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Estudio de la
biocompatibilidad

6.1 INTRODUCCION

La necesidad del estudio de la biocompatibilidad
surge del reconocimiento de la diferencia existente en-
tre tejido vivo y los materiales no viables. Es bien cono-
cida la existencia de una elevada interaccion entre tejido
y un material implantado, apareciendo efectos tanto
beneficiosos como perniciosos.

Dada la definicion de biomaterial (material disefia-
do para actuar interfacialmente con sistemas biologi-
cos con el fin de evaluar, tratar, aumentar o sustituir
algun tejido, 6rgano o funcién del cuerpo), el estudio
de la biocompatibilidad se entiende como la descrip-
cion y caracterizacién de una respuesta reproducible
por parte del tejido bioldgico relativo a los materiales
estudiados.

A partir del desarrollo de los biomateriales, es posi-
ble definir cuatro fases o tipos de biomateriales seglin
la respuesta del organismo [Bla92]:

» Fase 1. Inerte: materiales implantables que gene-
ran poca o ninguna respuesta.

* Fase 2. Interactivo: materiales implantables que es-
tan disefiados para generar una respuesta especi-
fica y beneficiosa.

» Fase 3. Viable: materiales implantables, posible-
mente con incorporacion de células vivas, que son
tratados por el organismo como tejido normal y
son reabsorbidos o remodelados raras veces.

 Fase 4. Replante: materiales implantables consis-
tentes de tejido nativo, desarrollado in vitro a par-
tir de células previamente obtenidas del paciente.

Dado que el titanio es un material que no esta dise-
fiado para elicitar respuestas favorables, en el caso del
material estudiado en esta Tesis Doctoral, es necesario
estudiar si es un material de fase 1.

Si un metal esta en contacto directo con los tejidos,
entonces es practicamente seguro que se producira
algun tipo de liberacion de iones en mayor o menor
grado [Wil81]. Ahora bien, no todos los iones metéli-

cos tienen el mismo efecto en el organismo. Algunos
iones, como los iones ferroso y férrico, estan presentes
habituales en el organismo. Algunos iones son elemen-
tos traza con funciones bioldgicas conocidas, como los
iones trivalentes de cromo. Otros son tan raros en la
naturaleza que no tienen roles metabdlicos en el orga-
nismo, por lo que su liberacion en el organismo genera
concentraciones varios 6érdenes de magnitud por enci-
ma de sus niveles normales [Bla92]. Por ello, es necesa-
rio considerar la respuesta de los tejidos a las
concentraciones producidas por la liberacion de iones
de dichos elementos, ya que, por ejemplo, si bien el ti-
tanio es tolerado en grandes concentraciones, no ocu-
rre lo mismo con el aluminio [Wil81].

Para estudiar la liberacion y el efecto de los iones
metalicos en las células y tejidos, se pueden realizar
estudios experimentales in vitro e in vivo. Si bien los
experimentos mas completos se realizan en modelos in
vivo, la presion social existente en los paises industria-
lizados en contra de la experimentacion cientifica con
animales vivos, asi como los avances existentes en la
experimentacion in vitro, como la sustitucion de los
métodos de marcado radiactivo o con reactivos alta-
mente toxicos por marcadores més inocuos (tales como
sustancias fosforescentes [She99]) han hecho mas féacil
la realizacion de este tipo de estudios con experimen-
tos realizados en cultivos celulares, como son el estu-
dio de cambios morfogenéticos, el analisis del dafiado
celular, andlisis de la reproduccion celular y el andlisis
de aspectos especificos del metabolismo celular [Kir98].

A pesar de ello, el estudio de los efectos acumulati-
vos de los iones metalicos en los diferentes drganos, el
estudio de posibles remodelaciones de los tejidos, asi
como su interrelacion, es dificil de realizar mediante
estudios in vitro.

En el presente trabajo se ha estudiado in vivo la libe-
racion de iones y el efecto sobre los tejidos vivos de
implantes de la aleacién Ti6Al4V con tratamiento
termoquimico de nitruracién, asi como de implantes
de Ti6AI4V no tratados como control. No se han
realizado estudios de muestras de titanio cp nitrurado
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ya que diversos trabajos lo han mostrado como un ma-
terial implantable sin efectos toxicos [Brad3, Kno92].

Tanto los estudios sobre liberacion de iones como los
estudios de los efectos histologicos de los implantes se
han llevado a cabo en un modelo animal. El nimero de
animales usados ha sido reducido al minimo impres-
cindible. En todos los casos, los animales han sido man-
tenidos, tratados y eutanasiados de acuerdo con las
directrices indicadas por el NIH (National Institute of
Health) en referencia a las préacticas correctas con ani-
males de laboratorio [NIH85].

6.1.1 Liberacion de iones
6.1.1.1 Estudios realizados in vitro

Se han realizado diversos estudios de la disolucién
del titanio cp y sus aleaciones in vitro. Se ha estudiado
la cinética de disolucion del titanio sumergido en flui-
do corporal simulado, en condiciones electroquimicas
pasivas [Hea96]. En el caso del titanio, su comporta-
miento como material es relativamente inerte, debido
a una capa protectora de 6xido de titanio. Sin embar-
go, su comportamiento como elemento es muy reacti-
vo, lo que explica la rapida formacion de una capa
protectora de 6xido.

Los resultados mostraron que, en todas las condi-
ciones estudiadas, el espesor de la capa protectora de
oxido de titanio aumentaba con el tiempo de inmer-
sién, al tiempo que la superficie se hidroxilaba e incor-
poraba elementos del electrolito, tales como iones calcio
y fésforo. La liberacion de iones medida disminuia con
el tiempo de inmersién, debido al incremento del espe-
sor de la capa de 6xido, el cual reducia el potencial eléc-
trico que asiste al transporte de iones de titanio.

