadas a usarse en hemodialisis”. No fija los limites e indica que las
concentraciones de las disoluciones empleadas deberdn ser las adecuadas para que sean adaptables al
rango lineal o de trabajo del instrumento”.

Farmacopea britdnica. Edicion 1988.

En esta edicion de la Farmacopea Britdnica aparece la monografia de Soluciones Concentradas de
Hemodidlisis donde no se cita nivel alguno de metales en cantidades trazas.

Ademas figura un Anexo bajo el titulo “Water for diluting concentrated haemodialysis solutions”
donde aunque se indica que se debe prestar particular atencién a la posible presencia en el agua de
residuos y elementos en cantidades trazas, no aparece ningun nivel maximo admitido. Entre estos
elementos se citan especialmente el aluminio, mercurio, estafio, zinc, fluoruros, fosfatos y sulfatos.
Igualmente se especifica que sera también deseable que el agua esté libre de cloro y ozono.
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Sin embargo, se admite que en el caso de que no se disponga de agua recientemente destilada o
purificada, podra utilizarse agua potable en la que se prestard especial atencidn a los posibles
elementos presentes en cantidades trazas.

Merece la pena destacar este aspecto, pues los niveles maximos admitidos para aquellos elementos
habitualmente presentes en muy pequeias cantidades como pueda ser el aluminio, aunque para el
consumo de bebida habitual no presentan ningun peligro, son muy elevados frente a las caracteristicas
de calidad que se exigen hoy en dia para los concentrados de hemodialisis y para el agua empleada en
su dilucidén.

En efecto, en la legislacion espaiola [218] se especifica como Nivel Guia para el aluminio en aguas
potables de consumo publico 50 ppbs y como concentracién maxima admisible 200 ppbs. Es decir, 5y
20 veces respectivamente la cantidad maxima que actualmente se admite como contenido maximo de
aluminio en el agua para diluir soluciones concentradas de hemodidlisis y cuyo valor maximo admitido
es de 10 ppbs.

Farmacopea britdnica. Edicion 1993.

En esta edicion ya se refleja el problema de la intoxicacion aluminica por dialisis pues en las
monografias de ese afio acerca de las soluciones concentradas de hemodialisis y del agua precisa para
su dilucidn, se recogen niveles maximos admisibles.

Asi pues, la cantidad méaxima de aluminio admitida en los concentrados de hemodialisis es de 100
ppbs, mientras que en el agua para diluir estos concentrados se especifican 10 ppbs, cosa ldgica
teniendo en cuenta que la proporcién de este agua en los tratamientos de hemodidlisis es muy
superior a la del concentrado.

En el addendum de 1995, aparecen nuevas monografias para los liquidos concentrados y para el agua
para hemodialisis, pero en ambas los niveles maximos admitidos son los mismos que en 1993.

Farmacopea francesa 109 edicion.

La ultima monografia referente al liquido para hemodidlisis es de 1989 y en ella se fijan los niveles
maximos de aluminio en estos preparados, que no deberan exceder de 100 ppbs.

En el caso del agua para diluir soluciones concentradas de hemodialisis, debemos decir que hasta el
suplemento de enero de 1989, los niveles maximos fijados de aluminio eran de 30 ppbs, sin embargo
en la revisién de enero de 1993 los niveles se reducen a 10 ppbs igualdandose al resto de las
farmacopeas que estamos comentando.

Farmacopea europea 22 edicion.

Esta farmacopea incluye tanto en su ediciéon de 1988 como en su revision de 1991 una monografia de
“Solutiones Ad Haemodialysum” en donde se hace referencia a que el agua para diluir las disoluciones
concentradas debera ser “agua de calidad apropiada”.
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Sin embargo, al describir las caracteristicas que deben reunir las disoluciones concentradas para
hemaodidlisis, no figura el aluminio ni ninglin otro metal traza y por tanto no designa niveles maximos
admitidos de este elemento en estas preparaciones.

Por el contrario, en la monografia de “Agua para diluir disoluciones concentradas para hemodialisis”
aparecida en esta farmacopea en su revision de 1992, si se fija ya un nivel maximo de aluminio y de
otros metales y no metales que pudieran estar presentes en este agua, asi como ensayos especificos
para todos ellos.

En el caso del aluminio, esta cantidad mdxima admitida es de 10 ppbs que es el nivel que actualmente
se exige en el agua empleada tanto para preparar los concentrados como para diluirlos.

Farmacopea europea 32 edicion.

En la Farmacopea Europea 32 Edicién (1997), aparece una modificacién de la monografia“Solutiones
Ad Haemodialysum” de 1992, donde ya se indica que el nivel maximo de aluminio admitido para estas
disoluciones concentradas es de 100 ppbs. La monografia correspondiente al Agua Para Diluir Liquidos
Concentrados De Hemodialisis, fija los mismos limites (10 ppbs) que en la 22 Edicidn.

Finalmente indicar que en la monografia “Soluciones para Hemofiltracién” presente en laBP 93 y en la
Farmacopea Europea 32 Edicion (1997), el limite maximo admitido de aluminio es de 10 ppbs.

Real farmacopea espaiola 1997.

En esta Farmacopea, la monografia 0128 (pag. 1064) Disoluciones Concentradas para Hemodidlisis, fija
un nivel maximo de 100 ppbs (100pg/mL) y en la monografia 1167 (pag. 375) Agua para Dilucion de
Disoluciones Concentradas para Hemodialisis, el nivel maximo admitido de aluminio es de 10 ppbs.

En el Suplemento 2000 de esta Farmacopea, el nivel maximo fijado para el aluminio en las revisiones
de ambas monografias es el mismo, 100 ppbs para las Disoluciones Concentradas para Hemodialisis
(pag. 2051 del Suplemento) y 10 ppbs para el Agua para Dilucién de Disoluciones Concentradas para
Hemodialisis (pag. 1896 del Suplemento).
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CAPITULO

Equipos y Utiles de Laboratorio

7.1. Introduccion.

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado una serie de equipos y aparatos ubicados en
su mayor parte en el laboratorio y taller de materiales del Departamento de Ingenieria Mecanica de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Para la realizacidon de algunos ensayos como la microscopia electrdnica de barrido, la difraccion de
rayos X y la absorcion atémica se han utilizado mdaquinas externas a este departamento (Centro de
Ingenieria Avanzada de Superficies, Asociacidn de la Industria Navarra AIN, Pamplona).

7.2. Sierralineal de precision.

La sierra lineal de precisidn de la firma BUEHLER, modelo ISOMET®4000 es una sierra lineal automatica
de uso facil que incluye el sistema SMART CUT de ajuste automatico de la velocidad de avance, que
permite realizar cortes consistentes, de calidad y evitar dafios a la maquina y a la muestra. Un sistema
de posicionamiento de muestras de 2 um permite realizar aplicaciones de precision y posibilita el corte
de muestras delicadas sin peligro de deformacion.

%

llustracién 1. Sierra lineal de precision utilizada en el laboratorio Buehler.
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La maquina consta de un mandril de sujecidn con sus correspondientes bridas, unas mordazas
adaptables a las piezas de corte y una serie de accesorios adicionales indispensables para realizar la
funcidn; tanto los discos de corte, el refrigerante y el gonidmetro de precisién son accesorios externos
al montaje principal de la maquina.

7.3. Prensa metalografica (empastilladora)-Resina.

La empastilladora de la firma Metalograf, modelo Metalopres-l, es un aparato del tipo de moldeo
cerrado en caliente, con las siguientes caracteristicas:

= Posee amplia base con puentes de trabajo deslizante sobre robustas columnas y mandado por
bomba hidraulica de empuje manual, cuya presién maxima es 400 kg/cm?2.

llustracion 2. Maquina empastilladora.

= Posee amplia base con puentes de trabajo deslizante sobre robustas columnas y mandado por
bomba hidraulica de empuje manual, cuya presién maxima es 400 kg/cm?.

= La cabeza del aparato, de robusto disefio, lleva incorporada, el eyector de molde, el husillo
desplazable de ajuste de altura de moldeo, los cancamos de sujecién de horno y el equipo de
medicion de temperatura.

= El equipo de calefaccion es de calentamiento extra-rapido, llevando incorporado una resistencia
intercambiable monobloc de 400W a 220V, alcanzando una temperatura méaxima de 200°C.

= El equipo de moldeo estd compuesto por un molde completo para obtener pastilla de 30 y 25 mm
de diametro. Construido de acero indeformable con posterior rectificado y lapeado de las
superficies de contacto con unas tolerancias muy estrechas y consta del cilindro, camara y piston.

= El equipo de refrigeracion es de aleacién ligera con aletas y gran superficie refrigeradora para la
evacuacion del calor.

llustracion 3. Calefactor, Refrigerador, Cilindros de montaje y termémetro utilizado en la prensa del laboratorio.
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7.4. Pulidora-Esmeriladora Metalografica.
La pulidora Micropol Il de la firma Metalograf, presenta las siguientes caracteristicas:

= Dos velocidades de esmerilado/pulido a 200 y 400 r.p.m.

=  Motor trifasico de 0.65 HP a 380 tropicalizado.

= Trasmision de velocidad por unidades auténomas de motorreduccidon por engranajes con sus
correspondientes equipos eléctricos.

= Equipos hidrdulicos compuestos de llave de regulacidon para la toma de difusiéon o servicio del
aparato, con drenaje y conduccion a la parte posterior.

= Aparato pintado en esmalte acrilico de secado a alta temperatura y elementos mecdnicos y
moviles protegidos con tratamiento de niquel quimico.

llustraciéon 4. Esmeriladora metalografica.
7.5. Microscopio metalografico.

El microscopio metalogréfico es de la marca Olympus Japan, modelo PME3-ADL 3.3x/10x, con esta
entrada de 220/240 V en corriente alterna, 50/60 Hz, 0.32/0.29 A, y con salida de 12 V a 50W. Lleva
incorporada una cadmara de la marca ELMO color CCD TV Camara, modelo TPC5502EX.

llustracién 5. Microscopio metalografico utilizado y la cdmara incorporada.

Este microscopio y la cdmara que lleva acoplada, tienen como principales caracteristicas las siguientes:
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= Microscopio dotado de lentes capaces de proporcionar una vision éptica de 150. 300. 600. 1200.
3000 aumentos

= Bandeja de trabajo situada en la parte superior del equipo con capacidad para desplazarse
longitudinal, vertical y horizontalmente.

= Se encuentra conectado a un ordenador con algo de antigliedad. Pentium IV a 2,6 Ghzy 256 Mb de
RAM.

= Lacamara esta alimentada a 230V, 10%, 0.03 A, en corriente alterna.

= Tiene la siguiente resolucion: 480 TV lines (H), 420 TV lines (V)

= Tiene la siguiente salida de video: VBS 10vp-p 75Q, BNC conector.

* Las condiciones de temperatura ambiente de funcionamiento oscilan entre los -10 °C hasta los 50
°C.

= las condiciones de humedad ambiente de funcionamiento suelen darse entre 30% y 90%.

= Dimensiones 60x60x120 mm y peso 80g

7.6. Balanzas.

En este proyecto, se han empleado distintas balanzas en funcién del trabajo a realizar. Por un lado, se
ha usado la balanza de precisién marca Sartorious modelo PT 2100-00V1, cuyas caracteristicas son las
siguientes:

= Rango de medida:

= (0.1g-310¢g

= Precisién: £0.1g

= Balanza alimentada con una tensidn de 220 Voltios a 50 Hz.

llustracién 6. Balanza de precision utilizada en el laboratorio.

Por otro lado, se ha empleado la Balanza analitica modelo COBOS XT 220A con calibracién interna
automatica con las siguientes especificaciones técnicas:

= Panel con 10 teclas para una cémoda utilizacion.

=  Autocalibracidn con SCS, calibracidon automatica programable de tiempo y temperatura de 29C.
= Determinacion de la densidad.

= RS232C bidireccional interface de serie.

= Excelentes prestaciones y muchas aplicaciones:
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Conversién programas para cualquier factor de conversion.
Cuentapiezas.

Porcentaje.

Factor de multiplicacién.

Diferentes unidades de peso: gr, ct, Ib, ozt, Kg, mg, %, etc...
Formulacion.

Peso por totalizacion.

Pesaje de animales vivos.

YV V VYV VY VVYVYY

Densidad de la determinacién de los combustibles sélidos, liquidos y materiales
porosos.
» Estadisticas.
» Mas / menos verificacidn de peso.
= Cumple con las normas GLP (Good Laboratory practice).
= Carcasa metdlica.
= Capacidad maxima: 200 g
= Precision: 0.1 mg
= Diametro del plato de acero inoxidable de 80.

llustracion 7. Balanza analitica modelo COBOS XT 220A.

7.7. Estufas.

Estufa digital de secado y esterilizacion modelo RAYPA DRYING OVEN DIGIT, referencia DOD-20. con las
siguientes especificaciones técnicas:

= Caracteristicas generales.
» Mueble exterior metalico pintado al horno con resina epoxi.
Cubeta interior, doble camara y contrapuerta en acero inox. AlSI 304.
Junta elastica de silicona.
Dispositivo de aireaciéon regulable.

YV V V V

Termdmetro electrénico a microprocesador con seleccién y lectura digital de la
temperatura. Tiempo de espera a la puesta en marcha programable desde 0 hasta 99,50
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horas. Tiempo de mantenimiento de la temperatura, programable desde OFF hasta 99,50
horas.
» Sensor de temperatura PT 100 DIN.
> Calefaccidn eléctrica con resistencias montadas en cdmara independiente, lo que permite
una optima estabilizacién de la temperatura.
» Se suministran con 2 bandejas perforadas en acero inoxidable AISI 304, ajustables en
altura, con sistema anti-vuelco.
= Caracteristicas técnicas.
» Estufa con conveccion natural de aire.
Temperaturas regulables desde 40 2C hasta 250 eC.
Homogeneidad de la temperatura E22%.
Estabilidad de la temperatura BIFI0.25%.
Pruebas térmicas de homogeneidad y estabilidad de la temperatura segin norma DIN-
50011
Seguridad segln normas EN-61010-1, EN-61010-2-010.
Termostato de seguridad clase 2 incorporado de serie con ldmpara de sefializaciéon de

YV V V VY

sobretemperatura.

Aislamiento térmico con lana mineral, de baja conductividad.

Teclado y pantalla del microprocesador con proteccion IP-54.

Dispositivo de bloqueo del termostato de seguridad que impide su giro involuntario.
Capacidad de 20 L.

Medidas interiores de 300 x 250 x 250 mm.

Medidas exteriores de 610 x 440 x 400 mm.

Potencia de 600 w.

Peso de 27 Kg.

VVVYVY VY VVVY

llustracion 8. Estufa digital de secado y esterilizacion modelo RAYPA DRYING OVEN DIGIT, DOD-20.

Estufa para cultivos de sobremesa, modelo SELECTA INCUBAT ANALOGICA 2000206 con las siguientes
especificaciones técnicas:

= Construccion.
» Mueble exterior tratado y recubierto en epoxi, resistente a los ambientes corrosivos.
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> Elementos interiores: doble camara, recinto util (de facil limpieza), contrapuerta, soportes
y bandejas ajustables en altura, construidos en acero inox. AlSI 304.
» Camara independiente, dimensionada para facilitar el montaje de todo tipo de
instrumentos para la regulacion y control.
» Admision de aire exterior regulable.
> Dispositivo flexible que aporta elasticidad en el ajuste de la contrapuerta flotante.
= Propiedades técnicas.
» Excelente aislamiento que permite lograr una éptima relacion entre capacidad calorifica y
consumo, limitando la temperatura externa.
> Calefactores montados al aire en cadmara independiente que permiten obtener una
distribucidn uniforme de la temperatura y una rapida estabilizacién.
= Puerta interior en cristal templado para los modelos bacteriolégicos y de cultivos.
= Tecnologia Original Selecta.
» Dispositivo de inmovilizacién del mando del termostato (para modelos con regulador de
temperatura analdgico).
> Soporte en cremallera con guias para bandejas regulables en altura.
» Junta de cierre de la puerta con doble textura.
» Contrapuerta flotante que presiona regularmente sobre la junta del recinto util,
absorbiendo las dilataciones térmicas.
» Cierre regulable que permite ajustar la presidn de la puerta.
= Rango de esterilizacién: ambiente + 5 2C hasta 80 2C.
= Capacidad: 36 L.
= Seguridad: si.
= Regulacién: analdgica.
= Distribucién del calor: conveccion natural.
= Modalidad: bacterioldgica.
= Regulacién: temperatura.

e |
L

llustracion 9. Estufa para cultivos de sobremesa, modelo SELECTA INCUBAT ANALOGICA 2000206.
7.8. Equipo de ultrasonido.

Equipo para realizar bafios de limpieza por ultrasonidos RAYPA UCI-200. con las siguientes
caracteristicas técnicas:
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7.9.

Generador productor de energia eléctrica a alta frecuencia, completamente transistorizado e
incluido en el mismo mueble.

Frecuencia de trabajo de 35 KHz.

Cuba de acero inoxidable que 18/10 contiene el liquido de limpieza. La energia de los
ultrasonidos transmitida por el liquido, engendra en todos los puntos de la superficie del
objeto (poros, etc.) una cavitacidn que efecttia un cepillado de choque arrancando la suciedad.
Mueble exterior en acero inoxidable AlSI-316.

Calefaccidn eléctrica con elementos adosados a la cubeta en todos los modelos.

Regulacion de la temperatura con termostato hidraulico.

Reloj desconectador regulable entre 0 y 15 minutos.

Selector para onda completa y media onda. Con este sistema se consigue que el bafio tenga
menor consumo enérgico en algunas aplicaciones.

Grifo de desagtie incorporado.

Bajo consumo de energia eléctrica y de detergente, ya que éste se utiliza muy diluido.

Ahorro de tiempo, ya que la limpieza por ultrasonidos evita el tener que cepillar manualmente
y no precisa que la persona esté in situ y pueda realizar otras tareas.

Maxima calidad y facilidad de trabajo, ya que los huecos y espacios de dificil acceso quedan
inmejorablemente limpios en el bafio de ultrasonidos, sin dejar restos de suciedad.

Proteccidon de los materiales que se someten al bafo, que nunca podran ser dafiados.
Capacidad para 12 L.

Medidas interiores de 150 x 300 x 240 mm.

Medidas exteriores de 310 x 330 x 270 mm.

Potencia de 700 w.

Peso de 14 Kg.

Tapa superior en acero inoxidable TS-200.

Cesto de alambre inoxidable CP-200.

llustracion 10. Equipo para realizar bafios por ultrasonidos RAYPA UCI-200.

Placa eléctrica.

Placa eléctrica modelo SALCO SKP-11 con las siguientes especificaciones técnicas (iError! No se
encuentra el origen de la referencia.):
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llustracién 11. Placa eléctrica modelo SALCO SKP-11

7.10. Equipo de Absorcion Atomica.

El equipo de absorcién atdomica utilizado para la determinacion de metales en las muestras en estudio
es un espectrofotometro VARIAN AA-240Z con correccion de fondo Zeeman, con camara de grafito
modelo GTA-120. y muestreador automatico programable PSD-120. asi como 4 posiciones para colocar
ldmparas de catodo hueco UltrAA (iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Las
caracteristicas de las ldmparas de catodo hueco estaran en funcién del metal que se quiera analizar.

El equipo esta controlado totalmente por PCy el tratamiento de los datos se realizé con un el software
SpectrAA worksheet, versién 5.01 Pro.

llustracién 12. Espectrofotometro de absorcion atémica VARIAN AA-240Z con correccion de fondo Zeemany con camara
de grafito modelo GTA-120.
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Presenta un disefio de Zona de Temperatura Constante (CTZ) que se logra a partir de un cuidadoso
desarrollo de la fuente de la camara de grafito, GTA-120 que se ajusta a la baja masa y calentamiento
por los extremos de los tubos de grafito. Esto proporciona un calentamiento rapido y homogéneo,
para un rendimiento inigualable y bajos efectos de memoria. El GTA 120 CTZ proporciona diversos
beneficios analiticos tales como:

= Excelentes Limites de Deteccidn.
= Vida util extendida de los tubos de grafito.
= Efectos de memoria reducidos.

El muestreador automatico PSD-120 proporciona capacidad para hasta 50 muestras en viales
descartables de 2 mL, mas 5 viales centrales de 10 mL para el blanco, estandar, y modificadores
guimicos. Prepara automaticamente hasta 10 puntos de curva a partir de un estandar de partida con
adicion de hasta 3 modificadores quimicos. Proporciona reduccidon automatica de volumen para las
muestras que salen del rango, inyecciones multiples para concentracién de la muestra, e inyeccidn en
caliente para un analisis rapido por horno. Estd provisto de viales de 2 mL para las muestras, un
recipiente para enjuague de 1 L, carrusel de muestras, cubierta para muestras, 5 recipientes de 10 mL
para soluciones estandares, modificadores de matriz, controles de calidad, blancos y adiciones.

7.10.1. Especificaciones técnicas de la camara de grafito, GTA-120.

La cdmara de grafito GTA-120 consta de una unidad de control y la cdmara de grafito propiamente
dicha. Presenta las siguientes caracteristicas técnicas:

= Suministro de energia.
» Tension: 240 v.
» Frecuencia: 50-60 Hz + 1Hz.
» Consumo normal: 130 VA.
» Conexiones eléctricas:
Europe Kaiser CEBEC 616 VDE (cumple con DIN 49441R2).
25 pin D-range type (para el dispensador automatico) localizado en el compartimento
IEEE-488 en la trasera del equipo.
Conexién CPC 14 para la cdmara de grafito.
» Fusibles.
T16AH 250V, IEC 127 sheet 5,5 x 20 mm
T16AL 250V, IEC 127 sheet 3, 5 x 20 mm
T2.5AL 250V, IEC 127 sheet 3,5 x 20 mm
15 A long delayed action circuit breaker with a thermal cutout.
= Suministro de gas.
El gas usado es Argdn con un 99,99% de pureza. Las condiciones de trabajo del gas son las
siguientes:
» Presién recomendada: 140 kPa.
» Presién maxima de 350 kPa.
» Condiciones normales del flujo: 0 — 3.5 L/min.
» Conexion del gas: 6 mm (1/4") barb.
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7.10.2.

Suministro de agua.
» Temperatura maxima: 40 °C.

» Rango de temperatura recomendado: 10-20 °C.
» Tasa de flujo minima requerida 20 °C: 15 L/min.
» Tasa de flujo recomendada: 15-2.0 L/min.
» Rango de presion recomendado para la unidad de control: 175-200 kPa.
» Presidon maxima en la unidad de control: 210 kPa.
» Presién maxima en el regulador: 700 kPa.
» Typically removes 950 W of heat at 20 °C.
» Las conexiones de agua son de 6 mm (1/4") barb, tanto las conexiones de entrada como
las de salida.
Peso: 37 kg.

Dimensiones
Unidad de control: 240 x 560 x 580 mm.
Cémara: 150 x 150 x 340 mm.
Paquete completo: 760 x 950 x 870 mm (incluido el inyector).
La plataforma que incorpora el tubo de grafito fue suministrada con el equipo (referencia
Varian 63-100011-00 y 4090-20).
Modelo del sistema de refrigeracidon es de la empresa Gmbh (Van der Heijden Laboctechnik ).

Caracteristicas de la ldmpara de catodo hueco de aluminio.

Para la determinacion de la concentracion de aluminio en las muestras se empled una ldmpara de

catodo hueco de aluminio con las caracteristicas siguientes:

7.10.3.

Longitud de onda, A: 309,3 nm.
Ranura o slit: 0.5 nm.

Corriente recomendada, |: 10 mA.
Corriente maxima, I: 15 mA.

Caracteristicas del software SpectrAA worksheet.

El software SpectrAA Worksheet trabaja con el sistema operativo Windows  XP y se caracteriza por un
disefio innovador, donde todos los instrumentos de control, resultados de las muestras, grafico de

sefiales, etc., son accesibles desde una Unica ventana.

La versidn de este software con la que se han analizado las muestras es la 5.01 Pro, que presenta las
siguientes caracteristicas:

Hoja de trabajo basada en la operacion y el control.

Controles de calidad basicos con 10 ensayos de control de calidad para la llama, el vapor, la
camara de absorcidn atédmica, incluyendo los ensayos de control de calidad para el blanco, los
patrones, control de muestras, duplicado, precisidn, coeficiente de correlacidn y ensayos de
limites de deteccion.

Simultaneidad de operaciones con un solo ordenador.

Operaciones secuenciales rapidas, determinacion de multielementos.
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= Correcciones internas de la llama, cuando opera en el modo Fast Sequential, mejorando la
precisién y la exactitud.

= QOperaciones avanzadas de control de calidad.

= Meétodo de edicidn sencillo (modificacién de parametros,...).

= Variedad de resultados.

= Informacion sencilla.

= Etiquetado de muestras.

=  Seguimiento del proceso.

7.11. Microscopio Electrénico de Barrido (Scanning Electron Microscope, SEM).

En lo que respecta a la caracterizacién del material se empled un microscopio electrénico de barrido
HITACHI S4800 de catodo frio, con emisién de campo y con capacidad de resolucién de estructuras de
hasta 3 nandmetros, con detector de electrones secundarios y conversor de retrodispersadoress in-
lens. También estd equipado con sistemas de andlisis por microsonda (EDX) y de resolucidon de
estructuras cristalinas superficiales (EBSD).

El microscopio electrénico de barrido, tiene altas prestaciones y permite trabajar en tres modos: alto
vacio, bajo vacio y presion ambiental (ESEM) hasta 2667 Pa.

El tamafio de la cdmara de muestra de este equipo permite introducir muestras de hasta 280mm de
didametro y dispone de monitorizacidon de cinco ejes. Posee una resolucién de 3,5nm en todos los

modos de trabajo.

llustracidn 13. Microscopio electronico de barrido HITACHI S4800 de catodo frio.
7.12. Maquina de difraccion de rayos X.

Para la resolucién de estructuras cristalinas se utiliza la maquina asociada al microscopio electrénico
de barrido HITACHI S4800, equipado con un sistema de analisis por EDX (Detector de electrones
retrodispersados). El esquema general del equipo consta de las siguientes partes:

= Depdsito de nitrégeno liquido.
= Dedo frio.
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= (Cdmara.

= Tapa de apertura de objetivo movil.

= Varilla de extraccién de la muestra.

= Detector de electrones secundarios (Upper).
= Pantalla de television.

= Dispositivo de intercambio de la muestra.

= Caion de electrones.

= Botones de control para la extraccion de la muestra.
= Unidad principal.

= Detector EBSD.

= Detector de electrones secundarios (Lower).

7.13. Soporte Informatico.

El software utilizado: Omnimet MHT (Micromet 5124), EC-Lab® V.9.55, EC-Lab® Express, AVer Media
TV, Scan Soft OmiPage SE., CanonScan Toolbox., Google Picassa 3., Paint.NET, Microsoft Office Word
2007, Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Office PowerPoint 2007, Adobe Acrobat 9.0. Google
Chrome.
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CAPITULO

Método de Trabajo

8.1. Introduccion.

Este estudio se ha llevado a cabo en la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de Gran
Canaria Doctor Negrin, una vez examinada la documentacién presentada, en cumplimiento de la ley de
17344 RD 214/1997.

Los animales que participan en este experimento proceden del Unico centro nacional encargado de la
cria y suministro de minipigs, la Universidad de Cérdoba, donde disponen de un Servicio Centralizado
de Animales de Experimentacién. Previo al traslado, los cerdos se someten a unas pruebas de
saneamiento, presentando serologia negativa y certificado correspondiente de animales libres de
enfermedad infectocontagiosa alguna. Estos son trasladados al Bioterio de la Unidad de Investigacién
del Negrin después del consentimiento de la Consejeria de Ganaderia de Las Palmas. En este proceso,
se realizd un escrito formal comprometiéndonos a que el transporte de los animales fuera cerrado y
homologado, y a que éstos no se iban a utilizar para reproducirse. Ademas, se prometid que los
animales serian eutanasiados en un periodo maximo de 6-9 meses. Por tanto, estos animales que
nacieron y se criaron en régimen de total confinamiento, se trasladaron en condiciones garantizadas y
cerradas hasta el animalario del Negrin, donde los animales se mantuvieron con el mismo grado de
confinamiento y aislamiento, siendo sdlo atendidos por personal acreditado.

Los animales permanecieron estabulados en el animalario de la citada Unidad de Investigacion
durante el tiempo que durd el estudio, en condiciones de aislamiento y bajo control de las variables
ambientales (temperatura, ventilacion, humedad y luz), cumpliendo los puntos de la Directiva del
Consejo 86/609/CEE respecto al bienestar animal.
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Durante el periodo prequirurgico, se ha supervisado y cuidado el estado fisico éptimo de los animales.
Del mismo modo, se ha realizado el control y seguimiento postoperatorio de los animales durante
todo el experimento.

Una vez finalizado el periodo del uso de los elementos protésicos implantados en cada uno de los
animales se procedié a la eutanasia reglada segun el calendario de intervenciones. La eutanasia serd
de manera humanitaria mediante sobredosis de barbituricos. Una vez eutanasiado cada animal se
procederd al estudio macroscdpico de las estructuras implantadas y se realizarad el rescate de los
implantes para el procesado adecuado de las muestras y su posterior estudio histoldgico.

El modelo animal elegido para las pruebas in vivo es el minipig ya que presenta algunas ventajas frente
a otros modelos (madurez inmunoldgica a los nueve meses, manejables debido al tamafo, gran
resistencia a las intervenciones quirurgicas y a los periodos de convalecencia). El estudio se llevd a
cabo con 11 hembras minipigs, entre 25-30 Kg de peso, y homogéneos somaticamente (igualdad de
sexo, peso y edad) para asegurar una respuesta bioldgica estandarizada, fiable y reproductible, de los
cuales a 10 se le implantaron placas y se reservé un minipig como blanco. El tiempo de implantacidon
de las placas en el modelo animal fue aproximadamente de seis meses, y consumido éste, se
eutanasiaron a los animales. Acto seguido, se rescataron los implantes y se comenzd a realizar la
recogida de muestras de distintas partes del cuerpo del animal (hueso con implante, cerebro,
higado,...) para su posterior estudio.

8.2. Eleccion de un modelo animal y estudio biomecanico.

El modelo animal elegido para los ensayos in vivo es el minipig frente a otros modelos ya que, a pesar
de que el minipig tiene un rango de movilidad de la rodilla muy inferior a otras especies animales
cuadrupedas, presenta algunas ventajas.

Species Age at Weight at Defect Cartilage Critical
Skeletal Skeletal Commonly Thickness  Size Defect
Maturity Maturity Used at Femoral (mm)
(years) (kg) Condyle
(mm)
Rabbit New Zealand 0.75 3-4 FC, TG, TP, P 0.25-0.75 3
(Leporine) White
Dog Mixed, Beagle 1-2 15-30 FC, TG, P 13
(Canine)
Pig Minipig 0.8-1 20-40 FC, TG
(Porcine)
Sheep Suffolk, Texel 2-3 35-80 FC, TG 17 7
(Ovine)
Goat Dairy, Boer 2-3 40-70 FC,TG,TP,P 15-2
(Caprine) Cross, Spanish
Horse Mixed, 2-4 400-500 FC, TG, RC 2-3 9
(Equine) Thoroughbred,
Quarter Horse
Human N/A 16-21 70 FC 2-3

Tabla 1. Animal Models used in the assessment of cartilage repair. FC- femoral condyle; TG trochlear grove; TP- tibial
plateau; P- patella; RC- radial carpal
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llustraciéon 14. De izquierda a derecha y de arriba abajo, se exponen las siguientes articulaciones: humano, cabra, oveja,
cerdo, perro, conejo, rata y ratén.

Son animales que alcanzan la madurez inmunoldgica a los nueve meses, frente a los casi tres afios del
resto de razas y son mucho mas pequefios y manejables que los otros cerdos (40 Kg frente a los casi
100 de otras razas). Ademas, tienen gran resistencia a las intervenciones quirurgicas y a los periodos
de convalecencia. Aceptan perfectamente la anestesia y responden a las medicaciones. En otro tipo de
razas se producen muertes repentinas en la fase operatoria.

Una vez escogido el animal, se inicié el proceso de estudio de la anatomia porcina para decidir la
metodologia de implantacién e identificar todos aquellos pardmetros que podian ser criticos.

Tal y como se puede observar en la siguiente ilustracidn, el abordaje mas sencillo es el anteromedial.
La posicion y geometria de la estructura ligamentosa, meniscos y cdpsula nos hace reconsiderar la
posibilidad de implantar una prétesis articular de rodilla, ante el riesgo de que dafiara cualquiera de
estas estructuras, con lo que distorsionariamos la transmisién de carga que va a experimentar la
protesis durante la experimentacion, al haber incapacitado parcial o totalmente al minipig para que
camine.

llustracion 15. Esqueleto de un cerdo.
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llustracion 17. Anatomia extremidad trasera porcina.

Entre las diferencias morfoldgicas existentes con la especie humana, se incluye la existencia del tenddn
conjunto del tibial anterior y lll peroneo, inexistente en la especie humana, que crea un surco en la
cara anterior de la tibia (vertiente externa). Por otra parte evidenciamos un mayor ascenso de la
cabeza del peroné que llega a articularse con el cdndilo femoral presentdndose como prolongacion del
platillo tibial externo, asi como la magnitud de la tréclea femoral debida a la hipertrofia del aparato

extensor por habito cuadrupedo.

Tras analizar estas limitaciones, se decidid que la estrategia idénea seria reproducir una osteotomia
en la tibia proximal e insertar una placa en la ranura realizada, no sélo por evitar los riesgos
anteriormente mencionados, sino para asegurarnos una transferencia de carga al dispositivo
implantado. Dicha osteotomia se realizard en la zona interna de la tibia, por presentar una zona plana

ideal para fijar la placa.

llustracidn 18. Situacion de la placa en una cabeza tibial porcina.
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8.3. Diseiio de un protocolo de implantacidn, seguimiento y rescate.

El estudio pretende evaluar el comportamiento de dos tratamientos superficiales (A y B) sobre una
aleacidn de titanio (Ti-6Al-7Ni) in vivo, con el objetivo de analizar el comportamiento osteinductivo de
los dos tratamientos superficiales en distintas condiciones fisiolégicas y frente a distintas solicitaciones
mecanicas.

El tratamiento superficial A se realiza por ataque acido mds tratamiento térmico, mientras que el B se
lleva a cabo mediante un tratamiento quimico por inmersidn, consistente en un tratamiento SBF mas
un tratamiento biovitroceramico. Este tratamiento tarda 20 dias en ser aplicado.

Con el objetivo de llevar un control de la implantacién, a los implantes con el tratamiento A se le
asignan numeros impares y al tratamiento B, nimeros pares. Ademas, todos los implantes deberan
arenarse con corinddn, PK-150 para obtener una superficie rugosa.

Con el protocolo de implantacidn para el ensayo se pretende asegurar en el tiempo la buena fijacion
de los implantes y minimizar los tiempos de intervencidn de los animales al realizar las operaciones en
dos grupos.

El ensayo tipo tiene una duracién de seis meses e incluye una implantacién protésica en la rodilla
izquierda con el tratamiento A, y otra implantaciéon en la rodilla derecha con el tratamiento B de cada
minipig, como se observa en el esquema. El experimento se realizé sobre once animales, divididos en
un animal de control (blanco) y dos grupos de cinco cerdos. Cada animal, menos el de control, sera
intervenido para implantar el material y sacrificado a los 6 meses para el rescate y el analisis del
material implantado. Se realizara control radiografico periddico del material implantado a los siguiente
tiempos: post operatorio, 1 mes, 3 meses, 6 meses. El material implantado posteriormente a la
primera intervencidon tendrad obviamente los controles radiograficos del tiempo que ha estado
implantado. A continuacién, se presenta un resumen de las intervenciones realizadas en cada animal y
los tiempos de implantacion.

@ Prétesis

Tratamiento A, mes O

. Tratamiento B, mes 3

. Rescate protésico mes 6

Esquema 1. Diagrama de implantacion.
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ANO 1 2 3
MES s[e[7[8]ofJw[nnfJ12]1[2]3]a[s5]e6[7][8[9]wo][nnf12]1][2]3

ANIMAL 1 1 1
ANIMAL 2 | ]
ANIMAL 3 1 1
ANIMAL 4 | I
ANIMAL 5
ANIMAL 6 | |
ANIMAL 7 | |
ANIMAL 8 1 1
ANIMAL 9 | |
ANIMAL 10 | 1
ANIMAL 11 1 1

Tabla 2. Planificacion de las intervenciones y el rescate de los implantes en los minipigs.

Ademas de la planificacién de las intervenciones y el rescate de los implantes, se elabord una plantilla
denominada “Hoja de Control de la Intervencion” con el objetivo de registrar todos los datos de interés
de cada intervencién:

= Datos del animal (referencia marcada en la oreja).
= Fecha de laintervencion.

= Hora de comienzo de la implantacion.

= Referencia del implante (placa tibial).

= Observaciones.

8.4. Diseiio mecanico de los elementos protésicos a implantar.

El dispositivo que se va a implantar en la articulacién de los minipigs debe cumplir los siguientes
requerimientos:

= Ser lo menos invasivo posible, minimizando la alteracién de la funcionalidad de la articulacion,
de tal forma que el animal pueda recuperar la plena carga en la extremidad lo antes posible.

= Asegurar que se transmite carga sobre ellas para inducir el crecimiento de hueso.

= Presentar una sencilla implantacién.

= Debe presentar una superficie lo mds grande posible.

= Debe permitir que al realizarse la osteotomia para su implantacién quede el suficiente hueso
gue asegure una correcta irrigacion para evitar el necrosamiento del mismo.

= Simetria. Aunque no es necesario, disponer de un disefio simétrico elimina la necesidad de
fabricar dispositivos para extremidad izquierda y derecha.

Atendiendo a ello se decidio disefiar un dispositivo implantable mediante una osteotomia tibial y no
una protesis articular. El disefo de la placa conté con la ayuda TAC de la rodilla del cerdo, sobre la cual
se esbozd la forma que parecié mas adecuada.

El disefio consiste en una placa con un perfil adaptado a la anatomia de la zona de la tibia proximal en
la que se va a practicar la osteotomia, con una lengiieta perpendicular con dos taladros por los que se
van a introducir los tornillos con los que se fijara. El perfil estd escalado, ajustando lo suficiente como
para que no sobresalga del perfil de la tibia. La placa es simétrica, por lo que el mismo disefio servira
para ambas extremidades traseras.
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llustracion 19. TAC de una cabeza tibial de cerdo y dibujo aproximado del area de trabajo de la placa.

Por tanto, el disefio final de la placa es triangular, con uno de los lados curvos. Presenta una zona
perpendicular al corte, dotada de dos colisos de 4 mm de anchura, para permitir fijarla al hueso por
medio de dos tornillos de #3.5mm. A continuacidn, se muestran dos vistas del implante.

2>

llustracion 20. Diseiio de la placa tibial.

En la siguiente ilustracion vemos un montaje en el que se representa el aspecto final que tendra la
placa implantada sobre la rodilla del minipig, basandonos en una imagen tomada de una TAC
(Tomografia axial computerizada).

llustracién 21. Montaje de la placa implantada sobre una TAC de minipig.
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En un paso posterior, cuando se realizé una prueba preliminar en un cerdo muerto, se decidid

redisefiar la placa porque ésta era demasiado grande. El nuevo disefio se muestra en la siguiente
imagen:

llustracion 22. Placa tibial recortada.

8.5. Fabricacion de los implantes.

Tanto las placas como los pines fueron fabricados a partir de dos lingotes de Ti6AI7Nb, proporcionados
por la empresa S.C. ZIROM, S.A. Los lingotes se cortaron en bloques mediante una sierra de cinta.
Posteriormente, mediante un centro de mecanizado, se tallé la forma de la placa en cuatro
operaciones.

llustracion 24. Primera fase terminada y mecanizado de la segunda cara.
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llustracion 25. Mecanizado del espesor de la aleta. Mecanizado de la zona de sujecion al hueso, incluyendo los colisos.

llustracidn 26. Dando la forma final a la aleta.

Una vez obtenidas las placas se pulieron con una lijadora de banda las caras de la aleta para eliminar
marcas, y después se introdujeron en una maquina vibradora con plaquitas de ceramica para eliminar
las rebabas. El siguiente paso fue lavar las placas en un bafio de ultrasonidos, con un poco de
disolvente organico para eliminar cualquier resto de grasa. Posteriormente se les dio un acabado
rugoso mediante una maquina de chorreo de arena, usando arena de corindén de un tamafio de grano

de 150 micras.

llustracién 27. Acabado superficial: Pulido y vibradora.
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llustracién 29. Placas terminadas.

Como se comentd, la placa tibial inicial hubo que recortarla porque era demasiado grande. Por tanto,
se procedid a recortarlas segun el nuevo disefio. Nuevamente se lavan en bafo de ultrasonidos para
eliminar cualquier rastro de polvo. El ultimo paso fue clasificarlas y marcarlas con Ilaser, a fin de
identificarlas.

llustracion 30. Comparacion de ambas placas tibiales.

llustracion 31. Placa tibial recortada.
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Para once animales se necesitan veintidds placas (dos implantes por animal, cada placa con un
tratamiento distinto), pero se decide fabricar mas para prever que alguna se caiga al suelo durante la
operacion y haya que sustituirla. Se hicieron un total de cuarenta (40) placas, de las cuales sélo treinta
(30) fueron viables. Las placas viables se marcaron consecutivamente, del 01 al 30.

Durante la operacidn realizada al cerdo muerto, se detecté la necesidad de fabricar una pieza de
instrumental que, a su parecer, ayudaria a realizar las operaciones. Tal y como vemos en la ilustracion,
se trata de modificar el retractor para que el vastago del instrumento presente una cierta curvatura o
angulo (cercano a los 4592) de forma que, con un pequeno desplazamiento del mango, se consiga un
mayor movimiento del hueso. Esta pieza de instrumental ayuda a para insertar la placa tibial y los
tornillos que la sujetan.

llustracion 32. Instrumental de apoyo a las intervenciones. Retractor.

La esterilizacion de las placas fabricadas para su implantaciéon en los minipigs, se llevd a cabo en un
autoclave de la Unidad Experimental del Hospital Universitario Doctor Negrin por personal cualificado,

asi como su empaquetado en un blister sellado.

8.6. Descripcion de proceso de implantacion.

Con el objetivo de realizar una planificacion adecuada de las intervenciones y una puesta a punto de la
metodologia a seguir, se realizé una prueba preliminar sobre un cerdo muerto en la que se concluyé
colocar la placa tibial en la cabeza tibial en posicion medial. De esta forma se aborda la cabeza tibial
desde su parte interna, carente de musculatura y vasos importantes.

Las placas se fijaron con tornillos comerciales de titanio, de la aleacidon Ti6Al4V, ya que no hay
documentados casos de corrosién por par galvdnico al poner esta aleacién en contacto con la
Ti6AlI7Nb, que es la que se va a implantar.

También se detectd la necesidad de disminuir el tamafio de la placa y de fabricar un instrumental,

retractor, de ayuda a la implantacion de la placa.
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-

llustracion 33. Marca que indica la posicidn de la meseta tibial y el lugar donde se va a implantar la placa. Incision en la piel
para acceder al hueso.

A

llustracidn 34. Incision en la cabeza tibial mediante sierra oscilante. Colocacion de la placa.

llustracion 35. Taladrado de los agujeros para los tornillos y colocacidn de los tornillos de esponjosa.

Todos los animales de experimentacién fueron sometidos al mismo tipo de intervencion quirlrgica,
realizando rigurosamente la misma secuencia de actos que se detallan a continuacion. El quiréfano

respetaba todas las normas de asepsia y antisepsia respecto al animal, los medios materiales
empleados y respecto al cirujano y ayudantes.
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Enseguida, describimos el proceso llevado a cabo durante la intervencidn de uno de los minipigs
escogidos en este estudio.

En primer lugar se lleva a cabo la identificacidon del cerdo que se va a intervenir y, aproximadamente
una hora antes’, se le administra sedacién via oral con el objetivo de que el animal se deje manipular
posteriormente para llevarlo a quiréfano.

llustracidn 36. Identificacion del animal.

Durante todo el procedimiento quirdrgico de este estudio se garantizd la correcta anestesia de los
animales y su monitorizacion completa, estableciendo un protocolo anestésico apropiado para cada
animal en aras de asegurar la maxima supervivencia de los individuos del experimento. Los animales
fueron tratados de la manera mas indolora posible y se utilizé anestesia inyectable para la induccién y
anestesia inhalatoria para el mantenimiento del animal con la administracién de agentes analgésicos
necesarios para evitar el sufrimiento innecesario de los animales. Concretamente, se empled xilacine y
ketamina para la sedacion, sodio thiopental para la induccion e isofluorano para el mantenimiento. La
ventilacidn es espontanea.

Ademas, para el control del dolor intraoperatorio se administré una disolucion de dos compuestos, IV
fentanyl slow infusion mas midazolam; en la postinduccién se administré IV antibiotherapy sodium
cefazoline. En el postoperatorio, a los cinco dias, inyeccién con ceftiur (naxcel).

