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RESUMEN

El titanio y sus aleaciones son los materiales mas utilizados en el campo de la biomedicina y
odontologia para fabricar prétesis, componentes de las prétesis e implantes dentales ya que estos
tienen una combinacidn favorable de propiedades mecanicas, fisicas y quimicas. En los Gltimos
afios la investigacion en las aleaciones de base titanio ha estado en crecimiento constante,
convirtiéndose en un sector muy competitivo, para buscar soluciones a los problemas que pueden
dar los implantes utilizados actualmente, asi como es la enfermedad periimplantaria.

Mediante este trabajo se lleva a cabo la caracterizacion completa de la aleacion Ti-15Mo-5In PM
y Ti-35Nb-5In PM. Ambos presentan una estructura hexagonal compacta que permite la
reduccion de su modulo eléstico y el acercamiento de este al del hueso, a diferencia de lo que
ocurre con la aleacién tan empleada Ti-6Al-4V, con un valor de médulo elastico que dista mucho
del del hueso. Ademas, se realiza también la caracterizacién microestructural y mecéanica de
ambas aleaciones para conocer con exactitud sus propiedades. Por otro lado, se realiza en analisis
de liberacidn de iones y el estudio de la resistencia a corrosién de las dos aleaciones en cuestion
utilizando saliva artificial como electrolito. Ambas presentaron que se tratan de aleaciones
biocompatibles y ninguna present6 ningln efecto toxico. Ademas, se utilizaron las salivas con los
restos de iones liberados como medio de contacto con las dos lineas celulares: las células madre
de pulpa dental humana (hDPSC) y la linea de osteosarcoma humano MG-63. Esto hace posible
el andlisis de la posible citotoxicidad de estas y se mida el grado de viabilidad celular. Ademas,
se realizan ensayos de diferenciacion osteogénica de las células hDPSC y MG-63 para ver si se
produce o no la diferenciacion de estas en contacto con los discos de las aleaciones Ti-15Mo-5In
PMy Ti-35Nb-5In PM.

De este modo se consigue obtener un analisis tanto mecéanico como biol6gico completo de las
aleaciones ternarias. Como resultado, se concluye que tanto la aleacion aleaciones Ti-15Mo-5In
PM y Ti-35Nb-5In PM presentan resultados interesantes en todos los ensayos y también en los
ensayos donde se ha utilizado el contacto con las células. Asi pues, mediante este trabajo se anima
a seguir investigando acerca de estas aleaciones que se consideran muy prometedoras en el campo
biomédico.

Palabras clave: Ti-15Mo-5In, Ti-35Nb-5In, implante dental, periimplantitis, médulo elastico,
hueso, biocompatible, citotoxicidad, saliva artificial, hDPSC, MG-63, diferenciacion osteogénica,
osteointegracion, anlisis biologico.



RESUM

El titani i els seus aliatges son els materials més utilitzats en el camp de la biomedicina i
odontologia per a fabricar protesis, components de les protesis i implants dentals ja que aquests
tenen una combinacio6 favorable de propietats mecaniques, fisiques i quimiques. En els dltims
anys la investigacid en els aliatges de base titani ha estat en creixement constant, convertint-se en
un sector molt competitiu, per a buscar solucions als problemes que poden donar els implants
utilitzats actualment, aixi com és la malaltia periimplantaria.

Mitjancant aquest treball es porta a terme la caracteritzacié completa de l'aliatge Ti-15Mo-5In
PM i Ti-35Nb-5In PM. Ambdds presenten una estructura hexagonal compacta que permet la
reduccio del seu modul elastic i I'acostament d'aquest al de I'os, a diferéncia del que ocorre amb
l'aliatge tan emprat Ti-6Al-4V, amb un valor de modul elastic que dista molt del de I'os. A més,
es realitza també la caracteritzacio microestructural i mecanica de tots dos aliatges per a conéixer
amb exactitud les seues propietats. D'altra banda, es realitza un analisi d'alliberament d'ions i
I'estudi de la resisténcia a corrosio dels dos aliatges en questio utilitzant saliva artificial com a
electrolit. Ambdos van presentar que es tracten d'aliatges biocompatibles i cap va presentar cap
efecte toxic. A més, es van utilitzar les salives amb les restes d'ions alliberats com a mitja de
contacte amb les dues linies cel-lulars: les cél-lules mare de polpa dental humana (hDPSC) i la
linia d'osteosarcoma huma MG-63. Aixo fa possible I'analisi de la possible citotoxicitat d'aquestes
i es mesure el grau de viabilitat cel-lular. A més, es realitzen assajos de diferenciacié osteogenica
de les cel-lules hDPSC i MG-63 per a veure si es produeix o no la diferenciacié d'aquestes en
contacte amb els discos dels aliatges Ti-15Mo-5In PM i Ti-35Nb-5In PM.

D'aquesta manera s'aconsegueix obtindre una analisi tant mecanic com biologic complet dels
aliatges ternaris. Com a resultat, es conclou que tant I'aliatge Ti-15Mo-5In PM com Ti-35Nb-5In
PM presenten resultats interessants en tots els assajos i també en els assajos on s'ha utilitzat el
contacte amb les cél-lules. Aixi doncs, mitjangant aquest treball s'anima a continuar investigant
sobre aquests aliatges que es consideren molt prometedores en el camp biomedic.

Paraules clau: Ti-15Mo-5In, Ti-35Nb-5In, implant dental, periimplantitis, modul elastic, os,
biocompatible, citotoxicitat, saliva artificial, hDPSC, MG-63, diferenciacié osteogeénica,
osteointegracio, analisi biologic.



ABSTRACT

Titanium and its alloys are the most widely used materials in the field of biomedicine and dentistry
to manufacture prostheses, components of prostheses and dental implants since they have a
favorable combination of mechanical, physical and chemical properties. In recent years, research
on titanium-based alloys has been in constant growth, becoming a very competitive sector, to seek
solutions to the problems that currently used implants can cause, such as peri-implant disease.

Through this work, the complete characterization of the Ti-15Mo-5In PM and Ti-35Nb-5In PM
alloy is carried out. Both present a compact hexagonal structure that allows the reduction of their
elastic modulus and its approach to that of bone, unlike what happens with the widely used Ti-
6Al-4V alloy, with an elastic modulus value that is far from that of the bone. In addition, the
microstructural and mechanical characterization of both alloys is also carried out to know exactly
their properties. On the other hand, an ion release analysis and a study of the corrosion resistance
of the two alloys in question was performed using artificial saliva as electrolyte. Both presented
that they are biocompatible alloys and neither presented any toxic effect. In addition, saliva with
the released ion remains were used as a means of contact with the two cell lines: human dental
pulp stem cells (hDPSC) and the human osteosarcoma line MG-63. This makes possible the
analysis of the possible cytotoxicity of these and the degree of cell viability is measured. In
addition, osteogenic differentiation assays of hDPSC and MG-63 cells are carried out to see
whether or not their differentiation occurs in contact with the discs of the Ti-15Mo-5In PM and
Ti-35Nb-5In PM alloys.

In this way it is possible to obtain a complete mechanical and biological analysis of the ternary
alloys. As a result, it is concluded that both the alloys Ti-15Mo-5In PM and Ti-35Nb-5In PM
present interesting results in all the tests and also in the tests where contact with cells has been
used. Thus, this work encourages further research on these alloys that are considered very
promising in the biomedical field.

Keywords: Ti-15Mo-5In, Ti-35Nb-5In, dental implant, peri-implantitis, elastic modulus, bone,
biocompatible, cytotoxicity, artificial saliva, hDPSC, MG-63, osteogenic differentiation,
osseointegration, biological analysis.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Basado en altas demandas de proétesis dentales, la investigacion en aleaciones nuevas o mejoradas
para obtener procesos de biomateriales es cada vez mas importante. Estadisticamente hablando,
“E169% de los adultos de 35 a 44 afios han perdido al menos un diente permanente” por accidentes
o enfermedades bucales (Gaviria et al., 2014). También se estima que “3 millones de personas en
EEUU tienen implantes dentales”, lo que implica un aumento continuo de demanda (Alrabeah et
al., 2017). Por las razones anteriores, el desarrollo de nuevos biomateriales y la metodologia de
procesamiento son esencialmente relevantes para avanzar en aplicaciones de odontologia.

Los materiales dentales deben poder interactuar no solo con las tensiones generadas por masticar,
sino también con las diferentes sustancias quimicas que hay presentes en la boca y las que
provienen de los alimentos, y todo esto deben hacerlo sin generar ninguna respuesta bioldgica
enemiga.

1.1.1. Tejido 6seo

Un hueso tiene la capacidad de regenerarse por si mismo, de hecho, es el Unico tejido capaz de
enmendar nuevas células tras un traumatismo ya que es un tejido dindmico en constante formacion
y reabsorcion. La regeneracion Gsea es dada por un proceso de remodelacion que genera entre un
5y un 15% del tejido 6seo al rededor del afio en condiciones Optimas. En este proceso, se produce
una absorcion de células 6seas producidas por los osteoclastos, como la formacion de la matriz
osteoide por los osteoblastos y su posterior mineralizacion (Hernandez-Gil et al., 2006).

Los huesos estan formados por distintos tejidos, entre ellos destaca el periostio, tejido
cartilaginoso, hematopoyético y el tejido éseo. La funcién principal del tejido 6seo es dar soporte
y proteccion a los diferentes tejidos y 6rganos que forman parte del cuerpo humano. Esta formado
por células en un porcentaje del 2% y por matriz extracelular (el 98% restante)

Se pueden diferenciar las células que conforman el tejido éseo como (Albright & Skinner, 1987):

- Osteoclastos: Los osteoclastos son células que se originan a partir de los monocitos. Se
trata de células multinucleadas que Ilevan a cabo la resorcion dsea. Se ha estudiado que
un osteoclasto puede reabsorber hasta 200.000 um3 /dia. Estos tienen una vida media
alrededor de 15 a 20 dias.

- Osteoblastos: Los osteoblastos proceden de las células madre mesenquimales
pluripotentes, estos representan entre el 4y el 6% de las células del hueso. El osteoblasto
es responsable de la produccién de los componentes de la matriz 6sea. Los osteoblastos
no funcionan individualmente, sino que se encuentran en grupos a lo largo de la superficie
del hueso, que recubre la capa de matriz 6sea que estan produciendo gracias a la expresion
de fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina (OSC) (Hadjidakis et at., 2006). Su vida media
es alrededor de 3 semanas en el cuerpo humano. Ademas, algunos osteoblastos son
capaces de modificar su fenotipo y convertirse en osteocitos. Una de las lineas celulares



mas utilizadas en este campo es la linea de osteosarcoma humano (MG-63). Esta ha
participado en numerosos estudios para analizar la biocompatibilidad y biofuncionalidad
de los materiales de los implantes ya que anteriormente se ha demostrado que estas
celulas siguen manteniendo sus caracteristicas tras numerosos pases in vitro (Staehlke et
al., 2019).

Osteocitos: Un osteocito es la célula 6sea madura rodeada por la matriz ésea que secreto
antes como osteoblasto. Son células relativamente inactivas, aunque son cruciales para
mantener el hueso. Por mecanotransduccion convierten las cargas mecanicas en procesos
celulares bioquimicos que regulan la remodelacion del hueso. Forman el 90% del
contenido celular dseo y su vida media es alrededor de 25 afios (Curtis et al., 1985)-

Ademas, es interesante el estudio de las células hDPSC (células de pulpa dental humana), estas
forman el tejido de la pula dentaria. Se trata de células madre que derivan del ectodermo y han
sido causadas en la migracion de las células de la cresta neural. Desde hace unos afios este tipo
de células ha sido muy utilizado en el campo de la biomedicina ya que son muy asequibles y
ademas, tienen la disposicion de poder diferenciarse en varios fenotipos celulares (Nuti et al.,
2016).

Por otra parte, los huesos se pueden clasificar en dos grupos diferentes: (Cano & Campo, 2007)

- Hueso Cortical: El hueso cortical se trata de la parte mas dura y resistente que rodea a los
huesos de manera individual del esqueleto. Este tiene gran resistencia a la compresion
(90-280 MPa) y un médulo eléstico de 15-20 GPa. En comparaciéon con el hueso
trabecular, se trata de un hueso muy poco poroso (3 a 12%) y presenta una densidad media
de 1.80 g/cm3.

- Hueso Trabecular: El hueso trabecular se encuentra en el interior de los huesos y en los
extremos de los huesos largos. Este es menos rigido que el cortical (mddulo elastico 0.75-
10 GPa) y mucho mas poroso (50-90%), lo que hace que se trate de un hueso poco denso
con un valor de 0.2 g/cm3.

1.1.2. Interfase hueso-implante

Los dientes son los érganos anatdmicos que participan en la masticacion. Estos estan formados
por la corona, el cuello y la raiz. Los dientes se encuentran situados en el interior de los alvéolos
del hueso de la mandibula.

El soporte de los dientes se lo da un conjunto de estructuras llamado periodonto. Este lo forman
la encia, el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar. A su vez, el hueso alveolar esta
formado por dos estructuras: el proceso alveolar y la cortical alveolar.

Por otro lado, se define implante dental como “dispositivo hecho de un material biolégicamente
inerte que es insertado mediante cirugia en el hueso alveolar y que sustituye la raiz de un diente
ausente” (Vanegas et al., 2009).

La osteointegracion ha sido durante mucho tiempo el gran reto de la nueva era de la implantologia
(Albrektsson & Zarb, 1993). La osteointegracion se produce cuando el implante conecta de



manera firme, estable y duradera con el tejido 6seo que se forma alrededor de él. El logro de este
suceso tiene que ver con si se ha producido o no la osteoinduccion y la osteogénesis anteriormente.
Es decir, si las células madre presentes se diferencian en las células osteogénicas del tejido dseo
y estas a su vez, son capaces de formar lugares de deposicion del nuevo hueso. Si ademas la
formacion del nuevo hueso se produce en la superficie del implante, es decir, las células colonizan
en la superficie de este, significa que se ha producido la osteoconduccién. Como fruto de esta
colonizacidn se crea una interfase de contacto directa entre el implante y sus tejidos de alrededor.

Que se produzca la osteointegracion del hueso significaria que la herida ha sanado completamente
tras la cirugia del implante y el organismo del paciente no ha producido ninguna reaccion ante el
cuerpo extrafio. Este fendbmeno va a depender principalmente de la biocompatibilidad del implante
y sus caracteristicas superficiales.

Para gue un implante consiga osteointegrarse con el hueso huésped del paciente, se han de dar
tres factores importantes:

- Calidad del hueso receptor:

La viabilidad del proceso de cicatrizacion y del nuevo hueso van a depender de la calidad del
hueso huésped y de cuél sea el procedimiento quirdrgico utilizado. EI hueso cortical tiene mayor
densidad y menor porosidad que el hueso trabecular, por lo que van a ofrecer mayor estabilidad
y mejor anclaje con el material implantado. Sin embargo, el hueso trabecular requiere menor
tiempo a la hora de la cicatrizacion ya que este se encuentra mas cerca de la médula dsea y el
tejido hematopoyético. Por esta razon, es mas conveniente que el lugar de la implantacién tenga
una calidad de hueso trabecular y no hueso cortical. No obstante, la dualidad estabilidad-tiempo
de cicatrizacion ha impulsado al disefio de implantes osteointegrables destinados a ser usados en
regiones donde haya hueso trabecular mayoritariamente (Vanegas et al., 2009).

A parte de tener en cuenta en la formacion de hueso en la interfase la anatomia del hueso alveolar
del paciente en cuestién, se han de tener en cuenta factores alin mas generales como la edad del
paciente, el historial médico que indique si este padece o no alguna otra enfermedad dsea, etc.
Ademas, hay que examinar el maxilar del paciente antes de la intervencién quirdrgica para saber
cémo es su tamarfio, con qué espacio cuenta el cirujano para poder colocar en su sitio el implante,
y, la posicién y la direccion que ha de tener este.

- Biocompatibilidad:

Se conoce como material biocompatible aquellas aleaciones que son tanto quimica como
biol6gicamente inertes. Se dice que un material es biocompatible cuando no presenta indicios de
corrosion y, por tanto, no libera sustancias toxicas que puedan dafiar a los tejidos que lo rodean.

En el proceso por el que se delimita la biocompatibilidad de un material se realizan pruebas
experimentales in vitro utilizando cultivos celulares que determinan la solubilidad y toxicidad de
las aleaciones utilizadas en cuestion. La biocompatibilidad es una de las caracteristicas mas
importantes en el éxito de un implante.



- Biofuncionalidad:

Otro factor importante es la superficie del implante ya que esta va a ser la responsable de transferir
las fuerzas que se generan durante la masticacion en el menor espacio posible del hueso
disponible. Un estado 6ptimo de osteointegracion del implante seria la union perfecta entre el
hueso cortical y trabecular al implante (Pérez Pevida, 2017).

1.1.3. Aleaciones base titanio

El titanio y sus aleaciones es muy utilizado en el campo de los biomateriales desde el afio 1951.
Destaca su uso en la odontologia por sus favorables propiedades mecanicas, fisicas y propiedades
quimicas ya que presenta baja densidad, alta fuerza mecénica, buena resistencia a corrosion y
excelente biocompatibilidad. (Veiga et al., 2012).

A bajas temperaturas, el titanio puro tiene una estructura hexagonal compacta (fase o). Pero, a
altas temperaturas, la estructura estable pasa a ser ctbica centrada en el cuerpo, lo que se conoce
como fase B del titanio. La temperatura beta-transus de la que se esta hablando del titanio puro es
de alrededor de 882°C. (Veiga et al., 2012).

El hecho de que este elemento tenga ambas estructuras es de gran importancia, pues esto le otorga
la capacidad de tener una amplia variedad de propiedades en las aleaciones base Ti combinando
transformaciones de fase con diferentes microestructuras. (Veiga et al., 2012).
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Figura 1. Las dos estructuras del titanio posibles: A la izquierda aparece la estructura hexagonal
compacta (fase o), y a la derecha se observa la estructura cubica centrada en el cuerpo (fase )
(Leyens & Peters, 2003).

La temperatura de transformacion alotrdpica del titanio va a depender de los distintos elementos
que formen las diferentes aleaciones. Estos se pueden dividir en tres grupos: los elementos de
aleacion o-estabilizantes (favorece la formacion de fase a), P-estabilizantes (favorecen la
formacion de fase ) y elementos neutros. (Veiga et al., 2012).

El Aluminio (Al) se trata de un elemento a-estabilizante muy utilizado en las aplicaciones
biomédicas. Este aumenta la temperatura alotropica en medida que incrementa su cantidad como



soluto en la aleacion Ti y presenta solubilidad tanto en la fase alfa como en la fase beta. (Veiga et
al., 2012).

Por otra parte, el Molibdeno (Mo), Vanadio (V), Tantalio (Ta) y Niobio (Nb) se clasifican como
elementos B-estabilizantes. Estos tienen la caracteristica de ser capaces de estabilizar la fase beta
a temperatura ambiente siempre que se utilice la cantidad necesaria de cada elemento. (Leyens &
Peters, 2003).

Ademas, el Zirconio (Zr) y el Estafio (Sn), se clasifican como elementos neutros. Estos elementos
tienen la capacidad de aumentar o disminuir la temperatura de transicion segin las
concentraciones empleadas. Ademas, son elementos que presentan solubilidad total tanto en la
fase alfa como beta del titanio. (Veiga et al., 2012).
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Figura 2. Diagrama de equilibrio de fases de los elementos mas comunes en las aleaciones base
titanio (Leyens & Peters, 2003).

