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Resumen

Objetivo: Los implantes 6seos son utilizados cada vez con mayor frecuencia en la practica clinica y, entre los materiales,
el Ti o sus aleaciones son los de mejor rendimiento por sus propiedades fisicoquimicas. Aleaciones como TiNbTa han
demostrado mejorar las caracteristicas biomecanicas del Ti puro comercial (c.p.), sin embargo, su capacidad osteointe-
gradora necesita ser evaluada.

El objetivo del presente estudio fue valorar la citotoxicidad y la capacidad de adhesion, proliferacion y diferenciacién de
células osteoblasticas en cultivo, influida por discos de material TiNbTa frente a Ti c.p.

Materiales y métodos: Analizamos a los 4 y 7 dias del cultivo la linea celular MC3T3, la viabilidad celular (AlamarBlue
Cell Viability Reagent. Invitrogen, Espafia), asi como la proliferacion y diferenciacion celular (actividad de fosfatasa al-
calina (ALP) y microscopia electrénica de barrido (Fijacién para SEM). Se realiz6 la prueba t de Student para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de discos de estudio.

Resultados: Los resultados obtenidos demuestran muy buena viabilidad celular durante el periodo de estudio, sin di-
ferencias significativas para ambos materiales. Asi mismo, detectamos una caida en los niveles de ALP que fue signifi-
cativa para ambos componentes entre los dias 4 y 7 del estudio (p<0,05). Las imagenes de microscopia electrénica
revelaron buena capacidad de adhesién al material, asi como diferenciacion celular frente a ambos tipos de discos.
Conclusiones: La aleacién de TiNbTa como material para implantes 6seos cuenta con una buena capacidad osteointe-
gradora, ademas de resolver problemas de biomecanica que presenta el titanio puro como componente.

Palabras clave: TiNbTa, citotoxicidad, biocompatibilidad, células osteoblasticas, cultivo celular, adhesién celular, m6dulo

de Young.

INTRODUCCION

La generacion de tejido funcional mediante ingenieria
tisular tiene un alto impacto en diversas areas de la me-
dicina regenerativa, entre las que se encuentra el tejido
esquelético. Los primeros implantes fueron utilizados en
el ambito de la medicina, en concreto en 1909, cuando se
desarrollaron las agujas de Kirschner y los clavos de
Steinman para la fijacion de fracturas dseas, donde el ma-
terial utilizado fue el acero inoxidable. A lo largo de los
afios, se procedi6 a la mejora del acero, buscando que
este fuese mas resistente a la corrosiéon y que no provo-
case efectos nocivos en el cuerpo humano. En 1940 se co-
menzo el estudio del titanio (Ti) como biomaterial para
implante 6seo™.

El cambio de fase determina el cambio de estructura
cristalina del material cuando es sometido a cambios de
temperatura. El titanio es un metal cuya transformacion
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alotrépica ocurre a 882°C y pasa de una fase o, que pre-
senta una estructura hexagonal y compacta (HCP), poco
deformable y resistente a temperatura ambiente, a una
fase (3 caracterizada por estructura ctbica y centrada en
el cuerpo (BCC), la cual es facilmente deformable, lo que
permite la realizacion de tratamientos térmicos que tienen
como finalidad optimizar las propiedades del material?.

Entre las caracteristicas que hacen del titanio uno de los
mejores materiales para implantes 6seos podemos desta-
car sumayor resistencia especifica (resistencia/densidad),
su alta ductilidad y su inferior médulo de Young? frente a
otros elementos como, por ejemplo, el acero inoxidable. A
suvez, se trata de un material no ferromagnético, lo que no
presenta inconvenientes a la hora de realizar una prueba
al paciente con implante de Ti por resonancia magnética.
El anclaje al tejido dseo es posible gracias ala capa de 6xido
formada en el material al ser pasivado*.
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Actualmente se utiliza el Ti comercial puro (c.p.) y
otras aleaciones como Ti-6Al-4V principalmente para
los implantes 6seos®. Sin embargo, ambos elementos
presentan un alto mddulo elastico (E: 100-112 GPa) en
comparacion con el médulo eléstico del hueso cortical
(18,6-20,7 GPa) y trabecular (10,4-14,8 GPa) (Tabla 1)
lo que produce el efecto de apantallamiento de tensiones
o stress-shielding®. Este fenémeno se debe a que la rigi-
dez del material del implante 6seo es superior a la rigi-
dez del hueso, lo que hace que toda la carga recaiga
sobre el implante 6seo. El remodelado dseo se ve en gran
medida regulado por las cargas mecanicas a las que se
ve sometido, de manera que la presencia de cargas esti-
mula su formacidn 6sea, y la ausencia de las mismas au-
menta la reabsorcién. Como consecuencia de la disminucién
de carga soportada por el hueso, este disminuye su den-
sidad en la zona préxima al implante y, por tanto, puede
producirse tanto la fractura prematura del mismo como
el aflojamiento del implante®.