Una vez colocado el animal en la mesa de quiréfano, se procede a la seleccidn de las venas adecuadas
para coger las vias, generalmente en la parte posterior de la oreja y en el miembro inferior, para la
administracién de anestesia durante la operacion.

1 . .z . . . .z
Hay que advertir que la duracidn de este proceso depende del animal, necesitando algunos mas sedacién que
otros.
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llustracidn 37. Colocacion de vias intravenosas para la administracion de sedacidn.

Acto seguido, se intuba el animal para la administracidon de anestesia inhalatoria y se monitorizan sus
constantes vitales con el objetivo de tener un control mayor de la intervencion y de la vida del animal.

llustracion 39. Monitorizacion de las constantes vitales del animal.

Después se procede a realizar la asepsia de la zona quirdrgica eliminando el pelo y limpiando dicha
zona con agua jabonosa.

llustracion 40. Preparacion del animal para la intervencidon. Afeitado y limpieza.

Terminado el proceso de preparacién del animal, se prepara el instrumental quirdrgico esterilizado y el
implante. Ademas, se toman los datos del cerdo vy la referencia de la placa y se rellena la hoja de

Control de la Intervencion. También se tomaron datos de la hora de inicio y finalizaciéon de la
intervencion.
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También se prepara el instrumental convenientemente esterilizado y la placa con los tornillos que se
van a implantar.

llustracidn 41. Instrumental quirargico e implante (placa tibial).

El proceso comienza con la localizacién de la zona de la meseta tibial donde se va a implantar la placay
la incisién en la piel con un bisturi para acceder al hueso. Se emplean unos separadores para despejar
el campo quirdrgico.

llustracion 42. Localizacion de la zona de la meseta tibial donde se va a implantar la placa. Incisién en la piel.

Con una sierra oscilante se realiza una osteotomia en la cabeza tibial con el objeto de colocar la placa.
Posteriormente, se realizan unos agujeros con el taladro para insertar los tornillos corticales de fijacidon
del implante. Durante todo el proceso es necesario emplear irrigacion salina externa para refrigerar los
materiales.

llustracién 43. Incisién en la cabeza tibial mediante sierra oscilante. Colocacion de la placa.
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llustracion 44. Taladrado de agujeros y colocacion de los tornillos de fijacion del implante.

Finalizada la colocacién de la placa, se sutura la herida con sutura reabsorbible (vicryl 3-0) y se realiza
el vendaje del miembro inferior afectado. La analgesia se administra mediante un parche de Fentanil
50 ug colocado en el lomo.

llustracién 45. Proceso de sutura de la herida y vendaje.

Debido a que los animales operados se estabulaban juntos y se comian los parches los unos a los otros
y se los arrancaban en el establo, en posteriores intervenciones se decidié no seguir colocando el
parche y sustituir el fentanilo por inyecciones de buprenofina.

llustracién 46. Colocacion de parche de antibiodtico.

Finalmente, se efectlan varias radiografias del implante, segin el protocolo establecido, con la
finalidad de asegurar la buena implantacidn y se traslada el animal operado al establo, donde se le
hard el seguimiento postquirudrgico.

llustracidn 47. Radiografia posterior a la intervencion para asegurar la buena implantacion.
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En este experimento, durante todo el proceso de anestesia, se encontraron las complicaciones que a
continuacién se detallan:

= Talla del animal, debido a que eran muy grandes y complicado manipularlos.

= Agresividad del animal.

= Dificultad para colocar una via en vena debido a que la sedacién no fue lo eficiente que se
esperaba.

= Dificultad para controlar el dolor del postoperatorio debido a que los animales se comian el
parche de fentanyl.

8.7. Rescate del material protésico.

Siguiendo el protocolo establecido en este experimento, después de seis meses de haber sido
implantada la placa, se procede a la eutanasia reglada segin el calendario de intervenciones y
mediante sobredosis de barbituricos de manera humanitaria, en la Facultad de Veterinaria, seccion de
necropsias.

Se rescataron los huesos con los implantes para estudiar la osteointegracion y se recogieron muestras
de tejido para efectuar el andlisis toxicolégico. En concreto, se tomaron cinco muestras de cada animal
de distintas partes del cuerpo (cerebro, grasa, rifidn, bazo e higado), es decir, se recolectaron 55
muestras, 50 muestras de los minipigs con las placas implantadas y 5 muestras del blanco.

De igual forma que para las intervenciones, se establecié un protocolo para el rescate del material
implantado especificando el orden detallado y corte de las muestras.

llustracion 48. Recuperacion de implantes.

Antes de realizar los cortes en las muestras para su posterior estudio histolégico, se estudié las
muestras recogidas y se establecié un plan de cortes en el modelo virtual.
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e —te

llustracion 49. Plan de cortes en el modelo virtual.

llustracidn 50. Cortes virtuales.

En efecto, observando una de las muestras solo se aprecian los tornillos que mantienen la placa
debido a que hay tejido conectivo fibroso localizado encima de los implantes. Los cortes se hicieron
con una sierra, siempre guiandonos de la radiografia que nos da informacién exacta de la localizaciéon
de los tornillos, con el objeto de reducir el tamafio de la muestra para facilitar la posterior inclusién en
bloques de resina, el corte en el microtomo y su interpretacién al microscopio.
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CAPITULO

Técnicas Aplicadas

9.1. Generalidades.

Los biomateriales son una clase de materiales de uso médico, dental o de aplicacidn farmacéutica, que
se encuentran en intimo y sustancial contacto con los tejidos del cuerpo. Se distinguen de los demas
materiales en que tienen una serie de propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas, que les permiten
mantenerse en un medio extremadamente hostil hacia ellos.

La aceptabilidad bioldgica, es decir la biocompatibilidad, podra ser examinada en varios niveles de
interaccion:

= Lainteraccidon entre el material y el tejido.
= Lareaccion resultante de la degradacion del material.
=  Factores mecanicos.

Esta Tesis tratard la degradacidn sufrida por el material en unas condiciones parecidas a las del cuerpo
humano. La corrosién de un metal implantado provoca la liberacion de iones, en nuestro caso iones de
titanio, que pueden provocar inflamaciones dependiendo de la cantidad liberada siendo el material
toxico para su uso.

De lo expuesto anteriormente se deduce que determinar la cantidad de iones liberados al entorno por
parte del material usado es importante para conocer su nivel de toxicidad y, por lo tanto, definir si el
material en cuestién puede implantarse en el cuerpo.

La finalidad de este trabajo consiste en el estudio del comportamiento “in vivo” de una placa fabricada
con una aleacién de titanio Ti6AlI7Nb, sometida a dos tratamientos superficiales distintos, A y B. Este
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material que es poco frecuente en los implantes médicos. Lo que se pretende es determinar y evaluar
el contenido de metales procedentes del implante de titanio Ti6Al7Nb presente en los fluidos
biolégicos de los animales de experimentacidn escogidos (minipig), los efectos sobre las caracteristicas
mecanicas del hueso y el comportamiento de la interfase implante metalico-hueso.

La composicién quimica de las aleaciones que se emplean en las protesis disefiadas para los implantes,
establecen de forma clara el panel de los analitos a investigar (titanio, aluminio, niobio).

El proceso consistira en establecer los métodos y las técnicas de andlisis mas fiables que nos permitan
evaluar el efecto de la placa metalica “in vivo” sobre su entorno (debilitacién de hueso, crecimiento
dseo, induccién dsea), asi como su toxicidad, ya que la toxicidad de cada uno de los elementos de
posible incorporacidn a los animales debe ser evaluada meticulosamente. Todos los resultados
obtenidos se compararan con un blanco (un animal sin placas).

Efectivamente, para la determinacién de metales en una muestra, se dispone de las estrategias de
Emisidn Atdmica, cuyo método de atomizacién incluye la incorporacién de Plasma Acoplado (ICP-AES),
y de Absorcién Atdmica, cuyo proceso de atomizacién es electrotérmico (camara de grafito, AAS).

La sensibilidad de la técnica depende de los limites de deteccidn y éstos, a su vez, son funcién de la
estrategia elegida, asi como del analito a determinar y de las técnicas preparativas que se realicen
sobre la muestra, las cuales van a estar intrinsecamente supeditadas a la naturaleza de la matriz de la
cual se extraiga el analito.

En términos generales, los limites de deteccidn son mds bajos con la estrategia de absorcién atéomica
con atomizacion electrotérmica (cdmara de grafito) aunque existen claras excepciones, como son los
casos del Boro, Disprosio, Erbio, Europio, Iridio, Fosforo y Titanio, en los que se obtienen mejores
limites de deteccién con la estrategia de Emision con Plasma Acoplado que con la estrategia de
Absorcion.

Se debe tener presente que existen metales que no pueden ser detectados mediante la estrategia de
absorcién atdomica con cdmara de grafito, bien porque su determinacion esta sujeta a interferencias
insuperables (caso de la determinacién del carbono elemental), bien porque es imposible conseguir
una ldmpara de catodo hueco comercial capaz de ser usada como fuente estable de emisidn para la
determinacién. En resumen, en cualquiera de estas circunstancias tenemos los siguientes metales: W,
Zr, U, Tm, Th, Ta, Sc, Sm, S, Re, Pr, Os, Nd, Nb, N, Lu, La, |, Ho, Hf, Gd, Cl, Ce, Cy Br.

Como puede observarse, estas limitaciones nos definen ya de una manera inequivoca cual es la
estrategia a seguir para el control de nuestros analitos y, por consiguiente, la técnica a emplear en el
caso del aluminio es la de absorcién atédmica.

Por otro lado, con el objetivo de determinar las caracteristicas morfoldgicas y topograficas de las
muestras, asi como la distribucidn cualitativa y cuantitativa de elementos quimicos, se han empleado
el microscopio electrénico de barrido (SEM) y un analizador EDX.

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la observacion vy
caracterizacién superficial de materiales inorganicos y orgdnicos, entregando informacién morfoldgica
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del material analizado, es decir, es un instrumento que permite obtener fotografias tridimensionales
con una alta resolucién y una gran profundidad de campo, en las que se puede apreciar la
ultraestructura de muestras microscépicas detallando de manera extraordinaria sus caracteristicas
morfoldgicas y topograficas. También se puede observar cualquier tipo de espécimen o de materiales
organicos (crustaceos, plantas, parasitos, hongos, invertebrados, plancton, protozoarios, bacterias,
tejidos, musculo, células, neuronas, cabello y pelo) y materiales inorganicos (industria petroquimica,
biodeterioro de obras y artes, pintura, papel, enlatados, balistica, material geolégico, material de
electrdnica y computacidn, metales, aleaciones, plasticos, vidrios, etc.), [1] [2].

El microscopio electrénico de barrido puede estar equipado con diversos detectores, entre los que se
pueden mencionar: un detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta resolucién
SEl (Secondary Electron Image), un detector de electrones retrodispersados que permite la obtencidn
de imagenes de composicion y topografia de la superficie BEI (Backscattered Electron Image), y un
detector de energia dispersiva EDX (Energy Dispersive Spectrometer) permite colectar los Rayos X
generados por la muestra y realizar diversos analisis e imagenes de distribucion de elementos en
superficies pulidas. Con el analizador EDX se puede identificar la distribucién cuantitativa y cualitativa
de elementos quimicos que se encuentran presentes en la muestra, mostrando gréficas e imagenes
relacionadas con esa distribucidn. Es pertinente sefialar que el analizador EDX de rayos x identifica y
evalua el contenido de elementos quimicos desde el carbono al uranio en superficies planas o
secciones finas de las muestras en todo tipo de material, biolégico e inerte, [3].

Ademas de la obtencion de un espectro quimico en un punto concreto de la muestra, existen dos
formas graficas de obtener informacién de la sefial de rayos X:

= Los perfiles de linea que permiten identificar graficamente la variacién de la concentracion de
uno o varios elementos entre dos puntos.

= Los mapas de RX que sirven para ver graficamente la distribucién de los elementos en la zona
seleccionada, asignando un color diferente a cada uno.

Los mapas de RX también ofrecen imagenes semicuantitativas de la concentraciéon de los elementos
mediante la densidad de puntos de un determinado color en la zona, [4].

En resumen, el microscopio electrénico proporciona informacion directa de las estructuras que oscilan
entre 0.2 y 200 nm, lo que aumenta extraordinariamente las posibilidades de investigacién en las
distintas ramas de la ciencia. La emisién secundaria se utiliza en la construccién de la imagen en el
microscopio electrénico de barrido, el cual a diferencia de los microscopios electronicos de
transmisidon, posee un haz movil de electrones que “barre” o recorre el espécimen en areas
seleccionadas.

Con el fin de posibilitar un mejor entendimiento de los resultados que se obtendrdn posteriormente, a
continuacién se explicard brevemente en qué consiste cada una de estas técnicas.

9.2. Condiciones de trabajo.

A la hora de realizar un estudio, es preciso llevar a cabo un determinado proceso de preparacion antes
de cada prueba. Este proceso exige la seleccidn, identificacidn, preparacién y limpieza de cada una de
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las muestras a estudiar, debiendo realizarse con sumo cuidado y dedicacién. De estas fases del proceso
dependerdn, en gran medida, que los resultados puedan considerarse vdlidos o no y, en el caso de ser
validos, de que puedan compararse para asi obtener conclusiones.

A continuacidn se describiran brevemente los pasos mas significativos de este proceso de preparacion,
aunque posteriormente seran concretados para cada una de las pruebas que se lleven a cabo en la
presente Tesis Doctoral.

9.2.1. Seleccion de las muestras.

Las formas mas apropiadas de las muestras para cada prueba dependen siempre de varios factores [5],
como pueden ser: el tipo de prueba o ensayo, el lugar, lo que se desee estudiar, las limitaciones y
especificaciones de los equipos o aparatos, entre otros.

Identificacion de muestras

Se debe elegir con especial cuidado la forma de identificar cada muestra y su posterior colocacidn, con
el fin de minimizar las posibilidades de que esta marca sea borrada durante su conservacion o durante
la prueba [5].

Tamaio y forma de las muestras
Las caracteristicas fisicas de las muestras, dependen de varios factores. Por ello este apartado lo
desarrollaremos clasificando las muestras segun la prueba a la que vayan a ser sometidas.

=  Ensayos microscépicos
Para este tipo de ensayos, el corte de la probeta puede realizarse con sierra o con disco
abrasivo y en ambos casos, pero sobre todo en el ultimo, debe cuidarse que la refrigeracién
sea intensa, para evitar que el calentamiento modifique la constitucion original de la pieza.
Respecto al tamafio de la probeta, el mas adecuado, en general, es de 20 a 25 milimetros de
ancho por 50 milimetros de largo y de 10 a 12 milimetros de grueso.

= Ensayos de dureza
El tamafio y forma de la probeta o muestra, es independiente de los resultados obtenidos en
este tipo de ensayos. Aun asi, es preferible que dicha probeta disponga de dos caras planas
paralelas (una para realizar la prueba y la otra para apoyarla en la maquina). En este ensayo se
toma como regla general que el espesor de la probeta sea 1.5 veces superior a la diagonal de
la huella.

= Ensayos de corrosion
Para las pruebas de corrosion suele ser mucho mas ventajoso que las muestras sean
relativamente delgadas. En el caso de que haya de llevarse a cabo una comparacién eficaz de
muestras diferentes, sobretodo en algunos métodos de valoracion, tales como la pérdida de
resistencia, es muy importante la normalizacion del grosor de dicha muestra; ya que se ha
demostrado que el grosor inicial del metal puede afectar profundamente al proceso de
corrosién y a los resultados de las pruebas, como también se ha argumentado la influencia del
area de la superficie de la muestra sobre la intensidad de la corrosion.
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Cuando se trate de pruebas de corrosidon por tensiones, es mas practico exponer una
superficie suficiente para evitar que el drea real tenga una influencia importante sobre los
resultados.

Siempre es aconsejable utilizar, hasta donde sea posible, un tamafio estandar y formas
sencillas para asegurar la obtencién de resultados comparables [5].

9.2.2. Preparacion de las muestras.

Ensayos microscopicos

Los requisitos que debe cumplir una probeta para ser observada microscépicamente son, por un lado,
ser plana, ya que en caso contrario los grandes aumentos de los sistemas dpticos no permitirian
enfocar la imagen simultdneamente de planos situados a distintos niveles, y, por otro, estar pulida,
con el fin de asegurarnos que lo que observamos son Unicamente los detalles de su estructura [6].
Estos dos requisitos se consiguen mediante el procedimiento que se describe a continuacioén.

= Desbaste: Se desbasta pasando la probeta sucesivamente por papeles abrasivos de granos
cada vez mas finos. Se comienza con el papel de esmeril del niUmero 180 y se acaba con el 600.
Cada vez que se cambie el papel, debe lijarse en sentido perpendicular al de lijado anterior
hasta que las rayas desaparezcan por completo, insistiendo un poco en cada direccién para
eliminar cualquier deformacién plastica bajo la superficie; por otro lado, la presién de la
probeta sobre el esmeril debe ser suave, para evitar la distorsion y rayado excesivo del metal.
Esta operacidn puede realizarse a mano o con una pulidora de disco. Una vez terminada esta
fase, la probeta debe lavarse y limpiarse perfectamente para pasar a la siguiente.

= Pulido: Se realiza con pulidoras de discos que se cubren con unos pafios impregnados en
diferentes abrasivos. El tipo de pafo y de abrasivo depende del material de la probeta, aunque
el abrasivo mds utilizado es polvo de alumina. El pulido se realiza presionando la probeta
suavemente sobre el disco y moviéndola constantemente del borde al centro para evitar la
formacidn de rayas y arrastres entre fases de distinta dureza, o inclusiones.

= Ataque: La probeta debe ser atacada por un reactivo que actua de forma selectiva sobre los
diversos constituyentes estructurales (fases, limites de grano, impurezas, zonas deformadas,
etc.). Para ello existen reactivos adecuados, no sélo para cada metal, sino para hacer resaltar
en un mismo metal constituyentes distintos. Este proceso se desarrolla de la siguiente forma:
se lava primero la probeta con agua, al ser posible caliente, se seca y se vuelve a lavar con
alcohol etilico, y se vuelve a secar. A continuacidn se sumerge en el reactivo con la superficie
pulida hacia abajo, sujetando la probeta con unas pinzas, sin que en ningin momento llegue a
tocar el fondo del recipiente, para que no se raye, y agitandola para eliminar las burbujas de
aire. El tiempo de ataque varia dependiendo del reactivo y los aumentos con que se ha de
observar la probeta. Después del ataque se lavara de nuevo la probeta con abundante agua.

Ensayos de dureza

El Unico requerimiento para este ensayo, en lo que a la preparacidn de las muestras se refiere, es que
la superficie sobre la que vaya a aplicarse el ensayo debe estar completamente limpia, pulida y exenta
de defectos para que los resultados sean validos.
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Para obtener estas condiciones en la superficie de la probeta, se desbastara y pulird la misma segun se
describe en el contenido del apartado anteriormente expuesto (ensayos metalograficos).

Ensayos de corrosion

La pelicula que se forma sobre la superficie del metal, por exposicidn al aire, durante o después de la
preparacion de dicha superficie, tiene con frecuencia un importante efecto sobre la corrosion
subsiguiente, por ello el método de preparacidon de la superficie tiene gran importancia, sobre todo
cuando se trata de pruebas en soluciones corrosivas; por ello es aconsejable normalizar dicho método.

La preparacién mecanica de las muestras puede lograrse fresando, torneando, con abrasivos, o por
medio de otros procedimientos, pero siempre ha de tenerse gran cuidado de que estas muestras que
van a ser utilizadas para las pruebas de corrosién, no se contaminen durante su preparacion.

En el caso de que dicha preparacién se realice con abrasivos, debe tenerse gran cuidado en la
seleccion del mismo, ya que se corre el peligro de introducir dentro de la superficie de la muestra,
particulas de abrasivos que puedan transformarse en pequefios cdtodos que sirvan para estimular la
corrosion.

Cuando en esta etapa del proceso se utilicen maquinas, ha de tenerse en cuenta que las altas
velocidades desarrolladas por las mismas, puedan ser perjudiciales en dicha preparacién, puesto que
pueden elevar la temperatura de la superficie.

La preparacidon quimica de la superficie evita la contaminaciéon de la capa de superficie por una
preparacidn mecdnica, pero lleva consigo las siguientes posibles desventajas:

=  Pueden quedar algunos residuos de los agentes quimicos empleados.

= El ataque sufrido por el metal durante la preparacién puede ser de tal caracter que influya a su
vez en la corrosién subsiguiente.

= El caracter dado a la superficie por medio de la preparacion quimica puede crear dificultades
en la deteccion del comienzo del ataque en la prueba de corrosidn siguiente.

Como en el proceso de corrosidon pueden a veces interferir peliculas de grasa muy finas, casi invisible,
es necesario (excepto cuando se requiera que las muestras lleven un revestimiento protector especial
a base de grasa) desengrasar éstas antes de someterlas a la prueba y evitar después todo contacto con
la piel humana a fin de asegurarse que todas ellas estén en igualdad de condiciones a este respecto.

9.3. Desarrollo del método de trabajo.

El procedimiento de preparacién de las muestras debe tener una serie de caracteristicas para poder
realizar el ensayo en las condiciones adecuadas. La disposicion inicial es de vital importancia para que
los resultados sean correctos y no se vean modificados por los defectos debidos a una falta de
preparacion de la muestra.

Inicialmente se debe tener la debida precaucion en el corte, lijado y pulido para que las deformaciones
causadas sean eliminadas o sean lo bastante poco profundas para poder eliminarlas con un reactivo de
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ataque. Se debe evitar desprendimientos, porosidades y roturas en la superficie a tratar, al igual que
la planicie superficial debe ser fundamental para un ensayo correcto.

Las muestras deben ser limpiadas adecuadamente entre un paso de preparacién y otro, al igual que
después del ataque con el reactivo y antes de introducirlas en las células del ensayo de corrosion.

Si estas caracteristicas se cumplen, los anadlisis de las muestras deberian dar unos resultados utiles
para nuestro estudio. La preparacion de las muestras requiere por lo general de cinco operaciones

principales:
= (Corte
=  Montaje de las muestras en resina
= lijado
= Pulido

= Defectos de preparacion

El procedimiento puede tener modificaciones en algunos pasos segun el criterio del usuario, que se
basard en sus propios conocimientos sobre el grado de dificultad en la preparacidn de las muestras. El
corte no es necesario en todas las muestras, Unicamente cuando la pieza a tratar es de un tamaio
mayor al de la probeta donde se va a incrustar. Si la superficie a tratar es demasiado grande, y se tiene
la suficiente experiencia en ensayos de corrosion se puede soslayar el montaje en una probeta de
resina polimerizada, aunque no es del todo recomendable.

9.3.1. Corte de las muestras.

El corte es un proceso previo a la preparacién de las muestras que se aplica para reducir el tamafio de
las piezas y conseguir una mejor adaptacion en el procesado y tratamiento de estas. Aunque las
muestras que utilizamos para nuestro ensayo vienen adaptadas en tamafio, fue necesario realizar unos
determinados cortes en cinco piezas para reducirlas unos milimetros en superficie y asi adaptarlas
mejor en el montaje de la probeta.

Dependiendo del tipo de metal a cortar (metal ferroso, no ferroso), las caracteristicas de cada muestra
y las recomendaciones del fabricante, se necesitan previamente seleccionar los tipos de discos
abrasivos a utilizar. Los discos estan formados por particulas abrasivas y rellenos de un material
aglutinante que puede ser goma, resina o mezcla de las dos. Para materiales mas duros como
carburos, rocas y muestras petrograficas se suelen utilizar discos de corte de diamante ligados con
resina sintética.

Las muestras deben estar firmemente sujetas durante el corte y la presion de corte debe de ser
aplicada cuidadosamente para evitar la rotura del disco.

Aunque las piezas a tratar se podian haber cortado sin problema alguno en una cortadora/troceadora
manual de taller, por seguridad en el tratamiento de las piezas con una dureza alta (aleacién Ti6Al7Nb)
fueron cortadas en una sierra lineal de precisién del laboratorio.
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9.3.2. Montaje de las muestras en resina.

El principal motivo del montaje de las muestras en resina polimerizada es por la comodidad que ofrece
el manejo de estas a la hora de realizar los diferentes andlisis. Otra finalidad secundaria es la de
proteger y preservar los bordes prominentes o defectos superficiales durante la preparacion.

La preparacion de probetas para la conservacidon y manejo de muestras se remonta algunas décadas
atrds, cuando la utilizacion de polimeros estaba aln por descubrir y las técnicas mds avanzadas
correspondian al montaje en polvo de azufre, cera o aleaciones con un punto de fusién bajo. El
lanzamiento al mercado de los polimeros y los plasticos fendlicos supuso un gran avance sobre estos
métodos anteriores. Con el paso de los afios el desarrollo de nuevas técnicas se fue imponiendo el uso
de resinas moldeables. La simplicidad de montaje sin tener que utilizar grandes prensas y las bajas
temperaturas de polimerizacién, hicieron de las resinas una atractiva alternativa.

Montaje de compresion

El método de montaje mas usual utiliza presion y calor para encapsular la muestra con un material de
montaje termoendurecible o termopldstico. Las resinas termoendurecibles se endurecen a
temperaturas elevadas. También se suelen denominar resinas duroplasticas. Las resinas termoplasticas
se ablandan o funden a temperaturas elevadas y se endurecen durante el enfriado.

Las resinas termofraguables mds comunes y tratadas por nuestro laboratorio pertenecen a dos
conocidas marcas registradas, se pueden dividir en resinas Buehler y resinas Struers.

Cada marca registra con un nombre especifico el tipo de resina, aun asi se puede hacer una
diferenciacidon entre las resinas fendlicas (Phenocure, PolyFast, MultiFast, Pre-Mount), resinas de
Dialilftalato de dialilo (Iso Fast), resinas epoxi (Epornet, DuroFast), resinas acrilicas (ConduFast,
SpeciFast), y resinas de metacrilato de metilo (Transoptic).

En nuestro caso, y debido a la calidad que ofrecen las probetas tras el montaje, y la cantidad de resina
de la que disponemos en el laboratorio, utilizaremos una resina acrilica de montaje en caliente por
compresion de la marca Struers, concretamente el nombre registrado es SpeciFast y el aspecto que
ofrecen las probetas es transparente en vidrio con una contraccién media.

llustracion 51. Resina de montaje utilizada en el taller para el encapsulamiento de nuestras muestras, Struers.

Las maquinas destinadas al montaje de probetas suelen constituirse en prensas con sistemas de
Control del proceso, prensas manuales para montaje en caliente con cilindros de montaje y unidades
de impregnacién en vacio cuando se necesita rellenar con resina un material poroso.
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En nuestro caso hemos decidido utilizar una maquina de empastillado en caliente con algunos afios de
antigliedad. Disponemos en el laboratorio de una prensa manual para empastillar en caliente con
cilindros de montaje de 25 mm y de 30 mm de diametro. También se dispone de una prensa
automatica (mas actual) de montaje en frio, ProntoPress-20 que hemos decido prescindir de ella por
los resultados satisfactorios que nos aporta el montaje en caliente. La eleccién de esta mdaquina
también ha sido valorada por la poca cantidad de muestras que necesitdbamos encapsular.

La forma mas habitual de empastillar con la maquina de montaje en caliente consiste en adaptar la
muestra a los cilindros de montaje pegando, si fuera necesario, con un débil adhesivo de contacto las
paredes de la muestra a la del cilindro, posteriormente se afiade la resina al montaje y se cierran los
cilindros. El ultimo paso transfiere el calor de una resistencia a la resina y una prensa hidraulica influye
una fuerza constante sobre los cilindros.

Tras el proceso de polimerizaciéon en el cual la temperatura asciende a los 125° y la presidon se
mantiene entre 150 kg/cm’® y 250 kg/cm’, la muestra queda incrustada en la resina. La probeta
después de un enfriamiento previo (60°-65°) obtiene la forma del cilindro de montaje dando como
resultado una pastilla sélida traslucida con la superficie transversal de la muestra rasante a la base de
la pastilla.

9.3.3. Lijado.

El lijado o desbaste consiste principalmente en eliminar los defectos superficiales dejando una
superficie plana, con unos dafios minimos que puedan eliminarse facilmente durante el pulido
posterior de la muestra, en el tiempo mas corto posible.

Para este proceso se suelen utilizar papeles de lija o abrasivos de desbaste y el modus operandi suele
ser manual, mediante pasadas muy cortas, con presién constante y con giros de 902 cada cierto
tiempo. Los abrasivos de desbaste utilizados normalmente en la preparacidon de las muestras son de
carburo de silicio (SiC), 6xido de aluminio (Al,O3), esmeril (Al,05-Fe;0,) y otros materiales para durezas
mayores.

El papel abrasivo se fabrica en distintos grados, dependiendo del tamafio de las particulas abrasivas,
gue van desde 1200 (el mas fino) hasta 60 (el mas grueso). Mientras mas bajo sea el nimero, mas ruda
y fuerte serd la lija. Para conseguir un buen lijado bajaremos el nimero grano a medida que vamos
desbastando la pieza. El abrasivo utilizado en cada operacidn sucesiva de desbaste debe ser uno o dos
tamafios de grano mds pequefio que el utilizado en el paso precedente. Una secuencia satisfactoria de
lijado fino podria suponer el uso de papeles abrasivos de SiC con tamafios de grano de 180, 220, 280,
360, 400 y 600 (P180, P220, P280, P360, P400, P600) Esta secuencia se divide en tres pasos de
desbaste y es la que se utiliza en el método tradicional. Los pasos principales de este método
corresponden al tipo de desbaste y el tamafo de las particulas abrasivas: Desbaste grosero, desbaste
intermedio, desbaste final.
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llustracidon 52. Papel abrasivo preparado para el lijado en el taller.

El desbaste grosero es el desbaste inicial, que tiene como objetivo planear la probeta, lo cual suele
hacerse a mano o con lijadora de banda. En cualquier caso, la presién de la probeta sobre la lija o
papel de esmeril debe ser suave, para evitar la distorsion y rayado excesivo del metal. El papel abrasivo
suele tener el menor grado dependiendo de las irregularidades iniciales (P180, P220) El desbaste
intermedio el papel de lija a utilizar disminuye en grosor de particula abrasiva (P360, P400). El
desbaste final se realiza de la misma forma que los anteriores, con papel de lija mas fino P600. En todo
caso, en cada fase del desbaste debe tomarse siempre en cuenta la manera de proceder. Cada vez que
se cambie de papel, debe girarse 90 grados, en direccidn perpendicular a la que se seguia con el papel
de lija anterior, hasta que las rayas desaparezcan por completo.

Se avanza y se facilita mucho las operaciones descritas utilizando una pulidora automatica de discos, a
las que se fija los papeles de lija adecuado en cada fase de la operacién. Las velocidades empleadas
varian de 150 a 250 rpm. En otro caso se pueden utilizar debastadoras fijas o de bandas giratorias.

9.3.4. Pulido.

El pulido es el paso final en la obtencién de una superficie plana libre de deformaciones y arafiazos con
el aspecto de un espejo. La técnica de pulido utilizada no debe introducir estructuras extrafias como
metal alterado, picaduras, arrastre de inclusiones, “colas de cometa”, manchas o relieves (diferencias
de altura entre distintos componentes, o entre agujeros y componentes).

El pulido se lleva a cabo, al igual que el lijado, en varios pasos. Tradicionalmente, el pulido basto se
realiza con abrasivos de diamante de 6pum a 2um cargados en telas sin o con poca pelusa. En el caso de
materiales duros, como aceros templados, titanio, carburos cementados, cerdmicas... puede ser
necesario otro paso adicional de pulido basto. El paso inicial de pulido basto puede ir seguido de un
pulido con diamante de 1 pum sobre una tela sin pelusa o con pelusa corta o media. Debera utilizarse
una pequefia cantidad de un lubricante compatible para evitar el sobrecalentamiento o la deformacién
de la superficie.

Pulido Manual

Normalmente en un pulido manual se utiliza un disco giratorio y la destreza del operario; en nuestro
caso, el usuario hace girar la muestra con un movimiento circular contra la direccion de giro del disco.
Aparte del uso de abrasivos y telas de pulir perfeccionados, las técnicas de pulido a mano aun siguen
las practicas basicas establecidas hace muchos afios:

= Movimiento de la muestra: La muestra se sujeta con una o ambas manos, a gusto del
operador, y se gira en direccidn contraria a la del giro del disco de pulir. Ademas, la muestra se
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mueve continuamente en vaivén entre el centro y el borde del disco, asegurando de ese modo
la distribucién uniforme del abrasivo y el desgaste uniforme de la tela de pulir. Después de
cada paso, la muestra se gira de 45° a 90° para que la abrasidon no sea unidireccional.

=  Presion de pulido: La presion correcta a aplicar debe ser dictada por la experiencia. En general,
se aplica una presién firme con la mano sobre la muestra.

= Lavado y secado: La muestra se lava frotando con una solucidn detergente liquida, aclarandola
con agua corriente caliente y luego etanol y secandola bajo un chorro de aire caliente.
Normalmente se puede utilizar alcohol para el lavado cuando el soporte abrasivo no es soluble
en agua o si la muestra no tolera el agua. Puede ser necesaria una limpieza ultrasénica en el
caso de muestras porosas o agrietadas.

Pulido automatizado

El pulido mecdnico puede tener un alto grado de automatizacion utilizando una amplia gama de
aparatos que van desde sistemas relativamente simples hasta dispositivos bastante sofisticados,
controlados por microprocesadores. Las unidades también varian en cuanto a capacidad, desde una
simple muestra hasta media docena o mas de una sola vez. Estos sistemas se pueden utilizar en todos
los pasos de lijado y pulido. Estos aparatos permiten al operador preparar una gran cantidad de
muestras al dia con un nivel de calidad mas alto que el pulido a mano y reduciendo el gasto de
consumibles. Los aparatos de pulido automatico producen la mejor planeidad superficial y la mejor
retencién de bordes. Existen dos métodos para manipular las muestras. La fuerza centralizada utiliza
un portamuestras con cada muestra sujeta firmemente en su lugar. El soporte es presionado hacia
abajo contra la superficie de preparacion con la fuerza aplicada a la totalidad del soporte.
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llustracion 53. Pulidora/Lijadora automatica del laboratorio, Struers.

Telas de pulir

Entre las exigencias de una buena tela de pulir se incluyen la capacidad de retener el medio abrasivo,
una larga duracion, ausencia de cualquier material extrafio que pueda provocar arafiazos y ausencia de
cualquier producto quimico de procesamiento que puedan reaccionar con la muestra. Hay disponibles
muchas telas de diferentes géneros, tejidos o pelusas. Para el pulido basto con compuestos abrasivos
de diamante, se recomienda el uso de telas sin o con poca pelusa. Para el pulido final se pueden
utilizar telas sin pelusa o con pelusa corta, media u ocasionalmente alta. Este paso debe ser breve para
reducir al minimo el relieve.
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Abrasivos de pulir

El pulido implica normalmente el uso de uno o mas de los siguientes abrasivos: diamante, oxido de
aluminio (Al,0O3) y diéxido de silicio (Silice, SiO,) amorfo en suspensién coloidal. Para determinados
materiales, se pueden utilizar 6xido de cerio, dxido de cromo, éxido de magnesio u éxido de hierro,
aunque su uso es poco frecuente. Con la excepcién del diamante estos abrasivos estan normalmente
suspendidos en agua destilada, por si el metal que se va a pulir no es compatible con el agua, entonces
puede ser necesario disponer de otras suspensiones como glicol etilénico, alcohol, keroseno o glicerol.
El abrasivo de diamante debera extenderse sélo con el portador recomendado por el fabricante.

Los abrasivos de diamante fueron lanzados al mercado a finales de los afios cuarenta. Sin embargo, su
principal uso en preparacién de muestras se remonta a finales de los afios veinte, donde los antiguos
joyeros americanos pulian los cojinetes de zafiro en polvo de diamante. Los abrasivos de diamante
fueron lanzados al mercado inicialmente en una pasta portadora, pero mas tarde se lanzaron en forma
de pasta en suspension y en spray. Inicialmente se utilizé el diamante natural virgen, que aun esta
disponible en pasta y suspensiones de diamante Metadi. Mas tarde, se lanzo al mercado el diamante
sintético, primero en forma monocristalina, de morfologia similar al diamante natural y luego en forma
policristalina.

La silice coloidal se utilizd por primera vez en discos de pulir de silicio monocristalino, donde deben
eliminarse todos los dafos en la superficie del disco antes de que se pueda desarrollar alguna particula
aberrante en él.

Para el pulido final rutinario, un abrasivo fino de diamante, puede ser adecuado como ultimo paso de
preparacion. Tradicionalmente y en nuestro laboratorio estamos utilizando pastas en suspension y
polvos de alumina fina acuosa, como las suspensiones y polvos de alumina desaglomerantes “AP-
Suspension A”. Las pastas en suspension de alumina alfa (tamafio 0.3 um) y alimina gamma (tamafio
0.05 um) son de uso popular para el pulido final, tanto secuencial como individualmente. La
suspension de aliumina hecha mediante el proceso sol-gel y produce mejores acabados superficiales
que los abrasivos de alimina hechos mediante el proceso tradicional de calcinacion.

9.3.5. Defectos de preparacion.

Las muestras del ensayo, tras el pulido correspondiente, ofrecen una superficie lisa a modo de espejo
qgue a primera impresion da aspecto de una preparacion dptima, pero este tratamiento preparatorio
en muchas ocasiones deja una serie de defectos superficiales de preparacién que el ojo humano no es
capaz de observar a simple vista.

El nivel de grietas, poros, rayas, inclusiones...etcétera en la pieza es esencial para tener un ensayo de
corrosién con resultados aceptables. Algunos defectos superficiales suelen ser comunes tras los
procesos de lijado y pulido, estos se observan en el microscopio electrénico que disponemos en el
laboratorio, y si el grado de deterioro no es muy alto la pieza puede ser tratada sin que los resultados
se difieran mucho de lo que se busca. Los defectos de preparacion mas comunes que pueden aparecer
en las muestras son:

= Rayas
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Las rayas son surcos que aparecen en la superficie de una muestra producidos por las puntas
de las particulas de abrasivo.

llustracion 54. Aum 200 x. Rayas producidas tras el pulido fino. Metalog guide Struers.

En las piezas tratadas en el laboratorio, las rayas de pulido han sido los defectos que mas se
nos han presentado, la mayor parte de las ocasiones se ha necesitado de varias pasadas de
pulido y ataque con reactivo para ir eliminando en mayor grado los defectos.

Deformaciones

Existen dos tipos de deformacién, elastica y pldstica. La deformacién eldstica desaparece
cuando se elimina la carga aplicada que la provoca. La deformacién plastica se denomina
también deformacidon en frio. Puede provocar defectos subsuperficiales después del
esmerilado, el lapeado o el pulido. La deformacién plastica remanente puede observarse por
primera vez después del ataque.
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llustracion 55. Aum 200x. Lineas de deformacién afiladas. Metalog guide Struers.

Arranques

Los arranques son las cavidades que quedan después de que una serie de granulos o particulas
de material sean arrancadas de la superficie de la muestra durante la abrasidn. Aparecen en
materiales duros y quebradizos, y en materiales con inclusiones. Los materiales duros vy
guebradizos no son deformables plasticamente; por ello, pequefios fragmentos de la
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superficie del material se rompen y pueden desprenderse o ser arrancados por el pafio de
pulido.

Las inclusiones también pueden ser quebradizas, o poseer unos valores de expansion térmicas
diferentes de los de la matriz. En tal caso las inclusiones rotas o relativamente sueltas pueden
ser arrancadas por un pafio de pulido con pelo largo. El grafito también puede resultar
arrancado durante la preparacion si se utiliza un pafio con pelo largo.
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llustraciéon 56. Aum 500x. Inclusiones arrancadas. Pueden verse rayas originadas a partir de las inclusiones. Metalog guide
Struers.
= Separaciones

Las separaciones son espacios vacios que aparecen entre la resina de montaje y el material de
la muestra.

llustracion 57. Aum 100 x. Separacion entre la resina y la muestra. Metalog guide Struers.

= Grietas
Las grietas son fracturas que se producen en los materiales quebradizos y en materiales con
distintas fases. La energia utilizada para preparar la muestra es superior a la que puede ser
absorbida por la resina. El exceso de energia se traduce en la aparicién de grietas.
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En las muestras tratadas en nuestro laboratorio se han producido una serie de grietas en las
pastillas de resina. Las probetas de metal no han sufrido grietas en el proceso de empastillado,
por lo que los defectos no afectan directamente para el ensayo.

Falsa porosidad

Algunos materiales poseen una porosidad natural, por ejemplo, los metales fundidos, los
revestimientos aplicados por pulverizacion o los materiales ceramicos. En dichos casos es
importante poder determinar los valores correctos de dicha porosidad, y no realizar
determinaciones errdoneas debidas a defectos de preparacion.
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llustracion 58. Aum 500 x. Superaleacion después de 5 minutos de pulido. Metalog guide Struers.

Colas de cometa

Las colas de cometa aparecen junto a las inclusiones o los poros, cuando el movimiento
relativo de la muestra y el disco de pulido es unidireccional. La forma caracteristica de dichos
defectos es la que les ha valido el nombre de “colas de cometa”. Un factor clave para evitar la
aparicién de colas de cometa es el relacionado con la dindmica del pulido.

llustracién 59. Aum 200x. Colas de cometa. Metalog guide Struers.

Contaminacién

Partes de material procedente de una fuente diferente de la misma muestra, acaban en
muchas ocasiones depositandose sobre su superficie durante el proceso de esmerilado o
pulido mecanico. Esto suele ocurrir si las telas utilizadas para el pulido no estan
suficientemente limpias y contienen restos del metal anterior.
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llustracién 60. Aum 200x. Particulas de cobre retenidas entre la matriz de aluminio, procedentes de una preparacion
anterior. Metalog guide Struers.
=  Abrasivo incrustado
Las particulas de abrasivo sueltas, pueden acabar incrustadas a presion en la superficie de la
muestra. Se da principalmente cuando la dureza del abrasivo es mayor que la de la muestra.

llustracion 61. Defecto superficial donde se aprecian una serie de inclusiones en una muestra de Ag-Pd. 600x.

=  Huellas de lapeado
Se trata de indentaciones producidas en la superficie de la muestra, provocadas por las
particulas del abrasivo, cuando estas se mueven libremente sobre una superficie dura. El
aspecto que presentan es parecido al de las rayas superficiales producidas por una accién de
corte. Pero en lugar de linea continuada aparecen huellas claras de las particulas, saltando
sobre la superficie de la muestra.

llustracion 62. Defectos superficiales en una muestra de Ag-Pd de particulas abrasivas tras el lapeado 600x.
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9.4. Analisis metalograficos. Método de absorcidon atémica.
9.4.1. Generalidades.

Los métodos espectroscépicos son aquellos en los que existe intercambio de energia entre la
radiacion electromagnética y la materia. En estos métodos se producen transiciones entre distintos
niveles energéticos. La espectroscopia atdmica comprende tres técnicas analiticas: absorcion, emisidn
y fluorescencia atémica [7].

Los métodos de absorcién han sido, hasta el momento, los de uso mas generalizado. Se basan en la
absorcion selectiva de radiacion por la misma especie a determinar o por un producto de
transformacion de dicha especie.

En los métodos de absorcion molecular las transiciones se producen entre niveles electrdnicos,
vibracionales y rotacionales, por absorcién de radiacidon ultravioleta, visible, infrarroja y de
microondas.

La absorcidn ultravioleta y visible estd constituida por bandas representativas de un gran numero de
transiciones. Las aplicaciones cualitativas de estas técnicas son bastante limitadas. Sin embargo, la
sensibilidad es relativamente alta, caracteristica adecuada para aplicaciones cuantitativas.

La absorcion en el infrarrojo produce cambios en la energia de vibracion y rotacién de los enlaces en
las moléculas. Aporta valiosa informacién cualitativa y estructural que se obtiene a partir de los
espectros. La sensibilidad es relativamente pequena y, por tanto, el aspecto cuantitativo de esta
técnica estd limitado.

En la absorcién atémica se pueden originar transiciones entre niveles externos o entre niveles internos
de los dtomos, seguin que la radiacidn absorbida sea ultravioleta-visible y de rayos X, respectivamente.

En la espectrofotometria de absorcion atémica, los dtomos en fase de vapor absorben radiaciones
energéticas correspondientes a sus lineas de resonancia (uv-visible), en cantidad proporcional a su
concentracién. Para obtener un espectro de radiaciones de longitudes de ondas especificas, o rangos
pequefios en lugar de bandas, es necesario que las particulas de la muestra se atomizacién. Entre las
ventajas de esta técnica se encuentran la gran especificidad, amplio campo de aplicacién en la quimica
analitica, excelente sensibilidad a pequefias concentraciones del orden de las ppm y 1000 ppm,
rapidez en la determinacion y gran selectividad. La técnica permite la determinacidn de, al menos,
unos 70 elementos en cantidades tan bajas como 107 g con razonable selectividad, pequefia
manipulacidon y minimo tamafio de muestra. Aunque inicialmente se utilizo solo para la determinacion
de elementos metalicos, se han desarrollado métodos indirectos que permiten la cuantificaciéon de una
gran variedad de aniones y de compuestos organicos.