Otros estudios se dedicaron al estudio de laaleacion
Ti6AI4V, ya que el titanio usado en protesis y en parte
de los implantes se usa generalmente en forma de esta
aleacion [Ste80]. Como ya se ha indicado anteriormen-
te, el aluminio es un elemento traza no esencial, que en
elevadas concentraciones ha sido asociado a defectos
en la formacion 6sea y a enfermedades cerebrales. Sin
embargo, el aluminio es un elemento ubicuo, que se
halla en concentraciones elevadas en el suelo, en el agua
y en ladieta. En el caso del vanadio, esta presente en la
dieta s6lo como elemento traza. Se han presentados
estudios in vitro que muestran una elevada citotoxici-
dad por parte de este elemento, si bien no se ha logra-
do relacionar dicho efecto con su comportamiento en
el cuerpo humano. Otros estudios, sin embargo, han
demostrado que, si bien la incorporacién del titanio a
las células es aproximadamente proporcional a la con-
centracion, mientras que el vanadio practicamente no
es absorbido, e incluso decrece el grado de absorcion
con la presencia de titanio [Mer96]. Los diferentes
resultados existentes evidencian la dificultad asociada

al estudio de la absorcion y efecto de los iones metali-
cos en las células y tejidos vivos.

6.1.1.2 Estudios realizados in vivo

En el caso del titanio, en los afios sesenta se exami-
naron por vez primera los niveles sistémicos de titanio
en tejidos de conejo en presencia de un implante de
titanio cp [Fer60]. Tras seis meses de implantacion, los
contenidos de iones de titanio de los tejidos de los co-
nejos implantados eran similares a los niveles del gru-
po control, si bien se observé un incremento de la
concentracion de iones titanio en un factor 20 en los
tejidos cercanos al implante. En otro estudio dedicado
al estudio del efecto de la implantacion de titanio po-
roso se usaron conejos como modelo animal [Bia96].
En este caso, implantes porosos de titanio cp grado 1
(Tifelt") en forma de disco fueron situados en la tibia
de los conejos, mientras se mantenia un grupo no im-
plantado como control. Las medidas de la concentra-
cion de iones, realizadas a diferentes intervalos (1, 4 y
12 meses), tampoco apreciaron diferencias estadistica-
mente significativas entre el grupo implantado y el con-
trol, ni tampoco un incremento con el tiempo de
implantacidn, si bien se aprecié un ligero aumento de
la concentracion de titanio en el bazo.

Respecto al Ti6Al4V, en un estudio en el que se usa-
ron monos babuinos como modelo animal, se implanté
una pieza de Ti6Al4V en el fémur de los babuinos, fija-
da con tornillos de acero inoxidable. Tras tres afios de
implantacion, el nivel de titanio en el suero fisioldgico
era similar al del grupo control, aunque el nivel en ori-
na presentaba un incremento en un factor seis. Tam-
bién se observaron incrementos significativos en la
concentracion de titanio y vanadio en los tejidos pul-
monares, asi como un incremento en la concentracion
de iones de aluminio en los musculos cercanos al im-
plante, pulmones y regiones linfaticas. Esto no implica
necesariamente que el Ti6Al4V produzca una elevada
liberacion de iones, debido a la presencia de las piezas
de acero inoxidable, que pueden generar corrosion gal-
vanica, y la posible existencia de desgaste puntual en
los implantes [Wo084].

En otro estudio disefiado para estudiar el efecto del
area efectiva del implante de Ti6AI4V en la liberacion
de iones, un grupo de conejos fueron implantados con
muestras densas y otro con muestras porosas de
Ti6AI4V [Lug9l]. Tras dos afios, se midio contenido de
titanio en diversos tejidos. No se observaron diferen-
cias entre los dos grupos, aunque la falta de grupo con-
trol dificulta extraer conclusiones.

Todos los estudios anteriores se basaban en el estudio
de la liberacién de iones desde un implante. Para sos-
layar la variable no controlada de la velocidad de libe-
racién de iones en la distribucién y eliminacién de iones
metalicos, fueron inyectadas diferentes concentraciones
de sales de titanio y de vanadio en hamsters a fin de



simular los iones resultantes de procesos de degrada-
cion [Mer96]. Se midieron las concentraciones en ori-
na, sangre, y al final del estudio (cuatro meses), en
diferentes tejidos. Los resultados indicaron que el va-
nadio es dificilmente absorbido por los tejidos y es ex-
cretado rapidamente del organismo, aunque a altas
dosis de sales se pudo medir un incremento de la con-
centracién en higado y bazo, probablemente debido a
la funcion filtrante y al gran volumen de sangre, res-
pectivamente. En cuanto al titanio, se midieron ligeros
incrementos en la concentracion de iones en los tejidos
préximos al punto de inyeccion. Estos resultados indi-
can que el titanio se acumula localmente. Sin embargo,
el nivel de concentracion de sales necesario para ini-
ciar la acumulacion de iones en los tejidos era tan ele-
vada, que el equivalente en cuerpo humano equivaldria
auna pérdida de 7,5 g en la protesis o implante, por lo
que dificilmente es trasladable a la experiencia clinica.

Las diferencias descritas entre los resultados de los
diferentes estudios realizados sobre la liberacion de
iones del Ti6Al4V en modelos animales pueden ser
debidas a los diferentes protocolos usados, los diferen-
tes puntos de implantacion, e incluso los diferentes
objetivos de los estudios. Ademas, en varios casos la
informacion relativa a la metodologia era practicamente
inexistente.

Un estudio realizado en pacientes implantados con
protesis modulares de cadera (CoCr-titanio cp) mostro
un modesto incremento en los niveles de iones titanio
en sangre tras tres afios de implantacién, probablemente
debido a micromovimientos y desgaste en las protesis
[Jac96]. En todos los casos, la funcionalidad de la pro-
tesis era correcta, y no se observaron efectos toxicos en
los pacientes. Por el contrario, en otro seguimiento de
pacientes con prétesis de cadera de Ti6Al4V, en este
caso con problemas de aflojamiento, se observo un cla-
ro incremento en la concentracion de iones Ti, Aly V
en el tejido capsular y de titanio y vanadio en el fluido
sinovial [Dor90]. En sangre, solo se observo un incre-
mento en la concentracion de titanio. Estos resultados
sugieren que las particulas de desgaste son la causa del
incremento en la concentracion local de iones.

6.1.1.3 Justificacion de los estudios realizados

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que
la liberacion de iones titanio tan solo afecta al tejido
gue se halla en las cercanias del implante, mientras que
los iones aluminio y vanadio son rapidamente excreta-
dos del organismo. Los estudios mediante modelos
animales, si bien presentan ciertas contradicciones, su-
gieren que la acumulacion sistémica de los iones tita-
nio, aluminio y vanadio es muy reducida, y que su
acumulacion soélo se produce cuando las cantidades
presentes de iones metalicos son realmente elevadas.

