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Resumen

Actualmente, el titanio es considerado el mejor material para reemplazo 6seo, esto debido a su alta
resistencia a la corrosion, biocompatibilidad y su osteointegracion, esta Ultima cualidad se ha visto
en resultados in vivo, su Unica desventaja es su baja resistencia al desgaste. Sin embargo, muchos
autores proponen que el éxito del titanio radica en las propiedades intrinsecas de su 6xido nativo.
Una de las hip6tesis planteadas para explicar la osteointegracién del titanio es que la capa de 6xido
nativo crece a causa de las condiciones quimicas generadas durante la respuesta inflamatoria
fisiolégica (presencia de especies reactivas como el peroxido de hidrégeno), generando una capa
porosa con capacidad de captacion de iones de calcio y fosforo del medio biolégico.

La propuesta de este trabajo de investigacién fue simular las condiciones quimicas del medio
biol6gico durante un proceso de respuesta inflamatoria y evaluar los cambios en las propiedades
superficiales del titanio una vez que ha sido expuesto a dichas condiciones en el laboratorio por
periodos de tiempo prolongados (7 dias). La respuesta inflamatoria simulada consisti6 en colocar en
inmersion a los materiales de estudio en una solucién Hartmann con una concentracion 50 mM de
peroxido de hidrogeno (H202) a un pH= 5.2, y 37 °C, esta solucion fue remplazada cada 24 horas.
Para corroborar si la respuesta del titanio es exclusiva, se sometid otro metal utilizado en implantes
ortopédicos, como el acero inoxidable de grado médico, al mismo tratamiento en solucién
inflamatoria simulada.

Por otro lado, considerando que la biocompatibilidad del titanio se asocia a su capa de d6xido nativo,
se propuso comparar al titanio y el acero con peliculas de 6xido de titanio crecidas en el laboratorio.
Peliculas de alrededor de 70 nm de TiO2 amorfas y cristalinas fueron depositadas sobre sustratos
de titanio utilizando un sistema de evaporacién catddica, dicho espesor seria 5-6 veces mayor que
el espesor de una capa de 6xido nativo.

Las propiedades evaluadas antes y después del tratamiento fueron la composicion quimica
superficial, la rugosidad, la mojabilidad, la energia y carga de superficie. Igualmente se evalud la
respuesta electroquimica de los materiales, utilizando a la solucion Hartmann como electrdlito.
Finalmente, se realizaron ensayos de adhesion y diferenciacion celular utilizando osteoblastos
humanos

En resumen, observamos que el titanio es el que sufre los mayores cambios de superficie debido al
H202 y efectivamente la interaccion celular mejora después del tratamiento. Esto nos hace pensar
gue el Ti a diferencia del acero sufre una mejor adaptacion en los ambientes fisiolégicos. El andlisis
del comportamiento electroquimico y biolégico de las peliculas de TiO2 nos permite proponerlas
como una alternativa para el desarrollo de recubrimientos que mejoren el funcionamiento de

implantes metdlicos no basados en titanio.



Abstract

At the present time, titanium is considered the best material for bone replacement. This metal has
high corrosion resistance, biocompatibility and promotes osseointegration as has been seen in vivo
results. Titanium has only a disadvantage, its low wear resistance. Howewer, most of the authors
propose that the success of titanium is due to the intrinsic properties of its native oxide. The oxide
layer grows as aresponse to the chemical environment present during the physiological inflammatory
response (there are reactive oxygen species such as hydrogen peroxide), forming a porous layer with
the capability to capture Calcium and Phosphor ions from the biological medium.

The proposal of this research work was to simulate the chemical conditions found in the biological
medium during the inflammatory response process and evaluate the changes in the surface
properties of titanium once that it has been exposed to such conditions in the lab for long periods (7
days). The simulated inflammatory conditions consisted of immersing the samples in Hartmann's
solution adding 50 mM of hydrogen peroxide (H202) at pH= 5.2 and 37°C, the solution was changed
every 24 hours.

To corroborate if the response of Ti is exclusive, another metal used in orthopedic implants such as
the medical grade stainless steel was exposed to the same treatment of simulated inflammatory
conditions.

On the other hand, since the biocompatibility of Ti has been attributed to the native oxide layer, it was
proposed to compare the Ti and the stainless steel to titanium oxide coatings grown in the lab. Thin
films of about 70 nm thick of amorphous and crystalline TiO2 were deposited on Ti substrates by
magnetron sputtering; such film thickness was 5-6 times thicker than the native oxide.