En la actualidad, para eliminar el fenémeno del apan-
tallamiento de tensiones, se busca disminuir el médulo
elastico, para lo cual se dispone de varias soluciones. Una
de ellas, disminuir la densidad del material empleado, me-
diante la porosidad. Sin embargo, al aumentar la porosi-
dad, se produce la disminucién de la resistencia mecanica.
Otro enfoque seria la busqueda de aleaciones de Ti de es-
tructura cubica centrada en las caras (BCC) o aleaciones
[3-Ti, las cuales son de bajo médulo elastico y no presentan
disminucién de resistencia mecénica. Para la estabiliza-
cion de la fase 3 se requiere de elementos (3-estabilizado-
res: el Mo, V, Ta, Nb y Zr como elementos (3-isomorfos y Cr,
Co, Cu, Fe y Ni como elementos -eutectoides. La ventaja
de los elementos B-isomorfos es su alta cantidad de solu-
cion solida sustitutiva y su incapacidad de formar com-
puestos intermetalicos de Ti, que poseen E elevado. Por
tanto, se ha demostrado que elementos como el Nb y el Ta
poseen un elevado nivel de biocompatibilidad y habilidad
para prevenir el incremento de particulas, lo cual evitaria
una mala interfaz de cohesién’.

El niobio (Nb) y el tantalio (Ta) son dos metales de
transicién muy utilizados en aleaciones; en especial, el
Nb se utiliza en la formacion del acero. Hasta 1866, se
penso6 que ambos elementos eran el mismo, ya que pre-
sentan caracteristicas fisico-quimicas muy similares. La
aleacion de TiNbTa destaca por su alta estabilizacion de
comportamiento, por la ausencia de fase a, lo que per-
mite una disminucién del médulo elastico (49 + 3 GPa),
su excelente resistencia elastica (ocy>1860 MPa) y su alta
biocompatibilidad”®. Por lo tanto, un material como el
TiNbTa, con una buena combinacion de alta resistencia
y bajo mddulo de Young cercano al del hueso, podria uti-
lizarse para evitar el aflojamiento de los implantes para
asi evitar la cirugia de revision (Tabla 1).

En los altimos afios, se han desarrollado toda una
serie de técnicas con el objetivo de obtener materiales
porosos que presenten un modulo de Young mas cer-
cano al del hueso cortical. En concreto, Chicardi et al
han conseguido fabricar una aleaciéon de TiNbTa con
propiedades fisicoquimicas mas semejantes a las que
presenta el hueso®. No obstante, la mejora en el disefio
de materiales, destinados a ser utilizados como injertos
0seos, debe considerar la capacidad de osteointegracion
de los mismos, y en este sentido es necesario evaluar la
citotoxicidad y la capacidad de adhesion, proliferacion y
diferenciacién de células osteoblasticas influida por el
material. Nuestro objetivo principal fue evaluar las ca-

racteristicas osteointegradoras de la aleacién TiNbTa,
con un médulo de Young similar al del hueso trabecular,
y compararlas con el Ti puro.

MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo celular

La linea celular MC3T3 (subclon 4) de ATTC (Manassas,
Virginia, EE.UU.) se cultivé en medio a-MEM (Gibco,
Thermo Fischer Scientific, Espafia) suplementado con 1%
de L-glutamina (200 mM) y 10% de suero bovino fetal.
Para inducir la diferenciacion, las células fueron tratadas
con un medio de cultivo osteogénico suplementado con
acido ascorbico 50 g/ml (Merck, Alemania) y B-glicerofos-
fato 10 nM (StemCell Technologies, Canadd). Las células
fueron sembradas en discos, de 3 mm de espesory 7 mm,
de titanio c.p. y de TiNbTa a una densidad de 5x10%, en
condiciones de 5% de CO, a 379C. Se realizaron cambios
de medios cada 48 h. Los cultivos se realizaron por tripli-
cado y las lecturas de la viabilidad celular y la actividad
fosfatasa alcalina se realizaron después de 4 y 7 dias.