Dentro de este método instrumental pueden emplearse distintos tipos de espectroscopia, como el de
emision atomica (la muestra es atomizada en la llama y actia como fuente de radiacién) o el de
absorcion atémica (donde la muestra se atomiza en la llama pero existe una radiacidon externa que
produce la excitacion de los electrones al estado excitado).
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9.4.2. Breve historia.

La absorcién atémica se conoce desde hace muchos afios. Por ejemplo, en 1802 Wollaston [8] notd
qgue en el espectro del sol a ciertas frecuencias aparecen lineas obscuras; mas tarde, Joseph von
Fraunhofer [9] las redescubrid y las estudidé a fondo, después de lo cual se conocieron como lineas de
Fraunhofer. El significado de las lineas no se comprendié hasta 1859. Cuando Kirchhoff explicé su
origen después de haber observado un fendémeno similar en el laboratorio. La superficie visible del sol
estd mucho mads caliente que la envoltura gaseosa que la rodea y los dtomos en la atmdsfera
absorben frecuencias especificas de la emisiéon continua de la superficie caliente. (La radiacién se
reemite porque de otra manera la envoltura gaseosa estaria cada vez mds caliente: pero esto sucede
en todas direcciones, por lo que un observador en la tierra es engafiado en términos de lo que se
transmite directamente a él). Kirchhoff y otros, en particular Bunsen, identificaron varios elementos
presentes en la atmdsfera del sol comparando las frecuencias de las lineas de Fraunhofer con las de
elementos conocidos determinadas en el laboratorio.

Los principios tedricos de la absorcidn atémica fueron establecidos por los cientificos alemanes Gustav
Robert Kirchhoff y Robert Wilhelm Bunsen[10] en sus estudios del fendmeno de autoabsorcién en el
espectro de los metales alcalinos y alcalino térreos, al darse cuenta de que cada elemento emite y
absorbe luz de colores caracteristicos, que componen su espectro. En 1860. Kirchhoff y Bunsen
utilizaron esta técnica en el descubrimiento de los elementos rubidio y cesio [11]. Como medio de
trabajo cuantitativo no fue desarrollada hasta 1930.

Los aparatos para observar visualmente un espectro se denominan espectroscopios, los que sirven
para observar y registrar un espectro fotograficamente se llaman espectrégrafos y los empleados para
medir la intensidad de las diferentes partes del espectro se denominan espectrofotémetros; las
medidas espectroscépicas extremadamente precisas se realizan con interferémetros. En el siglo XIX,
los cientificos descubrieron que mas alld del extremo violeta del espectro podia detectarse una
radiacion invisible al ojo humano con marcada accién fotoquimica, denominada radiacién ultravioleta.
Igualmente, mas alld del extremo rojo del espectro se detectd una radiacién infrarroja invisible que
transmitia energia. Como consecuencia, se redefinid el término espectro para que abarcara esas
radiaciones invisibles, y se ha ampliado para incluir las ondas de radio, asi como los rayos X y los rayos
gamma.

En la actualidad, el término espectro se aplica frecuentemente en un sentido mds amplio a cualquier
distribucién ordenada producida por el andlisis de un fendmeno complejo. Un sonido complejo, como
por ejemplo un ruido, puede analizarse como un espectro acustico formado por tonos puros de
diferentes frecuencias. Igualmente, una mezcla compleja de elementos o is6topos con distinta masa
atémica puede ser separada en una secuencia ordenada segln su masa atomica y denominada
espectro de masas.

La espectroscopia no sélo ha proporcionado un método importante y sensible para el analisis quimico,
sino que ha sido el principal instrumento para descubrimientos en campos aparentemente no
relacionados, como la astrofisica o la teoria atémica. En general, los cambios en el movimiento de los
electrones exteriores de los atomos dan lugar a espectros en la regidn visible, infrarroja y ultravioleta.
Los cambios en el movimiento de los electrones interiores de los dtomos pesados producen espectros
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de rayos X. Los cambios en la configuracidon del nucleo de un dtomo producen espectros de rayos
gamma. Los cambios en la configuracién de las moléculas producen espectros visibles e infrarrojos.

La base de la espectroscopia de absorcidon atdomica (EAA) la entregd Kirchhoff al formular su ley
general: «cualquier materia que pueda emitir luz a una cierta longitud de onda también absorberd luz
a esa longitud de onda». Aunque la espectrometria de absorcidn atdmica data del siglo XIX, la forma
moderna fue desarrollada en gran medida durante la década de los 50 por un equipo de quimicos de
Australia, dirigidos por Alan Walsh [12] en el Instituto de Fisica de Melbourne (Australia) y Alkemade
(Holanda), apareciendo los primeros instrumentos comerciales a principios de 1960.

9.4.3. Descripcion y principios en los que se basa.

Si tenemos que realizar un analisis elemental de soluciones, es decir, conocer concentraciones de
ciertos elementos en solucidn, hay varias técnicas espectrométricas precisas que podemos usar. Son
cuatro las que se pueden utilizar, siendo éstas: absorcién atdmica por llama, por horno de grafito, el
ICP (espectrometria de plasma acoplado inductivamente) y el ICP de masa (ICP-MS). Seleccionar la
mejor técnica para caracterizar nuestra solucién puede ser una tarea dificil ya que mas de una podria
usarse efectivamente para la misma muestra. Por lo tanto para determinar el método de andlisis a
utilizar es importante tener un leve conocimiento de los puntos fuertes y débiles de cada técnica y
escoger la mds adecuada. Por ello, a continuacion se describiran, sin entrar mucho en detalle en
cuestiones técnicas, para entender mejor el funcionamiento de cada una de ellas [13].

= Absorcion atomica por llama (FAAS).

Esta técnica usa una llama de aire/acetileno o de 6xido de nitrégeno/acetileno para evaporar
el disolvente y disociar la muestra en sus componentes atdmicos. Cuando la luz emitida por
una lampara (de longitud de onda determinada para el elemento a detectar) pasa a través de
la nube de atomos, aquellos del elemento a determinar absorben la luz emitida. Esto es
mesurado por un detector y usado para el cdlculo de la concentracién del elemento en la
muestra original.

Monocromador
Lampara
_Fj,_ —{r—— e —— e Y _ Detector v
. . . ﬁ_.--% ----- — A v = amplificador

- ll amara de mixtura Mostrador
digital

+L'\,L rdicios ¥i
Combustible Salic li de datos

Muestra

Oxidante

llustraciéon 63. Esquema de funcionamiento del FAAS.

El uso de la flama limita el limite de la temperatura de excitacién alcanzada por la muestra en
un maximo aproximado de 2600 2C (con la llama de N,O/acetileno). Por varios elementos no
es un problema. Compuestos de metales alcalinos, por ejemplo, y algunos de los metales duros
como el plomo o el cadmio y metales de transicion como el niquel son completamente
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atomizados con los dos tipos de llama con buena eficiencia. El rango de deteccidn tipico del
FAAS es de sub-ppm.

Sin embargo, hay una serie de elementos refractarios, como el circonio y el vanadio, que no
puede utilizarse correctamente este método. El motivo es que la temperatura alcanzada por la
llama (incluso la de N,O/acetileno) no es suficiente para romper los compuestos de estos
elementos. En estos casos es mejor utilizar otra técnica de analisis.

Absorcion atémica por horno de grafito (GFAAS).

Esta técnica es esencialmente la misma que la FAAS excepto que la llama es reemplazada por
una pequeiia cubeta o tubo de grafito que es calentado eléctricamente a una temperatura
superior a los 3000 9C para generar la nube de atomos. En la siguiente ilustracion se puede
observar el esquema de funcionamiento.

Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS)

i = — ey =1 :) ————— » @ ————- =

Lamp Cuvette Monochromator Detector

llustracién 64. Esquema funcional del GFAAS.

La mayor densidad de atomos y el mayor tiempo de residencia en el tubo mejora el limite de
deteccion en tres érdenes de magnitud comparado con el método de llama, siendo el rango de
deteccion de sub-ppb.

Espectroscopia de emision dptica de plasma acoplado inductivamente (ICP).

El ICP es una técnica de analisis multi-elemental que usa una fuente de plasma inductivo para
disociar la muestra en sus atomos e iones, excitando estos hasta que emiten luz de una
longitud de onda determinada. Un detector mide la intensidad de la luz emitida y calcula la
concentracién de los elementos de la muestra. En la siguiente ilustracién se puede observar el
esquema de funcionamiento.

Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry
(ICP-AES, or ICP)
-
——————————— - —N T ===
Plasma Monochromator Detector

llustracion 65.Esquema funcional del ICP.
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Este método es facil de usar, puede detectar hasta 60 elementos por muestra, pero tiene unos
limites de deteccién moderadamente bajos pero superiores a la técnica de FAAS.

Espectroscopia de emision dptica de masa de plasma.

El ICP de masa es una técnica de analisis multielemental que usa la fuente de plasma del ICP
para disociar la muestra en sus constituyentes. Sin embargo, en este caso son los propios iones
los detectados y no la luz emitida por ellos. Los iones son extraidos desde la fuente y pasan por
un espectrémetro de masa, donde son separados dependiendo de su masa atémica y carga
por un analizador magnético. En la siguiente figura se puede observar el esquema de
funcionamiento.

Inductively Coupled Plasma Mass Spectuomeuay (ICP-MS)

llustracion 66. Esquema funcional del ICP de masa.

El alto niumero de iones producidos provoca que sea el método con mejor limite de deteccidn.
Un mismo elemento puede ser detectado por mas de una técnica de las explicadas
anteriormente.

En la tabla periddica adjunta se pueden observar las técnicas que se pueden usar para
determinar la concentracién de un mismo elemento.

- I C-MS AN LICI-MS

- 1CPCI-MS e

llustracidn 67. Tabla periddica que muestra las técnicas a usar para cada elemento.
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La Espectroscopia de Absorcién Atdmica (AA) es una técnica de andlisis instrumental, capaz de
detectar y determinar cuantitativamente la mayoria de los elementos comprendidos en el sistema
periddico. Permite determinar la concentracion de un elemento metdlico determinado en una
muestra, pudiendo utilizarse para analizar la concentracidon de mds de 70 metales diferentes en una
solucién. Pueden analizarse elementos metalicos como aluminio, calcio, cadmio, cromo, litio, hierro,
magnesio, potasio y sodio, en un orden de deteccién entre las 3x10™ ppm a las 20 ppm.

La técnica hace uso de la espectrometria de absorcidn para evaluar la concentraciéon de un analito en
una muestra. Se basa en gran medida en la ley de Beer-Lambert [14], descubierta independientemente
por Pierre Bouguer [15] en 1729, Johann Heinrich Lambert [16] en 1760 y August Beer [17] en 1852.
Este método consiste en la medicidn de las especies atémicas por su absorcién a una longitud de onda
particular. Los electrones de los atomos en el atomizador pueden ser promovidos a orbitales mas altos
por un instante mediante la absorcion de una cantidad de energia (luz de una determinada longitud de
onda), que se refiere especificamente a una transicién de electrones en un elemento particular, y en
general, cada longitud de onda corresponde a un solo elemento. Como la cantidad de energia que se
pone en la llama es conocida, y la cantidad restante en el otro lado (el detector) se puede medir, es
posible, a partir de la ley de Beer-Lambert, calcular las transiciones que tienen lugar, y asi obtener una
sefial que es proporcional a la concentracion del elemento que se mide.

La especie atdmica se logra por atomizacion de la muestra, siendo los distintos procedimientos
utilizados para llegar al estado fundamental del dtomo lo que diferencia las técnicas y accesorios
utilizados.

La técnica de atomizacion mas usada es la de AA con llama, que nebuliza la muestra y luego la
disemina en forma de aerosol dentro de una llama de aire acetileno u éxido nitroso-acetileno. Otra
técnica de atomizacidn es la electrotérmica, que utiliza el horno de grafito como accesorio. El método
consiste en colocar la muestra diluida dentro de un tubo de grafito, que luego es calentado con una
resistencia eléctrica pasando por distintos intervalos de temperatura para secar, calcinar y finalmente
atomizar la muestra en el rango 2200-2700 °C.

Otra metodologia es la denominada generacidn de hidruros y aprovecha la cualidad de algunos
elementos (As, Sb, Sn, Se, Bi y Te) de formar hidruros volatiles bajo un ambiente reductor, que una vez
generados en condiciones especiales son trasladados por un gas portador a una celda de cuarzo que es
calentada a una temperatura optimizada para producir la atomizacion del analito a dosificar. Una
variante la constituye la técnica de vapor frio, que aprovecha la facultad del mercurio de emitir
vapores monoatdmicos a temperatura ambiente.

En todas estas técnicas de AA se produce la absorcion de energia de longitud de onda adecuada y una
cuantificacidn similar por el sistema dptico y electréonico del espectrofdmetro al que se encuentra
adosado el accesorio correspondiente, o sea nebulizador/quemador en llama, horno de grafito 6
generador de hidruros/vapor frio. Todas las metodologias citadas son muy versatiles y contando con
un buen surtido de ldmparas permite abordar campos analiticos en dreas como quimica clinica,
toxicologia, medio ambiente, metalurgia, bromatologia, industria farmacéutica, edafologia, etc. La
eleccién de una tecnologia u otra depende fundamentalmente del rango de sensibilidad requerido.
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La Espectroscopia de Absorcién Atdmica es una técnica muy versatil, ya que es capaz de analizar
cualquier muestra que se encuentre en disolucién o que mediante un método u otro sea factible de
disolverse.

9.4.4. Fundamentos tedricos.

El atomo esta formado por un nucleo y un nimero determinado de electrones que llenan ciertos
niveles cuanticos. La configuracién electrénica mas estable de un atomo corresponde a la de menor
contenido energético y se conoce como “estado fundamental”.

Si un atomo que se encuentra en un estado fundamental absorbe una determinada energia, éste
experimenta una transicion hacia un estado particular de mayor energia. Como este estado es
inestable, el atomo regresa a su configuracion inicial, emitiendo una radiacidon de una determinada
frecuencia.

La frecuencia de la energia radiante emitida corresponde a la diferencia de energia entre el estado
excitado (E,) y el estado fundamental (E,) como se encuentra descrito en la ecuacion de Planck [18]:

E=E,-Ej=hy= _— Ecuacidn 1. Ecuacién de Planck.

Donde, h es la constante de Planck, y es la frecuencia, c es la velocidad de la luz y A es la longitud de
onda.

Segun la teoria atdmica, el dtomo puede alcanzar diferentes estados (E4, E,, Es,...) y de cada uno de
ellos emitir una radiacion (A;, A,, As,...) caracteristica, obteniéndose asi un espectro atémico,
caracterizado por presentar un gran numero de lineas discretas. En absorcién atdmica es relevante
solamente aquella longitud de onda correspondiente a una transicién entre el estado fundamental de
un atomo y el primer estado excitado, conocido como longitud de onda de resonancia.

De la ecuacion de Planck, se tiene que un atomo podra absorber solamente radiacién de una longitud
de onda (frecuencia) especifica. En absorcién atémica interesa medir la absorcidn de esta radiacion de
resonancia al hacerla pasar a través de una poblacion de atomos libres en estado fundamental. Estos
absorberan parte de la radiacion en forma proporcional a su concentracién atémica. La relacion entre
absorcidn y concentracidn se encuentra definida en la Ley de Lambert-Beer.

Como la trayectoria de la radiaciéon permanece constante y el coeficiente de absorcion es caracteristico
para cada elemento, la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de las especies
absorbentes.

El espectro de absorcidon atémica de muchos elementos se origina por transiciones electrdnicas desde
el estado fundamental a estados excitados y consta preferentemente de lineas de resonancia, que se
producen como consecuencia de transiciones del estado fundamental a niveles superiores.

Hay elementos que porque tienen una estructura electrédnica mas compleja o por otros motivos, el
numero de transiciones permitidas es mucho mayor, y, con frecuencia, un gran nimero de lineas de
resonancia aparecen muy proximas. En cualquier caso, la anchura de la mayor parte de las lineas
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atémicas es inherentemente muy pequefia (del orden de 10™° nm), e incluso en los casos en los que se
produce el ensanchamiento de las lineas, nunca exceden de 10 nm.

Por ello, los espectros de especies atdmicas gaseosas estan constituidos por un conjunto de lineas
estrechas y bien definidas a longitudes de onda caracteristicas, lo cual explica la gran selectividad de la
técnica. Este hecho hace, sin embargo, que no pueda utilizarse una fuente de radiaciéon continua para
la excitacidon, como en otros métodos espectroscdpicos, pues seria necesaria una anchura de banda
espectral de unos 5x10™* nm, lo cual excede la capacidad de la mayor parte de los monocromadores,
problema se ha resuelto con la utilizacidon de ldmparas de catodo hueco y otros dispositivos.

La anchura de linea efectiva, Dy, es la anchura en unidades de longitud de onda cuando se mide a la
mitad de la sefial maxima. El ensanchamiento de las lineas espectrales se debe a las siguientes causas:

a. Ensanchamiento natural. Se produce como consecuencia del Principio de Incertidumbre de
Heisenberg, debido a que el tiempo de vida de un electrén en un estado excitado es limitado, del
orden de 107 segundos. Se demuestra que el ensanchamiento natural puede explicarse por la
ecuacion:

D, = Bij/2p Ecuacion 2

donde Bij es el denominado factor de probabilidad o coeficiente de probabilidad de absorcion de
Einstein desde el estado fundamental (i) hasta el estado excitado (j). Este factor es inversamente
proporcional al tiempo de vida del estado excitado. Los ensanchamientos de linea por este
proceso son del orden de 107> nm, bastante inferiores a los debidos a otros efectos.

b. Ensanchamiento Doppler. Se origina como consecuencia del movimiento de los atomos del analito
en el interior de la llama. De forma andloga a como sucede con las ondas de sonido, la frecuencia
de la radiacion emitida o absorbida por un atomo que se mueve rapidamente aumenta si el
movimiento es hacia el detector, y disminuye si se aleja del mismo. El ensanchamiento de una
linea atémica (a la mitad de la altura) por este efecto viene dado por la expresién:

2w, . (2ln XIRT .,
— ——r— Ecuacion 3

Ay =

donde no es la frecuencia del fotén absorbido, T la temperatura absoluta de las especies
absorbentes, M el peso atémico, R, la constante de los gases y ¢ la velocidad de la luz. De la
expresion anterior se deduce que este efecto es mas intenso cuanto mayor es la temperatura y
mas ligero el elemento en cuestion.

Como en el interior de las llamas, los atomos individuales presentan una distribucién estadistica de
velocidades de Maxwell-Boltzmann, las frecuencias que llegan al detector muestran una
distribucidon aproximadamente simétrica, con un maximo que corresponde a un desplazamiento
Doppler de cero. En las llamas més comunes, estos ensanchamientos son de 5 x 10 a 5 x 10~ nm.

c. Ensanchamiento de presion. Es el resultado de las colisiones entre las especies que absorben o
emiten con otros atomos o iones presentes en el medio (ensanchamiento Lorentz) o incluso con
atomos del mismo elemento (ensanchamiento Holtsmark). Estas colisiones provocan pequefios
cambios en los niveles energéticos atdmicos y, en consecuencia, se origina una dispersiéon de las

196



PARTE EXPERIMENTAL

longitudes de onda emitidas o absorbidas. El ensanchamiento de una linea espectral por efecto
Lorentz se expresa por:

JIRT M+ M)

M M Ecuacién 4

v = o’N
donde S, es un parametro relacionado con el diametro de las especies que colisionan, N el nimero
de atomos o moléculas extrafias por unidad de volumen, M; el peso atémico o molecular de la
especie extrafia, M, el peso atdmico o molecular de la especie absorbente, R la constante de los
gases y T la temperatura absoluta. El ensanchamiento debido a este efecto es del mismo orden de
magnitud que el producido por efecto Doppler.

El efecto Holtsmark depende, evidentemente, de la concentracion de analito, si bien, el
ensanchamiento que produce es solo del orden de 10™° nm con disoluciones 1 M, por lo que puede
considerarse despreciable.

d. Efectos producidos por campos eléctricos y magnéticos. La presencia de campos eléctricos (efecto
Stark) o magnéticos (efecto Zeeman) origina ciertas perturbaciones en las lineas de absorcion o
emision, si bien, Unicamente se ponen de manifiesto al operar en presencia de campos muy
intensos o cuando el medio esta muy ionizado, como en un plasma. En absorcidn atdmica presenta

un cierto interés en cuanto que se han desarrollado algunos sistemas para corregir el fondo.
9.4.5. Instrumentacion.

Para analizar los constituyentes atdmicos de una muestra es necesario atomizarla y, para ello, debe ser
iluminada por la luz, que es transmitida y medida por un detector. Con el fin de reducir el efecto de
emision del atomizador (por ejemplo, la radiacidn de cuerpo negro) o del ambiente, normalmente se
usa un espectrometro entre el atomizador y el detector. Para atomizar la muestra normalmente se usa
una llama, pero también pueden usarse otros atomizadores como el horno de grafito o los plasmas,
principalmente los de acoplamiento inductivo. Los componentes basicos de un equipo de absorcion
atémica son los que se muestran en la siguiente ilustracionllustracion 68:

Sistemade
Presentacion

Fuente Radiante Atomizador Monocromador Detector Amplificador

llustracion 68. Componentes basicos de un equipo de absorcion atomica.

La fuente radiante mas comun para las mediciones de absorciéon atomica es el tubo de descarga de
catodo hueco, como el que recomendd originalmente Alan Walsh, que consiste en un cilindro relleno
con un gas inerte, con frecuencia nedn o argdn a baja presién, dentro del cual se encuentra un catodo
(construido del metal a analizar) y un dnodo. Al aplicar un cierto potencial a través de los electrodos
esta fuente emite el espectro atdmico del metal del cual esta construido el catodo.

El tubo opera con una fuente de energia que proporciona voltajes hasta de 300 v y las corrientes a
través del tubo estdn en el rango de miliamperios. Con la descarga eléctrica los dtomos del gas se
ionizan y los iones energéticos de nedn o argdn se aceleran hacia el catodo negativo, en donde chocan
con los atomos que estan en la superficie del cdtodo metalico; a este proceso algunas veces se le llama
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chisporroteo. Durante las colisiones posteriores con los iones y atomos energéticos, los 4tomos del
metal que chisporrotean se excitan; después en una regién mas fria que la descarga, emiten una linea
en el espectro que es caracteristica del metal del catodo, el cual aparece como una incandescencia
dentro de la cavidad del catodo hueco. De este espectro se selecciona una linea de resonancia para la
medicién de la absorcién. El gas de relleno esta a una presidén y a una temperatura lo suficientemente
bajas, ensanchamiento de presion y ensanchamiento Doppler, como para que las lineas en el espectro
de emision de la ldmpara sean mds estrechas que la linea de absorcién del analito en la Illama u horno.

En la EAA se utilizan atomizadores con y sin llama para producir &tomos libres del metal en el haz de la
radiacion.

Desde el inicio, en 1955, de la espectroscopia de absorcién atdmica como método de analisis, hubo un
nuevo impetu de desarrollar sistemas de atomizacion con llama, ademas de existir un interés continuo
en conocer el mecanismo mediante el cual la solucién muestra es convertida a vapor atémico en la
Ilama. El resultado fue el desarrollo de un quemador con un cabezal de ranura, obteniéndose de este
modo un camino dptico alargado a través de la llama, lo que proporciona una mayor sensibilidad al
método. Estos quemadores emplean generalmente una cdmara de premezclado de
combustible/oxidante en combinacidn con un sistema para aspirar la solucion muestra a la llama. En
este sistema continuo la solucién muestra es aspirada por arrastre con el gas comburente a través de
un nebulizador para generar un aerosol fino dentro de una camara donde se mezcla con los gases
combustible y comburente auxiliar. Un deflector de flujo, ubicado en la cdmara de premezclado,
permite que las gotitas mas grandes impacten contra él, caigan al fondo de la cdmara y se escurran por
el tubo de drenaje. El aerosol compuesto por las gotitas mds finas es transportado hacia el cabezal del
guemador, donde ocurre la combustién y la atomizacidén de la muestra. Una entrada de gas oxidante
auxiliar directa a la cdmara de premezclado permite que los ajustes del flujo del oxidante sean
efectuados por medio de la linea auxiliar, mientras que el flujo a través del nebulizador permanece
constante. De esta forma la velocidad de aspiracidn de la muestra es independiente de las condiciones
de la llama.

Los nebulizadores pueden ser regulados para variar la velocidad de aspiracion de la solucién muestra
(1-4 ml/min). Estos estan hechos de un material resistente a la corrosidn.

Diferentes tipos de cabezales son utilizados dependiendo del tipo de llama a emplear. Estos se
construyen de titanio para darle una resistencia al calor y a la corrosién, siendo los mas empleados de
10 cm de ranura simple (llama acetileno/aire), 10 cm de ranura triple para soluciones con alto
contenido de sdélidos y cabezal de 5 cm (llama acetileno/éxido nitroso).

El tiempo necesario para la atomizacidon de una muestra dependera de la velocidad de entrada de los
gases en la llama y se expresa con altura de la llama, de modo que la medicién de la absorbancia se
debe realizar en una zona en que la atomizacién sea completa.

La llama debe ser en lo posible transparente, es decir, no debe absorber parte de la radiacién
proveniente de la ldmpara. En general, la llama debe poseer una alta eficiencia en la produccién de
atomos libres y ésta debe evitar que ocurran reacciones del elemento a determinar con productos de
la combustién de los gases empleados o con otros componentes de la muestra. Al respecto, la
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temperatura de la llama tiene un cierto grado de importancia, siendo a veces mas valiosas las
propiedades reductoras u oxidantes (segun relacidn entre gases combustible/comburente) de ella. La
razébn optima combustible/comburente dependera del tipo de quemador, de los gases
(combustible/comburente) y del elemento a determinar.

En resumen, el atomizador con llama estd compuesto de un nebulizador y un quemador. La solucién
de la muestra es convertida primero a un fino aerosol, y luego llevada a la lama que entrega la energia
suficiente para evaporar el solvente y descomponer los compuestos quimicos resultantes en atomos
libres en su estado fundamental. Una muestra de liquido normalmente se convierte en gas atémico en
tres pasos:

= Desolvatacion. Consiste en la eliminacidn del agua y otros disolventes para formar pequefias
particulas de sal seca. La velocidad de evaporacion depende de la velocidad de transferencia
de calor desde el ambiente de la llama hasta la gotita de aerosol, del tamafio de las gotitas, asi
como de las caracteristicas del disolvente y de la temperatura de la llama. El liquido disolvente
se evapora, y la muestra permanece seca.

La velocidad de evaporaciéon depende de la velocidad de transferencia de calor desde el
ambiente de la llama hasta la gotita de aerosol, y, considerando que esta transferencia de
calor tiene lugar por conduccidn, puede expresarse por la ecuacion:

dm  4mrd

: rooL L T=T5) 5
——=—In|1 +-"—=—| Ecuacién5
L L 4

rid - L

donde r es el radio de la gotita, | la conductividad térmica media del ambiente gaseoso de la
llama, C, la capacidad calorifica del vapor del disolvente a presidn constante, T la temperatura
de la llama, T, el punto de ebulliciéon del disolvente y L el calor de vaporizacién del disolvente.

Es evidente, que la velocidad de evaporacidon depende del tamaino de las gotitas, de las
caracteristicas del disolvente y de la temperatura de la llama. Por ello, si las gotas son
demasiado grandes, la desolvatacidn se produce de forma incompleta, lo que constituye un
problema.

En otro sentido, cuando se trabaja con disolventes orgdnicos, la velocidad de evaporacion es
mas elevada, debido al menor calor de vaporizacion y a la liberacién de calor por la
combustidn del propio disolvente. Ademas, la pequeia tensidn superficial y viscosidad de
muchos disolventes organicos aumentan la velocidad de flujo y favorecen la nebulizacion,
incrementando, en consecuencia, la concentracion de atomos en la llama.

= Vaporizacién. Consiste en la transformacion de particulas de sal sélidas (aerosol sélido) o
fundidas en vapor, es decir, la muestra sélida se evapora a gas. Es una etapa bastante critica
en los métodos que utilizan llama y depende de la composicion quimica del analito, del
tamafio de las particulas y de la temperatura de la llama.

Las sales que son sublimables o con bajo punto de ebullicién se vaporizan facilmente, mientras
que aquellas que se descomponen en la llama para dar dxidos estables, tales como magnesio,
aluminio o calcio, no se vaporizan completamente a las temperaturas de las llamas ordinarias.
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Por lo que respecta a la temperatura y composicidon de los gases de la llama, la formacién de
6xidos metalicos no volatiles se favorece al trabajar con llamas estequiométricas o cuando se
opera con exceso de oxidante. Las llamas reductoras facilitan la reduccion de las particulas de
6xido hasta atomos libres o especies mas volatiles.

La velocidad del proceso de vaporizacién puede aumentarse por:

> Disminucion de la concentracion (del analito o de la matriz).
Formacién de derivados volatiles del analito.

Formacidn de un aerosol constituido por particulas muy pequeas.
Disminucidn de la velocidad de aspiracion.

YV V V V

Empleo de llamas con altas temperaturas.
» Utilizacion de llamas reductoras.
= Atomizacién. Los compuestos que componen la muestra se dividen en atomos libres. El
proceso de atomizacidn se detalla en la siguiente ilustracion:

MOLECULAS

MUESTRA
(SOLUCION)

+Nebulizacion

AEROSOL
LIQUIDO-

+Desolvatacion

(S AEROSOL

SOLIDO-GAS

+Disociacion
(reversible)

Atomos lones
Excitados Excitados

llustracidn 69. Proceso de Atomizacion.

En los atomizadores sin llama con atomizacidn electrotérmica con horno de grafito el vapor atdomico se
genera en un tubo de grafito calentado eléctricamente, en cuyo interior se ubica la muestra. Estos
atomizadores presentan diversas ventajas, como una alta eficiencia en generar vapor atdémico, permite
el empleo de pequefios volimenes de muestra y andlisis directo de muestras solidas. Con Este método
se pueden detectar concentraciones hasta mil veces mas pequefias que por el método comun de
llama.

Los espectrofotdmetros de absorcién atdmica poseen generalmente monocromadores de red con
montaje de Littrow o de Czerny-Turner [19]. Debido a que la fuente de radiacién produce un haz casi
monocromatico, estos monocromadores permiten aislar una linea de resonancia del espectro emitido
por la ldmpara de catodo hueco y en muchos casos un filtro de vidrio es suficiente para aislar la linea
seleccionada para el anadlisis. Algunos instrumentos estdn provistos de fuentes y filtros intercambiables
para varios elementos.
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Como detector, se emplea un fotomultiplicador que produce una corriente eléctrica, la cual es
proporcional a la intensidad de la linea aislada por el monocromador. La unica finalidad del
monocromador es aislar la linea de resonancia del elemento de interés. Para la mayor parte de los
elementos, el problema suele ser sencillo, pues las diferentes lineas suelen estar bastante separadas.
Ello hace que no sea necesario un monocromador de muy alta resolucién, y, en consecuencia, no
demasiado costoso, siendo éste uno de los factores que han contribuido a que la técnica sea muy
utilizada en la prdactica ordinaria del analisis.

Un amplificador selectivo amplifica la sefial pasando luego a un dispositivo de lectura que puede ser un
voltimetro digital o un registrador u otros.

La parte mas critica de un instrumento de absorcion atémica es la fuente, ya que es muy dificil medir
con buena exactitud lineas de absorciéon tan estrechas como las que presentan los atomos. El
problema se ha resuelto aplicando el principio de que "cada especie quimica es capaz, en condiciones
adecuadas, de absorber sus propias radiaciones". Bajo esta premisa se han desarrollado las [dmparas
de catodo hueco y las [dmparas de descarga sin electrodos.

a. Lamparas de catodo hueco. Consisten en un tubo de vidrio conteniendo argdén o nedn a baja
presion y dos electrodos. El anodo suele ser de volframio, y el catodo, de forma cilindrica, esta
construido con el metal que se desea determinar.

Cuando se aplica una diferencia de potencial suficiente entre los dos electrodos tiene lugar la
ionizacion del gas y los cationes gaseosos son acelerados hacia el catodo, adquiriendo la suficiente
energia cinética para arrancar algunos dtomos metdlicos del material catddico. Algunos de estos
atomos metdlicos son excitados al chocar con los iones gaseosos, y al retornar a su estado
fundamental emiten radiacion caracteristica.

Al apagar la lampara, los atomos metalicos vaporizados tienden a depositarse sobre las paredes
del catodo o sobre las paredes de vidrio del tubo, siendo minima esta posibilidad, por el disefio
cilindrico del catodo.

El hecho de que los diferentes elementos tengan que ser determinados de uno en uno, hace que la
absorcién atdmica sea una técnica de andlisis cuantitativo, no siendo efectiva para la identificacién
de los elementos presentes en una muestra.

Ordinariamente, para cada elemento se utiliza una lampara, si bien, se han comercializado
[dmparas de cdtodo hueco multielementales. Estas lamparas se construyen con aleaciones de
diferentes metales, procurando que tengan similares puntos de fusion y volatilidad, como por
ejemplo, Ca/Mg, Ag/Au, Cu/Pb/Zn, Co/Cr/Cu/Fe/Mn/Ni.

b. Lamparas de descarga sin electrodos. Consisten en un tubo de cuarzo herméticamente cerrado
conteniendo unos pocos miligramos del elemento de interés y un gas inerte a baja presion. La
activacion se lleva a cabo mediante un campo intenso de radiofrecuencias (100 kHz - 100 MHz) o
radiacidon de microondas (>100 MHz). Cuando opera, el gas noble se ioniza, y los iones producidos
son acelerados por el campo de radiofrecuencia hasta que adquieren la energia suficiente para
excitar a los atomos del metal.
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La espectrometria de absorcion atdmica también puede ser llevada a cabo mediante laser,
principalmente un laser de diodo, ya que sus propiedades son apropiadas para la espectrometria de
absorcién laser. La técnica se denomina espectrometria de absorciéon atémica por ldser de diodo
(DLAAS o DLAS), o bien, espectrometria de absorcidon por modulacidn de longitud de onda.

9.4.6. Aplicaciones.

La EAA constituye una de las técnicas mas empleadas para la determinacion de mas de 60 elementos,
principalmente en el rango de pug/mL-ng/mL en una gran variedad de muestras, siendo muy util en los
casos en donde la muestra contiene un nivel elevado del metal pero solo se cuenta con una muestra
pequefia para el analisis. Entre algunas de sus multiples aplicaciones tenemos el analisis de: aguas,
muestras geoldgicas, muestras organicas, metales y aleaciones, petréleo y sus subproductos; y de
amplia gama de muestras de industrias quimicas y farmacéuticas.

Las aplicaciones de la EAA pueden llevarse a cabo por métodos directos y por métodos indirectos.

Se han desarrollado métodos directos para la determinacién de mas de 60 elementos en las mas
variadas muestras: rocas, suelos, aguas, vegetales, muestras bioldgicas, productos petroliferos,
metales y aleaciones, combustibles nucleares, productos farmacéuticos, vinos, etc.... La técnica es
particularmente apropiada para la determinacién de trazas de metales en muestras bioldgicas y
medioambientales. También es de utilidad cuando la muestra contiene un nivel elevado del elemento
metalico, pero solo se cuenta con una cantidad de muestra muy pequefia para realizar el analisis,
como, por ejemplo, en las metal-proteinas.

Los fluidos bioldgicos, sangre y orina, pueden, con frecuencia, ser introducidos directamente en la

llama después de una simple dilucién. Para el andlisis de sangre suele utilizarse suero o plasma (suero
con anticoagulante, como heparina u oxalato), ya que en esta fraccién estan contenidos los elementos
metélicos en concentraciones significativas desde el punto de vista clinico’. En ocasiones, el metal
puede estar mas concentrado en los glébulos rojos, pero los cambios de concentracién en el suero o
plasma tienen mayor significacién clinica. Tal es el caso del potasio, cinc, magnesio, hierro. En estos
casos es fundamental que la muestra de sangre no sufra hemdlisis (rotura de los gldbulos rojos) antes

de que se complete la separacién del suero o plasma.

Cuando se requiere la destruccién de la materia organica, ésta puede llevarse a cabo por calcinacidn
en seco, o por via humeda. La calcinacién en seco puede originar pérdidas por volatilizacién, por lo que
suele preferirse la digestién por via himeda. Una mezcla muy eficaz para muestras bioldgicas es la
formada por HNOs: H,SO,: HCIO,4 en la proporcidn 3:1:1 en volumen, usando 1 mililitro por gramo de
muestra.

Las muestras metdlicas y las aleaciones suelen disolverse en acidos minerales, mientras que las
muestras bioldgicas o materiales organicos requieren fusion acida o alcalina. En cualquier caso, es
importante, como ya se ha mencionado, que la matriz de los patrones se aproxime a la de la muestra,
o si no, diluir la muestra para minimizar los efectos de matriz.

Una excepcion se da en los casos de envenenamiento por plomo, pues éste esta concentrado en los glébulos rojos.
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Un tipo especial de determinaciones directas son las basadas en la volatilizacién del elemento o algin
derivado. Ello implica la separacién del analito por volatilizacion a temperatura ambiente o a
temperatura elevada, en forma de dtomos libres o algin compuesto volatil. Por esta técnica es posible
medir concentraciones muy bajas, pues las especies volatilizadas pueden recogerse a partir de un gran
volumen de disolucidn, en la que queda la matriz y las sustancias interferentes. Dentro de este tipo de
determinaciones, las mas utilizadas son la técnica del vapor frio para el mercurio y la técnica de
generacion de hidruros.

= Técnica del vapor frio para el mercurio (Hg).

El mercurio tiene la inusual propiedad (para ser un metal) de que no se oxida facilmente por el
aire y, ademas, tiene una apreciable presién de vapor a temperatura ambiente. Por ello, la
determinacidon de mercurio combinado consiste en originar iones ng", lo cual, cuando se trata
de compuestos organicos, se consigue por tratamiento con un oxidante (MnQO,) y posterior
reduccién a Hg® con una sal de Sn** (después de haber eliminado el exceso de oxidante).

El mercurio metdlico originado es arrastrado por un gas portador hacia el camino 6ptico del
aparato de absorcidon atémica, midiendo la absorbancia a 263.7 nm, sin necesidad de llama ni
atomizacion electrotérmica. Se consiguen limites de deteccion de 0.002 ng/mL, habiéndose
disefado sistemas automaticos para llevar a cabo esta determinacion.

= Técnica de generacidn de hidruros (As, Se, Sb, Te, Bi, Sn, Pb).

La técnica se utiliza para aquellos elementos que pueden formar hidruros covalentes volatiles:
As, Se, Sb, Sn, Te, Bi, Pb. En principio, estos elementos, en disolucidn, se reducen con cing,
magnesio, aluminio o borohidruro, para formar los correspondientes hidruros, los cuales se
hacen pasar al atomizador, donde se disocian en atomos libres, midiendo su absorbancia a las
longitudes de onda de sus lineas de resonancia.

La sensibilidad del método es incluso mayor a la obtenida con atomizacion electrotérmica, y
practicamente estd libre de interferencias, ya que implica la separacion de los elementos en
forma gaseosa.

En relacidén con cuestiones medioambientales, es importante conocer las concentraciones de
metales pesados en aguas potables, debido a su toxicidad. Ademas, incluso la utilizacidn
prolongada de un agua que contenga concentraciones muy bajas puede resultar peligrosa,
pues en muchos casos el efecto es acumulativo. En este sentido, resultan especialmente
indeseables los elementos plomo, cadmio y mercurio, cuyas concentraciones maximas
permitidas por la CEE son 0.05, 0.005 y 0.001 mg/mL respectivamente. La determinacion de
estos elementos a esos niveles de concentracidn es dificil de llevar a cabo. El plomo puede
determinarse por absorcion atémica empleando la técnica de generacién de hidruros,
mientras que el mercurio puede cuantificarse utilizando la técnica del vapor frio®.

Posiblemente, la técnica mds adecuada para determinar metales pesados en aguas de forma réapida, simple y directa, sea la
voltamperometria de redisolucién anédica.
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Con estas técnicas se pueden medir concentraciones muy bajas y en la practica sin interferencias, pues
los elementos se separan en fase gaseosa.

La espectroscopia de absorcion atdémica con llama es el método mas empleado para la determinacién
de metales en una amplia variedad de matrices. Su popularidad se debe a su especificidad, facilidad de
operacion y sensibilidad. En este método la solucién muestra es directamente aspirada a una llama de
flujo laminar. La llama tiene como funcién generar dtomos en su estado fundamental, de los
elementos presentes en la solucion muestra. Temperaturas cercanas a los 1500-3000°C son suficientes
para producir la atomizacién de un gran numero de elementos, los que absorberan parte de la
radiacion proveniente de la fuente luminosa.

Si comparamos la atomizacién electrotérmica con respecto a la atomizacién por llama [20], la primera,
con respecto a la segunda, muestra las siguientes ventajas:

= Sensibilidad elevada, debida fundamentalmente a la alta eficacia del proceso de atomizacion,
como se refleja en la tabla.

ELEMENTO HORNO LLAMA LLAMA/HORNO
Ag 0.02 15 75
Al 0.1 45 450
Ba 0.4 15 38
cd 0.008 0.8 100
Cu 0.1 15 15
Fe 0.1 5 50
Mn 0.004 15 38
Pb 0.006 15 250
Zn 0.1 15 15

Tabla 3. Limites de deteccién (mg/L) de llama y horno de grafito.

= Volimenes de muestra pequefios, comprendidos entre 0.5y 10 pl.

= Tratamiento de la muestra in situ. La destruccién de la materia organica, junto con la
posibilidad de analizar directamente liquidos viscosos e incluso soélidos, son ventajas
importantes de este sistema de atomizacion.

La atomizacion electrotérmica presenta con respecto a la atomizacién por llama los siguientes
inconvenientes:

= Menos reproducibilidad, ya que la precision de los métodos sin llama se encuentra
normalmente en el intervalo del 5 al 10 %, frente al 1 % o menos que puede obtenerse al
operar con llama.

= Interferencias, que son uno de los mayores problemas de los atomizadores electrotérmicos.

Pueden ser de los tipos siguientes:

v" Sefales de fondo. Cuando se produce una gran concentracidn de la matriz vaporizada
durante la atomizacién puede tener lugar la dispersidn del haz incidente o la absorcién por
especies moleculares vaporizadas, por ello lo mas conveniente es un corrector de fondo de
Zeeman [21].
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v" Efectos de memoria. La atomizacidén incompleta de un elemento se realza en la siguiente
determinacién, al acumularse en el atomizador.
v" Pérdidas por pirdlisis. Cuando el analito estd presente en la matriz en una forma
significativamente volatil a la temperatura de mineralizacion.
v" Formacién de carburos. Puede influir sobre la cinética del proceso de atomizacion.
=  Mayor tiempo de analisis que con llama.
= Pequefio intervalo analitico, que suele ser menor de dos érdenes de magnitud, y el precio del
mismo sistema y ademas por la necesidad de renovar periédicamente el tubo de grafito.

La absorcién atédmica es un excelente método para la determinacién de elementos a nivel de trazas. El
método estd basado en la absorcion de radiacion electromagnética, cumpliéndose la Ley de Beer. Sin
embargo, como en los métodos de absorcién molecular, puede ser arriesgado llevar a cabo una
determinacién sin comprobar experimentalmente la linealidad entre la absorbancia y la concentracidn.
Por ello, las determinaciones se llevan a cabo mediante la correspondiente curva de calibrado, si bien,
en ocasiones, resulta ventajoso el método de adicion estandar.

Para caracterizar las medidas de absorcidon atémica suelen utilizarse los dos pardmetros siguientes:
sensibilidad y limite de deteccidn. La sensibilidad se define como la concentracién en solucién del
elemento a determinar que origina una absorbancia de 0.00444 (1 % de absorcién) unidades a la
longitud de onda usada, respecto al disolvente. También puede considerarse como la pendiente del
calibrado en su regidn lineal. Asi, la sensibilidad es una medida del tamafo de la sefial de absorcidn.

Por su parte, el limite de deteccidn suele tomarse como la concentracién de elemento que produce
una sefal dos o tres veces la raiz cuadrada del valor medio del ruido de fondo. En otros términos, es la
mas baja concentracidn que estadisticamente puede distinguirse del cero (blanco).

9.4.7. Interferencias.

En espectroscopia de absorciéon atémica la concentracién de un elemento en una muestra se
determina por comparacion de la absorbancia de la solucién muestra con la absorbancia de soluciones
estandar de concentracién conocida. Si cualquier constituyente de la muestra altera uno o mads pasos
en el proceso de formacion de dtomos en su estado fundamental en la llama, llevara a un error en la
medicidn de la concentracion.