The properties evaluated before and after the treatment were surface chemical composition,
roughness, surface energy and charge. Similarly, the electrochemical response of all materials was
evaluated using the Hartmann solution as the electrolyte. Finally, assays of cell adhesion and
proliferation of human osteoblasts were also performed.

In summary, it was found that titanium is the material that suffers the strongest changes due to the
H202 and effectively, the cell interactions are improved after the treatment. Based on this, it might be
thought that indeed Ti adapts better to the physiological medium than the stainless steel. The analysis
of the electrochemical and biological response of the TiO2 thin films allow us to propose them as an
alternative for the dewvelopment of coatings to improve the performance of non-Ti based metallic

implants.
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1 INTRODUCCION

La ciencia e ingenieria de materiales es un campo interdisciplinario cuya
encomienda es la de crear nuevos materiales y mejorar los ya conocidos. Esto lo
hace mediante el desarrollo de un conocimiento profundo de las relaciones entre su

estructura, sintesis y procesamiento.

En la ciencia e ingenieria de materiales se reconoce a un biomaterial, por la
capacidad especifica del material de estar en contacto con el cuerpo humano sin
causar un dafio inaceptable hacia los sistemas biolégicos, ya sea a nivel celular o a
nivel del sistema, a esta capacidad se le conoce como biocompatibilidad [1]. Un
biomaterial es definido como un material sintético o natural que puede ser usado en
aplicaciones médicas para aumentar, reparar o reemplazar cualquier tejido, érgano
o funcién del cuerpo que se ha perdido por un trauma, enfermedad o lesion [2]. Un
biomaterial también puede ser empleado como un sistema de liberacion controlada

de farmacos.

La funcionalidad de un biomaterial puede determinarse a través de estudios
invitro y/o invivo. Los estudios in vitro con un biomaterial se realizan a nivel celular,
apoyados de ensayos de biologia molecular. El tipo de células que se utilice en los
ensayos dependera de la aplicacion del biomaterial. Por ejemplo, un biomaterial
cuya aplicacion va encaminada al remplazo o soporte 0seo debe mostrar
osteconduccién, la cual es la capacidad de mantener o promover la diferenciacion

celular (osteoblastos) de las células que interactian con el biomaterial.

En los estudios in vivo con un biomaterial a nivel sistema, es decir, orientados a
aplicaciones especificas, también se puede hacer uso de ensayos de biologia
molecular. Por ejemplo, en reparacion 6sea se buscan dos cualidades en un
biomaterial: osteoinduccion y osteointeintegracion, la primera nos indica la
posibilidad del biomaterial de ayudar a la cicatrizacién del tejido 6éseo, mientras que
la segunda propiedad nos habla de la posibilidad del biomaterial de fusionarse con

el hueso.



El Ti y sus aleaciones son los biomateriales metalicos méas utilizados en
hueso, poseen propiedades mecanicas y densidad mas similares al hueso en
comparacion con otras aleaciones metélicas, ademas, son altamente resistentes a
la corrosion en los fluidos fisioldgicos [3-6]. El Ti es utilizado en craneoplastia [7-9],
como stent o endoprotesis vascular [10, 11], como vastago de protesis de cadera
[4], protesis de cadera y torax [12, 13], en proétesis de trasfemoral o transtibial [14]y
como implantes dentales [5, 15-18]. Siendo estos Ultimos los de mayor aplicacion;
la Asociacion Americana Dental (no existen aun datos estadisticos para México)
estimé que en el 2007 aproximadamente 300,000 pacientes recibieron un
tratamiento para colocarles uno o varios implantes dentales [19]. Sin embargo, solo
el 89% de los implantes fueron exitosos, en una duracion y funcionalidad en

periodos de entre 10y 15 afios, posteriores a la fecha en que se colocaron.

Los factores que desencadenan el éxito o el fracaso de un implante dental
son multiples [20, 21] y varian desde el material, el disefio o incluso el método de
colocaciéon, pero, en el caso de los implantes dentales de Ti presentan
osteintegracion, este proceso in vivo es mediado por la capa de 6xido de Ti que

crece en el Ti tras serimplantado [22].



2. ANTECEDENTES

2.1 El titanio y sus aplicaciones biomédicas

El Ti es un metal noble, el cual comenz6 a emplearse como dispositivo
médico, quirdrgico y dental poco después de la segunda guerra mundial. Las
buenas propiedades del Ti y de sus aleaciones tales como médulo elastico similar
al del hueso, biocompatibilidad y mayor resistencia a la corrosion en comparacion
con otros metales como el acero inoxidable han hecho del Ti un material muy

utilizado para aplicaciones biomédicas [23].

