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Resumen

Este proyecto tiene como objetivo general llevar adelante un estudio preliminar in vitro de una
nueva aleacion base magnesio (Magnesio ZX10), con el fin de analizar su superficie y su
degradacion en funcion del tiempo en fluido fisiolégico simulado. Para ello se pusieron en
prdctica diversas técnicas experimentales tanto Opticas y espectroscdpicas, como
electroquimicas y se evaluaron los resultados obtenidos para muestra tanto esterilizadas como
sin esterilizar. El hecho de que los productos de corrosion obtenidos de los ensayos eran los
esperables y la evolucion de la degradacion aceptable, entre otros resultados, es util para
postular a la aleacion como potencial guia intraluminal en conductos de guia nerviosa, para
recuperacion de dafios en sistema nervioso periférico.



1. OBJETIVO E HIPOTESIS DE TRABAJO

1.1 Objetivos

Este proyecto tiene como objetivo general llevar adelante un estudio preliminar in vitro de una
nueva aleacién base magnesio (Magnesio ZX10), con el fin de analizar su superficie y su
degradacion en funcion del tiempo en fluido fisioldgico simulado. Se presta también especial
atencién a los posibles efectos que puede tener el proceso de esterilizado en la degradacidn. El
estudio y su posterior analisis buscan postular a la aleacion como potencial guia intraluminal en
conductos de guia nerviosa, para recuperacién de daios en sistema nervioso periférico.

Por su parte, en este proyecto, se plantean los siguientes objetivos particulares:

e caracterizar la superficie de la aleacién (a tiempo cero) con y sin proceso de esterilizacion,
por diferentes técnicas superficiales.

® caracterizar in vitro la disolucién y generacion de subproductos de degradacion de las
aleaciones de magnesio con y sin proceso de esterilizado, luego de inmersion a tiempos
prolongados en ambientes fisioldgicos simulados, por diferentes técnicas superficiales.

e estudiar la respuesta electroquimica de la aleacidn de magnesio con y sin proceso de
esterilizacidn en ambientes fisioldgicos simulados.

e disefar una caja de Faraday que permita realizar ensayos electroquimicos, minimizando
el ruido en las mediciones.

e Contribuir al desarrollo de insumos nacionales de manera de fomentar este campo de
aplicaciéon, que no tiene hasta el momento desarrollo en el pais.

1.2 Hipdtesis De Trabajo

El Mg es considerado actualmente una buena alternativa para protesis temporales dado que
es el cuarto catiéon mas abundante en el cuerpo humano y puede excretarse rapidamente a
través de la orina.

Estudios in vitro de citotoxicidad han demostrado que la aleacién Mg-Zn-Ca exhibe una
biocompatibilidad adecuada. Asimismo, las propiedades mecanicas pueden aumentarse y la
corrosidn de dichas aleaciones puede ralentizarse cambiando la relacién atémica Zn/Ca y/o el
procesamiento adicional, como el tratamiento mecanico y el tratamiento térmico. Ademas, las
aleaciones de Mg son excelentes conductores por lo que podrian aumentar la estimulacion
eléctrica o la transduccién de sefales en células nerviosas, y podrian promover el crecimiento
neuronal [1]-[3].

Sin embargo, hasta la fecha muy pocas investigaciones se han abocado al estudio de las
aleaciones de Mg para recuperacion de nervios y en sus propiedades a nivel bioldgico como es
la potencial biocompatibilidad a nivel neuronal.

Se propone, entonces, evaluar este sistema material con alto potencial para interactuar a largo
plazo, positivamente con el cuerpo humano, sin necesidad de ser retirado en una posterior
cirugia, permaneciendo presente en el huésped durante un determinado periodo, mientras el
tejido danado se recuperay es, eventualmente, reemplazado por tejido natural.



2. INTRODUCCION

Las lesiones de nervios periféricos afectan anualmente a una amplia cantidad de personas en
todo el mundo. En la ultima década, se han logrado avances significativos en el disefo de
biomateriales que sean capaces de regenerar los nervios lesionados [3]. Sin embargo, hasta el
momento la medicina no ha sido capaz de proporcionar un tratamiento satisfactorio con un
prondstico funcional aceptable en lesiones mayores a 20 mm. Esta situacidn ha propiciado la
necesidad de desarrollar estrategias alternativas de reparacion, entre las cuales se encuentran
los conductos de guia nerviosa (CGNs). Si bien algunos CGNs estan disponibles comercialmente
para la reparacién de nervios periféricos transectados, su capacidad para la reparacidon de
grandes brechas (mayores a 20 mm) es muy limitada y sus resultados clinicos siguen siendo
cuestionables [3]. Por ello, es imperiosa la necesidad de nuevos estudios que permitan avanzar
en la busqueda de materiales capaces de promover la regeneracién neuronal, generando asi
nuevos y mejores tratamientos terapéuticos para esta situacion particular.

2.1 Sistema nervioso

El sistema nervioso supervisa y controla todos los 6rganos y sistemas del cuerpo. Consta de dos
partes: el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico (SNP). El SNC esta
formado por la médula espinal y el cerebro, mientras que el SNP incluye el resto de los nervios
y ganglios que salen de la médula espinal y el cerebro. El SNC es responsable de transferir los
impulsos eléctricos al SNP, y el SNP procesa los impulsos transfiriendo informacion y sefiales
hacia y desde el SNC [4]. EI SNP esta formado por miles de fibras nerviosas individuales o axones
(axones mielinizados o no por las células de Schwann) que pueden alcanzar mas de un metro de
longitud [2].

2.1.1 Usar el cerebro para mover un musculo

Mover un musculo por lo general implica la comunicacidn entre el musculo y el cerebro a través
de los nervios. El impetu para mover un musculo puede originarse en el cerebro, como cuando
una persona decide conscientemente mover un musculo, por ejemplo, para levantar un libro

[4].

Pero también, el impulso de mover un musculo puede tener su origen en los sentidos. Por
ejemplo, las terminaciones nerviosas especiales de la piel (receptores sensoriales) permiten
sentir el dolor o un cambio de temperatura. Esta informacion sensorial se envia al cerebro y este
envia un mensaje al musculo para saber cdmo responder (Figura 1). En este tipo de intercambio
intervienen dos vias nerviosas complejas:

e Lavia nerviosa sensorial hacia el encéfalo.
e Lavia nerviosa motora hacia el musculo.

Si la sensacion se produce de repente y es grave (como sucede al pisar una piedra afilada o al
tomar una taza de café muy caliente), el impulso puede viajar a la médula espinal y directamente
de vuelta al nervio motor, sin pasar por el cerebro. El resultado es una respuesta rapida de un
musculo, al retirarse inmediatamente de lo que sea que esté causando el dolor. Esta respuesta
se denomina reflejo vertebral [4].
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Figura 1. Recorrido del impulso hacia el cerebro (gris) y desde el cerebro (rosa )[4].
2.1.2 Estructura de una neurona

Una célula nerviosa (neurona) se compone de un gran cuerpo celular y de fibras nerviosas (una
prolongacion alargada denominada axdn para enviar impulsos y habitualmente muchas
ramificaciones denominadas dendritas para recibirlos). Los impulsos procedentes del axén
ocurren en la sinapsis (la union entre dos células nerviosas o neuronas) hacia la dendrita de otra
célula (Figura 2), con la transmision del impulso nervioso y la liberacion de neurotransmisores
[4].

Cada axoén estd rodeado por oligodendrocitos en el encéfalo y en la médula espinal y por células
de Schwann en el sistema nervioso periférico. Las membranas de estas células estdn compuestas
por una sustancia grasa (lipoproteina) denominada mielina. Las membranas envuelven
estrechamente el axén, formando una cubierta de multiples capas. Esta vaina de mielina se
asemeja a un aislante, como el que recubre un cable eléctrico. Los impulsos nerviosos viajan
mucho mas rapido a través de los nervios recubiertos con una vaina de mielina que a través de
los que carecen de ella [4].
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Figura 2. Neurona [4].

2.1.3 Dafio en nervio periférico

El sistema nervioso periférico es mas susceptible a distintos tipos de afecciones, ya que no esta
protegido por huesos como lo estd el sistema nervioso central, que estd contenido en las
cavidades dseas que llamamos “craneo” y “columna vertebral”. Muchas de las afecciones en el
sistema nervioso periférico se conocen como neuropatias periféricas, y son el resultado de
dafios en los nervios periféricos.

IM

La disfuncién de los nervios periféricos puede deberse a una lesidn en cualquier parte del nervio:

e Axon (la parte del nervio que envia mensajes),
e Cuerpo de la neurona,
e Vainas de mielina.

Las consecuencias especificas dependeran del nervio afectado, pero generalmente se
manifiestan con alteraciones sensomotoras, llevando a alteraciones en la marcha y desarrollo
de dolor neuropatico [4].

Tras la transeccién de un nervio periférico, se produce un proceso de degeneracién, llamado
Walleriano o Anterégrado (Figura 3). En este proceso, se producen nuevos axones para
recuperar la uniéon neuromuscular. Mientras tanto, las células de Schwann aceleran la
degeneracion de la uniéon neuromuscular, lo que da lugar a cambios morfoldgicos en el hueco
denominados bandas de Burger. Esto significa que las células de Schwann se alinean para dirigir
los axones en crecimiento hacia la unidén neuromuscular. Si los axones regenerados alcanzan la
unién, dentro de un "periodo de tiempo favorable", es posible la restauracion de la funciéon
nerviosa. De lo contrario, se produce una denervacién crénica de las células de Schwann, lo que
provoca un crecimiento lento de los axones e ineficiente. Por lo tanto, para que la regeneracion
del nervio sea eficaz, los axones de nuevo crecimiento y las células de Schwann del muidn distal
deben estar en contacto en un "periodo de tiempo favorable [2].
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Figura 3. Proceso Walleriano (a) Nervio transectado; (b) Generacion del nuevo axone; (c) Células de Schwann
alinedndose para dirigir el nuevo axon hacia la unién neuromuscular y (d) Nervio regenerado [2].

La regeneracién requiere una accién rapida, que puede incluir una intervencidn quirurgica para
lograr la recuperacion funcional del nervio dafiado. En el caso de dafos que involucren una
pequefia pérdida de continuidad en el nervio, con una brecha o gap menor a 5 mm, el método
aplicado mayoritariamente para promover la regeneracion del nervio resulta ser la sutura de
ambos extremos de la lesién (coaptacidn nerviosa). Pero, cuando las distancias son mayores a 5
mm, el tratamiento quirdrgico considerado “gold standar” en la actualidad lo constituyen las
transferencias nerviosas o autoinjertos [2]. En esos casos, los autoinjertos funcionan como
conductos de guia nerviosa (CGN) que proporcionan la matriz extracelular, las células de
Schwann viables y los factores de crecimiento necesarios para una regeneracion éptima. De este
modo, se proporciona una guia fisica que permite a las células del tejido nervioso generar sus
axones desde el extremo proximal hasta la unién neuromuscular (Figura 4(d)). Sin embargo, se
requiere el sacrificio de un nervio sano, cuyas desventajas son la morbilidad del sitio donante,
la necesidad de procedimientos quirurgicos secundarios, el entumecimiento, la pérdida de la
funcién sensorial, el dolor crénico e incluso una discapacidad permanente asociada al sitio
donante, sumado a que solo el 50% de los casos logra una recuperacion funcional satisfactoria.
Esta situacidn ha propiciado la necesidad de desarrollar estrategias alternativas, entre las cuales
se encuentra el uso de biomateriales como conductos de guia nerviosa artificiales [2], [5]-[7].

10



Blood vessels 3
Py

Epincurium covering Neurapraxia
peripheral nerve

© | Epincurium (arould AR

one fascicle) ,
b Axonotmesis

Endoneurium U il A

X

Ne: esis
Schwann cells Neurotmesi

Myelinated axon

Peripheral nerve structure Peripheral nerve injuries
Cc _4
- g ’
- - -
BT .
- . ) 4
- v v e “ - 4
Hollow NGC Multi-channel NGC Porous NGC NGC with fillers Grooved NGC
D -
x > } — <
Conduit implantation Repaired peripheral nerve

Figura 4. (a) Estructura de nervio periférico; (b) Transeccion de nervio; (c) Conducto de guia nervioso, a partir de
autoinjerto y (d) Esquema de implementacion de CGN.

2.2 Biomateriales

En primera instancia, sin embargo, se debe definir que es un biomaterial. Actualmente, se
considera biomaterial a cualquier material sintético o natural (distinto de los farmacos) que
interactue con los tejidos vivos y realice una funcidn particular sin causar efectos adversos en el
organismo [8][9]. Asimismo, se define biodegradable a todo material que pueda disolverse y
absorberse gradualmente tras su colocacién en un entorno bioldgico [9], [10]. Por ultimo, el
concepto de biocompatible hace referencia a la capacidad de un material para dar una respuesta
adecuada del huésped en una aplicacion especifica (es decir, buena tolerancia del huésped,
implica que no haya rechazo). Esto, a su vez, significa que el material o cualquier producto
liberado de él no provoque la muerte significativa de las células circundantes, la inflamacién
cronica u otras alteraciones de las funciones celulares o tisulares persistentes en el tiempo [12].
Si, ademas, el implante promueve la formacion de una capa biolégicamente activa en su
superficie (o bien, cualquier tipo de accién bioldgica definida y deseada en el tejido receptor),
permitiendo la unién directa del tejido con el implante, se lo clasifica como bioactivo [9], [13].