La tabla 1 indica las propiedades mecanicas de algunas de las aleaciones de titanio utilizadas. En
ella se puede observar que las aleaciones § presentan mejores propiedades mecanicas que el resto.
Pues poseen menor médulo eléstico, mayor dureza, mayor limite elastico y mayor resistencia a
traccion que las aleaciones ay o + f.

Tabla 1. Propiedades mecanicas de algunas de las aleaciones de Ti utilizadas (Montes, Martinez,
& Romero, 2006).

Modulo [Limite Resistencia
i Dureza | |, . S8 A%
Aleacion Estado Estructura (HV) elastico |elastico traccion
(GPa) [(MPa) (MPa)
. . 155- 100-

P 2 - i 276-3 345-
It CP - Grado 2 a 165 105 76-360 345-490
Ti 6A1 4V Solubilizacién yf g | 380- | 110- 1 g5 1100 | 900-1200

envejecimiento 420 117
. . 270- 100- o
Ti 6A1 7Nb - a-p 290 110 898-905 995-1010
Ti 13Nb 13zr  |Solubilizacion y) o 0 o | 280- 1 0 oo | 800-900 | 900-1050
envejecimiento 300
Ti 12Mo 6Zr 2Fe - B :;';(())- 63-90 | 900-1150 | 980-1140




De las aleaciones expuestas en la tabla 1, las mas comunmente utilizadas n el Titanio puro
comercial (Ti CP) y la aleacion Ti-6Al-4V.

El Ti-CP, puesto que pertenece a fase a, presenta propiedades excelentes en cuanto a la resistencia
a la corrosidn con fluidos corporales y biocompatibilidad, mucho mejores que la aleacion Ti-6Al-
4V. No obstante, la aleacion Ti-6Al-4V es mucho més utilizada a dia de hoy en aplicaciones de
proétesis e implantes dentales. Este hecho tiene que ver con que la aleacion Ti-6Al-4V pertenece
a fase o + . Esto le otorga propiedades mecanicas mas dptimas que las del titanio comercial puro,
pues tanto su dureza como su resistencia a fatiga son muy superiores a las que ofrece el Ti-CP.
(Khorasani et al., 2015).

No obstante, estudios demuestran los efectos toxicos que puede tener la aleacion Ti-6Al-4V
cuando es implantada en la cavidad bucal. El hecho de presentar toxicidad con el medio en
cuestion puede provocar a el desajuste mecanico del propio implante y dar lugar a fallo en un
futuro. Segun estudios, este comportamiento tiene que ver con el Aluminio y el Vanadio (Kuroda
etal., 1998).

Ademas, se dan diferencias significativas en el valor del médulo eléstico que tiene la aleacion Ti-
6Al-4V (110-117 GPa) respecto al del hueso cortical (20 GPa). Este valor es importante ya que
se trata de otro parametro que contribuye a la baja durabilidad de las protesis. Pues cuando el
modulo elastico del implante difiere mucho del tejido 6seo, hace que el tejido que esta alrededor
del implante se desanime con el tiempo debido a la absorcion casi total de la tension mecéanica
por parte de la protesis. Esta caracteristica se debe a que el mddulo de elasticidad de estos
materiales es significativamente superior al del hueso (Okazaki Y et al., 1998).

Asi, una opcion es la produccion de materiales con un alto porcentaje de fase 3, lo que proporciona
una mejor compatibilidad mecénica. Ademas, las caracteristicas mecanicas estan directamente
relacionadas con el tipo de microestructura que se forma después de procesar los materiales. En
las aleaciones de titanio, la principal barrera al movimiento de desplazamiento esta representada
por las interfaces  / o, refiriéndose asi a la morfologia y distribucion de la fase o, que
normalmente delimitan la resistencia mecanica de las aleaciones (Banerjee & Williams, 2013).

Por todo esto, se estan estudiado constantemente nuevas aleaciones con ausencia de aluminio y
vanadio que presenten mejor comportamiento en la toxicidad y que tengan un mddulo elastico
mas parecido al del hueso (Lario-Femenia, 2016).

Los materiales que incluyen elementos no tdxicos, como Nb y Sn en aleaciones de Ti, son
excelentes opciones para el desarrollo de nuevos dispositivos biomédicos ademas de no ser
daiiinos para el organismo. El Nb actua como elemento estabilizador de fase 8 y se ha demostrado
que en aleaciones Ti es capaz de disminuir el valor del médulo eléstico hasta valores muy cercanos
al del hueso (Miura K et al., 2011) (Matsumoto H et al., 2005).

Del mismo modo, varios investigadores estudiaron el comportamiento de la adiccion de Mo en
aleaciones de Ti. Se comprobd que el Mo actia como un fuerte estabilizador B que puede
aumentar las propiedades mecanicas y bioldgicas, ya que puede reducir el modulo eléstico,
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disminuye la porosidad, y es capaz de aumentar densidad, la microdureza y la resistencia.
Ademas, presenta un buen comportamiento biol6gico pues también aumenta la resistencia a la
corrosion en las aleaciones de Ti (Mohan et al., 2021).

El indio es un elemento a-estabilizante quimicamente similar al aluminio. Se intento integrar el
indio en el uso de implantes dentales y hay informes gue confirman gue el su uso como elemento
de la aleacion Ti en biomateriales puede mejorar las propiedades mecanicas necesarias en este
tipo de implantes. Por una parte, el In funciona como elemento no citotoxico en materiales para
aplicaciones dentales, comportamiento propio de aleaciones o (B.H. Lee et al., 2003) (Hornez et
al., 2002).

La necesidad de desarrollar simulaciones del ambiente bucal se ve aumentada con la creacion de
estos nuevos compuestos / estas nuevas aleaciones. El correcto funcionamiento a largo plazo de
este tipo de estructuras esta directamente relacionado con la resistencia a las tensiones creadas
con la masticacion y a las reacciones electroquimicas que ocurren en el interior de la boca. Un
claro ejemplo es la infiltracién salivar entre los implantes y las estructuras soportadas por los
mismos, lo cual favorece la creacion de celdas galvanicas, y con ello la aparicion de corrosion
por grietas y la posterior liberacion de iones. Ademas, los iones fluoruro pueden llegar a disminuir
la resistencia a la corrosion de este tipo de aleaciones debido a su predisposicion a atacar las
superficies compuestas por titanio. Este hecho resulta de gran interés debido a la gran cantidad de
compuestos actuales utilizados para limpieza dental y prevencion de caries que contienen
fluoruro, provocando la liberacién de productos de corrosion que pueden llegar a producir
inflamaciones y pérdidas 6seas periprotésicas. (Miotto et al., 2016).

1.1.4. Periimplantitis

Por tanto, si la aleacion escogida como implante dental no cumple con los requisitos que han sido
nombrados hasta ahora (que sea biocompatible, biofuncional, y que su médulo elastico no difiera
significativamente al del hueso, entre otros), el paciente puede sufrir la enfermedad conocida
como periimplantitis. La periimplantitis es el proceso inflamatorio que afecta a los tejidos que se
encuentran alrededor del implante a causa de la presencia de especies bacterianas. Cuando la
inflamacidn afecta solo a los tejidos blandos que rodean al implante dental se llama mucositis. La
mucositis se trata de un proceso reversible ya que en este caso el problema inflamatorio no va a
crear pérdida dsea tras la remodelacion inicial y después de la colocacion del implante. No
obstante, se puede llegar a originar una perrimplantitis si esta no se trata a tiempo y provocar la
pérdida de tejidos duros y soporte éseo de alrededor del implante.

Los expertos consideran como umbral para diagnosticar periimplantitis una pérdida de hueso
vertical de 2 mm. Ademas, para llevar un seguimiento a los pacientes realizan sondajes y
radiografias. Si en ellas se observa que el paciente pierde més de 0.44 mm por afio del nivel 6seo
le diagnostican una periimplantitis progresiva.

Como en la interfase entre hueso-implante no hay tejido intermedio, influyen varios factores a la
hora de decidir si la colocacidn de un implante es una buena opcién. Es necesario entender que,



las formas en las que el tejido duro y blando interacttan con el implante contribuyen al éxito de
la osteointegracion, asi como un tejido blando favorable y una higiene bucal 6ptima. Es por ello
que, el mantenimiento de estos implantes es imprescindible para su vida Gtil a lo largo del tiempo.

Actualmente hay un campo abierto en la investigacién de tratamientos de las enfermedades
periimplantarias.

En primer lugar, se da el estudio de superficies que frenen la creacion de la capa bacteriana con
el uso de zinc y plata, pues tienen propiedades antibacterianas. Ademas, hacer uso de antibi6ticos
en la superficie del implante pude actuar como defensa de la capa bacteriana (Segura et al., 2015).

Por otro lado, para reducir los tiempos de carga de los implantes se han desarrollado superficies
mas rugosas. Un ejemplo seria cubrir las superficies con hidroxiapatita y rociarlas con plasma-
spray de titanio para aumentar la rapidez del contacto hueso-implante (Vanegas et al., 2009).

El caso de la superficie rugosa o no del implante es un tema que aun falta por tratar pues, a pesar
de que la rugosidad del implante facilita la adhesién hueso-implante al aumentar la superficie de
contacto, también se ha estudiado que algunas de las superficies con mayor rugosidad son mas
propensas a agudizar la periimplantitis ya que en estas es mas facil el acimulo bacteriano que en
las superficies lisas (LavosValereto et al., 2002).



1.2. Motivacion

En primer lugar, analizando los resultados obtenidos en 2017, se estim6 que un 19.83% de los
sujetos que llevan un implante dental son propensos a sufrir periimplantitis, un 46.83%
perteneceria a los sujetos que sufren mucositis. (Lee et al., 2017). Por lo que parece que la mitad
de los pacientes sufriran inflamacion de la mucosa implantaria y un nimero menor, pero
importante, llegaran a sufrir pérdida ésea (Harry Dym, 2020).

En consecuencia, a este porcentaje de fallo, ha crecido un campo interesado constantemente en el
desarrollo de nuevas aleaciones y soluciones que puedan mejorar estas debilidades que presentan
las aleaciones empleadas hasta ahora. (Li & Yang, 2014).

Desde hace afios, los implantes de titanio han pasado a ser una solucién comun en este sector ya
que se trata de un elemento que presenta gran biocompatibilidad y resistencia a la corrosion. No
obstante, también presentan algunos problemas cuando son utilizados como implantes dentales.

En primer lugar, en el caso de la aleacion Ti-6Al-4V se ha demostrado que esta presenta un
modulo elastico que difiere mucho al valor del médulo elastico del hueso natural. Este hecho
puede provocar el fallo del implante. Pues, debido al apantallamiento de tensiones generado por
esa diferencia en el valor del mddulo elastico puede causar atrofia por desuso del implante
(Hanawa, 2011).

En segundo lugar, varios estudios han demostrado los efectos citotoxicos que pueden presentar
en el organismo elementos como el aluminio o el vanadio tras resultados obtenidos en el ensayo
de liberacion de iones (Kuroda et al., 1998).

Por ultimo, también se ha comprobado que los implantes dentales presentan alta tasa de infeccion,
alrededor del 40% (Leyens & Peters, 2003).

El tratamiento de implantes dentales ha aumentado en los Gltimos diez afios, estando presente en
una de cada diez personas adultas (Estudio de Salud Bucodental Sanitas, 2019). Debido al gran
grupo que esta expuesto ante este tratamiento, surge la necesidad de encontrar soluciones que
acaben con la problemética expuesta anteriormente.

Es por ello este analisis exhaustivo de las aleaciones prometedoras Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In.
La caracterizacion microestructural y mecanica de estas va a permitir asegurar que ambas
aleaciones presentan propiedades idoneas ademéas de un modulo de elasticidad que puede
beneficiar considerablemente a la transferencia de carga entre el hueso y el implante. Asi mismo,
la sustitucion del aluminio y el vanadio por elementos biocompatibles como el niobio y el
molibdeno puede suponer una reduccion de la tasa de infecciones de los implantes. Ademas, el
analisis bioldgico de las aleaciones en cuestion es imprescindible para saber el comportamiento
de estas cuando son introducidas en el organismo humano como implante biomédico.



1.3. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es el estudio de la biocompatibilidad de las aleaciones Ti-
15Mo-5In y Ti-35Nb-5In en sus aplicaciones como implantes dentales para la posible reduccion
de incidencia de periimplantitis.

Para poder llegar a este objetivo, se deben ir abordando algunos objetivos mas especificos durante
este trabajo:

1.1. Obtencion de ambas aleaciones mediante técnicas de pulvimetalurgia convencial.

1.2. Caracterizacion microestructural de las aleaciones en cuestion mediante técnicas como
microscopia optica, microscopia electrénica o difraccion de rayos x.

1.3. Caracterizacion de las propiedades mecénicas de las aleacionesestudiadas mediante
ensayos de flexion a cuatro puntos, dureza y microdureza. Ademas de la obtencion del
valor del mddulo elastico con el equipo Sonelastic.

1.4. Anadlisis de la citotoxicidad de Ti-15Mo-5Iny Ti-35Nb-5In.

1.5. Andlisis biolégico de ambas aleaciones que permita conocer la capacidad de
diferenciacion osteogénica y nivel de viabilidad de las (hDPSC y MG-63), al ser
sembradas en contacto con discos de Ti-15Mo-5In PM y Ti-35Nb-5In PM.
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2. PLANIFICACION

En este punto se muestra el plan de trabajo que se va a seguir para poder llevar a cabo el proyecto.
Para ello, se diferencian 5 fases y se hombran los objetivos que se pretenden conseguir en cada
una de ellas.

FASE 1: OBTENCION DE LAS ALEACIONES MEDIANTE TECNICAS DE PULVIMETALURGIA CONVENCIONAL

1.Obtencién y FASE 2: CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS ALEACIONES
caracterizacion de los
polvos.

1. Preparacion FASE 3: CARACTERIZACION MECANICA DE LAS ALEACIONES
2. Mezclado de las metalografica
aleaciones en polvo. FASE 4: CARACTERIZACION QUIMICA

1. Obtencion del

2. Analisis superficial ) e
modulo elastico

3. Compactacion de las | mediante microscopia .
muestras. optica L 1. Estudio de la FASE 5: ANALISIS
2. Ensayo de flexién a liberacion de iones BIOLOGICO

DE LAS ALEACIONES

4. Caracterizacion de las | 3. Estudio 4 puntos
muestras en verde. microestructural 3 E de d 2. Estudio de la 1. Ensayo de
. . . . Ensayo de dureza . . citotoxicidad
mediante microscopia resistencia a la
5. Sinterizacion de las electronica de barrido LE 4 corrosion
muestras compactadas - bnsayo de 2. Ensayo de )
4. Estudio de Ias fases microdureza inmunofluorescencia

6. Caracterizacién de las | mediante difraccion de
muestras sinterizadas rayos X

7. Obtencion de muestras
por colada

Figura 3. Esquema de la planificacion del proyecto.

2.1. FASE 1: OBTENCION DE LAS ALEACIONES

2.1.1. OBTENCION DE LAS ALEACIONES MEDIANTE TECNICAS DE
PULVIMETALURGIA CONVENCIONAL

En esta primera fase se consigue la obtencion de los materiales con los que se va a trabajar durante
el proyecto. Se trata de dos aleaciones formadas por Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In,
respectivamente.

En el punto inicial se parte de los polvos de Titanio, Indio, Molibdeno y Niobio. Para conseguir
las aleaciones deseadas se procede a mezclar estos polvos segln las cantidades y elementos
necesarios en cada una de ellas.

En segundo lugar, se procederéd a compactar los polvos para asi conseguir 10 probetas de tamafio
30x12x5 mm de cada una de las diferentes aleaciones, todas ellas seran sinterizadas.
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2.1.2. OBTENCION DE LAS ALEACIONES MEDIANTE COLADA

Ademas, se partira de una muestra de Ti-15Mo-5In y otra de Ti-35Nb-5In ambas obtenidas por
colada. El procesado de obtencidn por colada permite que la aleacidn posea unas caracteristicas
mecanicas excelentes ya que experimenta una etapa de enfriamiento y solidificacion en su
preparacion.

2.2. FASE 2: CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS
ALEACIONES

Para conocer las distintas fases presentes en la aleacion, el aspecto morfol6gico, la distribucién
de las mismas y su estructura cristalina se empleara la difraccion de rayos X, la microscopia Optica
y la microscopia electrénica de barrido. Esta fase permitird entender la microestructura de la
aleacion con la que se trabajara y, por lo tanto, anticipar ciertos comportamientos. Se analizaran
tanto las probetas obtenidas por pulvimetalurgia convencional como las de colada.

2.3. FASE 3: CARACTERIZACION MECANICA DE LAS ALEACIONES

En esta fase se sacan las propiedades mecéanicas de las aleaciones y se estudia la influencia que
tiene el Molibdeno y el Niobio en ellas.

Para ello se saca el valor del mddulo elastico ya que es especialmente interesante saberlo para
poder compararlo con el modulo elastico del hueso y saber si este implante va a repartir bien las
tensiones o0 no. Por otra parte, se someten las probetas a un ensayo de flexién de 4 puntos, y por
Gltimo, se practican los ensayos de dureza y microdureza.

Todo esto ayudara a conocer las propiedades mecanicas de las aleaciones estudiadas y poder dar
una primera opinion de si van a aguantar o no ciertas fuerzas que se producen en la cavidad bucal
como puede ser la masticacion.

2.4.  FASE 4: CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS ALEACIONES

Es muy importante conocer el comportamiento del implante cuando este estd dentro del
organismo humano ya que puede reaccionar ante el contacto con los distintos fluidos, como por
ejemplo la saliva. Es por ello que, en esta cuarta fase, se estudiara el comportamiento que tienen
las aleaciones bajo ambientes corrosivos que imiten la cavidad bucal mediante ensayos de
corrosion y ensayo de liberacion de iones.

2.5.  FASE 5: ANALISIS BIOLOGICO

En esta Gltima fase se estudia el andlisis biol6gico de las aleaciones. Es muy importante que
tengan un excelente comportamiento al estar en contacto con otros elementos del cuerpo humano.
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La aleacion ha de promover la actividad celular. Para comprobar que esto se cumple se realiza el
ensayo de citotoxicidad donde se podra medir la cantidad de células que sobreviven en el ambiente
gue crea la liberacion de iones del implante.

Por otro lado, se realizaré el ensayo de inmunofluorescencia para comprobar que la muestra ayuda
o no a la diferenciacién hacia células caracteristicas del diente como son los osteoblastos.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

En este apartado se describen los materiales y la metodologia que se han utilizado para poder
llevar a cabo cada uno de los ensayos y poder llegar a cumplir los objetivos de este trabajo.

El proceso se ha llevado a cabo en el Instituto de Tecnologia de Materiales de la Universidad
Politécnica de Valencia y en el Departamento de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Valencia.

3.1. FASE 1: OBTENCION DE LAS ALEACIONES

3.1.1. OBTENCION DE LAS ALEACIONES MEDIANTE TECNICAS DE
PULVIMETALURGIA CONVENCIONAL

3.1.1.1. Obtencion y caracterizacion de los polvos

Para la seleccion de los polvos se consideraran varios parametros de los elementos a alear, asi
como el tamafio de la particula, su morfologia y su pureza. Se trabajara con el distribuidor Atlantic
Equipment Enginerring y Alpha Aesar para que envie las materias primas al laboratorio, teniendo
en cuenta la facilidad de envio y presupuesto.

Los proveedores suministran al laboratorio los materiales junto con su analisis quimico-fisico de
los componentes. Los materiales utilizados seran: titanio (Ti), indio (In), molibdeno (Mb) y niobio
(Nb).

3.1.1.2. Mezclado de las aleaciones en polvo

Una vez esta el material disponible, se dispone a mezclar los polvos para obtener 20 probetas, 10
para la aleacién Ti-15Mo-5In y las otras 10 para Ti-35Nb-5In.

