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1. FELIPE EDUARDO FIGUEROA CARDOZO, identificado como aparece al pie de mi firma,
abogado en ejercicio, portador de la Tarjeta Profesional No. 140.243 expedida por el Consejo
Superior de la Judicatura, actuando en nombre y representacion de la UNIVERSIDAD DEL VALLE,
 solicitante de la patente de invencion “RECUBRIMIENTO BIOCOMPATIBLE TIPO MULTICAPA-
PELICULA DELGADA COMO TRATAMIENTO SUPERFICIAL DE SUSTRATOS BIOMEDICOS Y
PROCESO DE FABRICACION DEL MISMO’, radicada en el Expediente 13-138093, dentro del
término establecido por el articulo 45 de la decision Andina 486 de 2000, procedo a dar contestacion
al auto dictado por ese Despacho, Oficio 8073, notificado mediante fijacion en lista del 8 de julio de
2014.

2. De la solicitud de patente.

2.1 Reivindicaciones

Con el animo de subsanar las objeciones indicadas por el Sefior Examinador, se presenta a su
consideracion un nuevo pliego reivindicatorio que consta de DOS (2) clausulas, cumpliendo a
cabalidad con las reglas de claridad y concision que rigen la presentacion del capitulo reivindicatorio.

En efecto, se plantea un nuevo libelo reivindicatorio en el cual se elimind la reivindicacion 3
originalmente presentada, en consideracion a que el Régimen de Propiedad Industrial aplicable en
Colombia excluye del ambito de patentabilidad las reivindicaciones de uso.

A su vez, en aras de cumplir con los requsitos de claridad y concision en la estructuracion del
capitulo reivindicatorio, se eliminé en la reivindicacion 1 la expresion “para generar terminado
superficial especular’.
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En este mismo sentido, se realiz6 en la reivindicacion 1 la conversion de las unidades de presion al
Sistema Internacional.

2.2. Descripcion.

Siguiendo las recomendaciones efectuadas por la Sefiora Examinadora, se realiz6 la conversion de
las unidades de presion y longitud originalmente expuestas en la memoria descriptiva de la solicitud,
(Pag. 10, lineas 16, 20, 24, 30, Pag. 11, lineas 22, 31, 34), al Sistema Intemacional de Medidas

3. Anexos.
i) Copia del nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por dos (2) clausulas que
reemplaza el anteriomente presentado.
ii) Copia de la memoria descriptiva con la conversion de las unidades de presion y
longitud originalmente expuestas, al Sistema Internacional.

4. Renuncia a Términos.

En virtud de la invitacion efectuada en el Oficio de Requerimiento, atentamente confirmo que, a partir
de la fecha de presentacién de este documento de respuesta, renuncio al término faltante de
sesenta 60 dias.

5. Peticion.
En virtud de lo anteriormente expuesto, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente el capitulo
reivindicatorio y, en consecuencia, conceder el titulo de patente de invencién.

Atentamente,

FELIPE EDUAR
C.C. 16.940.582 /\
T.P. 140243 C.S delaJ.

FIGUEROA CARDOZO



a)
b)

d)

e)

CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO

. Un proceso para la fabricacion de un recubrimiento multicapa-pelicula

delgada para el tratamiento de sustratos biomédicos que comprende:

Pulir la superficie del sustrato hasta una granulometria entre 700 y 2500
Lavar con acetona en ultrasonido durante un periodo entre 10 a 20 minutos
Sumergir el sustrato de la etapa b) en un reactor PVD -~ Magnetron
Sputtering DC a una temperatura entre 20 a 25°C, vacio de 6.8 x10* Pay
humedad relativa 50 a 60% |

Depositar la capa de recubrimiento de TiN con un espesor entre 550 y
590nm a partir de un blanco precursor de Ti (99.99%) a una presion de 0.26
a 0.53 Pa flujo de Argon entre 8 y 12 scem, flujo de nitrégeno entre 0.1y 0.2
sccm, potencial del blanco precursor entre 80 y 120 W, voltaje de
polarizacién de -50 a -120 V y distancia interelectrédica entre 8 y 12 cm
Depositar la capa de recubrimiento de Ti con un espesor entre 550 y 590nm
a partir de un blanco precursor de Ti (99.99%) a una presién de 0.26 a 0.53
Pa, flujo de Argén entre 8 y 12 sccm, potencial del blanco precursor entre
80 y 120 W, voltaje de polarizaciébn de -50 a -120 V y distancia
interelectrodica entre 8 y 12 cm

Depositar la capa de recubrimiento de TiZr con un espesor entre 550 y
590nm a partir de un blanco precursor de TiZr (30%-70%) a una presion de
0.26 a 0.53 Pa, flujo de Argén entre 8 y 12 sccm, potencial del blanco
precursor entre 60 y 100 W, voltaje de polarizacién de -50 a -120 V y
distancia interelectrédica entre 0.08 y 0.12 m

Recubrimiento en forma de multicapa-pelicula delgada para el tratamiento
de sustratos biomédicos caracterizado porque comprende una capa de
recubrimiento de TiN con un espesor entre 550 y 590nm directamente
sobre el sustrato, una capa intermedia de una capa de Ti con un espesor
entre 550 y 590nm y una capa externa de TiZr con un espesor entre 550 y
590nm. '