Sin embargo, los diferentes protocolos seguidos, asi
como los diferentes objetivos de los estudios, hacen
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dificil aplicar los resultados al caso tratado. En concre-
to, no se han realizado estudios de la liberacion de iones
de implantes de Ti6AIl4V nitrurados. Si bien la FDA
(Federal Drug Administration) ha aceptado el uso de los
nitruros de titanio para recubrimientos de implantes
de titanio y Ti6Al4V [Pap95], no se han realizado estu-
dios sobre el efecto de la capa de nitruros de titanio en
la liberacion de iones del Ti6AI4V. Es por ello que se
ha considerado necesario realizar un estudio relativo
al Ti6Al4V nitrurado, para comprobar si la capa super-
ficial actiia como barrera para la liberacion de iones de
titanio, o por el contrario acelera su liberacién. Dados
los datos existentes relativos a la rapida excrecion de
iones vanadio y aluminio, se redujo el estudio a la con-
centracion de iones titanio en los tejidos.

6.1.2 Estudios histolégicos

6.1.2.1 Efecto de proétesis e implantes en la histologia
de los tejidos

El acero inoxidable AISI 316L y las aleaciones de
CoCr fueron las primeras aleaciones metalicas utiliza-
das como biomateriales, a pesar de que frecuentemen-
te se encontraban productos de corrosion en los tejidos
cercanos al implante [Lai67]. Dichos productos de co-
rrosion se han demostrado citotoxicos in vitro, y sin
embargo su aplicacion in vivo no parece generar pro-
blemas de citotoxicidad. Sin embargo, la inquietud so-
bre los efectos a largo plazo de los productos de
corrosion de aceros y aleaciones CoCr llevé al uso del
titanio y su aleacién Ti6Al4V como biomateriales, de-
bido a su excelente resistencia a la corrosion.

Tras varios afios de uso del Ti6Al4V como material
para la fabricacion de protesis, se comenzaron a obser-
var algunos casos de aflojamiento aséptico de la prote-
sis. Tras varios estudios se constat6 que en la mayoria
de casos el aflojamiento era causado por una reaccion
a cuerpo extrafio en los histocitos causada por particu-
las de UHMWPE. Tras este descubrimiento, se compro-
bo que la reaccion del organismo a un biomaterial no
dependia solo del tipo de material, sino también del
tamafo de las particulas generadas, del area y de su
morfologia [Kub99]. Este efecto producido por las par-
ticulas producidas por el desgaste ha llevado a estu-
diar tratamientos de endurecimiento superficial de las
aleaciones hasta ahora utilizadas.

Ahora bien, las interacciones metal-tejido bioldgico
dependen del estado de la superficie del metal. Esto
es, de los tratamientos superficiales aplicados, de sus
propiedades fisico-quimicas de su rugosidad, de los
iones liberados, etc. A pesar de ello, se han realizado
pocos estudios biologicos sobre el efecto de los trata-
mientos superficiales en la biocompatibilidad del tita-
nio y sus aleaciones.
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6.1.2.2 Estudios realizados in vitro

Todos los estudios de biocompatibilidad del titanio
cpy del Ti6Al4V realizados in vitro han demostrado la
excelente biocompatibilidad de estos materiales. Por
ejemplo, en un estudio reciente se estudié la respuesta
in vitro de cultivos osteoblasticos de rata a muestras de
titanio cp y Ti6Al4V [Kel96]. Los resultados mostraron
gue tanto el titanio cp como el Ti6AI4V con biocompa-
tibles, y que las pequefias diferencias en la estructura
del 6xido entre el titanio y el Ti6AI4V no afectan a los
cultivos osteoblasticos.

Sin embargo, el nimero de estudios realizados so-
bre la biocompatibilidad de los tratamientos superfi-
ciales es muy reducido. En un estudio de 1991 se
demostré la biocompatibilidad de los recubrimientos
de TiN realizados por PAPVD sobre diversos materia-
les de uso odontolégico en cultivos de células epitelia-
les [Beh91]. El contaje de células de los cultivos mostrd
resultados similares para las muestras tratadas y para
las muestras no tratadas, usadas como controles.

Otros estudios de la biocompatibilidad in vitro de
muestras de titanio y Ti6Al4V nitruradas mediante PVD
e implantacion i6nica en cultivo de fibroblastos no
mostraron diferencias apreciables entre el grupo con-
trol, los cultivos con Ticp y Ti6AIl4V y los cultivos con
muestras nitruradas [Bra93, Bor96] El estudio de la
morfologia tampoco mostro diferencias apreciables, ya
que las células presentaban en todos los casos una apa-
riencia regular. La vitalidad de los cultivos tampoco
mostraron diferencias entre las diferentes muestras es-
tudiadas. Sélo se observo una disminucion en la proli-
feracion celular en los materiales nitrurados, quizas
debida a la mayor rugosidad en los materiales nitrura-
dos, lo que podria dificultar la adhesién y prolifera-
cion de las células del cultivo [Bor96].

En los trabajos citados, los resultados indican que
las capas de nitruros superficiales no tienen influencia
negativa en los cultivos celulares. En conjunto, los re-
sultados parecen demostrar la buena biocompatibili-
dad de los tratamientos de nitruracién estudiados in
vitro.

6.1.2.3 Estudios realizados in vivo

El nimero de estudios in vivo relativos a los efectos
histologicos de los materiales implantados alin es me-
nor que los realizados in vitro. Ademas, la mayoria de
dichos estudios se han centrado en la relacién entre el
desgaste y los aflojamientos asépticos de protesis e
implantes.

