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DESCRIPCION
Método para fabricar un material bioactivo para implantes
Campo de lainvencién

La invencion se refiere a un material y a un método de produccién de un material que es apropiado para su uso
como implante o para su uso como sustitutivo en reconstitucion ésea.

La reconstitucion de defectos 6seos o lesiones tales como fractura de cuello de fémur, fusién de columna vertebral
dientes dafiados resulta un procedimiento comun. Por ejemplo, cada afio solo en Estados Unidos, se usan mas de
500.000 implantes de proétesis de cadera, 250.000 procesos quirdrgicos de fusidon de columna vertebral y 500.000
cirugias de implante dental.

El titanio y sus aleaciones, debido a un elevada tenacidad y excelente biocompatibilidad, se usan ampliamente en
implantes médicos tales como prétesis articulares, dispositivos de fijacion de fracturas e implantes dentales. Otros
materiales cominmente usados en los implantes médicos y dentales, incluyen cobalto cromo, circonio pulido, oxinio
(6xido de circonio) y acero inoxidable. No obstante, el titanio y estos otros materiales demuestran una pobre
capacidad par unirse quimicamente al hueso, y de este modo resultan frecuentes las osteolisis y la posterior pérdida
de los implantes que comprenden estos materiales.

El rendimiento de un implante ortopédico puede verse afectado por la calidad de la interfase formada entre el
implante y el hueso o el cemento 6seo. El desarrollo de la interfase implante-hueso (0 cemento) se basa en un
numero de factores que incluyen el &rea superficial, la carga, topografia, quimica y contaminacion del implante. La
interfase implante-hueso es la superficie del implante que actla como superficie de contacto o descansa en posicion
adyacente al hueso cuando se produce el implante.

Existen varias técnicas para modificar la topografia de la interfase implante-hueso con el fin, por ejemplo, de mejorar
la integracion implante-hueso, como se describe en el documento WO 2007/0402981, el documento de EE.UU.
2003/0059742, el documento de EE.UU. 5.609.633 y el documento de WO 2006/104644. Estas técnicas incluyen
pulverizaciéon de plasma y anodizado electroquimico de la superficie de la interfase implante-hueso. Los problemas
asociados a la pulverizacion de plasma y el anodizado electroquimico incluyen, la formacién de una interfase
implante-hueso que presenta una baja resistencia a la fatiga, demuestra pobre adherencia al implante y sufre
degradacion, deslaminado o fisuracion durante el la implantacion de larga duracion.

Una técnica cominmente usada para mejorar el crecimiento del tejido hacia el interior de los implantes ortopédicos
es el granallado con particulas abrasivas de la superficie del implante, conocido de manera alternativa como
granallado cortante o granallado de arena. Este proceso rentable confiere una estructura de superficie a escala
micronica a la superficie del implante por medio de granallado con particulas abrasivas. Se ha comprobado que
dichas superficies desbastadas favorecen la union celular y de este modo mejoran la union fisica implante-hueso.
Ademas, el mayor area de la superficie desbastada implica que un nimero mayor de células se puede unir a la
interfase implante-hueso lo que también mejora la union fisica implante-hueso. El implante que presenta dicha
interfase modificada implante-hueso demuestra buenas propiedades osteointegradoras incluso en el caso de huesos
de baja calidad.

No obstante, la técnica de granallado con particulas abrasivas puede provocar cambios importantes en la topografia
superficial por medio de dafio de los elementos metdlicos de la superficie del implante. La técnica de granallado con
particulas abrasivas también puede producir heterogeneidad de la composicion quimica de la superficie debido a la
presencia de particulas abrasivas intercaladas en la superficie del implante. La presencia de particulas abrasivas
contamina la superficie del implante y afecta de manera negativa a la calidad de la interfase implante-hueso.
Ademas, las particulas abrasivas se pueden desligar de la superficie del implante, dando lugar a una mayor
desgaste del hueso, implante y zona del implante.

De manera adicional, un porcentaje de particulas abrasivas sobresale desde la superficie del implante provocando
un micromovimiento localizado, movimiento del implante con respecto a la zona de implante y alteracion del
crecimiento hacia adentro del tejido en la superficie del implante. Hasta 40 % del area superficial del implante
sometido a granallado cortante puede verse contaminado con particulas abrasivas que pueden conducir a
problemas de interfase implante-hueso, menor biocompatibilidad del implante e inflamacién de la zona local del
implante.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un método de conformacion de un implante que presente una
mayor capa de interfase implante-hueso con una contaminacion menor o nula provocada por las particulas abrasivas
intercalas en la superficie. La interfase implante-hueso es la superficie del implante que se actia de superficie de
contacto o descansa en posicion adyacente al hueso cuando se produce el implante. También es un objeto de la
presente invencién proporcionar un método de conformacion de un implante que presente una capa superficial
bioactiva, porosa y nano-estructurada con mejores propiedades osteoconductoras y osteoinductoras.

