PROCEDIMIENTO PARA BIOFUNCIONALIZAR LA SUPERFICIE DE IMPLANTES
ORTOPEDICOS DE TITANIO

Sector tecnolégico

’

Esta invencién se relaciona con el sector técnico de desarrollo y funcionalizacién de biomateriales para
aplicaciones médicas, biomédicas, biotecnolégicas, de bioingenieria y de ingenieria de tejidos in vivo.
Especificamente, se refiere a la biofuncionalizacién del titanio con la aplicacién de un recubrimiento mediante
un procedimiento que modifica la superficie, con el cual se estimula la proliferacién osteoblastica y se controla
la reabsorcién ésea, buscando asi mejorar la respuesta y disminyir las complicaciones de los pacientes con

F;

osteoporosis que requieren implantes de uso ortopédico.

La biofuncionalizacién del titanio de uso ortopédico se realiza mediante la modificacién de su superficie con una
matriz nanoestructurada de diéxido de titanio, depositada por electrospray en la cual se inmoviliza el raloxifeno,
medicamento aprobado para la osteoporosis por la Agencia de Alimentos y Medicamentos, FDA (Food and Drug

Administration, en inglés).

Estado de la técnica

Las proyecciones sobre poblacién mundial muestran un incremento estimado entre 7,5 miles de millones a 10,5
miles de millones para el afio 2050. Para América Latina se calcula que el porcentaje de adultos mayores de 50
afios pasard del 13% - 29% en el afio 2011 al 28% - 49% en el 2050 y el porcentaje de adultos mayores de 70
afios se incrementaré en un 280%. Este cambio en la poblacién conlleva un aumento en el ndmero de pacientes
con diagndstico de osteoporosis y sus complicaciones. Actualmente la osteoporosis es el trastorno metabélico
6seo mas comdn en Estados Unidos y la causa mds frecuente de fracturas en adultos mayores: cerca de 10
millones de individuos tiene osteoporosis y alrededor de 300.000 fracturas de cadera se producen cada afo. La
postmenopausia incrementa el riesgo de fractura en mujeres en un 40% y meta-andlisis recientes muestran que
la tasa de mortalidad se incrementa de 5 a 8 veces durante los 3 primeros meses después de la fractura de
cadera asociada a osteoporosis, tanto en hombres como en mujeres. En los pacientes con osteoporosis que
requieren implantes ortopédicos hay un aumento de la morbilidad y la mortalidad, con gran impacto en la
calidad de vida y alto costo econémico y social en su manejo. Se estima que para el afo 2030: las cirugias para
reemplazos totales de cadera se incrementardn en un 174%; las artroplastias de rodilla crecerdn en un 673%; las
cirugias para revisién de implantes de cadera se incrementaran en un 137%; las cirugias de rodilla en un 607%
entre los afios 2005 y 2030, con costos calculados en 20 billones de délares en estados Unidos y 30 billones de
délares en la Unidn Europea. La proyeccion en nuestro pais del tratamiento de fracturas se calcula en més de

200 billones para el afio 2015 (Garcia, 2014; Vo-Dinh, T, 2007).

Aunque las técnicas quirdrgicas para artroplastias comenzaron en el siglo XIX, se considera que desde hace unos
50 afios se inicia la era de la cirugia moderna para reemplazo de articulaciones, revolucionando el tratamiento de
los pacientes con trastornos avanzados de la cadera y la rodilla. Dentro de los biomateriales metélicos mas
frecuentemente utilizados en ortopedia se encuentra el titania y sus aleaciones, dada su durabilidad y
propiedades mecdnicas, especialmente su alta resistencia a la fatiga y bajo médulo eldstico, si se compara con
otros metales. Sin embargo el titanio no es un material biolégicamente activo (bioactivo), es decir, es incapaz de
inducir la diferenciacién de células madre (células Stem) en células osteogénicas para favorecer su proliferacién,

estimular funciones especificas y actuar como andamio estructural a través del cual el tejido 6seo del huésped
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infiltre y regenere. De ésta manera, cuando un dispositivo metdlico se implanta es probable que exista una
inadecuada integracién del biomaterial con el hueso, lo que conlleva a su posible aflojamiento con degradacién
del hueso adyacente y eventualmente la necesidad de re-intervenir quirtrgicamente al paciente para su revision

y/o remocién (Kyllénen, L. et al, 2014).

“La biofuncionalizacién se define como una modificacién de las propiedades fisicoquimicas de la superficie de
cualquier material, que permite incidir en el comportamiento de las células que entren en contacto con el
biomaterial (puede ser un implante o una prétesis) a fin de mejorar la respuesta biolégica del organismo ante el

material con el que se ha fabricado el implante de uso ortopédico” (Rev. Gaceta Dental, 2010).