Por tanto, se producen interferencias cuando la absorcién o emisidon de una especie interferente se
solapa o aparece muy préxima a la absorcién o emisidn del analito, de modo que su resolucidon por el
monocromador resulte imposible. Las interferencias quimicas se producen como consecuencia de
diversos procesos quimicos que ocurren durante la atomizacién y que alteran las caracteristicas de
absorcion del analito. Dado que las lineas de emision de las fuentes de catodo hueco son muy
estrechas es rara la interferencia debida a la superposicién de las lineas, para que exista esta
interferencia la separacién entre las dos lineas tiene que ser menor a 0.1 A. Algunos instrumentos
poseen Slit (rendija) y monocromadores muy finos que pueden discernir en 0.1 nm de diferencia.
Algunas matrices presentan sefial de ruido que se elimina con el background del instrumento
permitiendo resultados reproducibles.
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El tipo mas comun de interferencia es el producido por aniones que forman compuestos de baja
volatilidad con el analito y reducen asi su velocidad de atomizacidn lo que origina resultados menores
a los esperados.

En un aspecto, la absorcién atdmica estd notablemente libre de interferencias. La serie de niveles
de energia electrénica de un dtomo es Unica para ese elemento. Esto significa que dos elementos no
presentardn lineas espectrales en la misma longitud de onda exactamente. A menudo las lineas de un
elemento estdn muy cerca de las de otro elemento, pero, por lo general, es posible encontrar una
linea de resonancia de un elemento dado que no tiene una interferencia espectral directa causada
por los demds elementos de la muestra.

Las principales interferencias en la absorcion atémica son los efectos de matriz que tienen
influencia sobre el proceso de atomizacidn. El grado en el que se disocian los d4tomos a cierta
temperatura y la velocidad del proceso depende mucho de la composicién global de la muestra. De
hecho, si una solucion de cloruro de calcio se nebuliza y disolvata, las particulas minudsculas de
CaCl, sélido se disocian para dar atomos de Ca mucho mds rdpidamente de lo que se disociarian las
particulas de fosfato de calcio, Ca; (PO,),. Los efectos de matriz son un problema frecuente en
guimica analitica y casi siempre son de crucial importancia en espectroscopia debido a que la
composicion general global de la muestra puede ejercer un efecto tremendo sobre el grado vy la
velocidad de disociacion con las que se forma el vapor atdmico deseado. Es de particular importancia
qgue las soluciones estandar tengan una composicion muy similar a la de las muestras desconocidas,
con respecto a los componentes presentes en mayor cantidad. Cuando se espera que exista variacion
en la composicién global de una muestra a otra, por lo general es adecuado que el analista forme su
propia matriz adicionando suficiente cantidad de algin material que enmascare las variaciones de la
muestra.

En lo que respecta a la atomizacidon electrotérmica, las determinaciones estdn sometidas a
significativas interferencias derivadas de la absorcién molecular, asi como de los efectos quimicos y de
la matriz. Cuando los componentes de la matriz de la muestra se volatilizan durante la atomizacion
puede tener lugar una absorcién de banda ancha. Para compensar esta interferencia existen diversas
técnicas de correccién del fondo que se pueden encontrar en el mercado. Una fuente continua (por
ejemplo, un arco de deuterio) puede corregir el fondo hasta niveles de absorbancia de 0.8 o similares.
Los correctores de fondo de efecto Zeeman pueden manipular absorbancias del fondo de hasta 1.5 a
2.0. La técnica de correccion de Smith-Hieftje puede ajustar niveles de absorbancia del fondo de 2.5 a
3.0. La correccion del fondo deberd usarse cuando se analizan muestras que contienen
concentraciones elevadas de acidos o sélidos disueltos y al determinar elementos con los que se utiliza
una linea de absorcion por debajo de 350 nm.

Para reducir al minimo la interferencia puede acudirse a la modificaciéon de la matriz, afiadiendo
diversos productos quimicos a la muestra. Alternativamente, se puede programar un dispositivo
automatico de obtencidon de muestras que afiada modificadores de la matriz directamente a la
muestra en la cdmara del horno. Algunos modificadores de la matriz reducen la volatilidad del
elemento que se determina o aumentan su eficacia de atomizacién por cambio de su composicidn
guimica. Esto permite emplear temperaturas de carbonizacién mas elevadas para volatilizar las

206



PARTE EXPERIMENTAL

sustancias que interfieren aumentando al mismo tiempo la sensibilidad. Otros modificadores
aumentan la volatilidad de la misma.

El calentamiento gradual puede servir para disminuir las interferencias del fondo y permite el analisis
de muestras con matrices complejas, asi como el incremento continuo y controlado de la temperatura
del horno en cualquiera de las etapas de la secuencia de temperaturas. El secado gradual se emplea en
casos de muestras que contengan muestras de disolventes o con elevado contenido en sal. Las
muestras que contienen una mezcla compleja de componentes de la matriz requieren a veces una
carbonizacion gradual, para que tenga lugar una descomposicion térmica completa y controlada. La
atomizacion gradual puede reducir la absorcién de fondo por permitir la volatilizacién del elemento
gue se determina antes que la matriz. Este método tiene especial aplicacién en la determinacién de
elementos volatiles tales como el cadmio y el plomo.

ELEMENTO MOdIflcadOF?S de matrl'z para eliminar Modificadores de matriz
interferencias como reforzadores
Al Mg(NOs), Ca(NOs3),, Ca3(P0O4),, H,SO,
Sb Ni(NOs), y Mg(NOs), -
As Mg(NOs),, Ni(NO3), =
Be AI(NOs),, Mg(NO3), Ca(NOs),
cd NH4H,PO4 y Mg(NOs),, (NH4),HPO, y Mg(NO53),, i
(NH,4),S04, HNO3, (NH,),S,05
Cr Mg(NOs), -
Co Mg(NOs),, NH;H,PO,, 4cido ascérbico MgS0O,, LaNO;
Cu NH4NO3, acido ascérbico -
Fe NH,NO; -
NH,H,PO,, (NH,),HPO,, Mg(NOs),, NH,NOs, acido
Pb ascorbico, acido oxalico, acido fosférico, HNO;, LaCl, -
(NH,),EDTA
Mn Acido ascérbico, Mg(NOs),, NH;NO; 2
Mo - HNO;
Ni Mg(NOs),, NH4H,PO, -
Se Ni(NOs),, Ni(NOs), y Mg(NOs),, Ni(NOs), y Cu(NOs),, )
AgNOs3, (NH4)sM07024, Fe(NO3); y Cu(NO3),
Ag (NH,),HPO,, NH,H,PO, -
sn (NH4),HPO,4 y Mg(NO3), Ni(NOs),, acido ascorbico, Ca(NOs),
NH4NO;

Tabla 4. Modificadores de matrices potenciales para espectrometria de absorciéon atémica electrotérmica (22).

El empleo de patrones es Util para compensar interferencias de la matriz. Cuando se realizan adiciones
de patrones (compensacién de interferencias de matriz) hay que determinar si la especie afiadida y el
elemento que se analiza tienen un comportamiento similar en las condiciones especificadas.

A temperaturas elevadas de carbonizacidn y atomizacion, tiene lugar una interaccién quimica del tubo
de grafito con varios elementos formando carburos refractarios. Los elementos que forman carburos
son el bario, molibdeno, niquel, titanio, vanadio y silicio. Esta formacidn de carburos se caracteriza por
la aparicién de picos de atomizacidn anchos, de amortiguacién prolongada y de sensibilidad reducida.
La utilizacién de tubos con recubrimiento pirolitico para estos metales reduce el problema. Para el
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anadlisis de aluminio, las plataformas L'vov tratadas con torio dan picos mas nitidos a bajas
concentraciones y refuerzan la estabilidad de la carbonizacién.

9.5. Determinacion de los niveles de aluminio en las muestras.

9.5.1. El aluminio en los sistemas bioldgicos.

El aluminio se considerd inocuo para los seres humanos. No obstante, cada vez se tiene mas claro el
impacto que presenta este metal sobre los sistemas bioldgicos.

El aluminio, elemento ampliamente extendido en la corteza terrestre, ocupa el tercer lugar por orden
de abundancia, y en el medio se encuentra preferentemente en el suelo donde se halla formando
parte de la estructura quimica de minerales y rocas (aluminosilicatos, preferentemente, SIAL). Dichos
compuestos son estables y sélo se vehiculiza el aluminio en forma de catién hacia la disolucién del
suelo, mediante el concurso de acciones que preferentemente se deben a factores atmosféricos; éstos
provocan cambios fisicoquimicos que pueden originar la fractura de las rocas superficiales y de esa
manera el aluminio como catidn se incorpora a la disolucidn del suelo.

El contacto del aluminio con la materia viva es permanente, ya que todo el ambiente que nos rodea es
una fuente potencial de incorporacidon del aluminio. Sin embargo nos encontramos con el hecho
aparentemente paraddjico de que los contenidos del aluminio en los fluidos bioldgicos son muy bajos,
del orden de microgramos por litro, lo que hace evidente que los organismos vivos disponen por un
lado de unos sistemas activos que impiden su incorporacién al tiempo que estan dotados de unos
mecanismos que facilitan la eliminacion de las pequefias cantidades absorbidas. En el ser humano no
se conoce ninguna funcidn esencial. Se estima que un adulto normal contiene alrededor de 300 mg de
aluminio (11.11 mmol) [23].

El aluminio se encuentra en los sistemas bioldgicos en el estado de oxidacidon +3, y su indice de
coordinacion es 6.

El AI® se une al ATP por enlaces més fuertes que el magnesio, dando lugar a un compuesto inactivo
[24] [25]. También presenta una interferencia con el metabolismo del Fe™. Se acumula en el hueso
[26] produciendo osteomalacia [27] [28] [29] vy calcificaciones [30]. Los productos naturales aportan
una cantidad que se estima en un intervalo de 2 a 10 mg/dia (0.07-0.37 mmol/dia) [31], pero los
compuestos del aluminio se emplean en la industria alimentaria en forma de aditivos, espesantes y
colorantes. El aluminio es también material integrante de la linea de envasado de los contenedores
alimentarios y culinarios. Asi mismo el sulfato de aluminio se utiliza como floculante en el tratamiento
de las aguas potables suministradas a las poblaciones, lo que eleva su contenido hasta diez y quince
veces. Todas estas circunstancias son la causa de que el aluminio incorporado con la dieta sea
sensiblemente mayor de lo esperable, alrededor de 30 mg (1.1 mmol) al dia.

De especial interés resulta el contenido de aluminio en los compuestos destinados a la alimentacién
parenteral, porque en este caso por no existir ningun tipo de barrera fisioldgica, la incorporacién a la
circulacidn sanguinea es total. Asi mismo deben tener bajas concentraciones de aluminio las leches
maternizadas y las aguas de bebida destinadas a la poblacion infantil [32], ya que en esta etapa la
mucosa intestinal tiene una mayor permeabilidad y tanto en este supuesto como en el de la
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alimentacién parenteral, existe el riesgo de que la cantidad del aluminio incorporada por dia supere las
posibilidades de la eliminacidn renal.

En el ser humano, los procesos de la absorcién realizados en el tracto gastrointestinal son bastante
complejos, por lo que la carencia de isétopos trazadores dificulta el estudio de los mecanismos de
absorcién y distribucién a nivel orgdnico. Por tanto, existe un escaso conocimiento de los mismos [33].

Se estima que el rifidn es capaz de eliminar hasta 500 pg de aluminio (18 umol) por dia [34].
9.5.2. Procedimientos para la medida directa del contenido de aluminio.

En este apartado se va a realizar una revisidon metodolégica acerca de los procedimientos para la
medida directa en laboratorio del contenido de aluminio en los materiales bioldgicos que presentan
una mayor fiabilidad.

Las revisiones de los métodos analiticos para la determinacidn de Al las realizaron Sorenson et al [35],
Berman [36], Cornelis [37] y Ward et al [38].

La concentracién extremadamente baja de Al en el organismo y el hecho de oxidarse rapidamente
limita la utilizacion de los métodos quimicos convencionales. En general, las concentraciones de Al
determinadas en los materiales bioldgicos por fotometria y fluorescencia son demasiado elevadas
como para decir que los niveles de deteccién no son satisfactorios y que estos métodos no son
especificos.

La absorcién atdmica sin llama parece ser, hoy en dia, el método de eleccién para la determinacién
analitica rutinaria de Al en los materiales bioldgicos.

9.5.2.1. Espectrometria de absorcion molecular ultravioleta-visible y de fluorescencia molecular.

La aplicacion de la espectrometria de absorcidn molecular ultravioleta-visible y de fluorescencia se ha
indicado para la medida de la concentracién del aluminio en el agua, pero presenta unas limitaciones
importantes. En el caso de la espectrometria de absorcion molecular ultravioleta-visible el
inconveniente es fundamentalmente la sensibilidad, mientras que la espectrometria de fluorescencia
ofrece unos procedimientos mas sensibles pero poco selectivos [39] [40]. Experimentos con el cromo y
los fluoréforos alternativos como el 2-hidroxi-1- naftaldheido-p-metoxibenzoil hidrazona [41], o con
otros reactivos como el cromo azurol S, salicilidina-o-aminofenil, han mostrado un considerable
aumento de la sensibilidad. En mejoras posteriores de la técnica se afiadié un surfactante para
incrementar la fluorescencia, 10 veces superior para el complejo aluminio-morin. El principal
inconveniente en este caso es la falta de selectividad siendo el Fe*" |a interferencia mas significativa. El
problema se puede resolver mediante la inclusién de agentes que minimizan los interferentes y los
excluyen de la reaccién.

En consecuencia los métodos espectrométricos de absorcion molecular ultravioleta-visible y de
fluorescencia molecular sélo son apropiados para la medida de la concentracion del aluminio en los
especimenes que teniendo un bajo contenido del aluminio no tengan limitaciones de cantidad de
muestra. Estos métodos son:
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® Procedimientos suficientemente sensibles para el andlisis de las aguas y los liquidos de dialisis.

= Son especialmente Utiles para el analisis de los concentrados de didlisis con el uso de los
agentes que evitan las importantes interferencias de este tipo de matriz.

= También son practicos para el control de la contaminacidn de los contenedores de muestras
destinados a la cuantificacion del aluminio.

9.5.2.2. Espectrometria de absorcion atomica: Llama (FAAS) y Electrotérmica (ETAAS).

La capacidad de deteccién aportada por la Espectrometria de Absorcidn Atdomica de Llama (FAAS) con
llama de 6xido nitroso-acetileno es alrededor de 0.15 mg/L (5.56 umol/L), no siendo por tanto
adecuado para la medida de la concentracidn del aluminio en los especimenes de interés clinico. Sin
embargo, esta técnica es interesante por su rapidez y sencillez y puede ser de eleccién para la medida
de la concentracién de aluminio en los especimenes donde la concentracién sea suficientemente
elevada y cuando la cantidad de muestra no suponga una limitacidn.

Se considera como método de eleccién para la determinacidon de aluminio en los especimenes
bioldgicos la Espectrometria de Absorcién Atomica Electrotérmica (ETAAS) con horno de grafito. Es un
método rapido y de una alta sensibilidad, necesitando tan sélo volimenes de muestra del orden de
microlitros; el limite de deteccidon se encuentra en torno a 1-2 pg/L (0.04-0.07 pumol/L).

Los especimenes empleados en este campo han sido predominantemente el suero (excepcionalmente
plasma), la sangre, el liquido cefalorraquideo, los tejidos, la orina, y otros materiales como son los
productos farmacéuticos de administracién parenteral y enteral, leches para uso infantil y los
alimentos.

Los programas de temperaturas de las fases de mineralizacién y atomizacién utilizados en la
Espectrometria de Absorcidn Atdmica Electrotérmica habitualmente han de optimizarse en funcién del
tipo de muestra y las caracteristicas de la instrumentacion.

Asi, se han introducido modificaciones con el fin de evitar las interferencias tales como la formacion de
los carburos de aluminio, que impiden la liberacidon y la atomizaciéon de los atomos de
aluminio. Las modificaciones aportadas en los métodos descritos para la técnica de la
espectrometria de absorcidon atdmica electrotérmica con horno de grafito (ETAAS) para los
especimenes biolégicos pueden resumirse en los siguientes puntos [42]:

= Empleo de tubos de grafitos recubiertos de una superficie pirolitica o pretratados con tantalo o
zirconio, con el fin de alargar su vida y mejorar la sensibilidad.

= Empleo de la plataforma estabilizadora de temperatura (plataforma de L'vov) que permite
calentar por una irradiacién la muestra a analizar, con lo que se mejora la precision.

= Uso de correctores de fondo mediante las ldmparas de deuterio, sistema Smith-Hiefjte o
efecto Zeeman, los cuales evitan las interferencias moleculares. De todos los correctores
citados, es de eleccidn el corrector con efecto Zeeman, confiriendo a la técnica una elevada
especificidad.

= Uso de modificadores quimicos que desplacen los atomos de cloro y prevengan la formacién
de cloruro de aluminio volatil en las etapas previas a la atomizacion.
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En la practica, suele ser suficiente con diluir los especimenes con agua, acido nitrico y un
surfactante como es el Triton® X-100 convenientemente controlado en su concentracion en
aluminio. El surfactante modifica la viscosidad y la tensién superficial que presentan las
muestras del suero, el plasma o la sangre, incrementa la accion humectante y favorece la
eliminacién del residuo carbonoso.

También puede emplearse algun otro tipo de modificadores como es el nitrato de magnesio
con el fin de reducir la volatilidad del cloruro de aluminio.

No obstante, los modificadores de matriz tienen el inconveniente de ser fuente de
contaminacidn y se aconseja reducir su uso siempre que sea posible [43]. Para el caso de la
medicién de la concentracidon de aluminio en el suero se considera que su propio contenido en
magnesio actla como modificador de matriz enddgeno favoreciendo la estabilidad del
aluminio contenido en la muestra.

= Uso de diferentes procedimientos de calibrado. Es deseable emplear calibradores con matriz
compensada, haciendo adiciones de estos calibradores sobre un especimen del suero una
disolucién de albumina con un bajo contenido en aluminio, ya que las proteinas son la causa
mas importante del efecto matriz. Por ello, debe prestarse una especial atencidon a las
condiciones del calibrado y utilizar siempre controles intra e interlaboratorio.

En lo que se refiere a la deteccidn, la longitud de onda mds sensible es la de 309.3 nm vy la linealidad se
mantiene hasta los 60-80 ug/L (2.22-2.97 umol/L). En los casos con concentraciones mayores, se
dispone, como alternativa a una mayor dilucidn, el empleo de la linea 396.2 nm.

Como gas de purga es de eleccidon el argén frente al nitrogeno porque mejora la capacidad de
detecciodn.

El programa 6ptimo de temperatura depende en gran medida de la matriz de muestra. Se recomienda
usar un calentamiento lento en rampa para los procesos de secado y carbonizacién, finalizando con un
rapido incremento de la temperatura para la fase de atomizacidn. El proceso comprende 3 fases:

Secado, controlado en tiempo y temperatura para evitar la pérdida de muestra.
Carbonizacion, destruye la matriz bioldgica sin pérdida del elemento. Para el aluminio se
encuentra en el intervalo de 1400 - 1600 2C. Se trata de la etapa mas critica, ya que si esta bien
seleccionada previene de las posibles pérdidas del componente analizado y minimiza las
posibles interferencias matriciales.
En los ultimos segundos de esta etapa de pirdlisis la recuperaciéon de la linea base de
absorcion, indica que la muestra esta preparada para dar paso a la etapa de atomizacion.

3. Atomizacidn, con temperaturas elevadas del orden de 2600 a 28002C durante uno o dos
segundos, se atomiza el componente analizado y se produce la absorcidn atdmica.

Finalmente, se aumenta la temperatura para limpiar completamente la plataforma y eliminar el
posible efecto memoria.

El volumen de la muestra inyectado es de 5 a 50 uL, en general 20 plL es un volumen adecuado.
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Estos métodos son aplicables, a su vez, para la medida de la concentracién de aluminio en los distintos
fluidos bioldgicos: suero, orina y liquido cefalorraquideo.

La experiencia derivada de los resultados recogidos en la bibliografia, manifiesta una amplia
diversidad, lo que sugiere la necesidad de un estricto control de la contaminacién a lo largo de todo el
proceso preanalitico e intraanalitico [44]. La contaminacidon de los especimenes bioldgicos puede
producirse por el material de la instrumentacion empleada en su obtencién, el empleo de
desinfectantes, el polvo atmosférico y los viales empleados para su conservacién. Para evitar la
contaminacidn de los especimenes, éstos deben ser manejados con material de plastico desechable,
evitando los recipientes de vidrio, realizando su trasvase en una camara limpia y manteniendo los
especimenes tapados hasta su proceso analitico.

Asi mismo es importante que el proceso intraanalitico se realice en una cdmara limpia para evitar
contaminacién de aluminio procedente del polvo atmosférico.

Teorias de formacion del pico de aluminio por E.A.A.

Aunque la determinaciéon del aluminio por E.A.A. es una técnica que se lleva a cabo de manera
rutinaria se esta todavia lejos de conocer con profundidad los mecanismos que originan la aparicién de
un pico de atomos de aluminio. A este respecto existen en la actualidad dos teorias fundamentales.

a. Teoria de formacidn de carburos gaseosos.

El uso del horno de grafito recomendado por L’vov hace 30 afios constituye en la actualidad el
modo principal del empleo de la E.A.A. debido a la extrema sensibilidad de sus medidas. Ademas el
hecho de la naturaleza del horno tubular construido a partir de grafito juega un papel fundamental
segun este autor, a la hora de explicar los mecanismos de formacién de atomos que originaran los
procesos de absorcidn que posteriormente seran cuantificables [45].

En sintesis L'vov indica que durante el proceso de atomizacién del aluminio se forman diversos
carburos tales como Al,C, Al,C,, Al,Cs, Al,Cs y Al4C; que aparecen alrededor de 1002 a 2002 K antes
de la aparicion de los atomos libres y de los 6xidos del metal. Estas moléculas interaccionan para
originar los atomos de Al (g).

La aparicién del metal gaseoso se basaria en diversas reacciones que se indican a continuacion
[46]. El modelo propuesto gira sobre el hecho de que el é6xido metalico es directamente reducido
por moléculas gaseosas de carburos metdlicos que a su vez interaccionan con los éxidos del
aluminio para formar aluminio metalico, proponiéndose las siguientes ecuaciones [47] [48]:

Al,O; (s/1) + 1.5 AIC, (g) = 3,5 Al (g) + 3 CO Ecuacién 6
AIC,(g) + 2 AlO (g) »> 3 Al (g) + 2CO Ecuacion 7

Los carburos metadlicos se forman por interaccién del Al (g) con el carbono C (s) en la superficie del
tubo de grafito.

Al (g) + 2 C(s) = AIC, (g) Ecuacién 8
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La formacién de AlO provendria de la reaccidn:
2Al (g) + O, = 2 AlO (g) Ecuaciéon 9

De esta forma el aluminio generado inicialmente origina una serie de reacciones a través de los
carburos que daran lugar a una mayor aparicién de &tomos de aluminio.

Ademds, tras posteriores estudios, este autor y sus colaboradores han propuesto que el esquema
anterior de reduccion del Al,O; podria completarse segun las reacciones

Al,O; (s/1) + Al,C (g) & 2 Al,O (g) + CO Ecuacién 10
Al,O (g) + 2 C(s) = Al,O (g) + 2CO Ecuacién 11
Al,05(s/1) + 2 C(s) > Al,O (g) + 2 CO Ecuacién 12

El Al,O (g) formado originaria a su vez Al (g) por reaccidn con los carburos de aluminio de manera
similar a como sucede con el AlO. En esta teoria serian los carburos del metal los principales
responsables de la formacion de dtomos en vez de los éxidos metalicos.

Teoria de la reduccion autocatalitica del Al,Os.

Marc M. Lamoureux [49] y col. han propuesto un mecanismo de formacién del aluminio a partir de
los trabajos de Gilmutdinov y col [50] [51] que usaron una cdmara de cine equipada con una
pelicula sensible a la luz U.V. para filmar el interior del horno de grafito durante la fase de
atomizacion. Lamoureaux et al en el trabajo citado, emplean un equipo disefiado especificamente
para permitir la medicién simultdnea de los &tomos de aluminio por espectroscopia de A.A., de las
moléculas con aluminio por espectroscopia de absorcién molecular y un ICP-MS conectado al
horno de grafito para identificar las diversas especies moleculares.

Para recoger las sombras de los espectros formados emplearon la técnica de Gilmutdinov y col
[50] de filmacion espectral de la sombra o Shadow Spectral Filming (SSF) y la técnica de
Chakrabarti et al de recogida de imagenes mediante digitalizacion espectral de la sombra o
Shadow Spectral Digital Imaging (SSDI) [52].

Gracias a estas técnicas se ha podido estudiar la distribucidon espacial de los &tomos de aluminio y
de las moléculas conteniendo este elemento. A partir de aqui se han postulado las interacciones
gue pueden ocurrir entre las especies que contienen aluminio, el oxigeno presente dentro del tubo
y la superficie del grafito.

De esta forma se ha podido observar que las principales especies detectadas por el ICP-MS han
sido: Al, AlO, Al,O y AIC,.

Ademads de los espectros de absorcidon recogidos durante la atomizacién del aluminio
correspondiente al metal en estado atdmico y en diversas moléculas, todas las imagenes
mostraron un perfil similar en forma de “donut” donde la absorcién es mayor en las proximidades
de las paredes de grafito para posteriormente ir decreciendo hacia el interior del tubo. Esto que es
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mucho mas aparente en ausencia de flujo de argén es menos notorio con un flujo de gas de 50
mL/min.

Gilmutdinov y col [51] proponen una formacion inicial de subdxido de aluminio vaporizado Al,O (g)
que seria transformado a continuacién en Al,O; merced a la reaccién de la primera molécula con el
oxigeno que entra en el orificio de dosificacién.

Por su parte, L’'vov [53] sugiere que la formacidn de la estructura de “donut” proviene de la
condensacién de las especies en fase vapor en la porcion final del tubo que estd mas frio. Estas
especies seran principalmente Al y Al,Os.

A partir de aqui, Lamoureux et al propusieron el mecanismo de formacién del pico de aluminio que
se va a describir.

Durante el pretratamiento térmico y antes de la atomizacion, el residuo de la solucién de aluminio
desecado se convierte en Al,O3 en el rango de temperaturas entre 500 y 10002C. La disociacion
térmica ocurre lentamente a temperaturas por debajo de 20502C (el punto de fusion del Al,O3).

Aunque la disociacidn térmica del Al,0; es una posible fuente de atomos de aluminio en estado
gaseoso, el paso mas favorable para la formacion del Al (g) es la disociacidon térmica de los
carburos de aluminio.

Estas moléculas y los oxicarburos juegan un papel importante en la produccién de aluminio
elemental por fusion carbotérmica.

El carburo de aluminio fase condensado [Al,C; (s,I)] cuya presencia se ha informado durante la
atomizacion del Al, es formado a través de las siguientes reacciones:

2 Al,O; (s) + 3 C(s) = Al;0,C(s) +2 CO (g) Ecuacion 13
Al,0,C(s) + 6 C(s) > Al,Cs(s) + 4 CO (g) Ecuacion 14
que originan la reaccién global:
2 Al,O; (s) + 9 C(s) = Al,Cs(s/l) + 6 CO (g) Ecuacion 15

La formacién del oxicarburo (2 Al203 (s) + 3 C(s) > Al404C(s) + 2 CO (g) Ecuacién 13) se produce
rapidamente a temperaturas superiores a 14502C y la reaccion global (2 AI203 (s) + 9 C(s) >
Al4C3(s/1) + 6 CO (g) Ecuacién 15) a 18102C. Kantar et al [54] informaron que la reaccién descrita por
la 2 AI203 (s) + 9 C(s) > Al4C3(s/l) + 6 CO (g) Ecuacién 15 puede ocurrir por agentes reactantes
mezclados desigualmente a elevadas concentraciones y es altamente exotérmica.

De todas maneras el Al,C; solo puede ser formado si el Al,O; estd en contacto intimo con el
sustrato de grafito y la reaccidn ocurre preferiblemente en los sitios activos como roturas y otros
defectos.

De esta manera, bajo las condiciones de formacién del pico de aluminio solo una pequeiia fraccién
del aluminio total se podria esperar que estuviera en la forma de Al,C; y la mayoria del aluminio
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permaneceria como Al,0s. El carburo de aluminio Al,C; podria ser generado a una temperatura
superior a su punto de fusién de 14002C y apareceria como un liquido fundido con algo de Al,O3
disuelto en él. La exotermicidad de la accidén representada por la 2 Al203 (s) + 9 C(s) - Al4C3(s/l) + 6
CO (g) Ecuacidn 15 hace razonable esperar que algo de Al,C; se vaporice y posteriormente se disocie
en la fase gaseosa para formar dtomos de aluminio:

Al,C;(g) > 4 Al (g) + 3 C(s) Ecuacién 16

Los atomos de aluminio formados por disociacion del Al,C; (g) pueden actuar como semillas que
generardn una reaccion en cascada donde el aluminio reaccionara con el Al,O; para dar:

Al,O; (s) + 4 Al (g) = 3 Al,O (g) Ecuacién 17
Al,05(s) + Al (g) - 3 AlO (g) Ecuacién 18

Motzfeldt y Steinmo [55] indicaron que se formaba preferentemente Al,O (g) en vez de AlIO (g).
Basandose en consideraciones de equilibrio estos autores establecieron que la p Al,O aumentaba
mucho mds rapidamente que la pAIO, conforme aumentaba la pAl. De esta manera el mecanismo
propuesto sélo consideraria la formacién del Al,O.

De todos modos parece ser que se precisa un cierto valor de presion parcial de Al (g)-pAl necesario
para que la reaccién con el Al,O5 (AI203 (s) + 4 Al (g) - 3 Al20 (g) Ecuacion 17) pueda comenzar.

Tras la formacién del Al,O (g) sucede una reaccién en cadena sobre la superficie del grafito segin
la ecuacién:

3 AlL,O (g) + 3C(s) = 6 Al(g) + 3 CO (g) Ecuacién 19

De esta manera cada vez que se forman 4 dtomos del Al (g) (Al4C3 (g) = 4 Al (g) + 3 C (s) Ecuacién
16) se generan por este procedimiento 6 atomos de Al (g) (3 Al20 (g) + 3 C(s) = 6 Al (g) + 3 CO (g)
Ecuacién 19) lo que supone una multiplicacién por un factor de 1.5.

Este mecanismo autocatalitico requiere que:

= El Aly Al,O estén presentes simultdneamente en la fase gaseosa.
= Que el Al,O es el precursor significativo de la formacién de dtomos de Al.
= Que la distribucién espacial de Al y Al,O sean complementarias.

Estas premisas son consistentes con los resultados obtenidos de las medidas simultaneas de
E.A.A., E.M.S. e ICP-Masas. El pico de aluminio desaparece ademas de por falta de suministro de
aluminio, porque pueden ocurrir cualquiera de los siguientes factores limitantes:

= La presidn parcial de equilibrio del Al (pAl) sobre el Al,Cs(s/l) (que es aproximadamente
105 veces mayor que sobre el Al,O3(s)).
= La pCO gobernada por la 3 Al20 (g) + 3 C(s) = 6 Al (g) + 3 CO (g) Ecuacion 19.

Cuando se alcanza cualquiera de ambas se pueden originar una serie de reacciones reversibles que
terminardan la formacion del pico de Al.
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Asi el Al,O y el CO o el O, pueden reaccionar para generar particulas de Al,O; o el Al y el CO
pueden reaccionar también para formar particulas de Al,C; y Al,O3 todas ellas dispersadas en Ia
fase gaseosa. Del mismo modo, también es posible que algunas especies en fase vapor condensen
en las zonas mas frias del tubo.

Todo esto es consistente con la observacion por diferentes técnicas de fotografia de espectros de
las estructuras de “donut” que son atribuidos tanto a la formacién del Al,O; como a la
condensacién de otras especies en los puntos frios del tubo.

Cuando se alcanza la temperatura apropiada de formacion de Al, de nuevo se repite todo el
proceso y las reacciones correspondientes a la Al203 (s) + 4 Al (g) = 3 Al20 (g) Ecuacién 17y ala 3
Al20 (g) + 3 C(s) = 6 Al (g) + 3 CO (g) Ecuacidon 19 se acoplan dando lugar a la formacién del Al.

El mecanismo propuesto para la formacidon del pico de Al es probablemente una parte de un
conjunto de fendmenos mas complejos en los que intervendran especies como AlH o incluso Al,
gue se sabe que existen cuando aparece el pico de aluminio y que no se ha considerado por los
autores en el mecanismo propuesto.

9.5.2.3. Otros métodos.
Espectrometria de emision atémica con plasma acoplado por induccion (ICP).

En esta técnica la energia se suministra por la aplicacion de un plasma de induccién acoplado (ICP),
gue actla como fuente de excitacién. Constituye una alternativa a la espectrometria de absorcion
atémica, aunque su coste impide su empleo en el laboratorio rutinario. Presenta pocas interferencias
quimicas, aunque la capacidad de deteccién para el aluminio es inferior a la que se consigue con el
horno de grafito.

Espectrometria de emision atomica de plasma-Espectrometria de masas (ICP-MS).

Esta técnica posee una amplia aplicacion para la medida de los elementos traza, en particular en los
estudios de la especiacién quimica, aunque aln no se ha establecido su uso rutinario para la medicidon
del aluminio.

Fluorescencia de Rayos X.

La fluorescencia de Rayos X es la técnica empleada cuando se quiere conocer con rapidez la
composicion elemental de una sustancia.

Destinada preferentemente a la deteccién de la concentracion del aluminio en los especimenes sélidos
como el hueso vy los tejidos cerebrales, porque aporta datos sobre su presencia con independencia de
la homogeneidad que exista en su distribucion.

Mediante esta técnica es posible medir la concentracién de todos los elementos del Sistema Periddico
en especimenes soélidos, en polvos y en liquidos. Asimismo mediante la utilizacion de los patrones
adecuados es posible realizar el andlisis cuantitativo de los elementos presentes. Se basa en la
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medicion de Rayos X caracteristicos emitidos por un especimen que ha sido excitado mediante una
fuente de radiacion artificial. Al medir esta radiacidn, se detectan cuantitativamente los elementos.

La fluorescencia de rayos X presenta ciertas ventajas sobre la espectrometria de absorcién atémica, a
pesar de ser menos sensible, es multielemental y permite establecer el espectro de los elementos
mayoritariamente contenidos en un especimen.

Andlisis por activacion neutronica.

El especimen se irradia con un flujo de neutrones térmicos mediante el uso de un reactor nuclear. Una
vez enfriado, se mide la radioactividad inducida en los especimenes y en los patrones mediante un
espectrometro de rayos gamma. Al tratarse de una técnica radioactiva, su uso es limitado en los
laboratorios.

Presenta una buena sensibilidad y tiene ademas la ventaja de ser una técnica multielemental. Sus
principales problemas son el alto coste y la lentitud del procedimiento.

En el caso concreto del aluminio se producen interferencias con el fésforo, lo que obliga a aplicar
técnicas de separacion previas que plantea problemas importantes de contaminacion.

9.5.3. Método analitico para la medida directa del contenido de aluminio presente en los fluidos
bioldgicos de los animales de experimentacion escogidos en el estudio (minipig).

La absorcién atémica electrotérmica permite la valoracién de la mayoria de los elementos con
sensibilidades y limites de deteccidn de 20 a 1000 veces superiores a los de las técnicas de llama
convencionales, sin extraccion o concentracion de la muestra. Este aumento de sensibilidad tiene su
origen en el incremento del tiempo de permanencia de los dtomos del estado base en el trayecto
Optico, que es varias veces mayor que el de absorcidon atdmica con llama convencional. Numerosos
elementos pueden determinarse a concentraciones del orden de 1.0 pg/L. otras de las ventajas de la
absorcion atdémica electrotérmica es que Unicamente se necesita un pequefiisimo volumen de
muestra.

La técnica electrotérmica estd indicada solamente en el caso de niveles de concentracidn por debajo
del intervalo éptimo de absorcidon atémica directa de llama, ya que esta sometido a mas interferencias
gue el procedimiento de llama y requiere un mayor gasto de tiempo en el andlisis. Frecuentemente se
necesita emplear el método de adiciones de patrones para asegurase de la validez de los datos. La
elevada sensibilidad de esta técnica obliga a la maxima atencidn para evitar la contaminacion.

La técnica electrotérmica estd indicada solamente en el caso de niveles de concentracién por debajo
del intervalo 6ptimo de absorcidn atédmica directa de llama, ya que esta sometido a mads interferencias
que el procedimiento de llama y requiere un mayor gasto de tiempo en el andlisis. Frecuentemente se
necesita emplear el método de adiciones de patrones para asegurase de la validez de los datos. La
elevada sensibilidad de esta técnica obliga a la maxima atencidn para evitar la contaminacion.
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Técnica Desviacién N2 de
Autores y Referencias " Estandar Sujetos
Analitica
ug/L

Aldeman and Gitelman, 1980 [56] EAA 2.1 2.2 0.0-7.6 14
De Baets, 1978 [57] EAA 3.72 120 2.1-6.2 8
Oster, 1981 [58] EAA <4 <2.5-7 37
Kaehny et al, 1977 [59] EAA 7 2 13
Verhaeven, 1981 [60] EAA 9.1 5.1 2.5-22.3 13
Gardiner et al, 1981 [61] EAA 10.2 3.2-324 15
Salvadeo et al, 1979 [62] EAA 12.0 4.0 12
Wawschinek et al, 1982 [63] EAA 14.0 3.0-39.0 54
Gilli et al, 1980 [64] EAA 14.15 12.2 44
Valentin et al, 1976 [65] EAA 14.2 7.1 4.0-34.5 40
Elliot et al, 1978 [66] EAA 216.2 20
Zumkley et al, 1979 [67] EAA 23.2 7.29 20
Clavel et al, 1978 [68] EAA 24 8 10-45 59
Gorsky and Dietz, 1978 [69] EAA 28 9 12-46 23
Pegon, 1978 [70] EAA 34.1 3.5 28-40 20
Fuchs et al, 1974 [71] EAA 38 19.92 29
Ward et al, 1978 [72] EAA 25 10-50 10
Allain et al, 1979 [73] EAA 12.5 4 14
Schramel et al, 1980 [74] EAA 42 16 20-75 30
Alessio et al, 1983 [75] EAA 6.6 2.6 3.8-12.5 10

Tabla 5. Concentraciones de Al en plasma o suero de sujetos no laboralmente expuestos.

El estudio que nos concierne se realizé con 11 minipigs, de los cuales, a 10 se le implantaron placas y
se reservé a un minipig como blanco. Una vez agotado el tiempo de implantacion de las placas, se
eutanasiaron a los animales y se tomd cinco muestras de cada animal de distintas partes del cuerpo
(cerebro, grasa, rifién, bazo e higado). Por consiguiente, se recolectaron 55 muestras, 50 muestras de
los minipigs con las placas implantadas y 5 muestras del blanco.

9.5.3.1. Aspectos preanaliticos. Obtencion y almacenamiento de especimenes.

Las muestras tomadas de los animales de experimentacién, minipigs, para la determinacion de
aluminio se trataron con todas las precauciones requeridas para evitar la contaminacion, es decir,
procurar que el contacto con el aire atmosférico sea minimo, que el empleo de material sea tratado y
chequeado con respecto al contenido en aluminio y que el manejo de los mismos se realice en una
camara limpia. Ademas, durante todo el proceso de digestion de las muestras de los minipigs, se ha
seguido la norma APHA 3500-Al B.

Con respecto a la recogida y almacenamiento de las muestras se emplearon recipientes de pldstico
totalmente esterilizados. Las pipetas y los recipientes de vidrio usados para preparar los reactivos se
lavaron con agua destilada y jabdn libre de fosfatos. En cuanto al material se mantuvo en todo
momento, antes y después de la recogida de los especimenes, tapado y almacenado en un sitio limpio
cerrado y libre de contaminacion del polvo atmosférico. El material de vidrio ha de evitarse por los
procesos de liberacién y adsorcidn de aluminio [76] [77].
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llustracién 70. Proceso de congelacion de las muestras.

El almacenamiento de los especimenes varia en funcion del tipo de muestra, es decir, los sueros
almacenados a 4 2C son estables durante 15 dias, los tejidos y el material 6seo congelados a -20 2C son
estables tres meses vy liofilizados un afo. En nuestro caso, las muestras se congelaron a -15 2C para
asegurar una correcta preservacion.

9.5.3.2. Aspectos intra-analiticos. Medida de la concentracidn de Al en las muestras.

El analisis del contenido de aluminio en las muestras bioldgicas extraidas de los animales de
experimentacion comprende varias etapas, desde la preparacién del especimen hasta la puesta a
punto de las condiciones analiticas del espectrofotdmetro (condiciones de la lampara de catodo hueco
empleada, programa de temperaturas de la cdmara de grafito,...) y las curvas de calibracion.

En lo que respecta al proceso de digestion, las muestras se han digerido por grupos en funcién de su
procedencia, es decir, de la zona del cuerpo del animal de la que se extrajeron los especimenes.
Primero se digirieron todos los cerebros, después las grasas, los rifiones, los bazos y, por ultimo, los
higados.

llustracién 71. Detalle de todos los tipos de muestras tomados (cerebros, grasas, rifiones, bazos e higados).

El dia anterior a la digestién de las muestras, éstas se sacan del congelador y se descongelan en la
camara a una temperatura media de unos 4-59C, y una vez que las muestras se han descongelado, se
procede a triturarlas.
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llustracion 73. Proceso de triturado de la muestra.

Acto seguido se toma una cantidad de muestra, y es pesada en un vaso que ha sido tarado
previamente. El proceso de tarado del recipiente requiere una serie de pasos previos para eliminar
totalmente los restos de humedad que pudiera contener, como son calentar éste en una estufa para
secado y esterilizacidn y almacenarlo en un contenedor mayor con bolitas de gel de silice en el fondo.
Este contenedor, no es mas que un sitio donde se puede enfriar el vaso para pesar (no se debe pesar
en caliente); la bolitas de gel de silice adsorben la humedad con lo cual el contenedor esta seco vy el
vaso se mantiene seco dentro.

llustracidn 74. Proceso de tarado del recipiente.
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llustracidn 75. Proceso de tarado de la muestra.

Una vez se conoce la cantidad exacta de muestra se introduce en la estufa a 80 2C durante dos dias,
para secar la muestra.

-

llustracién 76. Proceso de secado de la muestra.

llustracion 77. Muestras después del proceso de secado.

Por ultimo se pesa aproximadamente un gramo de muestra seca en un vaso de precipitado, se le
adicionan 5 ml de acido nitrico Suprapur® (acido nitrico al 69 %, empresa Merck) y la disolucién se
pone 5 minutos en el equipo de ultrasonido. Posteriormente se adicionan otros 5ml de acido nitrico
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Suprapur® y, a continuacion, se le aflade un poco de agua a la disolucién y se calienta durante dos
horas sin dejarla que llegue a ebullicion.

llustracion 79. Preparacion de la disolucién, equipo de ultrasonidos y calentamiento en placa eléctrica.

Para finalizar con el proceso de digestidn, se enrasa la disolucién obtenida después del proceso de
calentamiento en la placa eléctrica en un matraz de 50 ml, preparada para ser analizada en el
espectrofotdmetro de absorcién atémica.

llustracion 80. Proceso de enrasado de la disoluciéon en un matraz de 50 ml.
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La dilucién de la muestra dependera del contenido de aluminio que ésta tenga. Cuanto mds contenido
en aluminio presente la muestra habra que diluirla méas para poder analizarla en el espectrofotémetro
y se encuentre dentro del rango de valores admitidos en la curva de calibracién, es decir, siempre hay
que buscar el tramo dptimo de la calibracidn.

En el andlisis de las muestras se emplearon dos tipos de diluciones distintas, la dilucién 100 vy la
dilucién 10:

= La dilucién 100 se empled en aquellas muestras que presentaban mayor contenido de Al, y se
realiza de la siguiente manera:
Agua Destilada + 100 uL de HNO; + 500 uL de Muestra y todo ello se lleva a un matraz de 50m/
= La dilucién 10 se empled en aquellas muestras que presentaban menor contenido de Al, y se
realiza de la siguiente manera:
Agua Destilada + 100 ulL de HNO3; + 5 mL de Muestra y todo ello se lleva a un matraz de 50ml|

Para minimizar la contaminacidn, los especimenes se diluyeron directamente sobre las capsulas del
muestreador. En la dilucién de las muestras no se emplearon modificadores de matriz ni surfactantes.

Como ya se comentd en el apartado de descripcion de equipos, para realizar el andlisis de las muestras
se empled un espectrofotémetro Varian AA 240Z con correccidn de fondo Zeeman. El horno de grafito
empleado ha sido el modelo GTA-120 de disefio Varian y la ldmpara de catodo hueco de aluminio fue
fabricada por Varian y suministrada con el equipo. El gas empleado en el proceso es el Argdn,
suministrado por la casa comercial Carburos Metalicos.

El funcionamiento del equipo y el tratamiento de los datos se realizd con un ordenador integrado en el
equipo y el software SpectrAA worksheet, version 5.01 Pro.

llustracion 81. Espectrofotometro Varian AA 240Z con horno de grafito GTA-120 e inyector automatico PSD-120.

En este andlisis se emplearon tubos de grafito con tratamiento pirolitico y plataforma, realizando la
lectura en darea de pico, utilizando un tiempo de la integracion de 3,5 segundos y un volumen de
muestra de 20 pL.