Por tanto, se proporciona un material apropiado como implante que comprende un substrato de metal o de aleacion
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de metal y una capa principal formada sobre la superficie del substrato, presentando dicha capa principal un area
superficial mayor que el area superficial del substrato. De manera sorprendente, se ha comprobado que la capa
principal, formada de acuerdo con el método descrito en las reivindicaciones y por tanto de acuerdo con la presente
invencion, que presenta un area superficial mayor que el area superficial del substrato, favorece (en gran medida) la
formacion ésea sobre la superficie. De este modo, favorece la formacién 0sea y proporciona una fijacion segura
sobre el implante, proporcionando una mayor tasa de éxito del implante en términos de velocidad de recuperacion
de operacion de implante y éxito total del implante fijado en dicha zona.

Durante el uso, la superficie de la capa principal del implante actia como superficie de contacto con el hueso o el
cemento 6seo. De este modo, la capa principal, o de manera mas especifica, la superficie de la capa principal
proporciona la interfase implante-hueso. El mayor area superficial de la capa principal significa que se presenta una
mayor area superficial para rodear las células/cemento con el fin de lograr una mejor unién célula/cemento y con ello
una mejor integracion con el material y de este modo en el implante.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un método de conformacion del material, que comprende las etapas de
proporcionar un substrato de metal o aleacién de metal descrito anteriormente y conformar una capa principal sobre
la superficie del substrato tal que el area superficial de la capa principal sea mayor que el area superficial del
substrato cubierto por la capa principal.

Preferentemente, el substrato comprende un metal de transiciéon, una aleacién de metal de transicién o un 6xido de
metal de transicion, por ejemplo, titanio, TiAINb u dxido de titanio. El titanio y sus aleaciones, debido a su elevada
tenacidad y excelente biocompatibilidad se adaptan de manera ideal como implantes ortopédicos. De manera
opcional, el substrato puede comprender cobalto cromo, circonio pulido, oxinio (6xido de circonio), acero inoxidable,
tantalo o cualquier combinacion de estos. El substrato de acuerdo con la invencion puede comprender cualquier
metal, o aleacion de metal u 6xido de metal o combinacién de estos, pero de manera apropiada, comprende titanio.

Preferentemente, la etapa de conformacion de la capa principal del substrato de metal comprende alterar
fisicamente la superficie del substrato. La alteracion fisica de la superficie del substrato desbasta la superficie del
substrato aumentando de este modo su area superficial. La capa principal o bruta favorece la unién celular y de este
modo la unién fisica del implante al hueso o a la zona de implante. La superficie desbastada presentada por la capa
principal proporciona un area superficial considerablemente mayor que el area superficial del substrato cubierto por
la capa principal.

La etapa de alteracion fisica de la superficie del substrato para formar la capa principal puede comprender, por
ejemplo, el maquinizado, el granallado con arena y el granallado cortante, o cualquier combinacién de estas.
Preferentemente, la etapa de alteracién fisica comprende el granallado cortante de la superficie del substrato con
particulas abrasivas tales como alimina. La capa principal formada de este modo presenta una textura superficial,
irregular, desbastada de picos, surcos, alvéolos y fosas que aumenta el area superficial disponible para la union
celular.

De manera alternativa, la etapa de alteracion fisica del substrato puede comprender, por ejemplo, un tratamiento
superficial macro o microfisico en el que se adhiere un revestimiento de perlas metdlicas a la superficie del
substrato. Las perlas forman una geometria porosa 3D sobre la superficie del substrato, proporcionando de este
modo una capa principal que tiene un area superficial mayor que la superficie del substrato cubierta por el
revestimiento. Preferentemente, la capa principal comprende una capa doble o triple de perlas sinterizadas sobre la
superficie del substrato. Preferentemente, las perlas son perlas de titanio y presentan un diametro medio de 328 um.

De manera alternativa, 0 ademas de, el revestimiento puede contener una esponja o espuma tal como una red de
fibras metdlicas y/o filamentos. De manera alternativa, el propio substrato puede ser poroso o de tipo esponjoso,
anulando el requisito del tratamiento fisico de la superficie del substrato. Preferentemente, la estructura de espuma o
de tipo esponja esta formada por perlas sinterizadas que presentan diametros de entre 15 y 50 um y didametros de
poro de varios cientos de micrometros a aproximadamente 1 mm.

Ademas, y después de la capa principal conformada fisicamente, el método de conformacién y finalizacion de la
capa principal incluye de forma ideal tratar quimicamente la capa principal conformada fisicamente. La etapa de
tratamiento quimico de la capa conformada fisicamente comprende sumergir el material en una disolucién alcalina a
aproximadamente 30-90 °C. El titanio o la aleacién de titano reaccionan con la disolucién alcalina para formar
titanatos alcalinos. De este modo, la superficie de la capa principal completa comprende titanatos alcalinos.
Tipicamente, la superficie de la capa principal completa también incluye 6xido de titanio u 6xidos de titanio.