En este panorama, las técnicas propias de la ingenieria de superficies se han convertido en una alternativa para
disminuir las complicaciones de los biomateriales metdlicos por medio de tratamientos generalmente
posteriores a los procesos de manufactura, los cuales modifican la superficie del material en su composicién,
estructura y topografia sin alterar las propiedades mecénicas del material bloque. Se han utilizado dos enfoques:
la modificacién de la topografia de superficie y la funcionalizacién de la misma. En la modificacién de la
topografia de superficie generalmente se utilizan métodos mecdnicos por ejemplo maquinado, esmerilado,
pulido y onda de choque (machining, grinding, polishing and blasting, en inglés) que producen cambios en la
rugosidad o en la porosidad de acuerdo a las necesidades de migracion celular, pero sin estimular funciones
celulares especificas. La biofuncionalizacién busca incrementar la- biocompatibilidad y la bioactividad de los
metales. Diversos métodos quimicos (tratamiento quimico con acidos y alcalis, recubrimiento mediante sol-gel,
oxidacién anédica, deposicion quimica mediante vapor y métodos bioquimicos) y fisicos (diversas formas de
spray, laser y deposicién fisica mediante vapor) han sido utilizados para favorecer la reparacién dsea y la
respuesta ante fluidos corporales para incrementar la resistencia a la corrosion y controlar los procesos de
adsorcion de proteinas y la adhesién celular, condiciones necesarias para que se lleve a cabo la osteointegracién,

se disminuya la respuesta inmune y/o se reduzca el riesgo de infeccién.

Con el objeto de modificar la topograffa de la superficie del titanio y aumentar su bioactividad, se han realizado
recubrimientos porosos con fosfato de calcio mediante electrospray (Electrostatic Spray Deposition). También
se han realizado recubrimientos compuestos de coldgeno-fosfato de calcio Col-CaP y nanocristales de apatita,
incluyendo hidroxiapatita HA, HA nanocarbonatada sustituida e HA nanosiliconada sustituida, preparados a
partir de precursores. Adicionalmente, se ha combinado el uso de electrospray con electrospinning con el
propésito de realizar una matriz de soporte (scaffolds, en inglés) qué biomimetizard la estructura jerarquica de la
matriz extracelular, MEC, del hueso y sirviera de soporte para la reparacién por medio de una superficie en el
rango nanométrico y con buenas propiedades mecdnicas (Kyllonen, L. et al, 2014; Hanawa, T., 2011; Clavijo, D.,
2010).

La mayoria de los procesos de biofuncionalizacién del titanio se han desarrollado desde 1990, siendo los
recubrimientos de hidroxiapatita (HA) o fosfato de calcio los mas frecuentemente desarrollados y varios de ellos

comercializados.

El primer implante de este tipo se realizé hacia el afio 1989 y su uso se ha incrementado en los Gltimos doce
afos. Este tipo de recubrimientos ofrece una fijacién estable a largo plazo y facilita el recambio. Sin embrago,
meta-analisis concluyen que no existe evidencia clinica ni radiolégica de los beneficios de la aplicacién de la
cobertura de hidroxiapatita, HA, en el componente femoral de |3 prétesis de cadera. Adicionalmente, se ha
evidenciado una muy alta tasa de falla en el componente acetabular recubierto con hidroxiapatita con aumento

en las posibilidades de revisién por disolucién aséptica del mismo (Faig-Marti J., 2007).
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Debido a estos resultados la atencién se ha enfocado hacia el acople e inmovilizacién de grupos quimicos
funcionales (OH, COOH, CH3, NH2), biomoléculas (ejemplo factores de crecimiento, secuencias peptidicas), y
medicamentos sobre biomateriales metélicos. El objetivo de este tipo de tratamientos es: promover funciones
celulares especificas que favorezcan la adhesién y proliferacion celular, especialmente en casos de pacientes con
patologias 6seas; disminuir la inflamacién y los riesgos de infeccién; incrementar la fijacién del implante al tejido
6seo; y, modular la respuesta del sistema inmune ante el implante. Los materiales biofuncionalizados con
medicamentos, aunque potencialmente dtiles para disminuir las complicaciones y mejorar la calidad de vida de
los pacientes sometidos a reemplazos articulares, se encuentran aln en fases iniciales de investigacién. Los
ensayos clinicos con los mismos se limitan a unas pocas experiencias con bifosfonatos, medicamentos con
reconocidos efectos secundarios, en donde se han utilizado tratamientos superficiales bastante complejos

(Kyllonen, L. et al, 2014).

’

Ante la evidencia de que, en el entorno mundial, la osteoporosis es el trastorno metabélico 6seo mas comtin y la
causa mads frecuente de fracturas de cadera en pacientes de la tercera edad, la mayorfa de las cuales requieren
reemplazos articulares, la biofuncionalizacién de metales con medicamentos se ha dirigido a resolver este
problema. Aunque se desconocen los mecanismos exactos, se sabe que la calidad del tejido éseo en la
osteoporosis no solo incrementa el riesgo de fracturas sino que t’gmbién disminuye la eficacia y aumenta las
complicaciones de los implantes y reemplazos articulares cuando estos son utilizados en pacientes con esta
patologia. Se ha postulado que la microarquitectura ésea de hueso trabecular peri-implante, alterada en la
osteoporosis, afecta la estabilidad del dispositivo. Las diversas fases de regeneracién del tejido 6seo,
coordinadas en el tejido normal, se encuentran desorganizadas durante la fase inicial de osteointegracién de
implantes en el hueso osteoporético. Debido a los resultados obtenidos con el tratamiento con bifosfonatos por
via oral, la investigacién se ha dirigido hacia implantes que liberen esos medicamentos para mejorar la calidad
del tejido 6seo y por tanto la osteointegracién cuando un implante es colocado, disminuyendo la posibilidad de

aflojamiento del mismo.