RECUBRIMIENTO BIOCOMPATIBLE TIPO MULTICAPA-PELICULA DELGADA
COMO TRATAMIENTO SUPERFICIAL DE SUSTRATOS BIOMEDICOS Y
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion divulga un proceso para la fabricacién de un recubrimiento
- multicapa-pelicula delgada empleado en el tratamiento de sustratos biomédicos y
un recubrimiento en forma de muiticapa-pelicula delgada (S/TiN/Ti/TiZr) para el
tratamiento de sustratos biomédicos empleados en implantes quirdrgicos.
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RECUBRIMIENTO BIOCOMPATIBLE TIPO MULTICAPA-PELICULA DELGADA
COMO TRATAMIENTO SUPERFICIAL DE SUSTRATOS BIOMEDICOS Y
PROCESO DE FABRICACION DEL MISMO

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se relaciona con el campo de los biomateriales, especificamente
revela un proceso para la fabricacion de un recubrimiento multicapa-pelicula
delgada empleado en el tratamiento de sustratos biomédicos y un recubrimiento
en forma de multicapa-pelicula delgada (SITiN/Ti/TiZr) para el tratamiento de
sustratos biomédicos empleados en implantes quirtirgicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El campo de los biomateriales se ha convertido en un area de vita'l importancia,
debido a que estos materiales incrementan la calidad y la longevidad de la vida
humana y la ciencia y tecnologia asociada con este campo ha llevado a la
generacion de un negocio de billones de délares. Los biomateriales son polimeros,
metales, ceramicos, materiales inorganicos y macromoléculas naturales
(biopolimeros) y sintéticas, los cuales estan manufacturados o procesados para
ser usados dentro o como dispositivos médicos o protesis. Estos materiales
tipicamente estan en contacto con células, proteinas, tejidos, érganos y sistemas
organicos. La forma del material y como este interactiia con el medio (en contacto
sanguineo por ejemplo) y su tiempo de uso determinara las propiedades
requeridas, adecuadas para una aplicacién especifica.

Un biomaterial debe poseer como propiedades fundamentales: a) buenas
propiedades mecanicas como dureza, resistencia a la tensiéon, moédulos y
elongaciéon, a partir los cuales se establece su aplicacién especifica; b)
biocompatible, es decir, baja toxicidad y que no genere reacciones inflamatorias o
alérgicas en hospedero, por tanto los dos factores relevantes que influencian la
biocompatibilidad de un material son la respuesta del huésped y la degradacién
del material en ambientes corporales; c) alta resistencia a ia corrosiéon y el
desgaste entendido como un bajo desgaste y resistencia a la corrosion de los
implantes en fluidos corporales, ya que el desgaste resulté en la liberacién de
iones metalicos no compatibles, los cuales causan reacciones alérgicas y toxicas
en el hospedero; d) oseointegracion, es decir, la inhabilidad de una superficie en
un implante de integrarse con el hueso adyacente y otros tejidos debido a micro-
movimientos, los cuales resultan en perdida del implante.



Por tanto, materiales con una superficie apta son esenciales en el proceso de
integracion de un implante con el hueso o el tejido circundante. La quimica
superficial, rugosidad y topografia poseen un papel dominante en el desarrolio de
una buena oseointegracion.

Los materiales actualmente usados para implantes quirurgicos incluyen el acero
inoxidable 316L (316L SS), aleaciones de cobalto-cromo (Co-Cr) y aleaciones de
titanio (Ti). Elementos como niquel iNi), cromo (Cr) y Co pueden ser liberados del
acero y de las aleaciones Co-Cr, debido a corrosion en el ambiente corporal. Los
efectos toxicos de metales (Ni, Cr, Co) liberados de implantes de prétesis han sido
estudiados y se han reportado dermatitis debido a la toxicidad del elemento Ni y
numerosos estudios “in-vivo” en animales han mostrado carcinogenicidad debido a
la presencia del Co. Estos materiales (316L SS y las aleaciones Co-Cr) poseen un
modulo de elasticidad mayor que el del hueso (30-40 Gpa) lo cual causa
insuficiente capacidad de transferir esfuerzos, resultando en resorciéon 6sea y
debilitamiento del im};lante después de élgunos afios de implantacion.
Comercialmente el Ti puro y la aleacion Ti-6Al-4V ELI (Ti64- Extra Low Interstitial)
son los materiales mas cominmente utilizados para aplicaciones en implantes
con bajos valores de modulo de elasticidad que varian de 110 a 55 Gpa
cémparados con el 316L SS (210GPa) y aleaciones Co-Cr (240GPa). Aunque el
titanio y sus aleaciones, especialmente Ti64 tienen una excelente resistencia a la
corrosion y son biocompatibles, su desempefio a largo tiempo ha creado
preocupaciones debido a la liberacién de iones de Al y vanadio (V), los cuales han
sido asociados a  problemas de salud como la enfermedad de Alzheimer,
neuropatia y enfermedades dseas como la osteomalacia. Ademas el V es tdxico
en su forma elemental y de éxido (V205), el cual esté presente en la superficie. El
titanio tiene baja resistencia al corte, lo cual lo hace menos aplicable a la
fabricacién de tornillos para huesos, platinas para unién de huesos y aplicaciones
similares. Finalmente el titanio y sus aleaciones tienen un desgaste severo cuando
esta en contacto con otros metales, ademas de tener alto coeficiente de friccién, lo
cual tiende a la formacion de particulas de desgaste (debris), resultando en
reacciones inflamatorias causando dolor y ablandamiento de implantes debido a
ostedlisis. Debido a las limitaciones mencionadas anteriormente, el periodo de
servicio de los implantes fabricados con estos materiales esta restringido a 10-15
afios. Esto ha estimulado la investigacién en el desarrolio de nuevos materiales y
procesos para la modificacion de estas superficies.