2. Viabilidad celular
El ensayo Alamar Blue (AlamarBlue Cell Viability Rea-
gent. Invitrogen, Espafia) se llevé a cabo de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. AlamarBlue es un com-
puesto no téxico, permeable a las células, que es de color
azul y no fluorescente. Las células viables mantienen un
ambiente reductor dentro de su citoplasma. El reactivo
AlamarBlue es una forma oxidada de redox y de color
azul. Cuando se incuba con células viables cambia de
color azul arojo y se vuelve fluorescente. Este cambio se
puede detectar utilizando métodos de absorbancia.
Alos 4 y 7 dias se transfieren los discos con creci-
miento celular a un nuevo pocillo y se afladen 80 pL de
AlamarBlue sobre el disco y posteriormente se afladen
720 pL de medio de cultivo; este medio se incuba du-
rante 2 horas a 372C y se mide la absorbancia a la longi-
tud de onda de excitacion y emision respectiva de 570 y
600 nm (TECAN, Infinity 200 Pro). Los resultados se
presentan como el porcentaje de reduccion. Los experi-
mentos se realizaron por triplicado en cada cultivo.

3. Fosfatasa alcalina

Analizamos la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) de
acuerdo con el protocolo del fabricante (kit de ensayo
de fosfatasa alcalina Colorimétrica, Abcam ab83369,
Reino Unido) en el sobrenadante de cultivo. El ensayo se
realiz6 a los 4 y 7 dias, a través de la conversién de un
fosfato de p-nitrofenilo incoloro en un p-nitrofenol de
color. Se mide la absorbancia a 405 nm de 4-nitrofenol
(TECAN, Infinity 200 Pro), y la actividad de ALP se cal-
culé a partir de una curva estandar. Los experimentos se
realizaron por triplicado en cada cultivo.

4. Fijacion para SEM

Para visualizar las células en la microscopia electrénica
de barrido (SEM), las células MC3T3 se cultivaron en
discos de titanio c.p.y Ti NbTa durante 4 y 7 dias por tri-
plicado. Las muestras fueron fijadas con formol 10%, se-
guido de un paso de deshidratacién con soluciones
etandlicas y recubiertos por recubrimiento de oro utili-
zando un revestimiento de esputo (Pelco 91000, Ted
Pella, Redding, California, EE.UU.). Todas las microgra-
fias se obtuvieron utilizando un microscopio electrénico
de barrido Jeol JSM-6330F y el voltaje de aceleracion fue
de 10 kV para imagenes SEM.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del titanio puro, las distintas fases y el hueso: médulo elastico y resistencia elastica

Grupo Compuesto
Titanio puro Ti c.p.
Fase o+ Ti-6A1-4V
Fase 8 TiNbTa
Trabecular
Hueso
Cortical

5. Analisis estadistico

Todos los experimentos in vitro se realizaron por tripli-
cado para cada condicién estudiada. Las variables fue-
ron analizadas para la distribucién de la normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realizé
la prueba t de Student para determinar diferencias es-
tadisticamente significativas entre los dos grupos.

Para el manejo estadistico de resultados se ha utili-
zado el paquete SPSS version 22.0 para Windows (IBM
Corp., Armonk, Nueva York, EE.UU.). En todos los casos
se consider6 como nivel de significacion p<0,05.

Los datos son expresados como media * desviacion
estandar (DS).

REesuLTADOS

Los cultivos celulares en los discos de Ti c.p. y en la alea-
cién tuvieron un crecimiento celular similar. A los 7 dias
de crecimiento las células presentaron al microscopio
optico (M.0.) una morfologia columnar y basoéfila com-
patible con el inicio de la diferenciacion (Figura 1). La su-
perficie del disco no deja pasar la luz, por lo que resulta
complejo apreciar las células con claridad. Sin embargo,
en las partes destacadas se pudo observar que se habia
producido cierta adhesién celular en el material, lo cual
indicaria que la aleacién presenta buenas cualidades
para ser utilizada en implantes.