Se han estudiado los efectos de protesis totales de
cadera de Ti6AI4V y aleacion de CoCr con acetabulo
de UHMWPE [Dor90]. En estos trabajos se realizaron
estudios histolégicos de la capsula fibrosa y la mem-
brana que envolvia la protesis, en busca de particulas
metalicas y de polietileno, células gigantes o macrofa-

gos, asi como evidencia de osteolisis. Los analisis prac-
ticados mostraron la existencia de particulas metalicas
en la capsula fibrosa, con mayor presencia en el caso
de las prétesis de CoCr. También se aprecio la existen-
cia de particulas de polietileno. En los casos en que la
protesis estaba aflojada, la cantidad de particulas pre-
sente se multiplicaba por un factor 50, con un incre-
mento de la cantidad de iones metalicos presente.
Respecto a las células presentes, se comprobo6 la
existencia de células gigantes multinucleadas y de his-
tocitos en los tejidos circundantes en cantidades impor-
tantes, generalmente con particulas vacuolizadas. Estos
datos concuerdan con los obtenidos por otro trabajo en
el que se relacionan la existencia de particulas metali-
cas y de polietileno con la aparicion de células gigan-
tes, indicadoras de una respuesta inmunoldgica por
parte del tejido [Mir82]. Estos resultados relacionan la
formacion de particulas de desgaste y el incremento en
la concentracion de iones metélicos con la aparicion de
células gigantes y de histocitos y con el aflojamiento de
las prétesis.

Un estudio relativo al seguimiento implantes denta-
les de titanio cp aflojados confirmaron la relacién entre
aflojamiento y presencia de particulas de desgaste. Se
observé que los implantes estaban envueltos en tejido
conectivo donde se pudieron observar fibroblastos, cé-
lulas plasmaticas y linfocitos, en lugar de la formacién
Osea tipica de la oseointegracion. También se observo
la presencia de células multinucleadas gigantes, con
vacuolizacion de particulas, generalmente de hierro,
probablemente provenientes de contaminacion del im-
plante [Ary98].

En otro estudio se implantaron cien superestructu-
ras odontolégicas de CrCoMo recubierto de TiN
[Beh91]. Tras dos afios y medio, la funcionalidad y fija-
cion de las protesis no se habia modificado, la capa no
se habia desgastado y no se observaron efectos noci-
VOs.

Los resultados anteriores han sido confirmados y
complementados con otros estudios, que han mostra-
do que las reacciones a cuerpo extrafio y la osteolisis
del hueso estdn mas relacionadas con la presencia y
tamario de las particulas de desgaste que con el tipo de
material usado o con la liberacion de iones [Kub99]. En
general, todos los materiales usados en prétesis son
capaces de generar fuertes reacciones inmunoldgicas
en los tejidos circundantes a partir de la generacion de
particulas de desgaste de un tamafio dado, que pue-
den provocar aflojamiento aséptico de la protesis.

6.1.2.4 Justificacion de los estudios realizados

Como se puede comprobar, no hay estudios realiza-
dos in vivo relativos al efecto de tratamientos superfi-
ciales de nitruracién en la histologia de los tejidos. Dado
gue este es un aspecto basico del estudio de todo bio-
material, y dada la posibilidad de combinar este estudio



con el anélisis de la liberacion de iones de los materia-
les estudiados, se decidio realizar un estudio histoldgi-
co en modelo animal del efecto del tratamiento
termoquimico de nitruracion de la aleacién Ti6AI4V en
laliberacion de iones, y relacionar los resultados histo-
I6gicos con los datos obtenidos de las concentraciones
sistémicas de iones de titanio en los tejidos.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Materiales

El material estudiado fue la aleacion Ti6Al4V. Se us6
material proveniente del mismo lote para todos los
ensayos. La aleacion Ti6Al4V se recibié en barra de
12,7 mm de diametro, con la composicion indicada en
latabla2.1. La microestructura, la composicién quimi-
ca y las microestructuras son las indicadas en el apar-
tado 2.2.1, y se ajustan a la norma F136 para su
aplicacién en implantes quirudrgicos.

La barra de 12,7 mm se mecaniz6 hasta obtener un
cilindro de 10 mm. de diametro. A partir de dicho cilin-
dro se cortaron 18 muestras cilindricas de 10 mm de
diametro y 1 mm de espesor con una cortadora de dia-
mante Isomet.

Las probetas obtenidas fueron pulidas y limpiadas
segun el protocolo indicado en el apartado 2.2.1. Las
probetas asi preparadas fueron nitruradas segun el tra-
tamiento termoquimico de nitruracion indicado en el
apartado 2.2.2.3, a una temperatura de 900°C durante
una hora.

Tras los diversos tratamientos termoquimicos y de
microrectificado, y antes de la implantacion, las mues-
tras fueron preparadas siguiendo las directrices esta-
blecidas por los estandares ASTM para la preparacion
de implantes quirdrgicos [AST94].

6.2.2 Disefno de experimentos

Las muestras fueron separadas en tres grupos de seis
muestras cada una. El primer grupo de muestras fue-
ron nitruradas, el segundo grupo de muestras también
fueron nitruradas, pero se les aplicé un ligero pulido, y
en el tercero se usaron las muestras preparadas sin ni-
trurar. En las muestras a las que se les aplicé un pulido
tras el tratamiento, éste afect6 a un espesor de 1-4 pm
de la muestra. Se comprob6 el resultado mediante
difraccion de rayos X de muestras seleccionadas segun
el procedimiento indicado en el apartado 3.2.3.6.3.

En cada grupo de animales, tres animales recibieron
un implante durante un mes y los otros tres animales
recibieron el implante durante cuatro meses. Los datos
de control se obtuvieron del grupo de tres ratas que no
recibieron un implante. Ninguno de los animales mu-
rié o presento sintomas de enfermedad durante el ex-
perimento.
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6.2.3 Modelo animal

Se prepararon 21 ratas macho Wistar para recibir la
implantacion. Los animales estaban sanos en recepcion,
con un peso entre 125-150 g. El valor medio de la ratio
area del implante por peso del animal era aproximada-
mente 12 veces mayor que la ratio que experimentaria
una persona con una proétesis cementada de cadera. Las
ratas se dividieron en cuatro grupos, un grupo de tres
animales que sirvieron como control, y tres grupos de
seis animales. Cada grupo de animales recibi6 un tipo
de implante distinto. Las directrices del National Insti-
tute of Health americano (NIH) para el cuidado y el uso
de los animales de laboratorio fueron seguidas estric-
tamente durante todo el experimento [NIH85].

6.2.4 Protocolo de implantacidn y extraccion

La implantacion y recuperacion de las muestras fue-
ron realizadas en una sala de operaciones especialmente
habilitada para la cirugia experimental con animales.
Las ratas fueron anestesiadas con isofluorano vapori-
zado en un 5% en un flujo de oxigeno de 2 I'min™, tanto
para la implantaciéon como para la recuperacion de la
muestra. Para asegurar que los animales respiraban la
anestesia fueron conectados al circuito mediante una
maéscara de Hall modificada. Una vez anestesiados, se
les practico una incisién en el tercio inferior de la re-
gion paravertebral izquierda en condiciones de asep-
sia. Las fibras del musculo fueron separadas a fin de
implantar la muestra en el interior del masculo. La
migracion de la muestra fue evitada cerrando la fascia
con un punto de sutura no reabsorbible.