Para saber la cantidad de polvos que se van a utilizar para formar cada una de las aleaciones se
han de seguir los siguientes pasos:

En primer lugar, se calcula la densidad de la mezcla siguiendo la ecuacion, donde pi representa
la densidad tedrica de los elementos utilizados y %wi el porcentaje en peso de los mismos.

100
Pre = %wTi+ %wMo N %wlIn
pTi pMo pln

100

Prt = %wTi  %wNb  %wln

Una vez se conoce la densidad la mezcla, sabiendo que las probetas van a tener un volumen de
1800 mm? (Dimensiones de probetas: 30x12x5mm) y que el nimero de probetas para cada
aleacion es 10, se puede obtener la masa total de la mezcla necesaria para realizar las mezclas
siguiendo la siguiente ecuacion:

Masa total de la mezcla = 10 - Volumen probeta - p,+
En altimo lugar, se multiplicara el porcentaje en peso de cada elemento por la masa total de la

mezcla para saber la cantidad de masa de cada uno de los elementos para formar la aleacion final:
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Masa del elemento =

Masa total de la mezcla - %wi

100

Tabla 2. Valores del proceso que se ha seguido para obtener la masa de cada elemento para

fabricar 10 probetas de cada aleacion.

Densidad | Masa | Cantidad M da:a Masa de
Aleacion | Elementos | Densidad | % peso | mezcla | Flexion de elemento
mezcla
(g/cm3) (9) probetas © (9)
Ti- Ti 4.507 80.00 72.383
15Mo- Mo 10.28 15.00 5.03 9.048 10 90.478 | 13.572
5In In 7.300 5.00 4.524
. . Masa
Densidad | Masa | Cantidad de Masa de
Aleacion | Elementos | Densidad | % peso | mezcla | Flexion de elemento
mezcla
(g/cm3) (o) probetas © (9)
. Ti 4.507 60.00 59.729
Tl_gf:lb_ Nb 8.57 35.00 5.53 9.955 10 99.549 | 34.842
In 7.300 5.00 4.977

Para mezclar los polvos se utiliza la camara de guantes que se encuentra en el laboratorio modelo
GP Campus del fabricante Jacomex. Esta se puede observar en la figura 4.

Figura 4.Camara de guantes de laboratorio modelo GP Campus del fabricante Jacomex.
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En esta se puede hacer la mezcla de polvos en un ambiente controlado ya que dispone de un
controlador de presién y de atmosfera.

Para conseguir las dos aleaciones deseadas, se utilizan dos recipientes de plastico distintos. Para
rellenar ambos pesaremos los polvos hasta conseguir las medidas teéricas que se han calculado
anteriormente para cada uno. En su medicidn se utilizaran distintos pocillos de plastico para que
las aleaciones no sean contaminadas.

El resultado de las masas que realmente han sido pesadas en la balanza y, por tanto, van a ser
utilizadas en este proyecto se puede observar en la siguiente tabla. Como se observa, teniendo
estos datos se puede sacar el porcentaje en peso final y la densidad teorica final.

Tabla 3.Masas reales de los elementos de las aleaciones.

Masa Densidad
., realmente % Peso tedrica
Aleacion Elementos . . .
utilizada final final
(9) (g/cm3)
Ti 72.378 79.98
Ti-15Mo-5In Mo 13.579 15.00 5.027
In 4.542 5.02
Masa Densidad
., realmente % Peso tedrica
Aleacion Elementos . . .
utilizada final final
(9) (g/cm3)
Ti 59.713 60.00
Ti-35Nb-5In Nb 34.843 35.02 5.531
In 4.967 4.99

Una vez tenemos los dos recipientes de las aleaciones completos, metemos en cada uno de ellos
3 bolas de acero inoxidable de 5mm de radio para poder homogeneizar las aleaciones
posteriormente en una turbula durante 45 minutos.

L.

Figura 5. Recipientes correspondientes a la aleacion Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In
respectivamente.
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Turbula Bioengineer g

Figura 6. Tarbala inversiva de BioEngineering.

3.1.1.3. Compactacion de las muestras

Se necesita compactar las muestras para conseguir las probetas con las que poder trabajar en
durante todo el proyecto. Para ello se utiliza una prensa hidraulica de 30 toneladas de capacidad
de la marca MEGA. Las muestras que se han homogeneizado se introducen en la matriz flotante
de 30x12x5 mm. Entonces, se aplica una fuerza constante de 15 segundos sobre las muestras.

Para garantizar el buen uso de la maquina se realiza una limpieza de la matriz cada 4 muestras
compactadas. Ademas, para poder sacar las muestras que van siendo compactadas se va
lubricando la matriz con estearato de Zinc. Este proceso dard como resultado las muestras en
verde.

3.1.1.4. Caracterizacion de las muestras en verde

Se miden y pesan las muestras en verde para poder sacar sus datos. Una vez recopilamos estos
datos podemos sacar el volumen y la densidad en verde de las muestras siguiendo las ecuaciones
siguientes para, posteriormente poder calcular la porosidad en verde y asi, la porosidad en verde
promedio.

Largo - Ancho - Espesor

1000
masa en verde

Vomumen en verde =

Densidad en verde =
volumen en verde

Porosidad en verde(%) = (1 - &> -100

Pe

Para para tomar las medidas se utiliza el pie de rey de RS Components con una sensibilidad de
0.01 mmy, por otro lado, medir los pesos se utiliza la balanza KERN ABJ-NM/ABS-N disponible
en el laboratorio que se observa en la figura 7.
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Figura 7. Pie de rey de RS Components /Balanza KERN ABJ-NM/ABS-N.

3.1.1.5. Sinterizacion de las muestras compactadas

En el proceso de sinterizado se generan puentes de union mediante difusién de atomos entre
particulas de polvo. Por tanto, si se aumenta la temperatura, la union entre particulas acelerara.
Es por ello que dos factores muy importantes a tener en cuenta en este proceso son: la temperatura
y el tiempo.

Por otra parte, dado que el Titanio es un elemento que produce reaccion, se ha de trabajar en
condiciones de la atmésfera controladas. Por ello, el proceso de sinterizacion se va a realizar en
un horno de alto vacio donde se consigue una atmosfera inerte. Por ello, la sinterizacion se
realizara en el horno tubular de alto vacio Carbolite HVT 15-75- 450. Se meteran las muestras en
el interior de este sobre las bandejas que contiene y una vez cerrado el horno se baja la presién
hasta conseguir 3-10* mbares.

Cuando se elige la temperatura del ciclo de sinterizacion se han de tener en cuenta las propiedades
del material. En este caso, el Titanio tiene una temperatura de fusién de 882°C, esto quiere decir
que a 882°C va a sufrir un cambio de fase. Para garantizar que el cambio de fase se produce de
manera homogénea en toda la masa de la muestra y evitar que partes del material se sublimen al
fin del sinterizado, la muestra ha de estar a la misma temperatura en cualquiera de sus zonas.

El proceso de sinterizado es el siguiente:

- Sinterizacion a 780°C durante 60 minutos a velocidad 10°C/min.
- Aumento de la temperatura del horno 1300°C durante 180 minutos a velocidad 7°C/min.
- Apagar el horno y dejar las muestras dentro hasta que enfrien.
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Figura 8. Horno tubular de alto vacio Carbolite HVT 15-75- 450.

3.1.1.6. Caracterizacion de las muestras sinterizadas

Una vez obtenidas las probetas sinterizadas se estudian que cambios han sufrido estas a la hora
de sinterizado. El método de Arquimedes sacara los valores con los que se va a trabajar. Para
ellos, se siguen los siguientes pasos:

Primero se mide el peso en seco de las muestras (Mse), luego se mide el peso de las muestras
sumergidas en agua (Mas), y, por ultimo, se mide el peso de las muestras que han sido sumergidas
en agua en aire (Maa). Teniendo estos datos y sabiendo la densidad de las muestras (p,) se puede
calcular el volumen tedrico (Vy), el volumen de poro abierto (Vop) y de poro cerrado (V) v el
volumen exterior (Vex) siguiendo las siguientes ecuaciones:

Vi = Msg - Pre
Vop = Mgq — Mg
Ver = Vexe = Ve = Vop
Vixt = Maa — Mags

Con estos valores se podran calcular los valores de la densidad experimental y el porcentaje de
porosidad abierta y cerrada:

p — Mse
© " Vexe
: . Vop
% porosidad abierta =
Ext
. Ve
% porosidad cerrada = 7
Ext
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Para ello, se utiliza la balanza de precision KERN 770 con un peso méaximo de 210 g y una
sensibilidad de 0,0001 g. Teniendo el montaje del ensayo listo se podran realizar todas las
medidas.

Por otra parte, para la dimensionalidad de estas se utilizara el pie de rey mencionado
anteriormente en la medicion de las probetas después de la compactacion.

3.1.2. OBTENCION DE LAS ALEACIONES MEDIANTE COLADA

Para obtener las aleaciones por colada se hace uso del horno de arco eléctrico, en particular el
modelo Compact Arc Melter MAM-1 de la marca Edmund-Bihler MAM-1.

Es interesante obtener probetas por colada ya que esta técnica permite obtener superficies mas
uniformes y asi, poder comparar estos resultados con los obtenidos por pulvimetalurgia. Las
probetas que han pasado por este proceso provienen de probetas que fueron sinterizadas
anteriormente. Estas se han fundido con el horno que se observa en la figura 9.

Figura 9. horno de arco eléctrico, modelo Edmund-Bihler MAM-1.

Estas aleaciones se han sometido a diferentes ensayos durante todo el proyecto para poder cumplir
con el objetivo de este. Estos se iran comentando en los siguientes apartados.
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3.2. FASE 2: CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS
ALEACIONES

3.2.1. Preparacion metalogréafica

Lo primero que se realizard es embutir las muestras. Para ello se trabajara con el modelo
LaboPress-3 de Struers. Al prepararlas para microscopia éptica y difraccién se embutiran en
resina transparente no conductora, mientras que las que sean destinadas para microscopia
electronica se embutirdn en resina negra conductora. En este caso prepararemos 3 en resina
transparente y 1 en resina negra para cada aleacion obtenida por pulvimetalurgia convencional.
En el caso de las muestras obtenidas por colada, realizaremos dos cortes en cada muestra y de
esta manera se embutird 1 trozo de cada aleacion en resina blanca y los dos trozos restantes en
resina negra.

Figura 10. Maquina para embutir modelo LaboPress-3 de Struers.

Cuando las muestras estan embutidas se realiza el desbaste de éstas. Para ello se utiliza una
lijadora del fabricante Struers modelo LaboPol-21. El procedimiento es el siguiente:

El desbaste se realiza con lijas de 3 granulometrias distintas; es decir, primero se lija la muestra
con una lija de 200 y cuando se vea que la superficie tiene un pulido uniforme se cambia de lija a
500, cambiando también la orientacion unos 90°. Se realiza el mismo paso posteriormente con
una lija de 1000. Durante todo este procedimiento se utilizard agua como lubricante.
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Figura 11. Lijadora del fabricante Struers modelo LaboPol-21.

Antes de comenzar con el pulido de las muestras se limpian con acetona y se secan con el secador.
Esta preparacion tiene dos etapas pues, primero se realiza un pulido de la muestra durante 6
minutos usando un pafio MD-largo y suspensién de diamante de de 9 um con Diaduo-2 como
lubricante, la velocidad de rotacion del pafio es de 150 rpm y la fuerza aplicada es de 15 N.
Después, limpiamos las muestras con agua y jabén y se procede a la segunda etapa donde esta
vez el pulido se realizard con un pafio MD Chem y suspension OP-S de 1 um con un 10% en
volumen de H202 (agua oxigenada), la velocidad de rotacion es 150 rpm y la fuerza ejercida es
20 N.

Figura 12.Méquina para pulir modelo LaboPol-5 del fabricante Struers.
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Tras la segunda etapa se limpian las muestras con agua, jabon y finalmente con etanol y se secan
con el aire del secador. De esta manera ya tendremos las probetas preparadas para el analisis de
microscopia optica y difraccion de rayos X que se explicaran a continuacion.

No obstante, las probetas que se vayan a someter al estudio microestructural mediante
microscopia electronica de barrido van a necesitar un segundo pulido méas exhaustivo. Estas
ademas se pondran en la pulidora Vibromet del fabricante Buehler con suspensién OP-S de 1 um
durante 12 horas. Después, se limpian las muestras con agua y jabon y se sumergen en un bafio
de ultrasonidos ELMA. Las muestras se pondran boca abajo en un vaso de vidrio con etanol
durante 15 minutos.

Figura 13. Maquina para pulir modelo Vibromet del fabricante Buehler.

3.2.2. Andlisis superficial mediante microscopia 6ptica (antes y después de liberacion
de iones).

Se realiza esta fase para analizar la porosidad que tienen las superficies de las aleaciones. Para
ello se hace uso del microscopio 6ptico modelo Nikon Eclipse LV100DA vy se sacan diferentes
imagenes a diferentes aumentos para que la porosidad pueda ser analizada mejor. Se van a obtener
imagenes de las 6 muestras.

Posteriormente también se analizardn con microscopio 6tico las muestras que resulten del ensayo
de liberacion de iones con el fin de observar sus posibles modificaciones microestructurales.
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Figura 14. Microscopio 6ptico empleado para el analisis de las muestras.

3.2.3. Estudio microestructural mediante microscopia electrénica de barrido.

En este estudio se utiliza el microscopio de barrido electrénico de barrido de emision de campo
de ZEISS, modelo AURIGA compact que se observa en la figura 15.

Figura 15. Microscopio electronico de barrido de emision de campo modelo AURIGA de Zeiss.

El microscopio contiene tres detectores diferentes que permitiran sacar la informacion que
interese al operador. Se distingue el detector de electrones secundario (SE) el cual va a permitir
captar las imagenes con alta resolucion. Por otro lado, esta el detector de electrones dispersados
(BS) con el que sera posible conocer la distribucion de los elementos en la superficie de la
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muestra. Por ultimo, el detector de energias dispersivas de rayos X (EDS) va a indicar el
porcentaje de cada elemento que se encuentre en la superficie de la muestra mediante rayos X.

Ademas, se hace uso también de este mismo microscopio para realizar para el estudio de las
orientaciones cristalina y los bordes de grano.

Como se observa en la figura 16, gracias al el detector de rayos EDS junto con imagenes que
representan en tonos grises las fases existentes mediante el detector de electrones retrodispersados
se puede obtener el andlisis composicional. El estudio de las estructuras cristalinas se realiza a
partir de las lineas de Kikuchi que se obtienen y que nos permiten indexar la difraccion de los
electrones en diferentes planos atémicos.

Lineas de Kikuchi

Figura 16. Representacion del funcionamiento de la técnica EBSD.

3.2.4. Estudio de las fases mediante difraccion de rayos X

Para analizar la estructura cristalina de las aleaciones estas se someten al ensayo de difraccion de
rayos X. Para poder comparar la aleacion Ti-15Mo-5In obtenida por técnicas de pulvimetalurgia
convencional y por colada se somete una muestra de cada una de ellas a este ensayo, lo mismo
sucedera con la aleacion Ti-35Nb-5In. Estas 4 muestras anteriormente habran sufrido el proceso
de mecanizado y preparacion metalografica que se explicaran en el siguiente apartado.

En esta técnica se utiliza un haz incidente de rayos x con una longitud de onda adecuada para el
material con el que se va a trabajar. EI mecanismo es el siguiente: esta onda incide sobre los
planos cristalinos y cuando la onda que se refleja en el plano superior y la que se difracta en el
plano inferior a la salida estan en fase se produce un reforzamiento de las ondas difractadas que
produce una sefial de rayos x muy intensa. Esta sefial es captada por un detector que se encuentra
en el lado opuesto y es la que indica para que &ngulo se produce la difraccion.
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El fenébmeno de ondas en fase ocurre cuando se cumple la ley de bragg. Esta ley sigue la siguiente
ecuacion que de la ley en la cual se basa el fendmeno de difraccion de rayos X.

n-1=2-d-sen(0)

Siendo n un nimero entero, A la longitud de onda de los rayos X, d la distancia entre los planos
de lared cristalina'y 6 el &ngulo que se forma entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.

D2 PHASER

Figura 17. Difractometro de Rayos X D2 Phaser de Bruker.

Para poder llevar el ensayo a cabo las muestras se introdujeron en el difractdmetro que muestra
la figura 17 y se establecieron en el software los parametros adecuados con los que trabajar. Para
obtener y procesar los datos se utilizara el software propio integrado en el difractometro y el
software MAUD (Material Analysis Using Diffraction) 2.94, respectivamente. Por ultimo, para
poder representar graficamente los resultados se haréa uso de Excel.
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3.3. FASE 3: CARACTERIZACION MECANICA DE LAS ALEACIONES

3.3.1. Obtencién del médulo elastico

Para obtener el modulo eléstico se utiliza el equipo de Sonelastic para muestras pequefias. En este
ensayo se someteran todas las probetas que se han obtenido de la sinterizacion.

Este equipo contiene:

- El percutor.
- El sensor acustico.

Un ordenador donde se encuentra el Software especifico.
Y el soporte para las muestras.

El ensayo consiste en que primero, pones la muestra en el soporte, entonces le das un pequefio
golpe a esta que va a ser recibido por el sensor acustico que se encuentra en el soporte ya que las

muestras van a emitir la sefial acustica que registra el sensor e interpretara posteriormente el
Software.

Estos pequefios golpes se repiten en las 4 esquinas de las probetas por cada una de las caras de

ellas. Con esto se conseguird una gran cantidad de datos que permitiran la obtencién de valores
mas exactos a la hora de realizar la media final.

s

o
1l
X} \
\
=
N\

W

»
13

Figura 18. Equipo Sonelastic para muestras pequefias (Sonelastic, 2019).

En este ensayo se va a obtener el modulo elastico de manera no destructiva por lo que se podrén
utilizar estas mismas muestras posteriormente para realizar otros ensayos.
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3.3.2. Ensayo de flexion a 4 puntos

Las muestras que se emplean en el ensayo de flexion a 4 puntos provienen de la obtencidn de las
aleaciones por pulvimetalurgia convencional. Estas tendran una longitud de 28mm, un ancho de
11mm y su espesor es aproximadamente de 5mm. El objetivo de este ensayo es conocer las
propiedades mecéanicas de los materiales de Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In relacionadas con los
esfuerzos y deformaciones que se producen en los puntos maximos de rotura. Por otro lado, este
ensayo también dar& como resultado el médulo eléstico de estas en funcion de la separacion entre
los apoyos y el espesor de las probetas.

Para ello, se colocan de manera individual todas las muestras de las diferentes aleaciones, de
manera gue la probeta apoye sobre dos soportes (como se puede observar en la figura 19), y se le
aplica una fuerza a flexién en dos puntos alejados de manera equitativa del centro de la muestra.

Figura 19. Soporte del ensayo de flexion a 4 puntos.

Se utiliza la maquina universal Shimadzu del modelo Autograph 100 kN que se observa en la
figura 20. Esta va a dar informacion acerca la tension y el desplazamiento siguiendo las
ecuaciones mostradas respectivamente.
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Figura 20. Maquina universal Shimadzu que se utiliza en ensayo de flexién a 4 puntos.

0,75 - Fuerza aplicada - Distancia entre los apoyos
Ancho de la muestra - Espesor de la muestra?

o(resistencia a maxima flex) =

4,76 - Desplazamiento de la muestra - Espesor de la muestra
Distancia entre los apoyos?