Se han ensayado diversas técnicas para incorporar bifosfonatos al titanio y a otros biomateriales, desde la simple
inmersién hasta procedimientos bastante complejos. Los primeros ensayos mostraron (nicamente
inmovilizacién temporal del medicamento, pero la utilizacion de otros tratamientos superficiales incrementaron
a fijacién y produjeron efectos positivos en la diferenciacién celular, inhibiendo la proliferacién de osteoclastos
para estudios in vitro y una mayor neoformacién de hueso alrededor del implante en animales de
experimentacion. Ensayos clinicos en seres humanos con titanio biofuncionalizado con bifosfonatos para uso
odontolégico, mostraron una buena respuesta radiolégica de fijacién del implante a los dos meses de realizado
el procedimiento, pero al ser ésta la primera generacién de este tipo de recubrimientos, los efectos benéficos en
los pacientes a largo plazo son desconocidos. Una ventaja adicional posible de los recubrimientos con
bifosfonatos es considerar que su aplicacién es meramente local’ (drea peri-implante) y no sistémica, como
ocurre con la administracion oral de éste tipo de medicamentos. Esto podria disminuir la posibilidad de efectos
secundarios que han sido reportados, los cuales incluyen, paradéjicamente, mayor incidencia de fallas en
implantes dentales, aumento del riesgo de infeccién y de necrosis mandibular por lo que es importante dirigir la

investigacién hacia otro tipo de medicamentos (Kyllénen, L. et al, 2014; Abtahi J, et al, 2012).

Toda esta tecnologia ha sido recogida en patentes, como muestra de ello se refieren a continuacién cuatro de las

’

mds cercanamente relacionadas con lo aqui reivindicado.

La patente china CN202982722 refiere un “Hueso artificial recubierto por oxidacién con micro arco sobre

superficie de titanio puro o de aleacién de titanio”. Sefiala el documento que el objeto de la invencién es:
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mejorar la actividad biolégica del titanio o sus aleaciones; fortalecer sus cualidades de cementacién; reducir su
tiempo de curado y mantener esas cualidades mientras permanezca implantado en el cuerpo humano. Para
lograr esas caracteristicas y promover la combinacién del titanio metal médico y el tejido 6seo humano se ha
utilizado un plasma de hidroxiapatita rociado hasta cubrir la ‘superficie del material. No obstante, ese
tratamiento genera una cobertura y un cuerpo basal que se pueden craquear debido a la baja fortaleza del
recubrimiento lo que afecta gravemente su uso real. El hueso artificial con el recubrimiento de oxidacién de
micro arco sobre el titanio puro, o sobre la superficie de la aleacién de titanio, que se reivindica considera un
cuerpo basal de hueso artificial en que se forma una capa superficial de titanio puro, o de aleacién de titanio,
sobre la superficie del cuerpo basal del hueso artificial; y un recubrimiento de micro arco de oxidacién se forma
en el exterior de una capa superficial de titanio puro o de aleacién de titanio. El hueso artificial descrito en la

patente es utilizado para elaborar sustitutos de tejidos duros incluyendo huesos humanos y similares.

La solicitud de patente WO2013109078 “Superficie porosa para mejorar la capacidad de cementacién del hueso
sobre un implante que tiene una estructura de tres partes a escala macro/micro/nano, y el método de
produccién del mismo”, devela un implante basado en titanio para trasplante biolégico que cuenta con la
apropiada rugosidad y cardcter hidrofilico superficial sobre una amplia drea del implante. La superficie del
implante tiene una estructura de tres partes en las escalas nano, micro y macro. En la escala nano de la
estructura, nanoparticulas de oxido de titanio forman una superficie hidrofilica y constituyen las superficies
internas de los microporos de algunos micrémetros que se forman como dreas asimétricas en la superficie del
implante. Las partes asimétricas de la escala micro constituyen una superficie ondulante que tiene una rugosidad
en el rango entre 0.5 y 5 Um sobre la escala macro, y forman una pluralidad de 4reas sumergidas de decenas a
cientos de micrémetros. El implante puede producirse por moldeo del titanio metélico o de aleaciones de titanio
déndole la forma que se desee, formando los microporos por ‘erosién con particulas organicas sobre la
superficie, por medio de un método tal como la abrasién con chorro de arena (sandblasting), llevando a cabo
entonces el procesamiento acido del implante y, seguidamente, se producen las nanoparticulas de éxido de

titanio por oxidacién anédica antes de efectuar el tratamiento calérico requerido.

La patente CN 102181842 “Método para modificar la superficie del titanio” describe un procedimiento para
modificar la superficie del titanio, el cual comprende la implantacién del ion tantalio o el enchape sobre la
superficie del titanio mediante el uso de una tecnologia de implantacién o deposicién por plasma de inmersién
ibnico para obtener una capa modificada de tantalio y/o 6xido de tantalio. La superficie del titanio es
modificada, en forma tal que sus especiales propiedades mecénicas se preservan, la resistencia a la corrosion y la
bioactividad del material se mejoran y su alta biocompatibilidad puede mantenerse. La superficie de titanio
modificada que es sometida a la implantacién o deposicién de titanio no requiere ser sometida a ningtin
tratamiento posterior, se puede inducir la formacién y crecimiento é}e apatita similar al hueso sobre la superficie
cuando la superficie de titanio es remojada en un fluido corporal simulado, y se obtiene un material sustituto de

hueso artificial con alto desempefio integral.