El desarrollo de nuevos biomateriales implica la creacion de sustitutos mas seguros, fiables y
econdmicos para los tejidos y/u 6rganos humanos dafiados o enfermos, y se espera que cumplan
los requisitos clinicos esenciales. El progreso en el desarrollo de los mismos involucra mas de
tres generaciones [9]. En la primera generacion de desarrollo de biomateriales, los implantes se
utilizaban para sustituir tejidos dafiados o enfermos. Para cumplir este criterio, se crearon
materiales inertes como aleaciones de cobalto, Al,O5 y poliuretano estable. Sin embargo, esta
clase de biomateriales sufria el aflojamiento del implante en el entorno biologico. Por lo cual, se
crearon biomateriales de segunda generacién con respuestas especificas a los tejidos
circundantes y que podian unirse al hueso, como la cerdmica bioactiva llamada hidroxiapatita,
cuya composicién quimica es similar al componente mineral del hueso humano. En la actualidad,
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el desarrollo de los biomateriales involucra una tercer generacion, donde los investigadores
adoptan una nueva estrategia desde el punto de vista de la ingenieria y la regeneracién de
tejidos, en la que los biomateriales se crean para que actien como estructura temporal, por su
capacidad para degradarse en medios bioldgicos, y fomenten un crecimiento del tejido
circundante que se vincule con el implante y, finalmente, lo sustituya [14].

Ahora bien, la linea de investigacidn en la que se inserta este proyecto tiene como objetivo
general el desarrollo, y posterior evaluacion del desempefio de materiales metdlicos
biodegradables para la futura produccién de CGNs en las circunstancias anteriormente
mencionadas. En particular, en este proyecto se propone comenzar el estudio de estos
materiales con aleaciones de base magnesio (Mg).

2.3 Magnesio como biomaterial

El Mg (perteneciente a la tercera generacién de implantes) es considerado como una buena
alternativa para protesis temporales dado que es el cuarto cation mas abundante en el cuerpo
humano y puede excretarse rdpidamente a través de la orina. Ademads, el Mg es un cofactor
indispensable para casi todas las reacciones enzimaticas, incluida la sintesis de ADN y ARN, por
lo que resulta ser un catidn esencial para el metabolismo y proliferacion celular. A su vez, los
iones Mg disueltos pueden promover la fijacion de células éseas, el crecimiento de tejido en la
superficie de los implantes y pueden aplicarse tanto en cirugia ortopédica como en tratamientos
cardiovasculares [3], [15]. Conjuntamente con su baja densidad (de 1,78-2,0 g/cm, que se
aproxima al hueso natural de 1,8-2,1 g/cm) y su médulo de Young del mismo orden que aquel
del hueso, el magnesio se presenta como un material liviano y que disminuye
circunstancialmente el efecto de stress shielding (que pueden conducir a una menor
estimulacién del crecimiento y remodelacion del hueso nuevo). Por lo mencionado
anteriormente, el Mg se trata de un material con alto potencial para interactuar positivamente
con el cuerpo humano, sin necesidad de ser retirado en una posterior cirugia y permaneciendo
presente en el huésped durante un determinado periodo, mientras el tejido dafiado se recupera,
siendo eventualmente reemplazado por nuevo tejido[11], [16]-[18].

Por estos motivos, el empleo de las aleaciones de Mg se ha enfocado principalmente en
dispositivos ortopédicos y cardiovasculares [3]. Sin embargo, hasta la fecha muy pocas
investigaciones se han abocado al estudio de las aleaciones de Mg para recuperacidn de nervios
en sistema nervioso periférico y en sus propiedades a nivel bioldgico como es la
biocompatibilidad a nivel neuronal. En particular, estos estudios han demostrado que las
aleaciones de Mg presentan algunas ventajas sobre los materiales poliméricos para la
regeneraciéon neuronal. En primer lugar, liberan al degradarse iones que poseen propiedades
neuro-protectoras y antioxidantes. Ademas, los iones Mg?* juegan un rol importante en la
recuperacion de lesiones a nivel de la médula espinal. En segundo término, las aleaciones de Mg
son excelentes conductores por lo que podrian aumentar la estimulacidon eléctrica o la
transduccion de sefiales en células nerviosas, lo que se ha demostrado que promueve el
crecimiento neuronal [3], [16]. Por ultimo, la velocidad de degradacién de las aleaciones de Mg
puede ser modificada y ajustada de forma tal de optimizar requerimientos especificos del tejido
nervioso. De esta manera, diversos estudios se han centrado en mejorar la resistencia del Mgy
controlar la tasa de reabsorcion mediante el uso de diferentes aleaciones, tratamientos de
superficie y recubrimientos [1], [16].

2.4 Aleaciones base Magnesio
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Para ser considerado como biomateriales, se exige ademds de los planteado con anterioridad,
gue los productos de degradacién de las aleaciones de magnesio no sean téxicos para el sistema
bioldgico. Cualquier elemento de aleacién que tenga el potencial de ser perjudicial para los
tejidos circundantes debe omitirse o reducirse a una cantidad minima que sea aceptable para el
entorno fisioldgico. En la actualidad, las aleaciones de magnesio utilizadas como biomateriales
son en su mayoria aleaciones comerciales como AE21,18 AZ31,19-21 AZ91D,22,23 LAE442,24-
26 y WE436,27,28 las cuales fueron disefadas originalmente para aplicaciones industriales sin
tener en cuenta la citotoxicidad. Las aleaciones de la serie AZ suelen contener los elementos Al,
Zn y una pequefia cantidad de Mn. El WE43 se compone de itrio (Y), neodimio (Nd), gadolinio
(Gd) y circonio (Zr) [16].

En el caso de las aleaciones con Al, es sabido que la cantidad aceptable de sus iones en el cuerpo
humano debe limitarse, ya que una cantidad excesiva es neurotoxica y puede relacionarse con
enfermedades como la demencia senil; ademas, la acumulacion de Al en el hueso perjudica la
viabilidad de los osteoclastos. Respecto a las aleaciones con Zn, excesos del ion pueden asociarse
con el cancer de higado, el cancer de pulmodn, el cdncer de mama y el cancer nasofaringeo. El
ion Li, presente en las aleaciones de este tipo, perjudica la funcién del rifidn cuando su
concentracion supera los 2 mmol/Ly se ha descubierto que también es neurotdxico a estas altas
concentraciones. Finalmente, los iones de tierras raras Pr, Ce e Y pueden causar una
hepatotoxicidad grave en determinadas concentraciones [16].

Ahora bien, en lo que respecta a la aleacién en estudio (con Zinc y Calcio) es sabido que exhibe
buenas propiedades mecdnicas generales y adecuada resistencia a la corrosién y dado que estos
elementos son esenciales para el metabolismo humano, su uso como potencial biomaterial
toma gran importancia [1].

El Zn muestra un buen efecto de endurecimiento por solucién sélida y también mejora la
resistencia a la corrosidn de las aleaciones de Mg [16]. Ademas, la bibliografia detalla que el zinc
tiene un efecto positivo en la formacién y mineralizacién del tejido éseo, inhibiendo al mismo
tiempo la resorcion ésea [16].

También se sugiere que el Zn puede aumentar los limites de tolerancia de las impurezas (hierro,
cobre, niquel y cobalto) en el Mg, lo que mejora la resistencia a la corrosidn del Mg evitando el
debilitamiento por corrosién galvanica entre las impurezas y el Mg [1]. En general, |a resistencia
a la corrosién y las propiedades mecanicas de las aleaciones binarias Mg-Zn dependen en gran
medida del contenido de Zn. Cuando la cantidad afiadida de Zn es inferior a 5 % en peso, un
aumento en el contenido de Zn mejora la resistencia a la corrosién general y localizada de las
aleaciones Mg-Zn en fluido corporal simulado (SBF) a 37°C. Esto ultimo es atribuido al
refinamiento del tamafio de grano y a la formacidn facilitada de la pelicula superficial protectora
inducida por el Zn. No obstante, niveles mucho mas altos de Zn (hasta el 7 % en peso) pueden
dar lugar a la formacion de una cantidad significativa de fases secundarias. Como resultado, se
produce una corrosién localizada severa debido al efecto galvanico entre los intermetalicos y la
matriz y, en consecuencia, se produce una disminucién de la resistencia global a la corrosion [1].

Hasta ahora, las aleaciones basadas en Mg-Zn no se han comercializado para aplicaciones
clinicas/médicas, pero se ha llevado a cabo un nimero relativamente alto de estudios in vivo e
in vitro para evaluar la potencialidad de las aleaciones basadas en Mg-Zn como materiales
biomédicos. He et al. ha estudiado exhaustivamente el comportamiento de degradacion in vitro
e in vivo de la aleacién Mg6Zn extruida (en peso). Su trabajo reveld una buena adhesion celular
y capacidad de mineralizacién en ensayos in vivo. En este trabajo también se detalla una

13



considerable formacion de hueso nuevo alrededor de la aleacién Mg6Zn implantada, y no se
detecta ningun efecto adverso como consecuencia de la evolucion del hidrogeno. Ademas, el
analisis patoldgico demostré que la degradacién de la aleacion Mg6Zn no generaba dafio en los
organos vitales (corazén, higado, rifidn y bazo) [19]. Guo et al. también ha estudiado la
biocompatibilidad in vitro e in vivo de implantes urinarios de Mg6Zn y Mg puro. En sus ensayos
revela que, si bien la aleacidn de Mg6Zn se degrada mds rapidamente respecto al control en SBF,
la aleacién muestra una mejor biocompatibilidad luego de dos semanas de implantacién [1],
[20].

El calcio, a su vez, contribuye a una mayor resistencia mediante endurecimiento por solucién
solida y precipitacidon. También es usado como agente refinador del grano, lo cual proporciona
una morfologia mas homogénea, aumentando tanto la resistencia como su tenacidad [16].

Cuando el contenido de Ca es inferior al 1 % en peso, las adiciones de Ca mejoran la resistencia
a la corrosidn de las aleaciones Mg-Zn mediante la formacidon de compuestos con impurezas
elementales y, por tanto, la purificacidn de los fundidos. Sin embargo, una mayor adicién de Ca
conduce a la formacidn de fases secundarias y, por tanto, da lugar a un aumento de la corrosion
por picadura con el aumento de la tasa de corrosion global [1].

Generalmente, se precisa mas de un elemento de aleacién para mejorar tanto la resistencia a la
corrosion como las propiedades mecanicas, ya que las propiedades de las aleaciones binarias
simples a base de Mg no pueden cumplir el estandar de los implantes. Sin embargo, segin Chen
et al., cuanto menor sea la cantidad de segundas fases existente, menor serd la tasa de corrosion
que presente la aleacion. Esto es atribuido a que la corrosidn intergranular se distribuye
principalmente en los limites de grano, mientras que la corrosién por picado tiene lugar en los
lugares de la segunda fase [16].

Estudios in vitro de citotoxicidad han demostrado que la aleacién Mg-Zn-Ca exhibe una
biocompatibilidad adecuada [21]. Durante la degradacidn en un entorno fisioldgico, se liberan
grandes cantidades de Mg?* en el tejido circundante, que fomentan la formacién de hidréxido
de magnesio, que consecuentemente facilitaria la acumulacién de fosfatos de calcio y Ila
formacidn de nuevo hueso alrededor del material implantado [1]. No obstante, es importante
controlar la cantidad de estos aleantes ya que una cantidad excesiva de Ca puede producir
célculos en los rifiones y la liberacién de iones Zn?* puede formar ZnCl,, que se ha demostrado
que dafia parcialmente las células que recubren el estdmago. Por lo tanto, se recomienda una
concentracién de Ca inferior al 1% y una de Zn menor al 3% [14].

Asimismo, las propiedades mecdanicas pueden aumentarse y la corrosion de dichas aleaciones
puede ralentizarse cambiando la relacidn atémica Zn/Ca y/o el procesamiento adicional, como
el tratamiento mecanico y el tratamiento térmico. Aunque, la realizacidn de un tratamiento
adecuado para estas aleaciones no es posible, en algunos casos, cuando la pieza se fabrica en su
forma final [22]. Por este motivo, diversos autores han mencionado la importancia de tanto el
procesado como el post procesado de las aleaciones Mg-Zn-Ca.

2.5 Influencia del procesado

La influencia del procesamiento térmico y mecdnico sobre la corrosidn y las propiedades
mecanicas de las aleaciones Mg-Zn-X esta estrechamente relacionada con el tamafio del grano
y la distribucién de los precipitados dentro de la microestructura. Esto da lugar a diferencias
significativas en el rendimiento, en comparacién con las aleaciones coladas [1].
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El tratamiento térmico de solucién sélida (mantener la aleacién a alta temperatura el tiempo
suficiente para que uno o mas constituyentes entren en solucion sdlida y luego enfriarla lo
suficientemente rapido para mantener estos constituyentes en solucién) es beneficioso para la
resistencia a la corrosidn de las aleaciones Mg-Zn-X, especialmente cuando se realiza durante
periodos de tiempo relativamente largos. Algunas fases secundarias -por ejemplo, la fase binaria
MgZn- podrian disolverse en la matriz de Mg durante el tratamiento. Asi, las estructuras
dendriticas desaparecerian, dando lugar a la formacién de una microestructura homogénea. Con
la disminucion de la fraccion de volumen de las fases secundarias, se reduce la corrosion
microgalvanica; por tanto, se mejora la resistencia a la corrosidn de las aleaciones [1].

El procesamiento por forja puede introducir varios efectos, como el refinamiento del grano y la
textura, que confieren propiedades especificas mejoradas a las aleaciones de Mg. El tratamiento
por extrusidon induce una severa deformacion pldstica, refinando simultdneamente los granos
de a-Mg por recristalizacion dinamica y produciendo precipitados altamente dispersos. La
microestructura refinada aumenta la resistencia a la corrosiéon de las aleaciones Mg-Zn-X.
También, la resistencia a la traccién y la ductilidad de las aleaciones Mg-Zn-X pueden mejorarse
mediante el refinamiento del grano, el endurecimiento por solucién sélida y el endurecimiento
por segundas fases durante el proceso de extrusién. Los pardmetros de extrusidon, como la
temperaturay la velocidad de extrusién, tienen una influencia significativa en la microestructura
y las propiedades mecdnicas de las aleaciones Mg-Zn-X. En general, con el aumento de la
temperatura de extrusidn y la velocidad, el tamano medio de los granos y la fraccion de area de
los granos recristalizados dindmicos aumentan. Esto se debe a que la deformacion, que se
produce durante el proceso de extrusién, provoca un aumento de la temperatura en la zona
deformada. Por consiguiente, la resistencia a la rotura y el limite elastico disminuyen debido a
la microestructura engrosada. Al igual que la formacidn de precipitados, que aumenta con la
temperatura de extrusiéon porque la difusion de los atomos de soluto es mds rapida a
temperaturas mas altas [1].