Las caracteristicas de la lampara de cdtodo hueco de aluminio son las siguientes:

= Longitud de onda, A: 309,3 nm.
= Ranuraoslit: 0.5 nm.
= Corriente recomendada, |: 10 mA.
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=  Corriente maxima, I: 15 mA.

llustracidn 82. Lampara de catodo hueco de aluminio.

El programa de temperatura del horno de grafito empleado en la determinacién de aluminio en las
muestras es el que se presenta en la siguiente tabla:

Flujo Argon

Etapa Temperatura 2C Tiempo/s (L/min)

1 ' 85 ' 5 ' 0.3
2 95 55 0.3
3 120 15 0.3
4 1400 8 0.3
5 1400 15 0.3
6 1400 2 0

7 2500 0.8 0

8 2500 2 0

9 2600 2 0.3

Tabla 6. Programa de temperatura del horno de grafito.

El equipo presenta un inyector automatico PSD-120 con capacidad para inyectar 50 muestras por
carrusel en viales de 2 mL, pudiéndose inyectar entre 1 y 100 pL. Tiene, ademads de las 50 posiciones
para viales de 2 mL, cinco posiciones mds (51-55), presentadas en viales de 10 mL para el blanco,
estandar o patréon y modificadores quimicos.

llustracion 83. Posiciones en el inyector automatico PSD-120.
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Cada vez que se va a analizar una serie de muestras en la absorcién atémica (como dijimos, siempre
analizamos todas las muestras del mismo tipo, por ejemplo, las muestras de cerebro), hay que
preparar el blanco y los patrones.

El blanco es una disolucidén que presenta la caracteristica de no contener ningun tipo de metal, en este
caso, de aluminio. El blanco se prepara en un matraz de 50 mL en el que se vierte agua destilada, 100
uL de HNO; y se enrasa con agua destilada a 50 mL.

El patrén es la disolucidn con la que se va realizar la recta de calibrado y tiene que contener 25 ppb de
aluminio, segiin norma. Presenta las siguientes caracteristicas:

Al=1.000 # 0.002 g/L conservado segun la reaccion Al (NOs); 9 H,O en HNO3; 0.5 N

llustracion 84. Caracteristicas del patron de aluminio.

Después de preparar las disoluciones del blanco, los patrones y las diluciones de las muestras
procedentes del proceso de digestidn, se colocan en el inyector en unas posiciones ya establecidas:

= Enla posicién 1 se coloca un blanco.

= Enla posicion 2 se coloca un patrén (25 ppb de Al).

= En la posicion 3, aunque no es obligatorio, colocamos otro blanco para asegurarnos la correcta
limpieza del inyector por si pudieran quedar residuos de Al en éste, ya que previamente, el
inyector ha pasado por la posicidn 2 donde esta el patrén.
No obstante, esto no es necesario, ya que el equipo esta provisto de un recipiente con agua
destilada y HNO; donde se realizan limpiezas automaticas del inyector cada vez que coge una
muestra.

llustracion 85. Recipiente donde se realizan las limpiezas automaticas e inyector, respectivamente.
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= Enla posicidn 48 se colocan los modificadores, que en el caso del Al se emplean el paladio y el
nitrato amanico segun la siguiente disolucidn:
35 ul de Pd + 140 ulL de NH, a 10 mL (dilucion con agua destilada)
= En la posicién 50 se coloca el patrén de la curva de calibrado.
= Enla posicién 51 se coloca el blanco de la curva de calibrado.

También hay que establecer las curvas de calibrado, que dependen de la muestra que se esté
analizando. Un ejemplo es el que se muestra a continuacion (coeficiente de correlacion de la curvar =
0.9999):

. Concentraciones
Concentraciones de

Estandar Reales de Al Absorbancia

Cero Blanco

Al (ug/L) (ug/L)

Patrén 1
Patrén 2
Patrén 3
Patrén 4
Patréon 5

Tabla 7. Ejemplo de una curva de calibrado para una muestra concreta.

Una vez establecidos todos los parametros y preparado el equipo para el andlisis, se procede a realizar
el estudio de la determinacidn del contenido de aluminio en las muestras. El proceso de inyeccion de
éstas se visualiza a continuacion.

VARIAN

llustracion 86. Proceso de inyeccion de muestras con el inyector automatico PSD-120.
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9.5.3.3. Aspectos postanaliticos. Intervalos de referencia.

Para las investigaciones en las que se incluyen los grupos de referencia es necesario medir las
concentraciones comprendidas entre 1 y 5 pg/L (0.04 y 0.19 pumol/L). Existe ademads, un consenso
general respecto a los trabajos publicados en lo que se refiere a los intervalos de referencia, y se
admite que estos datos estdn en parte enmascarados por la contaminacién, por lo que las
concentraciones «reales» deberdn ser menores.

El aluminio en agua varia entre 5y 10 pg/L (0.2-0.4 umol/L) en las aguas naturales y hasta 1000 pg/L
(37 umol/L) en las aguas tratadas.

Las concentraciones de aluminio existentes en el suero que han sido publicados para las diferentes
poblaciones varian ampliamente segun los diversos trabajos. Hay que tener en cuenta que ademas de
influir los factores dependientes de los habitos y la localizacién geografica de los diferentes grupos de
la poblacidn, existen también otros factores relacionados con el método analitico utilizado tales como
la sensibilidad y la precisién del mismo y el control de la contaminacién en el proceso de la recogida, el
almacenamiento, el pretratamiento y el analisis de los especimenes. No existen diferencias
estadisticamente significativas respecto al sexo y la edad [78] [79].

Desde un punto de vista epidemioldgico, tiene interés conocer las caracteristicas poblacionales que
influyen en los valores de referencia del aluminio en el suero.

Alguna de estas caracteristicas estan relacionadas con el medio ambiente, las condiciones laborales, la
dieta, principalmente el agua de bebida y el consumo de productos elaborados, pero también las
circunstancias fisioldgicas individuales como son la secrecion gastrica que influye de una forma
importante en la cantidad del aluminio absorbido por el tracto gastrointestinal. El consumo de los
hidréxidos de aluminio y la funcién renal, tienen una demostrada influencia en el grado de la
impregnacion aluminica [80].

El intervalo en el que se mueven los valores de referencia para el aluminio en el suero referidos en los
ultimos afios por la bibliografia es de 1 pug/L a 8 ug/L (0.037-0.30) umol/L [78] [80].

Para el caso de los tejidos, el hueso es el que tiene una mayor relevancia, ya que éste es el depdsito
preferencial cuando existe una sobrecarga, de aqui el interés del conocimiento de los valores de la
poblacién de referencia.

Al igual que en el suero, la bibliografia muestra una dispersién de los datos en lo que se refiere al
contenido del aluminio en el hueso, abarcando los valores medios desde < 2 pg/g.p.s. hasta 9 pg/g.p.s.
[81] [82] [83] [84]. No obstante, todos los valores referenciados para la poblacion normal son
sensiblemente inferiores a los encontrados para los grupos de los pacientes que se encuentran en
didlisis.
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9.6. Estudios histoldgicos. Método del microscopio electréonico de barrido (SEM).
9.6.1. Generalidades.

El desarrollo del microscopio de barrido hace aproximadamente 30 afios, revoluciond la microscopia
electrdnica, ampliando considerablemente sus posibilidades de utilizacidn. La disponibilidad de todo
un abanico de técnicas analiticas que tiene como denominador comun el uso de un haz de electrones
como sonda, han configurado una amplia gama de fuentes de informacién superficial, pudiéndose
coger en cada caso la apropiada. La versatilidad y gran aplicabilidad de la microscopia electrénica en su
conjunto se ha producido de una serie de factores: en primer lugar, a diferencia de la microscopia de
rayos X, permite el estudio local de defectos o porciones aisladas de material, debido a que los
electrones son fuertemente dispersados por los sélidos.

Otro de los factores importantes es el gran desarrollo de los detectores eficientes de electrones asi
como de fuentes de electrones mas brillantes que las utilizan en otros campos de la fisica de
particulas. Por ultimo, la gran variedad de transiciones electrénicas que pueden ser estimuladas por
una sonda electrdnica, han abierto nuevas posibilidades al andlisis quimico.

No obstante, hay que tomar en consideracién, dos grandes limitaciones:

= Como resultado de la fuerte interaccién con la materia y consecuentemente, la interacciéon
multiple producida, la interpretacion de los patrones de difraccién de electrones requieren el
uso de una sofisticada teoria matematica que normalmente no permite una relacién simple
entre la imagen registrada y la estructura de la muestra.

= Otra limitacidn surge de la naturaleza bidimensional de la difraccién de electrones de alta
energia, lo que supone que las imagenes electrdnicas y los patrones de difraccion sean
insensibles al movimiento de los dtomos de la muestra en la direccion del cafidén de electrones.

Debido a estas caracteristicas la microscopia electrénica resulta un medio ideal para la investigacién de
la estructura atdomica y electrénica de defectos aislados, de estructura desconocida, los cuales
controlan la mayoria de las propiedades mecanicas, eléctricas quimicas y térmicas de sélidos.

El Microscopio electrénico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy), es aquel que utiliza un
haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen ampliada de la superficie de un
objeto, es decir, es una técnica de analisis que se utiliza para obtener informacidn superficial de las
muestras mediante el empleo de electrones [85]. Tiene una gran profundidad de campo, la cual
permite que se enfoque a la vez una gran parte de la muestra. También produce imagenes de alta
resolucién, que significa que caracteristicas espacialmente cercanas en la muestra pueden ser
examinadas a una alta magnificacién. No es necesario cortar el objeto en capas para observarlo con un
SEM, sino que puede colocarse en el microscopio con muy pocos preparativos. EIl SEM explora la
superficie de la imagen punto por punto. La preparacién de las muestras es relativamente facil pues la
mayoria sélo requieren que éstas sean conductoras. Los electrones secundarios se asocian a una sefal
de TV.

En el microscopio electrénico de barrido la muestra es recubierta con una capa de carbén o una capa
delgada de un metal como el oro para darle propiedades conductoras a la muestra. Posteriormente es
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barrida con un haz muy concentrado de electrones, que son acelerados y viajan a través del cafidn, de
forma parecida al barrido de un haz de electrones por la pantalla de una television. Los electrones del
haz pueden dispersarse de la muestra o provocar la apariciéon de electrones secundarios. Los
electrones perdidos y los secundarios son recogidos y contados por un dispositivo electrénico situado
a los lados del espécimen. Tipicamente, la energia de los electrones secundarios se encuentra por
debajo de 50 eV. Desplazando el haz de electrones incidentes (electrones primarios) a lo largo de la
muestra y recogiendo las sefiales emitidas en cada punto es posible obtener “un mapeo de la
superficie”. Las zonas mas brillantes corresponden a regiones donde existe mayor concentracién de
electrones, que suelen ser vértices y aristas, y las mas oscuras son los valles y los huecos. Cada punto
leido de la muestra corresponde a un pixel en un monitor de televisién. Cuanto mayor sea el nimero
de electrones contados por el dispositivo, mayor serd el brillo del pixel en la pantalla. A medida que el
haz de electrones barre la muestra, se presenta toda la imagen de la misma en el monitor, es decir, un
detector mide la cantidad de electrones enviados que arroja la intensidad de la zona de muestra,
siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones (imagenes tridimensionales realistas de la
superficie del objeto), proyectados en una imagen de TV o una imagen digital. Su resoluciéon esta entre
3y 20 nm, dependiendo del microscopio, y permite una aproximacién profunda al mundo atédmico. La
luz se sustituye por un haz de electrones, las lentes por electroimanes y las muestras se hacen
conductoras metalizando su superficie.

9.6.2. Breve historia.
9.6.2.1. Historia de la microscopia.

Desde la antigliedad el hombre ha buscado la forma de poder aumentar su poder de resolucién y de
hacer visible lo invisible. Con este propdsito se descubren las lentes y con la combinacién de ellas se
obtienen imagenes de mayor resolucidon. Nace el microscopio de luz y se comienza a incursionar en el
mundo microscopico de la naturaleza.

EL holandés Van Leeuwenhoeck, entre los afios 1660-1690 usando un sistema de lentes consiguio
fabricar microscopios de 200 aumentos aproximadamente, con los que se observé glébulos rojos,
protozoos, bacterias y otros microorganismos. Fue considerado como un juguete cientifico al que se le
dio el nombre de "vidrio de mosca", ya que primariamente se usaba para observar insectos. En la
misma época, el inglés Robert Hooke desarrollé el microscopio compuesto de Galileo, con el descubrié
la célula. Posteriormente el microscopio éptico fue recibiendo notables mejoras.

Con el paso de los afios el progreso no sélo se realizd en el desarrollo de los microscopios sino también
en el refinamiento de las técnicas de preparacion de muestras, lo que permitié un andlisis cada vez
mas fino de las distintas estructuras observadas.

En 1873, Ersnt Abbe, fisico y profesor de Jena, imprimid un gran impulso a la éptica tedrica y practica al
concluir que el aumento de un microscopio depende mas de la longitud de onda de la luz que de la
calidad del sistema optico. En 1897, J. J. Thompson (P.N. Fisica 1906) anuncia la existencia de
particulas cargadas negativamente, denominadas luego electrones.

Gracias a los trabajos de Louis-Victor de Bréglie (P.N. Fisica 1930) en 1924 sobre mecénica ondulatoria
y la generacion de longitudes de onda 10000 veces mas pequeias que la longitud de onda de la luz
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visible, permitié el surgimiento del germen de un nuevo tipo de microscopio, el microscopio
electrénico. Paralelamente, en 1924 Manne Siegbahn (Universidad de Uppsala, Suecia) gana el Premio
Nobel de Fisica por sus investigaciones en espectroscopia de rayos-X.

De Broglie demostré que asociado a cualquier movimiento rdpido de particulas, existe una nueva
forma de radiacidn, de pequefia longitud de onda. De Broglie extendid la idea de una naturaleza
ondulatoria-corpuscular (cuantica) de la luz, a otros tipos de radiaciones, como los rayos catddicos,
anddicos, idnicos, X, etc. En otras palabras comprobd que los electrones respondian también a las
caracteristicas de las radiaciones ondulatorias. La ecuacidon fundamental de la mecanica cuéantica
expresa que la longitud de onda de una particula en movimiento es funcion de su velocidad y de su
masa:

A= ._ Ecuacion 20

donde,

h: cte. de Planck
m: masa del electrén
u: velocidad

Como la velocidad depende del potencial acelerador en el caso de los electrones, se puede decir que la
longitud de onda asociada al electrén sélo es funcion del voltaje. Analizando datos experimentales se
obtiene que la longitud de onda efectiva de un haz electrénico es aproximadamente 100000 veces
menor que la onda de la luz visible.

En 1926, Busch prueba que es posible enfocar un haz de electrones con una lente magnética cilindrica,
estableciendo las bases de la dptica electrdnica, es decir, descubre que los rayos electréonicos son
refractados por campos magnéticos, de forma similar a la refraccidn de la luz por las lentes de vidrio, y
ademads demuestra que las leyes geométricas de la dptica son obedecidas también por los sistemas
electrénicos.

La idea de utilizar estos descubrimientos en un microscopio de alta resolucidn no surgié de inmediato.
No esta claro quién fue el de la idea original, sin embargo alrededor de 1930 un grupo de alemanes del
instituto técnico de Berlin (Ruska, Knoll, Von Borries y otros) construyé el primer microscopio
electronico de transmisién, y la primera patente surge en 1931, firmada por Riiedenberg de la
Siemens. Un afio mas tarde, en 1932, A.C. Van Dorsten (Philips Research Laboratories) comienza a
estudiar las lentes magnéticas, y Ernst Ruska y Knoll, publican una descripcion del primer microscopio
electronico de transmisiéon (MET), el que puede ser considerado el prototipo de los instrumentos
modernos. Este microscopio constaba de una fuente de electrones y dos lentes electromagnéticas sin
condensador, y aunque este instrumento proporcionaba una resolucion inferior a la de un buen
microscopio dptico, con él se logré obtener las primeras electromicrografias.

En 1934 Ruska describe una version corregida a la que afade una lente condensadora. Este modelo
fue el primero en sobrepasar el poder de resoluciéon del microscopio fotdnico. Aunque con este
microscopio se obtuvieron algunas imagenes algunos especimenes se carbonizaban producto del
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intenso bombardeo electrénico. A pesar de lo anterior Ruska logré en 1934 una resolucidn cinco veces
mayor al poder de resolucidn del microscopio dptico.

Lo anterior dio pie para que nuevos investigadores buscaran mejorias al microscopio de Ruska, y a la
obtencidon de mejores resoluciones, motivo por el cual, en 1935, Max Knoll demuestra la factibilidad
del microscopio electrénico de barrido; tres afios después, en 1938, Von Borries y Ruska construyeron
un aparato de disefio avanzado, con el que se obtienen resoluciones de hasta 100 Armstrong. En 1939
la firma Siemens-Halske inicia la produccién comercial del instrumento disefiado por Von Borries y
Ruska, produciéndose el primer microscopio electrénico de transmisién comercial. En 1939, Mahl/
construye el primer microscopio electrénico electroestatico y la firma AEG se encarga de la produccion
de un numero limitado de ellos.

Con el comienzo de la segunda guerra mundial se interrumpié la comercializacién de estos
instrumentos, pero luego de su fin se reinicié la construccion masiva de estos microscopios en las
firmas Siemens y AEG-Zeiss de Alemania, RCA de Estados Unidos, Phillips de Holanda, Hitachi de Japdn,
etc. En 1942, Philips Research Laboratories, desarrollé un microscopio electrénico de transmisién de
400kV.

A partir de este momento, comienzan a desarrollarse las técnicas preparativas en el campo de la
microscopia electrénica.

En 1944, William and Wyckoff introducen la técnica de sombreado metdlico y en 1945, Porter (P.N.
Fisiologia y Medicina 1972), Claude (P.N. Fisiologia y Medicina 1974) y Fullam utilizaron el microscopio
electrdnico para examinar células en cultivo de tejidos, para luego fijarlas y tefiirlas con tetroxido de
osmio.

En 1946, Philips introduce su primer prototipo de microscopio electrénico comercial en Oxford.

En 1948, Pease y Baker preparan confiablemente secciones finas (0.1 a 0.2 um de grosor) de material
biolégico y en 1950. H. Latta y J. F. Hartman, introducen la cuchilla de vidrio para ultramicrotomia.

Es en el afio 1952 cuando Palade (P. N. Fisiologia y Medicina 1975), Porter (P.N. Fisiologia y Medicina
1972), y Sj6strand desarrollan métodos de fijacion y seccionamiento fino que permitieron ver por vez
primera muchas estructuras intracelulares. En una de las primeras aplicaciones de estas técnicas, H. E.
Huxley demostrd que los musculos esqueléticos contienen un arreglo solapado de filamentos
proteinicos, apoyando la hipdtesis de los filamentos deslizantes de la contraccion muscular.

En 1952, Humberto Ferndndez-Mordn logra cortar por vez primera secciones finas congeladas
introduciendo la crio-ultramicrotomia y en 1953, introduce la cuchilla de diamante ultrafino para
seccionamiento ultrafino. En este mismo afio, Porter (P.N. Fisiologia y Medicina 1972), y Blum
desarrollaron el primer ultramicrotomo de aceptaciéon general, incorporando muchas de las
caracteristicas introducidas por Claude y Sjostrand previamente.

Después de estos acontecimientos, alrededor de 1955, se llega a resoluciones de 10 Armstrong,
aumentos de 250000 x y voltajes aceleradores de 10000 voltios. Todo esto da comienzo a la era de la
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Microscopia Electrénica, donde comienza una nueva etapa de desarrollo de las técnicas preparativas
en microscopia electrdnica.

En 1956, Glauert y asociados demuestran que la resina epdxica Araldita era un agente de
embebimiento altamente efectivo para microscopia electrénica, y Ferndndez-Mordn demuestra la
aplicacion de la cuchilla de diamante para el seccionamiento ultrafino para el estudio de la estructura
fina de tejidos biolégicos y de metales.

En 1957, Robertson describe la estructura trilaminar de la membrana celular, vista por vez primera
con el microscopio electrénico y Fernandez-Moran desarrolla el “Fernandez-Moran Ultramicrotome”,
una modificacién del microtomo de Sjéstrand introducido en 1953.

Las técnicas de crio-fractura (“freeze-fracture), inicialmente desarrolladas por Steere en 1957, fueron
perfeccionadas por Moor y Miihlethaler.

Singer, en 1959, utiliza anticuerpos acoplados a ferritina para detectar moléculas en las células
utilizando el microscopio electrdnico. El mismo afio, Brenner y Horne ampliaron la técnica de tincion
negativa inventada cuatro afios antes por Hall, técnica de uso general para la visualizacion de virus,
bacterias y filamentos proteinicos. Contemporaneamente, Ferndndez-Mordn contribuye al uso de la
crio-fijacion y técnicas de preparacion de baja temperatura usando helio Il, aplicandolas al estudio de
la ultraestructura de tejidos e introduce el método de substitucion bajo congelamiento (“freeze-
substitution”) en microscopia electronica. En 1960. desarrolla filamentos de punta de cristal Unico
orientado de tungsteno para proveer iluminacidn de microhaz coherente, reduciendo el dano del
espécimen por irradiacion usando una dosis electrénica minima por translacidon del microhaz. Ademas,
propone por vez primera observar directamente muestras hidratadas congeladas (“frozen-hydrated”),
construyendo el primer crio-microscopio electrdnico y el primer crio-portamuestra, introduciendo el
concepto de Criomicroscopia Electronica.

En 1961, Luft introdujo la resina de embebimiento Epdn, y en 1963, Sabatini, Bensch y Barrnett
introducen el glutaraldehido (usualmente seguido por tetréxido de osmio) como un fijador para la
microscopia electrénica.

En 1965, Cambridge Instruments produce el primer microscopio electrénico de barrido comercial.

En 1966, Ferndndez-Mordn introduce el uso de lentes superconductoras a temperatura de helio liquido
en los microscopios electronicos y Davis G.Durham (E. |I. Du Pont Company) introduce un nuevo
instrumento para incisiones en cataratas basado en la cuchilla de diamante. El mismo afio, Branton
demuestra que la crio-fractura permite visualizar el interior de las membranas.

En esta época, comienza el desarrollo de las técnicas de analisis, procesamiento digital de imagenesy
reconstruccidon tridimensional en microscopia electrénica, asi como la expansién de la Crio-
Microscopia Electrdnica.

En 1968, de Rosier y Aaron Klug (P.N. Quimica 1982) describen las técnicas para la reconstruccion
tridimensional de estructuras a partir de micrografias electrdnicas.
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En 1973, Ferndndez-Mordn introduce el crio-ultramicrotomo con cuchilla de diamante disefiado para
operar a temperatura de helio liquido.

En 1975, Henderson y Unwin determinan la primera estructura de una proteina de membrana
mediante reconstruccion computacional de micrografias electrénicas de muestras no tefidas y en
1979, Heuser, Reese y colegas desarrollan la técnica de crio-grabado (“freeze-etching”) de alta
resolucién usando especimenes congelados rapidamente.

En 1986, Ernst Ruska (Alemania Oriental) gana el premio Nobel en Fisica por el disefioo del primer
microscopio electrénico conjuntamente con Gerd Binning (Alemania Occidental) y Heinrich Rohrer
(Suiza) por el disefio del microscopio de barrido de efecto tunel.

En el afio 1993, se logra la resolucion de 1 A en un Philips CM-200/300 en la Universidad de Tiibingen.
9.6.2.2. Historia de la microscopia electrénica de barrido.

La observacion de objetos pequefios siempre ha estado entre los mayores desafios encarados por el
hombre vy, sin lugar a dudas, el Microscopio Electronico de Barrido ha figurado entre las principales
herramientas que le han permitido alcanzar este reto.

Ya desde finales del Siglo XIX resultaba evidente a partir de los trabajos de Abbe que mediante la
iluminacidn con ondas electromagnéticas no era posible mejorar significativamente la resolucién del
microscopio éptico. Simultaneamente, mientras realizaba estudios con tubos de rayos catddicos con
gases enrarecidos [86], J.J. Thomson descubrid los electrones, particulas que luego jugarian un papel
decisivo en los microscopios de nuevo tipo que se avecinaban. Davisson y Thomson [87] compartieron
el premio Nobel por el descubrimiento de la difraccidn del electrén. Padre e hijo, J. J. Thomsony G. P.
Thomson [88], jugaron un papel fundamental en la historia del desarrollo del microscopio electrénico.

En un inicio se vio que los electrones se manifestaban de forma compatible con las propiedades
corpusculares y no existia en la Fisica la idea de que las particulas pudieran presentar un
comportamiento dual.

En el afio 1924, De Broglie [89] sacude los cimientos del conocimiento de su época al enunciar el
caracter ondulatorio de los electrones y asignarles longitudes de ondas dependientes de sus energias.
Este planteamiento tedrico, que luego fue confirmado, senté las bases para que se pensara en los
electrones también como una onda. En el aio 1926 Busch [90] demostré que un rayo de electrones
atravesando un campo magnético o eléctrico converge al foco y, basandose en esto, presenta el
disefio de una lente electromagnética; de acuerdo a sus enunciados seria posible enfocar un haz de
electrones de la misma forma que en la dptica se enfoca la luz mediante los lentes.

La microscopia electrénica de barrido, en sus diversas modalidades, surge en forma experimental
entre los afios 1930 y 1940 en Alemania. Los aportes cientificos de la época significaron el
establecimiento del ultimo requisito necesario para que fuera construido un Microscopio Electrénico
de Transmision (TEM), mérito que correspondié a Ernst Ruska y Knoll [91] [92] en 1933, invencidn que
le valié al primero el Premio Nobel de Fisica en 1986. Las primeras microfotografias de materiales
biologicos fueron conseguidas por Marton [93] (31) en 1934. En 1935, Knoll propone un instrumento
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bastante similar a los actuales, destinado a estudiar fendmenos de emisidon secundaria. Construyo el
primer microscopio electréonico de lente magnética, utilizando un rayo de 60.000 voltios y obteniendo
imagenes sobre una pantalla fluorescente. Es la primera propuesta del Microscopio Electrénico de
Barrido (SEM).

En 1938, Von Ardenne disefia un nuevo tipo de microscopio, un sistema de barrido en un TEM, con el
objeto de estudiar muestras relativamente gruesas, lo que dio lugar a un Microscopio Electrénico de
Barrido-Transmisidon. Este instrumento operaba con lentes electrostaticas y barrido electromagnético,
pero carecia de dispositivos de amplificacion y pantalla de observaciéon. El haz de electrones
atravesaba la muestra e incidia directamente sobre una placa fotografica que se desplazaba en
sincronia con el haz, pero a mayor velocidad. Las imagenes en este instrumento sélo podian
observarse una vez obtenida las placas fotogréficas. Von Ardenne sugirié también la posibilidad de
observar la superficie de cuerpos opacos, recogiendo y amplificando los electrones secundarios
emitidos por ellas, para modular la intensidad del haz de un tubo de rayos catédicos. Un afio después
Boersch logra haces electréonicos del orden de los 2,5nm, factor determinante cuando se quiere
alcanzar resoluciones elevadas [94].

No obstante, el vertiginoso desarrollo que llevd en muy poco tiempo a la obtencién del Microscopio
Electrénico de Transmision y que culmind en 1939 con la obtencidn del primer equipo comercial por
parte de Siemens, no se produjo en el caso de SEM y fue necesario esperar 30 afios, a partir de los
trabajos de Knoll, para que el primer SEM saliera al mercado [95]. La explicacién de esta demora se
debe a limitaciones tecnoldgicas, entre ellas, los efectos causados por las aberraciones, las dificultades
para lograr un sistema de barrido con el debido sincronismo y la necesidad de un sistema de deteccién
con suficiente rapidez de respuesta. A solucionar los problemas planteados se dedicaron numerosos
cientificos en diferentes partes del mundo.

En 1942 se produce un salto considerable en el desarrollo del SEM con los trabajos que desarrollan
Zworokin, Hillier y Zinder, que disefiaron un microscopio con el cual se observaban directamente
superficies de muestras metalicas, y publicaron las primeras micrografias electrénicas de barrido. En el
Microscopio desarrollado por Zworokin sobresalen la introduccion de un Detector de Electrones
Secundarios, al cual se le aplico una carga de recoleccion de +50V, asi como un Tubo Foto
Multiplicador. A pesar de estos aportes, este microscopio solo llegd a una resolucion del orden de los
50 nm y aumentos de 8000x, lo que lamentablemente desestimulé a sus creadores que no
continuaron los trabajos.

Estos estudios se paralizaron durante la Segunda Guerra Mundial, pero resurgieron en 1948 en un
programa bajo la direccién de C.W. Oatley en el Laboratorio de Ingenieria de la Universidad de
Cambridge, donde se iniciaron una serie de proyectos que permitieron grandes avances.

En 1952 McMullan disefia un microscopio con importantes adelantos. Desarrolla una columna muy
eficaz basada en lentes electromagnéticas, se reducen los efectos de contaminacién, logra una fuente
estable de alto voltaje para alimentar el filamento e introduce el Tubo de Rayos Catddicos (TRC) como
sistema de registro y observacion de las imagenes, aportes que representaron un importante avance
en el desarrollo de la Microscopia Electrdnica de Barrido [96].
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Este microscopio es modificado luego por Smith en 1956 introduciendo el procesamiento no lineal de
las sefiales, el barrido con doble deflexidn del haz y la correccidn electromagnética del astigmatismo,
asi como un sistema eficaz de centrado de las aperturas [94]. En 1959, Smith consigue micrografias de
muy buena calidad.

Dando continuidad a los trabajos de McMullan y de Smith, Everjart y Thornly desarrollan en 1960 un
detector basado en el empleo de un dispositivo centellador, una guia de luz y un TFM. Este detector
significé un aporte tal, que permanece como estandar hasta nuestros dias sin variaciones significativas
de su concepcidn y sin dudas fue la antesala de la salida del SEM al mercado [97].

Como resultado de estas investigaciones, en los afos 60 surgen los primeros microscopios electronicos
de barrido comerciales, que alcanzaban unos 250 A de resolucién. Este logro le correspondié a la
Cambridge Scientific Instruments con el MARK | STEREOSCAN, equipo que sale al mercado en
diciembre de 1965, seguido muy de cerca por JEOL, que comercializa su primer SEM en enero de 1966
[98].

El desarrollo del Microscopio Electrénico de Barrido no se detuvo con la salida al mercado del primer
microscopio. Un aporte importante a este desarrollo estuvo relacionado con el perfeccionamiento de
las fuentes de iluminacidon. Hasta ese momento los filamentos de Wolframio dominaban este
importante componente del equipo, pero en 1969 Broers introduce el filamento de LaBs, mientras que
casi simultdneamente Crewe realiza sus trabajos que destacan las ventajas como fuente del Cafidn de
Efecto de Campo.

En la década de los 70 se van produciendo diferentes mejoras y refinamientos sobre todo en las lentes
de los microscopios, asi como en el desarrollo de diferentes sistemas de deteccidn, hasta que en 1985
la firma Carl Zeiss obtiene un resultado importante al introducir el primer

SEM en el cual el barrido no era controlado de forma analdgica sino digital. Este aporte luego seria
determinante para lograr Mapeos de Rayos X mucho mds eficaces, y para corregir defectos de imagen
por acumulacion de cargas en el espécimen [99].

Los microscopios electronicos de barrido modernos se deben a Ernst Ruska, Gerd Binnig y Heinrich
Rohrer (1981). En el afio 1986 surge la Microscopia Electronica de Barrido controlada mediante
computadora. En este momento eran computadoras de propédsito especifico y a estos equipos se les
llamé de primera generacion, para diferenciarlos de los que surgieron en el afio 1992, llamados de
segunda generacion, en los que una computadora personal tomaba el control del sistema.

Estos dos aportes fueron logrados por LEO, firma heredera de la Cambridge Scientific Instruments, que
habia logrado el primer SEM comercial. A finales de la década de los 80 pero sobre todo ya en los afios
90 tuvo lugar otro avance importante en la Microscopia Electréonica de Barrido. Hasta ese momento,
salvo en trabajos que luego no tuvieron continuidad (como los del propio Smith en 1956), siempre se
habia considerado como inevitable que la muestra que se observaba en el Microscopio Electrdnico
debia estar al vacio, condicién que imponian tanto la duracién del filamento, como el paso de los
electrones por la columna, lo que debia ocurrir como un camino libre sin interacciones que afectaran
su movimiento. Pero en este periodo surgen diferentes opciones para diferenciar el vacio del cafidn y
la columna, del correspondiente a la zona donde se encontraba la muestra.
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En el desarrollo de tecnologias con esta finalidad, indiscutiblemente la Philips con sus Microscopios
Ambientales y la utilizacién de varias Aperturas Limitadoras del Vacio en sus disefios tuvo los
resultados mds significativos [100].

En la actualidad la Microscopia Electrénica de Barrido no se ha detenido. Aunque han surgido otros
Microscopios como los de Fuerza Atdmica con resoluciones superficiales a niveles atémicos, el SEM
conserva un importante sector en los requerimientos de gran cantidad de ramas del conocimiento
humano. En los ultimos afios se ha visto el surgimiento de la Microscopia Remota, que no solo facilita
el diagndstico de roturas a distancia sino incluso el que un equipo pueda ser compartido por usuarios
ubicados a grandes distancias [101].

También se ha trabajado con éxito en la obtencidn de equipos “inteligentes”, capaces de fijar las
condiciones de trabajo con un alto grado de independencia, a partir de algunos datos elementales
sobre la muestra [102].

No cabe duda de que en el futuro la Microscopia Electrénica de Barrido continuard prestando un
invaluable servicio a la comunidad cientifica, en campos tan disimiles como la Arqueologia, la
Medicina, la Botanica, el Andlisis de Materiales y las Ciencias Forenses.

Actualmente se desarrollan a escala comercial microscopios que garantizan una resolucidon de 35-100
A (3.5-10 nm).

9.6.3. Descripcidn y principios en los que se basa (SEM).
9.6.3.1. Fundamentos técnicos de la microscopia electronica.

El ojo puede discriminar dos objetos si estan situados no mas cerca de 0.1 mm, mirando desde una
distancia normal de 25 cm. Este es un factor limite del ojo humano y cualquier otro detalle mas
pequefio que éste, debe ser aumentado para ser visto. Se puede usar una lupa o un microscopio para
aumentar la imagen.

El objetivo del microscopio es el de hacer distinguir los detalles estructurales de la muestra a observar.
Esta habilidad es expresada en términos de apertura numérica o "N. A.". Por apertura numérica de un
sistema Optico se entiende, segin Abbé, el producto del indice de refraccidon "n" del medio que se
encuentra delante del sistema y el seno del semidngulo o de abertura de este sistema.

A=mn- sing Ecuacién 21
n (aire) = 1. n (agua) = 1,33, n{aceite de inmersion) = 1,532 Ecuacién 22

El microscopio éptico se compone de un sistema de lentes con el que es posible ampliar el tamafio de
cualquier muestra. Los actuales constan bdasicamente de dos lentes situadas en los extremos de un
tubo: la lente mas proxima a la muestra es el objetivo, y la mas proxima al observador, el ocular. Se
pueden afiadir, ademas, otras lentes que perfeccionen el sistema, denominadas lentes intermedias.

La capacidad para visualizar dos puntos que se encuentran muy préximos entre si se denomina poder
de resolucion. La resolucién de los microscopios épticos alcanza un limite maximo de 0.2 um, es decir,
no se pueden distinguir puntos separados por una distancia menor de 0.2 um.
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El poder de resolucidn de los microscopios no sélo depende del tamafio y la calidad de las lentes
objetivo, sino también de la longitud de onda de la luz incidente y del indice de refraccién del medio,
normalmente aire, que se encuentra entre el objetivo y la preparacién. Cuanto mayor sea el indice de
refraccion, mds disminuye la velocidad de la luz y mas aumenta la resolucidn; por esta razén, con los
objetivos de mayor aumento, denominados objetivos de inmersién, el aire (indice de refraccion = 1.0)
es sustituido por una sustancia viscosa como el aceite (indice de refraccion = 1.5), consiguiéndose un
poder de resolucidn mayor. El poder de resolucion entre dos puntos puede darse segun la siguiente
ecuacion:

R = ﬁ Ecuacion 23

siendo,
R, la distancia entre dos puntos medida en nanémetros (nm).
A, la longitud de onda de la luz utilizada para la iluminaciéon en nanémetros (nm).
N.A,, es la apertura numérica indicada sobre el objetivo.

El limite de resolucién del ojo humano es de 0.23 mm (= 230 um), por lo que el microscopio permite
aumentar aproximadamente 1000 veces nuestra capacidad de observacidén. En un microscopio éptico,
la potencia amplificadora estd limitada por la longitud de onda de la luz visible. La longitud de onda
mas corta de la luz visible es de alrededor de 4000 angstroms (1 angstrom es 0.0000000001 metros). El
minimo poder de resolucién para un sistema O6ptico se puede conseguir usando la radiacién
ultravioleta, que tiene la menor longitud de onda aplicable. En resumen, puede decirse que no tiene
sentido incrementar los aumentos del microscopio utilizando un ocular mas potente, si la apertura del
objetivo no basta para resolver la estructura del objeto. Mas bien debe elegirse el valor, de tal manera
qgue el aumento del microscopio tome un valor entre 500 y 1000 veces mayor que la apertura del
objetivo.

Debido al limitado poder de resolucién del microscopio &ptico, se probaron varias fuentes de
iluminacidn tales como rayos X de muy pequefia longitud de onda (0.5 nm) sin tener éxito ya que no
pudieron enfocar estos rayos. Sin embargo, las investigaciones que comenzaron en 1923 sobre
difraccion electrdnica, sentaron las bases para la construccién del primer microscopio electrénico, lo
gue supuso un gran avance con respecto al microscopio dptico, ya que permitié aumentar el limite de
resolucién hasta 0.3 nm.

Este instrumento funciona gracias a un haz de electrones, en lugar de haces de luz, en un sistema de
vacio y, a diferencia del microscopio dptico, sustituye las lentes de cristal por electroimanes vy, al
utilizar electrones que tienen una longitud de onda mucho menor que la de la luz, se pueden mostrar
estructuras mucho mas pequefias para iluminar un objeto. La longitud de onda de los electrones que
se utilizan en los microscopios electrdnicos es de alrededor de 0.5 angstroms.

Es importante el vacio dentro del cafidon del microscopio electrdnico, ya que Los electrones pueden ser
desviados por las moléculas del aire, de forma que tiene que hacerse un vacio casi total en el interior
de un microscopio de estas caracteristicas.
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El microscopio electréonico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy), es un microscopio que
tiene una gran profundidad de campo, lo cual permite que se enfoque a la vez una gran parte de la
muestra, y produce imagenes de alta resolucion, lo que significa que caracteristicas espacialmente
cercanas en la muestra pueden ser examinadas a una alta magnificacién.

llustracion 87. Esquema basico de un microscopio electrénico de barrido. Imagen tomada de D.A. Skoog et al. Principios de
Andlisis Instrumental. Mc Graw Hill, Madrid (2002).

La preparacion de las muestras es relativamente fdacil pues la mayoria de SEMs sdlo requieren que
estas sean conductoras. La muestra es recubierta con una capa de metal delgado, y es barrida con
electrones enviados desde un cafién. Ademads, no es necesario cortar la muestra en capas, sino que
puede colocarse en el microscopio con muy pocos preparativos.

Un detector mide la cantidad de electrones enviados que arroja la intensidad de la zona de muestra,
siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones, proyectado en una imagen de TV. Su resolucion
estd entre 3y 20 nm, dependiendo del microscopio.

Los electrones del haz pueden dispersarse de la muestra o provocar la aparicién de electrones
secundarios. Los electrones perdidos y los secundarios son recogidos y contados por un dispositivo
electrdnico situado a los lados del espécimen.

__Haz de slectrones

llustracion 88. Microscopio electrénico de barrido, SEM.
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En resumen, existen claras diferencias entre el microscopio éptico y el electrénico de barrido en lo que
respecta a los siguientes puntos:

Imagen. En el caso del microscopio electrdnico la formacidn de la imagen se produce por la
dispersidn de los electrones, mientras que en el éptico la imagen se produce por absorcion de
los fotones. Es decir la imagen que se observa en un microscopio éptico se debe a la diferente
absorcién de la luz por las distintas estructuras de la muestra, mientras que en el microscopio
electrénico la formacidon de la imagen estd en funcién de la dispersion (depende de las
distintas estructuras atomicas de la muestra) y, por consiguiente, perdida de los electrones.
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llustracion 89. Esquema basico de la obtencion de la imagen en un microscopio electrénico de barrido.

Aumentos. Las lentes del microscopio electrdnico son electromagnéticas y actian como las de
un optico, es decir, desviando las trayectorias seguidas por los electrones en el vacio. En
microscopia dptica los vidrios de superficies curvas (lentes) pueden desviar el haz luminoso
haciendo que la imagen de un objeto parezca mds grande, en microscopia electrdnica este
mismo efecto se consigue con campos magnéticos. Los aumentos en este tipo de lentes se
obtienen modificando la intensidad de la corriente que se hace pasar por las bobinas que
conforman las lentes, provocando un aumento del campo de fuerza y, por tanto, un desvio
mayor o menor del haz de electrones. Mientras las lentes de un microscopio dptico tienen una
distancia focal fija, las lentes electromagnéticas del microscopio electrénico tienen una
distancia focal variable, por lo que para incrementar los aumentos no es necesario cambiar de
lente sino simplemente aumentar el campo de fuerza de la lente electromagnética. Las lentes
electromagnéticas producen desviaciones no proporcionales del haz de electrones que se
manifiesta como una aberracion denominada astigmatismo, pero que se pueden corregir
mecdanicamente.

lluminacion. El haz de electrones se obtiene por la excitacion de un filamento metdlico
(catodo) y es atraido por la diferencia de potencial producida en el dnodo (50000-100000
voltios). Este fenédmeno se produce cuando catodo y anodo se encuentra en vacio. Como el
haz de electrones es divergente, se usa una lente condensadora para dirigir el haz hacia la
muestra, que debe ser un corte muy fino y preparado de manera especial. Los electrones que

239



Equipos, Utiles de Laboratorio y Técnicas Aplicadas

no son totalmente dispersados son reconducidos por la lente objetivo produciéndose el
aumento de la imagen que es proyectada por la lente objetivo o proyector. Como los
electrones no son visibles estos se observan en una pantalla o en un negativo impresionado
.Las partes de la imagen donde los electrones han sido muy desviados no resultan muy
intensas, dando una tonalidad clara en el negativo, que se rebelard oscuro cuando se positiva.
Por tanto, aquellas dreas de la muestra que tienen un mayor indice de dispersién, son mas
densas a los electrones, apareceran oscuras en la imagen final; justo al contrario que aquellas
areas donde no exista practicamente dispersién. El contraste se puede mejorar con un
pequefio diafragma que limita solamente a los electrones mas periféricos. La profundidad de
campo es mas o menos constante, dada las peculiaridades técnicas del microscopio, pero ésta
(aproximadamente 1um) es suficiente para que esté enfocada todo el grosor de la muestra,
que es inferior a 0.5um.

Poder de resolucién. En la microscopia dptica el poder de resolucién estd limitado por la
longitud de onda de los fotones, pero en el microscopio electrénico se juega con la ventaja de
una pequefisima longitud de onda en la propagacidn de los electrones, por lo que el poder de
resolucién es muy elevado. Esto permite, que la imagen pueda ser aumentada posteriormente
en una copia fotografica muchas veces, para observar todos los detalles. El poder de
resolucién de esta microscopia es de 5 a 10 A (0.5 milimicras).

A continuacién, se expone una tabla comparando las caracteristicas generales de un microscopio

Sptico y un microscopio electrénico.

. . MICROSCOPIO
CARACTERISTICAS MICROSCOPIO OPTICO ELECTRONICO
lluminacion Haz de luz Haz de electrones
Longitud de Onda 2000 A - 7500 A 0.037A-0.086 A
Lentes Vidrio Electromagnéticas
Medio Atmdsfera Vacio
Resolucion 0.2 pm 3-20 nm
Magnificacion 10x-2000x 100x-450000x
Focalizacién Mecanica Eléctrica
Contraste Absorcién-Reflexidn Eléctrica-Scattering

Tabla 8. Comparativa entre el microscopio éptico y el electrénico.

Finalmente, comentar que el microscopio electrénico de barrido puede estar equipado con

diversos detectores, entre los que se pueden mencionar: un detector de electrones secundarios

para obtener imdagenes de alta resolucidén (SEl), un detector de electrones retrodispersado que

permite la obtencion de imagenes de composicidn y topografia de la superficie (BEI) y un detector

de energia dispersiva (EDX) que permite detectar los rayos X generados por la muestra y realizar

analisis de distribucién de elementos en superficie.

240



PARTE EXPERIMENTAL

Rayos-X
Microanalisis y
distribucion

de elementos

Haz de electrones

Electrones secundarios
Topografia de la superficie
de la muestra (SEM)

Electrones retrodispersados
Numero atomico (SEM)

& Informacion cristalografica
Electrones Auger

Informacion quimica de
capas superficiales

Catodoluminiscencia
Distribucion de niveles
de energia

Energia absorbida
Estructura interna de
semiconductores

Electrones transmitidos
Estructura Intema, orientacion e identificacion
de cristales v andlisis elemental (TEM, STEM)

llustracion 90. Esquema general del efecto del haz de electrones sobre una muestra que dan lugar a los tipos de
microscopia electrénica mas importantes.