Para la modificacion superficial de un sustrato de aplicacion biomédica, se deben
tener en cuenta las propiedades fisicas del material base, para que el proceso
PVD - Sputtering sea altamente reproducible, de tal forma que la propiedades
superficiales del recubrimiento protector sean las deseables para la aplicacion
bioldgica requerida. Propiedades como: rugosidad, friccion, desgaste, dureza,
modulo de elasticidad, inercia quimica, resistencia corrosién y biocompatibilidad,
son esenciales a la hora de generar capas delgadas de nitruros, carburos y
oxidos, como sistemas protectores de sustratos biocompatibles.

Teniendo en cuenta estos hechos, existe una gran gama de materiales que
cumplen esta funcién, ya sea por sus propiedades tribolégicas 0 mecanicas, de tal
forma que integraimente se muestre respuesta positiva entre material a implantar y
el tejido que lo aloja. Un ejemplo de esto, son los catéteres urinarios, los cuales,
con el tejido, forman bio-recubrimientos tipo incrustaciones donde existe alta
proliferacion bacteriana, generando complicaciones fisiolégicas, esto puede ser
evitado, como muestran investigaciones hechas por N. Laube, utilizando un
tratamiento superficial con Carbono Tipo Diamante (DLC) [1,2]. No solo Ios'
catéteres urinarios cuentan con esta clase de problematica, dispositivos como,
vélvulas cardiacas, stents coronarios y tubos capilares, pueden generar
hemostasia, producida por contacto directo entre el biomaterial y flujo sanguineo,
donde se da absorcion de proteinas, conlievando a la adhesion y activacion de
plaquetas [3]; la sangre que fluye, produce un efecto de cizalla en la superficie del
biomaterial, afectando el sistema tejido-recubrimiento; estos son algunos ejemplos
donde la modificacion superficial, ya sea por disminucién del coeficiente de
friccidn, rugosidad superficial o inercia quimica, puede solucionar inconvenientes.

Estudios realizados por E. de las Heras y F. Walthera [4], muestran que se debe
escoger adecuadamente el tipo de tratamiento superficial; uno de los tratamientos
mas utilizados actualmente es el procedimiento de nitruracién; nitrurar el acero
316L por técnicas asistidas por plasma, el cual genera un aumento en la dureza
superficial, acompaiado con la disminucién de propiedades anticorrosivas; ya que
en el proceso de proteccidon por nitruracion, se generan fases austeniticas
extendidas acompaiada de los nitruros CroN y FesN [5] correspondiente a un
arreglo triclinico especial [6].



Para evitar estos efectos biolégicos nocivos, se emplean materiales metalicos y
ceramicos, que pueden ser utilizados como tratamiento superficial para mejorar las
propiedades mecanicas, tribolégicas, anticorrosivas y biolégicas; dentro de los
materiales metalicos se encuentran el Ti y circonio (Zr); y ceramicos como los
nitruros de algunos metales de transicién (TiN, ZrN), carburos (TiC, SiC), éxidos
como el TiO,, AlLbO; y ZrO, y carbono tipo diamante (DLC); estos materiales
sintetizados se emplean como tratamiento superficial utilizando la técnica PVD-
Sputtering [7, 8, 9, 10], y normaimente presentan un espesor del orden de uno a
dos micrémetros. Las multicapas han sido usadas con grandes resultados desde
la época de los 70, logrando mejores propiedades respecto a las monocapas; la
estructura de multicapa actia como un inhibidor al resquebrajamiento y en
consecuencia se incrementa la resistencia a la fractura del recubrimiento; las
multicapas usan normalmente compuestos binarios, por ejemplo, TiN/TiC, TiN/ZrN
y algunos han usado sus materiales genéricos como: WAWC, Ti/TiN, c-BN/TiN [11,
12, 13, 14]. Los recubrimientos de multicapas también poseen alta dureza y una
excelente resistencia a la corrosion.

Cuando se pretende implantar un biomaterial inorganico, este tiene reflejo en la
accion celular, las cuales reconocen sefales ambientales que alteran su fenotipo.
Las propiedades especificas que estimulan la accién de la célula sobre la
superficie, tiene lugar a cuatro tipos de interaccién superficie — tejido:

e Topografia: implica directamente la adherencia celular y molecular sobre la
superficie; rugosidad superficial, variable a discernir a la hora de estudiar ia
fijacion de células.

e Energia superficial: se ha demostrado, que la orientacion cristalografica
preferencial del recubrimiento protector también juega un papel
preponderante en la actividad celular en cuanto a su organizacién y fijacién;
estos hechos han sido reportados por Chiung-Fang Huang y Faghihi para
células osteoblasticas en aleaciones de Ti6AI4N, en las direcciones (100) y
(110), lo que refleja cambios positivos en la biocompatibilidad {15, 16].

¢ Autodifusion de cationes metalicos: sistema de corrosién, por alta porosidad
y generacion de problemas de desgaste mecanico produciendo particulas.
Muchos metales en estado puro, generan problemas de biocompatibilidad,
por ejemplo: Ni (carcinogénico), 316L (liberaciéon de Fe), Co, Cu y V
(altamente téxicos) [17, 18], por tanto necesitan tratamientos superficiales,
o pasivantes, de tal forma que se regule el problema de anti
biocompatibilidad, teniendo en cuenta, que dichos tratamientos producen
materiales biocompatibles a corto plazo de implante. Por citar algunos:
TiAlV, Co —Cr- Mo y Ti-Ni.