E(def amaxima flex) =

Una vez obtenidos todos estos valores se puede calcular el valor de la tensidn, de la deformacion
y el médulo eléstico:

Tensién (o) = E - €

o
Deformacion (€) = E

o
Mddulo elastico a flexion (E) = T

Cuando las muestras estan colocadas en el soporte se prepara el equipo poniendo a punto el utillaje
que se requiere. Lo primero que hay que hacer es calibrar la maquina referenciando la posicion
de la muestra y estableciendo la fuerza en 0. Una vez esta esto preparado comenzar el ensayo y
el desplazamiento se registrara cada 0.1 s mediante un extensémetro dptico.

Por ultimo, antes de pulsar el boton “Start” se introducen las medidas de las probetas en el
software Trapezium X. Con este se obtendran las curvas tension-deformacion, los datos de la
tension maximay la tension de rotura obtenidos en el estudio.

El resultado de las aleaciones seré las probetas rotas partidas por la mitad que posteriormente, se
usaran para realizar otro tipo de ensayos.
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3.3.3. Ensayo de dureza

Se realiza el ensayo de dureza para determinar la resistencia que tiene el material al ser penetrado
por otro material. En este caso, se trabaja con 2 muestras rotas obtenidas en el ensayo de flexion
y otras 2 obtenidas por colada (una de cada una de las aleaciones). Ademas, antes de aplicarle la
penetracion a las muestras se devastaran de manera sencilla.

El ensayo se realiza con el durémetro universal HD9-45 de Centaur. El equipo esta formado por
una punta HR15T que ejercera una fuerza sobre la muestra del47N. Esta fuerza se aplicara
durante 10 segundos hasta que se estabiliza la lectura.

Los datos obtenidos de la dureza se han de pasar a HV (Vickers), para poder asi comparar ambas
aleaciones.

Figura 21. Durémetro universal HD9-45 de Centaur.

3.3.4. Ensayo de microdureza

Para este ensayo se necesitara que las muestras estén previamente pulidas. En este caso serén
seleccionadas 3 muestras rotas obtenidas en el ensayo de flexion de la aleacion Ti-15Mo-5In y
otras 3 de Ti-35Nb-5In, ademaés, se realizara también este ensayo sobre las 2 muestras obtenidas
por colada. Las probetas se colocaran en la maquina de ensayos de microdureza y sobre una de
sus caras se realizardn 5 pinchazos cambiando el area de uno a otro unos 0.4mm, primero en
direccion vertical y luego horizontal reiteradamente.

El elemento penetrador es de diamante y tiene la base cuadrada, cuyas caras laterales forman un
angulo de 136°. Cuando penetre dejara una impresion cuadrada sobre el material de la superficie
de la probeta.
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>
50 micras

Figura 22. Esquema de la ubicacion de las muescas realizadas durante el ensayo.

La carga aplicada utilizada en el ensayo es de 1.961 N (0.2 HV) durante 10 segundos.

Una vez se ha realizado el ensayo se miden las diagonales de la impresién que el diamante ha
dejado sobre la probeta mencionada anteriormente y se calcula la medida promedio de las 5

obtenidas.

El ensayo de microdureza se realiza con la maquina Shimadzu que se encuentra en el laboratorio
y se trabaja con el Software Easytest.
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3.4. FASE 4: CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS ALEACIONES

3.4.1. Estudio de la liberacion de iones

Para estudiar la cantidad de iones metélicos que liberan las aleaciones en condiciones similares a
la cavidad bucal se realiza este estudio. Con esto ofrece una idea de la totalidad de residuos
dafiinos que va a expulsar el implante durante su funcionamiento y cuanto van a ser afectados los
tejidos cercanos.

Es necesario este estudio ya que se corresponde con la primera parte del estudio de citotoxicidad
que se realizara posteriormente. Para ello, se preparan 3 muestras de cada aleacion de manera
metalografica. En este caso las 6 muestras se embutiran en resina transparente no conductora.

Una vez estan preparadas las muestras, se sellan los bordes con esmalte para evitar que la saliva
penetre y asi poder estudiar con exactitud que solo la superficie deseada va a ser la que libere
iones. En este caso, el promedio de las superficies que estan expuestas al ensayo es de 1.12cm?.

Entonces, se preparan 6 recipientes de plastico con 50 mL de saliva artificial para cada uno de
ellos. La saliva artificial con la que se va a trabajar va a ser Ringer-Hartmann modificada. Una
vez estd todo preparado, se sumergen las muestras boca arriba y para conseguir que las
condiciones del ensayo sean semejantes a las de un implante bucal se meten los recipientes
cerrados en la estufa Selecta durante 839.38 h a 37°C.

Ademas, el pH de la saliva artificial Ringer-Hartmann modificado fue de 6.53, siendo un pH acido
(menor que 7) lo cual favoreci6 también la liberacién de iones.

A continuacion, se muestra en la tabla 4 la composicion de la saliva artificial utilizada en el
ensayo:

Tabla 4. Composicion de la solucién Ringer-Hartmann modificada a emplear como electrolito.

Solucion Ringer-Hartmann modificada
Compuesto mMoles/L Mw (g/mol) C (o/L)
NacCl 102.0 58.5 5.97
KCI 5.0 74.6 0.37
CaCl, 2.0 111.1 0.22
CsHsO3xNa 29.0 112.1 3.25
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Figura 23. Muestras resultantes de la liberacion de iones.

Una vez se ha cumplido con el tiempo del ensayo, se sacan las aleaciones de la saliva artificial.
Las muestras son esterilizadas con una solucion de acetona y etanol y secadas con un secador para
analizar su microestructura y la disolucién se analizard mediante la técnica ICP-OES (Plasma de
acoplamiento inductivo y espectroscopia de emision Optica) la cual analiza los iones que se han
liberado en este ensayo.

3.4.2. Estudio de la resistencia a la corrosion

Por ultimo, Se realiza el estudio de corrosion para poder analizar como se comportan las
aleaciones Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In en un ambiente corrosivo. Para ello se han escogido de
cada aleacion 3 muestras obtenidas en el ensayo de flexion a 4 puntos y 2 de las muestras
obtenidas por colada. Estas han sido sometidas a una preparacion metalografica hasta conseguir
el pulido espejo y una vez preparadas, se van a desembutir en una prensa manual con una sierra
para poder llevar a cabo el ensayo.

El ensayo de corrosion tiene el siguiente montaje:

- El potenciostato PGSTAT204 del fabricante Metrohm AUTOLAB.

- Un electrodo de referencia de Ag/AgCl del fabricante Metrohm AUTOLAB.

- Un contraelectrodo de platino (Pt) del fabricante Radiometer Analytical.

- Un electrodo de trabajo donde se coloca la muestra.

- Un electrolito con el que se va a trabajar que son 50 mL de saliva artificial Solucion
Ringer-Hartmann modificada, comentada su composicion anteriormente.

En el ensayo el electrolito se encuentra en contacto con todos electrodos durante las 2 horas que
dura aproximadamente y se mantiene a una temperatura de 37°C constante. Para dar ese calor se
utilizara una ldmpara halégena y un termopar para poder ir controlando la temperatura.
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Figura 24. Montaje experimental del ensayo a corrosion.

Una vez esta el montaje finalizado se realizaran tres ensayos:

- Potencial a circuito abierto (OCP): Registra el potencial de la muestra (Eoce)respecto al
del electrodo de referencia cuando no esta circulando ninguna corriente externa.

- Espectroscopia de impedancias electroquimicas (EIS): Se aplica una sefial de corriente
alterna sobre la muestra y se mide la respuesta que esta da (en intensidad) a diferentes
frecuencias. Con esto permite evaluar la respuesta electroquimica que tiene la superficie
del material en un rango de frecuencias desde 100 kHz a 5 kHz.

Para poder analizar de manera correcta como varia la impedancia con respecto a las frecuencias
se tiene que modelar el montaje con un circuito equivalente. En el caso del titanio, las aleaciones
van a crear una capa superficial de 6xido (TiO2). Este hecho puede corresponderse con dos
circuitos eléctricos equivalentes:

a) b)
Rs CPEd| Rs CPEdI
N > b
Ret Ret CPEfilm

Figura 25. Circuitos eléctricos equivalentes al comportamiento de las aleaciones de titanio.

Donde a) corresponde a un modelo de capa simple de 6xido generada sobre la superficie del metal
y b) un modelo de doble capa porosa de Oxido generada sobre la superficie del metal. Siendo: Rs
la resistencia a la solucion salina que va a ser la saliva artificial Ringer-Hartmann modificada)
[Q-cm?], CPEg (Constant Phase Element of Discontinuous layer) la capacidad de la capa que
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permite o dificulta la difusion de iones y cationes en funcion de su porosidad, Re (Charge
Transference) es la resistencia a la transferencia de carga entre el metal y la saliva artificial a
través de la capa aislante de 6xido [Q-cm?], Ca la capacitancia de la capa [F/cm?], Rem la
resistencia de la capa interna adherida a la superficie de la aleacién [Q-cm?], R, la resistencia
conjunta de ambas capas [Q-cm?], CPEgm la capacidad del elemento que actla como elemento
dieléctrico [F/cm?] y por Gltimo, Crim la capacitancia de la capa interior [F/cm?].

- Voltametria de barrido lineal (LSV): este ensayo permite saber la velocidad de corrosién
de la aleacién (Vcor) a partir de los pardmetros que se obtienen en él.

k - masa atémica total de la aleacion - area expuesta « i.,,

Veor = y - -
COR ™ yalencia de la aleacién - constante de Faraday - densidad del material

Donde k es una contante € icor €S la intensidad de corriente.
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3.5. FASE 5: ANALISIS BIOLOGICO

3.5.1. Lineas celulares

Las lineas celulares que se van a utilizar en ambos ensayos bioldgicos van a ser las células madre
de pulpa dental humana (hDPSC) obtenidas de pacientes donantes y por otra parte, las células
humanas procedentes de osteosarcoma (MG-63) obtenidas de American Type Culture Collection
(ATCC CRL-1427, Barcelona, Espafia). Las células hDPSC representan el comportamiento que
tienen las células de la pulpa y las MG-63 van a ser utilizadas como células control en los ensayos.

Las células madre de pulpa dental humana (hDPSC) se cultivan en su medio a-MEM (Thermo
Fisher Scientific, Paisley, Reino Unido), junto con:

e 10% de suero fetal bovino (FBS) no inactivado (Thermo Fisher Scientific, Paisley, Reino
Unido).

o 1% de antibi6ticos Penicilina/Estreptomicina (P/S) (Thermo Fisher Scientific, Grand
Island, EEUU).

e 1% de L-Glutamina (EuroClone, Pero, Italia).

e 1% de fungizona (Thermo Fisher Scientific, Paisley, Reino Unido)

Por otro lado, las células MG-63 se cultivan en MEM (Thermo Fisher Scientific, Paisley, Reino
Unido) junto con:

o 10% de suero fetal bovino (FBS) no inactivado.

e 1% de antibi6ticos Penicilina/Estreptomicina (P/S).32

e 1% de L-Glutamina.

e 1% de aminoéacidos no esenciales (NEAA) (Thermo Fisher Scientific, Paisley, Reino
Unido).

e 1% de piruvato (Thermo Fisher Scientific, Paisley, Reino Unido).

En el ensayo de inmunofluorescencia también se ha utilizado el medio de diferenciacion suya
composicién es la siguiente:

e Medio de proliferacion de hDPSC.

o 10% de glicerol-2-fosfato (Merck KGaA, Buchs, Suiza).

e 4% de acido ascorbico (Merck KGaA, Buchs, Suiza).

e 2.5% de proteina morfogénica ésea 2 (BMP2) (StemCell Technologies, Vancouver,
Canada).

o 1% de dexametasona (Merck KGaA, Buchs, Suiza)

Para poder llevar a cabo los ensayos con células se ha trabajado con la campana de flujo laminar
Mars Safety Class 2 de Scanaf, la cual mantiene el area de trabajo estéril en todo momento.

Para preparar ambos ensayos Yy tener las células con las que se va a trabajar disponibles, estas se
siembran y crecen en frascos de cultivo o T75 (75 cm?) o T25 (25 cm?) y se incuban en una
atmosfera humidificada con CO; al 5% a 37°C. Se utiliza el microscopio Optico de contraste de
fases de Lumin para poder analizar el desarrollo de las células conforme pasan los dias. Ademas,
es necesario cambiar el medio celular de cada tipo de células cada dos o tres dias para que estas
se sigan alimentando y evitar la muerte celular. Una vez se intuye con las imégenes que se ha
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conseguido una confluencia de las células de al menos el 90%, se procede al recuento celular.
Para ello es necesario levantar las células, en primer lugar se retira el medio celular del frasco y
se utiliza PBS para limpiar, este se retira y entonces se pone tripsina durante 3 minutos para que
haga la funcion de despegar las células de la superficie del frasco y cuando se observe con el
microscopio éptico que las células tienen la forma esférica (es lo que ocurre cuando se despegan)
se introduce el medio de la linea celular correspondiente. Una vez preparada la disolucion se
ponen 10 pL junto con 10 pL del colorante Trypan blue y se introduce en el contador de células
(Automatic Cell Counter de EVE) (Se utiliza este colorante ya que solo es capaz de introducirse
en el citoplasma de células muertas).

Antes de cada ensayo se realizaran los célculos necesarios para saber la cantidad de células que
se ha de sembrar en cada uno de ellos.

3.5.2. Ensayo de citotoxicidad

Para realizar el ensayo de citotoxicidad se va a seguir el protocolo MTS por su facilidad de uso y
precisién. Este analisis se va a realizar por triplicado para obtener un valor medio de los resultados
adecuado.

En primer lugar, se disefié la placa de la prueba. Tal y como muestra la figura 26 esta fue una
placa de cultivo de 96 pocillos en la que en los pocillos naranjas fueron sembradas hDPS y en los
azules células MG63. Por otra parte, la composicidn que sigue cada triplicado es la siguiente:

e C- (control negativo): células hDPSC 0 MG-63 con su medio correspondiente, a-MEM
0 MEM sin rojo fenol, respectivamente.

o C+ (control positivo): células hDPSC o0 MG-63 con latex.

e Bc. (blanco del control negativo): medio celular correspondiente sin rojo fenol y sin
celulas.

e  Spasy (saliva pura al 25%): células hDPSC o MG-63 con solucion Ringer-Hartmann
modificada al 25%.

e Bspsy (blanco de la saliva pura al 25%): solucion Ringer-Hartmann modificada al 25%
sin células.

o My, (muestra al x%): células hDPSC o MG-63 con solucién Ringer-Hartmann
modificada con iones liberados de la aleacién en cuestion al x% (1,10 6 25).

e By (blanco de la muestra al 25%): solucién Ringer-Hartmann modificada con iones
liberados de la aleacidn en cuestion al 25% sin células
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Figura 26. Disefio de la placa utilizada durante el ensayo de citotoxicidad.

El ensayo tuvo una duracion de 4 dias (96 horas) y los pasos que se siguieron fueron los siguientes:
El primer dia se sembraron ambas lineas celulares en la placa (10.000 células/pocillo y volumen
de 100 pl/pocillo) junto con sus respectivos medios. Los pocillos que se corresponden con un
blanco no se trataron hasta el dia siguiente. Una vez sembradas las células se incubd la placa a
37°C y 5% de CO..

Al finalizar las 24 horas se retiraron todos los medios de cultivo y se afiadieron los compuestos
(100 pl/pocillo) nombrados en la figura anterior realizando las diluciones correspondientes de la
saliva pura (Ringer-Hartmann modificada) y de las salivas obtenidas en el ensayo de liberacion
de iones de ambas muestras. Cuando se ha finalizado este paso la placa se vuelve a incubar a 37°C
y 5% de CO; durante 48 horas.

El cuarto dia fue cuando se inicio el protocolo MTS. Este paso es el que permite medir la
citotoxicidad de las muestras. Para ello se afiadio 20 pl de MTS a cada pocillo en la campana
laminar de flujo y con la luz apagada, ya que MTS es un reactivo fotosensible y puede perder su
potencia con la luz del exterior. Entonces se incub6 la placa durante 1 hora. Transcurrido ese
tiempo, se hizo la primera lectura de la placa en el espectrofotémetro maquina SpectraMax Plus.
Si los niveles del control negativo estan en torno a 1-1.2 se da por finalizado el ensayo, si no, sera
necesaria una segunda lectura. Los resultados obtenidos de absorbancia fueron tratados y
normalizados respecto al control negativo.
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3.5.3. Ensayo de inmunofluorescencia

Para poder realizar este ensayo se necesitan discos de 5x5x1,5mm de ambas aleaciones con las
que se esté trabajando. Para poder conseguir este tamafio de las probetas se utiliz6 la cortadora
metalogréfica de precision Accutom 10 de Struers que trabaja con un disco de diamante 357CA.

Figura 27. Cortadora metalogréafica de precision Accutom 10 de Struers.

Puesto que estos discos van a estar en contacto directo con las células durante todo el ensayo de
inmunofluorescencia, es necesario que la esterilizacion de estos se haga de manera exhaustiva.
Por ello, en primer lugar, se introdujeron en un bafio de ultrasonidos con etanol durante 10
minutos para eliminar las posibles particulas externas. En segundo lugar, se utiliz6 el sistema
autoclave de icanCLAVE con el que se consigue eliminar de manera eficiente las posibles
bacterias que hallan. Y por altimo, al llegar a la Facultad de Medicina donde se realiz6 este
ensayo, estos discos fueron esterilizados otra vez. Para ello se pusieron los discos de cada aleacion
en una placa Petri y se colocaron estas durante 1 hora por cada una de sus caras bajo la luz de
ultravioleta de la campana.

Este ensayo fue realizado durante tres semanas, tiempo necesario para poder asegurar que los
resultados obtenidos son fiables y efectivamente, la diferenciacion esperada de células a
osteoblastos se ha realizado completamente. En este tiempo los frascos y las placas de cultivo con
las que se trabaja van a estar incubados en una atmosfera humidificada constantemente con 5%
de CO; a 37°Cy en la campana de flujo laminar se realizaran los cambios de medio.

Una vez los discos se esterilizaron por completo se colocaron en placas de cultivo de la siguiente
manera:
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Figura 28. a) Placa de 24 pocillos, cultivo de células MG-63 pase 11 sobre discos, 1000
células/pocillo, medio Proli; b) Placa de 24 pocillos, cultivo de células MG-63 pase 13 sobre
discos, 500 células/pocillo, medio Difer.

AN

Ti-35Nb-5In

Ti-15Mo-5h

Ti-35Nb-5In
Ti-15Mo-5In

a) b)

Figura 29. a) Placa de 48 pocillos, cultivo de células hDPSC pase 7 sobre discos, 1000
células/pocillo, medio Proli; b) Placa de 48 pocillos, cultivo de células hDPSC pase 7 sobre
discos, 1000 células/pocillo, medio Difer.

a) b) <) d)

Figura 30. a) Millisell, cultivo de células MG-63 pase 11 como control, 300 células/pocillo,
medio Proli; b) Millisell, cultivo de células MG-63 pase 11 como control, 300 células/pocillo,
medio Difer; c)Millisell, cultivo de células hDPSC pase 7 como control, 750
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En este ensayo se pueden diferenciar dos tipos de placas, por un lado, en las placas de
proliferacion el mantenimiento celular en los pocillos se llevd a cabo cambiando el medio
especifico de cada linea celular cada dos o tres dias. Por otro lado, en las placas de diferenciacion
los pocillos se trataron con el medio celular correspondiente hasta que en microscopio optico se
observé que las células tenian una confluencia del 30% aproximadamente, es entonces cuando se
sustituyd cada medio especifico por el medio de diferenciacidn explicado en el apartado anterior
de lineas celulares.