Si bien en este proyecto no se hace foco en el procesado de la aleacién, es importante conocer
como los diversos factores afectan al comportamiento del material, a la hora de introducirlo en
un entorno bioldgico.

2.6 Corrosion del Mg

Cuando una aleacién de Mg se sumerge en un medio acuoso, el contacto entre su superficie y
el medio que contiene electrolitos conduce a un proceso de corrosidn, que sigue las reacciones
guimicas que se destacan en la Ecuacion 1y Ecuacidn 2 [1], [10], [11], [14], [16], [23].

Mg —> Mg?**t + 2e”
Ecuacion 1
2H,0 + 2¢~ — H, + 20H"

Ecuacion 2

Donde la primera hace referencia a la reaccion de oxidacidn (reaccidn anddica) y la segunda, a
la reduccion (reaccion catddica). Estas hemirreacciones anddicas y catddicas se realizan al
mismo tiempo pero en puntos distintos, quedando la corrosiéon circunscrita al anodo (metal)
[10].
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Cabe destacar aqui, la presencia del hidrégeno gaseoso, liberado como producto de la reduccidn
y el potencial problema asociado con el mismo, ya que este puede causar inflamacién aguda en
el huésped [10], [23].

A su vez, los iones metdlicos liberados pueden permanecer como tal, o transformarse en dxidos
o hidréxidos siguiendo la Ecuacion 3 [10].

Mg?* + 20H™ -» Mg (OH),
Ecuacion 3
Conformando la reaccién global (Ecuacién 4) como la suma de las hemirreaciones.
Mg+ 2H,0 - Mg (OH), + H,
Ecuacion 4

Luego, dado que la reaccién general consume H*y produce OH", el pH incrementa y desplaza la
reaccion a la derecha, es decir, a la formaciéon de Mg (OH), [10].

Ademas, el Mg (OH);, reacciona con Cl para formar cloruro de magnesio altamente soluble, que
se disuelve en el medio, dejando expuesto el sustrato metalico al ataque del medio corrosivo
(Ecuacion 5). Como consecuencia, aparecen picaduras sobre el sustrato de magnesio, lo que
acelera el proceso de corrosién [10].

Mg (OH), + 2Cl~ - MgCl, + 20H"
Ecuacion 5

No obstante, estudios previos muestran que la corrosion de las aleaciones de magnesio en
medios fisiolégicos promueve la precipitacion de hidroxiapatita (HA), ya que este Mg (OH), que
se forma en la superficie y luego es disuelto por el CI, conduce a un aumento del valor del pH,
el cual fomenta la reaccidn de HA a partir de los iones de fosfato y los iones de calcio contenidos
en la SBF [16].

Igualmente, la resistencia a la corrosion de las aleaciones de Mg depende, en su mayoria, del
valor de pH y la composicidn de la solucidn, la capa superficial y el tipo y la distribucion de las
fases intermetdlicas. En pH >12 se forma una capa de Mg (OH), que funciona como protectora,
dando una alta resistencia a la corrosién. Mientras que un pH entre 10y 11 vuelve la capa pasiva
inestable y se facilita la degradacion de las aleaciones de Mg en solucién acuosa. Con valores de
pH < 9 comienza la disolucién activa y con ello se incrementa considerablemente la formacién
de hidrégeno [10], [14].

Generalmente, el pH local en la interfaz implante-hueso es de aproximadamente 7.4, por lo que
la formacion de la capa de Mg (OH), no se ve fomentada, quedando descubierta la superficie del
implante. El pH, sin embargo, incrementara con el tiempo debido a la disolucién activa del Mg
[14].

La Figura 5 muestra los procesos electroquimicos y superficiales que intervienen en la
degradacion del magnesio, incluyendo los procesos de transferencia de masa entre la superficie
de la muestra y el seno de la solucién. Como consecuencia de este proceso de transferencia de
masa, se estabiliza un gradiente de reactivos (por ejemplo, H,0) y productos (por ejemplo, Mg
y OH") [23].
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Figura 5. Descripcion esquemdtica del proceso de degradacion que implica: (a) reacciones electroquimicas, (b)
procesos de absorcion-desorcion, (c) procesos de transferencia de masa, (d) reacciones de precipitacion, (e) reaccion
de complejizacion [23].

En la Figura 6 se muestran los productos de degradacidn en condiciones fisioldgicas [23].
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Figura 6. Productos de degradacion formados en condiciones fisioldgicas y las correspondientes reacciones
quimicas[23].

A modo de conclusion, si bien el magnesio como biomaterial es aplicado desde principio de siglo,
todavia existen desafios significativos para las aleaciones base Mg, fundamentalmente en lo que
respecta problemas debidos a la inflamacién aguda relacionada con la liberacidon del gas
hidrégeno que acompafia a la disolucién del mismo. El aumento del pH local debido a la
degradacion del Mg podria influir desfavorablemente en la adhesién y viabilidad a nivel celular.
Luego, de lograr controlar la concentracién extracelular de Mg?*y, por tanto, el pH local dentro
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del tejido circundante y la acumulacién de gas hidrégeno; se podria llegar al uso exitoso de las
aleaciones de Mg como material biodegradable [11], [16]-[18].

2.7 Tratamientos superficiales

La modificacién de la superficie se presenta como otra estrategia para mejorar la resistencia a
la corrosion de las aleaciones de Mg en general y de las aleaciones basadas en Mg-Zn en
particular. Sin embargo, el campo es amplio; aqui sélo se pretende dar una breve visién general
del tema [1].

Existen varios enfoques y conceptos diferentes para mejorar el sustrato por si mismo (por
ejemplo, el aleado de la superficie), para recubrirlo con un material mas resistente, y/o para
separar el material del sustrato del entorno. Sin embargo, ningln revestimiento es perfecto ni
sobrevivird en servicio para siempre sin defectos. Una buena resistencia a la corrosién del
sustrato es requisito para minimizar las reacciones en la interfaz cuando se produce la difusién
de iones y agua a través de la capa o los defectos. La formacién de productos de corrosion
(principalmente la formacidn de hidréxido) puede provocar un fuerte aumento de volumen vy,
por lo tanto, tensiones en la interfaz, lo que lleva a la formacion de ampollas y a la descamacion
de los revestimientos. Desde este punto de vista, las aleaciones basadas en Mg-Zn no son la
mejor opcidn, pero las aleaciones forjadas recientemente desarrolladas con contenidos de Zn
mucho mas bajos y elementos de microaleaciéon adicionales (por ejemplo, Ca, Zr, etc.) ofrecen
sustratos con buena resistencia a la corrosion y una corrosién uniforme sin ataques localizados.
Para garantizar una buena resistencia a la corrosidn, especialmente en los productos forjados,
una limpieza suficiente (eliminacidon de material superficial) es el requisito previo para el éxito
de cualquier revestimiento sobre aleaciones de Mg. Hay que eliminar la capa de éxido superficial
indefinida y contaminada mediante ataques quimicos, sustituyéndola después por una capa
"pasiva" definida (recubrimiento de conversidn). El ataque en aleaciones ricas en Zn puede dar
lugar a un enriquecimiento de Zn en la superficie, trayendo consecuentes problemas para
obtener una capa de conversion uniforme. Esto Ultimo no es un problema para la mayoria de las
aleaciones con menor contenido de aleantes en solucién sélida (Zn y otros elementos de
aleacion<1 %p/p de cada uno). Ademas de la limpieza, dependiendo de la aplicacion y de las
propiedades requeridas, existe un amplio conjunto de tratamientos/revestimientos, que van
desde los metales hasta la cerdmica y los polimeros [1].

Actualmente, los procesos mas utilizados industrialmente para la proteccién contra la corrosion
son los recubrimientos de conversion (en los cuales una parte de la superficie del metal es
convertida en una capa de recubrimiento mediante un proceso quimico o electroquimico) en
combinacion con capas superiores de pintura o polimeros. El tratamiento de conversion es la
base para la aplicacién de la pintura, al crear una interfaz fuerte con buena adhesién. Existen
conversiones sin cromato, y si se requiere mas adhesién y mejores propiedades de barrera, la
capa de conversidon quimica puede sustituirse por anodizado/ revestimientos de PEO. Los
recubrimientos superiores de pintura/polimero pueden ser de una a varias capas, segun los
requisitos de las aplicaciones y la severidad del entorno. El principal reto en el desarrollo de
recubrimientos hoy en dia es la integracion de inhibidores en los recubrimientos, que ofrecen
liberacion a demanda, capacidad de autocuracion y funcionalidades adicionales.

2.8 Técnicas experimentales utilizadas

Tal como se detalld en el inicio, el objetivo general del proyecto es llevar adelante un estudio
preliminar in vitro de una nueva aleacién base magnesio (Magnesio ZX10), con el fin de analizar
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su superficie y su degradacién en funcidn del tiempo en SBF. Para ello, se recurrird a una serie
de técnicas experimentales que se resumen a continuacion.

2.8.1 Microscopia dptica

Un microscopio éptico es un microscopio basado en lentes dpticas. Estas lentes aumentan los
rayos de luz que atraviesan una muestra, incrementando asi la imagen y permitiendo hacer
visibles al ojo humano detalles nitidos que de otra manera seria imposible observar [24].

Contiene normalmente dos sistemas de lentes: el objetivo y el ocular. El principio de
funcionamiento de un microscopio se basa en que el objetivo recoge la luz que atraviesa la
muestra, mientras que el ocular es el que proyecta la imagen sobre la retina (Figura 7). El
aumento total que permite un microscopio dptico se calcula multiplicando la magnificacién que
produce el objetivo por la que produce el ocular. Por ejemplo, si estamos usando un objetivo de
40x (aumenta 40 veces) y un ocular de 10x (aumenta 10 veces), el resultado final sera de 400x,
es decir, vemos la muestra aumentada 400 veces [24].

Diafragma i
\ ' ? Objetivo O

\ \.‘
Lente Condensador Qcular
colectora
I Muestra

Figura 7. Recorrido de la luz desde la fuente, pasando a través de los diferentes lentes de un microscopio bdsico,
hasta el observador[24].

Los microscopios 6pticos tienen un limite maximo de resolucién de 0,2 um; entendiendo al
poder de resolucién como la distancia minima a la que se pueden discriminar dos puntos. Este
limite viene determinado por la longitud de onda de la fuente de iluminacion, en este caso la luz
visible [24].

2.8.2 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica espectroscdpica usada para estudiar modos de baja
frecuencia como los vibratorios, rotatorios, y otros. Se basa en los fendmenos de dispersién
inelastica, o dispersion Raman, de la luz monocromatica, generalmente de un laser en el rango
de luz visible, el infrarrojo cercano, o el rango ultravioleta cercano. La luz l3ser interactta con
fotones u otras excitaciones en el sistema, provocando que la energia de los fotones del laser
experimente un desplazamiento hacia arriba o hacia abajo. El desplazamiento en energia da
informacion sobre los modos vibracionales en el sistema [25].

Es a partir de la interaccidon de la luz con la muestra, que se logra obtener informacién sobre la
composicion o las composiciones superficiales del material estudiado.

Cuando la luz interactia con moléculas en un gas, liquido o sélido, la inmensa mayoria de los
fotones se dispersan con la misma energia que los fotones incidentes. Esto se describe como
dispersion elastica o dispersion de Rayleigh. Pero, un pequefio nimero de estos fotones,
aproximadamente un fotén en diez millones, se dispersara a una frecuencia diferente que el
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fotdn incidente. Este proceso se llama dispersion inelastica, o el efecto Raman. Este postula que
la molécula se excita desde el estado fundamental a otro estado de energia virtual, y la posterior
relajacién a un estado vibracional excitado genera la llamada dispersion Raman Stokes. En caso
de que la molécula estuviera en un estado vibracional excitado y al relajarse vuelva a un estado
de menor energia, la dispersion Raman se denomina dispersion Raman anti-Stokes, tal como se
detalla en la Figura 8 [25].

Virtual Y
energy

states A ‘L

Vibrational
energy states

i h A—

Infrared Rayleigh Stokes  Anti-Stokes
absorption scattering Raman Raman
scaltering scattering

L= R W

Figura 8. Transiciones en niveles de energia [8]

Su gran potencial como herramienta de caracterizacion se debe a la falta de preparacion previa
de las muestras, ya sean organicas como inorganicas, y a su naturaleza no-destructiva. En este
proyecto, es la técnica seleccionada para estudiar las caracteristicas superficiales de cada
muestra/condicidn. La cual otorga un analisis efectivo de la presencia y composicién quimica de
diferentes depdsitos o productos del proceso de corrosidn sobre el sustrato analizado.

No obstante, existen en la medicién ruidos inherentes al método. En el caso de la obtencidn de
espectros Raman los ruidos mas habituales son el ruido shot, ruido generado por la muestra y
ruido generado por fuentes externas, entre otros.

Ruido shot: el ruido shot es el resultado de la naturaleza aleatoria de la luz [26].