Preferentemente, la temperatura de la disolucién alcalina esta entre 50-70 °C y méas preferentemente entre 55-65 °C.

Se ha descubierto que el calentamiento del substrato o de la disolucion alcalina hasta una temperatura elevada
puede comprometer la integridad de la capa principal formada de este modo. Por ejemplo, cuando el substrato o la
disolucion alcalina se calientan hasta o por encima de 150 °C, se forma una capa principal que presenta un depdsito
de titanatos alcalinos con un espesor de escala micrénica. Cuanto mas grueso sea el depdsito o capa de titanato
alcalino, mayor es el riesgo de des-laminado o fisuracién de la capa de titanato alcalino. De este modo, la capa de
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titanato alcalino, que de hecho forma la interfase implante-hueso, que une el implante al hueso, se puede debilitar y
provocar finalmente el fallo que se traduce en la separacion entre implante y hueso.

Preferentemente, el substrato se sumerge en una disolucion alcalina durante entre 1 y 24 horas. Tipicamente, el
tiempo de inmersion es entre 1 y 5 horas pero preferentemente es entre 1 y 3 horas. Se han encontrado que los
tiempos de inmersion por encima de 5 horas, en particular por encima de 24 horas, también producen una capa
principal con un espesor en la escala micrénica.

La capa de titanato alcalino crea una superficie sobre la capa principal que comprende una nanoestructura de
titanato alcalinos. De manera general, una nanoestructura o superficie con nanotextura significa una superficie que
incluye particulas o elementos de un tamafio dentro del intervalo nanométrico. La nanoestructura de titanatos
alcalinos se parece a una morfologia de tipo riostra que contiene elementos discretos, fibras o fibrillas que se
parecen estructuralmente, de titanato alcalino que presenta una anchura entre 1 y 20 nanémetros (nm). De manera
general, las fibrillas son de forma cilindrica.

Tipicamente, la longitud de las fibrillas varia de 200-300 nm vy la distancia entre las fibrillas varia de 5 nm a 80 nm.
De manera general, las fibrillas se superponen o se apilan unas sobre otras formando una capa o superficie de
titanato alcalino. Preferentemente, el espesor de la capa de titanato alcalino se encuentra dentro del intervalo de
100-500 nanémetros, mas preferentemente de 100-300 nanémetros.

La etapa de tratamiento fisico crea la capa principal con un area superficial mayor en la preparacién para la
formacion de la nanoestructura de titanato alcalino. La nanoestructura de la capa de titanato alcalino completa la
capa principal y de manera considerable aumenta el area superficial de la capa principal y, con ello, el area
superficial de la interfase implante-hueso disponible para la unién celular y la integracion. La capa de titanato
alcalino también enmascara los efectos negativos provocados por la presencia de cualesquiera particulas abrasivas
presentes en la interfase implante-hueso del implante.

Preferentemente, la capa principal presenta un area superficial de entre 1000 y 5000 veces mayor que el area
superficial del substrato cubierto por la capa principal. Mas preferentemente, la capa principal presenta un area
superficial de entre 20000 y 50000 veces, y de manera ideal entre 40000 y 5000 veces, mayor que el area superficial
del substrato cubierto por la capa principal.

Tipicamente, la disolucién alcalina comprende un hidréxido. Preferentemente, el hidroxido es hidroxido de sodio. Se
pueden usar otros hidréxidos con la presente invencién, por ejemplo, hidréxido de litio o hidroxido de potasio o
cualquier otro hidroxido de metal apropiado. En este caso, la nanoestructura de titanato alcalino de la capa principal
es titanato de sodio. El titanato de sodio es un compuesto que se puede modificar de manera sencilla por medio de
guimica de intercambio i6nico para dar lugar a otros compuestos tales como titanato de litio o titanato de estroncio
con el fin de conferir caracteristicas fisico-quimicas diferentes o de biocompatibilidad apropiadas para diferentes
aplicaciones. Preferentemente, la concentracion de disolucion de hidroxido se encuentra entre 2 y 8 molar, méas
preferentemente entre 3 y 6 molar y de manera ideal en 4 molar. Concentraciones mas elevadas de hidroxido
pueden conducir a la re-disolucion de la nanoestructura.

Tipicamente, la capa principal formada es de naturaleza hidréfila. De manera general, esto se debe a la etapa de
tratamiento quimico para completar la etapa principal. De manera general, la naturaleza hidréfila del material se
mide por medio del angulo de contacto que el agua forma sobre su superficie. Cuanto menor sea el angulo, mayor
es la naturaleza hidréfila del material. Preferentemente, el angulo de contacto de la capa principal es menor que 5°,
mas preferentemente menor que 3°.