Transcurrido el periodo marcado de implantacion,
los animales fueron eutanasiados. Durante la necrop-
sia se volvié a abrir la incision paravertebral inicial y
se recupero el biomaterial con el tejido muscular cir-
cundante. Con una incision simétrica en el otro lado de
la columna vertebral se obtuvo una muestra del mus-
culo paravertebral contralateral. A continuacion se
tomaron muestra de tejidos del bazo, musculo paraver-
tebral y contralateral, rifién, pulmon, higado y hueso
mediante laparatomia y esternotomia, y por craneoto-
mia se extrajo el cerebro del animal.

Todas las muestras de 6rganos y tejidos fueron pe-
sadas en fresco en el momento de la extraccion, con los
resultados mostrados en la tabla 6.1. Los érganos se
dividieron en dos partes. Una se fijé en formol al 10%
paralarealizacion del estudio histoldgico y la segunda
fue congelada en nitrégeno liquido a -80°C y conser-
vada para la determinacion del contenido tisular de los
diferentes iones metalicos.
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Tabla 6.1 Peso de los érganos extraidos.

peso + desviacion estandar [g]

material 1 material 2 material 3
Organo 30 dias 100 dias 30 dias 100 dias 30 dias 100 dias

Higado 9,99 +1,37 13,22 +1,42 11,18 £1,70 15,61 +£ 0,47 12,16 £ 0,62 13,52 +1,95
Pulmén 1,70 £ 0,07 2,22 + 0,25 2,00+0,14 2,14 + 0,36 1,84 £0,17 2,45 +£ 0,08
Bazo 0,79 £0,14 1,02 £0,19 1,07 £ 0,07 1,00 £ 0,06 1,09 £0,12 0,99 +0,07
Rifion 1,95+ 0,27 2,72 +0,15 2,36 £ 0,27 3,00 £0,21 2,31 +0,23 2,77 £0,37
Hueso 0,83+0,12 0,88 + 0,08 0,86 + 0,07 0,94 +£0,07 0,62 + 0,08 1,12 +0,18
Cerebro 1,96 + 0,15 1,99 £ 0,03 2,11 +£0,18 1,91 £0,03 2,02 +0,03 2,03 +£0,02
Musculo 0,83 +0,24 0,89 £0,14 1,31+£0,17 0,90 £0,21 1,09 £ 0,08 1,23 +£0,30
Musc. contralateral a 0,98 £0,13 a 0,76 £ 0,08 a 0,82 £0,10

aValor no medido.
6.2.5 Liberacion de iones

Los niveles de titanio en los tejidos analizados fue-
ron determinados mediante espectroscopia de masas
ICP-MS (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry).

Para la realizacion de los anélisis, se descongelaron
las muestras obtenidas de los diferentes drganos y se
pesaron. A fin de obtener una solucion liquida homo-
génea, necesaria para realizar las medidas, se digirie-
ron los tejidos mediante microondas. A partir de esta
solucion se tomo un volumen conocido para realizar
los analisis, lo que permitié determinar la concentra-
cion masica de iones en los diferentes tejidos.

6.2.6 Estudios histoldgicos

En paralelo con los analisis de liberacion de iones,
se procedi6 a realizar un estudio histologico de tejidos
del pulman, rifién, bazo e higado de los grupos control
e implantados. Para la realizacion de los estudios his-
toldgicos, las muestras han de ser sometidas a una se-
rie de pasos:

1. Deshidratacién de la muestra: se prepararon sec-
ciones de los diferentes drganos a estudiar y se
fijaron en fijador Bouin. El material no utilizado
se volvio a congelar para posteriores andlisis. Para
proceder a una deshidratacion gradual, el bloque
preparado se sumergio secuencialmente en los si-
guientes medios:

- alcohol 96°: 30 minutos
- alcohol 96°: 30 minutos
- alcohol 96°: 30 minutos
- alcohol 100°: 30 minutos
- alcohol 100°: 30 minutos
- alcohol 100°: 30 minutos
- xilol: 15 minutos

- parafina: 20 minutos

- parafina: 20 minutos

- parafina: 20 minutos

2. Una vez deshidratada y parafinada, se procedio
a englobar la muestra en un bloque de parafina.
A partir de este bloque se cortaron secciones de
tejido de 7-8 um de espesor con un microtomo.

Tras preparar cinco o seis cortes, éstos se introdu-
cen en un bafio de agua a 50°C, para facilitar el
estiramiento de los cortes y evitar posibles altera-
ciones. Una vez realizado el bafio, los cortes his-
tolégicos son depositados en portamuestras
impregnados en una solucion de albumina-globu-
lina al 50%. Una vez depositados, los portamues-
tras se dejan durante 24 horas en una estufaa 37°C
para que se sequen las muestras, se coagulen y
gueden adheridas.

. La tincion de los cortes histologicos se realizé en

tres cortes, guardando el resto como reserva. El
proceso de tincion requiere realizar diferentes ba-
fios, necesarios para desparafinar los portaobje-
tos, deshidratarlos y tefiir las muestras:

- xilol: 15 minutos

- alcohol 100°: 15 minutos

- alcohol 96°: 5 minutos

- agua: 5 minutos

- hemalumbre (tinte): 10 minutos

- agua: 10 minutos (enjuague del colorante)

- picrocarmin de indigo: 2 minutos (colorante)

- agua: lavado rapido (enjuague del colorante)

- alcohol 96°: 30 segundos

- alcohol 100°: 1 minuto

- xilol: durante el resto del montaje

. Una vez realizada la tincién, s6lo queda aplicar

una gota de resina del Canadd a la muestra, cu-
brirla con un cubreobjetos y dejar secar.

. Las muestras obtenidas se compararon con rela-

cion a las muestras de las ratas del grupo control,
afin de comparar la morfologia e histologia gene-
ral de las células. Se buscaron modificaciones cau-
sadas por efectos toxicoldgicos provocados por los
iones metalicos liberados.
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Tabla 6.2 Concentracion de iones titanio en los diferentes tejidos estudiados.