La solicitud de patente WO2005014069, “Recubrimiento de dispositivos quirdrgicos”, presenta un método para
el revestimiento de dispositivos quirdrgicos fundamentado en la deposicién electrostatica de polvos. El
dispositivo considerado puede usarse en procedimientos quirargi‘cos o diagnésticos, incluyendo dispositivos
procedimentales o quirdrgicos también como implantables. Debido a que el recubrimiento se aplica
electrostdticamente, es atraido a todas las partes del dispositivo, sin incluir aquellos lugares que se encuentran
en la linea visual del rociador, como sucede con los recubrimientos de rociado liquido convencional. El proceso

permite que se depositen cantidades uniformes y reproducibles y asi pueden aplicarse exactamente
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recubrimientos de medicamentos que se eluyan a canulas y otros dispositivos quirtirgicos, resultando en control
preciso sobre la liberacién del medicamento. Adicionalmente, los recubrimientos de medicamentos eluyentes
pueden aplicarse en un solo paso, aunque mdltiples capas pueden aplicarse fécilmente si se desea para crear un

s

perfil especifico de liberacién de medicamentos.

La patente CN203107779, “Prétesis de articulaciones recubiertas con diéxido de titanio que contiene cristales
nanométricos de alta actividad biolégica”, reivindica una prétesis de articulacién que presenta un recubrimiento
con cristales nanométricos de diéxido de titanio de alta actividad bioldgica. La prétesis de articulacién revestida
con el recubrimiento de cristales manométricos de diéxido de titanio de alta actividad biolégica esta compuesta
por una matriz, sobre cuya superficie se ubica el recubrimiento de ‘cristal nanométrico de diéxido de titanio de

alta actividad biolégica. La prétesis de articulacién se utiliza para reemplazar articulaciones.

El recubrimiento de implantes con medicamentos es un 4rea de investigacién reciente pero muy explotada
debido a su potencial traslacional. En el contexto de la osteoporosis, la liberacién local de medicamentos va

dirigida a la estimulacién del tejido dseo para incrementar la estabilidad del implante.

Como se menciond, se han realizado investigaciones con diversos factores de crecimiento (p. ej. BMP-2), la
mayorfa de las cuales se basan en la adsorcién del medicamento sobre el titanio. También se han realizado
recubrimientos con Ranelato de Estroncio, con los cuales se ha mejorado la reparacién de fracturas, sin embargo,
este medicamento no estd aprobado por la FDA debido a sus efectos secundarios dentro de los cuales se

encuentra un aumento en el riesgo de infarto del miocardio.

Aunque los modulares selectivos de los receptores de estrégenos (SERM), como el Raloxifeno, se han utilizado
con aprobacién de la FDA desde el 2006 en el tratamiento de la osteoporosis, mostrando una reduccién del 50%
en la incidencia de fracturas vertebrales secundarias a osteoporosis, a la fecha sélo se ha encontrado en la
literatura una referencia de inmovilizacién de Raloxifeno sobre Titanio, combinado con bifosfonato e
inmovilizado por adsorcién al sumergir el titanio en una solucién de raloxifeno en dimetilsulféxido. Se ha
evidenciado en estudios sobre la inmovilizacién, donde se ha realizado por adsorcién, que la fijacién del
medicamento es pobre y no garantiza la permanencia del medicamento (Kyllénen L. et al., 2014; Abtahi J. et al.,

2012; Harmankaya N. et al, 2013).

’

Una patente que refiere el uso de medicamentos, diferentes al empleado en la tecnologia aquf descrita, es la
DE102011006278, Biofuncionalizacién con una capa de recubrimiento que provee una cobertura con grupos
libres funcionales, e inmoviliza diferentes biomoléculas sobre la superficie de la cobertura, de forma que las
biomoléculas son enlazadas covalentemente a la superficie. Se reivindica la biofuncionalizacién con
recubrimiento que comprende: (a) proporcionar una capa de recubrimiento que tenga grupos funcionales libres
en su superficie y (b) inmovilizar muchas biomoléculas diferentes sobre la superficie de la capa de
recubrimiento, de modo que las biomoléculas estén enlazadas covalentemente a la superficie de la capa de
revestimiento. Las reivindicaciones independientes reclaman: (1) la superficie biofuncionalizada por una capa de
recubrimiento lograda segtin lo describe el procedimiento; (2) un articulo compuesto por un objeto y por la capa
de recubrimiento adherida a él; y (3) un objeto con una superficie biofuncional que comprende la aplicacién de la

capa de recubrimiento sobre el objeto y la biofuncionalizacién de la capa de recubrimiento.

’

Los hechos hasta aqui planteados permiten concluir que se han probado diversos métodos para mejorar las
caracteristicas biofuncionales del titanio con el propésito de mejorar sus caracteristicas mecénicas y su funcién
biolégica en relacién con el hueso, de manera que sea posible optimizar su comportamiento al ser usado en

implantes, especialmente cuando deben realizarse implantes a pacientes afectados por osteoporosis. A pesar de
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que existan muchas soluciones al problema, todavia no se logra una que resuelva los inconvenientes comunes a
las demds técnicas, razén por la cual se ha abordado el reto con esta creacién, en la cual se propone una
modificacién en la forma de activar la superficie del titanio y la adicién de raloxifeno como medio para promover

la formacién de hueso sobre el implante.