9.6.3.2. Estructura de un SEM moderno.
Un microscopio electrénico de barrido (SEM) moderno consta esencialmente de las siguientes partes:

Fuente de energia.

La fuente de energia del microscopio electrénico de barrido depende de varios factores, siendo los
mas importantes el voltaje de aceleracidn, la intensidad de la corriente y el didametro de haz. Para usos
practicos debe asegurarse una alta estabilidad de la corriente.

En unos puntos el haz de electrones es desviado 1, 2, 3...n veces por los campos magnéticos
controlados por el generador de barrido. Como consecuencia el haz es movido sobre la superficie de la
muestra y la sefial es detectada por el colector de electrones [103]. Se puede ajustar el colector para
detectar cualquier emisidon como rayos X, luz infrarroja, ultravioleta, etc.

Sistema de vacio.

Si se desea obtener un haz uniforme de electrones, es necesario mantener la columna del microscopio
a un alto vacio. Se denomina sistema de vacio al conjunto de dispositivos y procedimientos que se
utilizan para este fin.

Un alto vacio corresponde a una baja presion, y la unidad que se utiliza es el mmHg o Torr. Se
recomienda utilizar el Pascal (Pa), que es la fuerza de presidn que ejerce un Newton sobre 1 m” (1
atmadsfera = 101325 Pa). La columna debe mantener un alto vacio, basicamente por cuatro razones:

1. Para permitir el desplazamiento de electrones. Como la distancia entre el caifidn de electrones
y la pantalla es de aproximadamente un metro, se debe evacuar el gas de toda la columna. En
caso contrario, los electrones serian dispersos o detenidos por moléculas de gas, dada la
escasa energia cinética de ellos. La forma ideal de trabajo seria remover todo el aire de la
columna, pero esto es imposible. Gases, principalmente aire y vapor de agua, penetran en el
sistema y deben extraerse continuamente. La mayoria de los microscopios operan con un
vacio del orden de 1.33x10™ Pa; en estas condiciones, un electrdn puede viajar tedricamente
unos 2,5 m antes de encontrar moléculas de gas.
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Un alto vacio correspondiente aproximadamente a 10™ Torr. Se considera bajo vacio aquel
comprendido entre 10 a 10® Torr. Un muy buen vacio es 10® Torr; un cm® de aire a esta
presién contiene aproximadamente 10x10"° moléculas.

2. Para evitar descargas de alta tensidén en el cafién electrénico. Cualquier molécula de gas
presente entre el filamento y la placa anddica se convierte en un idn positivo al ser
bombardeado por los electrones. Esto produciria una descarga eléctrica entre el filamento y el
anodo, lo que impediria la formacidn de un haz estable de electrones, ademds de interferir en
el contraste de la imagen.

3. Para evitar contaminacién del espécimen y de las aberturas. Los gases residuales se condensan
en el espécimen y lo contaminan.

4. Para incrementar la vida util del filamento. A bajo vacio, la vida del filamento se reduce
significativamente por oxidacién del tungsteno. Esta oxidacién también afecta la eficiencia de
filamento para emitir electrones.

Se ha comprobado experimentalmente que una presidén de gas del orden de 10" mm de
mercurio es suficiente para que la dispersidn electrénica sea minima, la duracién del filamento
aceptable y no se produzcan descargas.

El vacio de la columna se obtiene con diversos tipos de bombas: bomba mecanica o rotatoria, bombas
de difusion de aceite o de mercurio, bombas termoidnicas, turbomoleculares, etc. Es dificil crear un
alto vacio en una sola etapa. Por lo tanto se utiliza un sistema donde se emplean diferentes tipos de
bombas, en serie. Esto es factible gracias a una serie de valvulas de distribucién, cuyo movimiento es
automatico, en los modelos nuevos, y manual en los antiguos.

En una primera etapa se crea un pre-vacio de aproximadamente 10-1 a 10° Torr, gue se obtiene con
una bomba mecdnica de rotacidn, de gran capacidad pero de bajo rendimiento. En la segunda etapa,
se obtiene un alto vacio de aproximadamente 10° Torr, por medio de dos bombas difusoras que
funcionan con vapores de Hg una, y vapores de aceite, la otra.

Las bombas difusoras deben funcionar continuamente mientras el microscopio estd trabajando, por las
pequeiias fugas de aire que puedan existir, y porque constantemente se producen gases que conviene
eliminar ininterrumpidamente.

Por muy bueno que sea el sistema de bombas utilizado, es dificil obtener un vacio perfecto, ya que
siempre existe gas residual. Por ejemplo, a temperatura ambiente y a una presiéon de 10° mm de
mercurio, el nimero de moléculas por cm? es de aproximadamente 3x10°, y a temperatura ambiente y
presiéon atmosférica existen alrededor 3x10" moléculas por cm’. Es decir, se extraen millones de
moléculas por cm?®.

Las condiciones de presién del microscopio se controlan utilizando diferentes tipos de mandmetros
entre ellos: tubos de descarga de gases y mandmetros térmicos, como el Pirani y el Penning. Estos
ultimos se basan en el hecho que la conduccién térmica en gases a bajas presiones, es funcion de la
concentracién molecular.

Con el objeto de eliminar la necesidad de ventilar y reevacuar toda la columna después de cada
cambio de espécimen o pelicula fotografica, se incorporan al sistema una serie de valvulas que
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permiten que ciertas secciones de la columna sean aisladas de las restantes. Asi, sélo estas areas
vuelven a la presién atmosférica y pueden ser rdpidamente reevacuadas, y luego conectadas al resto
de la columna.

Sistema de refrigeracion.

Es un sistema que permite enfriar tanto las bombas difusoras (que generan considerable cantidad de
calor), como las propias lentes, que también se calientan cuando pasa a través de ellas una corriente
eléctrica. Esto se consigue haciendo circular a su alrededor agua tratada, filtrada y refrigerada. Deberd
existir una unidad de refrigeracién con bombas de agua que permitan el movimiento de ésta a través
del sistema.

Las lentes de caracteristicas mas criticas disponen de un serpentin interior, por el cual circula una
corriente de agua, que estabiliza su temperatura. De esta forma se evitan pequeias pero importantes
dilataciones de sus elementos.

Unidad dptico-electrénica.

Esta unidad incluye un cafdn electrénico, un sistema de barrido y un sistema de lentes
electromagnéticas que producen un haz finamente colimado.

= (Caiidn electronico.
La fuente emisora de electrones mas utilizada es un filamento de tungsteno que se calienta al rojo-
blanco por medio de una corriente eléctrica, en un vacio del orden de 10 Torr. Entre el dnodo
acelerador y el filamento se coloca un electrodo adicional, llamado cilindro de Wehnelt o placa
catddica, que permite que los electrones emitidos por el filamento se focalicen en un punto
ligeramente por debajo del cilindro de Wehnelt.
Con un disefio adecuado y un potencial convenientemente elegido, se puede lograr una zona de
entrecruzamiento de didmetro menor que el diametro de la zona emisora de electrones en el
filamento. En efecto, mientras esta ultima es del orden de 90 um, la zona de entrecruzamiento
puede llegar a unos 10 um. El voltaje de aceleracidn de los electrones puede variar entre 0.5 y 50
kV, dependiendo de las caracteristicas de las muestras a observar. La intensidad de la corriente del
haz fluctda entre 10”7 y 10™ Ampere.
Es posible obtener una fuente electrénica mas brillante y de mayor duracidn utilizando un catodo
de hexaboruno de lantano (LaB6), pero requiere un vacio de aproximadamente de 107 Torr.
Si se desea aumentar la emision electrénica, se puede aumentar la temperatura de trabajo del
emisor. Pero en la practica este mecanismo tiene un limite, dado por la resistencia mecanica del
filamento y la duracién del mismo.
Otra forma de aumentar la emision es utilizar el Ilamado catodo frio. Este nuevo cafién electrénico
estd compuesto fundamentalmente por un catodo de tungsteno de punta muy aguda, y un dnodo
situado muy cerca del catodo conectado a un potencial positivo. El campo eléctrico resultante, de
aproximadamente 10’ volt/cm sobre la punta, es suficiente para arrancar electrones de la misma.
En esta forma, se obtiene un brillo considerablemente mayor que el producido por una emisién
termoidnica. Este tipo de cafién electrénico requiere de un vacio de aproximadamente 10™° Torr.
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= Sistemas de lentes electrdnicas.
El microscopio electrénico de barrido emplea dos, tres o cuatro lentes electromagnéticas, cuya
funcidn es disminuir el diametro del haz de electrones de aproximadamente de 50 um en su
origen, a valores comprendidos entre 25 y 10 nm al incidir sobre la muestra. Asi se obtiene un haz
de electrones extremadamente fino y, de acuerdo con el voltaje de aceleracidn, penetra un poco
en el espécimen, determinando un volumen de interaccién haz/objeto de una forma aproximada,
de donde se desprenden electrones secundarios, retrodifundidos y rayos X, ademds de otras
radiaciones.
La resolucidn de un microscopio electrénico de barrido estd directamente relacionada con las
dimensiones de la zona de muestra que es excitada por el haz primario. La intensidad de las
sefiales emitidas estd influida por las dimensiones de las zonas de donde ellas se generan, y por la
absorcién por la muestra misma, lo que a su vez esta determinado por la composicién de la
muestra y la energia de los electrones del haz incidente.
Como la energia de los electrones secundarios es muy baja (10-50 eV), éstos son totalmente
absorbidos al atravesar una distancia del orden de 10 nm vy por lo tanto, sélo una pequefia parte
del volumen contribuye a emitir electrones secundarios que pueden llegar al detector. Las
dimensiones de esta seccidn son ligeramente mayores que el didametro del haz incidente.
Reduciendo el diametro del haz que incide sobre la muestra, se reducen las dimensiones del
volumen excitado, y se mejora la resolucidn. Pero esto tiene un limite. Normalmente el haz de un
microscopio de barrido tiene unos 8 nm de didmetro, y la resolucién obtenida es de
aproximadamente 10 a 20 nm, dependiendo de la naturaleza y condiciones de la muestra tanto
como el voltaje de la operacion y tamafio de la abertura del diafragma.
La resolucién de la imagen de electrones secundarios se reduce al disminuir la tensidon de
aceleracién de los electrones incidentes. En la resoluciéon influyen también otros factores como el
tipo de muestra, el tipo de electrones con que se trabaja, el tiempo de exposicion, la
contaminacidn, las vibraciones eléctricas y mecanicas, etc.

= Sistema de barrido.
Este sistema consiste en un campo de deflexién simple o doble, que puede ser electrostatico o
electromagnético, y que produce el desplazamiento del haz electrénico sobre la superficie de la
muestra. Este campo se localiza cerca de la ultima lente condensadora, mal llamada “objetiva”, en
algunos casos.
El haz de electrones se mueve en lineas rectas superpuestas, barriendo la superficie del espécimen
en un darea rectangular. La misma sefal que se aplica a las bobinas deflectoras, se utiliza para
barrer en forma sincronizada el haz del tubo de rayos catddicos, produciéndose asi una
correspondencia punto a punto, entre la superficie de la muestra, que es barrida por el haz de
electrones y la pantalla donde se observa la imagen. Este sistema es similar al de la televisidn, pero
con velocidades de barrido mas bajas. El tiempo de barrido oscila entre 0.5 y 500 segundos,
indicando con estos valores el tiempo que demora el haz parar barrer verticalmente la zona de la
muestra que se estd observando en la pantalla.
Usualmente se trabaja con un tiempo de barrido de 10 segundos, durante la observacidon
preliminar de la muestra. Las fotografias se toman con un tiempo de 50 segundos, con lo cual se
tiene un mayor numero de lineas de barrido, y por lo tanto, una mayor definicién.
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Portaespecimen.

La cdmara portaespecimen esta situada en la base de la columna del microscopio y en linea con el haz
electrénico. La pieza o platina que sostiene el espécimen permiten varios movimientos:

a. Desplazamiento en coordenadas rectangulares (ejes X e Y) en un plano a lo largo de la
superficie observada de la muestra.

b. Movimiento de rotacién sobre el propio plano de la muestra (en + 180°) y movimiento de
inclinacién en el plano horizontal entre (-5 y +45°).

Esto permite inclinar el espécimen, tomando como eje cualquier punto que se que se estd observando.
También es posible inclinar el espécimen sin necesidad de variar el enfoque, lo que es indispensable si
se desea tomar un par estereoscopico de fotografias.

Existen diferentes tipos de portamuestras, segin el tamafio del espécimen a observar. Es preferible
usar un portamuestra mas pequefio con una distancia de trabajo menor, y obtener asi mayor
resolucién. Dispositivos anexos permiten calentar la muestra por medios eléctricos, o bien enfriarla
por medio del sistema de “dedo frio”. Es posible también tensarla o comprimirla mecdnicamente.

Sistema de deteccion.

La emisidon secundaria surge cuando el haz primario tiene energia de varios de cientos de electrén
volts. Si bien en un principio la corriente secundaria es proporcional a esa energia, llega un momento
gue nuevos incrementos energéticos del haz primario saturan la superficie emisora, estabilizandose la
salida de electrones, e incluso disminuyendo si la energia aumenta excesivamente.

Cada material presenta un coeficiente de emisidn secundaria (8) que es caracteristico, y que se define
como la relacién entre los electrones emitidos por la superficie respecto a los primarios que la
impactan.

Los electrones secundarios son de menor energia que los primarios, y por esta razén, aln cuando se
produzcan profundamente, sélo pueden abandonar la muestra los que se generan muy
superficialmente (< 50 A).

Los electrones secundarios que se desprenden de cada punto, se detectan mediante un cristal de
centello, cuya superficie se mantiene a un potencial positivo de 10 a 12 kV. Este cristal estd unido al
extremo de un bastén de Lucita, que tiene el otro extremo descansando contra la ventana del tubo
fotomultiplicador. Asi, los electrones secundarios colectados alcanzaran un centellador, donde se
origina una sefial luminosa que, amplificada por un fotomultiplicador, se convierte en una cascada de
fotones. Estos fotones inciden en el fotocatodo, que es parte del fotomultiplicador, y se genera
finalmente una sefal eléctrica amplificada, capaz de modular el haz de un tubo de rayos catddicos,
obteniéndose de esta forma un punto correspondiente de la imagen.

El alto voltaje que se aplica a la grilla del detector hace que los electrones secundarios, de baja
energia, recorran una trayectoria curva al dejar la superficie de la muestra. Esto permite obtener
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sefiales aun de regiones muy inclinadas con respecto al detector, ademas de acelerarlas en direccién a
él. Esto no sucede en el caso de electrones retrodifundidos, que viajan en linea recta produciendo
imagenes de contraste muy marcado con efectos de luz y sombra bien definidos. Tanto electrones
secundarios como retrodifundidos son captados por un mismo detector.

La variacién de intensidad de las sefiales generadas por la muestra se convierte en seiiales eléctricas,
lo que permite obtener imagenes en un microscopio de barrido. No es una imagen Odptica de
superficie, pero si una buena aproximacién.

Sistema de proyeccion o visualizacion de las imdgenes.

Las imagenes se proyectan en dos tubos de rayos catédicos de alta resolucidn, que funcionan en
sincronizacién con el barrido electrénico de la muestra. Uno de ellos, para observacion visual, tiene
una pantalla de gran persistencia. Fijando el tiempo de barrido en 10 segundos, se obtiene una imagen
de 500 lineas. La pantalla del segundo tubo es azul, para registro fotografico y de baja persistencia.
Adosada a esta segunda pantalla va la cdmara fotogréfica. Aqui se utiliza un barrido mas lento, de 1000
o mas lineas. Cuando mayor sea el niumero de lineas en la pantalla fotogréfica, mayor serd la
resolucién de la imagen final.

Las dos pantallas pueden tener el mismo tamafio (100x100nm), siendo éste el tamafio maximo de la
imagen, la cual puede reducirse hasta un minimo de 10 x 10 mm, en cualquier parte de la pantalla
fluorescente.

Al modular la intensidad del tubo de rayos catédicos con la seial eléctrica dada por los detectores, se
obtiene en la pantalla una especie de imagen de la muestra. Es decir, en la pantalla se describe la
variacion de un tipo dado de emisidon producida por la superficie de la muestra barrida por efecto del
haz primario.

A = largo pantalla / largo de la regién barrida.

El aumento lineal de esta imagen obtenida con un sistema de haces mellizos, es simplemente una
relacién de tamafio de los rastreos sincrénicos. En otras palabras, el aumento esta dado por la relacién
entre el ancho de la pantalla de observacion y la amplitud de la zona barrida por el haz primario. Para
altos aumentos, la regidn barrida del espécimen es muy pequefia comparada con la region rastreada
en la pantalla fluorescente. EIl MEB permite un rango de aumentos que va desde 15 a 100000 veces,
dependiendo de la naturaleza y la forma del material examinado.

Imagenes obtenidas por electrones secundarios.

Se ha demostrado que un cambio de inclinacién de la superficie de una muestra con respecto al haz
electrénico incidente, aun de pocos grados, produce una variacidon apreciable en el nimero de
electrones secundarios emitidos. Asi, un borde agudo o una protuberancia sobre la superficie generan
un gran numero de electrones secundarios. Lo mismo sucede si se trata de un escaldn profundo sobre
la superficie de la muestra. Las hendiduras o depresiones producen menos electrones detectables.
Estos hechos deben considerarse al analizar las imagenes obtenidas.
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Los efectos de variacion de la emisién secundaria en funcion de las caracteristicas topograficas de una
superficie, permiten que se pueda interpretar la imagen de electrones secundarios como una imagen
Optica de dicha superficie. Entre los factores que influyen en el contraste de una imagen podemos
mencionar:

a. El angulo de incidencia del haz electrénico sobre la superficie. Este es un factor determinante
en la emision de electrones secundarios: cuanto mas rasante sea el haz, mas electrones seran
emitidos, ya que solamente los electrones originados en regiones muy préximas a la superficie
pueden ser captados por el detector.

b. La composicidn quimica del material en estudio. En las imagenes de electrones secundarios
también se observan variaciones de contraste, debido a diferencias en la estructura atdmica,
ya que aparte de los electrones que llegan al detector son en realidad electrones secundarios
producidos por electrones previamente retrodifundidos.

Las imdgenes obtenidas con electrones secundarios son de gran utilidad para estudios topograficos y
como hemos mencionado, sus trayectorias son curvas, de modo que la imagen aparece con sombras
suaves y difusas; en un segundo plano se observan las depresiones o dreas escondidas.

9.6.4. Caracteristicas del microscopio electronico de barrido (SEM).

Las caracteristicas mas importantes de SEM son: el poder de resolucidn, la profundidad del campo y el
contraste.

9.6.4.1.Poder de resolucion.

El poder de resolucién en el microscopio electrénico de barrido (SEM) depende de varios factores,
tales como la dimension del haz de electrones, la difusidn del mismo en la muestra antes de la emision
de los electrones secundarios, y la corriente estabilizada de la lente. La dimensién del haz puede
reducirse de muchas formas. Se pueden emplear filamentos apuntados o usando elevado potencial de
Kv. Por ejemplo a potencia de 1 Kv, la resolucién es 140 nm, mientras que a 30 Kv, la resolucion les 20
nm (200 A).

Se puede prevenir la difusion del haz de electrones en la muestra, aumentando la potencia de la
corriente. Finalmente, la alimentacion de corriente debe ser muy estable, del orden de 1 parte en
100000 para conseguir alta resolucion.

9.6.4.2. Profundidad de campo.

Se utilizan lentes magnéticas con simetria axial con el fin de producir un fino haz de electrones. De
todos modos hay que considerar que la aberracién esférica de las lentes magnéticas no puede
conseguirse con ningun tipo de lente de simetria axial. Si se quiere obtener un fino haz de electrones,
el dngulo de abertura de la lente del objetivo (2°C) debe reducirse con el fin de permitir sélo los haces
paraxiales.

El haz de electrones mide solamente 30 mm y se mueve en forma de lineas paralelas a través de la
muestra. Se puede cambiar la amplificacién en escalones de 20x a 100000x aunque la resolucién de 25
nm es restringida a aumentos de 10000x a 30000x.
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La gran profundidad de campo permite observaciones especiales de la muestra. En general, la
profundidad del campo es tan grande como la mitad de una cara del drea bajo observacion.

9.6.4.3. Contraste.

El contraste en SEM es logrado por el sistema colector. La muestra recibe los electrones del haz de
barrido y genera electrones secundarios. Estos electrones emitidos son recogidos por el colector. Los
electrones se desplazan en linea recta cuando la muestra es uniforme. Se consigue el contraste dptimo
cuando el colector puede recoger el maximo de electrones secundarios. La eficiencia de la emision de
los electrones es maxima cuando el plano de la muestra esta inclinado con respecto al haz primario.
Por este motivo las microfotografias obtenidas por SEM parecen muy naturales.

9.6.5. Instrumentacion.

El microscopio electrénico de barrido utiliza un barrido de electrones sobre la superficie de las
muestras a estudio, a diferencia del microscopio foténico, que se observa el objeto por reflexiéon de
fotones. Pero no siempre son las particulas de la misma naturaleza las utilizadas para formar la imagen
o analizar su composicion en el SEM. Se pueden distinguir tres grandes secciones: la columna de 6ptica
electrdnica, el sistema de vacio y el sistema de vacio de visualizacion.

La fuente de iluminacién es un cafién de electrones que de forma ideal deberia producir un haz
coherente de electrones monocromaticos. La ausencia de una fuente de electrones equivalente a un
laser, hace que la emisidn de electrones se estimule desde una pequefia fuente y la no homogeneidad
del haz de electrones se corrija a posteriori.

La fuente de iluminacién mas utilizada son los filamentos de wolframio, en horquilla o en punta, las
fuentes de hexaboruro de lantano y las fuentes de emision de campo. Los filamentos se calientan
eléctricamente hasta unos 2700 K. Temperatura suficientemente elevada para producir la emision
termoidnica de los electrones de filamento. Una parte importante de esta emisidn seria recapturada
por el filamento (ya que estd cargado positivamente) si no fuera porque se aplica un alto voltaje
negativo entre el filamento y un dnodo préximo en forma de disco, que acelera a los electrones
alejandolos del filamento.

Esta velocidad depende del voltaje de aceleracion. Encerrando al filamento se coloca un cilindro
metalico que se llama cilindro de Wehnelt o catodo, que forma el haz electrostaticamente y del cual
emerge con un didmetro de 10 a 50 pm. Todo este sistema va conectado a una bomba de vacio, que se
encarga de eliminar las moléculas de gas del recorrido del haz de electrones, para evitar las
interacciones entre ellas.

En ultimo extremo, la resolucion del SEM estda limitada principalmente por el didmetro del haz, los
sistemas condensadores reducen el didmetro desde 50 pm hasta 5 pm. Las lentes condensadoras
electrdnicas son muy diferentes de sus homélogas dpticas. En esencia estas lentes constan de unas
bobinas de alambre encerradas parcialmente en una funda cilindrica de hierro, alineadas con el
camino dptico, con una pequefa abertura taladrada en la parte interna de la funda.
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Cuando una corriente atraviesa las bobinas se induce un campo electromagnético entre las dos partes
de la funda de hierro, siendo las lineas de fuerza del campo magnético las que focalizan el haz. Si todos
los electrones tuvieran la misma energia serian focalizados en un Unico punto, por ello resulta tan
importante que el voltaje de aceleracidn sea muy estable ya que sus oscilaciones dan como resultado
lo que se denomina aberracion cromatica o electrones con diferentes longitudes de onda.
Andlogamente, las lentes objetivo aseguran que el didmetro del haz incidente sobre la muestra sea la
menor posible.

Cuando el haz de electrones incide sobre la muestra, se pueden producir todas las interacciones que se
han comentado previamente. Los electrones retrodispersados, se recogen por un detector que los
convierte en una serial eléctrica. Este serial contiene informacién sobre un solo punto de la muestra.
Para formar la imagen se necesita bombardear un gran nimero de puntos de una superficie dada. El
haz de electrones se desplaza sistemdticamente, punto a punto a lo largo de una linea e
inmediatamente el haz se enfoca en la linea inferior, repitiéndose el barrido. Se barren unas mil lineas,
cada una de las cuales contiene unos mil puntos para dar lugar a una imagen simple.

Para conseguir el movimiento del haz sobre la muestra se utilizan dos pares de bobinas de barrido (X e
Y), colocadas en lados opuestos de la columna y perpendicularmente al haz, entre las lentes
condensadoras y las lentes objetivo. Cada par de bobinas recibe del generador de ondas de corriente
adecuadas para este propdsito.

En el sistema electrdnico de visualizacidon se usa un tubo de rayos catddicos para presentar la sefial de
forma instantdnea como una fotografia. Alli se genera un nuevo haz de electrones que tiene un
sistema de focalizacién y control independiente, sincronizado con el sistema principal del SEM para
conseguir una imagen analoga a la television (ya que se realizan barridos de imagen simple a una
velocidad de 25 veces por segundo). Los detectores mas utilizados para electrones de alta energia (>
10 keV) pueden ser del tipo fotomultiplicador de centelleo o de tipo detector de estado sélido.

9.6.6. Evolucion del microscopio electrénico de barrido (SEM).

Todos los microscopios electrdnicos cuentan con varios elementos basicos. Disponen de un cafién de
electrones que emite los electrones que chocan contra el espécimen, creando una imagen aumentada.
Se utilizan lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz de electrones. El sistema
de vacio es una parte relevante del microscopio electrdnico. Los electrones pueden ser desviados por
las moléculas del aire, de forma que tiene que hacerse un vacio casi total en el interior de un
microscopio de estas caracteristicas. Por ultimo, todos los microscopios electrénicos cuentan con un
sistema que registra o muestra la imagen que producen los electrones.

Cuando un haz de electrones interactia con un espécimen determinado, este puede transmitir los
electrones que inciden en el, reflejarlos, absorberlos, emitir electrones secundarios, producir calor,
fotones, rayos X, o bien emitir electrones cargados positivamente.

Los electrones que atraviesan la muestra sin ser afectados se denominan electrones primarios. Gran
parte de ellos modifican su trayectoria sin cambiar su energia, (dispersidn eldstica) y otros electrones
sufren cambios en ella (dispersién inelastica). La interaccion entre electrones puede producir
diferentes fendmenos:

249



Equipos, Utiles de Laboratorio y Técnicas Aplicadas

= Desprendimiento de electrones del &tomo que son emitidos como electrones libres y debido a
su baja energia, solo aquellos cercanos a la superficie pueden ser acelerados y ser captados
por un detector.

= En lugar de desprenderse de la muestra los electrones excitados saltan a un nivel energético
superior y volver a su estado de energia estable, emitiendo la diferencia de energia en forma
de rayos X, luz visible o electrones Auger.

= Una porciéon de electrones puede ser reflejada en angulos préximos a los 1809. Estos
electrones que han perdido parte de su energia se denominan retrodifundidos.

Por otro lado el haz de electrones puede ser fijo, de 1um a 1mm de didametro, o mévil, que recorre
punto por punto la muestra, de 2 a 200 angstrom.

Basandose en los diferentes tipos de interacciones entre el haz de electrones y los atomos de la
muestra, y las distintas sefales a que dan origen se han desarrollado distintos instrumentos de
analisis.

Hay dos tipos basicos de microscopios electrénicos: el Microscopio Electronico de Transmision, MET
(Transmission Electron Microscope, TEM) y el Microscopio Electrénico de Barrido, MEB (Scanning
Electron Microscope, SEM).

Un MET utiliza un haz fijo de electrones, y en la formacién de la imagen se aprovechan los electrones
primarios, por esta razén solo es posible obtener imagenes de muestras lo suficientemente delgadas
como para transmitir entre el 50% y 90% de los electrones que inciden el ella, de aproximadamente
0.1pum de espesor. Se han desarrollado microscopios electrénicos de alto voltaje de 200KV hasta 3MeV
donde es posible observar preparados de hasta 5um. Sus principales ventajas son:

= Alto poder de penetracidn de los electrones, para muestras mas gruesas.

= Menor dafio que sufre el espécimen, dado que el tiempo de interaccion del haz y los atomos
de la muestra es menor por la velocidad de los primeros.

= Alta resolucién en muestras gruesas.

Otro ME que utiliza un haz fijo es el de Reflexidn, que aprovecha los electrones reflejados. Sin embargo
da imagenes de baja resolucién.

Un MEB crea una imagen ampliada de la superficie de un objeto, utilizando un haz mévil de electrones
que recorre la muestra en areas seleccionadas. No es necesario cortar el objeto en capas para
observarlo, sino que puede colocarse en el microscopio con muy pocos preparativos. EIl MEB explora la
superficie de la imagen punto por punto, al contrario que el MET, que examina una gran parte de la
muestra cada vez. Su funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz muy concentrado de
electrones, de forma parecida al barrido de un haz de electrones por la pantalla de una television. Los
electrones del haz pueden dispersarse al alcanzar la muestra o provocar la aparicién de electrones
secundarios. Los electrones dispersados y los secundarios son recogidos y contados por un dispositivo
electrénico situado a los lados del espécimen. Cada punto leido de la muestra corresponde a un pixel
en un monitor de televisién. Cuanto mayor sea el nUmero de electrones contados por el dispositivo,
mayor sera el brillo del pixel en la pantalla. A medida que el haz de electrones barre la muestra, se
presenta toda la imagen de la misma en el monitor. Los microscopios electrénicos de barrido pueden
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ampliar los objetos 100.000 veces o mas. Este tipo de microscopio es muy util porque, al contrario que
los MET o los microscopios dpticos, produce imagenes tridimensionales realistas de la superficie del
objeto.

Se han desarrollado otros tipos de microscopios electrénicos. Un microscopio electrénico de barrido y
transmisidn (Scanning Transmission Electron Microscope, STEM) combina los elementos de un MET y
un MEB, ya que utiliza un haz de electrones mdvil para recorrer una muestra delgada, para luego
captar los electrones primarios transmitidos.

Otro tipo de MEB es el microscopio de sonda de barrido que utiliza una sonda que recorre la superficie
de una muestra, proporcionando una imagen tridimensional de la red de atomos o moléculas que la
componen. La sonda es una afilada punta de metal que puede tener un grosor de un solo 4tomo en su
extremo. Un tipo importante de microscopio de sonda de barrido es el microscopio tunel de barrido
(siglas en inglés de Scanning Tunnelling Microscope, STM) desarrollado en 1981 Este microscopio
utiliza un fendmeno de la fisica cudntica, denominado efecto tunel, para proporcionar imagenes
detalladas de sustancias conductoras de electricidad. La sonda se coloca a una distancia de pocos
angstrom de la superficie del material y se aplica un voltaje pequefio entre la superficie y la sonda. A
causa de la poca distancia entre el material y la sonda, algunos electrones se escapan a través del
hueco, generando una corriente. La magnitud de la corriente del efecto tinel depende de la distancia
entre la superficie y la sonda. El flujo de corriente es mayor cuando la sonda se acerca al material y
disminuye cuando se aleja. A medida que el mecanismo de barrido mueve la sonda por encima de la
superficie, se ajusta de modo automatico la altura de la sonda para mantener constante la corriente
del efecto tunel. Estos ajustes minusculos permiten dibujar las ondulaciones de la superficie. Después
de muchas pasadas hacia adelante y hacia atrds se utiliza una computadora para crear una
representacién tridimensional del material.

Otro tipo de microscopio de sonda de barrido es el microscopio de fuerza atdmica (Atomic Force
Microscope, AFM), que no emplea la corriente de efecto tunel y que, por tanto, se puede utilizar
también en materiales no conductores. A medida que la sonda se mueve a lo largo de la superficie de
la muestra los electrones de la sonda de metal son repelidos por las nubes electrénicas de los atomos
de la misma. La altura de la sonda se ajusta de modo automatico para mantener constante la fuerza de
repulsién. Un sensor registra el movimiento ascendente y descendente de la sonda y entrega la
informacién a una computadora, que a su vez la utiliza para dibujar una imagen tridimensional de la
superficie del espécimen.

Un instrumento que se ha desarrollado para el analisis de muestras a través de un ME es el
microanalizador de rayos X. El microandlisis de rayos X se basa en la excitacion de los electrones
presentes en una muestra, para producir un espectro de rayos X caracteristico, ya que cada elemento
presenta una distribucién definida de electrones en sus atomos. El microanalizador de rayos X se
anexa al ME (T/B) con el objeto de detectar dichas longitudes de onda y determinar en forma precisa
la composicion de la muestra en estudio. En analisis quimico tanto cualitativo y cuantitativo puede
hacerse a muestras bioldgicas o metales, minerales, semiconductores, etc.
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9.6.7. Aplicaciones.

Junto con el desarrollo de la microscopia electrénica, el campo de aplicacidon de la misma se ha ido
extendiendo, debido a algunas caracteristicas que avalan su uso.

= Son ampliamente utilizados en la biologia celular.

= Aunque permite una menor capacidad de aumento que el microscopio electrénico de
transmisidn, permite apreciar con mayor facilidad texturas y objetos en tres dimensiones que
hayan sido pulverizados metdlicamente antes de su observacién.

= Por esta razén solamente pueden ser observados organismos muertos, y no se puede ir mas
alla de la textura externa que se quiera ver.

= Los microscopios electrénicos sélo pueden ofrecer imagenes en blanco y negro puesto que no
utilizan la luz.

= Este instrumento permite la observacidon y caracterizacion superficial de materiales inorgdnicos
y organicos, entregando informacion morfolégica del material analizado.

Las aplicaciones del microscopio electrénico de barrido son muy variadas, y van desde la industria
petroquimica o la metalurgia hasta la medicina forense. Sus andlisis proporcionan datos como textura,
tamario y forma de la muestra. Entre las areas de aplicacion de esta técnica, se pueden mencionar:

= (Ciencia e Ingenieria de Materiales.

Permite la caracterizacion morfoldgica y analitica de materiales, asi como el estudio de su

microestructura:

- ldentificacidn, analisis de fases cristalinas y transiciones de fases en diversos materiales
tales como metales, cerdmicos, materiales compuestos, semiconductores, polimeros y
minerales.

- Estudio de superficies y tamafio de grano.

- Procesos de difusion.

- Segregacion.

- Andlisis de fallos. Identificacién del tipo de degradacion: fatiga, corrosion, fragilizacion, etc.

- Control de calidad. Valoracién del deterioro de materiales, determinaciéon del grado de
cristalinidad y presencia de defectos

- lrregularidades de piezas fabricadas en cadena.

= Geologia.

Una eficaz ayuda en estudios geométricos y morfoldgicos relacionados con la mineralogia y
metalurgia: investigaciones geomineras, cristalograficas, mineraldgicas y petroldgicas.

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es el mejor método adaptado al estudio de la
morfologia de las superficies. A diferencia de un microscopio éptico que utiliza fotones del
espectro visible, la imagen entregada por el SEM se genera por la interaccion de un haz de
electrones que "barre" un drea determinada sobre la superficie de la muestra.
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La trayectoria del haz pasa por una serie de lentes electromagnéticos que lo desmagnifican y
focalizan, de modo que, cuando el haz finalmente incide sobre la muestra tiene un didmetro
de sdélo 10 cm.

El bombardeo de electrones sobre la muestra produce varias formas simultaneas de radiacidn,
entre ellas, la emision de electrones secundarios. La deteccidén de esa sefial en un gran numero
de puntos sobre el area barrida, previa transformacién electrénica, genera la imagen que se
visualiza en una pantalla de TV o es fotografiada mediante una cdmara adosada al equipo. La
excelente resolucion (4nm) y la gran profundidad de foco (del orden de 2 micrones) permiten
la aplicacién del SEM a disciplinas del ambito geolégico-metallrgico, biotecnologia y ciencia de
los materiales.

- Textura de rocas y minerales.

- ldentificacion de minerales y sustancias sintéticas.

Metalurgia.

Control de calidad y estudio de fatiga de materiales, caracteristicas texturales. Analisis de
fractura (fractomecdnica) en materiales.

- Observacion de composiciéon de materiales.

- Fendémenos de difusion.

- Composicién de aleaciones.

- Crecimiento de granos.

- Estudios de corrosidon de metales y aleaciones.

Odontologia.

En este campo son muchas las aplicaciones de las caracterizaciones morfolégicas que se
pueden realizar con el microscopio electronico de barrido. Una aplicacidn especifica de este
microscopio se obtiene al estudiar la direccionalidad de las varillas del esmalte dental [104]. El
esmalte dental posee varias fases de formacién, en las cuales se van depositando elementos
minerales que llegan al lugar por los vasos sanguineos circundantes, produciéndose la
mineralizacion total en la Ultima fase de su formacién. En esta etapa se forman cristales, que al
depositarse toman una disposicién en todo el tejido formado, creando las varillas del esmalte,
estructura principalmente inorganica (98%), adquiriendo una disposicién muy particular de
acuerdo al sector que se estudie de la pieza dentaria. Estas varillas son observadas con un
microscopio electrénico de barrido, notando que estas se disponen en diferentes direcciones
con un solo sentido desde él limite amelodentinario a la superficie, entrecruzandose en las
cuspides y en ciertos sectores de las caras libres y proximales, lo que se denomina
multidireccionalidad de las varillas. Para ello se extraen piezas dentarias humanas (con
indicacidn quirdrgica), las que son metalizadas con oro-paladio y luego son estudiadas en el
SEM. De este modo se puede observar la disposicién de las varillas, analizar los cambios de
direcciones en el espesor del esmalte y comparar la disposicidn en los distintos sectores del
esmalte (oclusal, 1/3 medio y 1/3 cervical). Ademas se pueden analizar a través del SEM las
alteraciones que producen los acidos producidos por la entrada de microorganismos y restos
alimenticios en las superficies vestibulares de los dientes anteriores, ya que sobre ellos se
produce la retencidn de los materiales odontoldgicos en fracturas, fisuras, ferulizaciones, etc.
La entrada de los microorganismos se produce, ya que para la retencién del material de
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restauracién, desde los comienzos de la odontologia, se han realizado tallados en forma de
retencién mecdnica en las piezas dentarias, formdndose estos en la interfase restauracion-
diente.

= Biologia.
- Observacién de los distintos organelos intracelulares.
- Diferenciacidn de células.
- Estructuray ultra estructura de tejidos y drganos animales y vegetales.
- Inmunocitolocalizacién de macromoléculas.
- Patologias animales y vegetales.
- Estudios forenses (busqueda de particulas, tejidos, hilos, semen...).

= Control de calidad.
En este campo, el microscopio electrénico de barrido es de gran utilidad para el seguimiento
morfolégico de procesos y su aplicacién en el control de calidad de productos de uso vy
consumo. Algunas industrias que lo utilizan son:

Fibras. En fibras textiles el SEM se utiliza para examinar detalles superficiales de fibras,
modificaciones en las formas de las fibras o en detalles superficiales, dafiado de fibras,
construccién de hilos y tejidos, fractografia de fibras rotas por diferentes causas, urdimbre,
dimensiones de caracteristicas de fibras desde diferentes angulos,...

Un ejemplo de aplicacion de la SEM en fibras textiles es el caso de la diferenciacién entre la
fibra de lana y las fibras denominadas especiales, tales como el mohair y el Kashmir. El precio
de las fibras especiales es mayor que el de la lana, por lo que el fraude se puede presentar por
etiquetar prendas de lana como compuestas por fibras especiales. La identificacidn, es decir,
comprobar si una fibra es lana o fibra especial se realiza en el SEM midiendo la altura de los
bordes distales de las células cuticulares.

Otra utilidad es la deteccién de productos nocivos en ciertas fibras. La fibra de vidrio y la fibra
mineral de amianto tienen algunas aplicaciones comunes en la industria. Por ejemplo, ambas
se utilizan como aislantes térmicos y eléctricos. El interés principal es detectar la enfermedad
denominada asbestosis, lo que hace que esté altamente restringida su presencia de amianto,
ya que el polvo de esta fibra es nocivo por inhalaciéon, produciendo aplicacion.

Curtidos. Esta es una técnica de fabricacidn de cueros, mediante la cual se somete la piel de
ciertos animales a una preparacién y tratamientos adecuados para transformarla en cuero, a
fin de preservarla de la putrefaccién natural y de que conserve su flexibilidad y elasticidad al
secarse, sin adquirir consistencia cérnea. Por lo general, el cuero se somete a un proceso
denominado aserrado, mediante el cual se divide en dos hojas, quedando asi desdoblado en la
parte correspondiente al pelo o exterior (forma de flor), de espesor uniforme, y la parte
correspondiente al lado de la carne que conserva las irregularidades de espesor o grosor del
cuero antes del aserrado. Por diferentes razones, la parte denominada flor esta considerada de
mayor calidad y por tanto es mas cara.

= Otros.
- Biodeterioro de obras de arte.
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9.7. Determinacion de las caracteristicas morfolégicas y topograficas de las
muestras; estudio cualitativo y cuantitativo de la presencia de elementos
guimicos en las muestras.

9.7.1. Introduccion.

En esta fase del estudio, una vez evaluado el contenido de metales, concretamente aluminio,
procedentes del implante de titanio Ti6AI7Nb presente en los fluidos biolégicos de los animales de
experimentacién (minipig), lo que se pretende es evaluar los efectos sobre las caracteristicas
mecanicas del hueso y el comportamiento de la interfase implante metdlico-hueso. En resumen,
realizar un estudio microanalitico cuantitativo de las muestras de tejido tomadas mediante un
microscopio electrdnico de barrido SEM con analizador EDX para evaluar el efecto de la placa metdlica
“in vivo” sobre su entorno (debilitacién de hueso, crecimiento dseo, induccion ésea).

Para estudiar la estructura de las células, tejidos y drganos que constituyen los componentes del
cuerpo humano y organismos pluricelulares, el hombre ha desarrollado diversos métodos y técnicas, y
ha ido perfeccionando los instrumentos necesarios para conocer con mas profundidad la morfologia y
funcién de los diferentes niveles de organizacidon de la materia. Es pues importante conocer, antes de
estudiar la estructura y la composiciéon de las células y los tejidos, algunos métodos, técnicas e
instrumentos de los que se dispone para llegar a estos conocimientos.

El hueso es una combinacion uUnica de células de muchos tipos, las cuales sintetizan un caracteristico
subgrupo de componentes de tejido conectivo [105]. Ademas de las funciones del hueso obviamente
relacionadas con el esqueleto (soporte, proteccién y locomocion), el hueso es un importante
reservorio de elementos hematopoyéticos, células madre y minerales. Almacena el 99% del calcio del
cuerpo, 80% del fosfato y un alto porcentaje de las reservas de magnesio, sodio y carbonato; actua
como un mecanismo de defensa contra la acidosis y asiste al sistema renal y respiratorio a mantener el
balance acido-basico [106].

El tejido éseo contiene un 60% de sustancias minerales, 20% de agua y 20% de componentes
organicos. Alrededor del 90% de la matriz orgdnica del tejido éseo estd representado por fibras de
colageno tipo | y el 10% restante por sustancias no colagenas; de ellas el 8% son glicoproteinas,
fosfoproteinas y proteoglicanos y el 2% restante compuestos que aun no han podido ser
caracterizados [107].

9.7.2. Métodos de estudio de los tejidos bioldgicos.
9.7.2.1. Microscopia electrénica analitica.

El desarrollo progresivo de la Microscopia Electrénica en el ultimo tercio del siglo XX y la aplicacidn
conjunta de la misma y los sistemas de deteccion de rayos X desarrollados sincrénicamente, han
permitido conocer, en un corto periodo de tiempo e in situ la morfologia y composicién quimica de
una determinada muestra biolégica por medio de técnicas no destructivas.

Existe un amplio numero de técnicas analiticas para estimar el contenido de los elementos inorganicos
en los especimenes bioldgicos como la espectroscopia por absorcién atdémica y la fotometria de llama
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[108] [109] [110]. Estas técnicas, aparte de requerir un numero elevado de células, tan solo consideran
uno o dos cationes simultaneamente. Asi mismo, el empleo de métodos electrofisiolégicos o
fluorimétricos, mediante el uso de indicadores fluorescentes especificos para iones (Fura-2, Fluo-3)
para evaluar las actividades de los diferentes iones, no proporcionan informacién sobre la localizacién
subcelular debido a su baja resolucién microscdpica.

Por el contrario, el microandlisis por energia dispersiva de rayos X es una técnica que combina la
posibilidad de analisis quimico con el poder de resolucién del microscopio electrénico y, por tanto,
posibilita correlacionar la informacion estructural con el contenido elemental. Ademas, permite el
analisis simultaneo de todos los cationes y aniones (Z < 11) presentes en el especimen irradiado por el
haz de electrones y requiere tan solo un numero de células pequefio.