Preferentemente, la capa principal presenta baja reflectancia a la luz visible. Tipicamente, la capa principal presenta
una reflectancia a la luz visible dentro del intervalo de 1 % a 20 %. Mas preferentemente, la capa principal presenta
una reflectancia a la luz visible dentro del intervalo de 5 % a 15 5, y de manera ideal dentro del intervalo de 6 % a 10
%. El intervalo de reflectancia aporta a la capa principal un color negro.

Preferentemente, la capa principal incluye hidroxiapatita, por ejemplo hidroxiapatita de calcio. Tipicamente, la
hidroxiapatita se incorpora a la capa principal mediante inmersion del material en sales tampdn mixtas.

Se puede usar el material en implantes médicos y dentales para una mejor integracion implante-hueso. De manera
mas especifica, se puede usar el material en implantes de reconstitucion 6sea que incluyen, por ejemplo, prétesis
para articulaciones de rodilla, articulaciones de cadera y articulaciones de hombro, reconstitucion del cuello de
fémur, reconstitucion y recuperacion de la columna vertebral, recuperacién y reconstitucion de huesos cervicales,
reconstitucion de huesos de la mandibula, fijacion y aumento, fijacion 6sea de trasplantes y otras protesis de las
extremidades.

A continuacion, se describen las realizaciones de la invencion a modo de ejemplo Unicamente haciendo referencia a
los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es una micrografia de barrido electronico (SEM) de una superficie de aleacién de titanio;
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La Figura 2 es una SEM de la superficie de aleacion de titanio de la Figura 1 tras el granallado cortante con
particulas de alimina;

La Figura 3 es una SEM de una superficie con forma de perlas porosa de aleacién de titanio;
La Figura 4 es una SEM de una superficie de espuma y perlas sinterizada de aleacion de titanio;

La Figura 5 es una SEM de una superficie de aleacion de titanio tras el granallado cortante con particulas de
alimina;

Las Figuras 5b-5g son SEMs de las muestras de la superficie de aleacién de titanio de la Figura 5a tras inmersién en
una disolucion 2M (2 molar), 3M, 4M, 6M, 8M y 10M respectivamente de hidréxido de sodio a 60 °C durante 2 horas;

La Figuras 6a-6¢c son SEMs de una superficie de aleacion de titanio con granallado de corte con alimina, una
superficie con forma de perlas porosa de titanio y una superficie con espuma y perlas sinterizada respectivamente,
sumergidas en una disolucién de hidréxido de sodio 4 M a 60 °C durante 2 horas;

Las Figuras 7 y 8 son vistas ampliadas de las superficies de aleacion de titanio de las Figuras 6b y 6¢
respectivamente;

La Figura 9 es una SEM de una superficie de titanio con forma de perlas porosa antes de la formacion de la capa
principal;

La Figura 10 es una SEM de la superficie de titanio con forma de perlas porosa de la Figura 9, habiéndose formado
la capa principal mediante inmersion en una disolucion de hidréxido de sodio 4M a 60 °C durante 2 horas en una
bafio de agua con ultrasonidos;

La Figura 11a es una SEM de una superficie de titanio con forma de perlas y porosa de la Figura 9 sumergida en
una disolucion de hidroxido de sodio 2M a 60 °C durante 10 minutos;

La Figura 11b es una SEM ampliada de la superficie de titanio con forma de perlas y porosa de la Figura 11a, que
muestra de manera mas clara la formacion rapida de la capa principal nanoestructurada que comprende fibrillas de
tamafio nanométrico que presentan un tamafio dentro 1-20 nanémetros;

La Figura 11c es una SEM de la superficie de titanio con forma de perlas porosa de la Figura 11a sumergida en una
disolucion 2M de hidréxido de sodio a 60 °C durante otros 15 minutos, que muestra claramente el desarrollo de la
capa principal nanoestructurada.

La Figura 11d es una SEM de una parte diferente de la superficie de titanio con forma de perlas y porosa de la
Figura 11a que muestra claramente la naturaleza irregular de la formacién de la capa principal.

La Figura 12 es una SEM de una superficie de titanio comercialmente pura tras granallado cortante con particulas de
alimina con la posterior inmersion en una disolucién 4M de hidréxido de sodio a 60 °C durante 2 horas;

Las Figuras 13a-13c son SEMs de ampliaciones crecientes de zonas de la superficie de la aleacion de TiAIND tras el
granallado cortante con particulas de alimina pero antes de la inmersién en hidréxido de sodio, empleando la SEM
un haz de 2 kv para analizar la estructura superior de la capa principal creada;

Las Figuras 14a-14c son SEMs de las mismas zonas de la superficie de la aleacién de TiAINb de las Figuras 13a-
13c tras la inmersion en una disolucién 4M de hidroxido de sodio a 60 °C durante 2 horas, empleando la SEM un haz
de 2 kv para analizar la estructura superior de la capa principal completada;

Las Figuras 15 y 15b son SEMs de las mismas zonas de la superficie de la aleacion de TiAINb de las Figuras 14b y
14c respectivamente, empleando la SEM un haz de 15 kv para analizar la subestructura superior de la capa principal
completada;

La Figura 16 es una grafica que muestra el porcentaje de reflectancia de la superficie de la capa principal para
diferentes substratos; y

La Figuras 17a y 17b son vistas en perspectiva de muestran del material de acuerdo con la presente invencioén que
muestran la capa principal antes del tratamiento con hidréxido de sodio y el pos tratamiento con hidréxido de sodio,
respectivamente.