Descripcion de las Figuras

La Figura 1 presenta una microfotografia electrénica de barrido realizada sobre una muestra de la superficie del
titanio recubierta con la matriz de nanoparticulas de TIO; en las cuales se ha inmovilizado el Raloxifeno
mediante el procedimiento aqui descrito; la microfotografia se realizé con un aumento de 3000X. Esa
microfotografia se compara con microfotografias en aumento de 1000X para superficies de titanio tratadas por
ataque acido (i) y plasma spray de titanio (ii y iii) en tornillos de titanio comerciales (Sardinha, S. C. S. et al,

2013).

La Figura 2 exhibe los resultados de aplicar microscopia confocal‘sobre: la matriz de diéxido de titanio puro,
ampliada a 20X (Figura 2A); raloxifeno puro, ampliada a 40x (Figura 2B); y sobre la matriz o recubrimiento de

di6xido de titanio sobre el que se ha inmovilizado raloxifeno, ampliada a 20 y a 40X (Figuras 2C y 2D).

La Figura 3 despliega el espectro resultante al aplicar la espectroscopia Raman sobre el raloxifeno inmovilizado

sobre la matriz de TiO2. El detalle en el recuadro muestra la deconvolucién de la zona entre 1500 y 1650 cm™.

La Figura 4 corresponde a los resultados de ensayos in vitro del ensayo MTT realizado para determinar la
proliferacién de osteoblastos a las 72 horas frente a vidrio (control negativo, 1), titanio sin modificacién en la
superficie (2) y titanio recubierto segin esta invencién (3). El analisis de varianza muestra diferencias
significativas (p=0,035) a favor del titanio con la modificacién de superficie realizada segun el procedimiento

descrito.

La Figura 5 presenta las principales etapas del procedimiento quirdrgico en los ensayos in vive definidos como
implante en ratas Wistar de un par de tornillos de titanio, el uno sin modificacién y el otro modificado con el
recubrimiento aqui descrito. Las fotografias detallan: la induccién anestésica (Figura 5A) en una rata Wistar; el
abordaje lateral del fémur de la rata (Figura 5B); el implante de los tornillos de titanio, uno sin modificacién
(parte distal del fémur) y el otro biofuncionalizado con el recubrimiento (proximal) (Figura 5C); y, finalmente, el

cierre quirtirgico post-implante (Figura 5D).

En la Figura 6 se exhiben las radiografias realizadas a dos especimenes de ratas Wistar, practicadas 80 dias post-
implante. Nétense las diferencias en la densidad dsea en el drea peri-implante de cada tornillo. En el 4rea peri-
implante del tornillo biofuncionalizado con raloxifeno (proximal) se observa una mayor densidad ésea si se le

compara con el drea perimplante del tornillo sin biofuncionalizar (distal).

La Figura 7 muestra el aspecto macroscépico del fémur luego de la eutanasia a uno de los especimenes
intervenidos. La flecha de color negro muestra el drea donde se encontraba el tornillo biofuncionalizado y la

flecha de color gris el 4rea donde se encontraba el tonillo sin biofuncionalizar.

’

Descripcién de la invencién

Esta invencién desarrolla un procedimiento y un recubrimiento para biofuncionalizar la superficie del titanio

mediante la técnica de electrospray, inmovilizando Raloxifeno en una matriz nanoestructurada de diéxido de



titanio, con el objetivo de mejorar la microarquitectura del hueso en pacientes con osteoporosis que requieren
un implante y/o un reemplazo articular ortopédico de ese metal, buscando de esta manera mejorar la reparacién

de fracturas y disminuir las complicaciones post-operatorias relacionadas con la calidad del tejido seo.

El electrospray (Electrostatic Spray Deposition - ESD) es un método de atomizacién de un liquido por medio de
fuerzas eléctricas. La aguja por donde el liquido atomizado es rociado generalmente es un capilar metilico, el
cual es sometido a un alto voltaje. Controlando el caudal y el voltaje, el menisco formado en la punta del capilar
adopta una forma cénica conocida como Cono de Taylor. El campo eléctrico cerca del vértice del cono es tan
intenso que se produce emisién de masa y carga en forma de un chorro estacionario de didmetro pequefio, el
cual se rompe en un spray o atomizado de gotas que se autodispersan debido a la repulsién entre ellas (fuerzas
de Coulomb), permitiendo que el recubrimiento formado sea una capa monodispersada y homogénea del mismo
espesor en toda la superficie del sustrato. La uniformidad y la porosidad del recubrimiento pueden controlarse

modificando la temperatura del sustrato (Jaworek, A. , 2007).

El procedimiento para realizar el recubrimiento del titanio se lleva a cabo bajo condiciones ambientales con
humedad relativa entre 50% - 70% y bajo nivel de vibracién de 0,28 mm/s a 2,0 mm/s, en una cabina de

electrospray.