Al cabo de dos semanas los pocillos celulares de proliferacion fueron parados, ya que las células
presentaban maximo crecimiento en ellos. En cuanto a los pocillos de diferenciacion, estos fueron
parados una vez transcurrieron tres semanas con el respectivo medio. Es entonces cuando se
procede a preparar todos los pocillos para su analisis de inmunofluorescencia. Para ello se sigue
el siguiente protocolo: En primer lugar, se retird el medio de cultivo de cada pocilloy se realizaron
2 lavados con PBS con un pH de 7,4. A continuacion, se fijaron las células con formaldehido al
3,7% en PBS, manteniéndolas a 4°C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se volvieron
a realizar 2 lavados mas con PBS y se permeabilizaron las células con el detergente TBS-T al 1x,
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras ello, las células se incubaron con el anticuerpo
primario anti-OC (osteocalcina) y con el anticuerpo anti-ALP (fosfatasa alcalina) diluidos cada
uno de ellos al 1:200 con el disolvente EnVision™ FLEX, durante 3 horas a temperatura
ambiente. Se empled 1 pocillo por camara como control del anticuerpo secundario, los cuales solo
contenian el disolvente. Concluidas las 3 horas, se realizaron 3 lavados con PBS para retirar los
anticuerpos no unidos de manera especifica. Entonces se incubaron todos los pocillos con el
anticuerpo secundario anti-ratén diluido al 1:200 en PBS y con el DAPI diluido al 1:500 en esta
solucion, durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrida la hora, se
realizaron 3 lavados sucesivos de PBS y se procedié al montaje empleando un medio con DAPI.
Los discos fueron extraidos de las cAmaras de cultivo y la placa y colocados en un portamuestras.
Finalmente, las muestras fueron analizadas y fotografiadas usando el microscopio de
fluorescencia Leica DM4000B junto con la camara DFC 340 FX y el programa de imagen Leica
Application Suite Advance Fluorescence (Leica).

La disposicion de los marcadores en el ensayo de diferenciacion y proliferacion de células hDPSC
y MG-63 con discos de Ti-15Mo-5In, Ti-35Nb-5In y pocillos control fueron los siguientes:

DIFERENCIACION PROLIFERACION
wy - N - vy - -
o 3 S|l m o 3 0| 8 m
& it Exl|Ew g & EE|E@
= =
35 | 2| |8§3/|8¢ S| 2| |8§3]|g¢
a g2 |lo2 a2 JgZllo2

Anti-Raton + _|
Faloidina +DAPI

Anti-Ratén + _ |
anti-OC + DAPI

Anti-Raton+ _ |
anti-ALP + DAPI

Figura 31. Disposicién de los marcadores en el ensayo de diferenciacion y proliferacion de
células hDPSC y MG-63 con discos de Ti-15Mo-5In, Ti-35Nb-5In y pocillos control.
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Llegados a este punto se podra concluir si las células hDPSC se diferencian a osteoblastos ya que
se trabaja con el anticuerpo osteocalcina y fosfatasa alcalina, proteinas presentes en éstos. Y, por
otra parte, se podra concluir si las aleaciones ayudan o no a la proliferacién de las células en

funcidn del nimero de células o no que se muestren.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION DE LAS ALEACIONES MEDIANTE TECNICAS DE
PULVIMETALURGIA CONVENCIONAL

Para poder obtener las probetas de cada aleacion se realiza el célculo necesario que indigue la
cantidad de polvo que le pertenece a cada una de ellas como se observa en las Tablas 5y 6.

Tabla 5. Dimensiones y masas de las muestras de la aleacion Ti-15Mo-5In en verde obtenidas
por compactacion.

Dimensiones después
Ident. Masa después compactacion
Muestra | compactacion (g) | Largo Ancho | Espesor
(mm) (mm) (mm)
1515 8.82 30.04 11.90 6.66
1516 8.89 29.94 11.90 6.68
1617 8.98 29.95 11.92 6.52
. 1518 8.97 30.18 12.95 6.59
15-]'_\;;0_ 1519 8.66 29.94 11.92 6.67
5In 1520 8.99 30.21 11.92 6.63
1521 8.88 29.95 11.91 6.64
1522 8.97 29.95 11.90 6.63
1523 8.90 29.96 11.91 6.61
1524 8.61 29.96 11.91 6.40

Tabla 6. Dimensiones y masas de las muestras de la aleacion Ti-35Nb-5In en verde obtenidas
por compactacion.

Dimensiones después
Ident. Masa después compactacion
Muestra | compactacion (g) | Largo Ancho | Espesor
(mm) (mm) (mm)
1525 9.96 29.92 11.90 6.52
1526 9.99 29.95 11.91 6.56
1527 9.91 29.96 11.92 6.43
1528 9.95 29.95 11.91 6.80
Ti-35Nb- 1529 10.44 29.93 11.91 6.96
5In 1530 9.85 29.95 11.91 6.57
1531 9.94 29.94 11.90 6.54
1532 9.92 29.93 11.92 6.48
1533 9.61 29.30 11.92 6.32
1534 9.42 29.30 11.91 6.14

Con los valores de la Tabla 5 y Tabla 6 respectivamente, se han obtenido los valores de la
porosidad en verde promedio y la densidad en verde relativa. Se puede observar en la tabla 7 que
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el elemento Molibdeno con respecto al Niobio presenta una menor densidad, y con ello, mayor

porosidad que el niobio.

Tabla 7.Valores de porosidad y densidad de las probetas en verde.

Aleacion Porosidad en verde Densidad en verde
promedio (%0) promedio (g/cm3)
Ti-15Mo-5In 24.74 £ 2.05 3.78£0.10
Ti-35Nb-5In 22.88+2.21 4,26 £0.12

En el proceso de sinterizaciébn se produce la contraccién de estas, lo cual cambia su
dimensionalidad. Estos cambios se observan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Contraccion de las probetas.

Aleacion Alargo (%) Aancho (%0) Aespesor (%) | Avolumen (%)
Ti-15Mo-5In 6.98 + 0.53 8.18+2.36 20.16 £ 4.47 31.82+4.08
Ti-35Nb-5In 6.58 +0.29 6.76 £ 0.35 15.63 +4.43 26.49+4.18

Por otro lado, para poder conocer la porosidad de las probetas se ha realizado un ensayo que sigue
el Principio de Arquimedes y estos han sido los resultados:

Tabla 9.Datos obtenidos tras el ensayo de Arquimedes.

Vop Ve
. Ident. | Densidad V. v . Poro Poro
Aleacion M (9) Mas (9) | Maa (g) | teérico | Exterior )
Muestra | mezcla 3 s | abierto |cerrado
(g/cm?®) CLNCLY (cm3® | (cm?d
1515 7.62 6.11 7.63 151 151 0.004 0.002
1516 8.46 6.78 8.47 1.68 1.68 0.005 | 0.004
1517 8.31 6.66 8.31 1.65 1.65 0.005 | 0.008
Ti 1518 8.13 6.52 8.14 1.61 1.61 0.006 | 0.006
15Mo- 1519 5.027 7.13 571 7.13 141 141 0.003 0.005
51N 1520 7.65 6.13 7.65 1.52 1.52 0.002 | 0.001
1521 7.82 6.27 7.83 1.55 1.55 0.003 | 0.004
1522 8.37 6.71 8.37 1.66 1.66 0.003 | 0.003
1523 7.87 6.31 7.87 1.56 1.56 0.003 | 0.004
1525 8.47 6.88 8.47 151 1.59 0.006 | 0.074
1526 9.15 7.43 9.15 1.68 1.72 0.008 | 0.035
1527 9.19 7.46 9.20 1.65 1.73 0.007 | 0.075
. 1528 8.96 7.27 8.96 1.61 1.69 0.005 | 0.070
3;_’\'“) 1529 5531 9.67 7.85 9.68 1.41 1.83 0.009 | 0.405
51N 1530 8.99 7.30 9.01 1.52 1.70 0.008 | 0.171
1531 9.12 7.40 9.13 1.55 1.72 0.007 | 0.161
1532 8.87 7.20 8.88 1.66 1.68 0.008 | 0.005
1533 8.32 6.75 8.33 1.56 1.58 0.010 | 0.004
1534 8.34 6.7 8.35 1.41 1.58 0.010 | 0.156
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En la tabla 10 se obtienen los porcentajes de la porosidad de poros abiertos y cerrados que hay y
la densidad relativa de cada uno de ellos. El porcentaje de poro abierto es semejante en ambos
casos, mientras que el de poro cerrado es bastante mayor en el niobio que el molibdeno.

Tabla 10.Valores de poro abierto, poro cerrado y densidad relativa

Aleacion Poro abierto (%) Poro cerrado (%) Densidad relativa (%)
Ti-15Mo-5In 0.23£0.07 0.22+0.15 99.55+0.11
Ti-35Nb-5In 0.46 £0.09 6.70 £ 6.54 92.83+0.19

4.2. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS ALEACIONES

4.2.1. Analisis mediante microscopia Optica

Mediante microscopia éptica se obtienen imagenes que pertenecen a un corte transversal para
ambas aleaciones.

La figura 32 hace referencia a la aleacion Ti-15Mo-5In. En ella se observa que aparece una ligera
porosidad, ademas, en otra de las zonas mostrada por la imagen b) se detectan dos particulas de
molibdeno que indican esa falta de homogeneidad quimica. Al realizar un acercamiento mayor a
esas particulas (imagen c)), se puede observar que estas quedan completamente porosas. Esto
puede venir por la diferente difusién que tienen el titanio y el molibdeno. Los poros son por el
comportamiento del molibdeno ya que el molibdeno va hacia el titanio, pero el titanio no va tanto
hacia el molibdeno, y, ademas, los radios atémicos son ligeramente distintos por lo cual se
generan unos vacios en la parte del molibdeno durante la difusion.

a) b)

Figura 32. Imagenes obtenidas en diferentes zonas por microscopia Optica de la superficie de la
aleacion Ti-15Mo-5In PM.
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Por otro lado, la figura 33 se trata de la aleacion Ti-35Nb-5In. Las imégenes a y b representan
diferentes zonas de la probeta a diferentes aumentos. Por un lado, en la imagen a se estaria
hablando de una porosidad macro mientras que en la b se aprecian mas poros, esto es porque se
estan observando poros de menor tamafio en la segunda de ellas.

Comparando la figura 33 con la anterior, se puede decir que en esta se aprecia un nimero mayor
de poros respecto a la aleacion de molibdeno.

Figura 33.Iméagenes obtenidas por microscopia éptica de la aleacién Ti-35Nb-5In PM.

4.2.2. Estudio microestructural mediante microscopia electrénica de barrido

En este apartado se muestran las imagenes tomadas con microscopia electronica de barrido. Esta
técnica nos permite conocer la composicion que forma cada una de las aleaciones, asi como la
distribucion de cada uno de los elementos que la componen. Se someterdn a este estudio las
probetas que corresponden con Ti-15Mo-5In PM y Ti-35Nb-5In PM. Ademaés, también se
realizara este estudio a una de las muestras Ti-35Nb-5In obtenidas por colada para poder
comparar los porcentajes en peso del titanio e indio que se obtienen segun se ha utilizado la técnica
de pulvimetalurgia convencional o la colada, y, ademas, poder ver como se distribuyen las fases
en estas muestras obtenidas por colada.

Ademas, el conocimiento de estos datos tiene gran importancia ya que esto permitird compararlos
con los porcentajes en peso tedricos de cada aleacion y saber si el proceso de sinterizado seguido
ha sido correcto o no.

Con los datos obtenidos en la tabla 11 se concluye que con el ciclo térmico utilizado se esta
consiguiendo mantener ese 5% de indio en ambas aleaciones, sin embargo, cuando se utiliza la
técnica de colada, el porcentaje de este desciende ligeramente. Esto es debido a que el indio,
comparado con otros, no se trata de un elemento muy aleante con el titanio entonces produce su
propia volatilizacion (Romero-Resendiz et al., 2021).
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Tabla 11. Porcentajes en peso reales obtenidos mediante anélisis EBSD para cada aleacion.

Aleacion Elemento | %o peso normalizado

Ti 80.30

Til5Mo5In Mo 14.20
In 5.50

Ti 62.03

Ti35Nb5In Nb 32.97
In 5.00

Ti 61.61

Ti35Nb5In Nb 35.05
colada In 3.34

Las figuras 34, 36, 38 y 40 representan las imagenes FSD de las aleaciones Ti-15Mo-5In PM, Ti-
35Nb-5In PM y Ti-35Nb-5In colada, respectivamente. Estas muestran cuél es la superficie de
cada una de ellas y se ampliara la informacién con las imagenes del mapa de distribucién de la
aleacion en cuestion para poder conocer de qué manera esta distribuido cada elemento en la
superficie de la probeta.

En la figura 35 se puede observar el mapa de distribucion de la aleacion Ti-15Mo-5In PM. En
ella se puede ver que los elementos estan distribuidos de manera homogénea ya que en cada
imagen predomina un color de manera individual.

FSD Mixed Image 2

ol

100pm

Figura 34. Imagen FSD de la aleacion Ti-15Mo-5In PM a 250X.
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Figura 35. Mapa de distribucion a 250X de los elementos que componen a la aleacion Ti-15Mo-
5In PM siendo: a) Distribucion del titanio, b) Distribucion del indio, ¢) Distribucion del
molibdeno y d) Distribucidn del titanio, indio y molibdeno.

En la figura 37 se observa el mapa de distribucion elemental de la aleacion Ti-35Nb-5In PM. Se
puede apreciar una diferencia en la composicion cosa que no se observaba en la microscopia

Optica.

FSD Mixed Image

A i, SO, LL, ID

100um

Figura 36. Imagen FSD de la aleacién Ti-35Nb-5In PM.
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Figura 37. Mapa de Distribucion de los elementos que componen a la aleacién Ti-35Nb-5In PM
siendo: a) Distribucion del titanio, b) Distribucion del indio, c) Distribucion del niobio.

Por altimo, la figura 39 representa el mapa de distribucion elemental de la aleacion Ti-35Nb-5In
de colada, y tal como se aprecia durante la colada si que se obtiene una mayor homogeneidad
entre los diferentes componentes. Ademas, a bajos aumentos los detectores pueden generar
sombras a la hora de la captura de la energia dispersiva de los rayos x, y, por lo tanto, generan
una falta de datos que se manifiesta en la esquina superior izquierda de las imagenes de la figura.

FSD Mixed Image

1

500pum !

Figura 38.Imagen FSD de la aleacion Ti-35Nb-5In colada.
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Figura 39. Mapa de distribucion de los elementos que componen a la aleacion Ti-35Nb-5In
colada siendo: a) Distribucidn del titanio, b) Distribucion del indio, ¢) Distribucion del niobio.

Ademas, el ensayo EBSD permite analizar el estudio de las orientaciones cristalinas asi como la
distribucién de las fases o y B. En primer lugar, el contraste de bandas informa sobre si se ha
producido una buena indexacion o no, de manera que las zonas mas claras indican que hay una
buena indexacion mientras que las mas oscuras no. Se exponen las imagenes de contraste de
bandas para las diferentes aleaciones estudiadas a continuacion:

Band Contrast 2

SlepAEdtbEPDLa 4

b)

[lapri@afhbp Dats 2,

a)

Figura 40. a) Contraste de bandas de la aleacion Ti-15Mo-5In PM, b) Contraste de bandas de la
aleacion Ti-15Mo-5In colada.
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Figura 41. Contraste de bandas de la aleacion Ti-35Nb-5In PM, b) Contraste de bandas de la
aleacion Ti-35Nb-5In colada.

En las siguientes figuras se pueden observar los granos de manera mucho mas clara ya que el
modo Euler colorea a cada uno de ellos con un color diferente.

Euler Color 2

Figura 42. a) Euler de la aleacion Ti-15Mo-5In PM.
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Figura 43. a) Euler de la aleacion Ti-35Nb-5In PM, b) Euler de la aleacion Ti-35Nb-5In colada.

Para completar esta informacion las figuras de polos inversos (IPF) nos permiten conocer la
orientacion de los granos presentes y su orientacion. Cada grano ira coloreado segun su
orientacion.

Como se puede observar en la figura 44, los granos de la aleacién de molibdeno son de tamafio
bastante grande.

Figura 44. Figura de polos inversos de la aleacién Ti-15Mo-5In PM.

Por otro lado, la figura 45 indica el valor del MUD. EI MUD corresponde a la cantidad de granos
que pertenecen a la misma orientacion. Entonces, si los MUDs son pequefios como en este caso,
significa que no hay mucha orientacion preferente. EI motivo de esto puede ser debido a que en
las aleaciones obtenidas por pulvimetalurgia convencional, los granos no suelen tener
orientaciones preferentes.
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Figura 45. IPF de la aleacion Ti-15Mo-5In PM.

En el caso de la IPF de la aleacion con niobio representado en la figura 46 se observan resultados
semejantes a los de la aleacién con molibdeno, y, ademas, en el caso de PM se ve representada
como manchas de color negro la gran porosidad de esta aleacion (Ti-35Nb-5In PM) que ya se
intuia mediante microscopia Optica.

Color Z IPF 2 Color Z IPF 2

00um ! T500pm '

Figura 46. a) Figura de polos inversos de la aleacion Ti-35Nb-5In PM, b) Figura de polos
inversos de la aleacion Ti-35Nb-5In colada.

Ademés de conocer bien la orientacion de los granos, el ensayo EBSD también ha permitido
conocer de manera mas exacta cual es la fase presente en cada uno de ellos. Esto se ve
representado en la figura 47, figura 48 y figura 49 que aparecen a continuacion, donde el color
rojo pertenece a una estructura cubica (fase ), el azul representa la estructura hexagonal (fase o)
y, por altimo, el amarillo a la fase martensitica (o). En los casos los que aparezcan porcentajes
de solucidn cero significard que en ciertas partes de la imagen no se ha podido obtener ninguna
solucion.

Con los valores obtenidos en cada tabla para cada aleacion se puede verificar que las aleaciones
que han sido obtenidas por técnicas de pulvimetalurgia convencional presentan mayoritariamente
fase f3, sin embargo, también se puede diferenciar, aunque sea en menor cantidad, fase a. Esto se
ve representado en la figura 47 y la figura 48 que pertenecen a las fases presentes en la aleacion
Ti-15Mo-5In PM y Ti-35Nb-5In PM respectivamente.
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En la figura 47 (molibdeno PM) se puede ver que la fase alfa se encuentra sobre todo en los
extremos del grano. Esto es debido precisamente por la formacién de fase alfa incipiente a partir
de la fase beta de sinterizacion durante el enfriamiento. Lo que pasa es que se forma esa fase alfa
inicialmente en borde de grano y después va dirigiéndose hacia el interior en unas orientaciones
preferentes.

Phase Color 2

Phase Name |Phase Fraction (%)
Titanium cubic 78.51
Ti-Hex 9.15
Ti-alfa2prima 7.04
Zero Solutions 5.31

Figura 47. Fases presentes en la aleacion Ti-15Mo-5In PM.

En el caso del niobio PM (figura 48), se observan unas zonas claramente beta y unas zonas que
son alfa + beta debido a la diferente difusion y a la cantidad de niobio no difundido que se tiene.
Esto ya se observaba en la figura 37 que representa el mapa de distribucion de los elementos que
componen a la aleacion Ti-35Nb-5In PM.

Color de fase 2

Nombre de fase Fraccion de fase (%)
Titanium cubic 82.78
Ti-Hex 6.97
Ti-alfa2prima 4.14
Soluciones cero 6.11

J

f 100pum !

Figura 48. Fases presentes en la aleacion Ti-35Nb-5In PM.

En el caso de la aleacion obtenida por colada (figura 51) casi la totalidad de fases presentes
pertenecen a la fase beta y esto es debido a su lenta velocidad de enfriamiento. El valor de fase
alfa y alfa-2-prima no llega a ser completamente nulo, esto puede ser debido a que algunas partes
de la probeta puedan haber sufrido un enfriamiento mas rapido.
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Color de fase 2

Nombre de fase Fraccion de fase (%)
Titanium cubic 98.38
Ti-Hex 0.01
Ti-alfa2prima 1.56
Soluciones cero 0.04

f 500pm !