En el afio 1959, Branemark realizéd estudios in vivo en un conejo al que le
implantd una prétesis de Ti en hueso peroné, inicialmente Branemark intentd ver la
medula 6sea del peroné con la ayuda de microscopia intravital, lo que encontré fue
que la prétesis del Ti se habia fijado al peroné del conejo [24]. Branemark observo
que la uniéon implante-hueso era muy fuerte, debido a que la superficie del Ti
interacciona fuertemente con el hueso, alo que consider6é como una incorporacién
de la prétesis al hueso. Ademas, notdé que al querer separar la protesis del hueso

se provocaba una fractura en el hueso [24, 25].

Al proceso que da lugar a la fuerte unién entre el Ti y el hueso, Branemark la nombré
“osteointegracion” [24, 25]. Con las investigaciones de Branemark se abrieron
nuevas fronteras de conocimiento en torno del Ti y sus propiedades fisicoquimicas

in vivo como in vitro [19-29].

Sin embargo, a pesar de la exitosa osteointegracion del Ti, una de las
debilidades observadas en este metal es la baja resistencia al desgaste en su
superficie, por consiguiente, se han propuesto aleaciones fase-f y fase a-f como

opciones para aplicaciones biomédicas.

Entre las aleaciones de fase a- mas utilizadas, se encuentra la aleacién de Ti-6Al-
4V que tiene un modulo elastico superior al Ti puro. Otras aleaciones fase-f utilizan
como estabilizantes diferentes contenidos de metales de transicion como el niobio,
circonio, tantalio, niquel, molibdeno o rutenio como por ejemplo: Ti-15Mo, la Ti—
13Nb-13Zr, la Ti-12Mo-6Zr-2Fe (TMZF), la Ti-15Mo, la Ti—-16Nb—10Hf (Tiadyne



1610), la Ti-15Mo-52r-3Al, la Ti-35.3Nb—5.1Ta—7.1Zr (TNZT), y la Ti~29Nb—13Ta—

4.6Zr (TNTZ) que son de las mas utilizadas.

Recientemente, se han desarrollado otras aleaciones fase-f compuestas por
elementos de bajo costo como son el Fe, el Cr, el Mn, el Sny el Al (Ti—-10Cr-Al, Ti—
Mn, Ti-Mn-Fe, Ti-Mn-Al, Ti-Cr-Al Ti-Sn-Cr, Ti-Cr—Sn-Zr, Ti—(Cr, Mn)-Sn, y la
Ti—12Cr) con el fin de reducir los altos costos de los metales de transicion, pero

estas aleaciones poseen médulos elasticos menores que el titanio puro [30-34].

El problema de las aleaciones de Ti es que, en comparacion con el Ti puro, tienen
una menor resistencia a la corrosion, ademas, los estabilizantes suelen ser
elementos téxicos, los cuales en caso de ser liberados in vivo debido a un proceso
de corrosion pueden ocasionar dafios severos a los tejidos circundantes. Por lo
tanto, el Ti puro sigue siendo una mejor opcidn sobre sus aleaciones en lo que se

refiere a la resistencia a la corrosién y estabilidad quimica.

Desde el punto de vista de la ciencia de materiales aun se desconoce de
forma precisa cuales son las propiedades fisicoquimicas del Ti que dan lugar al
proceso de osteointegracion en implantes 0seos. Muchos de los estudios
publicados sobre el Ti demuestran sus bondades en comparacion con sus
aleaciones, se han analizado diferentes topografias o disefios de los implantes, pero
en pocas ocasiones se han realizado comparaciones con otros metales en los que
se midan cuidadosamente las propiedades superficiales de cada uno de ellos [23,

31-34] y se correlacionen con la respuesta biolégica.

Es un hecho indiscutible que clinicamente el Ti funciona y en gran parte esto es
debido a la capacidad de su superficie de pasivarse, lo que le provee una alta
resistencia a la corrosién en medios biolégicos, muy superior a otros metales y/o
aleaciones de uso médico que fallan justamente al evaluarse en medios bioldgicos,
donde no solo hay presencia de cloruros y/o grupos OH, sino también otros iones 'y

moléculas organicas complejas.

Sin embargo, otros metales de transicion presentan propiedades similares de
pasivacién, entonces ¢Por qué el Ti es mejor biomaterial que otros metales o

aleaciones para aplicaciones 6seas? Esta pregunta es la motivacion de éste

4



trabajo de tesis, abordar desde el punto de vista de los materiales los procesos de
interaccion basica del metal con el medio que lo rodea y determinar la influencia de

sus propiedades superficiales en dicha interaccion.