Viabilidad celular

La figura 2 representa la viabilidad de la linea celular en
funcidn del tiempo de crecimiento celular (4 y 7 dias)
sobre los discos de Ti c.p. y TiNbTa. A los 4 dias de cul-
tivo, la viabilidad celular en los discos de TiNbTa fue si-
milar a la de los discos de Ti c.p. Mientras que a los 7,
observamos un ligero ascenso de la viabilidad en las
muestras de TiNbTa y un descenso en las muestras de
Ti c.p., aunque sin diferencias significativas. En todos los
casos el porcentaje de viabilidad siempre fue superior
al 150%. Se considera efecto toxico cuando la viabilidad
es inferior al 75%, por lo que, con los resultados obteni-
dos, se puede deducir que el cultivo celular es viable a
lo largo de toda la duracién del cultivo en todas las con-
diciones.

Actividad fosfatasa alcalina

Cuantificamos los valores de la actividad de la fosfatasa
alcalina (ALP) en los cultivos de células MC3T3 alos 4y
7 dias. La figura 3 representa la media y la desviacion
estandar de los resultados obtenidos en ambas condi-
ciones de cultivos. En los discos de Ti c.p., los resultados
obtenidos mostraron una disminucién de la actividad
enzimatica, siendo estadisticamente significativa la di-
ferencia encontrada entre los dias 4y 7 (p=0,001). En
los discos de TiNbTa, también se observo una disminu-
cién de la actividad con el tiempo de cultivo y existi6é una

Moédulo Young (GPa) Limite de fluencia (MPa)
100 650
112 1140
46-52 1860
0,5-2,0 40-60
20-25 150-180

Figura 1. Fotografia de microscopio 6ptico invertido
(Olympus CKX53) con objetivo de medio aumento 40X, de
las células crecidas a los 7 dias en los discos de TiNbTa

diferencia significativa entre los dias 4 y 7 de cultivo
(p=0,006). En ambas condiciones a los 4 dias se obtuvo
la maxima actividad enzimatica, dado que hay una
mayor proliferacién y crecimiento celular, como los va-
lores de viabilidad corroboraron, y a partir del dia 7, las
células presentaron un fenotipo mas diferenciado, como
observamos en las imagenes de SEM, y la actividad de la
ALP disminuyd.

Morfologia celular por microscopia electrénica de
barrido

Se realiz6 un estudio preliminar para estudiar la morfo-
logia y adhesién celular sobre el material de estudio
TiNbTa comparado con el crecimiento en Ti c.p. Para ello,
visualizamos las muestras de ambos tipos de disco a los
4y 7 dias de cultivo. A los 4 dias, se observaron pequefias
agrupaciones celulares en ambos tipos de superficie y de
densidad similar. A los 7 dias, las imagenes demostraron
un crecimiento en monocapa en toda la superficie del
disco, siendo similar en ambos materiales. También se
observaron uniones entre célula-células y célula-bioma-
terial. Las células se adhirieron a través de filopodios
(finas proyecciones celulares, flecha amarilla) y lamelo-
podios (extensiones mas amplias, asterisco amarillo), de-
mostrando de esta forma la conexién de las células con
el biomaterial. Empezamos a observar la presencia de
pequeiias vesiculas de estructura hexagonal, sugiriendo
una posible nucleacién de hidroxiapatita, sobre la super-
ficie celular, sugiriendo el inicio del desarrollo del pro-
ceso de mineralizacion (Figura 4).
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Figura 2. Viabilidad celular de las células cultivadas en
discos de Ti c.p. o la aleacién TiNbTn a los 4 y 7dias del
crecimiento celular. Resultados presentados como
media + desviacion estandar

Viabilidad celular

350
300
250
200
150 |-
100 [

50

% reduccion

TiNbTa
Dia4 M Dia7

Figura 3. Actividad de la fosfatasa alcalina en creci-
miento celular sobre discos de Ti c.p. o TiNbTa durante
4 y 7dias. * Tic.p. 4 dias vs. 7 dias; ** TiNbTa 4 dias vs. 7
dias. P<0,05

Actividad fosfatasa alcalina

7,00
6,00 -
5,00
4,00
3,00 | e
2,00
1,00 |-
0,00

Ti puro TiNbTa

Dia4 M Dia7

U/mL

Figura 4. Microfotografias de microscopio electronico de barrido a 4 y 7 dias de cultivos de osteoblastos sobre la superficie
de Ti cp. o TiNbTa. La morfologia celular y proliferacion es mostrada en las dos superficies testadas. Interacciones célula-
célula a través de filopodios (flechas amarillas) e interacciones célula-superficie mediante lamelopodios (asterisco amarillo)

4 dias

Ti c.p.