La Figura 18 muestra datos de p-NPP de muestras de titanio sometidas a granallado cortante, normalizados para
DNA (Pico Green) con barras de error de desviacion estandar. La Tabla 2 muestra estos datos.

La Figura 19 muestra datos de p-NPP de muestras de titanio con forma de perlas porosas, normalizados para DNA
(Pico Green) con barras de error de desviacion estandar. La Tabla 3 muestra estos datos.

La Figura 20 muestra datos de p-NPP de muestras para ensayo de titanio pulido normalizados frente a DNA (Pico
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Green) con barras de error de desviacion estandar. Estos datos proceden de la Tabla 4.

Se lavaron las placas de aleacién de titanio de muestra de varias dimensiones con areas superficiales que variaron
desde aproximadamente 40 mm? hasta 100 mm?, y se secaron para formar substratos de muestra. Las superficies
de substrato preparadas o de muestra fueron aproximadamente lisas. De la manera mas clara, esto puede verse a
partir de la Figura 1 que es una vista de la superficie del substrato tomada por medio de microscopia de barrido
electrénico de ultra-alta resolucion.

Se us6 un microscopio de barrido electrénico de ultra-alta resolucion NanoSEM FEI Nova 200, con una resolucion
ajustada de 1,8 nm a 3 kV y de 1 nm a 15 kV usando Opticas de inmersion para caracterizar las capas principales
formadas sobre el substrato de aleacién de titanio. Las visiones o las micrografias de la capa principal muestran el
detalle en la nanoescala. No obstante, se aprecia que también se pueden usar otros métodos y equipamiento para
explorar el detalle superficial de la capa principal.

Se someti6 a granallado una superficie del substrato preparado con particulas de alimina abrasivas, conocido como
granallado cortante con alimina. El proceso de granallado cortante con alimina desbasta la superficie del substrato,
creando, o conformando de manera parcial, una capa principal que presenta un area superficial mayor que el area
superficial del substrato preparado antes del granallado cortante. De la manera mas clara, esto puede verse en las
Figuras 2 y 5a. se complet6 la capa principal por medio de inmersién del substrato, con la capa principal
parcialmente conformada, en una disolucién 4 molar de hidroxido de sodio a 60 °C durante dos horas. La Figura 5b
es una vista de la capa principal completada que muestra claramente el desarrollo de formaciones de tipo riostra,
fibras o fibrillas de titanato de sodio que presenta dimensiones de nanoescala. El diametro o la anchura de estas
fibrillas se encuentran dentro del intervalo de entre 1 y 20 nandmetros. Se ha medido que aproximadamente 80 % de
las fibrillas presenta un diametro dentro del intervalo de 5 a 12 nanémetros. La longitud de las fibrillas se encuentra
entre 200 y 300 nanémetros.

Se sometieron a granallado cortante con alimina otras cinco muestras de substrato preparadas y se sumergieron en
disoluciones de hidréxido de sodio de concentracion 3 molar, 4 molar, 6 molar, 8 molar y 10 molar respectivamente,
a 60 °C durante dos horas, y las figuras 5¢ a 5g son vistas de la capa principal completada formada en cada caso.
Como puede verse a partir de las figuras 5¢ a 5g, el mejor grabado al aguafuerte, proceso de texturizado o
nanoestructura formada o de densidad mas elevada de formacién de fibrillas se observd con la inmersién en la
disolucion de hidréxido de sodio 4 molar. Cuanto mayor es la densidad de formacion de fibrillas, mayor es el area
superficial de la capa principal. El tratamiento con concentraciones mas elevadas de hidroxido de sodio resulto
menos eficaz y dio lugar a la re-disolucion de la nanoestructura de la capa principal, generandose a una superficie
mas lisa y, con ello, de menor area superficial.

Las Figuras 6a a 6¢c son vistas de una capa principal formada de acuerdo con la presente invencion en la que el
substrato de partida y de este modo la topografia inicial es diferente en cada caso. La Figura 6a es una vista de una
capa principal que se ha formado sobre una superficie de una aleaciéon solida de titanio que se ha sometido a
granallado con particulas abrasivas de alimina y posteriormente se ha tratado quimicamente por medio de
inmersion en una disolucion 4 molar concentrada de hidroxido de sodio a 60 °C durante 2 horas. Las Figuras 6b y 6¢
son vistas de la capa principal que se ha formado sobre una superficie de un substrato poroso de titanio con forma
de perlas y un substrato de espuma de titanio respectivamente, que se ha tratado quimicamente de la misma forma
que el substrato solido de titanio.