Este procedimiento se realiza en dos etapas: en la primera etapa se realiza una matriz nanoestructurada de

diéxido de titanio y en la segunda se incorpora el raloxifeno a esa matriz.

Para lograr una matriz nanoestructurada de diéxido de titanio, sobre el titanio de uso ortopédico, se procede de

la siguiente manera: /

- Se limpia la pieza de titanio para eliminar la grasa y posibles agentes contaminantes. Entre las opciones para
ésta limpieza estan: realizar bafio de ultrasonido de manera secuencial con acetona, isopropanol o alcohol
isopropilico (2-propanol) y agua destilada; o cualquier otra forma de limpieza conocida en el estado de la
técnica para la pieza de titanio.

- Se prepara la suspensién de nanoparticulas de TiO2: mezclando etanol-agua destilada, en relacién 40% -
60% etanol y 60% - 40% agua destilada, con la cual se realiza l;u suspensién de nanoparticulas de TiO2 con
didmetros entre 25 nm y 100 nm, pureza superior a 98%, con composicién peso/volumen entre el 0,5% -
0,6% P/V, la suspension se mantiene en un bafio de ultrasonido a una frecuencia entre 30 Hz y 35 Hz,
temperatura entre 24°C y 28°C por un tiempo entre 20 minutos y 40 minutos, necesario para lograr la
suspensién completa de las nanoparticulas de TiO2.

- Se establecen las condiciones de deposicién mediante electfospray: la suspensién del item anterior se
introduce en un reservorio conectado a la aguja para electrospray, se establecen los pardmetros que
permitan una configuracién de cono de Taylor-chorro-spray estable, tipica del proceso de electrospray. Se
utiliza un sistema de polarizacién simple, ajustando inicialmente el voltaje entre 2 kV y 10 kV, con pasos de
100 V. Posteriormente, se ajusta el flujo de la solucién en la bomba de la jeringa entre 0,05 ml/hora y 2
ml/hora. Se establece la distancia aguja-sustrato en la cual la configuracién permanece estable, con
distancias entre 20 mm y 60 mm; para capas de diéxido de tité)nio con adecuada porosidad y rugosidad. El
proceso de deposicién se realiza entre 20 minutos y 50 minutos.

- Se realiza la fijacién de la capa de di6xido de titanio obtenida, mediante tratamiento térmico, con gradiente
de calentamiento entre 3°C a 10°C por minuto, hasta alcanzar una temperatura entre 400°C a 600°C, la cual
se mantiene un tiempo entre 25 a 35 minutos. Las muestras se someten a enfriamiento con un gradiente

entre 10°C a 20°C por minuto, hasta alcanzar la temperatura ambiente.
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En la segunda etapa se incorpora el raloxifeno a la matriz nanoestructurada de diéxido de titanio mediante las

siguientes etapas: ,

- Preparacién de la solucién de raloxifeno: se realiza una solucién de etanol 98% de pureza, entre 80% - 99%,
con agua destilada, 1% - 20%, se afiade un polimero soluble en agua (polivinilpirrolidona) en una proporcién
peso/volumen entre 0,5% - 6% P/V, la solucién se mantiene en el bafio de ultrasonido a una frecuencia entre
30 Hz y 35 Hz, temperatura entre 24°C y 28°C, un tiempo entre 20 minutos y 40 minutos para lograr la
disolucién completa. Se incorporan nanoparticulas de diéxido de titanio con didmetros entre 25 nm y 100
nm, pureza superior al 98%, entre 0,5% a 6% P/V y clorhidrato He raloxifeno en una relacién entre 1% y 3%
P/V; la suspensi6n se mantiene en bafio de ultrasonido a una frecuencia entre 30 Hz y 35 Hz, temperatura
entre 24°C y 28°C, un tiempo entre 20 minutos y 60 minutos. Para lograr la disolucién completa del
raloxifeno, se afiade dimetil-sulféxido con pureza superior al 99%, gota a gota hasta estabilizar la solucién,

| siempre inmersa en el bafio de ultrasonido.

- Establecer las condiciones de deposicién mediante electrospray: la suspensién del ftem anterior se introduce
en un reservorio conectado a la aguja para electrospray, se e;tablecen los pardmetros que permitan una
configuracién de cono de Taylor-chorro-spray estable, tipica del proceso de electrospray; se utiliza un
sistema de polarizacién simple, ajustando inicialmente el voltaje entre 2 kV y 10 kV, con pasos de 100 V: se
ajusta el flujo de la suspension en la bomba de la jeringa entre 0,05 ml/hora y 2 ml/hora; se establece la
distancia aguja-sustrato en la cual la configuracién permanece estable, con distancias entre 20 mm y 60
mm; para aseg.urar adecuada porosidad y rugosidad, el proceso’;de deposicion se realiza entre 20 minutos y
50 minutos; para incrementar la porosidad el sustrato se mantiene a temperatura entre 60°C y 90°C durante
el recubrimiento.

- Fijacién de recubrimiento: se realiza mediante tratamiento térmico, con gradiente de calentamiento de 3°C a
10°C por minuto hasta alcanzar una temperatura entre 100°C y 200°C; se mantiene un tiempo de 25
minutos a 35 minutos; las muestras de material recubierto se someten a un gradiente de enfriamiento de

10°C a 20°C por minuto hasta llegar a temperatura ambiente.