¢ Problemas tribolégicos: Los iones metalicos y los grupos atémicos o
particulas generadas por los procesos de desgaste, causan efectos
adversos, lo que estimula los macréfagos y linfocitos T, que conduce a la
produccion de citoquinas [19] causante de inflamacion aguda, o crénica si el
agente lesionante persiste [20].

A partir de lo anteriormente mencionado, se han establecido dos problemas
alrededor de la inclusion de capas delgadas como tratamiento superficial:
adherencia y porosidad. Recubrimientos como el Ti y Zr, hacen parte de los
metales llamados de transicion [21, 22], los cuales por pulverizaciéon catédica
reactiva (Sputtering) a través de gas reactivo nitrégeno, forman ZrN y TiN que
poseen caracteristicas fisicoquimicas similares, lo que los hace candidatos como
material biocompatible. Muchos son los estudios de modificacion superficial a base
de estos nitruros, por ejemplo, Hontsu y colaboradores [23] demostraron la
pertinencia de generar un tratamiento superficial de TiN a sustratos de acero AISI
317L y doparlo con particulas de plata (Ag) provocando un tratamiento superficial
antibacteriano.

Uno de los problemas que presenta el acero inoxidable 317L es que no cumple
funciones antibacterianas, pero el doparlo con Ag implica disminucién en las
propiedades anticorrosivas; el aplicar revestimientos de TiN, hace que exista
sinergismo con iones de Ag [23]. Existen otros recubrimientos tipo capa delgada,
en forma de ternarios como el TiAIN (nitruro de titanio aluminio) o multicapas de
TiN/TiAIN, que también hacen parte de los posibles tratamientos superficiales de
sustratos biocompatibles. El profesor ‘Braic del Institute for Chemical-
Pharmaceutical Research and Development de Rumania [24], investiga la
corrosion y biocompatibilidad de monocapas de TiN y TiAIN, ademéas de
recubrimientos en multicapas de (TiN/TIAIN)n, con n nimero de bicapas, todas
utilizando técnicas PVD arco continuo, comparando los niveles de corrosion
respecto a una aleacién altamente utilizada en la actualidad para implantes de
cadera, Co-Cr-Mo. En cuanto a sus resultados de biocompatibilidad, ia mejor
viabilidad se encontrd para los recubrimientos TiAIN, seguido por (TiN/TiAIN)720 y
TiN. Como resultado de las pruebas biolégicas, se concluye que todos los
recubrimientos investigados mostraron una buena bioccompatibilidad, sin ningdn
signo de citotoxicidad [24]. Uno de los tratamientos superficiales utilizados con
mas frecuencia, son capas manométricas de DLC .o carbén amorfo (a-C);
quimicamente, cuando los atomos no se encuentran en su fase grafitica o tipo
diamante, su forma de enlace es de tipo sp1 (dos electrones de valencia
formando enlaces o y los otros en orbitales py y pz, formando enlaces 1), sp2 o
sp3, el material obtenido tiene diferentes propiedades [25]. En estructuras DLC los
enlaces son normalmente de tipo sp2 y sp3, en distintas concentraciones posee
una dureza del orden de los 30 GPa, es transparente y posee una alta resistencia



de ser biocompatible, al ser quimicamente inerte. Otro recubrimiento en base al
carbdn, se trata del nitruro de carbono amorfo (a-CNx), que es usado para
herramientas de corte y maquinado y por su inercia biolégica como biomaterial,
ademas de poseer excelentes propiedades antidesgaste y bajo coeficiente de
friccion. Este material, normalmente es sintetizado por PVD Sputtering - RF, por
métodos reactivos, con gas CHy, N2 y argén [7].

En la literatura de patentes se encuentran divulgaciones para materiales
empleados como recubrimiento en multicapas. Las anticipaciones mas cercanas a
la invencion corresponden a algunos documentos divulgados en el estado del arte
como la patente EP0366289 (MIDWEST RESEARCH TECHNOLOGIES) que

ensefia como modalidades de la invenciéon multiples capas alternantes de: (1)

metal (Ti, Zr, Hf, Ta) y material ceramico (un nitruro de los metales), (2) metal (Al,
Si, Ti, Cr, Mg, Fe, Zr, Mo, W, Ta) y material ceramico (un éxido de los metales), (3)
metal (Ti, Zr, Hf, Fe o Ta) y material cerdmico (un carburo de los metales), donde
cada una de las capas presenta un espesor de 0.1 a 5um y el sustrato es un metal
con un espesor de 2um.

La solicitud de patente WO2007136777 enseiia un recubrimiento para un sustrato
conductor de la electricidad conformado por una capa metalica (Ti, Cr, Va, Al, Mo,
Nb, W, Hf Zi o aleaciones de los mismos) seguida por una capa ceramica
(nitruros, carburos, oxidos, oxicarburos, oxinitruros, boruros, carboboruros,
borocarbonitruros, y combinaciones) y una matriz amorfa tipo diamante (C, Si, N,
H, O o metales de transicioén) con un coeficiente de friccién menor a 0.3, donde la
capa metalica y ceramica presentan un espesor de 0.01-30um y la matriz amorfa
un espesor entre 0.01 a 30um.