El substrato de titanio con forma de perlas poroso y el substrato de espuma de titanio no se sometieron a ningun
tratamiento fisico tal como en el caso de el substrato sélido de aleacién de titanio. Se encontré que cuanto mayor es
el area superficial del substrato de partida, mayor es el area superficial de la capa principal formada. Como puede
verse claramente a partir de las figuras 6a a 6c¢, las fibrillas formadas en el caso del substrato de espuma de titanio,
que presenta el mayor area superficial de substrato de partida, fueran las mas finas, y de este modo la densidad de
formacion de fibrillas fue la méas grande dando lugar al area superficial mas elevada de capa principal. La Figura 9 es
una SEM de una parte de la superficie de una aleacidon porosa de titanio en forma de perlas poroso antes de
completar la capa principal. Las Figuras 11a y 11d ilustran el desarrollo de la capa principal con el tiempo cuando se
sumerge en una disolucién 2 molar de hidroxido de sodio a 60 °C.

Las Figuras 13a-13c son SEMs de ampliacién creciente (ampliadas 200, 500 y 1200 veces respectivamente) de
zonas de la superficie de la aleacion de TiAIND tras el granallado cortante con particulas de alimina pero antes de la
inmersién en hidroxido de sodio; el SEM que emplea un haz de 2 kv para analizar la estructura superior de la capa
principal completada. Las Figuras 14a-14c son SEMs de las mismas zonas y de las mismas ampliaciones sobre la
superficie de aleacién de TiAINb de las Figuras 13a-13c respectivamente tras sumergir en una disolucion 4 molar de
hidréxido de sodio a 60 °C durante 2 horas; el SEM que emplea un haz de 2kv para analizar la estructura superior de
la capa principal formada de este modo. Las Figuras 15a y 15b son SEMs de las mismas zonas y de las mismas
ampliaciones de la superficie de la aleaciéon de TiAINb que las Figuras 13b y 13c, respectivamente; la SEM que
emplea un haz de 15kv para analizar la subestructura de la capa principal formada.

Se analizaron las superficies de las capas principales por medio de microscopia de barrido electronico (SEM) antes y
después de sumergir el substrato en las disolucion de hidréxido de sodio para analizar la topografia superficial y el
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contenido de alimina a través de la capa principal. Esta técnica se puede llevar a cabo a diferentes voltajes lo que
permite que la superficie y la sub-superficie de la capa principal puedan ser analizadas; cuanto mayor se el voltaje
mas profunda es la penetracion del haz. La aleacién de titanio presenta un nimero atémico medio mas elevado que
el de alimina. Cuando mayor es el namero atémico medio del material a analizar usando SEM, mayor es la
retrodispersion electrénica y de este modo mas brillante es la imagen SEM.

La alimina presenta un nimero atémico medio menor que la aleacion de titanio y de este modo la imagen SEM de
aleacion de titanio con alimina presente es mas oscura que la aleacién de titanio sin alimina. Esta claro que cuando
se compara con la Figura 1, que muestra un substrato de aleacién de titanio antes del granallado cortante con
almina, con las figuras 13a a 13c, por ejemplo, que muestran la aleacidon del substrato de titanio después del
granallado cortante con alimina, una cantidad importante de alimina se intercala en la superficie del substrato
formando la capa principal. Las Figuras 14a a 14c representan la capa principal de las Figuras 13a a 13c que han
sido completadas por medio de tratamiento mecénico con hidroxido de sodio como se ha descrito anteriormente.
Como puede verse, las imagenes de SEM de la capa principal ilustradas en las figuras 14a a 14c son mas brillantes
que las imagenes SEM de la capa principal mostrada en las figuras 13a a 13c ya que la capa de titanato de sodio
form6 enmascaradores de las particulas de alimina presentes en la superficie superior de la capa principal. El
titanato de sodio presenta un nimero atébmico medio mayor que el de alimina y de este modo la imagen SEM de la
capa principal completada aparece més brillante que la capa principal creada por medio de granallado cortante de
alimina y antes del tratamiento con hidréxido de sodio.

El voltaje mas elevado de las imagenes de SEM ilustran la composicion de la sub-superficie de la capa principal que
es claramente mas oscuro y de este modo mas elevado en cuanto a contenido de alimina que las zonas de la
superficie superior. No obstante, Gnicamente resulta critico enmascarar las particulas de alimina en la superficie
superior de la capa principal que forma la interfase implante-hueso y de este modo se encuentra en contacto directo
con el hueso, debido a que la contaminacion de la sub-superficie de la capa principal con particulas abrasivas
presenta un pequefio efecto sobre la union generada entre el hueso y el implante.

