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Resumen
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En el presente trabajo se ha estudiado el comportamiento frente a la corrosién y la biocompatibilidad in vitrofin vivo
de la aleacién de magnesio AZ31, cuyas propiedades mecdnicas son superiores a los requisitos mecdnicos del hueso.
La aleacién en estado de recepcién ha mostrado una cinética de corrosién no compatible con el crecimiento celu-
lar. Para mejorar su comportamiento, el material ha sido modificado superficialmente mediante tratamiento de con-
versién quimica en cido fluorhidrico. La capa de fluoruro de magnesio generada tras este tratamiento mejora el
comportamiento del material frente a la corrosién, permitiendo el crecimiento in vitro de células osteoblésticas sobre
su superficie y la formacién in vivo de una capa de nuevo tejido 6seo muy compacta. Estos resultados permiten con-
cluir que el recubrimiento de fluoruro de magnesio es necesario para que el material AZ31 pueda ser potencialmente
aplicado como implante biodegradable y reabsorbible en reparaciones 6seas.
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Corrosion behaviour and in vitro/in vivo biocompatibility of surface-modified
AZ31 alloy

Abstract

Keywords

The present work evaluates the corrosion behaviour and the in vitro/in vivo biocompatibility of the AZ31
magnesium alloy, which fulfills the mechanical requirements of bone. The corrosion kinetic of as-received AZ31
alloy was not compatible with the cell growth. To improve its performance, the AZ31 alloy was surface modified by
a chemical conversion treatment in hydrofluoric acid. The magnesium fluoride layer generated by the surface
treatment of AZ31 alloy enhances its corrosion behaviour, allowing the in vitro growth of osteoblastic cells over the
surface and the in vivo formation of a highly compact layer of new bone tissue. These results lead to consider the
magnesium fluoride coating as necessary for potential use of the AZ31 alloy as biodegradable and absorbable
implant for bone repair.

AZ31; Magnesium fluoride; Corrosion; Biocompatibility; In vitro/in vivo.

1. INTRODUCCION

Los materiales metélicos, como los aceros inoxidables
o el titanio y sus aleaciones, son utilizados habitual-
mente como implantes temporales de osteosintesis,
en forma de placas y tornillos, debido a su elevada
resistencia a la corrosién y adecuada biocompatibili-
dad en el organismo. No obstante, si estos implantes
permanecen en el cuerpo durante un periodo prolon-
gado de tiempo acaban liberando cationes metlicos!!

que pueden ser téxicos para el organismo, siendo por
ello conveniente su retirada en una segunda inter-
vencién quirdrgica una vez cumplida su misién de
reparacion. Este problema puede ser resuelto em-
pleando implantes biodegradables y reabsorbibles,
que gradualmente se disuelven y eliminan una vez
conseguida la reparacién ésea. En este contexto, el
magnesio y sus aleaciones pueden ser biomateriales
mas idéneos que cualesquiera otros implantes, meta-
licos o poliméricos, para aplicaciones relacionadas

() Trabajo recibido el dia 02 de Diciembre de 2010 y aceptado en su forma final el dia 15 de Febrero de 2011.
* Centro Nacional de Investigaciones Metalurgicas (CENIM), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid, Espafia.

** Hospital La Paz, Madrid, Espafia.

*** Centro de Investigaciones Biologicas (CIB), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid, Espafa.
**** Facultad de Medicina, Universidad de Alcala de Henares (UAH), Madrid, Espafia.

212



COMPORTAMIENTO FRENTE A LA CORROSION Y BIOCOMPATIBILIDAD /N VITRO/IN VIVO DE LA ALEACION AZ31 MODIFICADA SUPERFICIALMENTE
CORROSION BEHAVIOUR AND IN VITRO/IN VIVO BIOCOMPATIBILITY OF SURFACE-MODIFIED AZ31 ALLOY

con la reparacién del huesol? V3l Entre sus caracte-
risticas, los valores de densidad, médulo eldstico y
resistencia a la compresién del magnesio son m4s cer-
canos a los del hueso que la de los materiales emple-
ados actualmente en aplicaciones endoprotésicas.
Ademds, el magnesio es un elemento necesario para
la incorporacién del calcio al hueso! y para la esti-
mulacién del crecimiento de nuevo tejido, no siendo
téxico y degraddndose en los fluidos del cuerpo, lo
que le hace particularmente apropiado para aplica-
ciones ortopédicas. No obstante, el magnesio pre-
senta una velocidad de corrosién muy elevada en
medio fisioldgico, lo que hace necesaria la aplicacién
de estrategias para controlar su cinética de degrada-
ciénP V0 comprendiendo desde la modificacién del
procesado metalirgico del materiall”), la variacién
del tamafio de granol®l, la adicién de elementos ale-
antes!® ¥ 1% hasta la aplicacién de recubrimientos y
tratamientos de modificacién superficialll’13],