Ruido generado por la muestra: el ruido generado por la muestra incluye emisiones
Opticas no deseadas y generadas por la propia muestra como es el caso de la
fluorescencia, fendmeno que se produce si, al incidir un fotdn sobre una molécula, éste
es absorbido y la molécula pasa a un estado electrénico excitado donde permanece unas
decenas de nanosegundos, para saltar a otro estado excitado, pero de menor energia,
liberando un fotdn de frecuencia mas baja que el incidente [26].

e Ruido generado por fuentes externas: Generalmente estd causado por alguna fuente de
luz externa que contamina la sefial en algun punto del equipo de medicién. Una fuente
de ruido externo de origen no-éptico es la generado por particulas de alta energia como
los rayos cdsmicos que llegan al detector del equipo de medida. Los rayos césmicos
liberan un gran nimero de electrones que son indistinguibles de los fotoelectrones. Los
electrones generados por los rayos cdsmicos se concentran en uno o maximo dos de los
elementos del detector, generando un pico muy estrecho y de gran intensidad en el
espectro de dispersidon Raman [26].
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Figura 9. Ruidos en espectro Raman [26]

Tal como se ve en la Figura 9, los resultados de la medicion de estos fendmenos se representan
graficamente como espectros Raman. En el eje x del espectro se representa la diferencia entre
la frecuencia Ramany la de excitacidn del Iaser (v-v0) en nimero de ondas por cm (cm™), ya que
es el cambio en la frecuencia del fotdn lo que interesa. En el eje y se representa la intensidad de
la luz dispersada para cada energia/frecuencia [27].

Un espectro Raman, por lo tanto, estd formado por una serie de desplazamientos Raman
caracteristicos, cada uno de ellos asociado con un modo vibracional (o rotacional). Asi, el
espectro es Unico para cada material y permite identificarlo [27].

2.8.3 Técnicas electroquimicas

Cuando una aleacion de Mg se sumerge en un medio fisioldgico, el contacto entre su superficie
y el medio acuoso conduce inequivocamente a un proceso de corrosion [23]. Este tipo de
proceso electroquimico consta, como fue mencionado previamente, de una transferencia de
electrones y da como resultado la pérdida de masa del compuesto metdlico (Mg), perdida de
resistencia estructural e incluso formacidon de diversos compuestos en la superficie del metal.

Por estos motivos resulta crucial determinar el mecanismo y la forma de ataque producido, asi
como también estimar la velocidad de corrosién del metal que, en definitiva, delimitard el
tiempo para su degradacion [15].

Cuando el metal es inmerso en un medio, se da a lugar a dos reacciones; una de oxidacion
(reaccion anddica), donde se generan electrones, y otra de reduccion (reaccidn catédica), donde
se consumen electrones. Ambas reacciones ocurren sobre el metal simultdaneamente. El
potencial medido es llamado potencial mixto o de corrosion, Ecorr. Este potencial se puede medir
con un voltimetro de alta resistencia interna con respecto a un electrodo de referencia [15].

La suma de las transferencias de cargas que resultan de ambas reacciones es nula (ya que son
iguales y opuestos), luego la densidad de corriente de corrosidn (icorr) N0 puede ser medida en
forma directa, sino que debe ser determinada experimentalmente por extrapolacién de datos
[15]. De esta manera surgen diversas técnicas electroquimicas, que se basan en la introduccién
de una sefal eléctrica en un sistema de reacciones quimicas, generando una respuesta que es
posteriormente analizada. Dicha sefal puede ser tanto en corriente continua como en alternay
tiene como objetivo la polarizacion de la reaccion [28]. Asimismo, la superficie del metal puede
o no alterarse luego del ensayo, dando asi técnicas de tipo destructivas y no destructivas [15].

Los ensayos electroquimicos pueden ser de tipo potenciostatico o potenciodinamicos (donde se
aplica un potencial y se obtiene la corriente como respuesta al estimulo) o bien galvanostatico
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o galvanodinamicos (donde la perturbacién es la intensidad de corriente aplicada y se obtiene
como respuesta el potencial). Dando técnicas tales como Resistencia a la Polarizacién y Curvas
de Polarizacidn, si la perturbacidn es en corriente continua y Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica (EIS), si la perturbacidn es con corriente alterna [28], [29].

Para la realizacion de los ensayos electroquimicos se precisa el armado de una celda de trabajo,
donde se pongan en contacto el medio agresivo y el material metalico bajo estudio. Un ejemplo
de celda electroquimica clasica de tres electrodos se muestra en la Figura 10. La muestra
metadlica, en este caso la aleacidn de Magnesio, constituye el electrodo de trabajo, cuyo
potencial se mide o impone en cada instante con respecto a un electrodo de potencial
constante, el electrodo de referencia, cerrando el circuito con el contraelectrodo o electrodo
auxiliar, generalmente de material inerte (por ej. Pt), por el que atraviesa la corriente a registrar
[28].

d|POTENCIOESTATO

(a} Contra Electrodo
(b} Electrodo de
Beferencia

(e} Electrodo de
Trabajo

Figura 10. Esquema de la celda electroquimica: (a) Contra electrodo; (b) Electrodo de Referencia; (c) Electrodo de
trabajo y (d) Potenciostato.

Con estas técnicas se logra, entonces, inferir la velocidad de corrosidn de una especie en un
medio determinado. En este proyecto, el medio en cuestion serd SBF a 37°C y las técnicas
utilizadas son la EIS y las curvas de polarizacion.

2.8.3.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Es una técnica en corriente alterna, con la ventaja de cubrir varios érdenes de magnitud en
frecuencia (desde MHz hasta puHz). Al variar la frecuencia de una onda sinusoidal de potencial,
la corriente circula por la interfase. Haciendo la analogia del circuito eléctrico, el flujo de
corriente pasa a través de los diferentes componentes del circuito, que tienen una respuesta en
impedancia (Z) y angulo de fase (8) caracteristicos [30]. Esta relacién de valores de impedancia
y frecuencia se denomina “espectro de impedancias” [31].

Si el potencial aplicado es sinusoidal (Ecuacion 6), la respuesta también serd sinusoidal (Ecuacion
7) [15].

V(t)=Vosen (wt)

Ecuacion 6

I(t)=losen (wt+0)
Ecuacion 7

Donde w es la frecuencia en rad/seg.
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La relacidn entre el potencial aplicado y la corriente (Z), segun la ley de Ohm, tiene una magnitud
V(t)/1(t) y un dangulo de fase 0 y por lo tanto es una cantidad vectorial (Ecuacién 8) [15].
V@) Vysen(wt) sen (wt)
T I() " Ipsen(wt+6) “sen (wt+6)

Ecuacion 8

De esta manera, se llega a una entidad compleja que puede ser representada en términos de
una componente real y una imaginaria (Ecuacion 9) [32].

Z(w) = Zye'® = Zy(cos +isind) =7 —iZ"
Ecuacidn 9

Al graficar la parte real de la impedancia en funcién de la parte imaginaria, se obtiene el
Diagrama de Nyquist, donde cada punto del diagrama representa la impedancia a una
frecuencia. Mientras que cuando se representa el médulo de impedancia |Z]| y el angulo de fase
0 en funcidn del logaritmo de la frecuencia (| Z| vs log fy 6 vs log f), se llega a los diagramas de
Bode [32].

(]

200 400 500 800 1000 ot w000

12
LY Fiagungy (H2)

Figura 11. Ejemplos de tipicos diagramas de a. Nyquist (-Z” vs Z’) y b. Bode (Z vs log f y & vs log f).

Nuevamente, en analogia con circuitos eléctricos, los espectros de impedancia obtenidos suelen
ser analizados mediante componentes tales como resistencias (R), capacitancias (C),
inductancias (L), etc. Combinados de tal manera que reproduzcan los espectros de impedancia
medidos. Estos circuitos eléctricos son denominados “circuitos eléctricos equivalentes” vy
algunos ejemplos de ellos estan descriptos en la Figura 12 [31].
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Figura 12. Ejemplos de Circuitos equivalentes, junto con sus curvas de Nyquist y Bode correspondientes.

De esta manera, resulta mas accesible obtener resultados representativos de los graficos. Por
ejemplo, para el circuito equivalente a. de la Figura 12, las raices en el diagrama de Nyquist
coinciden con la resistencia entre el electrodo de trabajo y aquel de referencia, junto con la
resistencia a la polarizacion de la interfase muestra/solucién. Asimismo, en los diagramas de
Bode, al graficar |Z]| vs log f, a altas frecuencias se observa un |Z| casi constante y un 6 muy
proximo a 0, quedando representado entonces Unicamente la resistencia de la solucidn [15].

Una gran ventaja que posee este método es que no es destructivo, por lo que la muestra puede
seguir ensayandose sin mayores alteraciones. A su vez, permite estudiar las caracteristicas
estructurales de las peliculas superficiales mediante ajuste de los resultados con diferentes
modelos circuitales, lo cual resulta ser un factor clave para caracterizar los compuestos
formados en la superficie del metal, que estaran en contacto directo con el cuerpo humano [15].

2.8.3.2 Curvas de polarizacion

Al aplicar sobre el electrodo de trabajo un sobrepotencial positivo (es decir, se remueven
electrones) o negativo (se suministran electrones) respecto del Ecorr y registrar las corrientes
medidas para el sistema, se logra obtener las llamadas curvas de polarizacidn. Estas reflejan la
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relacidn entre el potencial impuesto y la densidad de corriente y modifican, a su vez, la superficie
de la muestra, por lo que se caracteriza al ensayo por ser de tipo destructivo [15], [28].

Potencial E({V)
splicado
“urva de
E. + % Polarizacion
e Anddica
Ecorr pe-eesZooie s
Curva de
E;, Polarizacion
Catddica

ieorr . i
Densidad de
corriente

Figura 13. Curvas de polarizacion.

La Figura 13 muestra una porcién de las curvas que se obtienen al imponer un potencial
diferente al Ecorr. NOtese que mientras mas proximo sea el valor de E al Ecorr (expresado en Volts)
el valor de i (expresado en Amperes/cm?) tiende a cero, puesto que en dicho punto |ia| = |ic| =
icorr Y pOr tanto it = i, + ic = 0 [28].

En teoria, la variacién potencial-densidad de corriente en las curvas anddicas y catddicas deberia
ser lineal, intersectandose en el punto definido por el Ecor/icorr. Sin embargo, hay desviaciones
de la linealidad en las proximidades del Ecorr. No Obstante, las curvas anddicas y catédicas poseen
regiones en las que se cumple una proporciéon lineal entre el potencial y el logaritmo de la
densidad de corriente, zonas denominadas regiones de Tafel, y que se ajustan a la Ecuacién 10
[28].

n=a+blogi

Ecuacion 10
Donde a y b son constantes, i densidad de corriente y n polarizacion.

Extrapolando tales segmentos lineales de las curvas anddicas y/ o catddicas, e intersectandolas
al Ecorr Se puede determinar el valor de icorr para un metal en un medio tal como SBF [28].
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestras

A lo largo del proyecto se trabajé con una barra de aleacién de Magnesio ZX10, de geometria
cilindrica (didmetro 10 mm) y 200 mm de largo, que fue cortada para obtener la cantidad de
muestras necesarias. Estas fueron, en todos los casos, pulidas respetando la metodologia
planteada y, en algunos casos, también esterilizadas e inmersas en SBF por un determinado
tiempo.

Los medios y equipos necesarios para la realizacién de este proyecto (mencionados a
continuacién) se encuentran en los laboratorios de la Division Electroquimica Aplicada, el
laboratorio de vitroplastia, talleres, biblioteca y demas servicios del INTEMA.

La composicidn quimica de la aleacidn de magnesio y demds informacidn relevante, se muestra
en la Tabla 1.

Nombre Composicion quimica Presentacion Procesado
(%p/p)
Magnesio ZX10 M;ggelslo (Z)ISZ C;If;o Tubo macizo Extrudado
Color Densidad relativa Temperatura de fundicién Proveedor
Magnesium
Gris plata Innovation
metalico 1.74 g/cc ~650°C Center
(MaglC),
Alemania

Tabla 1. Datos Magnesio ZX10.

Para cortar las muestras se utilizé una sierra de corte de baja velocidad IsoMet (Buehler), tal
como se observa en la Figura 14, usando etanol como medio refrigerante. El espesor resultante
de cada una de las muestras, en promedio, fue de 1.55 mm y el didmetro de 10 mm (por
defecto).

'F'%' ¥ )-'"“)"l,

Figura 14. Sierra
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Luego del corte, se les realizé una perforacidn de aprox. 1 mm de didmetro. Esta perforacion se
la hizo cercana al borde de las muestras para poder suspender las mismas en los ensayos de
inmersidn. Una vez realizado este paso, las muestras fueron pulidas.

3.2 Lijas

Las muestras fueron pulidas con lijas de SiC al agua de granulometria creciente hasta 1200.
Finalmente, se procedié a lavarlas con etanol, se secaron con corriente de aire caliente y fueron
guardadas con silica para minimizar la humedad del entorno. Antes de cada medicién, se realizé
un pulido superficial de las piezas guardadas para ofrecer una misma superficie de condicion
“pulida” como punto de partida de los ensayos. De esta manera, se eliminaba la eventual accién
de la humedad ambiente sobre la muestra, consecuente del almacenamiento previo.

Al lijar, se utilizé la menor cantidad de agua posible, con el fin de minimizar la corrosién de la
muestra, y se observd bajo microscopio dptico Leica (Alemania) antes de proceder con el
siguiente paso.

Para poder revelar la microestructura, se pulieron las muestras a espejo. Para ello se utilizd
pulido a pafo (Figura 15) con cantidades controladas de agua y sin el agregado de alimina, para
evitar posibles incrustaciones, dado que el magnesio es sumamente blando.

Figura 15. Pafio y mdquina de pulido.

Finalmente, las muestras fueron limpiadas por ultrasonido (Cole Palmer, USA) durante 10
minutos, sumergidas en etanol, y secadas con corriente de aire.

3.3 Esterilizado

El esterilizado es un proceso de vital importancia para todos los biomateriales y, por ende, un
proceso por el cual toda pieza debe pasar previo a ser puesta en contacto con el cuerpo humano.
Por este motivo, se realizé el esterilizado de la mitad de las muestras por 1h a 180°C, en estufa
con atmdsfera de aire.