También se llevd a cabo el analisis de la reflectancia de varios substratos antes y después del tratamiento con
hidréxido de sodio 4 molar. Como puede verse claramente a partir de la tabla 1 siguiente, cuanto mayor es el area
superficial de la capa principal, menos visible es la luz reflejada. El substrato de espuma de titanio que produjo la
capa principal con mayor area superficial reflejd Unicamente entre 5 y 10 % de la luz visible. Todas las capas
principales completadas fueron de color negro cuando se fueron observadas a simple vista.

Tabla 1
Longitud de Control Control Control Tratado con Tratado con Tratado con
onda (nm) NaOH 4M NaOH 4M NaOH 4M
Granallado- Ti poros en Ti en forma Granallado Ti poroso en Espuma de
cortante formade de espuma cortante con formade Ti
TicAl4V perlas Ti6Al4V perlas
400 22,83 17,99 17,61 12,71 4,78 5,56
410 23,23 18,32 17,86 12,61 4,94 5,71
420 23,6 18,58 18,05 12,53 5,06 5,82
430 23,95 18,75 18,19 12,47 5,12 5,88
440 24,26 18,92 18,3 12,47 5,18 5,96
450 24,55 19,17 18,44 12,54 5,31 6,1
460 24,82 19,42 18,6 12,67 5,45 6,25
470 25,11 19,6 18,8 12,88 5,59 6,39
480 25,39 19,79 19,03 13,14 5,72 6,53
490 25,64 19,99 19,31 13,41 5,84 6,63
500 25,92 20,28 19,61 13,74 5,98 6,76
510 26,3 20,75 19,92 14,18 6,2 7
520 26,67 21,19 20,21 14,63 6,4 7,23
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Longitud de Control Control Control Tratado con Tratado con Tratado con
onda (nm) NaOH 4M NaOH 4M NaOH 4M
Granallado- Ti poros en Ti en forma Granallado Ti poroso en Espumade
cortante formade de espuma cortante con formade Ti
TisAlsV perlas Ti6Al4V perlas

530 26,89 21,4 20,42 14,99 6,51 7,37
540 27,07 21,54 20,61 15,33 6,6 7,49
550 27,76 21,72 20,8 15,7 6,7 7,61
560 27,44 21,89 20,97 16,06 6,8 7,74
570 27,6 22,02 21,09 16,41 6,91 7,88
580 27,74 22,15 21,19 16,72 7 8,01
590 27,87 22,32 21,27 16,95 7,02 8,1
600 27,99 22,51 21,35 17,15 7,04 8,19
610 28,12 22,68 21,48 17,36 7,15 8,31
620 28,28 22,85 21,67 17,6 7,3 8,46
630 28,52 23,06 21,95 17,95 7,54 8,63
640 28,78 23,27 22,23 18,29 7,74 8,8
650 28,9 23,4 22,34 18,42 7,73 8,92
660 28,96 23,51 22,38 18,45 7,62 9

670 29,04 23,65 22,41 18,46 7,55 9,06
680 29,14 23,79 22,46 18,47 7,52 9,11
690 29,31 23,88 22,59 18,48 7,55 9,18
700 29,562 23,94 22,78 18,49 7,63 9,27

Se comparod la actividad osteogénica de los materiales de titanio de las muestras, las muestras de ensayo de
aleacion de titanio, que presentaron diferentes pre-tratamientos (granallado cortante, pulido, formacién de perlas
porosas), sobre al superficie tras el tratamiento quimico con una disolucién alcalina, y se compararon con cada uno
de los otros tipos de pre-tratamiento y con los que no habian sido tratados quimicamente.

La disolucion alcalina fue una disolucion 4 molar de hidroxido de sodio durante 2 horas a 60 °C (como se ha descrito
en el presente documento anteriormente).

Los pre-tratamientos de las muestras de ensayo de aleacion de titanio fueron pulido de la superficie, granallado
cortante y formacion de perlas porosas como se conoce en la técnica.

Tras el tratamiento quimico de la aleacién de titanio, se introdujeron las muestras de ensayo en tubos de silicona
individuales de forma que cualquier fluido colocado sobre la muestra de ensayo permaneciese sobre la superficie de
ensayo. Posteriormente, se esterilizaron las muestras de ensayo.

Se recuperaron hemocitoblastos mesenquimales humanos, se introdujeron en un medio apropiado y se incubaron
durante la noche. Tras la incubacion, se sustituy6 el medio por un medio osteogénico que contenia B-glicerofosfato y
éste se sustituyd dos veces por semana.

Se llevé a cabo la tincién de células vivas/muertas sobre todos los tipos de superficies en los mismos puntos.

Se sometieron las muestras a lisis celular y a analisis de ensayo de p-NPP de fosfatasa alcalina de p-nitrofenol a la
actividad osteogénica indicada de las células y, de este modo, a formacion 6sea.

La Tabla 2 muestra los resultados para las muestras de ensayo pre-tratadas con granallado cortante tratadas con
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disolucion alcalina en comparacion con las no sometidas a disolucidn alcalina.