En el presente trabajo se ha estudiado el compor-
tamiento frente a la corrosién de la aleacién de mag-
nesio AZ31 (Mg-Al-Zn) y se ha evaluado el efecto
que ejerce la aplicacién de un recubrimiento de fluo-
ruro de magnesio en el comportamiento del mate-
rial. Se ha llevado a cabo un estudio comparativo del
material, en estado de recepcion y modificado super-
ficialmente, mediante diferentes aproximaciones
experimentales, evaluando la corrosién en medio de
cultivo celular y la biocompatibilidad in vitro en cul-
tivos celulares e in vivo en ratas Wistar.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. Material y modificacién superficial

El material objeto de estudio ha sido la aleacién de
magnesio AZ31, suministrada por Elektron Limited,
UK, en forma de chapa laminada de 3 mm de espe-
sor en la condicién “O-temper” consistente en un
tratamiento de recocido a 345 °C, que equivale a un
tratamiento de solubilizacién por el cual el material
de recepcién no presenta la fase Mg,,(Al,Zn),,. La
composicién quimica del material analizada mediante
fluorescencia de rayos X de dispersién por longitud
de onda (WDXRF) es la siguiente: 3,37 % Al, 0,78 %
7n, 0,22 % Mn y 95,63 % Mg (porcentajes en peso).
Se ensayaron muestras cuadradas de dimensiones
10x10 mm? con un acabado superficial de desbaste
con papel de lija de SiC para agua hasta grado 1.200.
Una vez lijadas, las muestras fueron lavadas con eta-
nol en bafio de ultrasonido y secadas mediante cho-
rro de aire. Los estudios se realizaron para la aleacién

AZ31 en estado de recepcién y modificada superfi-
cialmente mediante un tratamiento de conversién
quimica. Dicho tratamiento consistié en la inmer-
sién de las muestras en una solucién de 4cido fluor-
hidrico al 48 % con agitacién a temperatura ambiente
durante 24 hi'1v 12, Una vez finalizado el tratamiento,
las muestras se lavaron con agua destilada y se seca-
ron mediante chorro de aire.

2.2. Microestructura y caracterizaciéon
mecanica

La microestructura del material fue examinada por
microscopia éptica (MO). Las muestras, previa-
mente lijadas con SiC, fueron pulidas mecénica-
mente con pasta de diamante de 6m m y de I m m,
realizando un pulido final con silice coloidal. La
estructura de grano fue determinada tras sucesivos
ataques en una solucién de etanol (100 ml), 4cido
picrico (5 g), 4cido acético (5 ml) y agua (10 ml).
El tamafio de grano medio se determiné mediante
el método de interseccion lineal.

El comportamiento mecdnico del material se
caracterizé mediante la realizacién de ensayos de
traccién en probetas planas de 10 mm de longitud
atil y 2x4 mm? de seccién, con el eje de traccién
paralelo a la direccién de laminacién. Las muestras
se ensayaron a una velocidad de deformacién cons-
tante de 102 57! a temperatura ambiente.

2.3. Ensayos de corrosion

Los mapas del potencial superficial de la aleacién
AZ31 en estado de recepcion y modificada super-
ficialmente se obtuvieron mediante sonda Kelvin
de barrido (SKP). Las medidas se realizaron
mediante el empleo de una punta de Pt de 50 ym
de didmetro, efectuando barridos sobre dreas de
3%3 mm? a temperatura ambiente con una hume-
dad relativa del 95 %, obteniendo potenciales rela-
tivos al potencial del electrodo normal de hidré-
geno (SHE).