3.4 Soluciones
3.4.1 Solucidn fisioldgica simulada (SBF)

La solucion de fluido corporal simulado (por sus siglas en inglés, SBF) intenta replicar la
concentracion de iones inorgdnicos presentes en el plasma humano. En la Tabla 2 se compara la
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concentracién de iones inorganicos disueltos en la SBF y aquellos del plasma humano segun el
estudio presentado por Kokubo et al [33].

lon concentration (mm)

Na K Mg’ Ca’ Cl HCO; HPO; SO;
|1h:mu= blood plasma 142.0 5.0 1.5 K. 103.0 37.0 1.0 1)\‘
Orniginal SB} 142.0 50 1.5 25 148.8 4.2 1.0 0
Corrected SBF (¢-SBF) 142.0 5.0 1.5 2.5 147.8 4.2 1.0 0.5
|5<‘.\‘\\~<||\HE (r-SBF) 142.0 50 1.5 r I 103.0 27.0 1.0 'l\‘
Newly improved SBF (n-SBF) 142.0 50 1.5 2.5 103.0 4.2 1.0 0.5

Tabla 2. Concentracion de iones inorgdnicos en SBF vs plasma humano

Para este trabajo se prepard la SBF siguiendo la versién revisada de Kokubo [33]. La composicidn
de la SBF se destaca en la Tabla 3. En este caso los valores brindados se expresan en %p/V,
ajustada a un valor de pH de entre 7.25y 7.35.

Compuesto g/100mL de Solucién

NaCl 0.8053

KCl 0.0224

CaCl,.2H,0 0.0368

MgCl,.6H,0 0.0305

K2HPO4 0.0174

NaHCO; 0.0353

Tris(hidroximetil)Jaminometano | 0.6057

HCI Cant. Suficiente (aprox 0.3ml)

Agua destilada Cant. Suficiente para 100ml
de sc

Tabla 3. Composicién SBF en %p/V.
La solucién obtenida fue guardada a 4°C, hasta su uso.
3.4.2 Acético-Picral

Con el objetivo de caracterizar la microestructura se realizé el revelado de la misma. Para tal
fin, se procedié a sumergir una muestra en acético picral por 10 segundos. El ataque quimico
seguido fue el recomendado por Buehler para aleaciones base Mg [34]. Para ello se prepard una
solucion alcohdlica al 0.04 %V/V en 4cido acético, 0.03%V/V de acido picrico, 0.08%V/V de agua
y 0.85%V/V de etanol.

Luego del ataque, la muestra fue lavada con etanol (95% V/V) y secada en corriente de aire seco
[34]. Finalmente se obtuvieron imagenes utilizando el microscopio déptico Leica DM4-M
(Alemania). Este procedimiento se efectiio Unicamente con una muestra previamente pulida a
espejo y a tiempo cero, sin esterilizar (control).

3.5 pHmetro

El instrumento utilizado para medir el pH, en todos los casos, fue el Orion Research (Singapur)
(Figura 16).
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Figura 16. pHmetro y estdndares.

3.6 Tratamientos Experimentales

En la Tabla 4 se detalla la cantidad de muestras ensayadas, con sus respectivas condiciones y
tiempos de inmersion.

Condicidn Esterilizadas No Esterilizadas

Tiempo
de t0 t7 t14 t30 t0 t7 t14 t30
Inmersion

Cantidad
de 4 4 4 4 4 4 4 4
Muestras

Tabla 4. Cantidad de muestras ensayadas, con sus respectivas condiciones y tiempos de inmersion

Los tratamientos experimentales a los que fueron sometidas se detallan a continuacién.
3.6.1 Inmersiones

Las inmersiones fueron realizadas tal como se ve en la Figura 17. Se buscé mantener las
muestras suspendidas para mejorar el area de contacto [33].

Para mejorar la simulacién del entorno, se mantuvo la temperatura de la SBF constante en 37°C.
Asimismo, en los ensayos donde se requirié inmersidon prolongada de las muestras, se renovo la
solucidn cada 48hs [17]. Se midid la evolucidn del pH con el tiempo de inmersion con el pHmetro
de Orion Research.
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Figura 17. Muestra en inmersion.

Para establecer la cantidad de solucién utilizada se siguid la relacidn propuesta por Kokubo [33].
Esta especifica el volumen necesario de SBF en ml por mm? de muestra, segun la Ecuacién 11.

Vee = Sm /10
Ecuacion 11

Donde V. es volumen de solucion y Sm area de la muestra. De tal manera que, para una
superficie de 206 mm?, el volumen minimo requerido fue de 21 ml.

Los tiempos de inmersion seleccionados fueron de 7, 14 y 30 dias, buscando evaluar depdsitos
o formacidén de compuestos en la superficie. Estos mismos tiempos de inmersidon fueron
utilizados por Kavitha et al. en su trabajo [35].

3.6.2 Caracterizacion superficial
3.6.2.1 Microscopia Optica

Una vez realizado el ataque con acético picral, se procedié a latoma de imdgenes con aumentos
de 10x, 25x y 50x, utilizando el microscopio dptico Leica (Alemania) con camara incorporada
(Figura 18). Este procedimiento se efectlo Unicamente con una muestra previamente pulida a
espejo y a tiempo cero, sin esterilizar (control).

Figura 18. Microscopio Leica con cdmara incorporada.
3.6.2.2 Espectroscopia Raman

Se realizaron barridos para 2 puntos por lado de cada muestra, estudiando asi la superficie de
muestras a tiempo 0, 7, 14 y 30 dias, ambas esterilizadas y no esterilizadas. Aquellas muestras
que habian estado en inmersidn, fueron retiradas justo antes de ensayarlas, para procurar que
la superficie siga hidratada.

El ensayo se efectud con un equipo inViaReflex confocal (Renishaw RM 2000, UK), con un laser
de 785 nm y un lente objetivo de 50x, manteniendo los siguientes pardmetros para todas las
muestras por igual:

- Potencia laser: 5%
- Tiempo de exposicion: 30”
- Acumulaciones: 5

- Rango de barrido: 100 — 1600 cm
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3.6.3 Técnicas electroquimicas

Para determinar el comportamiento electroquimico de las muestras, se realizaron una serie de
ensayos electroquimicos de forma consecutiva. El protocolo a seguir constaba de un periodo de
estabilizacion de 2000 segundos, seguido del ensayo de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS), otro periodo de estabilizacién de 150 segundos vy, finalmente, Curvas de
Polarizaciéon Potenciodindmicas. Todo esto fue realizado en una unidad de medicion
electroquimica Solartron 1280 (UK), Figura 19.

Figura 19. Equipo Solartron 1280.

Es importante destacar que existe la posibilidad de hacer ambos ensayos consecutivamente ya
que, como se menciond en la introduccion, el EIS se caracteriza por ser no destructivo, a
diferencia de la polarizacién que si lo es.

N

Figura 20. Celda para ensayo electroquimico.

Esta secuencia fue reproducida idénticamente para cada tiempo de inmersidén y para cada par
de muestras, para las muestras tanto esterilizadas como para aquellas sin esterilizado previo.

Se utilizé una celda convencional de tres electrodos, sumergida en un bafio termostatico de agua
(Lauda Alpha A6, Alemania) para mantener la temperatura de trabajo en 37°C. Se empled un
alambre de platino de area conveniente como contra electrodo, un electrodo de calomel
saturado (ECS, Radiometer, Francia) como electrodo de referencia y la muestra de aleacién de
magnesio bajo estudio como electrodo de trabajo (Figura 21). Se disefid un portamuestras
(Figura 20) para establecer el contacto eléctrico con el electrodo de trabajo y poder ponerlo en
inmersion, dejando un drea expuesta al electrolito de 0.15 cm?. La inclusién de las muestras en
resina no era posible, ya que ello fomentaria la corrosidn por rendijas, y el pequefio tamafio de
las mismas, tampoco permitia realizar el ensayo mediante superficie libre. Tal como se ve en la
imagen, se utilizé un O-ring para impedir el paso de solucién dentro del portamuestras y se
rebajo la zona de contacto muestra-solucidn para minimizar la formacion de burbujas en la
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superficie. El material utilizado para la misma fue Grilon® (poliamida 6), que presenta muy buena
magquinabilidad, buena resistencia a los agentes quimicos, y es apto para la temperatura de
trabajo (37°C).

. Figbra 21. Baﬁo y celda e/;ctrbquimica.
3.6.3.1 Potencial de circuito abierto (estabilizacion)

Para asegurar la estabilidad, linealidad y causalidad de los resultados se requiere de un tiempo
de estabilizacion, en el cual se busca que la muestra y la solucién lleguen a un potencial de
corrosién estable para realizar los ensayos. Dicho potencial es aquel que surge entre las dos
hemi-reacciones presentes, el Mg que se oxida y el H,0 que se reduce.

3.6.3.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Una vez que se logrdé un Ecorr estable, se aplicé una onda de potencial sinusoidal de +15 mV de
amplitud respecto de este Ecorr, €n un intervalo de frecuencias de 20000 Hz a 0.05 Hz. Se tomaron
10 frecuencias espaciadas por cada década logaritmica.

Al correr este ensayo se prestd particular atencidén a que la resistencia de la solucién (Z')
permaneciera constante entre ensayos (y por debajo de los 100 Ohm).

Con los datos obtenidos se modeld cada sistema con un circuito eléctrico equivalente, se calculd
la resistencia a la polarizacién (Rp) y capacidad efectiva (Ceff), que se utilizaron para obtener
informacién acerca de la superficie de la muestra, asi como de los componentes depositados en
superficie.

3.6.3.3 Curvas de polarizacién

Como Uultimo ensayo, se realizaron las curvas de polarizacion potenciodindmicas para
determinar la densidad de corriente de corrosion en las condiciones de estudio. Para esto se
realizé un barrido de potenciales, a una velocidad de 1 mV/s, comenzando por la rama catddica
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a 0.15 V por debajo del potencial de corrosién (-0.15 V vs Ecorr) y luego polarizando en sentido
anodico hasta 0 V (vs ECS).
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

A lo largo de este capitulo se presentan y analizan los resultados obtenidos por medio de los
diferentes ensayos abordados en este proyecto.

Se evaluan los resultados de los tratamientos de esterilizado sobre las aleaciones de Magnesio
ZX10 con sus respectivos controles y la evolucidn de las superficies sometidas a dicho
tratamiento en funcién del tiempo (7, 14 y 30 dias) en inmersién en SBF.

4.1 Inspeccidn visual de las muestras

Condicidn Esterilizadas No Esterilizadas

t0

t7

t14

t30

Figura 22. Tabla comparativa de muestras esterilizadas y sin esterilizar luego de ser inmersas en SBF, segtin avance

de dias.

Las imagenes de la Figura 22 ponen en evidencia el avance de la degradacion de las muestras
en funcion del tiempo de inmersidn. Puede observarse la disminucion del volumen de la muestra
con el paso del tiempo (propio de procesos corrosivos), al mismo tiempo que la formacion de
depdsitos o productos de corrosidn sobre la superficie, cuya identidad sera definida por la
técnica de espectroscopia Raman en la seccion 4.3.2.

No se observan diferencias apreciables a ojo desnudo entre las muestras con y sin esterilizado
previo.

4.2 Inmersiones
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Se midi6 el pH de la solucién de inmersion, cada 48 o 72hs, para registrar su evolucién con el
paso del tiempo. En la Figura 23 se muestran los valores de pH obtenidos, a 37°C.
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Figura 23. pH de la solucion en funcion del tiempo de inmersion. Grdfico 1: Evolucion para muestras A y B sin
esterilizar. Grdfico 2: Evolucion para muestras C y D esterilizadas.

Los graficos revelan un aumento en el pH, luego de los dos primeros dias de inmersién en SBF.
Esto puede atribuirse al aumento de la concentracidon de OH" producto de la reduccién del agua,
como consecuencia del proceso de disolucién anddica del Mg en la solucién, acompaiada de la
liberacion de hidrégeno (Ec.1y 2) [23].

Luego, se observa una caida en el pH a lo largo del tiempo. Esto supone una disminucidn de la
tasa de degradacién del Mg, por la formacidn de una capa de productos de corrosién sobre la
superficie que podria otorgar algun grado de proteccidén sobre la superficie. No obstante, la
presencia de iones de Cl en la solucién promueve la formaciéon de MgCl, soluble en medio
acuoso, permitiendo entonces que la degradacion continte [23].
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Finalmente, pasados los 15 dias de inmersion se llega a un valor cuasi constante. Esto se podria
atribuir a un equilibrio dindamico, producto de una constante formacién y disolucién de la capa
superficial [17].

Para mayor comodidad del lector se representaron las curvas correspondientes a muestras sin
esterilizar en el Gréfico 1 y para aquellas esterilizadas en el Gréfico 2. No obstante, se observa
que el comportamiento de ambas condiciones (esterilizado y no esterilizado) no presenta
grandes diferencias.

4.3 Caracterizacion superficial

4.3.1 Revelado de la microestructura

En la Figura 24 se muestran las imagenes obtenidas luego del revelado de la microestructura
con acético-picral.
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Figura 24. Micrografias luego de ataque con acético-picral. Con aumentos de: (a) x10; (b) x20 y (c) x50.

En primera instancia se logran ver granos irregulares, pero con una distribucién homogénea.
Asimismo, el ataque resalta las lineas de pulido, las cuales se buscaron evitar en el proceso,
siguiendo un estricto protocolo al usar las lijas. Sin embargo, esto no fue posible, debido a la
naturaleza blanda del Magnesio. Esto se presenta como una dificultad a la hora de manejar las
muestras ya que, no solo es altamente reactiva y, por ende, propensa a procesos de tipo
corrosivos, sino que también obliga al usuario a poseer un especial cuidado en su manipulado.

Se observan también incrustaciones como puntos negros, que podrian ser resultantes de
procesos corrosivos, o bien, propias del pulido de una aleacién blanda, como es el caso de la
ZX10. Mediante este ataque, no se revelan precipitados a lo largo del grano ni en los bordes de
grano, lo cual se presentaria como una ventaja frente al proceso corrosivo, el cual podria verse
acelerado por la presencia de segundas fases [1], [16].