Figura 49. Fases presentes en la aleacién Ti-35Nb-5In colada.

4.2.3. Estudio de las fases mediante difraccion de rayos X

Con la difraccion de rayos X se conocen las fases que componen cada una de las aleaciones. Se
enfrentan los difractogramas de las muestras obtenidas por pulvimetalurgia convencional y por
colada.

Con los picos registrados representados en la figura 50 y en la figura 51, se concluye que ambas
aleaciones obtenidas por colada se corresponden en su totalidad a la fase B (100%) mientras que
en las obtenidas por pulvimetalurgia hay una predominancia en la totalidad de picos de fase 3
para ambas aleaciones (aproximadamente 65%) pero también se pueden diferenciar algunos picos
de fase o (aproximadamente 35%) en ambas aleaciones. El resultado de este ensayo cuadra con
lo que se comentaba anteriormente en el apartado 4.2.2. Estudio microestructural mediante
microscopia electronica de barrido, ya que en el analisis de fases se obtuvieron resultados respecto
a las fases presentes en cada una de las aleaciones muy semejantes a los obtenidos mediante la
difraccion de rayos x.
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Figura 50. Difractograma de la muestra Ti-15Mo-5In PM y colada.
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Figura 51. Difractograma de la muestra Ti-35Nb-5In PM y colada.
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De este modo, como la estructura que predomina en ambas aleaciones es la cUbica centrada en el
cuerpo, se tratan de unas aleaciones mas ductiles en comparacién con la aleacion Ti-6Al-4V, que
posee aluminio, y por tanto un mayor porcentaje de alfa estabilizante con estructura hexagonal
compacta. Esta estructura, ademas, conduce a un moédulo elastico cercano al del hueso. Asi pues,
se puede asegurar que las aleaciones beta de titanio como Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In son
excelentes para promover una interfase entre el hueso y el implante que no comprometa el
apantallamiento de las cargas y, por lo tanto, que se reduzca su porcentaje de fallo (Brizuela et

al., 2019).

4.3. CARACTERIZACION MECANICA DE LAS ALEACIONES

4.3.1. Obtencion del modulo eléstico

Para obtener el modulo elastico de ambas aleaciones se trabaja con un ensayo de excitacion por

impulso y los resultados se muestran en la tabla 12.

Resulta extrafio que el valor del modulo eléstico de Ti-15Mo-5In PM sea 15 GPa. Evidentemente,
este es el resultado que se ha obtenido con el equipo Sonelastic pero, se trata de una cifra muy
cuestionable, por lo que no se deberia tener en cuenta como definitiva. EI porqué de este resultado

erréneo se desconoce.

Tabla 12. Modulo elastico de cada aleacion resultado del ensayo de Sonelastic.

Aleacion Modulo elastico (GPa)
Ti-15Mo-5In PM 15+£21
Ti-35Nb-5In PM 62 17
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4.3.2. Ensayo de flexion a 4 puntos

Los resultados del ensayo de flexion a cuatro puntos se exponen en la tabla 13, donde se muestran
los valores de tension méxima, desplazamiento méaximo y el médulo eléstico de cada una de las
aleaciones. Ademas, se compara el comportamiento de ambas en la figura 52 con un gréafico que
representa la curva tension en funcién de la deformacion.

Tabla 13. Resultados del ensayo de flexién a 4 puntos: Tension maxima, desplazamiento
méximo y mddulo elastico.

Aleacion Tension Méaxima Desplazamiento Maodulo eléstico
(MPa) Maximo (mm) (GPa)
Ti-15Mo-5In PM 595 + 99 0.18 £ 0.053 8024
Ti-35Nb-5In PM 615 + 86 0.23+£0.041 63 £ 25

Comparando el resultado de los valores del médulo eléstico obtenidos con Sonelastic respecto al
ensayo de flexidn a cuatro puntos se observa que en el caso de la aleacion Ti-15Mo-5In este valor
difiere significativamente, lo que hace concluir que el valor obtenido por Sonelastic es erréneo.

Por otra parte, el valor del médulo elastico de la aleacién Ti-35Nb-5In coincide con lo visto en
bibliografia. El niobio es capaz de disminuir el valor del mddulo eléstico respecto a la aleacion
Ti-6Al-4V y este dato es de especial interés.
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Figura 52. Curvas tension-deformacion de cada una de las aleaciones (PM) obtenidas mediante
el ensayo de flexion a cuatro puntos.

Una vez conocido el modulo eléstico de las aleaciones estudiadas, estos se comparan con el
modulo elastico del hueso cortical, del hueso trabecular, del titanio puro comercial y del Ti-6Al-
4V, aleacion biomédica muy empleada en la actualidad:
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Figura 53. Comparacion del médulo elastico del hueso trabecular (5 GPa), hueso cortical (20
GPa), Ti-15Mo-5In (80 GPa), Ti-35Nb-5In (63 GPa), Ti CP (103 GPa) y Ti-6Al-4V (110 GPa).

Asi pues, las aleaciones estudiadas (Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In) son candidatas prometedoras
para su uso como implantes biomédicos por su alta biocompatibilidad y su relativamente bajo
modulo elastico. Pues, segun los resultados obtenidos (Tabla 14), el caso de Ti-15Mo-5In su
modulo eléstico es de 80 GPa, y en el caso de Ti-15Mo-5In 63 GPa, ambas estan alrededor de un
20-25% menor que el de otras aleaciones disponibles (Maity et al., 2020). Como se ha analizado
previamente, esta reduccion de médulo elastico supone un gran cambio en cuanto a la transmision
de cargas masticatorias (en el caso del implante dental) entre el hueso y el propio implante. Esto
radica nuevamente en la microestructura, pues en ambas aleaciones estudiadas predomina
mayoritariamente la fase beta como se ha podido observar en los resultados obtenidos por técnicas
de difraccion de iones y EBSD, y estd comprobado que las aleaciones con elementos -
estabilizantes como son el Mo y Nb, son aleaciones que presentan valores de modulos elasticos
maés similares al del hueso (Leyens & Peters, 2003).

4.3.3. Ensayo de dureza

Los resultados obtenidos en el ensayo de dureza se ven representados en la figura 54. En esta se
puede observar que la dureza del niobio es menor que la del molibdeno como se puede leer en
bibliografia. No obstante, cuando la aleacion Ti-35Nb-5In se cuela, incrementa el valor de la
dureza. Esto es debido a que cuando se trabaja con colada se disminuye la porosidad intrinseca
causada por la pulvimetalurgia convencional y con ello, aumenta sus propiedades. Pero sobre
todo, debido a la mayor homogeneidad en la composicién quimica que elimina en gran parte las
particulas de niobio no difundidas.
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Figura 54. Valores de dureza para cada aleacion.

4.3.4. Ensayo de microdureza
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Figura 55. Valores de microdureza para cada aleacion estudiada y para la aleacion comercial Ti-
6Al-4V.
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Observando los valores obtenidos en la figura 54 y figura 55 para la dureza y la microdureza
respectivamente, se puede decir que estos de forma relativa son muy semejantes, pero, Si se
comparan en valor absoluto estos difieren. Esto es porque la dureza se ha obtenido como Rockwell
superficial en la superficie del material. Esta se trata de una dureza generalizada que implica a
varios granos y que tiene en cuenta la porosidad de la aleacion. Sin embargo, cuando se mide la
microdureza se esta pinchando en un grano en cuestion y, en el caso de que haya algin poro que
pueda afectar al resultado, se va a desestimar esa medida. Esto significa que en este caso se esta
considerando la dureza de la aleacién sin porosidad.

Los resultados de microdureza obtenidos tras el ensayo quieren decir que la aleacién Ti-15Mo-
5In presenta mayor dureza que la aleacion Ti-6Al-4V. Esto representa a lo que se observa en
bibliografia (Mohan et al., 2021), pues el molibdeno como aleaciones base titanio es capaz de
aumentar las propiedades mecanicas. Este resultado también interesa en el campo de las
aplicaciones biomédicas.

4.4. CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS ALEACIONES

4.4.1. Estudio de la liberacion de iones

Las probetas embutidas en resina una vez finalizo el ensayo fueron extraidas y se limpiaron las
superficies de estas para poder ser analizadas con microscopio 6ptico.

En la figura 56 se observa que apenas hay picaduras producidas por la corrosion. Las esferas mas
oscuras que se aprecian representan la porosidad de la propia aleacion. Ademas, en el centro de
la imagen de la figura 56.b) se pueden diferenciar los bordes de grano. Estos se tratan de granos
equiaxiales muy grandes pertenecientes a la fase beta. No se aprecia la formacion de fase alfa en
borde de grano.

La microestructura no se deberia observar en estas superficies ya que se trata de probetas que han
sido pulidas anteriormente, no obstante, es el efecto de la liberacion de iones el que permite ver
esto. Ademas, el ataque serd distinto segln sea la orientacion de los granos.

a)

Figura 56. Imégenes obtenidas por MO a diferentes aumentos de la microestructura de las
muestras de Ti-15Mo-5In PM después del ensayo de liberacion de iones. Cada imagen
representa una zona diferente de la muestra.
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En la figura 57 se muestran las imagenes que representan a la aleacion Ti-35Nb-5In. En ellas se
pueden apreciar algunas picaduras que se han formado durante el proceso de liberacion de iones
(cuadros en rojo) pero vemos como el resto de superficie esta manchada por la porosidad de la
misma aleacion, por lo que se concluye que tampoco se trata de una superficie muy picada.

Figura 57. Imégenes obtenidas por MO a 200 aumentos de la microestructura de las muestras de
Ti-35Nb-5In PM después del ensayo de liberacion de iones. Cada imagen a) y b) representa una
zona diferente de la probeta.

En la tabla 14 se encuentran los resultados del ensayo. Estos muestran las concentraciones
promedio de iones liberadas por cada aleacion en funcidon del tiempo de ensayo y la superficie de
muestra expuesta (un promedio de 1cm?) tras permanecer 840 horas sumergidas en saliva artificial
Ringer-Hartmann modificada en una estufa a 37°C.

Se aprecia (tabla 14), que los resultados en los elementos titanio e indio son muy similares y con
valores muy bajos en ambas aleaciones, esto puede ser debido a que ambas han estado el mismo
tiempo y bajo las mismas condiciones en el ensayo. Sin embargo, se puede observar que el
Molibdeno, y con ello la aleacion Ti-15Mo-5In, tiene tanto una tasa de liberacion de iones como
una velocidad de corrosion superior a la del niobio, es decir, de los elementos estudiados este es
el que tiene mayor tendencia a la migracion y, por tanto, el que mas contribuye a la corrosion.
Este hecho puede estar relacionado a lo que ya se percibia en las im&genes tomadas mediante
microscopia Optica (figura 32), pues indicaba que el molibdeno no ha conseguido solubilizar con
el resto de elementos y por ello es posible que tenga mas incidencia a escapar cuando estan en
contacto con el electrolito.
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Tabla 14. Valores del ensayo de liberacion de iones de los elementos disueltos en la saliva
artificial por cada aleacion.

Aleacién Tasa de liberacion de iones (ug/L-cm?-h) x 10
Ti-15Mo-5In Ti Mo In
PM 0.019 + 0.009 0.62 +0.42 0.0013 +0.017
Ti-35Nb-5In PM Ti Nb In
0.019 + 0.007 0.022 + 0.005 0.003 + 0.004
Aleacion Velocidad de corrosion Velocidad de corrosion
(mg/dm?-dia) x 10 (um/afio)
Ti-15Mo-5In PM 0.08 = 0.05 0.57 +0.38
Ti-35Nb-5In PM 0.005 + 0.001 0.07 £0.02

Pese a todo se observa que tanto la tasa de liberacion de iones como la velocidad de corrosion de
ambas aleaciones pertenece a valores muy bajos por lo que se concluye gue tanto Ti-15Mo-5In
como Ti-35Nb-5In se tratan de aleaciones que tienen alta resistencia a la corrosion cuando se
encuentran en un medio de saliva artificial Ringer-Hartmann modificada, situacion similar a la
gue podria ser la cavidad bucal.

Velocidad de corrosion (um/afio)

(nm/afio)
© o o o o
N w ~ (6] o))

o
i

Ti-15Mo-5In Ti-35Nb-5In Ti-Cp Ti-35Nb

Figura 58. Resultados de la velocidad de corrosion obtenidos en el ensayo de liberacion de iones
de los elementos disueltos en la saliva artificial por cada aleacion comparados con otras
aleaciones comercialmente utilizadas.

Comparando las aleaciones estudiadas durante este proyecto con otras aleaciones de las que se
conoce la velocidad de corrosion, se observa que la aleacion Ti-35Nb-5In presenta el valor mas
bajo. Esto representa el excelente comportamiento que tiene esta aleacién en cuanto a la
resistencia a la corrosion y motiva a su seguimiento, ya que se trata de una aleacion muy

prometedora.
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4.4.2. Estudio de la resistencia a la corrosion

Los resultados de este ensayo son de vital importancia en el &mbito de biomateriales ya que un
mal comportamiento a corrosion no permitiria el uso de estas aleaciones en aplicaciones
biomédicas.

La figura 59 muestra el potencial de circuito abierto (OCP) para cada una de las muestras con las
que se esta trabajando. Este se ha obtenido como resultado de una media de los Gltimos 300
segundos tras aplicar un potencial de -1V.

El OCP indica la tendencia que tiene el metal a participar o no en la corrosion electroquimica con
el medio que la rodea, en este caso serd la saliva artificial Ringer Hartman modificada. En la
figura 59 se puede observar que del potencial van aumentando conforme para el tiempo hasta que
llega un momento en el que se estabilizan rapidamente. Esto indica que la capa pasiva de oxido
se ha formado de manera eficaz

o

S o o
w N -

o
>

——Ti15Mo5In_02

E [VAg/AgCI]
o

——Ti-35Nb-5In

S o o o
© v N o

[
[ury

0 500 1000 1500 2000 2500

t[s]

Figura 59. Curva OCP para cada una de las aleaciones por PM.

Tabla 15. Valores de potencial de circuito abierto (OCP) y desviacién para cada una de las
aleaciones.

Aleacion OCP
Ti-15Mo-5In PM -0.26 £ 0.04
Ti-35Nb-51nPM -0.30£0.18

Ademas, la figura 60 muestra el valor de las curvas potenciodindmicas que se han obtenido para
cada aleacion durante el ensayo. Con esto se puede concluir cuél es el comportamiento a corrosion
de ambas ya que permite visualizar el punto exacto donde se produce la transicién catédica-
anodica.
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Figura 60. Curvas potenciodinamicas para cada aleacion por PM.

Las curvas potenciodinamicas representan el potencial necesario (pico decreciente) para que se
produzca un paso de corriente 0. El funcionamiento es el siguiente: el potenciostato va aplicando
durante el ensayo diferentes potenciales (de mas negativos a mas positivos). En la primera region
de potenciales negativos también conocida como region catddica (que presenta valores de
densidad de corriente negativos y pendiente descendiente), se va creando una capa pasiva de 6xido
en la superficie del metal que evita el aumento del valor de la corriente. Acto seguido, se produce
la transicion entre la region catddica y anddica. En ese momento se ha producido el pico que
corresponde al potencial de corrosion (Ecor). Este punto significa que en la superficie del material
ya se ha creado una capa de 6xido suficientemente gruesa que impedira la corrosion del resto del
metal, y, por tanto, no va a dejar pasar nada de corriente. A partir de este punto y durante la etapa
anodica, la corriente que circula sera consecuencia de esa capa de 6xido, pero no afectara al resto
del material.

El valor del potencial de corrosidn que se ha obtenido para ambas aleaciones (tabla 15) indica que
tanto Ti-15Mo-5In como Ti-35Nb-5In tienen un buen comportamiento frente a corrosion.

Al comparar ambas aleaciones entre si se puede observar que tienen un comportamiento similar
frente a corrosién. El valor del niobio es apenas mas reactivo que el molibdeno, pero se puede
decir que no hay diferencia significativa en el resultado de ambas. Sin embargo, cabe destacar
que el molibdeno esta en una proporcion mucho menor que el niobio (15% frente a 35%).
Comparando esto con lo ocurrido en el ensayo de liberacién de iones, ya se observaba en la tabla
15 que la velocidad de corrosion del molibdeno era mucho mayor que la del niobio, a pesar de la
diferencia en la proporcionalidad de ambos.

Por otra parte, se han obtenido los diagramas de Nyquist de las distintas aleaciones mediante EIS
(espectroscopia de impedancias electroquimicas) que representan la impedancia real frente a la
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compleja en negativo. La pendiente de la figura 61 muestra que la capa pasiva formada no esta
siendo penetrada por el agua, por tanto, canto mas vertical sea esta, mejor comportamiento tendra
en la corrosion. Se observa que la aleacion Ti-15Mo-5In presenta mayor pendiente. Esto tiene
sentido porque ya se sabia que el potencial de corrosion de esta aleacion es mayor que el de Ti-
35Nb-5In, y, por tanto, cuanto mas negativo, mas anodico, y peor comportamiento tiene en la
corrosion.
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Figura 61. Diagrama de Nyquist para las aleaciones estudiadas por PM.

Ademas, se han obtenido los diagramas de bode de las distintas aleaciones mediante EIS donde
el gréafico representa la fase y el mddulo de la impedancia respecto a la frecuencia. Estos
diagramas muestran que cuando las aleaciones se encuentran en contacto con la disolucién, el
comportamiento a corrosion se ajusta a un comportamiento de capa metalica porosa. Se observa
en la figura 62 para ambas aleaciones que los valores del mddulo de la impedancia son elevados
en cuando se habla de frecuencias bajas y estos disminuyen cuando la frecuencia se va
incrementando. Ademas, el angulo de fase toma valores de hasta 85° cuando esta a alta frecuencia
y disminuye hasta valores cercanos a 0° a altas frecuencias. Ademas, la fase de Ti-15Mo-5In es
mayor que la de Ti-35Nb-5In, por lo que se concluye que tiene un mejor comportamiento frente
a corrosion.
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Figura 62. Diagramas de bode de las aleaciones por PM.

Al ajustar el circuito eléctrico como el modelo representado en la figura 25 a), se obtienen los
parametros de %, Rs y Rct, el valor constante de CPEdI y el valor del exponente expdl.

Tabla 16. Valores del ajuste del montaje mediante circuito equivalente.

Rs CPEdI Ret (Q-cm?)
¥’ x10° | (Q-ecm?) (nF/lcm?) expdl x10°
Ti-15Mo-5In PM |  0.0005 50.12 3.89E-05 0.90 3.41E+19
Ti-35Nb-5In PM 0.0002 50.46 3.32E-05 0.87 1.00E+20

De la tabla 16 los datos de CPEdI, expdl y Rct hacen referencia a la capa salina, es decir, como
se distribuyen los cationes y aniones en el medio en el que se encuentra la aleacion. La
concentracion de cationes y aniones sera mayor en la superficie del metal e ir4 disminuyendo al
distanciarnos de esta en la disolucion que se emplea en el ensayo. Esto es un comportamiento
caracteristico de un condensador.