El comportamiento frente a la corrosién se eva-
lué mediante medidas de espectroscopia de impe-
dancia electroquimica (ELS). Los ensayos se lleva-
ron a cabo utilizando un Solartron 1280 en una
celda electroquimica convencional de tres electro-
dos, utilizando un alambre de Pt como contraelec-
trodo y un electrodo de Ag/AgCl como electrodo
de referencia. El drea del electrodo de trabajo fue
de 0,5 cm?. Como electrolito se empleé el mismo
medio utilizado en los ensayos in vitro con cultivos
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celulares: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino y antibiéticos (penicilina 100 U/ml y estrep-
tomicina 100 pg/ml). Las renovaciones del medio
se llevaron a cabo a las 24 h de comenzar el ensayo
y posteriormente cada 48 h hasta la finalizacién
del experimento, siguiendo as{ el mismo protocolo
experimental que en los ensayos in vitro con culti-
vos celulares. Las medidas electroquimicas se rea-
lizaron en funcién del tiempo de inmersién en
medio de cultivo celular en el entorno del poten-
cial de corrosién (E_ ), aplicando una onda sinu-
soidal de potencial de 10 mV de amplitud en un
intervalo de frecuencias de 20 kHz a 1 mHz,
tomando cinco frecuencias equiespaciadas por cada
década logaritmica.

Los resultados experimentales de impedancia elec-
troquimica fueron analizados ajustdndolos segtin dife-
rentes modelos de circuitos equivalentes. Los para-
metros de los circuitos equivalentes fueron calcula-
dos segin un programa no lineal de minimos
cuadrados para todo el rango de frecuencias medi-
das. El criterio usado para estimar la calidad del ajuste
fue analizado en primer lugar por el menor valor de
c? y en segundo lugar por el error més bajo estimado
(en porcentaje) para todos los componentes.

2.4. Ensayos con cultivos celulares

Los materiales a ensayar se esterilizaron por ambas
caras con luz ultravioleta durante 5 min en una cam-
pana de flujo laminar. Los cultivos in vitro se reali-
zaron con dos lineas celulares de tipo osteobléstico:
la linea de osteosarcoma humano Saos-2 y la linea
no tumoral de calvaria de ratén MC3T3-E1. Ambas
lineas fueron cultivadas en DMEM suplementado
con suero fetal bovino y antibiéticos, que es el medio
que también se utiliz6 para las medidas de corro-
sién. La concentracién de células sembradas sobre
la aleacién AZ31 en estado de recepcién y modifi-
cada superficialmente fue de 50.000 células/ml y
40.000 células/ml, para las lineas Saos-2 y MC3T3-El,
respectivamente, en un volumen de 1 ml. La dura-
cién de los experimentos fue de 11 dias para la linea
Saos-2 y 7 dias para la linea MC3T3-El, tiempos
en los que los respectivos cultivos alcanzaban la
confluencia en ausencia de los materiales en estu-
dio. Durante los ensayos las muestras metélicas se
observaron en la propia placa de cultivo en el
microscopio invertido y una vez finalizados los ensa-
yos se observaron bajo el microscopio. Para visua-
lizar el crecimiento de células osteoblasticas sobre
la superficie del material de ensayo, las células fue-
ron fijadas. Para ello se afiadié a cada pocillo de la

placa 1 ml de metanol frio y se incub6 a =20 °C
durante 10 min, seguido de un lavado con PBS y
posterior incubacién durante 10 min a temperatura
ambiente con 1 ml de una solucién de 2 pg/ml
Hoechst 33258 14 en PBS. El reactivo Hoechst es
un colorante que se une al ADN celular y emite
fluorescencia cuando es iluminado con luz ultravio-
leta, permitiendo visualizar la presencia de células.
De esta forma, las muestras se pudieron observar en
un microscopio multidimensional Leica AF6000 LX
utilizando luz ultravioleta. Todos los ensayos fue-
ron realizados por triplicado.

2.5. Ensayos in vivo

En la experimentacién animal se siguieron las nor-
mas de la Directiva Comunitaria sobre animales de
experimentacién (86/609CEE), asi como la norma-
tiva espafiola (RD 1201/2005).