La solicitud de patente W02010086598 divulga un recubrimiento para un sustrato
que comprende una capa de Ti, Cr o una aleacién de los mismos, una capa
metalica (NiTi, Ni, Ti, Cr, Al, Pt, Hf, Zr, Co, Cu 0 Y) y una capa ceramica (Al o Si o
una combinacién de nitruros, carburos, oxidos, o boruros de metales de los grupos
4, 5 o0 6), que incluye al menos 4 capas de metal y material ceramico, donde el
recubrimiento presenta un espesor entre 0.1 a S5pm.

La patente US4904542 ensefia un recubrimiento tipo multicapa resistente al
desgaste para un sustrato metélico que comprende una capa metalica (Ti, Hf, Zr,
Ta), una capa ceramica (nitruro del metal) que incluye al menos 4 capas de metal
y ceramica con un espesqg.—;éntre 0.1 y S5um preferiblemente una capa metdlica de
- 2um y la capa ceramica un espesor de 0.5um.

-
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Asimismo, divulga una modalidad adicional que ¢omprende una capa metalica (Al
Si, Ti, Cr, Mg, Fe, Zr, Mo, W, Ta) y un material ceramico seleccionado de un 6xido
de metal (Al, Si, Ti, Cr, Mg, Fe, Zr, Mo, W, Ta). Y en otra modalidad se especifica
un recubrimiento multicapa que comprende una capa metalica (Ti, Hf, Zr, Fe, Ta)
y una capa de material ceramico seleccionado de un carburo de metal (Ti, Hf, Zr,
Fe, Ta).

A pesar de los diferentes materiales existentes en el estado de la técnica, existe la
necesidad de un recubrimiento con propiedades mecanicas y Dbioldgicas
mejoradas para sustratos utilizados en implantes quirtrgicos (316L SS, aleacion
Co-Cr, aleacién de Ti- como Ti 64 y/o otros materiales). El recubrimiento de la
invencién soluciona las falencias de los materiales existentes, ensefiando un
recubrimiento en forma de multicapa-pelicula delgada (S/TiN/Ti/TiZr) para
sustratos empleados en materiales quirtrgicos que brinda resistencia a la
corrosion y al desgaste de dicho material con baja genotoxicidad, citotoxicidad y
sin efectos en la oseointegracion.

OBJETOS DE LA INVENCION

En un primer aspecto, {a invencion proporciona un proceso para la fabricacién de
un recubrimiento multicapa-pelicula delgada para el tratamiento de sustratos
biomédicos.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un recubrimiento en forma de
multicapa-pelicula delgada (S/TiN/TTiZr) para el tratamiento de sustratos
biomédicos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencion revela un proceso para la fabricacion de un
recubrimiento multicapa-pelicula delgada para el tratamiento de sustratos
biomédicos utilizados en implantes quirtrgicos, tales como pero no limitado a
acero inoxidable 316L SS, aleacién Co-Cr, aleacién de Ti- como Ti 64 entre otros
materiales, que comprende

a) Pulir la superficie del sustrato hasta una granulometria entre 700 y 2500
para generar terminado superficial especular
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b) Lavar con acetona en uitrasonido durante un periodo entre 10 a 20 minutos

c) Sumergir el sustrato de la etapa b) en un reactor PVD -~ Magnetron
Sputtering DC a una temperatura entre 20 a 25°C, vacio de 6.8 x10* Pa y
humedad relativa 50 a 60%

d) Depositar la capa de recubrimiento de TiN con un espesor entre 550 y
590nm a partir de un blanco precursor de Ti (99.99%) a una presién de 0.26
a 0.53 Pa, flujo de Argon entre 8 y 12 SCCM, flujo de nitrégeno entre 0.1 y
0.2 SCCM, potencial del blanco precursor entre 80 y 120 W, voltaje de
polarizacion de -50 a -120 V y distancia interelectrédica entre 0.08 y 0.12 m.

e) Depositar la capa de recubrimiento de Ti con un espesor entre 550 y 590nm
a partir de un blanco precursor de Ti (99.99%) a una presién de 0.26 a 0.53
Pa, flujo de Argén entre 8 y 12 SCCM, potencial del blanco precursor entre
80 y 120 W, voltaje de polarizaciéon de -50 a -120 V y distancia
interelectrédica entre 0.08 y 0.12 m.

f) Depositar la cépa de recubrimiento de TiZr con un espesor entre 550 y
590nm a partir de un blanco precursor de TiZr (30%-70%) a una presién de
0.26 a 0.53 Pa, flujo de Argén entre 8 y 12 SCCM, potencial del blanco
precursor entre 60 y 100 W, voltaje de polarizaciéon de -50 a -120 V y
distancia interelectrédica entre 0.08 y 0.12 m.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un recubrimiento en forma de
multicapa-pelicula delgada (S/TiN/Ti/TiZr) para un sustrato empleado en
materiales quirlrgicos obtenido por el procedimiento descrito anteriormente que
comprende una capa de recubrimiento de TiN con un espesor entre 550 y 590nm
directamente sobre el sustrato, una capa intermedia de una capa de Ti con un
espesor entre 550 y 590nm y una capa externa de de TiZr con un espesor entre
550 y 590nm.

Este recubrimiento multicapa-pelicula delgada (S/TiN/Ti/TiZr) posee todas las
propiedades mecanicas (alta resistencia a la corrosion y al desgaste) vy
biocompatibles (alta proliferaciéon de células, baja genotoxicidad y citotoxicidad y
alta oseointegracién) requeridas para aplicaciones biomédicas en los que se
requiere un elevado crecimiento y proliferacién celular, tal como se muestra en los
siguientes ejemplos.