TiNbTa

Discusion

Los problemas inflamatorios y degenerativos de los huesos
y articulaciones afectan a millones de personas en todo el
mundo. De hecho, representan la mitad de las enfermeda-
des crénicas en personas mayores de 50 afios en paises
desarrollados®. Estas enfermedades a menudo requieren

7 dias

cirugfa, incluida el reemplazo de toda la articulacién en
casos de deterioro. Este hecho, acompanado del aumento
de la esperanza de viday el envejecimiento de la poblacion,
ha traido consigo una gran demanda de derivados sanita-
rios, entre los que destacan el desarrollo de implantes qui-
rurgicos y materiales con mayor periodo de vida til.



% Giner M, Santana L, Costa AF, Vazquez-Gémez MA, Colmenero M, Olmo FJ, Chicardi E, Torres Y, Montoya-Garcia MJ  OR|GINALES

Los biomateriales constituyen uno de los avances mas
importantes en la medicina actual: estos mejoran la calidad
de vida de los pacientes y reducen el tiempo de curacion y
la convalecencia de enfermedades. En 2009, Bjursten re-
salt6 la importancia de incrementar la unién del implante
al hueso, dado que la vida media de un implante esta com-
prendida entre 10 y 15 afios”%, lo que implica un aumento
en el nimero de intervenciones quirurgicas de revision.

En nuestro estudio hemos realizado pruebas para va-
lorar un material nuevo, la aleaciéon TiNbTa, con un mé-
dulo de Young similar al del hueso trabecular. Numerosos
estudios han demostrado la disminucién del médulo
elastico en aleaciones con Nb y Ta, como por ejemplo el
Ti35Nb5Ta7Zr, que muestra un médulo elastico de 55GPal™.
La ventaja en comparacion con el Ti c.p. o la aleacion
Ti-6Al-4V seria el inferior médulo de Young de la alea-
cién estudiada, lo cual reduciria considerablemente el
apantallamiento de tensiones.

El porcentaje de viabilidad se relaciona ampliamente
con las propiedades biocompatibles y citotoxicas del
material; diversos autores!?!® han demostrado cémo
porcentajes elevados de viabilidad son 6ptimos para
considerar un material candidato a ser utilizado como
implante 6seo en humanos. Nuestros cultivos, a los di-
ferentes tiempos de estudio, presentaron un alto grado
de biocompatibilidad, asi como una ausencia de toxici-
dad. Se obtuvieron resultados positivos entre la linea ce-
lular y el material. Se podria sugerir que si este material
fuese implantado tenderia a sintetizar la matriz 6sea, se
adheriria bien al hueso y resultaria biocompatible!45,

Los valores de viabilidad nos demuestran que no exis-
ten diferencias en el crecimiento celular entre la aleacién
TiNbTay Ti c.p, y en todas las condiciones los valores se
encuentran por encima del 75%. Por tanto, ambos mate-
riales resultarian no citotdxicos y por tanto viables. Por
otro lado, la adecuada actividad del metabolismo celular
confirma que la aleacién no libera residuos téxicos para
nuestras células'>8, Estudios previos de implantacién
animal de materiales como el Nb y el Ta en tejidos blan-
dos y duros de ratas han demostrado la elevada biocom-
patibilidad de los metales y la osteogénesis!®2.

También cuantificamos la actividad celular midiendo
la actividad de ALP. Una actividad aumentada de ALP se
relaciona directamente con la proliferacion celular y es
un marcador de diferenciacién del fenotipo osteoblas-
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tico. En tejidos como huesos y cartilagos, la ALP se ex-
presa en las fases iniciales del proceso de calcificacion y
mas adelante, en el desarrollo, la expresion de la ALP
disminuye. Se ha demostrado que cuando la actividad
ALP disminuye, aumenta la diferenciacién celular!*.