Como material biolégico se utilizaron 18 ratas
Wistar, hembras de tres meses de edad y con un peso
aproximado de 200 g. Los materiales en estudio se
implantaron en una localizacién supraperidstica
(encima del hueso) en la calota de las ratas. Los mate-
riales insertados fueron muestras cuadradas de dimen-
siones 6x6 mm? y 1 mm de espesor, las cuales per-
manecieron en los animales durante 7, 24 y 48 dias
para evaluar su cinética de biodegradacién por
método gravimétrico una vez extraidas del animal.
Finalizados estos ensayos, los tejidos en contacto con
el material en estudio fueron incluidos en parafina
para su andlisis histolégico. El estudio para cada mate-
rial y tiempo se llevo a cabo por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Microestructura y caracterizaciéon
mecanica de la aleacion AZ31

La figura 1 muestra la microestructura de la aleacién
AZ31. El tamafio de grano medio es 25,7 m m. La
microestructura presenta particulas de una fase rica
en Mn (AlMn), cuya fraccién en volumen, deter-
minada mediante técnicas de andlisis de imagen, se
estima préxima a 3x107 18],

La figura 2 muestra la curva tensién-deformacién
para la aleacién AZ31 estudiada. Para destacar la
relevancia de la microestructura, se compara con la
curva tensiéon-deformacion de la aleacién AZ31
colada, con un tamafio de grano cercanoad = 2 mm.
Como se aprecia en la figura 2, la aleacién laminada,
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Figura 1. Micrografia de la aleacién de magne-
sio AZ31.

Figure 1. AZ31 magnesium alloy micrograph.

al poseer un tamafio de grano fino y una textura basal
caracterfstica de la laminacién!!®!) posee un limite
elastico de 150 MPa (medido a una deformacién del
0,2 %) y una tensién médxima de 300 MPa, valores
que son muy superiores a los de la misma aleacién
en estado de colada y son mas elevados que los requi-
sitos mecanicos del hueso natural(!®l,

3.2. Ensayos de corrosiéon

La figura 3 muestra los mapas de potencial mediante
sonda Kelvin de la superficie de la aleacién AZ31 en
estado de recepcién (Fig. 3 a)) y modificada superfi-
cialmente por tratamiento de conversién quimica en
dcido fluorhidrico (Fig. 3 b)), tras 6 h de exposicién
en atmésfera de aire a temperatura ambiente y con una
humedad relativa del 95 %. Estos mapas dan informa-
cién sobre la reactividad electroquimica de la superfi-
cie del material. El mapa de potenciales muestra que
el valor de potencial medio aumenta alrededor de unos
0,4V tras el tratamiento en 4cido fluorhidrico, lo que
indica que la superficie del material AZ31 después de
aplicar el tratamiento se ennoblece, mostrando de esta
manera el cardcter protector de la capa de fluoruro de
magnesio. Estos resultados estédn de acuerdo con tra-
bajos previos en los que se ha demostrado que el mag-
nesio recubierto con fluoruro de magnesio presenta un
buen comportamiento a la corrosién 1217,

La figura 4 presenta los diagramas de Nyquist de la
aleacién AZ31, en estado de recepcién y con recubri-
miento de fluoruro de magnesio. En el caso del mate-
rial en estado de recepcién (Fig. 4 a)), los espectros
obtenidos muestran la formacién de semicirculos capa-
citivos, asignados a la resistencia de transferencia de
carga (R)), o lo que es lo mismo, a la resistencia a la

400 ———
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Figura 2. Curvas tension-deformacion verdadera obtenidas mediante
ensayos de traccion para la aleacién de magnesio AZ31.

Figure 2. True stress versus true plastic strain during tensile tests for

the AZ31 magnesium alloy.
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Figura 3. Mapas de potencial obtenidos por SKP para la aleacion de
magnesio AZ31: a) en estado de recepcion y b) con recubrimiento de

fluoruro de magnesio.

Figure 3. SKP potential maps for the AZ31 magnesium alloy: a) as-
received and b) magnesium fluoride-coated.

corrosién. Se observa que el didmetro del semicir-
culo disminuye con el tiempo de inmersién en el
medio de cultivo celular, indicando la pérdida pro-
gresiva de resistencia a la corrosién del material con
el tiempo. Sin embargo, cuando la aleacion se
encuentra recubierta con fluoruro de magnesio, la

resistencia a la corrosién del material aumenta sig-
nificativamente, segin se observa en la figura 4 b),
donde la amplitud de los arcos obtenidos aumenta
con respecto a los registrados para el material en
estado de recepcién. De hecho, para tiempos cortos
de inmersién (1 dfa) la aleacién muestra un compor-
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Figura 4. Evolucion de los diagramas de Nyquist con el tiempo de
inmersion en medio de cultivo celular para la aleacién de magnesio
AZ31: a) en estado de recepcion y b) con recubrimiento de fluoruro de

magnesio.