Los siguientes ejemplos son presentados con el objetivo de describir los aspectos
preferidos de la invencién pero no constituyen una limitacion al alcance de la
misma.

%



EJEMPLO 1

Se utiliz6 como sustrato una barra de 1.25 cm de didmetro de acero biocompatible
316L comercial, fraccionada en cilindros de 4 mm de espesor cuya superficie fue
pulida utilizando papel abrasivo de carburo de silicio con granulometria entre 700 y
2500 para generar terminado superficial especular; antes de ser inmersos en el
reactor PVD — Sputtering, fueron sometidas a lavado ultrasénico por 15 minutos en
fluido de acetona, eliminado agentes extrafios como grasas y polvos,
contaminacién debida a manipulacién. Para la sintesis de recubrimientos en capa
delgada de diferentes materiales (Ti, TiN,Ti/TiN, TiZr, TiZr/Ti/TiN), se utiliz6 un
sistema Magnefron Sputtering DC que consta de un sistema muiltifuente
Magnetron Sputtering PVD (AJA ATC1500) INTERNATIONAL con un reactor de
deposiciéon de diametro interno de 0.38 m y altura de 0.43 m, sistema de vacio y
valvulas y sostenedor de substratos.

Dicho sistema se encuentra alojado en un cuarto limpio clase 1.000 para las areas
donde se depositan los recubrimientos y clase 10.000 para el cuarto en general;
esto significa que existen 1000 y 10000 particulas por pie cubico de aire en estas
zonas respectivamente; cuarto evaluado y certificado por C4 - Control de
Contaminacién, norma I1SO 9001.

Se ajustaron las condiciones para el acondicionamiento del sistema Magnetron
Sputtering para {a produccion de recubrimientos como son: temperatura del cuarto
limpio 22°C, humedad relativa 55% y presion inicial atmosférica 10 KPa. |

La figura 1 muestra la relaciéon logaritmo de la presiéon (logP) versus tiempo de
evacuacion de particulas del reactor, definiendo un valor de vacio base de 6.8 x10°
* Pa, como condicién suficiente para el proceso de sintesis de los materiales,
tomando un valor aproximado de tiempo de 2 h 30 min minimo para llegar a la
presién base y depositar los recubrimientos.

Para la sintesis de las distintas capas protectoras sobre el sustrato de acero
biocompatible 316L, se utilizaron blancos precursores de Ti y TiZr de alta pureza.
Para todos los recubrimientos depositados, se establecieron como variables fijas
en el proceso el voltaje de polarizacion a -100 V, presion base de 6.8 x10* Pa y
distancia interelectrédica de 0.10 m. Las condiciones de sintesis de cada una de
las capas de recubrimiento con un espesor de 5§70 nm (medido por profilometria)
se presentan en la tabla 1.



Tabla 1. Condiciones de sintesis de los materiales en capa delgada de Ti,

TiN, Ti/TiN, TiZr, TiZr/Ti[TiN

Material Blanco Presionde | Flujo | FlujoN, | Potencia
precursor trabajo Ar (Scem) | del blanco
(mtorr) (scem) (W)
\ Ti Ti (99.99%) 3 10 - 100
TiZr TiZr (30%70%) 3 10 - 80
TiN Ti (99.99%) 3 10 0.15 100
EJEMPLO 2

A continuacién se presenta la comparacién del analisis de propiedades
superficiales, mecanicas, tribolégicas y de corrosiéon del recubrimiento muiticapa
de la invencién TiN/Ti/TiZr comparado frente a capas delgadas protectoras de Ti,
TiN/Ti, TiZr, TiN.

~ Andlisis de propiedades mecanicas

~N

Las medidas de dureza y moédulo de elasticidad, se realizaron usando un
nanoindentador NANOVEA modulo [BIS - Technology, usando el método
tradicional de Oliver y Pharr, para ajuste de la curva de descarga. Se realizaron
nanoindentaciones en los rangos: bajas (B), medianas (M) y altas (A) cargas (B:
0.01-0.4mN; M: 0.41 — 1 mN y A: 1.1 - 10 mN) obteniendo perfiles de dureza y
modulo de elasticidad en funcién de la profundidad, determinando una carga ideal
1mN que abarca 10% del espesor para los recubrimientos. Las pruebas de
nanoindentaciéon se realizaron utilizando un indentador piramidal Berkovich
acoplado a la cabeza de nanoindentacién “IBIS” de Fischer — Cripps Labs y un
marco de control de desplazamientos con una complianza de 0.00035 um/mN, se
usod [BIS SOFWARE para control de indentacion, correccibn y andlisis de
resultados. La dureza y médulo de elasticidad se calculd recurriendo al modelo de
Oliver y Pharr.

Anilisis de propiedades superficiales y triboldgicas

Para el estudio del coeficiente de friccion y desgaste de los recubrimientos, se
conté con un sistema tipo Ball on Disk (BOD) marca CSEM - Tribometer. Las
condiciones experimentales para medir las propiedades tribolégicas, fueron
constantes para el conjunto de capas delgadas estudiadas; las condiciones
experimentales, son mostradas en la tabla 2.
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Para el estudio del coeficiente de friccion y desgaste de los recubrimientos, se
contdé con un sistema tipo Ball on Disk (BOD) marca CSEM - Tribometer. Las
condiciones experimentales para medir las propiedades tribolégicas, fueron
constantes para el conjunto de capas delgadas estudiadas; las condiciones
experimentales, son mostradas en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones experimentales para el analisis de propiedades

tribolégicas
Contrapar esférico Alumina (Al,Q,)
Diametro del contrapar esférico 6mm
Carga normal aplicada 1N
Distancia de recormido 15m
Velocidad de la prueba 10 m/s
Radio de la prueba 3mm
Frecuencia de toma de datos 2Hz