Diferentes grupos de investigacion han realizado estudios in vitro e in vivo con Ti,
con los cuales intentan comprender la causa de su osteointegracion, estos estudios

sugieren que la excelente biocompatibilidad del Ti es debido a sus 6xidos [35].

En nuestro caso nos centramos en abordar a detalle la Ultima hipotesis propuesta
por el grupo de Branemark. Dicha propuesta publicada en el afio 2012 por Jaafar
Mouhyi et al. [22], se basa en un andlisis de los resultados obtenidos in vivo, en
implantes extraidos de pacientes después de un tiempo de funcionamiento. La
propuesta sugiere que la osteointegracion del Ti es consecuencia de las
propiedades de la capa de 6xido de Ti nativa, la cual crece de forma acelerada in
vivo, y al crecer desarrolla una estructura porosa que promueve la acumulacién de
iones que provienen del medio biolégico, ademas, la capa de 6xido aisla al Tiy con

esto modula la respuesta inmunologica inherente a la implantacion [22].

Jaafar Mouhyi et al. [22] observaron que el espesor de la capa de éxido de Ti crece
en el implante dental bajo condiciones in vivo aumentando de 5 a 200 nm en los
primeros 6 afios de implantacién. De forma similar, otros grupos han observado que
el espesor de la capa de 6xido de Ti se triplica en los 3 primeros meses posteriores

a la colocacion del implante in vivo [2, 22, 36, 37].

El crecimiento de la capa de 6xido en el Ti durante los tres primeros meses
después de su implantacion estd asociado a la respuesta del material ante la
reaccion a cuerpo extrafio o respuesta inflamatoria, la cual es provocada por el
tejido circundante al implante. Esta reaccion consiste en la migracién de
granulocitos al sitio donde se colocé el implante, construyendo una primera defensa
natural, en la que se genera un estrés oxidativo donde se producen altas
concentraciones de especies reactivas de oxigeno (ROS, siglas en inglés) de entre
las cual se encuentra en mayor abundancia el peréxido de hidrogeno (H202); la

finalidad de las ROS es eliminar al invasor [22].



Sin embargo, en el caso del Ti se ha propuesto que la presencia del H20z2 lejos de
destruir el implante lo que provoca es el crecimiento de la capa de Oxido, el cual es
clave para la osteointegracion del implante de Ti, ya que entonces es la capa de
oxido de Ti la que interacciona directamente con el tejido 6seo, y todo indica que
sus propiedades de biocompatibilidad son superiores al Ti metalico [22].
2.2 Estado del arte del estudio de la respuesta inflamatoria del titanio como
implante

La reaccidn a cuerpo extrafio o respuesta inflamatoria conlleva la presencia
de monocitos, macrofagos y células gigantes, las cuales generan un microambiente
oxidante en el cual se encuentran las ROS, las cuales son el hidroxiperéxido
(HOO™), el hidroxilo (OH™), el superéxido (0; )y el peroxido de hidrogeno (H,0,),

que interactian con el cuerpo extrafio.

El efecto de las ROS depende de las propiedades del material implantado, en esta
interaccion ROS-biomaterial se puede generar pasivacion o corrosion no
controlada, esta Ultima puede desembocar en la degradacién del implante.
Respecto al Ti y su interaccion con las ROS lejos de generarse un proceso de
corrosioén sin control, lo que se logra es algo inigualable, pues la capa de 6xido de
titanio crece llevando al Ti a una mejor integracién o union biolégica con el hueso

circundante, es decir, su osteointegracion.

De hecho, en la propuesta de Jaafar Mouhyi et al. consideraron casos clinicos, donde
se plante6 la falla de algunos implantes dentales de Ti como consecuencia de la
reduccién de la capa de 6xido de Ti. Esta disminucion de la capa del 6xido produjo
un problema en la interfase metal-tejido, lo cual afecté a la biocompatibilidad del
implante, facilitando el crecimiento bacteriano. La formacion de la biopelicula
bacteriana ocasion0 en los pacientes una afeccion conocida como peri-implantitis,

donde se pierde hueso [22].

Para reparar los implantes donde se presento peri-implantitis, estos se retiraron, se
limpiaron y trataron con agentes como el H202 esto con la finalidad eliminar las

bacterias y mejorar su arquitectura fisicoquimica superficial, lo cual involucra el



crecimiento de la capa de 6xido, con este procedimiento en la mayoria de los casos

se logré una reincorporacion exitosa del mismo implante al tejido 6seo [22].