Figure 4. Nyquist diagrams evolution over immersion time in cell
culture medium for the AZ31 magnesium alloy: a) as-received and b)

magnesium fluoride-coated.

tamiento altamente capacitivo, caracterizado por una
respuesta en impedancia practicamente paralela al
eje imaginario del diagrama de Nyquist que se aso-
cia al efecto protector del recubrimiento generado.
Al aumentar el tiempo de inmersioén (7 dfas) el arco
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capacitivo tiende a abatirse sobre el eje real, encon-
trandose claramente definido a los 11 dias de expe-
rimentacién. Para este tiempo, el material recubierto
(Fig. 4 b)) muestra un comportamiento frente a la
corrosién muy similar al mostrado por la aleacién en
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estado de recepcion transcurrido 1 dia de ensayo
(Fig. 4 a)), con valores de R, del orden de
3x10*W cm?. A partir de los datos de impedancia
obtenidos para la aleacién AZ31, en estado de recep-
cién y con recubrimiento en medio de cultivo celu-
lar, el comportamiento electroquimico de los sistemas
en estudio pueden ajustarse mediante los circuitos
equivalentes que se proponen en la figura 5. Con objeto
de verificar los modelos propuestos, la tabla 1 presenta
los pardmetros electroquimicos obtenidos experimen-
talmente, la capacidad de la doble capa electroqui-
mica C, y la resistencia de transferencia R, y los para-
metros obtenidos mediante simulacién que son el ele-
mento de fase constante, CPE que simula la
capacidad de la doble capa electroquimica y la resis-
tencia de transferencia R , para dos tiempos de ensayo,
1 y 11 dias, que corresponden al primer y dltimo dfa
de ensayo. Segtin los datos obtenidos, el proceso de
corrosién que sufre la aleacién AZ31 en estado de
recepcion desde el primer dia de inmersion en el medio
corrosivo puede representarse mediante un circuito
simple de Randles (Fig. 5 a)), donde R es la resisten-
cia del electrolito, CPE ;; se adscribe a la pseudo capa-
cidad de la doble capa electroquimica formada en la
interfase metal/electrolito y R es la resistencia a la
transferencia de carga. Los valores de la tabla 1 mues-
tran que existe buena concordancia entre los datos
experimentales y los ajustados. En ambos casos la resis-
tencia de transferencia disminuye ligeramente con el
tiempo de inmersién y la capacidad presenta valores
tipicos de la doble capa electroquimica.

En el caso de la aleacién AZ31 con recubrimiento
de fluoruro de magnesio en el medio corrosivo
(Fig. 5 b)), el circuito equivalente esta formado por la
pseudo capacidad CPE_y resistencia R _ que represen-
tan el cardcter protector del recubrimiento de fluoruro
de magnesio, unido en serie al circuito de Randles aso-
ciado al proceso de corrosiéon. Segiin este nuevo cir-
cuito se puede observar de nuevo, en los valores de la
tabla 1 que existe también buena concordancia entre
los datos experimentales Ry C_y los ajustados R_ y
CPE._. Con el aumento del tiempo de inmersién del
material recubierto en el medio agresivo (11 dfas), la
pérdida de las propiedades protectoras del recubrimiento
conduce al sistema a un proceso de corrosién similar
al del material en estado de recepcién para el primer
dfa de ensayo en medio de cultivo celular (Fig. 5 a)).

3.3. Ensayos de biocompatibilidad in vitro

Los ensayos con la aleacién AZ31 en estado de recep-
cién en medio de cultivo celular, tanto en ausencia
como en presencia de células Saos-2 y MC3T3-El,
mostraron un gran desprendimiento de burbujas que

Rs CPEal
AN >

N

Rt

Rs CPEc CPEa
AN > >

Rc Rt

Figura 5. Circuitos equivalentes que simulan el
comportamiento electroquimico del sistema,
segun los datos experimentales de impedancia:
a) proceso de corrosion y b) proteccion del recu-
brimiento seguido del proceso de corrosién. El
significado de los parametros representados es
el siguiente: R  es la resistencia del electrolito,
CPE,, se adscribe a una pseudo capacidad de
la doble capa electroquimica y R, es la resisten-
cia a la transferencia de carga; CPE_y R_ repre-
sentan la pseudo capacidad y la resistencia aso-
ciadas al caracter protector del recubrimiento.