En sus estudios sobre aleaciones Mg-Zn-Ca, Fang et al. destacan que al aumentar la
concentracion de Ca en la aleacidn, la fraccién de precipitados secundarios se incrementa
proporcionalmente. Por lo tanto, el mayor nimero de precipitados puede actuar como nucleos
efectivos para formar nuevos granos durante la recristalizacién dinamica, lo que conduciria a la
reduccion del tamafio del grano [21]. Ademas, se observa lo que podrian ser maclas en las
muestras (Figura 25). Estas ultimas desaparecen en aleaciones con mayor cantidad relativa de
Ca, segln las comparaciones realizadas por los autores previamente mencionados [21].

Figura 25. Maclas de recocido observables bajo aumentos de 50x
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4.3.2 Espectroscopia Raman

En la Figura 26 se presentan los espectros Raman correspondientes a la aleacidn ZX10. En cada
grafico se representan, para el mismo tiempo de inmersién, los espectros correspondientes a
las condiciones de esterilizado y sin esterilizar.
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Figura 26. Espectroscopia Raman en Intensidad vs Corrimiento Raman. Grdfico 1: Muestras esterilizadas. Grdfico 2:
Muestras sin esterilizar.

En primera instancia, los graficos obtenidos resultan prometedores ya que no demuestran
grandes ruidos en la medicion, tal como la fluorescencia y/o ruido shot. Esto ultimo permite
identificar correctamente los picos caracteristicos, una vez que los rayos cosmicos han sido
eliminados del grafico.

Los picos caracteristicos y sus asignaciones de acuerdo a su corrimiento Raman (en cm), se
reportan en la Tabla 5.
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Condicion Esterilizada Sin esterilizar
Tr'fm";’:;:r‘: t0 | t7 | t14 |30 | t0 | @7 | t14 | 30 Asignacion
120 | 120 | 120 | 120 | 120 | 140 | 140 | 140 MgH
216 | 216 | 216 | 216 | 222 | 222 | 222 | 222 MgO / Mg (OH),
corrimiente | 443 | 443 | 443 | 443 | as6 | ase | ad6 | 446 MgO //zﬁﬂ.%(HO:;if;g ‘; (v2)
Raman (cm?) - - - - - 597 597 597 MgO / PO43 (v4)
- | 964 | 964 | 964 ; 964 | 964 | 964 PO (v1)
] - |1080| - ; 1080 | 1080 | 1080 | COs2(v1)/MgCOs/MgO
] ] ] ] ; 1470 | 1470 | 1470 COs2(v3)

Tabla 5. Picos caracteristicos Raman junto con asignacion [17], [35]-[42].

En todos los casos se observa un primer pico alrededor de los 120 cm™, que puede relacionarse
con el hidruro de Magnesio [36]. Asimismo, entorno a los 220 cm™, aparecen picos
correspondientes a dxidos e hidroxidos de Mg, propios de las reacciones de corrosién que se
llevan a cabo en la muestra tanto en inmersién en SBF como sin inmersién (t0). El hecho de que
las muestras sin inmersién presenten picos caracteristicos de productos de corrosién es
atribuido a la reaccidén de la aleacién con la humedad del ambiente, debido a ser altamente
activa [36], [37].

Se observa, también, una banda de gran intensidad préxima a los 446 cm™. Esto, segun
bibliografia, puede atribuirse a los oxidos e hidréxidos de Mg [37], [38], [40] o el modo de
traslacion del enlace Zn-OH [39]. Para el caso de las muestras con inmersion, esta sefial también
podria coincidir con el modo vibracional v2 (flexion) del fosfato [17], [35].

Luego, para el caso de sin esterilizar a tiempos mayores a 7 dias aparece un pico en 597 cm™,
que puede coincidir con el modo vibracional traslacional del enlace Mg-OH [39], o bien con la
flexién fuera del plano (v4) del fosfato [17], [35]. En este caso, a diferencia de los anteriores, los
picos no coinciden con los reportados en bibliografia para aleaciones Mg-Ca, sino que estan
desplazados. El pico correspondiente al fosfato aparece en 580 cm™ [17] y el MgO en 618 cm™
[36]. Este cambio observado en la banda del fosfato hacia un nimero de onda mas bajo, se lo
puede adjudicar a la incorporacién de Zn. Dado que la frecuencia de la banda Raman depende
de las vibraciones de la red, las masas y la fuerza entre los atomos/iones definen la posicion de
la vibracion. Como la masa de los iones Zn es ligeramente mayor que la de los iones Ca, se intuye
un desplazamiento de la banda Raman hacia el nimero de onda inferior [35].

La presencia del fosfato se confirma con una banda en 964cm™ la cual corresponde con el
estiramiento simétrico (v1, P-O) del compuesto. Se observé dicha banda en todos los casos en
los cuales la muestra estuvo en contacto con la SBF.

Segun Weber et al., es esperable encontrar picos en 1080 cm™, relacionados a la vibracién del
6xido de magnesio y/o del grupo COs?, producto de la formacion de MgCOs. Al igual que Salehi
et al. y Frost el al. (2009) [42] quienes reportan modos vibracionales (v1) del grupo COs? en
corrimientos en el entorno de 1092 cm™, mientras que Kloprogge et al. lo reporta en 1050 cm™.

Asimismo, aparecen picos en 1470 cm’, ratificando la presencia del grupo COs? (en modo
vibracional v3), caracteristico de una formacion superficial de hidroxiapatita carbonatada (HCA),
segln reporta Frost et al. (2011) [41].

En conclusidn, si bien la mayor parte de los picos estaba previamente reportada en bibliografia,
al ser una aleacién nueva, es de esperar que varios de los picos aparezcan corridos. Atribuible a
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los distintos tamafios y pesos atémicos. A su vez, se encuentran productos de corrosién en la
superficie de todas las muestras, propio de un metal activo como lo es el Mg. Sin embargo, sélo
en aquellas que fueron inmersas en SBF aparecen picos caracteristicos de la HA. De la misma
manera, los picos esperables de HCA, sélo estan presentes en aquellas muestras que no fueron
esterilizadas.

4.4 Técnicas electroquimicas

En esta seccidn se exponen los resultados de los ensayos de EIS y polarizacién, para muestras
tanto esterilizadas como no esterilizadas y con distintos tiempos de inmersidn en SBF. En todos
los casos, previo a los ensayos, se realizé la medida del potencial de circuito abierto con el
objetivo de asegurar la estabilidad en el potencial de corrosion.

4.4.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

En las Figuras 27, 28, 29 y 30 se presentan los graficos de Nyquist y Bode obtenidos del ensayo
de impedancia para las muestras de la aleacion ZX10 a tiempo cero, tras 7, 14 y 30 dias de
inmersidn, con y sin esterilizado previo. Se grafica la curva mas representativa para cada par de
muestras ensayadas (ya mencionadas en la Tabla 4).
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Figura 27. Diagramas de Nyquist (izquierda) y Bode (derecha) para muestras Esterilizadas (blanca) y sin Esterilizar
(roja) a t0.
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Figura 30. Diagramas de Nyquist (izquierda) y Bode (derecha) para muestras Esterilizadas (blanca) y sin Esterilizar
(roja) a t30.

En la mayoria de los casos pueden distinguirse dos constantes de tiempo, que en el diagrama de
Bode se ven como cambios de pendiente en el grafico de mddulo de impedancia (|Z]) vs
frecuencia. Cada constante de tiempo puede asociarse a un proceso diferente ocurriendo sobre
la superficie. El comportamiento de alta frecuencia en EIS esta asociado con la penetracion de
electrolito, incluida la absorcidn de agua y la intrusion del electrolito en los poros, por lo tanto,
a altas frecuencias se pueden determinar las propiedades de los productos de corrosion.
Mientras que la segunda constante de tiempo capacitiva, que se ve a frecuencias medias, da
informacidn importante sobre el proceso de corrosién sobre el electrodo que se produce cuando
el electrolito toma contacto con el metal a través de los caminos que se forman en el éxido [43],
[44].

Ademas, para tiempos de inmersidon mayores a 7 dias, se observa un loop inductivo en la zona
de bajas frecuencias que suele relacionarse a diversos efectos, entre los que se destacan
especies intermediarias adsorbidas sobre la superficie del electrodo y/o corrosién localizada
[44], [45]. El loop inductivo se evidencia en el diagrama de Nyquist mediante una componente
imaginaria Z” positiva y una componente real Z' decreciente hacia menores frecuencias;
mientras que en el diagrama de Bode de angulo de fase () vs frecuencia puede observarse
cuando el valor de 0 adopta valores positivos.
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Figura 31. Diagramas de Nyquist (izquierda) y Bode (derecha) para muestras Esterilizadas en funcién del Tiempo de
Inmersion.

Por otro lado, en la Figura 31 se comparan las curvas obtenidas para las muestras esterilizadas
en funcion del tiempo de inmersion. El grafico de Nyquist revela un aumento de la resistencia
en el tiempo, evidenciado en el aumento del didmetro del semicirculo. El aumento de tamafo
de los diagramas de Nyquist con el tiempo de inmersién se puede atribuir a una disminucién del
area de la superficie activa debido a la cobertura progresiva de la superficie por los productos
de corrosién [43], [46]. Ademas, se observa un leve aumento en el médulo de la impedancia
total (extrapolando a frecuencia cero en el grafico de Bode |Z| vs frecuencia) que podria
asociarse a la formacion de productos de corrosion sobre la superficie de la aleacién y la
consiguiente disminucidn de la velocidad de corrosion.

4.4.1.1 Modelado

Para modelar matematicamente el sistema se optd por una configuracion de circuito
equivalente con una resistencia en serie con el resultado de la suma en paralelo de dos
resistencias faradaicas, junto con un inductor y un elemento de fase constante también en serie,
tal como se ve en la Figura 32.

R1 CPE1
N by

R3

R2 L1

Figura 32. Circuito equivalente modelo para la aleacién ZX10.

En este circuito, se consideran las R2 y R3 como faradaicas, es decir que transportan carga, por
lo que se las adjudica a la resistencia de la pelicula superficial (o del electrolito en los poros del
oxido) y la resistencia de transferencia de carga en la superficie del metal, respectivamente. Por
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otro lado, la R1 es asociada Unicamente a la difusidon de las mismas y, por tanto, a la resistencia
que presenta el bafio de inmersion.

El elemento de fase constante modela la pseudo-capacitancia de la capa que se forma sobre Ia
superficie del sustrato (muestra) y el inductor replica la presencia de especies absorbidas en
superficie o bien, la presencia de corrosién localizada (loop inductivo).

Este tipo de circuitos son comunmente utilizados para modelar 6xidos porosos o recubrimientos
sobre una superficie metdlica.
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Figura 33. Ejemplos de resultados de ajustes numéricos (curvas verdes) para muestra con inmersién de 7 dias (a)
esterilizada (b) sin esterilizar.

A partir de los pardmetros obtenidos, para cada caso, se calculd la resistencia a la polarizacidn
del sistema como la resistencia equivalente que surge de sumar las resistencias del circuito
asociadas a la transferencia de carga (Ecuacion 12) [45], [47].
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_ R3*R2
" R3+R2

Ecuacion 12

Posteriormente, siguiendo el modelo de Brug (Ecuacidn 13), se calcularon los valores de la
capacidad efectiva (Ceff) de los depdsitos formados sobre la superficie.

2 -1 3 =y
Cef = Qa(R; " +R;") a
Ecuacion 13

donde Qy a son los pardmetros del CPE del cual se quiere calcular la capacidad efectiva, Rs es la
resistencia 6hmica o de la solucidn y R:es la resistencia a la transferencia de carga en paralelo
con el CPE analizado (igual a Ry).

Con los resultados de los ajustes se confecciond la Tabla 6, en la cual R1, R, Cesr ¥ la Desviacion
Porcentual surgen del promedio de valores obtenido para cada par de muestras ensayadas.

Condicién Tinm R1 (=Rs) Rt (=Rp) Cett Desviacion
(dias) | [Q.cm2] | [Q.cm2] | [F.cm?] %
0 16.2 103.8 9.9E-06 16%
. 7 41.4 168.4 6.8E-06 8%
Esterilizada
14 38.7 137.8 1.2E-05 14%
30 39.4 85.6 9.4E-06 5%
0 23.2 175.6 1.3E-05 8%
. - 7 33.7 510.8 9.0E-06 11%
Sin esterilizar
14 26.4 165.5 6.8E-06 6%
30 55.7 218.7 8.9E-06 6%

Tabla 6. Resultado de ajuste con promedios para todas las condiciones.

Para la condicion esterilizada vemos un primer aumento en la resistencia a la polarizaciéon y una
posterior caida (Figura 34). Esto podria deberse a la mayor resistencia que presenta la superficie
al incrementar la cantidad de depdsitos y una disminucidn con el tiempo de inmersidn atribuida
a porciones descubiertas de la muestra donde se produce un ataque localizado.

En el caso de las muestras sin esterilizado previo, se observa un comportamiento similar, pero
con mayor intensidad y valor de R, (Figura 34). El valor de la resistencia, mayor respecto de las
muestras con esterilizado, podria relacionarse con una mayor actividad electroquimica
superficial en los primeros dias de inmersion.
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R; en funcién del Tiempo de Inmersion

600.0
T 5000 d @ Esterilizada
S ‘ L
% 400.0 Sin esterilizar
‘S
S 300.0
k7]
3 2000 8
o I -
e ]
100.0 @ it
0.0
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Figura 34. Resistencia a la polarizacion en funcién del Tiempo de Inmersion.

El grafico de la Figura 35 muestra los resultados obtenidos de Cetr en funcion del tiempo, para
cada par de muestras tanto esterilizadas como no.
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Figura 35. Capacidad efectiva en funcién del Tiempo de Inmersion.

Para los primeros 7 dias de inmersidn, para ambas condiciones, se observa una disminucién en
la capacidad y para mayores tiempos de inmersion, se contintia observando la relacidn inversa
gue mantenian la capacidad con la resistencia. Al disminuir la resistencia, aumenta la capacidad.