La determinacién en la microscopia analitica se lleva a cabo cuando un haz de electrones acelerados
incide sobre la superficie de una muestra y se produce, entre otros fendmenos, la ionizacion de los
atomos de la misma, esto es, la pérdida de los electrones de los orbitales internos. Cuando un atomo
se encuentra en un estado ionizado, otro electrén de una capa mas externa salta inmediatamente a la
capa deficitaria y rellena el defecto producido. Este salto implica una liberacién de energia que se
manifiesta en forma de radiacion electromagnética (rayos X) que es dependiente del nimero atdmico
del elemento. Los rayos X generados como resultado de la colision entre los electrones del haz
primario con los electrones de los orbitales que se encuentran alrededor del ndcleo. Por el contrario,
los rayos X continuos, o radiacién continua, son producidos como consecuencia de la desaceleracién
que sufren los electrones del haz primario al interaccionar con el nicleo atémico. La energia de los
rayos X caracteristicos depende del nimero atdmico del elemento y puede ser utilizada para
identificar el elemento quimico presente en la muestra [111] [112].

En andlisis de rayos X emitidos por la muestra va a permitir conocer la composicidn de la misma,
pudiendo analizarse de forma cualitativa, semicuantitativa o cuantitativa [113]. Dicho andlisis consiste
en medir la energia de los fotones producidos, previa transformacion de su energia electromagnética
en seial eléctrica, utilizando un espectrémetro de dispersion de energia. Posteriormente, los impulsos
eléctricos son clasificados utilizando un analizador multicanal acoplado a dicho sistema, originando un
espectro a partir del cual es posible derivar la composicidon quimica del especimen visualizado ene |
microscopio electrénico. El espectro es un histograma de frecuencia que muestra el nUmero de rayos X
detectado para cada rango de energia y estd constituido por una serie de picos, designados
indistintamente como lineas de intensidad variable (rayos X caracteristicos) los cuales estan
superpuestos a un fondo continuo de menor intensidad (rayos X continuos, radiaciéon de fondo o
radiacion blanca).

La aplicacién de la microscopia electrénica analitica ha tenido una amplia difusidén entre los diferentes
campos de la ciencia, incorpordndose en alguno de ellos con cardcter casi indispensable. Tal es el caso
de la metalurgia, mineralogia, petrologia y, en general, en las ciencias de los materiales. Su aplicacién
al estudio de la composicion elemental de las muestras bioldgicas esta permitiendo obtener una
importante informacién relacionada con la identificacién y transporte de iones difusibles, la
identificacion de depdsitos orgdnicos y la composicidn de las macromoléculas, por lo que su utilizacion
es cada vez mayor en distintos campo de la investigacién, tales como la microbiologia, biologia vegetal
y animal, toxicologia, medioambiente y medicina.
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Un aspecto fundamental relacionado con la aplicacion del microanalisis por energia dispersiva de rayos
X al estudio de las muestras bioldgicas lo constituye la diferencia existente entre la dureza de los
distintos tipos de muestras, lo que ha llevado a clasificar las mismas en tejidos duros y tejidos blandos
[114]. El microanalisis de tejidos duros estd ampliando considerablemente, entre otros aspectos, el
conocimiento de sus diferentes grados de mineralizacién, tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas y experimentales [115] [116]. Asi mismo, la posibilidad de valorar la reaccién del
organismo frente a la aplicacidon de diferentes prétesis e implantes, vasculares o no, mediante la
utilizacidon de a microscopia electrdnica analitica, esta favoreciendo los estudios relacionados con los
procesos de biocompatibilidad y degradacion [117] [118] [119] [120].

En relacidn con los tejidos blandos, ha sido a partir de la ultima década cuando un nimero creciente
de laboratorios de investigacion ha desarrollado y empleado dicha metodologia para analizar el
contenido elemental de las células aisladas y en cultivo, lo que ha supuesto una importante fuente de
informacién en su aplicaciéon a la patologia para el estudio de enfermedades de distinta indole y
fundamentalmente las relacionadas con los cambios idnicos, como la fibrosis quistica, la enfermedad
de Alzheimer y aquellas en las que es posible la identificacién de particulas como la asbestosis,
beriliosis y silicosis [121] [122] [123] [124].

La aplicacién de la microscopia electrénica analitica al estudio de células aisladas y en cultivo, de gran
interés en biomedicina por el facil control de su microambiente, puede aportar una informacién
suplementaria a los estudios ultraestructurales, bioquimicos y fisioldgicos, al ofrecer mas ventajas que
otras metodologias utilizadas en el analisis de la composicion elemental de células en cultivo como la
absorcion atdomica y la fotometria de llama, ya que permite el analisis in situ de células individuales,
subpoblaciones dentro del cultivo y organelas, asi como el analisis simultaneo de todos los elementos
presentes en la muestra (Z25).

9.7.2.2. Microscopio éptico de campo brillante.

Este tipo de microscopio utiliza como fuente de iluminacion la luz visible. Cuando la muestra a
observar es transparente a la luz empleada, el haz luminoso la atraviesa iluminando el campo que se
guiere observar. Aqui se emplea un sistema de iluminacion de luz transmitida.

llustracion 91. Microscopio 6ptico de campo brillante.
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Este tipo de microscopio, se encuentra formado por un sistema de iluminacion compuesto por una
fuente de luz que puede ser emitida por una ldmpara incandescente en la base del equipo, o
proyectada por un espejo. Este haz de luz atraviesa una lente condensadora que lo concentra sobre la
muestra, para obtener una iluminacién éptima de la misma. Otra parte importante del equipo es el
sistema optico, el cual esta constituido por varias lentes las que estan disefadas y construidas para
evitar o corregirlos defectos y las aberraciones que pueden producirse durante la proyeccién de la
imagen.

La lente objetivo recibe este nombre por ser la que se encuentra mads cerca del objeto a examinar. Esta
lente forma una imagen primaria ampliada del objeto, en el plano focal de una segunda lente
compuesta, la lente ocular, que recibe este nombre por estar cerca del ojo del observador. La lente
ocular amplia la imagen primaria y forma una final ampliada en la retina del observador. Ademas del
sistema de iluminacién y del sistema dptico, en el microscopio existe un sistema mecdnico que esta
constituido por aquellas partes que sostienen los sistemas de 3 lentes y de la muestra, y que ademas
sirve para el enfoque y el movimiento de la muestra bajo el objetivo.

Este tipo de microscopio puede trabajar acoplado a distintos instrumentos, uno de ellos, el
micromanipulador, que permite mediante movimientos en los distintos planos del espacio, y de una
forma muy precisa, hacer disecciones sobre tejidos y células, introducir micropipetas vy
microelectrodos para suministrar sustancias o medir potenciales eléctricos en las células.

El esquema bdsico del microscopio de campo brillante, sirve para el estudio de los diferentes
microscopios Opticos, los que al presentar un aditamento, dispositivo o accesorio adicional permitird
una observacion mas especializada; por ejemplo, el invertido, el de polarizacién, el de fluorescencia, el
de contraste de fase, etc.

9.7.2.3. Microscopio éptico de contraste de fase.

Cuando una muestra, por ejemplo una célula, debe ser observada viva, no se puede procesar por
ninguna de las técnicas que seran descritas mas adelante (inclusién, corte y coloracién) y, por tanto, al
ser vistas en un microscopio de campo brillante, serian pocos los detalles observables de la muestra.
Para una visualizacién con suficiente contraste, se utiliza un microscopio especial que tiene un
dispositivo que transforma las diferencias de fase de la longitud de onda de la luz empleada, en
diferencias de amplitud. La luz, al atravesar una muestra, es desfasada normalmente con respecto a la
luz que atraviesa el medio donde se encuentra dicha muestra (agua, aire, aceite. etc.). Este desfasaje
es pequefio y el ojo humano no es capaz de distinguirlo; ahora bien, mediante dispositivos que existen
en los llamados microscopios de contraste de fase, la diferencia de fase se aumenta lo suficiente como
para que el ojo lo distinga, pudiéndose apreciar distintas intensidades de luz que van desde la
oscuridad hasta el brillo intenso. Los diferentes tonos intermedios estdn determinados por las
diferencias de espesor en la muestra.

9.7.2.4. Microscopio 6ptico de luz ultravioleta y de fluorescencia.

La luz ultravioleta, que no es visible al ojo humano, pero que si se puede utilizar en microfotografia,
tiene una longitud de onda muy corta (300 um) y es absorbida por algunos componentes celulares
como los acidos nucleicos, o por determinadas sustancias que se le pueden suministrar a las células.
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El microscopio de luz ultravioleta puede utilizarse para la toma de microfotografias usando una
pelicula sensible a esta radiacidn, o mediante la visualizacidén de las imagenes captadas por una cdmara
de televisién sensible a la luz ultravioleta.

La luz ultravioleta, por ser una radiacion de alta energia, se utiliza en las técnicas de fluorescencia que
consisten en la excitacidon de los electrones de sustancias presentes en las células o tejidos, o que
pueden ser suministrados previamente.

Para esto se utilizan colorantes especiales o fluorocromos, los cuales, dependiendo del tipo empleado
y de la energia de excitacién, emitiran con una longitud de onda que mediante filtros puede ser
observado por ojo humano.

Un ejemplo de esta técnica, consiste en suministrar a células vivas en cultivo o a animales de
investigacion vivos, uno de estos reactivos y examinar después al microscopio de fluorescencia el sitio
donde este material se acumula, por ejemplo, usando naranja acridina como fluorocromo se puede
demostrar la localizacion de ADN, al cual se le observa una fluorescencia de color verde naranja en el
nucleo de las células que han captado dicho colorante.

9.7.2.5. Microscopio electrénico de transmision, TEM.

Los electrones al tener una longitud de onda muy pequefa (0.005 nm) permiten a este instrumento un
alto poder de resolucion. El microscopio electrénico se asemeja en algunos aspectos al microscopio
6ptico, ya que consta de:

Sistema de iluminacion.
Sistema de manipulacién de la muestra.
Sistema de formacién de la imagen.

Qa 0 T w

Sistema de proyeccion de la imagen.

La fuente de iluminacién es un fino filamento de tungsteno (catodo) que al ser calentado por el paso
de una corriente emite electrones, los cuales son desprendidos a gran velocidad al establecerse una
diferencia de potencial eléctrico entre el catodo y el dnodo (este se encuentra cerca del primero),
pasando a través de este uUltimo por una apertura hacia una columna metalica hueca, donde existe un
alto vacio para evitar que los electrones que viajan a través de ella sean difractados por moléculas
extrafas.

llustracion 92. Microscopio electrénico de transmision.
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Una vez acelerados los electrones por el dnodo, a traviesan un campo magnético producido por la
condensadora, la cual concentraran los electrones en un haz fino y lo dirigirdn hacia la muestra. Esta
Gltima se introduce dentro de la columna por un dispositivo especial que expone el objeto a estudiar al
haz de electrones el cual constituye el sistema de manipulacion de la muestra.

La muestra se contrasta con sustancias que contienen metales pesados de alta densidad electrdnica en
sus atomos, los cuales presentan diversas afinidades por determinados componentes celulares; una
vez que el haz de electrones atraviesa la muestra, los mismos chocan con la nube electrénica de estos
compuestos que se han depositado sobre los componentes celulares lo que produce un retardo y
dispersion de la trayectoria de alguno de los electrones, mientras que otros continuardn su trayecto
hasta llegar a la pantalla fluorescente, donde se forma la imagen.

El dispositivo con la muestra puede moverse en distintas direcciones en un plano perpendicular al eje
de la columna o puede ser ligeramente inclinado para algunos estudios en que se requiere este
movimiento.

Luego de atravesar la muestra, los electrones pasan inmediatamente a través de la lente objetivo,
donde se forma una imagen primaria invertida, la cual es rectificada por una lente intermedia y
proyectada hacia una pantalla fluorescente, formando la imagen final aumentada al chocar los
electrones y producirse una emisién de ondas en el rango de la luz visible. Por debajo de esta pantalla
existe una cdmara fotografica donde se registran las imagenes, una vez retirada la pantalla
fluorescente.

9.7.2.6. Microscopio electrénico de barrido, SEM, con analizador de energia EDX.

Existe otro tipo de microscopio electrénico que recibe el nombre de microscopio electrénico de
barrido y que se basa en el estudio de los electrones reflejados por una superficie. Un dispositivo
integra la imagen, la cual se observa en un sistema de television; mediante este equipo es posible
estudiar la estructura tridimensional de las superficies; por ejemplo, los cilios de una célula, la forma
bicdncava de los hematies, etcétera. Adicionalmente, la emision de la radiacién X caracteristica se
utiliza como una técnica complementaria para el andlisis quimico cualitativo, y en algunos casos
semicuantitativo. En SEM, diferentes detectores amplifican la radiacion emitida por la superficie de la
muestra cuando es barrida por un delgado haz de electrones. La intensidad de la sefial amplificada es
visualizada en una pantalla de televisién convencional.

Este tipo de microscopio electrénico, dado su poder de resolucién (alrededor de 20 nm o mas),
permite el estudio detallado de estructuras cuyas dimensiones se encuentran entre los limites de
resolucién del microscopio dptico (0.2 um) y el microscopio electrénico de transmisiéon que puede
alcanzar de 0.3-0.1 nm.

Finalmente, los microscopios electréonicos de barrido pueden incorporar un detector de rayos X (EDX,
espectrometro de dispersion de energia) que permite realizar andlisis de los rayos X caracteristicos de
determinada zonas de la muestra, identificando la distribucién cuantitativa y cualitativa de elementos
quimicos que se encuentran presentes en ella a través de graficas e imagenes relacionadas con esa
distribucién (microanadlisis de la muestra). Es pertinente sefalar que el analizador EDX de rayos x
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identifica y evalua el contenido de elementos quimicos desde el carbono al uranio en superficies
planas o secciones finas de las muestras en todo tipo de material, bioldgico e inerte [125].

Ademads de la obtencién de un espectro quimico en un punto concreto de la muestra, existen dos
formas graficas de obtener informacién de la sefial de rayos X:

a. Los perfiles de linea que permiten identificar graficamente la variacidon de la concentracién de
uno o varios elementos entre dos puntos.

b. Los mapas de RX que sirven para ver graficamente la distribucién de los elementos en la zona
seleccionada, asignando un color diferente a cada uno.

Los mapas de RX también ofrecen imagenes semicuantitativas de la concentracién de los elementos
mediante la densidad de puntos de un determinado color en la zona.

9.7.3. Técnicas de preparacion de muestras para observarlas al microscopio.

Al observar una estructura al microscopio éptico o al electrdnico, la luz o los electrones atraviesan la
muestra, dando lugar a la formacién de imdgenes que son ampliadas por las lentes del microscopio.
Para esto es necesario que los objetos examinados sean lo suficientemente delgados, para que la luz o
los electrones los atraviesen.

En el caso de la microscopia dptica las muestras deben tener un grosor de 5-8 um aproximadamente, y
para microscopia electrdnica, valores entre 20 y 40 nm. Es necesario, por tanto, cortar el material que
ha de ser estudiado en "lascas" muy finas.

Los requerimientos especificos que deben presentar las muestras con respecto a su tamafio y espesor,
vienen dadas por la pletina del microscopio. Ademas de su estabilidad y que pueden permanecer a
potencial constante durante el tiempo de examen.

Por ello las muestras deben ser metdlicas, estar metalizadas o simplemente recubiertas por una capa
conductora, sin que la magnitud de la conductividad sea critica incluso cuando esta es relativamente
baja.

En el SEM se puede introducir tanto muestras masivas como muestras particuladas, e incluso muestras
en disolucién que deberian ir montadas sobre un portaobjetos de vidrio del propio microscopio. En
todos los casos, las muestras deben ir fijadas a un brazo que se introduce en el microscopio de tal
manera que puedan ser desplazadas segun tres direcciones perpendiculares entre si dentro del
microscopio para obtener imagenes con distintas orientaciones.

En general, la preparacion de las muestras es sencilla y los requisitos que deben cumplirse son:
fijacién, deshidratacion y secado; ademas, la superficie debe ser conductora de la corriente eléctrica.
Este ultimo requisito se cumple en los metales pero no en las muestras bioldgicas, por lo que éstas se
recubren con una capa de carbén o de oro, segln las condiciones en las que se trabaje la muestra y el
objetivo del estudio, es decir, para ser analizadas por EDX o para ser vistas al microscopio. Antes de
tratar las muestras se debe tomar en cuenta el material a ser observado y guiarse por los pardmetros
especificos para cada muestra.
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La preparacion del material bioldgico muerto, para su estudio al microscopio éptico o al electrdénico,
consta de cuatro pasos fundamentales.

La fijacion.
La inclusidn.
El corte.

P whPR

La coloracion.

Mediante la fijacion se logra detener los procesos de destruccidn, celular o histica, que se producen
por las enzimas contenidas en ellos, una vez muerto el organismo o al separarla de él. Este proceso de
destruccidn celular recibe el nombre de autolisis.

Por otra parte, la estructura se conserva lo mas natural posible, ya que las sustancias fijadoras actian
sobre los componentes celulares deteniendo la autolisis mediante reacciones quimicas con reactivos
como el formol, el glutaraldehido, el tetradxido de osmio, etc., o pueden actuar coagulando las
proteinas cuando se utiliza el calor.

A continuacion se realiza la inclusion del tejido, para que el material tenga la suficiente firmeza al
cortarse. El agua que contiene el tejido se sustituye por una sustancia que le da rigidez y evita que se
deforme. Esto se logra introduciendo el material a procesar en alcoholes de gradacion creciente, lo
que ira sustituyendo el agua por el alcohol. Después el alcohol es sustituido por un solvente organico
como es el xilol, la acetona, etc., para de esta forma terminar incluyendo el tejido en una sustancia que
es miscible en este solvente orgdnico. Estas sustancias son la parafina, que se utiliza en microscopia
Optica, y las resinas sintéticas, que se utilizan en microscopia electrdnica.

Una vez incluido el material se realiza el corte utilizando equipos especiales, los cuales presentan una
cuchilla que corta "lascas" del material. Para microscopia dptica se utilizan cuchillas de acero y el
equipo recibe el nombre de micrétomo. En microscopia electrénica se utilizan los ultramicrotomos,
gue emplean cuchillas de vidrio o diamante.

Los cortes para su observacion al microscopio dptico, se montan en una lamina de vidrio llamada
portaobjetos. Para microscopia electrénica se montan en unas rejillas metalicas pequefias que
presentan perforaciones, las cuales permiten el paso del haz electrénico.

Para el estudio de cortes al microscopio dptico de campo brillante es necesario colorear previamente
la muestra con diferentes compuestos quimicos (colorantes), que tienen la capacidad de reaccionar
con los diversos componentes de las estructuras celulares.

La posibilidad de observar una coloracién dada en una estructura se debe a que esta se comporta
como un filtro de color, dejando pasar solamente la luz de determinada longitud de onda. Los
colorantes que corrientemente se emplean para la observacidon de laminas histoldgicas, son sales
neutras que presentan radicales acidos o basicos, es decir, colorantes acidos y basicos. Una coloracién
de uso corriente en histologia es la hematoxilina y eosina (H/E) que emplea ambos tipos de colorantes.
Con esta coloracidn se observa que el ntcleo se tifie con el colorante basico (azul), y el citoplasma se
colorea con el colorante acido (rosado).
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El nucleo, al tener afinidad por el colorante basico (el ADN capta el colorante basico), es basdfilo y la
propiedad que manifiesta esa estructura se denomina basofilia. Por su parte, el citoplasma, excepto en
células secretoras de proteinas, es generalmente aciddfilo, es decir, tiene afinidad con el colorante
acido eosina. La propiedad de reaccionar con los colorantes Acidos, es la acidofilia.

Otro grupo de colorantes, los bdsicos de anilina, incluyen el azul de toluidina, el azul A, el azul de
metileno. Se emplean para identificar los mucopolisacaridos. Al colorearse las estructuras, lo hacen de
un color distinto al del colorante original. Esa propiedad se denomina metacromasia. Los colorantes
basicos de anilina son el azul brillante, el rojo neutro y el verde Janus.

Las técnicas de tinciéon incluyen también la utilizacién de varios colorantes. Ejemplo de ellos son los
métodos tricrdmicos como el Mallory, el Mallory-Azan y el método de Masson utilizados para
demostrar las fibras del tejido conjuntivo, etc. Otra técnica de coloracion muy empleada es la tincion
con sales de plata, que tifie de negro o carmelita oscuro las estructuras celulares, estas se denominan
por la afinidad con las sales de platas argirdfilas.

Por otra parte, el fendmeno fundamental que permite la visualizacion de las estructuras al microscopio
electrénico, esta dado por la dispersién electrénica que provocan los elementos quimicos que
componen las estructuras de la muestra. Estos elementos tienen por lo general bajo peso atémico (C,
O, N, H, etc.), por lo que se hace necesario asociar a estas estructuras, compuestos que contengan
metales pesados de mayor peso atdémico, por ejemplo el tetradxido de osmio y las sales de uranio, que
reaccionan con zonas especificas de la muestra, provocando una mayor dispersion y, por tanto, un
contraste entre las diferentes zonas.

La imagen que se observa en la pantalla fluorescente del microscopio electrénico estd formada por los
electrones que atraviesan la preparacidon sin una gran dispersién. Los diferentes tonos estan
determinados por la llegada o no de ellos, donde las zonas brillantes corresponden, al lugar en el que
un mayor numero de electrones chocan con la pantalla fluorescente.

9.7.4. Procedimiento para la determinacion de las caracteristicas morfolégicas y topograficas de las

muestras.
9.7.4.1. Aspectos preanaliticos. Obtencion y almacenamiento de los especimenes.

Tras el sacrificio de los animales, se procedio a la diseccién de las extremidades intervenida. Mediante
una osteotomia de la tibia se obtuvieron los fragmentos con la porcidon désea que contenian los
implantes. Los especimenes se colocaron en frascos debidamente identificados con el nimero de
animal al que pertenecian. Posteriormente, en laboratorio estas muestras se disecaron con el objeto
de eliminar todos los tejidos blandos (musculo, fascia, tendones y periostio).
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llustracién 93. Muestras de porcién 6sea con implantes.

La preparacion de las muestras para su posterior estudio histoldgico, se describe a continuacion.

En primer lugar, se prepararon los bloques para la fijacion, realizando los cortes con una sierra circular

con filo de diamante e irrigacidn, para evitar el sobrecalentamiento de la muestra, y se sumergieron

en una solucién de formol al 10% tamponado a pH=7.2-7.4, para su posterior procesado.

Después, las muestras fueron deshidratadas en series de alcoholes de gradaciones crecientes; dado el

tamafio de las piezas, se probaran periodos de tiempo largo, de 5 a 7 dias en cada uno de los

alcoholes, como se especifica a continuacion:

Alcohol 709 de 5-7 dias.
Alcohol de 802 de 5-7 dias.
Alcohol de 962 de 5-7 dias.
Alcohol 1009 de 5-7 dias.
Tolueno 3 dias.

Posteriormente, los especimenes son embebidos en una resina metilmetacrilato para su inclusién,
segln el siguiente protocolo:

Resina |, 2 dias.
Resina |, 2 dias.
Resina |, 2 dias.
Resina ll, 2 dias.
Resina ll, 2 dias.
Polimerizacidn en estufa a 32 2C.

Tras el paso de toluol o xilol, ambos validos, las muestras se pasan a la resina. Hay varios bafios en los

dos tipos de resina, la diferencia entre ambas es Unicamente la cantidad del acelerador (perdxido de

benzoilo).

La resina | se obtiene mezclando 100 ml de metil metacrilato, mas 25 ml de dibutil ftalato, mas
2.5 g de perodxido de benzoilo.

La resina Il se consigue mezclando 100 ml de metil metacrilato, mas 25 ml de dibutil ftalato,
mas 4.5 g de perdxido de benzoilo.
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La resina Il es la que contiene la cantidad definitiva de acelerador vy, en ella, se dan los dos ultimos
bafios. Esta mezcla es la que se utiliza para la inclusion o el empastillamiento. Los tiempos que
aparecen en el protocolo son los que se utilizaron, pero hay que tener en cuenta que al no hacer el
vacio, los tiempos se reducen al aplicarlo®. Tras el proceso de polimerizacidn, la muestra queda
incrustada en la resina.

A continuacién, se realizaron los cortes longitudinales del implante, seguin el protocolo establecido,
con una sierra circular, a baja velocidad e irrigando para evitar el sobrecalentamiento de la muestra y
el deterioro de los tejidos que rodean el implante.

Con el objetivo de asegurar el paralelismo de las caras del bloque, una vez expuesto el implante
(debido al primer corte), el bloque se adhiere con la ayuda de una prensa de precisién, a un
portaobjetos que mantendra la superficie de corte paralela al portaobjetos empleado.

llustracion 94. Muestras empastilladas de porcién 6sea con implantes.

Una vez realizados los cortes, se procedié al pulido de las muestras hasta que quedara expuesta la
superficie del implante al nivel deseado, y después se termind la preparacidon con el fin de obtener una
superficie tan lisa como fuera posible. Finalmente, los especimenes se fijaron al portaobjetos
definitivo.

Con el objetivo de estudiar la interfaz entre los implantes bioactivos y el hueso, se empled un
microscopio electronico de barrido (SEM) con un analizador de dispersion de energias de rayos X
(EDX).

Para ello, las muestras se recubrieron con oro para garantizar la conductividad de toda la muestra y asi
optimizar la calidad de las imagenes obtenidas.

9.7.4.2. Aspectos intra-analiticos.

El SEM estd compuesto por tres detectores que se clasifican en imagenes de electrones secundarios,
imagenes de electrones de retrodispersién y analizador EDX de rayos X, los cuales estan instalados
dentro de la camara de vacio.

4 , . . . . .z
El oxigeno inhibe la polimerizacidn.
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La muestra se coloca en el portamuestras de la cdmara de vacio del microscopio, en donde es
escaneada por medio de un haz de luz de electrones, convirtiendo las sefiales eléctricas en una imagen
tridimensional que se observa en el monitor del ordenador.

En el analizador EDX de rayos X del SEM se realizan diversos analisis representados con histogramas e
imagenes de distribucién de los elementos quimicos presentes en la muestra. La formacién de un
espectro EDX de Rayos x se obtiene mediante un software que recoge durante un determinado tiempo
(minutos) los fotones emitidos por la muestra, clasificdndolos seglin su energia. El espectro se
presenta como un histograma en donde el eje de las X tiene unidades de energia (Kiloelectrovolts) y el
eje de las Y el Numero de cuentas o intensidad. En el espectro se realiza de forma automatica la
identificacion y el analisis cualitativo y cuantitativo de los diferentes elementos a través de picos en la
campana de Gauss observados en el histograma. En una muestra se elige uno o varios sitios de interés
para ver si toda la muestra contiene los mismos elementos o hay variacién de estos en un cm?.

Una vez obtenido el espectro, se identifican los elementos en los picos de un histograma espectral de
un punto elegido de la muestra.
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CAPITULO

11

Resultados Experimentales y Discusion

11.1. Resultados clinicos.

Del total de 22 implantes colocados (dos implantes en cada animal, cada implante con un tratamiento
distinto) se produjeron tres fracturas durante la fase experimental, de las cuales dos se pudieron
recuperar mediante reduccidn vy fijacidn de la fractura, y uno se perdié. Uno de los animales con la
tibia fracturada, tuvo que ser reintervenido y, por tanto, se modificé la fecha de rescate del implante
de acuerdo con esta Ultima intervencion. En los animales restantes no se manifesto clinica alguna.

11.2. Resultados de la evaluacion del tratamiento SBF en los implantes de Ti6Al7Nb.

Cuando se implanta en vivo una superficie bioactiva, se forma una capa de hidroxiapatita que se
adhiere quimicamente a esta superficie bioactiva y actia como una capa intermedia entre el nuevo
hueso y el implante. En general, las aleaciones sin tratamientos no son bioactivas pero se utilizan como
material implantable debido a su biocompatibilidad y buenas propiedades mecanicas.

llustracién 1. Implantes de Ti6AI7Nb.
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En esta Tesis se ha pretendido mejorar la osteoinduccion y la bioactividad de los implantes, mediante
la aplicacidn de dos tratamientos superficiales, en aras de facilitar la unién désea in vivo, uno de ellos

completamente novedoso.

Por este motivo, se ha estudiado la interaccidén entre una superficie biocompatible artificial expuesta a
un cultivo celular. La superficie biocompatible fue preparada por la deposicidon de soluciones similares
al plasma sanguineo (soluciones SBF), con el objetivo de obtener recubrimientos de hidroxiapatita a
nivel nanoescalar. El sustrato para recubrimientos consistié en una aleacién de Ti6Al7Nb. El potencial
citotéxico manifestado por recubrimientos tipo de hidroxiapatita se determiné a partir de un cultivo

celular de osteoblastos.

Al Nb Ta 02 N2 C Fe Ti
55-65 65-75 max.0.5 max.0.2 max.0.05 max.0.08 max.0.25 rest

Tabla 1. Composicion quimica de la aleacion de Ti6AlI7Nb.

Este nuevo tratamiento, denominado SBF (synthetic or simulated body fluids), presenta la ventaja de
inducir la formacién de apatita (recubrimiento de hidroxiapatita) en los metales, y otros materiales,
inmersos en soluciones que simulan los fluidos bioldgicos (Ringer, Earl, Hanks). La innovacion de este
tratamiento se encuentra en el uso de particulas biovitrocerdmicas como sustitutas.

Con el objetivo de demostrar la viabilidad de este tratamiento en aplicaciones médicas, se evalud in

vitro mediante su aplicacién a los implantes objeto de esta Tesis.

1.5 x SBF preparation
Blood plasma Ringer EBSS HBSS lons SBF
Na' 142.0 130 143.5 1421 Na* 142.0
K~ 5.0 4.0 5.37 5.33 P 50
Ca™ 2.5 14 1.8 1.26 ~ .
Mg 1.3 - 0.8 0.9 Mg 5
cr 103.0 109.0 1235 146.8 Ca™ 25
HCOy” 27.0 - 26.2 4.2 cr 1478
HPO;{' 1.0 - 1.0 0.78 PO 40
5047 0.5 - 0.8 041 hcor 42
Ca/P 2.5 - 1.8 1.62 : !
Buffer - - - _ SOy 05
pH 7.4 6.5 7.2:76 6.7:6.9 Buffer Bioviroceramic

llustracidn 2. Composiciones evaluadas en el tratamiento SBF.

Antes de aplicar el tratamiento superficial de deposicion de hidroxiapatita en los implantes, éstos
fueron pulidos y arenados. El recubrimiento micro-nanocristalino de hidroxiapatita en dos pasos:
inmersién en solucion de NaOH mas tratamiento térmico y inmersion en solucidon SBF con contenido

adicional de PAW1 biovitroceramico. El procedimiento fue el siguiente:

=  |nmersidon en una solucidon NaOH de -10 mol.
=  Tratamiento térmico: 60 horas a 60 2C.

= Limpieza con agua destilada y alcohol.
= Tratamiento de densificacion térmica: calentar desde 20 2C hasta 600 2C a una velocidad de 5

2C/min, mantener una hora a 600 °C y refrigerar en el horno; obtenemos una capa de titanato

de sodio.
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= |nmersidén durante dos dias en una solucién SBF con particulas PAW1 biovitroceramicas
adicionales (particulas por debajo de 20 um) a 36 2C. la solucién SBF fue preparada segun los
datos escritos por T. Kokubo.

= |nmersién en una solucion 1.5 SBF (sin contenido biovitrocerdmico) durante 19 dias,
refrigerandose la solucién diariamente.

Para observar la deposicién de hidroxiapatita en la superficie de los implantes de Ti6AI7Nb se
emplearon diferentes intervalos de tiempo, de 5 a 15 dias, y el equipo de microscopia electrénica de
barrido con analizador EDX descrito en esta Tesis.

Los analisis de biocompatibilidad consistieron en ensayos in vitro de células osteoblasticas (cultivo de
osteoblastos) cedidas por la Coleccidn de Cultivos Tipo Americana (American Type Culture Collection).
Las células osteoblasticas fueron cultivadas con una densidad inicial de 1x10* cell-cm™ en un medio
gue consiste en una mezcla 1:1 de Dulbecco’s modified Eagle’s medium y Ham’s F12 medium
conteniendo 0.3 mg/ml G418, 10% suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina and 100 g/ml
estreptomicina, en una atmdsfera hiumeda y un 5% de CO,. Dependiendo de la temperatura de
incubacidn, el cultivo celular puede mostrar caracteristicas preosteoblasticas similares.

Los ensayos llevados a cabo fueron de dos tipos:

= Expresion de la fosfatasa alcalina, para confirmar que las células osteoblasticas pertenecen al
fenotipo osteoblastico. Las células se fijaron en formol al 4% para inducir la reaccién en
presencia de sustrato NBT/BCIP.

= Determinacion del potencial citotdéxico y la morfologia de las células osteobldsticas en
diferentes intervalos de tiempo. Para la evaluacién del potencial citotdxico, las células
osteoblasticas fueron tratadas usando hipericina (1uM) para hacerlas fluorescentes. Los
ensayos MTT fueron realizados en muestras preparadas mediante determinaciones
espectrofotométricas.

Andlisis del sustrato (aleacion Ti6AlI7Nb)

Los analisis de la superficie de los implantes a nivel microestructural, asi como los patrones XRS se
muestran a continuacion.

"
)

Nb

‘ S

10 15 20
Energy / keV

llustracidon 3. De izq. a der. se muestra la superficie del TibAI7Nb y el patrén XRD.
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En la imagen de la microestructura del Ti6AI7Nb se observan los granos primarios de la fase
metaestable y en la grafica se muestran los picos caracteristicos de la aleacidn de Ti6AI7Nb.

Andlisis de la deposicion de capas de hidroxiapatita

En todos los implantes, los andlisis se realizaron en todas las capas depositadas de hidroxiapatita. A
continuacion, se muestran los resultados mas relevantes.

llustracién 4. Deposicién después de 5 dias de inmersion en la solucion SBF modificada.

Las muestras después de 5 dias de inmersién en la solucién SBF modificada presentan deposiciones
fragmentadas, observandose superficies de longitudes hasta 10 um y espesores hasta 1 um. También
se puede apreciar que las capas depositadas son homogéneas en lo relativo a los aspectos
microscopicos y composicionales.

llustracion 5. Deposicion después de 10 dias de inmersion en la solucidon SBF modificada.

En lo que respecta a las muestras después de 10 dias de inmersién en la solucién SBF modificada, se
pueden observar deposiciones fragmentadas en la superficie, habiendo superficies de longitudes
comprendidas entre 50- 100 um y espesores de 1 a 10 um, asi como una red de poros interconectados.
También se puede apreciar homogeneidad en la deposicidn de las capas.
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llustracion 6. Deposicion después de 15 dias de inmersion en la soluciéon SBF modificada.

Como se observa en la figura de la izquierda, se aprecia relativa homogeneidad en las capas
depositadas, que incluyen algunos pequeiios poros de 0.1- 2.0 um. En la figura de la derecha se
muestran zonas de nucleos de crecimiento de hidroxiapatita. El crecimiento de hidroxiapatita parece
desarrollarse espontdneamente usando precursores biovitroceramicos y también formacion de iones
de fésforo y calcio en la soluciéon SBF. La deposicién de hidroxiapatita tiene un aspecto cristalino
similar al de las colonias de coral.

Ensayos de corrosion mediante uso de soluciones Ringer con distintos pH

En lo que respecta a los resultados preliminares de los tests de corrosidn, los datos experimentales se
muestran en las siguientes figuras.

Hay que destacar que los analisis de corrosion se han realizado bajo condiciones funcionales extremas,
utilizando soluciones Ringer con diferentes pH (2.33, 7.1, 9.1). Esto es debido a que en cirugia el pH
puede variar desde 5 hasta 2, la concentracién de hidrégeno del tejido dafiado puede aumentar y
puede provocar una respuesta inflamatoria.

Las soluciones Ringer empleadas en los tests fueron: NaCl-6.8; KCI-0.4; CaCl,—0.2; MgS0,.7H,0—
0.2048; NaH,P0,.H,0-0.143; NaHCO3;-2.2; glucosa—1 (el pH acido fue obtenido con ayuda de HCl y su
alcalino con ayuda de KOH) a 37+12C.

Ewpe riment

]

Turrert denzity [md/om?]

-0.5 0.5 15 25 35

Potertial [ %]

llustracidon 7. Polarizacion de curvas para una solucion Ringer de pH=2.33.
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Experimert
3
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llustracién 8. Polarizacion de curvas para una solucion Ringer de pH=7.10.
Ewxperimert
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llustracidn 9. Polarizacion de curvas para una solucion Ringer de pH=9.10.

En las ilustraciones anteriores, la curva de color azul representa la aleacién Ti6AI7Nb y la curva de
color rojo hace referencia a la misma aleacién pero con recubrimiento de hidroxiapatita.

A continuacidn, se muestran dos tablas, una que indica los principales parametros electroquimicos, y
otra que muestra la velocidad de corrosion en la solucién Ringer a 37 2C.

Aliaj | Een(mV) | Ep (MV) \ AE, (mV) | ip (A/CmMY)

pH =233

Ti6AI7Nb -4435 -4435 > +4000 80

TIBAI7TNb + HA -412.0 -412.0 > +4000 8
pH=7.1

TiBAI7Nb -432.2 4322 > +4000 50

Ti6AI7Nb + HA -206.5 -206.5 > +4000 0.1
pH=9.1

Ti6AI7Nb -439.2 -439.2 > +4000 50

TiBAI7Nb + HA -461.2 -461.2 > +4000 9

llustracién 10. Principales parametros electroquimicos en la solucion Ringer a 372C.
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pH Aligj R, (kQ.cm?) icor (WA/CM®) Veor{dm/an) lon release
233 Ti6AI7Nb 18.19 0.44 533 5415

) Ti6AI7TNb + HA 58.42 0.15 1.86 188.9
71 Ti6AI7Nb 72.89 0.30 3.71 3769

) Ti6AI7TNb + HA 207.78 0.11 1.36 138.2
9.1 Ti6AI7Nb 1543 0.59 718 819.6

) Ti6AI7Nb + HA 46.19 0.21 255 2591

llustracién 11. Velocidad de corrosion en la solucién Ringer a 372C.

Evaluacion de la biocompatibilidad mediante ensayos in vitro

Los resultados referentes a la expresidn de la fosfatasa alcalina confirman que las células
osteoblasticas pertenecen al fenotipo osteoblastico. La imagen tomada por microscopia revela
reaccidn histoquimica positiva.

llustracién 12. Expresion histoquimica de la fosfatasa alcalina en un cultivo de células osteoblasticas.

El potencial citotoxico del material estudiado muestra la viabilidad y proliferacion de las células. Los
tests MTT fueron realizados comparativamente en el microscopio fase-contraste y en el microscopio
por fluorescencia. Los resultados espectrofotométricos dan una funcion de la absorbancia
(concentracion coloreada) frente al nimero de células metabdlicas activas del cultivo. Los resultados
se muestran en la siguiente ilustracion para el cultivo de control y las muestras inmersas después de 5,
10y 15 dias en una solucién SBF.
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05

04 4

03 -

02 -

0,1

Control 5 days 10 days 15 days

llustracién 13. Resultados de los ensayos MTT para cultivo de células osteoblasticas a las 48 horas.

La citomorfologia osteoblastica fue observada en dos intervalos, a las 24 y a las 48 horas del inicio del
experimento. Se pueden observar cambios en la citomorfologia de los osteoblastos en el microscopio
fase-contraste, como se muestra en las figuras 49, 50 y 51. Para apreciar los cambios inducidos en el
material, en la figura a se muestra la citomorfologia osteoblastica en el cultivo de control, en un
substrato epoxi, después de 24 horas.

llustracién 14. Cultivo de control.
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llustracién 15. Monocapa celular en la interface para muestra inmersa en SBF después de 5 dias.

llustracion 17. Monocapa celular en la interface para muestra inmersa en SBF después de 15 dias.
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A continuacién, se muestra una comparativa de la citomorfologia osteoblastica en un microscopio de
fluorescencia y en un microscopio contraste-fase después de 48 horas desde el inicio del cultivo.

llustracion 18. Interfaz de una muestra inmersa en SBF después de 5 dias; células observadas en fluorescencia.

llustracion 19. Interfaz de una muestra inmersa en SBF después de 5 dias; células observadas en contraste-fase.

llustracion 20. Interfaz de una muestra inmersa en SBF después de 10 dias; células observadas en fluorescencia.
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llustracion 21. Interfaz de una muestra inmersa en SBF después de 10 dias; células observadas en contraste-fase.

llustracion 22. Interfaz de una muestra inmersa en SBF después de 15 dias; células observadas en fluorescencia.

llustracién 23. Interfaz de una muestra inmersa en SBF después de 15 dias; células observadas en contraste-fase.
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11.3. Resultados de los ensayos de las muestras por analisis de absorciéon atomica.

Uno de los objetivos de esta Tesis, ha sido evaluar la toxicidad de la placa metdlica implantada, cuya
aleacidn es Ti6AI7Nb, mediante la determinacidon de la concentracién de aluminio por absorcidon
atomica en los distintos érganos de los animales de experimentacion, incluido el blanco, que se tomara
como referencia para comparar los resultados.

En la tabla 1, se observan los niveles de aluminio que presentan los animales con implantes y el animal
sin implante (blanco) en los diferentes érganos. Tras determinar los valores medios, maximos y
minimos se llega a la conclusiéon de que la contaminacion que puede provocar el aluminio de los
implantes por estar en contacto con el hueso es despreciable, si se compara con los niveles de
aluminio encontrados en el pienso alimenticio. Para ello se puede observar la diferencia que existe
entre los niveles de concentracién de aluminio en el higado de los animales implantados, escogiendo
el valor medio de 22 mg/kg, y el nivel de aluminio del higado del blanco (cerdo sin implante), de valor
23 mg/kg, ambos similares, lo cual nos demuestra que no ha habido influencia.

IDENTIFICADOR CEREBRO GRASA RINON BAZO HIGADO
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
7 17,2 1,3 28,3 28,9 18,3
13 19,1 1,5 26,3 28 22,4
15 19,6 <1 22,4 28,5 17,8
17 22 <1 21 26,2 17,9
18 18,9 <1 28,1 25,4 19,9
24 24 <1 28 26,3 23,8
25 (Sin Tratar) 23,8 <1 23,9 28,5 23,4
26 17 <1 23,3 26,5 22,2
27 23,5 <1 29 21 24,3
34 22,6 <1 29 26,2 21,7
MEDIA 20,77 1,085 25,93 26,55 21,37
MAX. 24 1,55 29 28,9 25,4
MIN. 17 1 21 21 17,8
DESV.TiP. 2,57955423 0,1789553 2,85308605  2,18323155  2,62604265
C.V. PEARSON 0,12419616  0,16493576  0,11003031  0,08223094  0,12288454

CONCENTRACION DE ALUMINIO EN EL PIENSO: 120 mg/kg

CONCENTRACION DE ALUMINIO EN HIGADO DE CERDO LOCAL: 44.8 mg/kg

Tabla 2. Residuos de Aluminio en distintos érganos del cerdo (mg/Kg).

Un aspecto que llama bastante la atencién y que se desprende de este estudio, reside en que los
valores obtenidos de la concentracidn de aluminio en los distintos drganos eran muy altos. Esto se
debid principalmente a la alimentacién de los cerdos, dado que los niveles de aluminio del pienso eran
de 120 mg/kg, es decir, muy altos.

No obstante, con el objetivo de tener otro dato comparativo, se selecciond un cerdo de granja, se
sacrificd en el matadero municipal de la isla y se analizd su higado, dando una concentracion de Al de
44.8 mg/kg, bastante superior a los estudiados.
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Esta diferencia aclara mucho los datos y nos ofrece conclusiones muy importantes sobre la influencia
insignificante que supone la migracién de iones de aluminio debida al implante, comparadas con la

ingestion diaria de este elemento.

En la ilustracidon 24, se exponen los resultados obtenidos en el andlisis en un diagrama de barras,
donde se puede observar como varia la concentracidn de aluminio en cada érgano (mg/Kg) en funcion

de cada cerdo.

Variacion de la Concentracion de Aluminio en distintos
tipos de Tejidos Biologicos en funcion del Especimen

30
25
20
15
10

Variacion de la Concentracion de
Al (mg/Kg)

W Cerebro MGrasa MRifién MBazo MHigado

llustracién 24. Diagrama de barras.

Variacion de la Concentraciéon de Aluminio en distintos tipos de Tejidos

[ N .. ,
° Bioldgicos en funcion del Especimen

Ne)

‘S 35

S 30

=

c —

G 25

) 20

o

2E s I

$< 10

c

© 5

3  ——a—a————a——a——a—————
S .

S 7 13 | 15 | 17 | 18 | 24 [2OM 56 | 27 | 31 |meoia

Tratar)

——CEREBRO (mg/kg)| 17,2 | 19,1 | 196 | 22 | 189 | 24 | 238 | 17 | 23,5 | 22,6 | 20,77
= GRASA (mg/kg) 1,3 1,5 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1,085
= RINON (mg/kg) 283 | 26,3 | 22,4 | 21 | 281 | 28 | 239 | 233 | 29 29 | 25,93
=== BAZO (mg/kg) 289 | 28 | 285 | 26,2 | 254 | 26,3 | 285 | 26,5 | 21 | 26,2 | 26,55
=#=HIGADO (mg/kg) | 183 | 22,4 | 17,8 | 17,9 | 19,9 | 23,8 | 23,4 | 22,2 | 243 | 21,7 | 21,37

llustracién 25. Diagrama de lineas.
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Los resultados de esta variacidon se exponen también en el diagrama de lineas que se muestra en la
ilustracion 25.