Figure 5. Equivalent circuits to simulate the
electrochemical behaviour, according to the
experimental impedance data: a) corrosion
process and b) coating protection together
with the corrosion process. The meaning of the
represented parameters is as follows: R is the
electrolyte resistance; CPE ; is ascribed to the
pseudo double layer capacitance and R, is the
charge transference resistance; CPE_ and R,
are the pseudo capacitance and resistance of
the protective character of the coating.

se mantuvo durante todo el ensayo, producido como
consecuencia de la liberacién de hidrégeno durante
el proceso de corrosién del materiall'®l. La figura 6 a)
ilustra el proceso de corrosién por picadura que se
produce en la aleacién AZ31 en estado de recepcién
tras 11 dfas de exposicion al cultivo celular. Asimismo
se observé un precipitado blanquecino, no muy abun-
dante, en el pocillo de cultivo y sobre la superficie
del material metélico. La presencia de este precipi-
tado, que corresponde a 6xidos e hidréxidos de mag-
nesio, podria justificar la escasa biocompatibilidad
observada para este material, ya que se observaron
pocas células dnicamente en el borde del pocillo de
cultivo, es decir, en la zona més alejada del material.

218 Rev. metal. 47 (3), MAYO-JUNIO, 212-223, 2011, ISSN: 0034-8570, elSSN: 1988-4222, doi: 10.3989/revmetalm.1065



COMPORTAMIENTO FRENTE A LA CORROSION Y BIOCOMPATIBILIDAD /N VITRO/IN VIVO DE LA ALEACION AZ31 MODIFICADA SUPERFICIALMENTE
CORROSION BEHAVIOUR AND IN VITRO/IN VIVO BIOCOMPATIBILITY OF SURFACE-MODIFIED AZ31 ALLOY

Tabla 1. Datos experimentales obtenidos de los ensayos de impedancia electroquimica y
datos de ajuste generados con los circuitos equivalentes propuestos (Fig. 5) para la aleacion
de magnesio AZ31 en medio de cultivo celular: a) en estado de recepcién y b) con
recubrimiento de fluoruro de magnesio

Table 1. Experimental data from electrochemical impedance measurements and fitting data
from the proposed equivalents circuits (Fig. 5) for the AZ31 magnesium alloy in cell culture
medium: a) as-received material and b) magnesium fluoride coated material

Experimental

Simulacion

t R, R C R, C,

(d) (W) (n-cm?) (Fem?) (w-cm?) (Fem?) (W) (W -c

CPE, R, CPE,
¢, (Ss™em?) (w-em?) (S:s™cm?)  chi?
™ ) (n

R

-5
1250 — —  9,8x10% 4,0x10% 239 — — 1,x10* 1’7_)(10 4.1x1073
(n=0,7)
a)
-5
11 263 — —  8,0x10%6,7x10% 415 — — 8,6x10° 1(’5:3% 8,0x10™*
1,1x107° 8,9x10°
3 7 5 5 3 ) 6 , 4
1 147 2,0x10% 54x10~" 4,5x10° 2,1x10° 110 1,3x10 (n=07) 1,7x10 (n=0,9) 1,8x10
b)
-5
11 61 — —  2,8x10* 1.1x107 — — 3,2x104 2(::3%) 7,4x10™

Los resultados obtenidos fueron muy diferentes
cuando la aleacién AZ31 se sometia a un proceso de
conversién quimica en una solucién de acido fluorhi-
drico. Los ensayos con la aleaciéon AZ31 modificada
superficialmente en medio de cultivo celular, tanto en
ausencia como en presencia de células Saos-2 y
MC3T3-El, mostraron la ausencia de burbujas de
hidrégeno y precipitados en los bordes y superficie del
material durante todo el tiempo de ensayo. Estos datos
se correlacionan con los mapas de potencial (Fig. 3)
en donde se observa que la capa de fluoruro de mag-
nesio que cubre la superficie del material disminuye
notablemente la reactividad de la aleacién frente a la
corrosién. Estos datos también coinciden con los resul-
tados de EIS (Fig. 4 b)), en los que la presencia de la
capa de fluoruro de magnesio aumenta la resistencia
a la corrosién de este material. No obstante, y a modo
de ejemplo, en la figura 6 b) se muestra cémo la pér-
dida del recubrimiento se inicia en los bordes vy aris-
tas vivas del material en forma de corrosién filiforme,
aunque se pudo observar que en las zonas donde el
recubrimiento estaba intacto existia siempre creci-
miento celular. La figura 7 a) muestra la presencia de
células Saos-2 sobre la superficie metdlica de la alea-
cién AZ31 con recubrimiento de fluoruro de magne-
sio y la adhesién de estas células a la superficie del
material, como queda reflejado por la presencia en