Tabla 2
Granallado tral?e?da Alcali tra’?;da Alcali tral?;da Alcali tra’?;da Alcali
cortante con GC (Eg?aG;): con GC (Eg?ac;?C): con GC (cgir;l ?Ac,:) con GC (CSI% 25
(Dia 3) (Dia 7) (Dia 14) (Dia 21)
Rep 1 25,493 38,760 79,569 | 155,813 | 165,721 | 211,735 | 149,917 | 226,772
p-NPP Rep 2 21,630 | 37,081 | 63,447 | 142,378 | 184,362 | 263,529 | 228,443 | 380,482
Rep 3 19,783 | 36,745 | 95,895 | 129,446 | 235,583 | 306,969 | 243,480 | 327,018
Rep 1 6,702 5,965 5,227 7,439 11,863 7,439 10,388 9,651
Pico Green Rep 2 6,702 6,702 6,702 5,227 10,388 5,965 8,176 8,176
Rep 3 6,702 7,439 6,702 5,965 9,651 7,439 10,338 8,176
Rep 1 3,804 6,498 15,222 | 20,945 | 13,970 | 28,463 | 14,432 | 23,498
Normalizacion Rep 2 3,228 5,533 9,467 27,237 17,748 44,183 27,940 46,535
Rep 3 2,952 4,939 14,304 21,703 24,411 41,265 23,439 39,996
Media 3,328 5,657 12,998 | 23,295 | 18,709 | 37,970 | 21,937 | 36,676
Desv. Est. 0,435 0,787 3,092 3,435 5,286 8,362 6,878 11,872
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Los resultados muestran que hay més actividad osteogénica cuando las muestras han sido tratadas por ejemplo con
una disolucién alcalina en comparacion con las que no se han tratado quimicamente.

Se aprecia que la capa principal puede incluir varios materiales bio-activos incluyendo antimicrobianos. Se apreciara
gue la capa principal ademéas puede tratarse con el fin de conferir propiedades anti-bioobstruccion, citogénica,
catalitica, osteogénica o electroquimica al implante.

Se apreciara ademas que el substrato puede comprender otros metales o aleaciones en lugar de titanio, por
ejemplo, nitinol o circonio.

12
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para conformar un material apropiado como implante que comprende un substrato de metal o de
aleacién de metal, consistiendo dicho método en las etapas de:

(a) proporcionar un substrato de metal o aleacion de metal;
(b) tratar fisicamente la superficie del substrato para proporcionar una superficie desbastada irregular;

(c) tratar quimicamente la superficie formada en la etapa (b) para proporcionar una superficie con
nanoestructura, que se caracteriza por que la etapa de tratamiento quimico consiste en sumergir el substrato
en una disolucién alcalina de entre 2 y 8 molar a una temperatura de entre 30-90 °C.

2.- El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el metal es un metal de transicion, una aleacién de metal
de transicion o un 6xido de metal de transicion.

3.- El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el metal de transicion es titanio, una aleacion de titanio o
un 6xido de titanio.

4.- El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la disolucién alcalina presenta una
concentracion de entre 3 y 6 molar.

5.- El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la disolucién alcalina comprende un
hidréxido.

6.- EI método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el hidroxido es hidroxido de sodio.

7.- El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el substrato se sumerge en la disolucion
alcalina a una temperatura de entre 50-70 °C.

8.- El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el substrato se sumerge en la disolucion alcalina a una
temperatura de 55-65 °C.

9.- El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el substrato se sumerge en la disolucion
alcalina durante entre 1 y 24 horas.

10.- El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el substrato se sumerge en la disolucién alcalina
durante entre 1y 5 horas

13
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4

15



ES 2379304 T3

g Punto |
2,00 kv - 25mm 25 474pm - Ti2 M 2 Hr 60 C

16



ES 2379304 T3
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Fig. 5c

Fig. 5d
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Fig. Se
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Fig. 5g
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HV Punto Jm :
2,00kv 2,1 mm 2,0 366 ,83E-4 Pa Ti poroso en forma de perlas 10 min

t]

Fig. 11a
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mag
5,00kv 3,7 mm 25 "' 1,14E-4 Pa Poroso en forma de perlas 2 M 25 min total
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Fig. 12
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Fig. 13b
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Fig. 13c

Fig. 14a
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Fig. 14b

Fig. 14c
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Fig. 15a

Fig. 15b
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Reflectancia a longitudes de onda visibles
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Fig. 17a

Fig. 17b

31



p-NPP (nmol)/DNA (ug/ml)

ES 2379304 T3

15 jll “
10
5 B
0 ’+| L] L] L] L] L] L]
GB no tratado  GB no tratado GB no tratado  GB no tratado
(Dia 3) (Dia 7) (Dia 14) (Dia 21)
Fig. 18

32




ES 2379304 T3

Fig. 19
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