En ambas graficas no se aprecian variaciones significativas, pero como conclusiones derivadas
directamente de los datos, se desprenden que los valores de la concentracidon de aluminio en los
distintos drganos no superan los 30 mg/kg y que los niveles de aluminio en la grasa son menores a

1mg/kg.

11.4. Resultados de los ensayos de las muestras por microscopia electronica de
barrido (SEM). Ensayos de las muestras por analisis EDX.

Las muestras de hueso-implante rescatadas de los animales de experimentacién y preparadas
adecuadamente’, se analizaron mediante microscopia electrénica de barrido con analizador EDX, con
el objetivo de estudiar la interfaz entre el implante y el hueso desde el punto de vista de la
osteointegracion, osteoinduccién y el grado de toxicidad” que pudiera darse tras implantarlo en el
cuerpo humano. Por tanto, se trata de demostrar que un material no soluble sin contenido en calcio y
fosforo, como es el caso de la aleacion Ti6AI7Nb, puede ser un material éseo inductivo siempre que su
superficie se trate para tener una microestructura y nanoestructura adecuada.

llustracion 26. Radiografia del implante: placa tibial y tornillos fabricados en Ti6AI7Nb.

La composicién quimica de la materia prima® a partir de la cual se mecanizaron los implantes retine
todos los requisitos para su aplicacion en clinica implantoldgica.

Esta técnica nos permite generar imagenes composicionales con la finalidad de observar materiales
inorganicos presentes en el material orgdnico, es decir, el microanadlisis quimico realizado permite
obtener el porcentaje en peso de la composicidon quimica elemental en forma semi-cuantitativa. De

1 . ; . . ; . .

Proceso descrito en el capitulo Il de esta Tesis, relativo a las Técnicas Aplicadas.
2 . . . .. .

Posible existencia de otros elementos, como el aluminio, capaces de migrar a otras partes del cuerpo.
3 .z .

Aleacion Ti6Al7Nb.
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esta manera podemos averiguar también si existen elementos en la interfaz hueso-implante, no
comunes en el organismo humano, que podrian tener un alto potencial téxico, como el aluminio.

En la siguiente figura se observa una imagen ampliada de lo que seria una muestra de hueso-tejido, a
la que sometimos a un ensayo de difraccidn por rayos X para comprobar la composicidon del material
en las diferentes zonas. En este caso se puede observar perfectamente en la imagen dos partes bien
diferenciadas, una zona lisa que corresponde a la parte de tejido y una parte mds abrupta que parece
haber sido arrancada dejando al descubierto ciertas protuberancias pertenecientes a una formacion
Osea.

v 800pm ' Electron Image 1

llustracion 27. Muestra hueso-tejido sometida a ensayo EDX.

En esta muestra, se toman dos medidas correspondientes a las distintas zonas (spectrum 1y spectrum
2) para obtener la composicién quimica de los elementos e identificar cada zona, asegurando que
corresponden realmente a la parte del hueso y la parte de tejido.

L N B . ;,. N —
5 800pm ' Electron Image 1

llustracidn 28. Zona analizada, spectrum 1, correspondiente a la muestra hueso-tejido.
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Element Weight %  Atomic %
CK 77.55 82.92
oK 20.50 16.45
PK 0.00 0.00
Cak 1.96 0.63

Totals 100.00

Tabla 3. Composicion quimica correspondiente al punto de analisis spectrum 1.

En el punto analizado (Spectrum 1), la técnica utilizada nos permite identificar perfectamente la
presencia de un tejido blanco (composicion de carbono y oxigeno) sin formaciéon de hueso. Como se
puede ver en los resultados, no existe ninguna formacion dsea, ya que los valores de fosforo y calcio

son insignificantes o nulos.

' 200pm ' Electron Image 1

llustracién 29. Zona analizada, spectrum 2, correspondiente a la muestra hueso-tejido.

Element Weight % Atomic %
CK 30.85 42.97
O K 42.62 44.56
Na K 1.35 0.98
PK 7.93 4.28
CakK 17.25 7.20
Totals 100.00

Tabla 4. Composicion quimica correspondiente al punto de analisis spectrum 2.

En esta imagen donde analizamos el punto correspondiente al spectrum 2, se observa una serie de
protuberancias sobre la superficie. Los resultados obtenidos, determinan una composiciéon quimica
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qgue identifica la presencia de calcio (Ca) y de fésforo (P). Para identificar la fase mineral de
hidroxiapatita del hueso se necesita obtener la relacidn calcio/fésforo en la muestra y compararlo con

el de hidroxiapatita, cuyo valor es —

Este ratio se determind mediante el célculo del background o ruido de fondo del calcio y del fésforo
por separado, sumando el valor bruto y neto de cada elemento en el espectro y dividiéndolo después
por el valor bruto, para obtener asi el valor (pickbackground) de cada elemento. Esta operacién se
repitid para cada zona de tejido analizada y se establecié una relacién entre el calcio y el fésforo
presente en dicho tejido para cada muestra (andlisis semi-cuantitativo).

En nuestro caso la proporcion — —— estd dentro de los valores admitidos lo que

identifica la formacion dsea en el punto analizado. La presencia de carbono y oxigeno es algo normal
por ser los elementos principales de estructuras organicas.

Tomando una imagen mas ampliada que las anteriores y analizando otro punto, también se observa
unas proporciones de calcio/fésforo que entran dentro de los valores admitidos para tratarlo como

formacién dsea (— ). Este punto entonces pertenece a la parte mineral del hueso lo que

demuestra una buena osteoinduccién del material.

00pm Electron Image 1

llustracion 30. Zona analizada correspondiente a la formacion de tejido dseo.

Element Weight % Atomic %
CK 55.56 66.33
OK 32.96 29.54
PK 0.19 0.09
CakK 11.29 4.04

Totals 100.00

Tabla 5. Composicion quimica correspondiente al punto de analisis de la ilustracion anterior.
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El analisis de la interfaz hueso-implante se llevd a cabo en distintas zonas de contacto entre el hueso y
el implante: punta, tornillo y punta-placa.

En primer lugar, se analizé la punta mediante un barrido de 1.5 mm, recogiendo puntos de la parte
Osea, de la interfase hueso-metal y del metal. Ademds, se examind con detenimiento la interfase con
el objetivo de averiguar si existe contaminacion del metal en la estructura ésea-organica.

En esta imagen se muestra el andlisis de una de las muestras que contiene parte de Ti-6Al-7Nb,
concretamente la punta. Se pueden diferenciar perfectamente dos partes que corresponden a la zona
metalica del implante y a la zona correspondiente al hueso y tejido organico.

Electran Image 1

llustracidn 31. Andlisis interfaz hueso-implante en la zona de la punta mediante barrido de 1.5 mm.

En este grafico, que corresponde al barrido realizado en la muestra anterior, se determina la
proporcién de cada microelemento en la zona donde se encuentra.

‘hnlldﬂhﬁwlm\ﬁﬂ/Mr'f

g%

AT er' .
N
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Mok Lal, Hanum Kal | Lakum ks* Froschzius <al Sunnm Fal Carban fal

llustracién 32. Proporcion de cada elemento en funcién de la zona de analisis.
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Para poder interpretar razonablemente los resultados obtenidos en el analisis de barrido, hay que
diferenciar tres partes:

= Zona 1: Formacién dsea (0 mm-0.5 mm).

= Zona 2: Interfase (0.5 mm-0.6 mm).

=  Zona 3: Implante metalico (0.6 mm- 1.4 mm).

En la Zona 1, perteneciente a la formacion désea, la composicion es principalmente calcio, fésforo,
oxigeno y carbono. La Zona 2 de la interfase hueso-metal contiene en su mayor parte carbono y
oxigeno y la ultima zona, parte metdlica, estda formada por titanio, aluminio y niobio, como
corresponde.

Los valores tan altos de carbono son debidos a la degradacion que sufre el tejido organico durante el
corte de la muestra.

Los graficos que se presentan a continuacion ofrecen informacion individual de los diferentes
elementos que constituyen el barrido.

Calcium Kal

llustracidn 33. Proporcion de calcio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

05 K

Phosphorus Kal

llustracidn 34. Proporcion de fosforo en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.
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30

204

mim

Catbon Kal_2

llustracion 36. Proporcion de carbono en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

0 05 4

mm

Titanium Ka'

llustracion 37. Proporcidn de titanio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.
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Aluminum Kal

llustracién 38. Proporcion de aluminio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.
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mm

Mickium Lal

llustracidn 39. Proporcion de niobio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

En segundo lugar, se analizé la zona del tornillo mediante un barrido de 1.5 mm, recogiendo puntos de
la parte dsea, de la interfase hueso-metal y del metal. Igualmente que en el caso anterior, se examind
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con detenimiento la interfase con el objetivo de averiguar si existe contaminacidon del metal en la
estructura dsea-organica.

Tmm Electron Imaage 1

llustracidn 40. Analisis interfaz hueso-implante en la zona del tornillo mediante barrido de 1.5 mm.

De la misma manera, obtenemos la grafica que corresponde al barrido realizado en la muestra
anterior, determinando la proporcién de cada microelemento en funcién de la zona donde se
encuentra.

pfaqj,”wn_"ﬂmﬂ__“ww

ITIFM

Titanium Fa1, Calcium Kat, Alminum Kal, izarbon Kal _2

llustracién 41. Proporcion de cada elemento en funcidn de la zona de anilisis (tornillo).
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Como se puede observar, se distinguen varias zonas que corresponden a zonas de hueso y zonas
donde hay metal, cada zona con composiciones similares a las del caso anterior. Por tanto, se puede
perfectamente interpretar la cantidad de microelementos que se recogen en el barrido. En este caso el
barrido atraviesa dos partes diferenciadas de metal y dos de tejido éseo junto con partes organicas.
Hay que examinar las zonas que se encuentran en la interfase y tras recoger los datos y observarlos, no
se aprecia contaminacion.

Hay que destacar que el contenido de aluminio es bastante bajo, excepto en la zona donde hay
implante, como es de prever. Se puede destacar que el aluminio recoge ciertos valores en las zonas
gue no son del metal, aunque son tan insignificantes que no los tendremos en cuenta.

Con respecto al contenido en carbono, es bastante alto en la interfase debido principalmente al
proceso de corte de las muestras, como ya se comento.

A continuacion, se muestran los graficos que ofrecen informacién individual de los diferentes
elementos que constituyen el barrido.

504

40+

B B S S By B

o 1 2
mm

llustracién 42. Proporcion de fésforo en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

1

Aluminum Kal

llustracién 43. Proporcion de aluminio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.
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20

mm

llustracion 44. Proporcion de oxigeno en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

1

Catbon Kal_2

llustracion 45. Proporcion de carbono en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

mm

Calcium Kal

llustracidn 46. Proporcion de calcio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.
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mm

Titanivm Kal

llustracion 47. Proporcion de titanio en la muestra (punta) mediante barrido de 1.5 mm.

Por ultimo, se analizdé la zona denominada punta-placa mediante un barrido de 1.5 mm, recogiendo
puntos, igual que en los otros casos, de la parte ésea, de la interfase hueso-metal y del metal.
Igualmente, se examind con detenimiento la interfase con el objetivo de averiguar si existe
contaminacion del metal en la estructura dsea-organica.

; 100pm b Electron Image 1

llustracidn 48. Andlisis interfaz hueso-implante en la zona de la punta-placa mediante barrido de 1.5 mm.
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llustracion 49. Proporcion de cada elemento en funcion de la zona de analisis (punta-placa).

Al igual que en las graficas anteriores la interpretacion sobre la contaminacién de los diferentes tejidos
es nula. En este caso el rango de barrido es mucho mejor y la escala se ha reducido a 280um. Se
observa perfectamente una diferenciacion entre la parte metdlica y la formacidn ésea.

En este caso cabe destacar la zona de la interfase con contenidos en carbono y oxigeno. Es apreciable
la falta de tejido éseo (calcio y fosforo) y también falta de elementos metalicos (titanio, aluminio,
niobio) en esta zona.

A continuacion, se muestran los gréficos que ofrecen informacién individual de los diferentes
elementos que constituyen el barrido.
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200

Titanium Kal

llustracién 50. Proporcion de titanio en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.

e e B A e A

a 100 200
pm

llustracién 51. Proporcion de aluminio en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.

pm
Michium Kal

llustracion 52. Proporcion de niobio en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.
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130

100~

504

Calcium Kat

llustracion 53. Proporcidon de calcio en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.

100

Phosphorus Kal

llustracion 54. Proporcion de fosforo en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.

Oroygen Kal

llustracidn 55. Proporcion de oxigeno en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.
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150
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Carbon Kal_2

llustracidn 56. Proporcion de carbono en la muestra (punta-placa) mediante barrido de 1.5 mm.
11.5. Resultados histoldgicos de los ensayos de las muestras.

Las histologias obtenidas a raiz del andlisis de las muestras implante-hueso correspondientes a los
animales de experimentacidn, permiten identificar el hueso y los tejidos blandos alrededor del
implante, como se muestran en las ilustraciones.

El tejido 6seo se identifica en la mayoria de los casos por la observacion de las osteonas y de los vasos
sanguineos en general, demostrando la presencia de un hueso maduro ordenado. Sin embargo,
también se ha identificado como hueso, un segundo tipo de hueso inmaduro u osteoide.

ltanio

b'r' e .
b Titanio

Titanio [l

Hueso
mineral

L
Osteona

llustracion 57. Presencia de hueso en contacto con el implante en una muestra sin teiiir.
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Las figuras a, b, ¢ y d son secciones sin tefiir en las que se observa claramente la presencia de hueso
mineral en estrecho contacto con la superficie del implante de titanio (flechas). Los circulos en linea
discontinua marcados indican la presencia de las unidades estructurales bdsicas caracteristicas de
hueso compacto. Son las osteonas o sistemas de havers, que consisten en un canal central
denominado canal o conducto de havers por el que va la vascularizacion del hueso (arterias, venas,
vasos linfaticos e inervacidn); alrededor de este conducto se disponen laminas concéntricas de matriz
dsea formandose las unidades circulares que se observan. Las imagenes e y f se ven tefiidas con la
técnicas de Masson-Goldner, técnica en la que se tifie de manera diferencial el hueso mineral maduro
(tefiido en azul) y el hueso inmaduro que adn no se ha mineralizado (tefiido de rojo). Los puntos mas
oscuros, sobre todo en las figuras a y ¢, dispuestos de forma concéntrica en el interior de las osteona,
son las lagunas 6seas, es decir, cavidades que quedan en el hueso mineral y que albergan los
osteocitos, que son las células éseas en su Ultima etapa de maduracién; estas células presentan
ramificaciones a su alrededor por las que se comunican entre ellas y con el canal central de havers, a
través del que obtienen los nutrientes necesarios para su mantenimiento.

Hueso
mineral

a Titanio s Titanio

Titanio

llustracion 58. Hueso mineral formado en contacto con el implante.

310



RESULTADOS Y DISCUSION

Las figuras a y b corresponden a la misma seccidn antes y después de la tincién. Se observa en la zona
del interior del implante que el tono azul se transforma en un tono oscuro probablemente a causa del
exceso de luz al que se ha expuesto el corte para poder verlo, consecuencia del grosor. No obstante el
grosor no parece ser homogéneo porque si lo fuese se deberia ver igual que en la zona mas alejada del
implante. De todas formas lo que interesa es que el hueso que aparece oscuro esta tefido de azul y
por tanto podemos afirmar que es hueso mineral totalmente formado, las zonas que aparecen
claramente en rojo, son zonas de hueso que no se ha mineralizado y por eso no fijan el azul de anilina,
que es el colorante que tife especificamente los depdsitos de hidroxiapatita. En las figuras c y d se
observan con bastante claridad y detalle. Se observa (zonas sefialadas con flechas) que en la interfase
el hueso mineral contacta directamente con la superficie del implante de titanio (osteointegracion)
aunque en otras zonas aparece la matriz aun sin mineralizar, sefialada con puntas de flecha pequena.
Con puntas de flecha ligeramente mayores se han sefialado tres lagunas dseas conteniendo osteocitos.
Los asteriscos indican zonas de hueso inmaduro aun sin mineralizar. La foto d corresponde a otra zona
del hueso que estd en contacto no con el tornillo, sino con un fragmento de titanio cuadrangular que
aparece a ambos lados de dicho tornillo.

11.6. Discusion.

Para realizar ensayos a largo plazo con tejidos, huesos y musculos subcutaneos, segin la norma
europea EN 30993-6:1994, son adecuados animales como ratas, cobayas, conejos, perros, ovejas,
cabras, cerdos y otros cuya esperanza de vida sea relativamente larga. También, se ha demostrado que
los resultados obtenidos utilizando el modelo mandibular y el de huesos largos son semejantes [1],
pero esta validez sélo lo es para implantes sin carga. Si es necesaria la carga de los implantes, hemos
de utilizar especies en las que podamos cargarlos posteriormente, tales como, el cerdo y el perro.

El cerdo, es una de las especies preferidas al tener los érganos y tiempos de osteointegracidon
semejantes a los humanos [2], mientras el perro tiene tiempos de osteointegracion diferentes [3],
teniendo a su favor las facilidades de manejo [4]. Este es uno de los principales motivos por los que se
ha escogido el minipig como animal de experimentacién en nuestro estudio, centrado principalmente
en analizar el comportamiento “in vivo” de dos tratamientos superficiales sobre una placa de aleacién
de titanio Ti6AI7Nb en su entorno, desde el punto de vista de su osteointegracion y de su toxicidad.

El concepto de osteointegracion propuesto por Branemark hace ya mas de 30 afios ha sido el punto de
partida de la utilizacién de los implantes osteointegrados. Los planteamientos iniciales propuestos por
este autor, han ido sufriendo transformaciones debido a la aparicién de nuevos disefios de implantes,
al tratamiento de las superficies y a un mejor conocimiento sobre la biologia dsea.

El primer factor indicador del éxito de la implantacién es la consecucién de la estabilidad funcional de
los implantes, es decir, que el implante quede fijo en su lugar de colocacion y no se deba reemplazar.

Las causas de un posible fracaso son variadas y no siempre son consecuencia de la respuesta del
huésped en funcién del tipo de implante colocado. No obstante, en situaciones en las que la
colocacidn inicial y las condiciones de carga especificas del implante comprometen al éxito, la calidad
del implante, sobre todo en lo que hace referencia a su superficie, puede representar un factor critico.
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En funcidn de la velocidad y de la calidad del tejido dseo neoformado alrededor del implante, los casos
complicados se pueden resolver favorablemente o pueden, definitivamente, fracasar.

Es un hecho la importancia de la estabilidad mecdnica del implante, que se evalia analizando la
calidad de la osteointegracion mediante el andlisis de la cantidad de hueso neoformado en contacto
directo con el implante, habil para fijar mecdnicamente el implante, y el tipo de tejido éseo que se
forma.

De los factores clave para conseguir una osteointegracién optima destacan las caracteristicas del
material, el disefio macroscépico del implante y el tipo de superficie. Varios estudios enfatizan que el
modo de osteointegracion de los implantes y la estabilidad dependen en gran medida de la
ultraestructura del implante disefiado [5] [6] [7] [8]. Para algunos autores la geometria del implante
parece ser el factor determinante en la adecuada distribucion de fuerzas del implante al hueso [9] [10].
Ademas, es un hecho demostrado que a mayor longitud del implante, mayores posibilidades de que
llegue a buen término la osteointegracion [11].

No obstante, indagar en los procesos celulares que ocurren en la interfaz implante-hueso ha
contribuido mucho al entendimiento de la osteointegracién. La comprensién de la compleja
interaccion hueso-implante a diferentes niveles ofrece la oportunidad de evaluar y fabricar implantes
con respuestas bioldgicas especificas [12] [13] [14].

En este estudio, el implante fue disefiado de tal forma que este fuera lo menos invasivo posible,
minimizando la funcionalidad de la articulacién del animal, asegurando un éptimo contacto hueso-
implante asi como la transmisién de cargas (induccién del crecimiento del hueso) y una implantacion
sencilla.

Segun la norma mencionada anteriormente, las muestras de ensayo y los materiales de control han de
ser implantados en las mismas condiciones, sobre las mismas especies animales de igual edad, sexo y
raza, y en los lugares anatdomicos correspondientes. El nimero y tamafio de los implantes introducidos
en un animal depende del tamafio de la especie y de la localizaciéon anatémica. Para Parr y colegas [4],
se deberian utilizar animales mestizos para evitar fendmenos asociados a la raza. Sin embargo,
nosotros preferimos el uso del cerdo de raza minipig, intentando de este modo una mayor
homogeneidad entre los individuos para evitar al maximo posible variaciones debidas a estos factores.

La técnica quirdrgica empleada fue la rutinaria para la implantacidon de los implantes en la tibia del
cerdo; con respecto al tiempo de implantacion, éste va a depender del potencial de reparacién del
hueso [15]. En cerdos no se han encontrado diferencias en el porcentaje de contacto éseo entre
cargarlos a las 6 y a las 18 semanas [16]. Sin embargo, habra diferencias dependiendo de la calidad del
hueso, teniendo que esperar algo mds en implantes superiores que en inferiores [17]. La carga
prematura puede prevenir el contacto directo del hueso con el implante, pudiendo provocar cambios
en la cresta 6sea [18] [19]. Si el implante fuera movil se podria incrementar la movilidad pudiendo
provocar incluso su fracaso [20]. En nuestro caso, durante la fase experimental se produjeron tres
fracturas (dos se recuperaron y una se perdid), probablemente debido a una mala implantacion.

Tras el periodo de estudio, se procedid a la eutanasia de los animales, siguiendo los protocolos
establecidos para evitar sufrimientos innecesarios a los animales. Segin la norma EN 30993-
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1206:1994, para estudios a largo plazo las muestras han de estar implantadas al menos durante 12, 26,
52, 78 6 104 semanas. Nunca se pueden mantener menos de 12 semanas, ya que hay que tener la
certeza de que se ha alcanzado un estado estacionario con respecto a la respuesta bioldgica. En este
estudio, el periodo de implantacién ha sido de 6 meses (>24 semanas). Durante el periodo de
cicatrizacion se ha garantizado el contacto entre el hueso y el implante de cada cerdo intervenido, no
observandose signos de inflamacidn.

Como se ha comentado, el aluminio se ha presentado como un elemento perjudicial para el cuerpo
humano cuando los niveles alcanzan el umbral a partir del cual, dicho elemento no se elimina del
cuerpo. Estudios publicados sefialan al aluminio como la toxina responsable de muchas
enfermedades”.

La evaluacion de la toxicidad de la placa metdlica implantada (aleacidon Ti6Al7Nb), se ha realizado
mediante la determinacion de la concentracién de aluminio por absorcién atémica en los distintos
drganos de los animales de experimentacién.

Durante mucho tiempo el aluminio fue considerado como un elemento inocuo, pero la bibliografia
revelaba ya muchos datos de sus efectos tdxicos.

Spoffort en 1921 describe los sintomas patoldgicos que experimentd un obrero de la industria
metallrgica tras la exposicion prolongada a un polvo industrial con altas concentraciones en aluminio
[21]. Koppeloff en 1942 relata el efecto epiléptico del hidréxido de aluminio en los animales de
experimentacién cuando se administra por via subdural [22]. Klatzo en 1965 describe que los
compuestos del aluminio producen una degeneracién neurofibrilar en el cerebro de los conejos, dando
lugar a una alteracion muy similar a la observada en los pacientes con enfermedad de Alzheimer [23].

Estd ampliamente demostrado que el aluminio se convierte en un elemento perjudicial para el cuerpo
humano cuando los niveles alcanzan el umbral a partir del cual, dicho elemento no se elimina del
cuerpo. Estudios publicados sefialan al aluminio como la toxina responsable de muchas
enfermedades”.

Aunque estos estudios no han sido debatidos por muchos centros de investigacién médica se da por
sentado que el aluminio no obtiene la categoria de material biocompatible. El aluminio como
elemento no es un nutriente, pero se encuentra en cantidades variables en el agua, tierra, aire,
alimentos, vegetales, semillas e incluso en algunas medicinas. El principal problema es que el cuerpo lo
absorbe, acumula y elimina siendo las cantidades que puede injerir una persona a lo largo de toda una
vida muy altas, y si no se eliminan pueden llegar a causar ciertos problemas.

En efecto, estd estipulado que la ingesta diaria de Al oscila entre 3 y 10 mg/dia; algunos estudios
realizados en paises como Hungria, Alemania, Suecia o ltalia, hablan de un limite semanal que
demuestra que los adultos podrian llegar a ingerir entre 0.2 y 1.5 miligramos por cada kilo de masa
corporal, y los niflos entre 0.7 y 2.3 miligramos [24].

4 . ; . . .. . . s .
Véase el capitulo | de esta Tesis, apartado denominado “El aluminio en los sistemas bioldgicos”

5\« ; . . .. . . 1z .
Véase el capitulo | de esta Tesis, apartado denominado “El aluminio en los sistemas bioldgicos”
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El consumo de té puede ser una via de exposicion al aluminio ya que las hojas del té tienen altos
contenidos del metal. La infusidn presenta entre 10 y 100 veces mas contenido del elemento que las
hojas de la planta, pero la presencia de taninos y otras sustancias orgdnicas hace que se disminuya
notablemente la forma de aluminio capaz de ser absorbida por el intestino del hombre [25] [26].

En lo que respecta a la raza porcina, la nutricién mineral es una parte importante de su alimentacién,
considerandose el aluminio un mineral esencial menor, cuya necesidad no ha sido demostrada; los
niveles maximos tolerables en la dieta son de 200 ppm MS, puesto que su toxicidad inhibe a absorcién
de glucosa y la deposicién del fésforo en los huesos, con signos clinicos nerviosos [27].

Algunos autores consideran que la ingesta de aluminio via agua de consumo sélo es una pequefia
parte del metal incorporado por la alimentacidn, por lo que se deberia tener en cuenta la ingesta de
aluminio por la via de los alimentos [28] [29]. Otros autores, como Martyn et al [30] y Forster et al [28],
consideran que, aun siendo la alimentacion fuente de ingesta importante del metal, es en el agua
donde presenta una forma mds biodisponible para ser absorbida por el intestino, y que la mayor parte
del aluminio ingerido procedente de otras fuentes no se absorbe.

A pesar de que, en comparacidon con otras, esta fuente de exposicidon representa una pequefia
proporcién de la ingesta diaria de aluminio, mediante el consumo de agua se aporta aproximadamente
0.1 mg/L. De la misma manera, en funcidén del tipo de aire que se respire, la concentracion de Al
absorbida es distinta. Considerando el aire de una ciudad, estos valores estarian en torno a 0.4 - 8.0
ug/m>. No obstante, la exposicién por inhalacidén no es la via mas importante a la que la poblacién
general esta expuesta, aunque podria serlo en algunas ocupaciones altamente expuestas.

El riesgo de toxicidad por Al no estd limitado a pacientes con tratamientos crénicos (didlisis, nutricién
parenteral,...). El motivo principal se halla en el extenso uso del elemento en medicina, en la industria
farmacéutica (antiacidos con aporte de 104 a 208 mg de Al por cdpsula, aspirinas con regulador de pH
con aporte de 10 a 20 mg de Al por tableta, suplementos de calcio, productos antidiarreicos y
antihemorroidales), en la elaboracion de vacunas (difteria, tétanos, hepatitis, rabia y antrax),
disoluciones nutritivas, etc.

El consumo de productos farmacéuticos, antidcidos y analgésicos con aluminio, puede suponer un
aumento en la incorporaciéon de metal en 2 6 3 érdenes de magnitud de la ingesta por alimentacion. La
dosis semanal recomendada por la FAO para una persona adulta de 60 kilogramos de peso es de 420
mg [28]. Por otro lado, los pacientes sometidos a didlisis pueden estar expuestos a unos niveles
moderadamente aumentados del metal. Esta organizacion internacional recomienda que los niveles
maximos de Al en el fluido de dializacién sea inferior a 15 pg Al/ | [31].

La exposicion a Al también puede ser el resultado del uso de productos de higiene personal. Los
compuestos de aluminio son utilizados en la industria cosmética, principalmente en la fabricacién de
desodorantes y antitranspirantes, aunque los estudios llevados a cabo indican que la absorcidn
dérmica del metal seria minima [31]. El lactato de Al es utilizado en cremas dentales para dientes
sensibles. El clorhidrato de Al, ampliamente usado en la composicion de antitranspirantes, actua
suprimiendo el sudor por formacién de un precipitado de hidréxido o desnaturalizando queratina en la
capa cérnea que rodea los ductos de las glandulas.
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Los datos de distintos estudios en diferentes paises afirman que la ingesta diaria del metal varia
grandemente dependiendo de la dieta, el uso de medicaciones con sales de Al, la fuente de agua de
consumo y la exposicidn a distintos ambientes, como el laboral. Asi pues, la exposicidn diaria de un
adulto de 60 kg puede oscilar entre 2.5 y 13 mg Al/dia por exposicién aérea, por la ingesta de
alimentos y de agua. En general la estimacién hecha por la OMS supone, en los paises en los que se ha
estudiado, una exposicién menor a 15 mg/dia (0.03-11.5 mg/dia) [28], llegando a varias veces mas en
personas que toman medicamentos con aluminio o altamente expuestas a través de los alimentos o el
ambiente. La absorcién diaria puede suponer un 3% del aluminio total ingerido del agua y menor si la
fuente de exposicidn son los alimentos.

Por estos motivos, la proporcion de aluminio que puede afectar al ser humano por la difusion de este
elemento al llevar un implante es pequeia, y no se puede considerar como algo perjudicial frente al
consumo diario por ingesta alimenticia u otros factores.

El andlisis de la respuesta dsea al material implantado se llevé a cabo mediante la evaluacién de la
interfaz hueso-implante por microscopia electrénica de barrido y estudios histopatoldgicos por
microscopia dptica.

Actualmente hay diferentes metodologias para abordar la evolucién del proceso de consolidacidn
Osea: radiografias, densitometrias y, de manera indirecta, la determinacién de iones en sangre, pero
no informan sobre el porcentaje de cada uno de los componentes minerales y cémo van cambiando a
través del tiempo. Sin embargo, el abordaje de este fendmeno mediante microscopia electrdnica de
barrido y microanalisis con EDX presenta ventajas destacadas: se realiza in situ, es una técnica
cuantitativa (a diferencia de otras que son cualitativas) y es especifica para cada zona del hueso.

Los métodos clasicos comunmente utilizados para el estudio microscépico de los tejidos tenian el
inconveniente de tener que deshidratar los tejidos antes de su observacidn y analisis. Esto permitia un
buen analisis de la parte organica de los tejidos pero relegaba a un segundo plano la parte inorgdnica.
El método Exakt-Kultzer (Nordestedt, Alemania) permite la visualizacion directa de los tejidos sin tener
gue descalcificar el material. Gracias al sistema de sierra se consigue el corte preciso de los materiales
incluidos en plasticos rigidos y con el pulido se puede rebajar la muestra hasta el punto necesario, de
modo que puede ser visualizada tanto por Microscopia Optica, previa tincién de las muestras, como
por Microscopia Electrénica, ya sea convencional o con electrones retrodispersados (Backscattering).

En este estudio, la localizacion de los tejidos y su morfologia han sido comprobadas por
retrodispersién. Los resultados, por tanto, se refieren a mediciones llevadas a cabo tras la
identificacion del tejido adyacente al implante sometido a analisis. La localizacién de la fase mineral en
el hueso es de vital importancia para asegurar sus funciones como reservorio idnico y su papel en la
mineralizacién.

El microanalisis quimico realizado mediante esta técnica nos permitié obtener el porcentaje en peso
de la composicion quimica elemental semi-cuantitativamente de las muestras con la finalidad de
observar materiales inorganicos presentes en el material organico y evaluar la toxicidad de algunos
elementos, como el aluminio, en la interfaz hueso-implante.
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Para identificar la fase mineral de hidroxiapatita del hueso se necesita obtener la relacidn

calcio/fosforo en la muestra y compararlo con el de hidroxiapatita, cuyo valor es —

La media de los resultados obtenidos de la ratio Ca/P para los tejidos calcificados en el entorno de los
implantes que se han analizado para cada animal es de 2.17, ligeramente superior al valor
correspondiente a la ratio Ca/P que la literatura atribuye a la hidroxiapatita [32].

La ratio Ca/P en los tejidos dseos ha sido ampliamente estudiada en la literatura. Las experiencias de
Neuman y Bareham [33] demostraron por un método indirecto que existia un fosfato cdlcico
secundario inestable, la bruxita, aparte de la hidroxiapatita que podia contribuir a disminuir la ratio
Ca/P en los tejidos dseos.

En 1979, la bruxita pudo ser visualizada por Cristalografia por Rayos X en ciertos tejidos (tejidos poco
mineralizados, hueso recientemente sintetizado con poco depdsito mineral), aunque su significacion
no quedaba clara [34]; no se pudo identificar su localizacién exacta, ni las fases iniciales de la
mineralizacién y su posible coexistencia con la hidroxiapatita en las mismas o localizaciones diferentes
en el tejido calcificado.

En 1991 lijima y colegas [35] propusieron la posible existencia de un precursor de fosfato octocalcico
(de ratio Ca/P menor) observado por Microscopio Electrénico de Transmision, que coexiste con la
hidroxiapatita y que puede formar hidroxiapatita en presencia de fldor; sin embargo sus estudios
fueron realizados in vitro.

Glimcher [36] en 1991 aseguraba que la fase mineral del hueso aparece depositada en forma de
apatita pobremente cristalinizada (no hidroxiapatita) conteniendo carbonato al 5% y fosfato entre 5y
10%. Con el tiempo la ratio Ca/P se acercaba a los valores aproximados de la hidroxiapatita (1.67),
cuyo contenido en carbonato aumentaba al tiempo que disminuye el fosfato.

En 1992 Roberts y colegas [37] realizaron un estudio por resonancia nuclear magnética (RNM) y
difraccidn de rayos X de fracciones de huesos embrionarios, encontrando en un principio una apatita
pobremente cristalinizada, la cual pudiese ser la causa de disminucion de la ratio Ca/P.

Estudios realizados por Ducheyne y colegas [38] aseguran que el valor estequiométrico de la
hidroxiapatita es de 1.67. Sin embargo, mas recientemente Zaichick y Tzaphlidou [39] han atribuido a
la hidroxiapatita un valor estequiométrico de 2.16, similar al que se ha obtenido en nuestro estudio, lo
gue implica crecimiento éseo.

En lo que respecta a la interfaz hueso-implante de las muestras, se realizd un anadlisis exhaustivo en
distintas zonas de contacto recogiendo puntos de la parte dsea, de la interfase hueso-metal y del
metal con el objetivo de averiguar si existe contaminacién del metal en la estructura dsea-organica. En
base a la interpretacion de los resultados que se recogen de la cantidad de microelementos de cada
muestra procedentes del barrido, se puede afirmar que no se aprecia contaminacién. La presencia de
aluminio en la interfaz es insignificante y sélo se aprecia un contenido de aluminio significativo en las
zonas donde hay metal, como es de prever.
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Hay que destacar que el contenido de carbono presente en la interfase es bastante alto, pero esto es
debido principalmente al proceso de corte de las muestras, por lo que no es significativo.

La evaluacion de la existencia de tejido éseo alrededor los implantes de titanio Ti6AI7Nb se llevd a
cabo mediante estudios histopatoldgicos por microscopia 6ptica, cuya interpretacion implica gran
conocimiento de los mecanismos de formacidn de hueso como respuesta a la implantacion.

Efectivamente, la insercion de un implante ocasiona un traumatismo térmico y mecdnico al tejido
receptor. Si este traumatismo es moderado, el tejido dseo va a responder de forma escalonada,
mediante fenémenos de inflamacidn, reparaciéon y remodelacién [40].

La neo-aposicion dsea que se origina alrededor del implante, ocurre a partir de los mdargenes de hueso
fracturado durante la colocacidn del mismo, los cuales contienen nucleos aislados de osificacién que se
desarrollan en la interfase hueso-implante [41] [42]. Una primera fase corresponde a la formacién del
codgulo sanguineo entre el implante y el hueso, con migracién leucocitaria y actividad fagocitica.
Posterior a las 48-72 horas de la colocacion del implante, culmina la actividad fagocitaria y se inicia la
formacidn de un pre-callo. Sucesivamente el pre-callo se enriquece de tejido conectivo compacto y de
células mesenquimaticas, que se diferenciaran en fibroblastos y osteoblastos, convirtiéndose
posteriormente en un callo [43].

Los osteoblastos, dispuestos sobre la superficie del implante, producen fibras osteogénicas
calcificables, generando una matriz dsea (callo dseo) entre el implante y el hueso inicial, el cual
madurara transformdndose en tejido dseo neoformado [43]. En las primeras cuatro semanas del
postoperatorio, la respuesta es masiva, iniciando posteriormente la remodelacion. La neoformacion
Osea prosigue, mientras que simultaneamente los procesos iniciales de remodelamiento conducen a
una gradual adaptacién del hueso neoformado. En la octava semana postquirdrgica, la actividad de
remodelado y adaptacion morfo-estructural del tejido 6seo neoformado alcanza su méxima expresiéon
[44].

En nuestro estudio, los andlisis histoldgicos de la interfaz hueso-implante de las muestras han tenido
una buena osteointegracién, existiendo un intimo contacto entre la superficie del implante (aleacién
Ti6AlI7Nb) y el hueso, y observandose estructuras con osteonas, osteocitos y canales de Havers propias
de los tejidos 6seos. Se aprecia que la respuesta dsea local ante la presencia de los implantes de titanio
Ti6AlI7Nb fue adecuada y rdpida, comenzando desde las primeras etapas, la diferenciacidon de tejido
fibroso a tejido 6seo. No se aprecia diferencia significativa entre los distintos tratamientos aplicados a
las placas.

11.7. Conclusiones.

El contenido de este ultimo apartado de la Tesis Doctoral lo constituye la recopilacién de aportaciones
y conclusiones que han surgido como fruto de la labor desarrollada.

En este contexto se expone a continuacién, en forma concreta y sindptica, lo que a juicio de la
doctoranda constituyen las aportaciones y las conclusiones finales de la Tesis Doctoral.
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Aportaciones Generales

v

Eleccion del modelo apropiado de animal de experimentacién, el minipig, ampliamente avalado
por la bibliografia existente.

Gestidn de los trabajos de acondicionamiento del Bioterio y del quiréfano experimental de la
Unidad de Investigacién del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, en base
normativa especifica, Directiva del Consejo 86/609/CEE respecto al bienestar animal.

Gestidon de la compray traslado de los animales de experimentacidn desde el Servicio Centralizado
de Animales de Experimentacion de la Universidad de Cérdoba hasta el Bioterio de la Unidad de
Investigacion del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin.

Garantizar que el transporte de los animales se hizo en habitaculo cerrado y homologado.
Garantizar que los animales sélo se emplearian para los fines especificos con lo que fueron
adquiridos, la experimentacién, y no para reproducirse.

Garantizar la eutanasia reglada de los animales en un periodo maximo de 6-9 meses, posterior al
estudio.

Cumplir con la normativa respecto al bienestar animal, supervisando el estado 6ptimo de los
animales en el periodo pre y postquirurgico (control radiogréafico segln protocolo establecido).
Garantizar una respuesta biolégica estandarizada, fiable y reproductible via eleccion de animales
homogéneos somaticamente (igualdad de sexo, peso y edad).

Estudio biomecanico de la anatomia del minipig, concretamente de la tibia como modelo de hueso
escogido para realizar el estudio.

Disefio de un protocolo de implantacion, seguimiento y rescate de los implantes, con el objeto de
asegurar en el tiempo la buena fijacidon de los implantes y minimizar los tiempos de intervencion
de los animales.

Disefio del implante para asegurar una transferencia de carga al dispositivo implantado e inducir el
crecimiento de hueso.

Modelado tridimensional del implante y simulacién mecanica.

Fabricacion de los implantes en el laboratorio de Fabricacidon del Departamento de Ingenieria
Mecanica del Instituto Tecnoldgico de Canarias.

Aplicacidn de dos tratamientos superficiales distintos a los implantes. Los implantes marcados con
numero impar se sometieron al tratamiento superficial A (ataque acido mas tratamiento térmico)
y los marcados con nimero par se sometieron al tratamiento B (tratamiento quimico por
inmersidon, consistente en un tratamiento SBF mas un tratamiento biovitroceramico). Ademas,
todos los implantes deberdn arenarse con corindén, PK-150 para obtener una superficie rugosa.
Esterilizacion en autoclave y empaquetado en blister de los implantes en la Unidad Experimental
del Hospital Universitario Doctor Negrin.

Disefio de la técnica quirlrgica y puesta a punto de la metodologia de trabajo mediante ensayo en
cerdo muerto.

Garantizar la correcta anestesia de los animales y su monitorizacién completa previa y durante la
intervencién, estableciendo un protocolo anestésico apropiado para cada animal en aras de
asegurar la maxima supervivencia de los individuos del experimento

Garantizar la administracién de analgesia a los animales en el postoperatorio.
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Garantizar la eutanasia de los animales segun el protocolo de rescate de las muestras de tejido
blando (cerebro, grasa, rifidn, bazo e higado) y de las muestras de tejido 6seo con implantes.
Utilizacion de técnicas de espectrometria de absorcidn atémica para efectuar el andlisis
toxicoldgico.

Utilizacién de técnicas microscépicas de analisis superficial (microscopia dptica, microscopia
electrénica de barrido, difraccidn por rayos X) para realizar los estudios histoldgicos y evaluar la
osteointegracién y el crecimiento éseo.

Establecer un plan de cortes en el modelo virtual y un protocolo de cortes en las muestras para su
posterior estudio histoldgico.

Conclusiones

v

v

v

Los ensayos in vitro, después de aplicar un tratamiento superficial SBF con particulas
biovitroceramicas a los implantes objeto de esta Tesis sugieren que existe una buena
osteoinduccion y biocompatibilidad en las muestras, destacando el tiempo de inmersion como
pardmetro importante en la calidad de la deposicion. Destacamos, en lo que respecta a la
biocompatibilidad y la citotoxicidad que:

- La expresion de la fosfatasa alcalina confirma que las células osteobldsticas pertenecen al
fenotipo osteoblastico, existiendo reacciéon histoquimica positiva.

- Los andlisis citomorfoldgicos, realizados tanto con el microscopio de fluorescencia y en de
contraste-fase, muestran algunas diferencias relacionadas con el tiempo después del
inicio del cultivo:

Los aspectos citomorfoldgicos después de 24 horas son los mejores para las muestras
inmersas durante 15 dias, donde fueron observadas citomorfologias normales en la

interfaz y a distancia de la muestra.

En lo que respecta a los aspectos citomorfoldgicos, después de 48 horas, los mejores
resultados se confirman para las muestras inmersas durante 15 dias.

Los andlisis de las capas depositadas de hidroxiapatita en los implantes, en los ensayos in vitro,
revelan lo siguiente:

- Las micrografias muestran capas depositadas de hidroxiapatita que ilustran un
crecimiento de hidroxiapatita bastante regular con algunos poros pequefios. Aumentando
el tiempo de inmersién la deposicidon de hidroxiapatita tiende a formar una morfologia
parecida a colonias de coral.

- Después de los ensayos de corrosidn simulados en condiciones funcionales extremas, se
demostré que todos los parametros electroquimicos son mejores en implantes con
recubrimiento de hidroxiapatita que en aquellos sin recubrimiento.

- Las capas de hidroxiapatita depositada después de 15 dias muestran resultados
prometedores en cuanto a su uso en implantes en experimentos preclinicos.

Las histologias realizadas mediante microscopia dptica procedentes de las muestras de los
animales de experimentacion reflejan una buena osteointegracion y osteinduccion de todos los
implantes para los dos tipos de tratamiento superficial al que fueron sometidos.
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v

Los analisis mediante microscopio electrénico de barrido y analizador EDX de la interfase hueso-
implante de las muestras nos indican que no hay presencia de elementos potencialmente toxicos
(aluminio) pertenecientes al implante.

El estudio de la interfaz hueso-implante de las muestras de los animales de experimentacion
reflejan que si se han encontrado elementos pertenecientes a la parte mineral del tejido dseo
(calcio, fésforo). La media de los resultados obtenidos de la ratio Ca/P que se han analizado para
cada animal es de 2.17, por lo que podemos afirmar que hay crecimiento dseo.

Los estudios mediante la técnica de espectropia de absorcidn atédmica indican que la proporcion
de aluminio que puede afectar al ser humano por la difusion de este elemento al llevar un
implante es insignificante, y no se puede considerar como algo perjudicial frente al consumo
diario por ingesta alimenticia u otros factores.

Esta ultima conclusién choca con los argumentos encontrados en la bibliografia existente que
apuestan por un cambio en el material implantable, es decir, el cambio de la aleacién Ti6Al4V
ampliamente utilizada con resultados satisfactorios por la aleacidon Ti6AlI7Nb objeto de este
estudio, mucho mas cara y dificil de obtener.
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