éstas de filopodios, que aparecen a modo de prolon-
gaciones 6 extensiones de las células. La observaciéon
a mayor aumento del material permite visualizar una
capa continua de células en monocapa de revesti-
miento sobre la superficie del propio metal (Fig. 7 b)).
Resultados equivalentes a éstos se obtuvieron cuando
los materiales recubiertos con fluoruro de magnesio
fueron ensayados con la linea no tumoral de ratén
MC3T3-El. Asi, la figura 7 c) muestra de forma evi-
dente, mediante tincién con el reactivo Hoechst que
tifie el ADN celular, la existencia de células osteo-
blasticas tanto en el pocillo de cultivo como sobre la
supertficie del material. Todos estos resultados indican
que la aleacién AZ31 con recubrimiento de fluoruro
de magnesio tiene una buena biocompatibilidad con
las lineas osteobldsticas ensayadas, de tal forma que la
presencia de la capa protectora de fluoruro de magne-
sio sobre la aleacion hace que el aumento de la resis-
tencia a la corrosién en el medio celular sea suficiente
para permitir el crecimiento celular.

3.4. Ensayos de biocompatibilidad in vivo

Los ensayos in vivo de la aleaciéon AZ31 en estado de
recepcion y recubierta con fluoruro de magnesio se
llevaron a cabo en ratas Wistar. La figura 8 muestra
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Figura 6. Morfologia del ataque por corrosion de la aleaciéon de magnesio AZ31 en cultivo con
células osteoblasticas Saos-2: a) Corrosion por picadura en el material en estado de recep-
cion y b) Corrosion filiforme en el material con recubrimiento de fluoruro de magnesio.

Figure 6. Corrosion morphology of AZ31 magnesium alloy in culture with the osteoblastic cell
line Saos-2: a) Pitting corrosion of as-received material and b) Filiform corrosion of magnesium
fluoride-coated material.

Material

Figura 7. Biocompatibilidad in vitro de la aleacién de magnesio AZ31 con recubrimiento de
fluoruro de magnesio: a) Células Saos-2 sobre la superficie del material tras 11 dias de cultivo,
b) Capa continua de células a modo de epitelio sobre la superficie (detalle de la imagen ante-
rior, 500%) y ¢) Células MC3T3-E1 crecidas durante 7 dias sobre el material (tincidon con Hoechst
33258).

Figure 7. In vitro biocompatibility of the AZ31 magnesium alloy coated with magnesium fluo-
ride: a) Saos-2 cells grown on the surface for 11 days, b). Continuous cell layer of Saos-2 form-
ing an epithelium on the material surface (magnification of the former image, 500x) and
c) MC3T3-E1 cells grown for 7 days on the material (Hoechst 33258 staining).

220 Rev. metal. 47 (3), MAYO-JUNIO, 212-223, 2011, ISSN: 0034-8570, elSSN: 1988-4222, doi: 10.3989/revmetalm.1065



COMPORTAMIENTO FRENTE A LA CORROSION Y BIOCOMPATIBILIDAD /N VITRO/IN VIVO DE LA ALEACION AZ31 MODIFICADA SUPERFICIALMENTE
CORROSION BEHAVIOUR AND IN VITRO/IN VIVO BIOCOMPATIBILITY OF SURFACE-MODIFIED AZ31 ALLOY

Figura 8. Abultamiento debido a la produccién de hidrégeno gas como
consecuencia de la reaccion catodica de corrosion de la aleacion de
magnesio AZ31 en estado de recepcion tras 15 dias de implantacion

en rata Wistar.