Sin embargo, es de notar que los cambios en los valores de capacidad efectiva son poco
significativos (los valores se mantienen practicamente en el mismo orden), demostrando que la
pelicula que se forma sobre la superficie no es aislante y solo otorga algun grado de proteccion
al sustrato. Tampoco se aprecian diferencias significativas en los comportamientos revelados
entre las muestras esterilizadas y sin esterilizar.

Se destaca que todos los valores de resistencias y capacidades obtenidos se encuentran dentro
de lo esperado para un metal en disolucién activa [28].

Finalmente, en la Tabla 6 se puede observar también la desviaciéon porcentual del ajuste,
respecto de la curva original. En todos los casos el error porcentual fue menor del 20%, para los
modelos circuitales seleccionados.

4.4.2 Curvas de Polarizacion
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Mediante las curvas de polarizaciéon se buscd identificar el tipo de control existente en las
reacciones que tienen lugar sobre la superficie y determinar la densidad de corriente de
corrosion de la aleacién ZX10. En la Figura 36 se muestra -a modo de comparacién- el ensayo
mas representativo de cada condicién.
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Figura 36. Curvas de polarizacion para muestras mds representativas esterilizadas y sin esterilizar a (a) tO-control;

(b)t7dias; (c)t14dias y (d)t30dias.

Se observa un Ecorligeramente mayor en las muestras esterilizadas respecto a las sin
esterilizar, que se cumple en todos los casos menos para las curvas de 14 dias de inmersion.
Esto podria interpretarse como una menor actividad inicial en las muestras esterilizadas. Sin

embargo, la pequefia diferencia en los valores por si sola no resulta significativa.

En las curvas obtenidas se comprueba que el potencial donde la corriente se hace cero, coincide

con el E¢orr medido.
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Figura 37. Curvas de polarizacion en funcion de los distintos tiempos de inmersion para (a) muestras esterilizadas y

(b) muestras sin esterilizar.

Al comparar las curvas a distintos tiempos (Figura 37), se observa un marcado aumento en el
potencial de corrosién en las muestras luego de la inmersién comparadas con la de tiempo cero.
Esto puede relacionarse con la presencia de compuestos superficiales luego de la inmersidn.
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Figura 38. Fitting de Tafel para regiones lineales.

Para las regiones en las que las curvas anddicas y catddicas poseen una relacidn lineal entre el
potencial y el logaritmo de la densidad de corriente, se puede ajustar una recta de acuerdo a la
ecuacion de Tafel (Ecuacién 9) [28]. Extrapolando tales segmentos lineales de las curvas
anddicas y/ o catddicas, e intersectandolas al Ecorr Se pudo determinar el valor de icorr para la
aleacion en contacto con SBF (Figura 38) [28]. En la Tabla 7 se detallan los valores promedio
obtenidos a través de este ajuste, para todas las condiciones ensayadas.

Tiempo Ecorr icorr
Condicién | |y mersién | Promedio | Promedio | DSV Eer | Desv ";"
(dias) (Volts) | (afem?) | (Volts) | (A/em’)
0 -1.845 1.6 E-04 +0.005 1+3.00E-05
. 7 -1.515 3.0 E-05 +0.015 11.92E-05
Esterilizado
14 -1.535 9.0 E-05 +0.005 1+5.00E-07
30 -1.54 5.9 E-04 +0.01 1+2.30E-05
0 -1.88 2.0 E-05 +0.01 1+3.00E-06
Sin 7 -1.50 2.1E-04 0’ 0
esterilizar 14 -1.50 2.4 E-04 0’ 0’
30 -1.55 6.0 E-05 +0.01 +1.80E-05

Tabla 7. Valores promedio obtenidos y sus desviaciones por ajuste de Tafel.

*Los valores con desviacion nula son consecuencia de no poseer una cantidad de datos representativos suficientes
para establecer una desviacion.

Tal como se observa en la tabla, para las muestras esterilizadas, a mayores tiempos de inmersién
las curvas se corren hacia menores corrientes, por lo tanto, la velocidad de corrosién disminuye.
Esto coincide con lo reportado en el EIS para las muestras en los primeros 14 dias de inmersion,
donde se reporté un aumento en la R;.
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Sin embargo, para mayores tiempos de inmersién se ve un aumento en la velocidad de
corrosion. Esto ultimo podria deberse al cambio en el mecanismo de corrosién, que podria ser
relacionado con el aumento de productos de corrosiéon que disminuyen el drea activa,
fomentando la corrosidn preferencialmente en zonas desprotegidas, coincidente con la caida en
Rp, observado en el ensayo de EIS.

Potencial de corrosion vs Tiempo de Inmersidn
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Figura 39. Potencial de corrosion en funcion del Tiempo de Inmersion para ambas condiciones.

En el caso de las muestras sin esterilizado previo, la densidad de corriente va en incremento
hasta los primeros 14 dias de inmersién (Figura 40), lo cual indicaria un aumento inicial en la
velocidad de corrosion. Esto mismo no coincide con el aumento en R, y disminucion de Cer, que
se observan en los resultados del EIS (Figuras 34 y 35).
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Figura 40. Densidad de Corriente en funcion del Tiempo de Inmersion para ambas condiciones

Ya para mayores tiempos de inmersidn, los resultados de las curvas de polarizacidn revelan una
caida en la icorr, €5 decir, menor velocidad de corrosion. Esto si coincide con el aumento en el
valor de R, obtenido en el ensayo de EIS para mayores tiempos de inmersidn.

Este resultado, acompafiado del leve aumento en el Cetf también reportado en la seccidn previa,
podria confirmar la adsorcidn de productos en superficie.
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El comportamiento para ambas condiciones, nuevamente, no resulta significativamente distinto
frente al avance del tiempo de inmersion.
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5. ANALISIS ECONOMICO

En esta seccion se pretende realizar un analisis de factibilidad econdmica a partir de un estudio
simple de costos, para determinar la probabilidad de insercién del nuevo producto en el
mercado.

Se pretende también exponer las diferencias entre la operacién realizada actualmente en un
paciente, tras sufrir una lesién de nervio periférico, y aquella que se realizaria utilizando la
aleacién ZX10 como conducto de guia nerviosa.

El calculo realizado en esta seccion es meramente orientativo y, en ultima instancia,
comparativo. Teniendo en cuenta que en este proyecto se llevaron a cabo sélo ensayos in vitro
(en medio simulado), para una potencial insercién de la aleacién en el mercado se requeririan
llevar adelante varios ensayos in vitro (en cultivo celular) y andlisis de los resultados obtenidos.

5.1 Actualidad del Mercado

Tal como se menciond previamente en la introduccién, si bien el sistema nervioso periférico
tiene la capacidad de auto-regenerar los tejidos dafiados, cuando la lesidn abarca una gran
brecha (mds de 20 mm) el propio sistema no puede restablecer la funcién nerviosa original. En
esos casos, el tratamiento quirdrgico considerado “gold standar” lo constituyen las
transferencias nerviosas o autoinjertos. Sin embargo, se requiere del sacrificio de un nervio
sano, con la asociada mortalidad del sitio donante, necesidad de procedimientos quirurgicos
secundarios, entumecimiento, posible pérdida de la funcion sensorial, dolor crénico e incluso
una discapacidad permanente asociada al sitio donante [2], [5]—[7], sumado a que sdlo el 50%
de los casos no logra una recuperacion funcional satisfactoria.

Segun los reportes en bibliografia, la seleccion de un CGN se ha centrado en los materiales
naturales o sintéticos existentes (Tabla 8); aunque ninguno de los materiales estudiados hasta
la fecha ha llegado al éxito indiscutible en el paciente [6].

Familia Material Ventaja Desventaja
Material
e Biodegradable
° Blocgmpatlble e Dificil formar una
® Propiedades .
. amplia gama de
mecanicas .
arecidas a propiedades
Hidrogel Polietilenglicol (PEG) P .. mecanicas o
tejidos blandos
estructuras con
e Capaces de ser o
. tamanio de poro
inyectados como
f controlado.
liguidos
e Drug delivery
g e Bajabi tibilidad
Poliacido lactico (PLA) e Biodegradables a!a !ocompa orliaa
® Baja bioactividad
e Mayor gama de =
ropiedades * Fragiles
, Poliacido glicdlico (PGA) P p' . e Sin modificaciones
Polimeros mecanicas y .. .
s . guimicas posibles
sintéticos - ——— ratios de - -
Copolimeros poliacido lactico- ., ® Respuesta inflamatoria
o degradacion
coglicélico (PLGA) elevada
Polisebacato de glicerol (PGS) | @ Elastomero ® Baja biocompatibilidad
e Biodegradable ® Baja bioactividad
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® Sinrespuesta
inflamatoria
grave

Tabla 8. Materiales para CGN actuales, con sus respectivas ventajas y desventajas [6].

Finalmente, dada la dificultad para conseguir proveedores junto con la falta de éxito de estos
materiales, se define realizar una comparacion entre el costo de implante de la aleacién ZX10
y el costo de una operacion convencional con autoinjertos nerviosos, agregando el costo de
rehabilitacion del paciente como variable.

5.2 Produccidn
5.2.1 Alambre ZX10

El implante en cuestidon seria, entonces, un alambre trefilado de aleacidon ZX10 base Mg con
0.85 mm de didmetro y longitud variable en funcién del nervio transectado. El didmetro
escogido es resultado de un andlisis de morfologias de nervios, dando un didmetro promedio de
nervio sural de 0.85 mm. El didmetro potencialmente buscado por los profesionales para sus
cirugias dependerd de las dimensiones del nervio dafiado [48].

El proceso productivo involucra el trefilado y corte de una varilla de |a aleacién para llevarlo al
didmetro y longitud deseados. Al ser el Mg un metal estructural maleable, resulta sencillo lograr
dimensiones finales estables.

En el trefilado de las piezas, varillas de 10 mm de didmetro pueden ser reducidas a bobinas de
alambre de hasta 0.5 mm [49]. Luego de la obtencidn de las bobinas, se cortan piezas con
longitudes variables y las mismas se limpian en alcohol isopropilico en un equipo de ultrasonido
industrial. Finalmente, se realiza el proceso de esterilizacidon en un horno sometiendo paquetes
de piezas a 180°C por una hora. Se etiquetan y se embalan sorteadas por longitud y didmetro.

5.2.2 Cirugia convencional

Segun lo reportado por profesionales de las secciones de Neurocirugia de nervios plexos y
periféricos en el Hospital de Clinicas de Buenos Aires y del FLENI; actualmente en Argentina las
operaciones realizadas ante la transeccién de un nervio periférico consisten en implantes de
autoinjertos como conductos de guia nerviosa. El nervio trasplantado es extraido del sural o
safeno externo, es importante destacar que la zona que queda dafiada hasta por 6 meses luego
de la operacion y que requiere de rehabilitacion para que vuelva a recuperar su funcidén a la
perfeccidn.
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Figura 41. Vista posterior y corte transversal de la pierna.

Se estima que en el Hospital de Clinicas de Buenos Aires y el FLENI (en conjunto) se realizan 9
operaciones de este tipo por semana, dando un total de 468 operaciones al afio. Y sélo el 33%
de las mismas buscan reparar brechas mayores a 20 mm. Extrapolando el dato a nivel mundial,
se realizarian 93.000 operaciones por aiio, dando un total de 30.888 ocasiones en las cuales un
implante biodegradable de la aleacién ZX10 podria suplantar el trasplante de autoinjertos.

5.3 Costos
5.3.1 Aleacién ZX10

Para obtener los costos de produccion de implantes de aleacién de magnesio ZX10, se tuvo en
cuenta la inversion inicial como el costo de los equipos (equipo de trefilado de alta precision,
bafio de ultrasonido industrial y estufa para esterilizado) y un porcentaje extra (15%) para poner
en marcha el proceso de produccién.

No se tiene en cuenta la inversidn inicial por la compra del terreno asi como tampoco la
instalacidn de la planta, ya que se tiene en cuenta que probablemente se anexaria la produccion
a una planta ya existente. Los costos de materia prima, insumos, envases, mano de obra,
supervision, servicios y administracion se calcularon mientras que los demds fueron estimados
segun lo recomendado por la Catedra de Ingenieria Econdmica de la facultad. Se estimd que la
planta podria abastecer a todo el mercado mundial, por ser pionero en la materia. Se obtuvieron
los valores que se presentan en la Tabla 9 para una estimacidn de 30.888 piezas.
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Para los costos de materia prima se estimé un precio de proveedor de USD$10.000 por kg de
material y un peso promedio de pieza de 0.02 g. Se agrega un Gasto de Laboratorio, que hace
referencia a la inversién inicial asociada con la investigacién, y uno por desarrollo del proyecto,
en funcién de las piezas a vender potencialmente.

Costos variables (produccion al 100%) uUsD/aiio Costo pieza/afio
Materias primas S 6,178 | § 0.20
Envases S 61,776 | S 2.00
Mano de obra (2 operarios) S 19,500 | S 0.63
Supervision {1 supervisor) S 10,500 | S 0.34
Servicios S 6,150 | § 0.20
Mantenimiento S 10,500 | S 0.34
Suministros S 2900 | $ 0.09
Gastos de Laboratorio S 4,000 S 0.13
TOTAL COSTOS VARIABLES S 121504 | § 3.93

Costos fijos uUsD/afo Costo pieza/afio
Depreciacion {a 10 afios por equipos comprados) [ $ 8,795 | S 0.28
Impuestos S 1,160 | S 0.04
Seguros S 870 S 0.03
Ventas y distribucion S 15,000 | S 0.49
Administracién y direccion S 5,670 S 0.18
TOTAL COSTOS FJOS S 31,495 | $ 1.02
TOTAL GENERAL S 152,999 | § 4,95

Tabla 9. Costos variables y fijos para una produccion de 30.888 piezas.
5.3.2 Cirugia convencional

El costo total de la cirugia no resulta relevante dado que se toma como base para ambos tipos
de intervencién. En esta seccidn, por lo tanto, se releva el precio adicional de 1h de quiréfano
para extraer el nervio sural (que sera utilizado como autoinjerto) y el costo asociado de 6 meses
de rehabilitacién promedio de la zona afectada por la extraccidén de este nervio.