El anélisis de coeficiente de friccion, conto con el apoyo estadistico del software
del equipo CSEM - tribotest, XTribo 2.5 y el paquete matematico ORIGIN. Para
célculos de espesor, rugosidad y desgaste, se empleé con un Profilémetro XP - 2
AMBIOS. La medida de tasa de desgaste, se realiz6 utilizando el area transversal
de la pista de desgaste después de la prueba de BOD y el modelo de Archard, que
propone que el coeficiente de desgaste es directamente proporcional al volumen
desgastado e inversamente proporcional a la carga normal aplicada y el recorrido
de deslizamiento.

Analisis de adherencia

El ensayo de rayado (Scratch Test), se realiz6 en un equipo de marca Micro Test,
utilizando un indentador tipo Rockwell C de 200um de radio, carga variable de 0 a
100N, velocidad de aplicacién de la carga: 1N/s, distancia: 6mm y velocidad de
desplazamiento: 4,5 mm/min.

Estereoscopia

Se tomaroﬁ estereoscopias usando un equipo Olympus S$Z4045 referencia #
OCS07, para determinar, forma de desgaste y morfologia celular, facilitando el
calculé de densidad celular por micrometro cuadrado.

Microscopia de Escaneo Electrénico y Espectroscopia de Energia Dispersiva
(SEM/EDS)

Para descripcion morfolégica superficial y observacion celular, se utilizé un equipo
SEM marca JEOL serie JSM-6460 con sonda EDS modelo Oxford INCA - Energy
EDS System, con posibilidad de magnificacién de 5 a 300.000X, resolucién de
3nm y aceleracién potencial de 0 a 30 KV.

s,



A través de magnificaciones de 2000x y 5000x, se determinaron detalles
superficiales inherentes al proceso de sintesis de materiales por Magnetron
Sputtering, ademas de crecimiento y morfologia celular. Con EDS se determiné la
composicion quimica elemental, detectando de manera discreta el porcentaje
atomico de elementos presentes en los recubrimientos y sustrato. Para célculos de
conteo y poblacion celular, se realizaron micrografias sobre sustratos y capas
donde inicialmente se depositaron manualmente células de fibroblastos de la serie
L929 para 72 horas de crecimiento celular a 37°C; las magnificaciones utilizadas:
50Xy 500X; como se trata de muestras bioldgicas las cuales son no conductoras,
se sometieron a un proceso de metalizacién (evaporacion de una capa
manomeétrica de oro generando conduccion eléctrica).

Resistencia a la corrosion

Se analizaron curvas potenciodinamicas, usando el sistema Potenciostato -
Galvanostato para los recubrimientos en capa delgada de Ti, TiN, TiZr, TiN/Ti y
TiN/TilTiZr depositados sobre sustrato biocompatible 316L utilizando un equipo
Potenciostat/Galvavanostat Model 273 A EG&E PRINCETON APPLIED
RESEARCH con celda modelo k47 Corrosion Cell System EG&E INSTRUMENT -
PRINCETON APPLIED RESEARCH. Se usé electrodo de referencia Hg/KCl y
platino como contraelectrodo, para el andlisis de los recubrimientos en capa
delgada; utilizando un barrido potenciodinamico de 1mV/s. Se observd el
comportamiento de los recubrimientos usando dos soluciones electroliticas,
salmuera (3,5%p/p NaCl) y simulacién de fluido sanguineo (solucién de Hank); el

electrolito de Hank es una solucion fisiologica artificial con ambientes rico en

cloruro y pH 7,4. La solucién salina balanceada de Hank, es un medio de cultivo
estandar usado en la investigacion biomédica para la conservacion celular. No es
toxica, tiene un pH balanceado y su osmolaridad es 320 mOsm/Kg. Este medio ha
sido estudiado profundamente, mostrando que en las primeras veinticuatro horas
de almacenamiento, los fibroblastos se mantienen vitales. Dichos experimentos se
realizaron a temperatura corporal humana (~37°C), usando bafio maria durante el
proceso. La composicién y concentracién de la solucién de sangre, se muestran
en la tabla 3.

Tabla 3. Composicién y concentracion de la solucién fisiolégica de Hank.

Reactivo Concentracién (g/L)

NaCl 8

KCl 04

NaHCO, 0,35
CsH1 206 : 1

NaH,PO4.H,0 0,25

Na,HPO,.2H,0 0,06

MgS0.4.7H,0 0,06




Experimentacién Biolégica

Para la valoracion de biocorhpatibilidad se determind la proliferacién celular,
conteo celular, citotoxicidad y genotoxicidad.

Conteo celular de fibrobiastos usando SEM y estereoscopia

Se cultivaron en forma de monocapa fibroblastos de ratén de la linea celular L929,
haciéndose observaciones después de 72 h en ambiente controlado de 37°C,
sobre la capacidad de las células en crecer sobre las superficies de los
recubrimientos sintetizados por Magnetron Sputtering, a través de SEM y
Estereoscopia, determinando la densidad celular en el area de campo 6ptico.