Como se puede ver, el valor de chi-cuadrado es superior a 10 en ambas aleaciones. Esto quiere
decir que se ha producido un buen ajuste del modelo elegido al montaje. Por otro lado, los valores
de las resistencias son muy elevados y los valores de CPEdI son muy reducidos, lo que indican
mayor grosor de la capa. Este contraste interesa ya que significa un buen comportamiento a
corrosion ya que se va a formar una capa porosa con un cierto espesor y también se va a tener
gran resistencia en las transferencias de carga dadas.
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4.5. ANALISIS BIOLOGICO

4.5.1. Ensayo de citotoxicidad

Este ensayo se realizd en los discos obtenidos en el laboratorio de las aleaciones Ti-15Mo-5In'y
Ti-35Nb-5In. Se emple6 el Software GraphPad Prism 7.3 para el analisis de los resultados. Este
permite normalizar los datos obtenidos y fijar el 100% de viabilidad celular en el pocillo control.
Este pocillo es el control negativo (C-) de las distintas placas, que como se comentd en el apartado
correspondiente de materiales y metodologia, en él se encuentran las células cultivadas (hDPSC
y MG-63) con su propio medio de proliferacién. Esto permitird poder comparar todos los
resultados obtenidos en el resto de pocillos respecto a este de control y asi saber si existen
diferencias significativas entre estos y el control (*) gracias a la funcién del test de Turkey. Con
esto, se podra concluir un cierto grado de citotoxicidad de los iones liberados por la aleacion en
cuestion en aquellos casos en los que el resultado sea significativo.

En este caso, bast6 con la primera lectura para obtener los resultados ya que todos los pocillos del
control negativo alcanzaron niveles dentro del rango 1-1.2. Entonces, se pard el ensayo y se
analizaron los resultados.
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Figura 63. Resultados del ensayo de citotoxicidad para la aleacion Ml = Ti-15Mo-5In PM y M2
= Ti-35Nb-5In PM de laboratorio con células hDPSC.

Los porcentajes de viabilidad celular obtenidos en ambas aleaciones permiten concluir que no hay
evidencias para decir que las aleaciones Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In son citotéxicas con células
madre de pulpa dental humana y, por tanto, se puede afirmar que la incorporacion de molibdeno
y niobio en este tipo de aleaciones es positiva en cuanto a la viabilidad celular.

Del mismo modo, se lleva a cabo este anélisis trabajando con la linea celular MG-63. Esto ayudara
a conocer el comportamiento de las aleaciones en cuestion cuando estas se encuentran en contacto
con células osteoblésticas. Este punto es de elevada importancia ya que en este proyecto se busca
que cuando el implante esté colocado en la cavidad bucal ademas de no ser citotdxico, parte de
las células madre de pulpa dental humana se diferencien en osteoblastos y promuevan la
osteointegracion del implante con el hueso circundante.
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Figura 64. Resultados del ensayo de citotoxicidad para la aleaciéon M1 = Ti-15Mo-5In PM y M2
= Ti-35Nb-5In PM de laboratorio con células hDPSC.

Se puede observar que las barras que representan los tres porcentajes de cada muestra son muy
similares entre si. Ademas, sus valores son muy parecidos a los del control. Esto indica que las
células MG-63 proliferan de manera adecuada en el medio con los iones liberados y, por tanto,
gue no hay indicios de citotoxicidad en ninguna de las aleaciones tratadas.

45.2. Ensayo de inmunofluorescencia

Se evalu6 en las células hDPSC y MG-63, tras 3 semanas en cultivo como se describe en
Materiales y Métodos, en sus medios correspondientes, la distribucion de F-actina por tincién
fluorescente con el conjugado faloidina-rodamina para definir la morfologia celular y con
osteocalcina y fosfatasa alcalina mediante inmunofluorescencia para la confirmacion de la posible
diferenciacion de las células. En las imagenes tomadas, los nlcleos se ven representados de color

azul por el uso del marcador fluorescente DAPI y los filamentos de F-actina del citoesqueleto de
color rojo.

En cuanto a los pocillos control (sin disco): Para las hDPSC, no se detect6 OC ni ALP en el medio
de proliferacion (Figura 65, ) y €) respectivamente), como era de esperar, pero si que se detectd
la expresion de estos marcadores al incubar las células con medio de diferenciacion (Figura 65,
d) y f) respectivamente). Ademas, la faloidina, permiti6 el andlisis de la morfologia celular,
permitiendo observar ligeros cambios en las formas de estas lineas celulares para los distintos
medios (Figura 65, a) y b) respectivamente).
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Figura 65. Linea celular hDPSC sembrada los pocillos control (sin discos) con diferente medio
(proliferacion en las imagenes de la derecha y diferenciacién en las imagenes de la izquierda).
Tincion con rodamina-faloidina e inmunofluorescencia de fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina
(OC) en hADSC cultivadas en 2D durante 3 semanas con medio de proliferacion y de
diferenciacion osteogénica complementada. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI y se
observaron en azul, la distribucion de los filamentos de actina en rojo y la presencia de ALP u
OC en verde. Barra de escala = 31.8 um



En los pocillos control con el cultivo de las células MG-63 se observo expresion de OC tanto en
el medio de proliferacion (se trata de células de osteosarcoma) como en el medio de diferenciacion
(Figura 66, c), d), e) y f) respectivamente). En este Gltimo medio, la sintesis de osteocalcina y
fosfatasa alcalina fue mayor tal y como puede apreciarse en las imégenes por la intensidad de la
fluorescencia (Figura 66, d) y f) respectivamente).

MG-63

Proliferacion Diferenciacion

Osteocalcina Faloidina

Fosfatasa Alcalina

Figura 66. Linea celular MG-63 sembrada los pocillos control (sin discos) con diferente medio
(proliferacion en las imégenes de la derecha y diferenciacion en las imégenes de la izquierda).
Tincion con rodamina-faloidina e inmunofluorescencia de fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina
(OC) en hADSC cultivadas en 2D durante 3 semanas con medio de proliferacion y de
diferenciacion osteogénica complementada. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI y se
observaron en azul, la distribucion de los filamentos de actina en rojo y la presencia de ALP u
OC en verde. Barra de escala = 31.8 um.
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El comportamiento de estas lineas celulares sobre los discos de la aleacion Ti-15Mo-5In fue el
siguiente: La expresion del marcador de OC en hDPSC apareci6 en aquellos discos cuyas células
habian sido cultivadas con medio de proliferacién y de diferenciacion (Figura 67, c) y d),
respectivamente).. De este modo, se confirmo la capacidad de las células hDPSC para
diferenciarse en células Oseas sobre discos metalicos de la aleacion Ti-15Mo-5In. Este hecho
resulta imprescindible y es de gran relevancia pues permite predecir el comportamiento de esta
aleacion en el caso de que fuera empleada como implante dental. Al posibilitar esta
diferenciacion, se puede intuir que la interaccion futura del implante-hueso sera 6ptima y el grado
de infecciones se reducird considerablemente. En el caso de ALP, no se han podido tomar
imagenes en medio de diferenciacion por complicaciones durante el proyecto, por lo que se
desconoce su comportamiento (Figura 67, f) no se han podido sacar imégenes).

Cabe destacar que el hecho de que en el disco sembrado con células hDPSC en medio de
proliferacion aparezca un verde que signifique una cierta presencia de osteocalcina que no deberia
ocurrir ya que las células han crecido en medio de proliferacion. Sin embargo, el titanio se
considera un elemento osteoinductor que podria haber promovido la diferenciacion osteogénica
de las hDPSC simplemente debido al hecho de que éstas estaban creciendo sobre su superficie.

Por su parte, otro factor que también ayud6 a confirmar esta diferenciacién fue la morfologia
celular. Las células hDPSC en su medio de proliferacién mostraron los filamentos de actina
propios de las mismas. Sin embargo, estas mismas células cultivadas durante el ensayo con medio
de diferenciacion modificaron su morfologia presentando unos filamentos con tamafio y forma
distinta, mé&s estrechos con respecto al medio de proliferacion (Figura 67, a) y b) respectivamente).
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Figura 67. Linea celular hDPSC sembrada en discos de la aleacion Ti-15Mo-5In con diferente
medio (proliferacion en las imagenes de la derecha y diferenciacion en las imagenes de la
izquierda). Tincion con rodamina-faloidina e inmunofluorescencia de fosfatasa alcalina (ALP) y
osteocalcina (OC) en hADSC cultivadas en 2D durante 3 semanas con medio de proliferacion y
de diferenciacion osteogénica complementada. Los nacleos celulares se tifieron con DAPI y se
observaron en azul, la distribucion de los filamentos de actina en rojo y la presencia de ALP u
OC en verde. Barra de escala =31.8 um

Cuando se cultivaron células MG-63 en los discos de la aleacion Ti-15Mo-5In con medio de
cultivo de proliferacion, se mostro una expresion real de OC y una baja expresion de ALP en el
citoplasma (Figura 68, c) y e), respectivamente). Ademas, se observd un leve aumento en la
expresion de la proteina OC y ALP en células MG 63 cultivadas con el medio de diferenciacion
osteogénica (Figura 68, d) y f) respectivamente).

72



MG-63

Proliferacion Diferenciacion

Osteocalcina Faloidina

Fosfatasa Alcalina

Figura 68. Linea celular MG-63 sembrada en discos de la aleacién Ti-15Mo-5In con diferente
medio (proliferacion en las imagenes de la derecha y diferenciacion en las imagenes de la
izquierda).Tincion con rodamina-faloidina e inmunofluorescencia de fosfatasa alcalina (ALP) y
osteocalcina (OC) en hADSC cultivadas en 2D durante 3 semanas con medio de proliferaciéon y
de diferenciacidn osteogénica complementada. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI y se
observaron en azul, la distribucién de los filamentos de actina en rojo y la presencia de ALP u
OC en verde. Barra de escala =31.8 um

Para el cultivo de hDPSCs en discos de la aleacion Ti-35Nb-5In, los cambios en el citoesqueleto
fueron dificiles de evaluar debido a la alta proliferacion de estas células, por lo que fue dificil
establecer diferencias entre los grupos experimentales.
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La expresion de la proteina OC se vio expresada en los discos sembrados con medio de
proliferacion (Figura 69, c)). Es decir, se produce el mismo comportamiento que se veia en el
caso de la aleacién Ti-15Mo-5In, esto no deberia ocurrir, pero puede ser debido a la
osteoinduccion que presenta el propio titano. En cuanto a la proteina ALP, no se detectd su
expresion en células cultivadas con medio de proliferacion ni diferenciacion (Figura 69, e) y f)).
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Figura 69. Linea celular hDPSC sembrada en discos de la aleacion Ti-35Nb-5In con diferente
medio (proliferacion en las imégenes de la derecha y diferenciacion en las imégenes de la
izquierda).Tincion con rodamina-faloidina e inmunofluorescencia de fosfatasa alcalina (ALP) y
osteocalcina (OC) en hADSC cultivadas en 2D durante 3 semanas con medio de proliferacion y
de diferenciacion osteogénica complementada. Los nlcleos celulares se tifieron con DAPI y se
observaron en azul, la distribucion de los filamentos de actina en rojo y la presencia de ALP u
OC en verde. Barra de escala =31.8 um
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Cuando se cultivaron células MG 63 en discos de la aleacion Ti-35Nb-5In con medio de cultivo
de proliferacion, se mostr6 una baja expresion de OC y ALP en el citoplasma (Figura 70, c) y ),
respectivamente). Sin embargo, se observé un aumento significativo en la expresion de las
proteinas ALP y OC en células MG 63 cultivadas con el medio de diferenciacion osteogénica
(Figura 70, d) y f), respectivamente).

MG-63

Proliferacion Diferenciacion

Faloidina

Osteocalcina

Fosfatasa Alcalina

Figura 70. Linea celular MG-63 sembrada en discos de la aleacion Ti-35Nb-5In con diferente
medio (proliferacion en las imagenes de la derecha y diferenciacién en las imagenes de la
izquierda).Tincion con rodamina-faloidina e inmunofluorescencia de fosfatasa alcalina (ALP) y
osteocalcina (OC) en hADSC cultivadas en 2D durante 3 semanas con medio de proliferacion y
de diferenciacién osteogénica complementada. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI y se
observaron en azul, la distribucion de los filamentos de actina en rojo y la presencia de ALP u
OC en verde. Barra de escala =31.8 um.
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Visto los resultados se concluye que tanto las células hDPSC como las MG-63 proliferaron y se
diferenciaron sin problema en los pocillos control. Se ha demostrado la diferenciacion de las
células hDPSC y las MG-63 en los discos de ambas aleaciones pues se puede ver la expresion de
la proteina OC. Sin embargo, en el caso de la fosfatasa alcalina, apenas se ha visto su expresion
en ninguna de las aleaciones. Este hecho puede ser debido a que el ensayo ha durado 3 semanas
y no 4 semanas, por lo que puede que no le haya dado tiempo a expresarse todavia.

Ademas, el comportamiento de estas en los discos también fue el idoneo, pues se ha demostrado
que las dos lineas celulares presentan buena adhesion y supervivencia en los discos de ambas
aleaciones.
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5. CONCLUSIONES

Se han obtenido las siguientes conclusiones en base a la metodologia seguida y los resultados
obtenidos tras la realizacion de este Trabajo Fin de Grado:

Se han generado las dos aleaciones ternarias Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In mediante
pulvimetalurgia convencional. Las muestras han sido sometidas a diferentes ensayos para
obtener sus caracteristicas microestructurales, mecéanicas, quimicas y bioldgicas. De este modo,
se consigue una comparacion en cuanto al uso del molibdeno y el niobio.

En el proceso de obtencion de las muestras, se han obtenido muestras relativamente homogéneas,
a pesar de que en el caso del Molibdeno se han detectado algunas zonas donde este no ha podido
solubilizar del todo bien con el resto de la aleacion. Ademas, las muestras de Molibdeno han
presentado una menor densidad, y con ello, mayor porosidad con respecto a las obtenidas con
Niobio.

La caracterizacion microestructural de ambas aleaciones por pulvimetalurgia ha permitido definir
que ambas se tratan de aleaciones a + 3, siendo mucho mas predominante la fase beta en ambas.
Mientras que, en la caracterizacién microestructural de ambas aleaciones obtenidas en este caso
por colada, se ha permitido definir la fase beta como su fase mayoritaria tanto en Ti-15Mo-5In
como en Ti-35Nb-5In. En consecuencia, se trata de aleaciones que tienen una estructura cubica
centrada en cuerpo que le otorga una mayor ductilidad en comparacién con otras aleaciones
empleadas actualmente en la industria dental. Ademas, en el analisis mecénico se ha visto que
ambas aleaciones por PM presentan un moédulo eldstico mucho menor con respecto a otras
aleaciones como el Ti-6Al-4V, acercandose al del hueso y disminuyendo el riesgo de fallo final
del implante debido a un apantallamiento de tensiones inadecuado.

En cuanto a sus caracteristicas quimicas, se observa que tanto la tasa de liberacion de iones como
la resistencia a corrosion de ambas aleaciones pertenece a valores muy bajos por lo que se
concluye que tanto Ti-15Mo-5In como Ti-35Nb-5In se tratan de aleaciones que tienen alta
resistencia a la corrosién cuando se encuentran en un medio de saliva artificial Ringer-Hartmann
modificada, situacion similar a la que podria ser la cavidad bucal.

En los ensayos de citotoxicidad, se ha demostrado la no citotoxicidad de ambas aleaciones, nunca
han mostrado ningln dato significativo frente al control y la viabilidad celular ha sido muy similar
a éste. Por otro lado, se ha logrado con éxito la diferenciacién osteogénica de las células hDPSC
y MG-63 en discos de Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-5In obtenidos por PM con medios de
diferenciacion analizados respectivamente. También han demostrado una gran adhesién de las
células sobre estos discos. EI comportamiento de estas células en contacto con la aleacion permite
intuir cobmo actuara la interfase hueso-implante, promoviendo la regeneracion de la zona,
aumentando el rango de éxito del implante y disminuyendo la prevalencia de la periimplantitis.

De este modo, se ha comprobado la biocompatibilidad que presentan las aleaciones Ti-15Mo-5In
y Ti-35Nb-5In y los motivos por los cuales deberia seguir siendo una opcion a analizar para su
empleo en el campo biomédico.
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6. FUTUROS TRABAJOS

El estudio de una aleacion deja numerosos campos en los que poder seguir trabajando. Algunos
de los ensayos que se pueden llevar a cabo son los siguientes:

En primer lugar y puesto que en este Trabajo de Fin de Grado no se ha podido obtener el valor
correcto de mddulo de elasticidad de la aleacion Ti-15Mo-5In con el equipo Sonelastic, seria
interesante repetir este ensayo para obtener un resultado mas fiable en el que poder basarse.

Por otra parte, surge la idea de ampliar el ensayo de citotoxicidad con los discos metalicos de las
dos aleaciones en cuestion. De este modo, se incubarian los discos de Ti-15Mo-5In y Ti-35Nb-
5In en contacto con las células al igual que se realizo en el ensayo de inmunofluorescencia
explicado anteriormente, pero para el ensayo de citotoxicidad para poder obtener los grados de
absorbancia de los pocillos.

En el caso del ensayo de inmunofluorescencia, al igual que este permite conocer de forma
cualitativa la cantidad y morfologia de las células presentes en las superficies estudiadas, se podria
realizar el ensayo de CryoSEM ya que este permitira ademas un analisis cuantitativo de esto
obteniendo imagenes con una resolucién fascinante.
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1.1. Coste de personal

Tabla 1.1. Cuadro de precios unitarios: mano de obra del personal

CUADRO DE PRECIOS MANO DE OBRA UNITARIOS

CONCEPTO PRECIO UNITARIO (€/h)
Director del proyecto 25.00
Ingeniero Biomédico (Titulado en la escuela) 18.00
Técnico de laboratorio (Técnico) 12.00

1.2.Cuadro de materiales y equipo

Para realizar el calculo las amortizaciones de los equipos y la maquinaria utilizada se utiliza la

ecuacion:

Precio de compra

factor de amortizacion =

Horas de uso al aio - Anos de vida util

Tabla 2. Cuadro de precios unitarios de materiales, Utiles y equipos del proyecto.

CUADRO DE PRECIOS MATERIALES UNITARIOS
CONCEPTO PRECIO UNITARIO UNIDADES
(€/h)
Polvos Titanio AEE 231.28 €/k
g
Polvos Indio AEE 115.00 €/kg
Polvos de Molibdeno 9.82 €/kg
Polvos de Niobio 12.97 €/kg
Matriz flotante 30x12mm 0.48 €/h
Calibre RS Components 0.03 €/h
Balanza Kern modelo PFB 300 0.06 €/h
Balanza de precision kern modelo 770 0.18 €/h
Montaje Arquimides 0.10 €/h
Resina 37.45 €/kg
Resina conductora 45.71 €/kg
Lijas de SIC Struers 3.00 €/und
Pafio MD Largo Struers 0.05 €/h
Pafio MD Chem Struers 0.05 €/h
Suspension de diamante de 9 pm 2666.67 €/L
Suspension de silice coloidal 444.44 €/L
Electrodo Ag/AgClI AUTOLAB 0.19 €/h
Contraelectrodo de platino Radiometer 0.14 €/h
Analytical
Termopar 0.09 €/h
Lampara halégena 0.02 €/h
Disolucion Acetona-Etanol 10.00 €/L
Laca de ufias 30.00 €/L
Saliva artificial Ringer-Hartmann modificada 6.00 €/L
Alfa MEM de Gibco 0.19 €/mL
Linea celular MG-63 319.50 €/via
MEM 0.09 €/mL
Antibiéticos: Penicilina-Estreptomicina (P/S) 0.13 €/mL




L-Glutamina 0.17 €/mL
Fungizona de Euroclon 1.08 €/mL
Aminoacidos esenciales (NEAA) 0.15 €/mL
Piruvato 0.13 €/mL
Suero fetal bobino (FBS) 0.31 €/mL
Tampon PBS 0.02 €/mL
Tripsina 0.17 €/mL
Frasco de cultivo T75 de Deltalab 151 €/u
Frasco de cultivo T25 de Deltalab 1.26 €/u
Trypan blue stain 0,4 % 0.32 €/mL
MTS de Promega 4.62 €/ensayo
Placa de 96 pocillos de Deltalab 1.88 €/u
Placa de 48 pocillos de Deltalab 1.28 €/u
Tubos de micra centrifuga de Eppendorf 0.16 €/u
Tubos de centrifuga de Eppendorf 0.13 €/u
Pipetas plasticas Pasteur de 3 mL de Deltalab 0.09 €/u
Pipetas de serologia de 5 ml de Deltalab 0.16 €/u
Pipetas de serologia de 10 ml de Deltalab 0.36 €/u
Micropipeta de 10 microlitros de Eppendorf 0.01 €/h
Micropipeta de 100 microlitros de Eppendorf 0.01 €/h
Micropipeta de 1000 microlitros de Eppendorf 0.01 €/h
Puntas de micropipeta de 10 microlitros de 0.30 €/u
Eppendorf

Puntas de micropipeta de 100 microlitros de 0.30 €/u
Eppendorf

Puntas de micropipeta de 1000 microlitros de 0.30 €/u
Eppendorf

Céamara de cultivo Millicell EZ SLIDE 44.00 €/u
Millipore de 8 pocillos

Acido Ascorbico de Sigma Aldrich 0.95 €/g
Proteina mrofogénica 0sea 2 de Stemcells 649.00 €/g
Technologies

Dexametasona de Merck 0.83 €/mg
Osteocalcina de R&D systems 2760.00 €/mg
Anti-raton de R&D systems 354.00 €/mL
Rodamina-Faloidina de ThermoFisher 656.00 €/mL
Disolvente EnVisionTM FLEX de Dako 2.40 €/mL
DAPI 7.91 €/mL
Fosfatasa alcalina 0.01 €/mL

1.3.Cuadro de maquinaria

Para realizar el célculo las amortizaciones de los equipos y la maquinaria utilizada se utiliza la

ecuacion:

Precio de compra

factor de amortizacion =

Horas de uso al aio - Anos de vida util




Tabla 3. Cuadro precio unitario de maquinaria.