Nuestros valores confirman que el cultivo en los discos
con el nuevo material presenta actividad ALP que varia
segun el tiempo de estudio. Al inicio del cultivo, a los 4
dias, las células MC3T3 presentaron una mayor prolifera-
cion celular en Ti c.p. que las cultivadas sobre el material
de aleacidn, indicando un crecimiento mas lento en los
discos de TiNbTa durante los primeros dias de cultivo. A
los 7 dias, los valores de ALP fueron similares en ambas
muestras e inferiores a los iniciales, lo que demuestra que
el cultivo se estd comportando con caracteristicas simila-
res en cuanto a proliferacidn y diferenciacion. En las ima-
genes obtenidas por SEM, observamos que alos 7 dias las
células tapizaron en su totalidad la superficie de los dis-
cos, el crecimiento celular se dio por igual en ambas
muestras y llegaron a la confluencia celular, y 1a menor
actividad concord6 con las imagenes de células que estan
iniciando el proceso de mineralizacion. Ademas, empeza-
mos a observar la secreciéon de material que formara la
matriz extracelular por parte de los osteoblastos, y se ob-
servo en la superficie de las células un aumento de molé-
culas con apariencia de hidroxiapatita?®. Por otro lado, los
osteoblastos presentaron filopodios y lamelopodios, es-
tructuras celulares esenciales durante el proceso de adhe-
sion celular, lo que nos indica que la unién a otras células
y al material es directa; otros autores describen estas
uniones en células MC3T3 y discos de Ti c.p.?2%.

En conclusidon, nuestro estudio in vitro nos permite
concluir que la aleacién novedosa que combina elemen-
tos como el Nb y el Ta con el Ti, ademas de mejorar las
propiedades mecanicas del material, resulta, a corto
plazo, biocompatible con las células osteoblasticas, com-
portandose con caracteristicas de viabilidad, prolifera-
cion, diferenciacion y capacidad de adhesion de lineas
celulares osteoblasticas, de forma muy semejante a como
lo hace el Ti puro.

Financiacion: Este trabajo ha estado financiado por
la Fundacién Espafiola de Investigacién Osea y Me-
tabolismo Mineral (FEIOMM), por la beca Traslacio-
nal FEIOMM de 2018.

}}l Conflicto de intereses: Lo autores declaran no tener conflicto de intereses.



ORIGINALES  Estudio de biocompatibilidad y osteointegracion de nuevos materiales protésicos
Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(3):92-97

Bibliografia

1.

Geetha M, Singh A-K, Asokamani R,
Gogia A-K. Ti based biomaterials, the
ultimate choice for orthopaedic im-
plants. Prog Mater Sci. 2009;54:397-
425.

Litjering G, Williams JC. Titanium. Ed.
Springer Science & Business Media,
2007.

Kaur M, Singh K. Review on titanium
and titanium based alloys as biomate-
rials for orthopaedic applications.
Mater Sci Eng C Mater Biol Appl
2019;102:844-62.

Kirkpatrick CJ, Krump-Konvalinkova V,
Unger RE, Bittinger F, Otto M, Peters K.
Tissue response and biomaterial inte-
gration: the efficacy of in vitro me-
thods. Biomol Eng. 2002;19:211-7.
Navarro M, Michiardi A, Castafio O,
Planell J-A. Biomaterials in orthopae-
dics. Soc Interface. 2008;5:1137-58.
Rho JY, Ashman RB, Turner CH. Youn-
g's modulus of trabecular and cortical
bone material: ultrasonic and micro-
tensile measurements. ] Biomech.
1993;26:111-9.

Bjursten LM, Rasmusson L, Oh S,
Smith GC, Brammer KS, Jin S. Titanium
dioxide nanotubes enhance bone bon-
ding in vivo. ] Biomed Mater Res A.
2010;92:1218-24.

Lario-Femenia |, Amig6-Mata A, Vi-
cente-Escuder A, Segovia-Lépez F
Amigo6-Borras V. Desarrollo de las ale-
aciones de titanio y tratamientos su-
perficiales para incrementar la vida
util de los implantes. Rev Metal.
2016;52:84.