Test de proliferacién celular (Kit XTT Cell Proliferation ROCHE ®)

Las células se sembraron en 24 de los 96 pozos de una placa de cultivo de tejido
de 96 pozos y se incubaron con la solucidon de XTT (concentracion final 0.3
mg/mL) de 4 a 24 h. Después de este periodo de incubacion, se hace la solucién
de formazan de color anaranjada, que es cuantificada espectro-fotométricamente
usando un lector de placas de ELISA. El aumento en el nimero de células vivas
da un aumento en la actividad total de deshidrogenasa mitocondrial en la muestra,
lo que permite correlacionar la respuesta con la cantidad de formazan que se ha
formado. Este resultado es usado para la mediciéon de proliferacion celular en
respuesta a diferentes factores, como citoquinas y factores de crecimiento. La
linea L929 se siembran en microplacas de cultivo celular, en 24 de los 96 pozos,
con fondo plano y un volumen final de 200 mL de medio de cultivo fresco; el cultivo
se mantiene en una atmésfera humidificada (37°C, 5% C02). Después del periodo
de incubacion inicial se retira el medio y se lavan las células con solucién de PBS
3 veces por 5 minutos, posteriormente se adiciona a cada pozo 50 mL de la
mezcla de XTT y 100 mL del medio de crecimiento, generando una concentracion
final de 0.3 mg/mL de XTT. Las placas son incubadas de 24 a 96 h en atmdsfera
humidificada (37°C, 5% CO2). Las mediciones de la absorcion se realizan cada 24
horas usando el lector de microplacas para verificar la proliferacion celular de
fibroblastos 1929 estimulados con sefiales de campo magnético y los no tratados
con los respectivos controles de crecimiento.



Test de citotoxicidad (Kit LDH ROCHE ®)

Las células son incubadas por 24 horas en condiciones (37°C, 5% CO2, 90%
humedad) bara permitir que se adhieran firmemente a la matriz. Pasado el tiempo
de incubacién, el medio de crecimiento es retirado y las células son lavadas 3
veces con PBS por 5 minutos, se les adiciona medio de crecimiento. Durante el
tiempo del ensayo las placas son incubadas en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Las determinaciones de citotoxicidad se realizan a las 6 y 24 horas,
utilizando el lector de placas de ELISA.

Test de Genotoxicidad (SOS CHROMOTESTTM)

Se realizé la dilucion preliminar de la bacteria y se verifico la densidad, luego se
agregaron 100pL de la suspension bacterial diluida en cada pocillo de las
columnas que contienen material que serd ensayado. Se incubaron las
microplacas a 37°C por 2h y la cantidad relativa de B-galactosidasa producida
como resultado de esta interaccion, es medida a través de la adicion de un
substrato cromogenico.

Resultados comparativos

La tabla 4 resume las propiedades superficiales, mecanicas, tribolgicas y de
corrosion del recubrimiento multicapa de la invencion TiN/Ti/TiZr comparado frente
a capas delgadas de Ti, TiN/Ti, TiZr, TiN y la tabla 5 presenta los resultados de los
ensayos bioldgicos del recubrimiento multicapa de la invencion TiN/Ti/TiZr
comparado frente al sustrato acero inoxidable 316L empleado como material de
sustratos quirtirgicos.
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Tabla 4. Propiedades superficiales, mecanicas, tribolégicas y de corrosién

MATERIAL PROPIEDAD RESPUESTA
Conteo celular 233.33%
Proliferacién celular Aita
Citotoxicidad -3.3%
Ti Genotoxicidad Probable
COF 0.8
Dureza 6.76 GPa
Médulo de elasticidad 179.92 GPa
Conteo celular 160%
Profiferacion celular Alta
Citotoxicidad 1.5%
TiN Genotoxicidad Probable
COF 0.28
Dureza 17.34 GPa
Médulo de elasticidad 235.47 GPa
Conteo celular 180%
Proliferacion celular Alta
Citotoxicidad 2.2%
TIN/Ti Genotoxicidad No probable
COF 0.71
Dureza 6.68 GPa
Médulo de elasticidad 254.78 GPa
Conteo celular 368.8%
Proliferacién celular Media
Citotoxicidad 3.8%
TiZr Genotoxicidad No probable
COF 0.5
Dureza 7 GPa
Médulo de elasticidad 177.16 GPa
TiNITiTiZr (recubrimiento de Conteo celular 397.7%




la invencion)

Proliferacion celular Media
Citotoxicidad 3.9%
Genotoxicidad No probable
COF 0.68
Dureza 6 GPa
Mdéduio de elasticidad 154.7 GPa

Tabla 5. Resultados de los ensayos biolégicos del recubrimiento de la

invencidn (TiN/Ti/TiZr) frente al acero 316L

PROPIEDAD TiN/TilTiZr 316L
Conteo celular 397.7% 100%
Densidad celular* 44 8x10° células/om’® 11.2x10° células/cm?
Citotoxicidad 3.9% 2.4%
GenotocixidadSOSIP No probable <0 Probable >0
COF 0.68 0.90
Dureza 6 GPa 4 81GPa
Modulo Elasticidad 1547 GPa 2226 GPa
Rugosidad 75 nm 64nm

Tasa Desgaste 71x21x10" “mm°/Nm 12x21x10”“ mm*/Nm
Potencial de Corrosion

Solucién NaCl 3.5% -167mv -270mv
Potencial de Comrosion

Solucién Hank -222mvV -205 mv

*Linea L929 después de incubacién durante 72 horas

Aunque la presente invencion se ha descrito mediante las realizaciones
preferentes mostradas no limitativas de la invencién, queda entendido que las
modificaciones y variaciones que conserven su contenido esencial y elemental se

entienden dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.