Segln lo reportado por profesionales de las secciones de Neurocirugia de nervios plexos y
periféricos en el Hospital de Clinicas de Buenos Aires y del FLENI, actualmente en Argentina la
hora de quiréfano tiene un costo promedio de 700 ddlares y la rehabilitacién un costo promedio
de 50 ddlares mensuales. Estos deberan ser solventados por el paciente o su eventual cobertura
médica prepaga.

5.4 Comparacién Final

Para una fabricacién anual de 30.888 piezas para implantes, el costo por pieza resulta de USDS5
(si bien este costo hace referencia al de produccidn Unicamente y no al precio real de venta).
Este precio resulta muy competitivo comparado al excedente de 1000 délares, resultante de una
cirugia convencional, para la cual se requiere 1h extra de quiréfano y 6 meses de rehabilitacion
promedio.
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6. RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS Y CONCLUSION

Los estudios realizados sobre la aleacién ZX10 permitieron realizar la caracterizacién preliminar
de la nueva aleacién, de su superficie y su degradacién en funcién del tiempo, comparando el
material sometido a proceso de esterilizacidn y sin esterilizar.

En esta seccidn se pretenden entonces resumir los resultados obtenidos para lograr una
correlacién entre los distintos analisis expuestos y lograr también conclusién sobre el impacto
del proceso de esterilizaciéon en las muestras.

De la misma manera, a través de la correlacién de los conceptos, se logra una conclusion
personal del proyecto que también presenta un gran valor para el mismo y es posteriormente
expuesta.

6.1 Revisidon experimental del proyecto

Los ensayos de inmersidn permitieron identificar, por medio de la espectroscopia Raman, el
avance de la degradacion con el tiempo y la consecuente formacidn de una pelicula superficial
compuesta principalmente por oxo hidréxidos de Mg y sefiales de fosfatos [36], [37].

En los primeros dias de inmersidn, se observoque el pH de la SBF aumenta, debido a la reaccion
de oxidacion de Mgy la reduccidn del agua. El aumento del pH en los primeros momentos de la
inmersién para muestras no esterilizadas, estd acompafnado de un aumento en la densidad de
corriente y una disminucidén en la resistencia total. En el caso de las muestras esterilizadas, se
observé una caida en el valor del pH luego de los primeros dias de inmersién, atribuida a la
formacién de una pelicula superficial y que estd en concordancia con una disminucion de la icorr
y aumento de R, lo cual indica una disminucién en el area activa de las muestras (y en
coincidencia con los picos obtenidos en Raman). El grafico de Nyquist también revela un
aumento de la resistencia en el tiempo, evidenciado en el aumento del didmetro del semicirculo
[43], [46].

Finalmente, luego de 15 dias de inmersidn, se llega a un valor de pH constante. Este, podria ser
relacionado con el aumento de productos de corrosidon que disminuyen el drea activa,
fomentando una menor corrosion que se da preferencialmente en zonas desprotegidas. Esta
relacidn se establece luego de observar los resultados electroquimicos; en los cuales se observa
un aumento en la Cerr, aumento de R, y disminucién en el valor de icrr para muestras sin
esterilizar pasados los 15 dias de inmersion, pero un aumento en icorr Y disminucidn de Ry y Cesr
para aquellas esterilizadas. Estos casos reafirman la hipdtesis de formacidn de productos en
superficie y la existencia de corrosién preferencial en zonas desprotegidas. Ambos fendmenos
visibles fisicamente en las imagenes tomadas para las inmersiones segun el avance del tiempo.

La corrosion del sustrato se evidencia también en los ensayos de EIS, donde la aparicidon de dos
constantes de tiempo indica la corrosidn del Mg junto con la penetracién del electrolito en la
capa de oxido. Asimismo, la presencia de un loop inductivo en el grafico de Nyquist indica la
existencia de especies absorbidas [43].

Es importante notar que la determinacion de la densidad de corriente por medio del modelo de
Tafel puede conducir a subestimar el proceso de corrosién. Para la aplicacion de este método se
necesita que el sistema en estudio este bajo control por activacidon y se supone corrosién
generalizada, la que no se observa en este sistema como tipo de corrosidon predominante. Se
debe tener en cuenta que en los casos estudiados el valor que se obtiene es sélo un indicativo,
pero no puede ser tomado para el célculo de la tasa real de pérdida de material en un tiempo
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determinado. Este nimero sélo resultaria de utilidad para predecir su deterioro uniforme en
funcién del tiempo [28].

Dado que visualmente el avance de la degradacién puede verse como una pérdida de volumen
de la muestra, se propone a futuro realizar ensayos de pérdida de masa para una completa
estimacion de la velocidad de degradacién. Sin embargo, tal como fue notado en la evolucidn
del pH, el grado de alcalinidad del medio se ve aumentado en los primeros tiempos de
inmersién, producto de la corrosidon del Mg. Esto implica, experimentalmente, la necesidad de
renovacion de la solucién por solucidn fresca periddicamente o realizar un sistema de flujo que
renueve la solucidn en manera continua, para asegurar la veracidad de los resultados [35]. En
linea con esto, diversos autores proponen que al realizar inmersiones en SBF el uso de Tris como
buffer podria fomentar la corrosion por picado en piezas de magnesio puro [23]. Al igual que,
para comprender plenamente el proceso de degradacion del Mg en condiciones fisiolégicas, las
proteinas son componentes esenciales que deberian incluirse en las investigaciones in vitro [23].

También, se propone la medicién de la evolucidn de generacion de H,, producto del proceso
corrosivo del Mg en medios acuosos, para trabajos futuros. La velocidad de generacion de
hidrogeno gaseoso no es trivial ya que diversos autores lo relacionan con posible inflamacién
aguda en el huésped [10], [23].

Para poder continuar con el estudio de la aleacion se recomienda entonces contar con una
bateria de ensayos que puedan ser visto en conjunto, tal como se realizé en este proyecto. Asi
se evitarian las limitaciones de los diversos ensayos aqui descriptos, propios del
comportamiento complejo del Mg [50]—[52].

A los fines econdmicos, se calculé que la aleacidn presentaria un costo de producciéon
relativamente bajo, en comparacidon con el costo adicional que actualmente conlleva una
intervencién quirdrgica para reparar nervios con dafios mayores a los 20 mm. Fomentando
eventualmente asi el consumo de insumos nacionales, también propuesto en los objetivos.

A partir de los resultados se puede concluir que el proceso de esterilizacion presentado en este
proyecto no tiene una influencia significativa sobre los productos de corrosién formados sobre
la superficie de la aleacidon ni sobre su resistencia a la corrosién en solucion fisioldgica simulada.
Los resultados de la quimica y electroquimica de la esta nueva aleacidén son aceptables para
continuar el estudio de esta aleacidn como material para implantes biodegradables.

6.2 Revision personal del proyecto

Del trabajo destaco la evidente integracion de conceptos adquiridos y aplicados, necesario para
el desarrollo del proyecto. A los fines practicos, no solo fue necesario aplicar conceptos
relacionados con la oxidacién de un metal, su evolucidon y mecanismo (Corrosidn), sino que
también aplicar circuitos equivalentes (Fisica 2), modelado de curvas y composicién de la
desviacidn porcentual (Fisica Experimental). También se debieron interpretar espectroscopias
Raman (Quimica Macromolecular), evoluciones de pH (Quimica I, Corrosion) y micrografias, con
el pulido y ataque necesarios asociados (Propiedades Estructurales I, Fu.We Institut - Alemania).
Todo en el entorno de un laboratorio y su instrumental especifico.

Ademas, aplicar mis conocimientos en la ingenieria de materiales para caracterizar una aleacién
que potencialmente interactué con el sistema nervioso humando hizo que me vieras motivado
a querer entender el sistema donde estos dispositivos deberian alojarse y qué problemas
podrian solucionar. Fomentado por el mismo, debi interiorizarme en conceptos relacionados al
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sistema nervioso, el funcionamiento cerebral y la comunicacién mediante impulsos y sus
posibles fallas.

Esto ultima cobra sentido al poder aplicar mis estudios de forma practica en un campo
interdisciplinar y ajeno al de mi objetivo de estudio, como lo es el de las Neurociencias. Mas aun
cuando el resultado podria tener un enorme impacto en la vida de un ser humano.

Finalmente, un parrafo respecto del entorno en el cual fue llevado a cabo el proyecto; a principio
de 2021 con el comienzo de la vuelta a la normalidad posterior a la pandemia por Covid-19.
Momento en el cual se debia pedir turno para asistir al laboratorio y usar los equipos, pero que
gracias a la neuroplasticidad -uno de los conceptos emblema de la neurociencia- de los
integrantes del trabajo pudo ser llevado a cabo sin mayores inconvenientes.
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7. ANEXO

7.1 Caja de Faraday

En las mediciones electroquimicas se miden frecuentemente corrientes de muy baja
intensidad, que pueden se afectadas por los ruidos de linea y campos electromagnéticos
presentes.

En esta seccidn se propone el disefio y construccion de una jaula de Faraday para minimizar el
ruido [55] en la obtencién de datos al realizar los ensayos electroquimicos. Esto es como
consecuencia, de que los ensayos futuros sobre esta aleacién seran sobre una geometria de
menor dimensién (para acercarse a la forma de los dispositivos conductores), lo que dara origen
a la obtencidn de corrientes muy bajas en los ensayos electroquimicos.

7.1.2 Marco tedrico

La invencién de la caja (o jaula) de Faraday se la atribuye a Michael Faraday, quién descubrié
gue la carga de un conductor sdlo residia en la superficie exterior. Ademas, postulé que nada en
el interior de ese conductor se veia afectado por cambios de cargas eléctricas en el exterior. Esto
se debe a que la repulsidn electrostatica de cargas similares provoca una redistribucion de la
carga hacia el exterior de un conductor, lo que da lugar a un campo electrostatico neto nulo
dentro del conductor. Este fenédmeno, entonces, es aprovechado para que todo el ruido de un
componente electrénico que existe fuera de la jaula sea anulado completamente dentro de ese
espacio [55].

Para una explicacién mas detallada, se adjunta la Figura 42. En esta se observa que, sin ningln
campo eléctrico externo, los electrones y los nicleos metalicos (de acuerdo con el modelo del
mar de electrones) se distribuyen uniformemente dentro de una carcasa metalica. La exposicion
a un campo eléctrico provoca una redistribucidn inmediata de los electrones que se mueven
libremente y, por tanto, el flujo de corriente dentro de la carcasa conductora. Esto induce un
campo eléctrico secundario en la direccién opuesta al campo entrante. Como resultado, ambos
campos se anulan, de modo que cualquier componente dentro de la jaula de Faraday
experimenta basicamente un campo eléctrico neto nulo [55].

Figura 42. Efectos de los campos eléctricos circundantes a la jaula.

Cada material posee una profundidad caracteristica de atenuacidn que determina la distancia
que recorre una onda hasta que su campo eléctrico se reduce a un 36.7%. Luego, serd a través
de la variacion del espesor de las paredes que la atenuacidn resulte ser la necesaria como para
que la potencia que consigue atravesarla sea despreciable. Cuanto mayor sea el espesor, menos
energia traspasara la jaula e interferira con el circuito dentro [56].

La profundidad caracteristica depende ademas de la frecuencia de la onda incidente, de forma
que una jaula puede ser efectiva para unas frecuencias, pero mala para otras. En general, cuanto
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mayor es la frecuencia, menor es la profundidad caracteristica (se atentia mas rapido). La Figura
43 presenta un grafico donde se observa este fendmeno, para algunos metales [56].
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Figura 43. Profundidad de atenuacion en funcion de la frecuencia de onda incidente.

De los materiales mostrados, el hierro seria el mas adecuado para hacer una jaula de Faraday,
por su bajo costo y facilidad de construccién y porque para un mismo espesor, atenta mas la
sefal que los otros materiales [56].

Finalmente, resulta de vital importancia conectar la jaula a tierra. Esto se logra con el simple
hecho de conectar un cable de tierra a alguna pared de la caja y tiene como finalidad minimizar
la generacién de capacidades residuales. Estas capacidades pueden ser consecuencia del hecho
que cualquier componente dentro de la jaula puede formar un condensador con la mismay, al
no tener referencia, el potencial de la jaula podria variar libremente, dando un ruido aleatorio,
gue se transmite a través de estos condensadores. Luego, conectando la caja a un punto
concreto de referencia, se mantiene un potencial definido y constante conocido respecto a
cualquier otro punto del circuito [56].

7.1.3 Disefio

En este caso se optd por confeccionar una caja de Faraday tal como se ve en la Figura 44.
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El material seleccionado para la carcasa es una chapa de acero SAE 1010 de 1 mm de espesor,
de bajo costo comparado con otras propuestas del mercado. Posee, a su vez, una placa de vidrio
en su frente, para permitir el seguimiento visual del ensayo. Aunque se requiere, para mantener
el efecto de la jaula, el soldado de una malla metalica conductora tipo mosquitero,
inmediatamente detras del vidrio. Asimismo, se recomienda el uso de una placa polimérica de
5 mm de espesor; colocada a no menos de 100 mm del suelo, para aislar los componentes de
las paredes de la carcasa [55].

Por ultimo, se requiere de cuatro orificios traseros para posibilitar el montado de la celda
electroquimica y los cables necesarios para la misma. Y dos orificios laterales para el paso de
conductos que lleven la soluciéon calefaccionada y, eventualmente, nitrégeno o cualquier otro
gas utilizado para burbujear la solucion. Se debe, sin embargo, prestar especial atencién a las
dimensiones de los huecos, ya que los mismos pueden permitir la entrada de campos
indeseados. Para ello, se utiliza como regla general que la abertura debe ser menor que 1/10 de
la longitud de onda que debe bloquearse. Por ejemplo, para bloquear campos EM (electro-
magnéticos) con frecuencias de 10 GHz e inferiores, el tamafio del orificio de la jaula de Faraday
debe ser inferior a 3 mm [55].
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