Concentracion ngZ/ml (n=3)

pulmén musculo musculo rifién bazo cerebro higado
paravertebral (@ contralateral

30 120 30 120 30 120 30 120 30 120 30 120 30 120
Ti6Al4V
no tratado 857+21 895+19 1860+200 88748 -0) 11304107 892+30 913+29 1356426 1370428 989+24 724422 1021+41 891+14
Ti6AlI4V
tratado  812+25801+21 767+38 987+60 -(b) 1079+70 887+20 863+44 1370+40 1381+38 1012+21 699+27 1018+41 805+32
Ti6AlI4V
tratadoy 879423 888+23 92156 1125+95 -(b) 1035+85 963+17 899+51 1353+18 1316463 1055+21 737+27 1036+30 937+39
pulido

Control 740+54 740+54 1060+142 1060+142 1060+142 1060+142 882454 882+54 1659+170 1659+170 79076 790+76 850+30 850+30
@ Musculo préximo al implante
) Resultados descartados debido a problemas de preparacion

6.3 RESuLTADOS

6.3.1 Liberaciéon de iones

Los analisis de la concentracion de iones de titanio 1100 concentracion Ti [ng-g ]
en las diferentes muestras estudiadas se muestra en la
tabla 6.2.

En el bazo, la concentracion de iones disminuyé con
el tiempo de implantacion, como se muestraen la figu-
ra6.1. Por el contrario, en higado (figura 6.2) y cerebro
(figura 6.3), la concentracidn se incrementa ligeramen-
te tras 30 dias de implantacién, y volvio a los valores 900
de salida a los 120 dias.

En el rifién (figura 6.4) y en el musculo contralateral

1000

(figura 6.5), la concentracion de iones titanio se man- 800 L —m— TiGAI4V NT
tiene estable. --e-- TiGAI4V tratado

En el muasculo alrededor del implante, no hay dife- ~4 - TiAI4V tratado y pulido
rencias significativas, excepto para la muestra no tra- e P
tada, en la que se midié un gran incremento en la 0 20 40 60 80 100 120
concentracion tras 30 dias de implantacién, como se tiempo implantacion [Dias]

muestra en la figura 6.6. Figura 6.2 Concentracién de iones titanio en el higado.

concentracion Ti [ng-g™] 1200 concentracion [ng-g”]
1800 —m— Ti6AIV NT —=—TiGAMVNT
--e-- TiBAIV tratado --®-- Ti6Al4V tratado
A Ti6Al4V tratado y pulido 2 -4 TiBAI4V tratado y pulido

1000
1600

1400

42 800

1200 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 600 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
tiempo implantacién [Dias] tiempo implantacién [Dias]

Figura 6.1 Concentracion de iones titanio en el bazo. Figura 6.3 Concentracion de iones titanio en el cerebro.
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concentracion Ti [ng-g™]

1000
—=— Ti6Al4V NT
--®-- TiBAI4V tratado
AT --4---Ti6AI4V tratado y pulido
950

900
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800 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120

tiempo implantacion [Dias]

Figura 6.4 Concentracion de iones titanio en el rifién.

concentracion Ti [ng-g™]
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1200 | ---4---TiBAI4V tratado y pulido

1100 f

1000 f
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Figura 6.5 Concentracion de iones titanio en el musculo con-
tralateral.

En el pulmon, se detect6 un ligero incremento de la
concentracion de titanio con el tiempo de implantacion,
si bien no fue estadisticamente significativo (figura 6.7).

6.3.2 Estudios histoldgicos

Una primera observacién de todas las muestras pre-
paradas mostrd algunas diferencias de tincion, las cua-
les no son importantes pero pueden dificultar las
comparaciones. Lo que si se pudo comprobar es la pre-
sencia de una capsula fibrosa en todos los implantes
retirados. Esta capsula puede servir como barrera a la
difusion de los iones liberados por el implante. En ge-
neral, no se han observado diferencias significativas en
la morfologia tisular entre las secciones extraidas de
ratas implantadas con diferentes tipos de implante. Sin

concentracion Ti [ng-g™]

2200
2000 |+ —m—Ti6Al4V NT
--®-- TiGAI4V tratado
1800 ----4---TiBAI4V tratado y pulido

1600

1400

1200

1000

800

600 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120

tiempo implantacion [Dias]

Figura 6.6 Concentracion de iones titanio en el musculo cer-
cano.

concentracion Ti [ng-g™]

1000
—m—Ti6Al4V NT
--® - TiBAI4V tratado
---4&---TiBAI4V tratado y pulido
900

800 |

700

600 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 6.7 Concentracién de iones titanio en el pulmon.

embargo, se han observado algunas diferencias cuan-
do se han comparado con secciones extraidas de los
grupos control.

6.3.2.1 Pulmoén

Un punto a tener en cuenta al estudiar la histologia
del tejido pulmonar es que existen diferencias signifi-
cativas en la citologia, segun si la preparacion se reali-
za por la una seccion proximal o bien distal del pulmén,
indicadas en la figura 6.8.

Una de las secciones estudiadas en los tejidos obte-
nidos de ratas del grupo control presentaba una zona
de bronquios grandes, en los que se observaron acu-
mulos linfoides al lado del alvéolo (figura 6.9). Las di-



Proximal

istal

Figura 6.8 Vista general del pulmén. Secciones proximal y
distal.
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ferencias respecto a la seccion control de tejido (figura
6.10) pueden ser debidas a los diferentes planos de corte
preparados, dando lugar a la observacién de diferen-
tes zonas del tejido pulmonar.

En alguna seccion de tejido preparada a partir de
animales implantados se observo la existencia de una
posible fibrosis en el tejido observado (figura 6.11),
aunque el efecto observado también pudo ser debido a
que el tejido estd mas tenso. Como esto puede ser cau-
sado por la fijacion de la muestra, no esta claro que se
trate de una patologia. Lo que si que parece confirma-
do es una mayor presencia de acimulos linfoides (fi-
gura 6.12).

Figura 6.9 Ti6Al4V no tratado. Tejido pulmonar. Zona alveo-
lar (10x).

Figura 6.10 Grupo control. Tejido pulmonar. Zona alveolar
(10x).