Chicardi E, Gutiérrez-Gonzalez CF, Saya-
gués M], Garcia-Garrido C. Development
of a novel TiNbTa material potentially
suitable for bone replacement implants.
Mater Des. 2018;145:88-9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

GBD 2017 Disease and Injury Inci-
dence and Prevalence Collaborators.
Global, regional, and national inci-
dence, prevalence, and years lived
with disability for 354 diseases and
injuries for 195 countries and territo-
ries, 1990-2017: a systematic analysis
for the Global Burden of Disease Study
2017. Lancet. 2018;392:1789-858.
Saji VS, Choe HC, Brantley WA. An elec-
trochemical study on self-ordered na-
noporous and nanotubular oxide on
Ti-35Nb-5Ta-7Zr alloy for biomedical
applications. Acta Biomater. 2009;5:
2303-10.

Matsuno H, Yokoyama A, Watari F, Uo M,
Kawasaki T. Biocompatibility and os-
teogenesis of refractory metal im-
plants, titanium, hafnium, niobium,
tantalum and rhenium. Biomaterials.
2001;22:1253-62.

Hussein AH, Gepreel MA, Gouda MK,
Hefnawy AM, Kandil SH. Biocompati-
bility of new Ti-Nb-Ta base alloys.
Mater Sci Eng C Mater Biol Appl.
2016;61:574-8.

Beck GR Jr, Sullivan EC, Moran E, Zer-
ler B. Relationship between alkaline
phosphatase levels, osteopontin ex-
pression, and mineralization in diffe-
rentiating MC3T3-E1 osteoblasts. ]
Cell Biochem. 1998;68:269-80.

Sista S, Wen C, Hodgson PD, Pande G.
Expression of cell adhesion and diffe-
rentiation related genes in MC3T3 os-
teoblasts plated on titanium alloys: role
of surface properties. Mater Sci Eng C
Mater Biol Appl. 2013;33:1573-82.
Tolde Z, Stary V, Cvrcek L, Vandrov-
cova M, Remsa |, Danis S, et al. Growth
of a TiNb adhesion interlayer for
bioactive coatings. Mater Sci Eng C
Mater Biol Appl. 2017;80:652-8.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Biesiekierski A, Lin J, Li Y, Ping D, Ya-
mabe-Mitarai Y, Wen C. Investigations
into Ti-(Nb,Ta)-Fe alloys for biomedi-
cal applications. Acta Biomater. 2016;
32:336-47.

Kesteven |, Kannan MB, Walter R, Khak-
baz H, Choe HC. Low elastic modulus Ti-
Ta alloys for load-bearing permanent
implants: enhancing the biodegrada-
tion resistance by electrochemical sur-
face engineering. Mater Sci Eng C Mater
Biol Appl. 2015;46:226-31.

Yate L, Coy LE, Gregurec D, Aperador W,
Moya SE, Wang G. Nb-C nanocompo-
site films with enhanced biocompati-
bility and mechanical properties for
hard-tissue implant applications. ACS
Appl Mater Interfaces. 2015;7:6351-8.
Thull R, Handke KD, Karle EJ. Tierexpe-
rimentelle Priifung von Titan mit Ober-
flachen-beschichtungen aus (Ti,Nb)ON
und (Ti,Zr)O [Animal experiment study
of titanium with surface coatings of
(Ti,Nb)ON and (Ti,Zr)O]. Biomed Tech
(Berl). 1995;40:289-95.

Civantos A, Giner M, Trueba, Lascano S,
Montoya-Garcia MJ, Arévalo C, et al. In
vitro bone cell behavior on porous tita-
nium samples: influence of porosity by
loose sintering and space holder tech-
niques. Metals. 2020;10:696-716.
Schlie-Wolter S, Ngezahayo A, Chichkov
BN. The selective role of ECM compo-
nents on cell adhesion, morphology,
proliferation and communication in
vitro. Exp Cell Res. 2013;319:1553-61.
Mufioz S, Pavon ], Rodriguez-Ortiz JA,
Civantos, A, Allain JP, Torres Y. On the
influence of space holder in the deve-
lopment of porous titanium implants:
Mechanical, computational and biolo-
gical evaluation. Mater Charact. 2015;
108:68-78.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles false
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo true
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (None)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialUnicodeMS
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Impact
    /LucidaConsole
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 350
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 350
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /FRA <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 5.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /ESP <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