CUADRO DE PRECIOS MAQUINARIA UNITARIOS

PRECIO UNITARIO

CONCEPTO PRECIO (€) (€/h)
Caja de guantes marca Jacomex 14000.00 0.14
Prensa hidraulica MEGA 30t 589.00 0.54
Horno tubular de alto vacio CARBOLITE HVT 66000.00 7.50
Equipo Sonelastic 5580.00 0.63
Méquina de ensayos universal Shimadzu Autograph AG-
100 KN Xplus. 49980.00 5.68
Embutidora CitoPress 13280.00 1.51
Lijadora LaboPol 25 11500.00 1.31
Equipo de ultrasonidos Elmasonic modelo S30H 1825.00 0.21
Pulidora automatica LaboPol 5 de Struers 18320.00 2.08
Potenciostato AUTOLAB 14980.00 1.70
Estufa modelo Selecta 2000207 (lib iones) 3200.00 0.16
Microscopio 6ptico modelo LV100 del fabricante 60000.00 5.77
Técnica de difraccion retrodispersion electronica (EBSD)
Zeiss 325000.00 48.94
Equipo de difraccion laser Mastersizer 2000 con accesorio
Hydro 2000SM 38000.00 4.32
Equipo modelo D2 PHASER de Bruker 118000.00 1341
Horno de arco eléctrico Compact Arc Melter MAM-1 40000.00 11.10
Microdurémetro HMV Shimadzu 24000.00 6.60
Maquina metalografica de corte Struers 2900.00 211
Contador automatico de celulas, Automatic Cell Counter
EVE 2030.00 9.76
Incubadora Forma Scientific 21218.00 0.39
Espectrofotémetro SpectraMax Plus 3297.40 0.89
Ordenador portétil Lenovo 800.00 0.17
Microscopio de fluorescencia Leica DM4000B 2021.44 2.73
Cémara DFC 340 FX 1037.50 1.23
1.4.Cuadro de servicios contratados y de softwares empleados.
Tabla 4. Cuadro de precios unitarios de servicios contratados para el proyecto.
CONCEPTO PRECIO UNITARIO (€/h)
Liberacion de iones (ITQ) 110.00
Tabla 5. Cuadro de precios unitarios de software empleado para el proyecto.
CONCEPTO PRECIO UNITARIO
Excel 2016 (v16.0) Software libre
NOVA 2.1 de Metrohm AUTOLAB Software libre
MAUD (Material Analysis Using Diffraction) 2.94 Software libre
Wolfram Mathematica 11.3 Software libre
Zview 3.4 Software libre
Leica Application Suite Advance Fluorescence Software libre
GraphPad Prism 7.3. Software libre




1.5. Presupuesto descompuesto

Tabla 6. Cuadro descompuesto planificacion del proyecto y revision de literatura cientifica.

1. PLANIFICACION DEL PROYECTO Y REVISION DE LA LITERATURA CIENTIFICA

APARTADO CONCEPTO PRECIO/UD | CANTIDAD | UNIDAD | COSTE
(€/h) TOTAL
©
1.1. Reunién | Personal
para
planlflcatr el | Director del proyecto 25.00 4.00 h 100.00
proyecto PRECIO APARTADO 1.1= | 100.00
Personal
1.2. Revision
de literatura | pgeniero biomédico 18.00 12.00 h  216.00
cientifica | (Titulado en la escuela)

PRECIO APARTADO 1.2 = 216.00

1.3. Seleccién | Personal
de elementos

aleantesy | pirector del proyecto 25.00 3.00 h 75.00
composiciones PRECIO APARTADO 1.3 = 75.00
TOTAL 1. = 391.00

Tabla 7. Cuadro precio descompuesto obtencién de las aleaciones.

2. OBTENCION DE LAS ALEACIONES

COSTE
APARTADO CONCEPTO PRECIO/UD CANTIDA UNIDAD | TOTAL
(€/h) D (€)
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 8.00 h 96
Material consumible
Molibdeno 9.82 13.58 g 133.35
2.1. Niobio 12.97 34.84 g 451.87
Compactacion
y .
caracterizacion | ESAuipo, software
de las muestras | Matriz flotante 0.48 3.50 h 1.68
Balanza Kern Modelo PFB 0.06 0.50 h 0.03
300
Calibre RS Components 0.03 0.50 h 0.02
Magquinaria
Prensa hidraulica MEGA 0.54 3.50 h 1.89
30t
PRECIO APARTADO 2.1. = 684.84




Personal

22 Técnico de laboratorio 12.00 0.15 h 1.80
Sinterizacion
de los Material consumible
compactos Horno tubular de alto vacio 7.50 7.00 h 52.50
CARBOLITE HVT
PRECIO APARTADO 2.2 .= 54.30
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 2.00 h 24.00
2.3.
Caracterizacié | Esquipo, software
n (.je Iag P1€zas | Bajanza de precision Kern 0.18 1.50 h 0.27
sinterizadas Modelo 770
Montaje Arquimedes 0.10 0.75 h 0.08
PRECIO APARTADO 2.3. = 24.35
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 3.00 h 36.00
2.4. Colada de | Maquinaria
las aleaciones Horno de arco eléctrico 11.10 3.00 h 33.30
Compact Arc  Melter
MAM-1
PRECIO APARTADO 2.4. = 69.30
TOTAL 2. = 832.78




Tabla 8. Cuadro precio descompuesto preparacion metalografica.

3. PREPARACION METALOGRAFICA

APARTADO COSTE
CONCEPTO PRECIO/UD | CANTIDAD UNIDAD TOTAL
(€/u) (€)
Personal
Técnico de 12.00 5.00 h 60.00
laboratorio
Material
3.1. consumible
Embuticion en | Resina 37.45 150.00 5617.50
resina Resina Conductora 45.71 30.00 1371.30
Maquinaria
Embutidora 151 5.00 h 7.55
CitoPress
PRECIO APARTADO 3.1. = 7056.35
Personal
Técnico de 12.00 7.00 h 84.00
laboratorio
Material
consumible
Lijas de SIC 3.00 6.00 u 18.00
Struers
3.2. Debaste en
tres fases Maquinaria
Lijadora LaboPol 131 6.00 h 7.86
25
Equipo de 0.21 1.00 h 0.21
ultrasonidos
Elmasonic modelo
S30H
PRECIO APARTADO 3.2. = 110.07
Personal
Técnico de 12.00 5.50 h 66.00
laboratorio
Material
3.3. Serie de | consumible
pulidos Suspensién de 2666.67 50.00 mL 133.33
diamante de 9 um
Suspension de 444.44 100.00 mL 44.44
silice coloidal




Esquipo, software
Pafio MD Largo
Struers

Pafio MD Chem
Struers

Magquinaria

Pulidora
automatica
LaboPol 5
Struers

Equipo
ultrasonidos
Elmasonicmodel
S30H

de

de

0.05

0.05

2.08

0.21

1.00

1.00

3.00

0.50

0.05

0.05

6.24

0.11

PRECIO APARTADO 3.3.

250.22

TOTAL 3.

7416.64

Tabla 9. Cuadro precio descompuesto caracterizacion microestructural de las aleaciones.

4. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS ALEACIONES

APARTADO

CONCEPTO

PRECIO/UD
(€/u)

CANTIDAD

UNIDAD

COSTE
TOTAL

©

4.1. Andlisis
superficial
mediante
microscopia
Optica

Personal

Técnico de

laboratorio

Maquinaria

Microscopio
Optico modelo
LV100 del
fabricante
NIKON

12.00

5.77

2.00

2.00

24.00

11.54

PRECIO APARTADO 4.1.

35.54

4.2. Estudio
microestructura
I mediante
EBSD

Personal

Técnico de

laboratorio

Maquinaria
Técnica
difraccion
retrodispersion
electrénica
Zeiss

de

12.00

48.94

6.00

6.00

72.00

293.64

PRECIO APARTADO 4.2 .

365.64




Personal

Técnico de 12.00 1.00 h 12.00
laboratorio
4.3. Estudio de o
fases mediante | Maquinaria
difraccionde | pylidora 13.41 1.00 h 13.41
rayos X automatica
LaboPol 5 de
Struers
PRECIO APARTADO 4.3. = 25.41
TOTAL 4. = 426.59
Tabla 10. Cuadro precio descompuesto caracterizacion mecéanica de las aleaciones.
5. CARACTERIZACION MECANICA DE LAS ALEACIONES
COSTE
APARTADO CONCEPTO PRECIO/UD CANTIDAD UNIDAD TOTAL
(€/u) (€)
Personal
- Técnico de laboratorio 12.00 4.00 h 48.00
Onbtencién o
del médulo | Maguinaria
elastico Equipo Sonelastic 0.63 4.00 h 2.52
PRECIO APARTADOS5.1. = 50.52
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 3.50 h 42.00
5.2. Ensayo de | Maquinaria
flexion a Maquina de ensayos 5.68 3.50 h 19.88
cuatro puntos | yniversal  Shimadzu
Autograph AG-100 KN
Xplus.
PRECIO APARTADO5.2. = 61.88
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 1.00 h 12.00
5.3. Ensayo de | Maguinaria
dureza Microdurémetro 6.60 1.00 6.60
modelo HMV
Shimadzu
PRECIO APARTADO5.3. = 18.60
TOTALS. = 131.00




Tabla 11. Cuadro precio descompuesto estudio quimico de las aleaciones.

6. ESTUDIO QUIMICO DE LAS ALEACIONES

Elmasonic modelo S30H

COSTE
APARTADO CONCEPTO PRECIO/U CANTIDA UNIDA | TOTAL
D (€/u) D D (€)
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 3.50 h 42.00
Material consumible
Saliva artificial Ringer- 6.00 0.50 L 3.00
Hartmann modificada
Laca de ufias 30.00 0.01 L 0.15
Esquipo, software
6.1. Estudio | Calibre RS Components 0.03 0.50 h 0.02
de liberacion | gajanza Kern modelo PFB 0.06 1.00 h 0.06
de iones de las 300
aleaciones
Maquinaria
Estufa modelo Selecta 0.16 839.38 h 134.30
2000207
Equipo ICP-OES Varian-
715ES
Microscopio optico 5.77 2.00 h 11.54
modelo LV100 del
fabricante NIKON
PRECIO APARTADO 6.1. = 191.07
Personal
Técnico de laboratorio 12.00 21.25 h 255.00
Material consumible
Electrolito Saliva artificial 6.00 0.50 L 3.00
Ringer-Hartmann
6.2. Estudio modificada
resistencia a
la corrosion Esquipo, software
aléjaecilgz os | Etectrodo Ag/AgCI 0.19 20.00 h 3.80
AUTOLAB
Contraelectrodo de platino 0.14 20.00 h 2.80
Radiometer Analytical
Potenciostato AUTOLAB 1.70 20.00 h 34.00
Termopar 0.09 20.00 h 1.80
Lampara halégena 0.02 20.00 h 0.40
Magquinaria
Equipo de ultrasonidos 0.20 1.25 h 0.25




Servicios

Liberacion de iones (ITQ) 110.00 12.00 h 1320.00
PRECIO APARTADO 6.2 . = 1621.05
TOTAL6.=| 1812.12
Tabla 12. Cuadro de precios descompuestos del analisis biologico.
7. ESTUDIO BIOLOGICO DE LAS ALEACIONES
COSTE
APARTADO CONCEPTO PRECIO/UD CANTIDAD UNIDAD TOTAL
(€/u) (€)
Personal
Ingeniero 18.00 230.00 h 4140.00
biomédico
(Titulado en la
escuela)
Material
consumible
Alfa MEM de 0.19 600.00 mL 114.00
Gibco
Linea celular MG- 319.50 6.00 vial 1917.00
63
MEM 0.09 6.00 mL 0.54
Antibiéticos: 0.13 6.00 mL 0.78
Penicilina-
7.1. Ensayo de | Estreptomicina
citotoxicidad y | (p/s)
ensayode || Glutamina 0.17 6.00 mL 1.02
inmuno- .
fluorescencia | Fungizona de 1.08 6.00 mL 6.48
Euroclon
Aminoéacidos 0.15 6.00 mL 0.90
esenciales
(NEAA)
Piruvato 0.13 6.00 mL 0.78
Suero fetal bobino 0.31 60.00 mL 18.60
(FBS)
Tampdn PBS 0.02 300.00 mL 6.00
Tripsina 0.17 48.00 mL 8.16
Frasco de cultivo 1.51 15.00 u 22.65
T75 de Deltalab
Frasco de cultivo 1.26 5.00 u 6.30
T25 de Deltalab
Trypan blue stain 0.32 5.00 mL 1.60
0,4 %
MTS de Promega 4.62 4.00 ensayo 18.48
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Placa de 96

pocillos de
Deltalab
Placa de 48
pocillos de
Deltalab
Placa de 24
pocillos de
Deltalab
Tubos de micra
centrifuga de
Eppendorf
Tubos de
centrifuga de
Eppendorf

Pipetas plasticas
Pasteur de 3 mL

de Deltalab
Pipetas de
serologia de 5 ml
de Deltalab
Pipetas de
serologia de 10 ml
de Deltalab

Micropipeta de 10
microlitros de
Eppendorf
Micropipeta  de
100 microlitros de
Eppendorf
Micropipeta  de
1000 microlitros
de Eppendorf
Puntas de
micropipeta de 10
microlitros de
Eppendorf

Puntas de
micropipeta  de
100 microlitros de
Eppendorf

Puntas de
micropipeta  de
1000 microlitros
de Eppendorf
Céamara de cultivo
Millicell EZ
SLIDE Millipore
de 8 pocillos
Céamara de cultivo
Millicell EZ
SLIDE Millipore
de 4 pocillos
Acido Ascorbico
de Sigma Aldrich
Proteina
mrofogénica dsea
2 de Stemcells
Technologies

1.88

1.28

0.88

0.16

0.13

0.09

0.16

0.36

0.01

0.01

0.01

0.30

0.30

0.30

44.00

22.00

0.95

649.00

2.00

2.00

1.00

60.00

60.00

10.00

10.00

50.00

50.00

100.00

150.00

100.00

200.00

300.00

2.00

2.00

4.00

2.50

3.76

2.56

0.88

9.60

7.80

0.90

1.60

18.00

0.50

1.00

1.50

30.00

60.00

90.00

88.00

44.00

3.80

1622.50
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Dexametasona de 0.83 1.00 mg 0.83
Merck
Osteocalcina  de 2760.00 0.02 mg 55.20
R&D systems
Anti-raton de 354.00 0.04 mL 14.16
R&D systems
Rodamina- 656.00 0.02 mL 13.12
Faloidina de
ThermoFisher
Disolvente 2.40 48.00 mL 115.20
EnVisionTM
FLEX de Dako
DAPI 7.91 0.01 mL 0.08
Fosfatasa alcalina 42.49 0.01 mL 0.42
Esquipo, software
Leica Application Software libre 48.00 h 0.00
Suite Advance
Fluorescence
GraphPad  Prism Software libre 6.00 h 0.00
7.3.
Maquinaria
Espectrofotémetr 0.89 8.00 h 7.12
0 SpectraMax
Plus
Microscopio  de 2.73 48.00 h 131.04
fluorescencia
Leica DM4000B
Camara DFC 340 1.23 48.00 h 59.04
FX

PRECIO APARTADO 7.1. = 8645.90

TOTAL7.= 8645.90
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Tabla 13. Cuadro de precios descompuestos del andlisis de los resultados y redaccion de la

memoria.
8. ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y REDACCION DE LA MEMORIA
APARTADO CONCEPTO PRECIO/UD CANTIDAD | UNIDAD COSTE
(€/u) TOTAL (€)
Personal
8.1 ANALISIS In_gen[er_o 18.00 20.00 h 360.00
Biomédico
RESDUELI'_I%%OS (Titulado en Ia
Escuela)
Director del 25.00 20.00 h 500.00
proyecto
PRECIO APARTADO 8.1. = 860.00
Personal
8.2 :
REDACCION g]i%mézri?;o 18.00 50.00 h 900.00
DE LA .
(Titulado en la
MEMORIA Escuela)
Director del 25.00 4.00 h 100.00
proyecto
PRECIO APARTADO 8.2. = 1000.00
TOTALS8. = 1860.00
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1.6. Presupuesto de ejecucion material y ejecucion por contrata

En la tabla se muestra el presupuesto de ejecucion material, que es la suma de todos los costes
totales por apartado, y el presupuesto de ejecucion por contrata. Se obtiene un presupuesto
incrementado afiadiéndole al presupuesto de ejecucion material un 13% de gastos generales y un
6% de beneficio industrial, a este se le afiade el impuesto general del 21% (IVA) para obtener el
presupuesto de ejecucion por contrata.

Tabla 14. Cuadro de presupuesto total de la realizacion del Trabajo de Fin de Grado.

CONCEPTO COSTE TOTAL
©

1. PLANIFICACION DEL PROYECTO Y REVISION DE LA LITERATURA 391.00
CIENTIFICA
2. OBTENCION DE LAS ALEACIONES 832.78
3. PREPARACION METALOGRAFICA 7416.64
4. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS ALEACIONES 426.59
5. CARACTERIZACION MECANICA DE LAS ALEACIONES 131.00
6. ESTUDIO QUIMICO DE LAS ALEACIONES 1812.11
7. ESTUDIO BIOLOGICO DE LAS ALEACIONES 8645.90
8. ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y REDACCION DE LA MEMORIA 1860.00
PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL 21125.02
Gastos generales (13%) 2746.25
Beneficio industria (6%) 126750
Suma 25138.77
IVA (21%) 5279.14
TOTAL PRESUPUESTO EJECUCION POR CONTRATO (€) 30417.92

El presupuesto de ejecucion por contrata asciende a la cantidad de treinta mil cuatrocientos
diecisiete con noventa y dos euros.
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