In vitro se observaron éptimos resultados desde el punto de vista de la biocompatibilidad y diferencias
estadisticamente significativas en la proliferacién osteoblastica si se compara el titanio biofuncionalizado con el
titanio sin biofuncionalizar. Para las pruebas in vivo se implantaron tornillos biofuncionalizados en ratas Wistar
mayores a un afio y medio de vida, mostrando un incremento significativo en la densidad 6sea en el 4rea peri-
implante de los tornillos biofuncionalizados versus los no biofuncionalizados. Las pruebas se realizaron de

acuerdo a los lineamientos y protocolos de la FDA.

Mejor manera conocida para reproducir la invencién

El tratamiento o recubrimiento de la superficie de implantes de titanio es una tecnologia ampliamente
estudiada, como se reporta en el estado de la técnica, pero lograr un procedimiento cuya eficiencia se pueda
comprobar experimentalmente significa alcanzar resultados verdaderamente valiosos. Por ello, al considerar la
aplicacién prictica de la invencién no solo se aborda la deposicién de los materiales considerados para la
bioactivacién de la superficie de los implantes de titanio, sino que igualmente se revisan, mediante técnicas
reconocidas, las caracteristicas fisicas y biol6gicas del recubrimiento y su bioactividad en ensayos in vitro y en

vivo.
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Ejemplo 1. Recubrimiento de dos tornillos de titanio para implante experimental

Inicialmente, es necesario limpiar las piezas a recubrir, por lo cual, los dos tornillos de titanio se introducen en
un bafio de ultrasonido que contiene, en la primera etapa, acetona y posteriormente alcohol isopropilico y agua

destilada.

Se prepara una suspensién de 0,5 a 0,6% p/v de nanoparticulas de"TiO; de pureza superior al 98% en tamafios
entre 25 y 100 nm, en una solucién de etanol puro en agua destilada en relacién reciproca 40% a 60%, la cual se
mantiene por ultrasonido en frecuencia de 30 a 35 Hz, temperatura entre 24 y 28 °C y tiempo entre 20 y 40

minutos.

Se dispone el equipo de electrospray para realizar el recubrimiento sobre los tornillos de titanio introduciendo la
suspensién de TiO; en agua-etanol en el reservorio desde el que se inyecta la aguja de rociado, estableciendo los
parametros tipicos del procedimiento para una polarizacién simple ‘con voltaje entre 2 kV y 10 kV que aumenta
en pasos de 100 V. Se ajusta el flujo de inyeccién de la bomba a la jeringa entre 0.05 y 2 ml/h y una distancia
respecto al tornillo a recubrir (sustrato) entre 20 y 60 nm. Se realiza la deposicién con un cono de Taylor de

chorro estable por 20 a 50 minutos.

La capa de di6xido de titanio depositada sobre los tornillos se fija por tratamiento térmico en un horno
Cuya temperatura varia entre 400 y 600 °C con un gradiente entre 3 y 10 °C por minuto. Posteriormente

son enfriados con un gradiente entre 10 y 20 °C por minuto hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Ejemplo 2. Determinacién de la calidad fisico quimica del recubrimiento

Una vez recubiertos los tornillos, se examiné su superficie con la ayuda de la microscopia electrénica de
barrido. La microfotografia resultante con un aumento de 3000X s'g muestra en la figura 1 y se compara
con mediciones experimentales realizadas por Sardinha, S. C. S. et al (2013) sobre tornillos de titanio
comercialmente disponibles, tratados por ataque é4cido y por plasma spray de titanio. De las
microfotografias es evidente la uniformidad en el tamafo de las particulas dispuestas por el
procedimiento aquf reivindicado y las caracteristicas que pueden esperarse de un material que propicia la
formacién de hueso sobre el implante no sélo por la deposicién de diéxido de titanio sino ademas por la

ubicacién del raloxifeno en el lugar que debe rendir sus mejores caracteristicas.

No obstante, la uniformidad de la superficie no resulta concluyente respecto a la calidad del recubrimiento
logrado. Por ello, se recurrié a la microcopia confocal para revisar la matriz de distribucién del diéxido de titanio,
del raloxifeno puro y del recubrimiento de diéxido de titanio con el raloxifeno inmovilizado. La Figura 2A
muestra una de las imdgenes alcanzadas en el microscopio confocal con un aumento de 20X (A) para la matriz
del diéxido de titanio. La Figura 2B es la imagen confocal de la matriz de raloxifeno puro aumentada a 40x. Las
Figuras 2C y 2D presentan la imagen confocal del recubrimiento de diéxido de titanio con el raloxifeno
inmovilizado en aumentos de 20X y 40X respectivamente. Estas imagenes permiten concluir que el
recubll‘imiento, logrado por el procedimiento aqui reivindicado, redne las caracteristicas de uniformidad

buscadas para brindar las condiciones adecuadas para el desarrollo de osteoblastos.