Figura 6.11 Ti6Al4V tratado y pulido. Tejido pulmonar. Pa-
réngquima un poco engrosado (20x).

Figura 6.12 Ti6Al4V tratado. Tejido pulmonar. Acimulos lin-
foides (20x).
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6.3.2.2 Rifion

En la figura 6.13 se observa una regién de la zona
limitrofe de los microttbulos urinarios en una muestra
control.

Si se compara el tejido control con una seccion ex-
traida de un animal implantado, se observa un incre-
mento del area blanca en los microtibulos, aunque
puede ser un efecto de la preparacion (figura 6.14). No
se ha observado ninguna otra diferencia apreciable
entre tejidos extraidos del grupo control y el extraido
de animales implantados.

Figura 6.13 Grupo control. Tejido del rifion. Corteza interna,
tabulo contorneado (20x).

6.3.2.3 Bazo

A nivel de tejidos linfoides aparecieron algunas di-
ferencias entre las muestras extraidas a los tres grupos
implantados y las muestras control. En la figura 6.15 se
muestra la pulpa blanca y la pulpa roja de una seccién
de bazo extraida de uno de los animales del grupo con-
trol. En la pulpa roja se generan los linfocitos T, y en la
pulpa blanca se producen las células B y los macrofa-
gos. Es necesario sefialar que en la pulpa roja no se ob-
servan grupos de células.

Sin embargo, en algunas secciones extraidas de ra-
tas implantadas con Ti6Al4V no tratado aparecen gru-
pos de células en la pulpa roja (figura 6.16). A mas
aumentos (figura 6.17), se observa que los grupos es-
tan muy tefiidos, y que posiblemente sean células plas-

N

| %
\ s

. . Pulpa, _
~~blanca

Figura 6.15 Grupo control. Tejido del bazo. Pulpa blanca y
pulpa roja (5x).

Figura 6.14 Ti6AIl4V tratado. Tejido del rifion. Corteza inter-
na, tubulo contorneado (20x).

Figura 6.16 Grupo control. Tejido del bazo. Pulpa roja. Gru-
pos de células (20x).



maticas productoras de anticuerpos. Estas existen en
condiciones normales, pero no tan numerosas y agru-
padas.

En otra seccion (figura 6.18) se observaron blastos
(células productoras de anticuerpos) que normalmen-
te se encuentran en la pulpa roja, pero no en acumulos.

En general, esta presencia observada de agrupacio-
nes de células es inespecifica del material, ya que tam-
bién se ha observado tanto en animales implantados
con Ti6Al4V no tratado como en animales implanta-
dos con Ti6Al4V nitrurado.
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6.3.2.4 Higado

El higado es el tejido en el que se observaron mas
cambios en relacion con las preparaciones extraidas del
grupo control. Con todos los materiales se observa una
cierta gradacion en funcion de la zona del 6rgano de la
cual se han tomado las muestras. En las figuras 6.19 y
6.20 se muestra el tejido conjuntivo de secciones con-
trol, con los hepatocitos claramente resueltos.

En la figura 6.21 se observa el primer tipo de dege-
neracion observada en tejidos hepaticos de animales
implantados con Ti6AI4V no tratado. Se observa en la
seccion la existencia de una degeneracion del parén-
guima hepatico la cual parece ser debida a la degene-
racion de algunas células combinado con una cierta
vacuolizacion. Esto podria ser un signo de lipidosis,
patologia por la cual el higado se llena de lipidos. Cabe
indicar, sin embargo, que esta observacién no parece
ser debida a un artefacto.

Figura 6.17 Grupo control. Tejido del bazo. Pulpa roja. Gru-
pos de células (100x).

Figura 6.19 Grupo control. Tejido hepatico. Hepatocitos (20x).

Figura 6.18 Ti6Al4V tratado. Tejido del bazo. Grupos de blas-
tos (40x).

Figura 6.20 Grupo control. Tejido hepatico. Hepatocitos (40x).
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Enlafigura 6.22 se aprecia en segundo tipo de dege-
neracidn observado, en este caso en un animal implan-
tado con una muestra de Ti6Al4V nitrurada. Se
observaron células palidas en el entorno del nucleo.
Puede ser que este sea el primer estadio de la degene-
racion antes observada. También podria ser el estado
final de una vacuolizacion de ciertas células (un 20%
aproximadamente). En la figura 6.23 se observa un de-
talle de lo anterior. Seria necesario realizar un estudio
cuantitativo del glucogeno presente y de otros para-
metros para precisar si se trata verdaderamente de una
patologia, y de qué tipo se trata.

En la figura 6.24 se aprecia, a mas aumentos, vacuo-
lizacion, la cual podria conducir a una mayor degene-
racion. Lo que se observo, sin embargo, es una

Figura 6.21 Ti6Al4V no tratado. Tejido hepatico. Zona dege-
nerada (20x).

vacuolizacion en el sentido morfologico. Seria necesa-
rio comprobar con microscopia electrdnica si es una
vacuola o un signo de degeneracion. Por otro lado, no
aparecieron inclusiones ni depdsitos, habituales en di-
ferentes patologias.

Figura 6.23 Ti6Al4V tratado. Tejido hepatico. Células con de-
generacion (20x).

Figura 6.22 Ti6Al4V tratado. Tejido hepatico. Células con de-
generacion (10x).

Figura 6.24 Ti6Al4V tratado y pulido. Tejido hepatico. Célu-
las con degeneracion (40x).



6.4 DiscusiON

6.4.1 Liberaciéon de iones

Se realiz6 un estudio estadistico comparando los
valores obtenidos con los proporcionados por las mues-
tras control mediante la distribucién t-Student. La
mayoria de los resultados se hallan dentro de la varia-
bilidad estadistica experimental, tal y como se muestra
en la tabla 6.3, en donde se han marcado en negrita los
valores que muestran la existencia de diferencias esta-
disticas entre los valores control y los medidos.

Se han observado algunos resultados interesantes,
como la elevacion de la concentracion de titanio a un
mes en el tejido cerebral e higado en todas las mues-
tras, que a los cuatro meses vuelve a valores nominales.
También son interesantes las reducciones observadas
en las medidas en el bazo y los incrementos en el tejido
pulmonar, relativas a los valores control. Existen tra-
bajos que informaron de un incremento en los niveles
sistémicos de titanio en el pulmon con la presencia de
un implante [Wo084], si bien en este estudio no se ha
observado este hecho. También se ha observado un in-
cremento puntual a los 30 dias de implantacion en el
musculo paravertebral (el més cercano al implante) en
la muestra no tratada, a diferencia de las muestras tra-
tadas, en las que no se aprecia este incremento local.