A pesar de que esta hipdtesis del crecimiento de la capa de O0xido de Ti es
relativamente nueva como una explicacion para el éxito de los implantes de Ti, a
finales de los 80’-90’s se realizaron trabajos in vitro cuya finalidad era evaluar la
respuesta del Ti a ambientes ricos en especies oxidantes, particularmente el
peroxido de hidrégeno y que actualmente se reconoce como un ambiente que
simula el microambiente biol6gico asociado a la respuesta inflamatoria o reaccién a

cuerpo extrafo.

El primer trabajo sobre la respuesta del Ti invitro a condiciones de respuesta
inflamatoria simulada fue realizado por Pentti Tengvall et al. en 1989 [36, 37],
investigaron in situ el crecimiento de la capa pasiva analizando con un elipsémetro
los cambios en el angulo elipsométrico, A, cuando el metal (pelicula de Ti de 200
nm de espesor) era expuesto a la solucién salina amortiguada de fosfatos (PBS, por
sus siglas eninglés) con diferentes concentraciones de H20z2, las cuales variaron de
1.0 mM.a 0.33 M.

El cambio en el angulo elipsométrico A en Ti causado por la presencia del H20z2, fue
considerado una medida indirecta de la velocidad de la oxidacion en el Ti, esto
significa crecimiento de la capa del 6xido de Ti. Es decir, conforme se incremento la

concentracion de H202, mayor fue el cambio en el angulo elipsométrico.

El crecimiento de la capa de 6xido de Ti en un ambiente biolégico desencadena una
serie de eventos que parecen ser los que explican el éxito del Ti in vivo. Basados
en esa teoria, Pentti Tengvall et al. en 1989 [36, 37] propusieron un modelo de la
interaccion entre la capa de 6xido nativo y el H202. La figura 1 esquematiza dicho
modelo mostrando que en la interaccion se forma una matriz de TIOOH hidratada,
es decir TIOOH(H20)n.



Los autores proponen que seria esta matriz difusa y porosa la que interacciona con
el ambiente in vivo. Esta matriz posee buenas propiedades de intercambio i6nico,
que generan un excelente medio para que se fijen las proteinas y las células [36,

37]. Enla figura 2 [37] se muestra esta matriz.

Células

Proteinas y proteoglicanos
Matriz TIOOH

TiO,

Ti

Figura 1. La capa de TiO2va cambiando gradualmente a una matriz TIOOH que esta hidratada con
buen intercambio i6nico con las proteinas. La matriz de TIOOH puede ser formada por particulas que

se encuentren lejos de la superficie del implante. Adaptada de [37].
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Figura 2. Formacion de la matriz de TIOOH(H20)n . Adaptada de [37].

En 1996 Pan et al. [38], investigaron in situ el crecimiento de la capa de
oxido de Ti en un ambiente de PBS y PBS con H202 a 100 mM, en este estudio
utilizaron espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en
inglés). Ademas, monitorearon la degradacion del H202, debido a su contacto con
Ti, observando que en las primeras 24 horas la concentracion del H202 se reducia
a un 40% dejando la concentracion en 60 mM, sin mayor disminucion durante las

dos semanas siguientes.



El estudio de EIS de Pan et al. [38] lo realizaron durante 30 dias, para el andlisis de
los resultados utilizaron un circuito equivalente que describié perfectamente el
comportamiento electroquimico. Los resultados que obtuvieron mostraron que la
presencia del H202 incrementa la velocidad de corrosion, liberando iones de Ti que
son utilizados para la generacion de la capa de 6xido. Propusieron que dicha capa
estaba formada por dos subcapas, una interna y otra externa, la capa interna era
densa y la capa externa muy porosa, lo que permite la incorporacién de iones de
minerales, tal como el grupo fosfato que proviene de los fluidos fisioldgicos. Cuando
la capa externa alcanza un cierto espesor critico se sella y eventualmente impide

la liberacién de iones de Ti, alcanzandose un valor maximo de disolucion del Ti [38].

En 2001 Fonseca el al. [39], realizaron un experimento ligeramente
diferente. Con el fin de evitar el efecto de las reacciones electro-quimicas del
perdxido en los valores de corriente eléctrica y voltajes medidos, expusieron el Ti
en un biofluido artificial (PBS) que contenia H202 en concentraciones de 50 y 100
mM, pero el H202 se retiraba después de 7 dias de incubacion, y se monitoreaba
electroqguimicamente (EIS) a las superficies de Ti inmersas en PBS por periodos de
hasta 30 dias. Los espectros de impedancia fueron analizados utilizando [39] un
circuito equivalente con elementos diferentes al circuito anteriormente propuesto por
Pan et al. [38]. Sin embargo, la interpretacion es muy similar, ya que propusieron la