Finalmente, la calidad del revestimiento logrado se determiné aplicando la espectroscopia Raman al raloxifeno
inmovilizado sobre la matriz de TiO2. La Figura 3 presenta el espectrograma resultante y de él se detalla en el

recuadro la deconvolucién de la zona entre 1500 y 1650 cm™" en la cual se registran los picos correspondientes

19



al raloxifeno ademds de un pico secundario para el diéxido de titanie en la banda G a 1580 cm™. Los cuatro picos
principales para el diéxido de titanio aparecen entre los 140 y 640 cm™, confirmdndose asi que el recubrimiento

contiene las sustancias de interés y brinda una superficie adecuada para el crecimiento de osteoblastos.

Ejemplo 3. Ensayos in vitro sobre la calidad del recubrimiento

Los tornillos de titanio recubiertos con diéxido de titanio y raloxifeno se prueban en condiciones in vitro
recurriendo al método colorimétrico basado en la reduccién del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol, conocido como MTT, el cual permite determinar la supervivencia'y proliferacién
celulalr, o dicho de otra manera, permite establecer la toxicidad del recubrimiento. Para el efecto se
utilizaron como sustratos: vidrio, como control negativo (muestra 1 en la Figura 4); titanio metilico,
material con reconocidas cualidades de biocompatibilidad (muestra 2 en la Figura 4); y titanio metélico
recubierto con el procedimiento aqui reivindicado (muestra 3 en‘la Figura 4). La Figura 4 recoge los
resultados del ensayo MTT realizado con los sustratos descritos, el cual al cabo de 72 horas reporta la
proliferacién de osteoblastos que presenta la grafica. Como se conoce: en vidrio se presenta la menor
supervivencia o proliferacién celular; en el titanio sin modificacién la situacién es un tanto mejor para la
prbliferacién de osteoblastos; pero el titanio recubierto con el procedimiento aqui reivindicado supera por
un gran margen a los sustratos con que se compar6. Al aplicar un andlisis de varianza a los resultados se
establecen diferencias significativas (p=0,035) a favor del titanio con la modificacién de superficie

reivindicada.

'Ejemplo 4. Ensayos in vivo sobre la biocompatibilidad del recubrimiento

Para establecer la biocompatibilidad del recubrimiento alcanzado por el procedimiento aqui reivindicado se
definié utilizar ratas Wistar, mayores a un afo y medio de vida, a las'que se le implantaron tornillos de titanio en
uno de sus fémures, aplicando un tornillo sin tratamiento y otro recubierto con diéxido de titanio con raloxifeno

inmoﬁilizado en éL

El procedimiento para la prueba de biocompatibilidad se abordé en dos etapas generales: la implantacién de los
tornillos en los fémures de las ratas mediante un procedimiento quirdrgico; y, el seguimiento del
comportamiento éseo en torno a las dos probetas implantadas en los fémures, el cual se desarrollé recurriendo
a la radiografia convencional de rayos X. La Figura 5 presenta CL’IatI'O escenas del procedimiento quirdrgico
correspondientes a: la insensibilizacién de la rata; el abordaje lateral al fémur de la rata; el implante de los
tornillos de titanio con y sin recubrimiento; y, el cierre quirtirgico post-implante, en las fotografias rotuladas

como A, B, Cy D correspondientemente. Este procedimiento se llevé a cabo en 11 especimenes.

Las radiografias de seguimiento del implante se realizaron ochenta dias después de introducidas las
probetas, tiempo en el que es posible evidenciar diferencias en la.densidad 6sea en el drea en torno al
jimplante de cada tornillo. La Figura 6 muestra estas diferencias en dos especimenes intervenidos. En
ambos especimenes se observa en el drea peri-implante del tornillo biofuncionalizado con raloxifeno
(proximal) una mayor densidad ésea si se le compara con el drea peri-implante del tornillo sin
biofuncionalizar (distal). Para evaluar de manera objetiva estas diferencias, se realizé el procesamiento de
las imégenes radiolégicas obtenidas, comparando las diferencias en la densidad 6sea "fémur proximal”
versus "fémur distal” (tornillos biofuncionalizados versus tornillos no biofuncionalizados) mediante el

algoritmo de segmentacién de imagenes Watershed para gradiente de grises. Una vez obtenidos los valores
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de las dreas de interés, se obtuvieron diferencias altamente significativas en la densidad 6sea del 4rea

peri-implante del tornillo biofuncionalizado.

Estas diferencias se pudieron corroborar luego de la eutanasia de los especimenes al observar el aspecto
macroscopico del fémur luego de retirar los implantes (Figura 7). La flecha de color negro muestra el 4rea donde
se encontraba el tornillo biofuncionalizado y el la flecha de color gris donde se encontraba el tonillo sin

biofuncionalizar.

’

Aunque, obviamente existen claras diferencias entre la respuesta del tejido 6seo a un biomaterial en los seres
humanos y en el modelo animal, los efectos de la liberacién local de raloxifeno desde la matriz nanoestructurada
de TiO2 observados representan una ventaja significativa para los pacientes con osteoporosis que requieren
implantes ortopédicos con relacién a la administracion sistémica de este medicamento en cuanto a los efectos y

el tiempo en que se observaron los cambios sobre el tejido éseo.

Las etapas clinicas de la aplicacién de la invencién estdn pendientes pues es necesario cumplir con todos los
requisitos legales para abordar la aplicacién en humanos, pero los resultados alcanzados hasta este punto
permiten prever una opcién muy favorable para los pacientes con osteoporosis que deben ser sometidos a

implantes ortopédicos.
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