Tabla 6.3 Comparacion mediante el estadistico t-Student.
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La ligera disminucidn de los niveles medidos en el
bazo puede deberse a que el bazo es parte del sistema
inmunolégico, encargandose de retirar elementos ex-
trafios del fluido sanguineo, y el hecho de que, en au-
sencia de implantes metalicos, este 6rgano funciona
como un érgano de acumulacion para iones metalicos.
Ahorabien, ademas de estas explicaciones, es posible que
estos resultados estén relacionados con el error experi-
mental, ya que las variaciones son similares en los tres
materiales estudiados, y se trata de variaciones peque-
fias, que no llegan a ser significativas estadisticamente.

En general, los resultados muestran que la libera-
cion de iones en ausencia de corrosion por parte del
Ti6Al4V es muy reducida, y tiende a concentrarse de
forma local s6lo en el caso del Ti6AI4V no tratado. Si se
comparan estos resultados con los obtenidos por otros
investigadores (Tabla 6.4), se constata que los resulta-
dos son similares a los obtenidos con experimentos en
los que el material no sufria ningun tipo de carga que
pudiera generar desgaste o decapado de la capa de
pasivacion, excepto en el incremento temporal de la
concentracion que se produce en cerebro e higado tras
un mes de implantacién, el cual puede ser debido a
algun efecto del equipo experimental.

La falta de acumulacidn sistémica en ausencia de
desgaste, por tanto, parece confirmada. Esto puede
deberse a la baja solubilidad del producto liberado (hi-
dréxido de titanio) y a su baja transportabilidad

Probabilidad de igualdad de medias

Pulmén Mdsculo Mdsculo Rifidon Bazo Cerebro Higado
paravertebral contralateral

30 120 30 120 30 120 30 120 30 120 30 120 30 120
Ti6AI4V
no tratado 0:114 0,054 0,031 0,291 @ 0,714 0,879 0,639 0,153 0,169 0,005 0,125 0,028 0,283
Ti6AI4V
tratado 0,292 0,352 0,117 0,660 @ 0,910 0,9350,798 0,174 0,18 0,003 0,072 0,030 0,294
Ti6AI4V
tratadoy 0077 0,065 0413 0,723 -@ 0,887 02260830 0,148 0,131 0,000 0,230 0,012 0,152
pulido

(@ Resultados descartados debido a problemas de preparacion

Tabla 6.4 Comparacién de las ratios de concentracion de titanio del grupo control con el grupo experimental para diferentes estudios.

[Fer60] [Woo084] [Lug91] [Bia97] Ti6AI4V NT Ti6AI4AV TiBAl4V
tratado tratadoy
pulido
Ratio area implante/peso [y 3,6-10,8 45-89 0,60 10 9 9 9
Numero de animales 2-4 5 3 5-7 6 6 6
Tiempo implantacion [meses] 1,54 12 24 12 1-4 1-4 1-4
Tejidos remotos pulmén 15 55 1 1 1,2 11 1,2
bazo 16 3,3 1 1 0,8 0,8 0,8
musculo n.g n.p. n.p. 1 1 1 1
cerebro n.p. n.p. 1 n.p. 11 11 11
higado n.p. n.p. n.p. n.p. 11 1,1 1,2
rifién n.p. n.p. n.p. n.p. 1 1 1
Tejido local musculo 24 4 n.p. 1,2 2,6 0,8 1

n.p® No publicado
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metabolica [Bia97]. En contraste, los experimentos rea-
lizados en presencia de desgaste dan lugar a una ele-
vacion de los niveles sistémicos de titanio en los
diferentes tejidos estudiados.

El efecto observado del tratamiento de nitruracion
gaseosa en la concentracién sistémica de iones no es
estadisticamente significativo, si bien se aprecia una
considerable disminucion en la cantidad de iones me-
didos en los tejidos mas cercanos al implante en las
muestras tratadas.

6.4.2 Estudios histolégicos

Las observaciones realizadas de las muestras histo-
logicas de los diferentes grupos de ratas presentan po-
cas diferencias entre las secciones preparadas a partir
de tejidos del grupo control no implantado y las obser-
vadas provenientes de los grupos de ratas implanta-
das, lo que concuerda con la baja variabilidad
observada en la concentracion de iones metélicos. Las
diferencias mas significativas se han observado en las
preparaciones de tejido del bazo y del higado.

En el bazo se observd la presencia de agrupaciones
de células, en lo que parece que es una reaccién inespe-
cificaa material, que no tiene por qué ser debida a toxi-
cidad, y puede ser debida a otras causas no relacionadas
con los implantes de Ti6AIl4V. Parece existir una res-
puesta inmune del bazo, que no necesariamente ha de
ser consecuencia de un efecto de toxicidad.

En el higado se han observado sefiales de dos tipos
diferentes de degeneracion de las células hepaticas, con
vacuolizacion de células y degeneracién celular en el
parénquima hepatico. Estos resultados son dificilmen-
te atribuibles a efectos de la preparacion, y podrian ser
debidos a alguin tipo de efecto de toxicidad. Sin embar-
go, teniendo en cuenta que la degeneracidn observada
se presento en todos los grupos de ratas implantadas,
incluidas las implantadas con Ti6AIl4V no tratado, que
el nivel medido de iones titanio en dicho 6rgano so6lo
presenta un ligero incremento temporal a los 30 dias
de implantacion, y el hecho de que los animales no han
presentado ningun signo de enfermedad durante toda
la fase experimental, parecen no concordar con esta
posible explicacion.

Un aspecto que no ha sido posible dilucidar es la
existencia de infiltrados linfoides cerca de los implan-
tes enrelacién con las zonas mas alejadas, a fin de com-
probar la respuesta citoloégica reportada por otros
trabajos [Ary98].

En resumen, si bien se han observado algunas dife-
rencias cuando se han comparado los tejidos del grupo
control con los tejidos extraidos de animales implanta-
dos, estas diferencias pueden ser debidas a las técnicas
de preparacion de los tejidos, y no causadas por la im-
plantacion realizada o por los iones liberados.
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