Figure 8. Enlargement due to hydrogen gas formation from the cathodic
reaction of the corrosion process of the as-received AZ31 magnesium
alloy after 15 days of implantation in Wistar rat.

imdgenes de la cabeza de los animales con signos evi-
dentes del proceso de corrosién de la aleacién en
estado de recepcién en contacto con los fluidos fisio-
l6gicos, como son los abultamientos debidos a la pro-
duccién de hidrégeno gas (reaccién catédica de corro-
sién). La formacién de estas bolsas de gas aparece
aproximadamente a los 15 dfas en las ratas en las que
se habfa implantado aleacién en estado de recepcién
y a los 30 dias en aquellas con implantes del mate-
rial recubierto.

La figura 9 muestra la degradacién de la aleacién
AZ31 con recubrimiento de fluoruro de magnesio en
funcién del tiempo de implantacién en el animal de
experimentacién. Segin se ha observado, el mate-
rial implantado (Fig. 9 a)) sufre durante la primera
semana una reaccién de encapsulamiento mediante

la formacién de tejido fibroso (Fig. 9 b)). Como se
muestra en la figura 9 ¢), el proceso de degradaciéon
del material se inicia en sus bordes y aristas (zonas
activas de corrosién) y evoluciona dando lugar a la
formacion de productos blanquecinos (éxidos e hidré-
xidos de magnesio) sobre todo el implante, el cual
llega practicamente a desaparecer a los 48 dias
(Fig. 9 d)). Como dato gravimétrico, los porcentajes
de pérdida de masa producidos a los 24 dias de implan-
tacién respecto a la masa inicial del material se encon-
traron en el orden del 13 % para la aleacién en estado
de recepcién y del 8 % para la modificada superficial-
mente, confirmando asi el efecto protector del recu-
brimiento. Los resultados obtenidos respecto a la pér-
dida de masa de los implantes son consecuencia de la
reaccion anddica de disolucién y se correlacionan con

Figura 9. Secuencia de degradacién de la aleacion AZ31 con recubrimiento de fluoruro de
magnesio para diferentes tiempos de permanencia en rata Wistar: a) tiempo cero, b) 7 dias, c)

24 dias y d) 48 dias.

Figure 9. Degradation sequence of AZ31 alloy coated with magnesium fluoride for different
permanence times in Wistar rat: a) initial state, b) 7 days, c¢) 24 days and d) 48 days.
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los datos anteriormente mencionados referentes a la
reaccién catédica de formacion de hidrégeno, de evo-
lucién més lenta en el material con recubrimiento.
En este caso, el estudio histoldgico del tejido en la
zona del implante muestra bajo la dermis una capa
de tejido neoformado muy compacta, con un espe-
sor medio de 0,27 mm y con pocos fibroblastos, como
se puede observar en la figura 10.

En definitiva, los resultados obtenidos de los ensa-
yos in vivo muestran una buena correlacién con los
obtenidos en la experimentacion in vitro, tanto desde
el punto de vista de corrosién como de viabilidad
celular, mostrando que la aleacién AZ31 recubierta
con fluoruro de magnesio es un material biodegrada-
ble y reabsorbible que puede ser adecuado para su uso
como implante temporal.

4. CONCLUSIONES

— Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que las propiedades mecénicas de la aleacién
AZ31 son superiores a los requisitos mecdnicos
del hueso.

— El tratamiento de conversién quimica de la ale-
acién AZ31 en 4cido fluorhidrico mejora su com-
portamiento frente a la corrosién debido al recu-
brimiento de fluoruro de magnesio generado.

Figura 10. Corte histoldégico en la zona del
implante de AZ31 con recubrimiento de fluoruro
de magnesio tras 48 dias de implantacion en
rata Wistar (espesor medio de la capa de tejido
6seo neoformado (1): 0,27 mm).

Figure 10. Histological tissue around the implant
of AZ31 alloy coated with magnesium fluoride
after 48 days of implantation in Wistar rat (mean
thickness of the new bone tissue layer (1):
0.27 mm).

Dicho tratamiento produce cambios en las pro-
piedades electroquimicas de la superficie del mate-
rial que aumentan su resistencia frente a la corro-
sién y le hacen compatible con el crecimiento in
vitro de células osteoblasticas y con la formacién
in vivo de nuevo tejido éseo. Con estos resultados
puede proponerse la aleaciéon AZ31 con recubri-
miento de fluoruro de magnesio para su potencial
aplicacién como implante biodegradable y reab-
sorbible para reparaciones dseas.
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