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Resumen

Se han estudiado diferentes tratamientos superficiales con €l fin de obtener una capa de TiO2
con una minima concentracién de Ni en la superficie de aleaciones de NiTi 50/50 con memoria de
forma: pulido espejo, autoclave, electropulido, oxidacién en un bafio de agua hirviendo y oxida-
cion térmica en atmosfera controlada de aire. Se analizaron las superficies de las muestras median-
te XPS. El tratamiento de oxidacion térmica es €l que da el ratio Ti/Ni mas alto, la menor cantidad
de Ni en superficiey también el mayor espesor de 6xido. Se comprobd mediante un experimento de
liberacion de iones que el 6xido formado por este proceso de oxidacién hace disminuir la libera-
cion deiones Ni al medio fisiolégico respecto a la superficie no tratada. Se hicieron estudios de
cultivos celulares de osteoblastos de linea MG63 sobre superficies no tratadas y tratadas
térmicamente de NiTi. Losresultados de proliferacion muestran que, paralosdias 3, 6y 9 no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los materiales. Sin embargo, después de 48h de
estimulacién para la diferenciacion, las células cultivadas sobre las superficies tratadas
térmicamente demuestran una mayor actividad de la fosfatasa alcalina y mayores niveles de

osteocalcina.

Palabras clave: aleaciones de NiTi, tratamientos de superficie, XPS, MG63, fosfatasa alcalina,
osteocalcina

Abstract

Various surface treatments have been studied in order to find the most appropriate in forming a
TiO2 with a low Ni content on the surface of equiatomic NiTi alloys. Sample surfaces have been
analyzed by XPS. Thermal oxidation treatment in an air-controlled atmosphere leads to the highest
Ti/Ni ratio, to the lowest Ni surface concentration and to the thickest oxide layer. It has been shown
by the results of ion release experiment that the oxide formed by this oxidation process allows to
decrease Ni release into exterior medium comparing with non-treated surfaces. Cell cultures of
MG63 osteoblast-like cells have been carried out. The proliferation study shows that from day 3 to
day 9 there is no statistically significant differences between negative control, non-treated and
thermally oxidized surfaces. After 48h of stimulation for differentiation, MG63 cells on thermally
oxidized surfaces show higher phosphatase alkaline activity and osteocalcin level.

Key words: NiTi alloys, surface treatments, XPS, MG63, phosphatase alkaline activity, osteocal cin.

Introduccion

La aleacion equiatdbmica NiTi es una aleacion
gue posee propiedades de memoria de forma. El
efecto memoria de forma es debido a la transfor-
macion martensitica termoel astica entre una fase
de alta temperatura llamada austenita (temperatu-
ras de transformacion Asy Af ) y unafase de baja

temperatura, |lamada martensita (temperaturas de
transformacion Msy Mf). Las dos consecuencias
principales de esta transformacién son el efecto
memoria de formay la superelasticidad. El efecto
memoria de forma es la capacidad del material de
“recordar” su formaoriginal después de haber su-
frido unadeterminada deformacion, esdecir, que el
material recupera completamente su forma por un
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simple calentamiento por encima de Af cuando ha
sido deformado en fase martensitica. La
superelasticidad es la capacidad del material de
deformar elasticamente mucho mas que los mate-
rialesmetalicos convencional es (8-10%) cuando se
deforma en estado austenitico (induccion de
martensita por tension).

Estas propiedades, ademas de su buen compor-
tamiento a corrosién [1, 2] y de su buena
biocompatibilidad y citotoxicidad [3, 4, 5, 6, 7], ha-
cendel NiTi un excelente candidato paraaplicacio-
nes biomédicas.

Sin embargo, a tener alrededor de un 50% até-
mico de Ni, laimplantacion de este material en el
cuerpo exige tomar precauciones a causa de la li-
beracion de iones niquel que pueden provocar re-
acciones alérgicasy/otoxicas[5, 8, 9]. Estas reac-
ciones dependen de la cantidad de iones que se li-
beran a medio (mas particularmente de los iones
Ni2+) [10], lacual es directamente proporcional a
la cantidad de niquel que hay en la superficie del
material [11]. Por estarazén, la preparacion super-
ficia del NiTi esprimordial, sobretodo parasu apli-
cacion como material implantable.

Varios estudios en la bibliografia demostraron
que los buenos resultados de corrosion y
biocompati bilidad obteni dos son consecuencias de
laformacion de unacapade éxido detitanio (TiO2)
en lasuperficie que actlia como una barrera contra
ladifusiondelosiones([1,5, 11, 7, 12].

Sin embargo, laeficienciade estacapade 6xido
de titanio depende del modo de oxidacién, de la
composicion, delaestructuray delarugosidad del
material [13]. Ademés, antes deformarse esta capa
enlasuperficie, ocurre unaprimeradisolucién pre-
ferencial deiones Ni [5, 12], que obviamente hay
queevitar por |as razonesindicadas anteriormente.

El objetivo de este trabajo es la obtencidn, por
medio de distintostratamientos de superficie, deuna
capade 6xido detitanio superficial con unainsigni-
ficante concentracion en niquel, con el fin de limi-
tar laliberacion deionesNi a medio, y evitar posi-
bles reacciones adversas. Ademas, se estudia el
efecto de esta capa de 6xido sobre la respuesta
bioldgicain vitro de osteobl astos.

También, la capa de 6xido obtenida servira de
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base paralaaplicacion de otros tratamientos térmi-
cosoly quimicos, adeterminar en futuros estudios,
para conseguir una superficie bioactiva que pueda
inducir la nucleacién y el crecimiento de
hidroxiapatita, y asi mejorar |a osteointegracion del
implante a corto plazo. Esto podria ser un factor
determinante en implantol ogiadental por ejemplo,
porgue permitiria poder cargar mecanicamente el
implante casi inmediatamente despuésdelaopera-
cion quirdrgica. Deestamanera, e paciente no ten-
dria que esperar meses antes de poder comer de
manera normal.

Materiales y métodos

Las aleaciones de NiTi estudiadas en este tra-
baj o eran aleaciones de aproximadamente un 50%
atémico en niquel.

Estas al eacionesfueron obtenidas por fundicion
en un horno de arco en atmdsfera de argdn, con
posterior tratamiento de homogenei zacion a1100°C
(rampa de calentamiento de 3 horas) durante 6 ho-
rasy enfriamiento lento, también en atmdsfera de
argon. Serealizd un tratamiento térmico para esta-
bilizar lafase b atemperatura ambiente y las pro-
piedades de memoria de forma. Este tratamiento
consistio en una sol ubilizacion a800°C durante 10
minutos seguida de un temple en aguafriay de un
revenido a 500°C durante una hora.

Se estudiaron |os tratamientos de oxidacion si-
guientes.

1) Ataque quimico seguido de un tratamiento
en autoclave a120°Cy 21 p.s.i durante 30 minutos
en capsulas de Petri, y de un secado de 35 minutos

2) Atague quimico seguido de un bafio en agua
hirviendo de 30 minutos

El atague en 1) y 2) se realizo en una solucion
de HF, HNOS3y aguaen proporcion 1:4:5 respecti-
vamente (en vol.) durante 10 minutos[20].

3) Bario en aguahirviendo de unahorasin ata-
guequimico previo

4) Pulido mecénico hasta conseguir una super-
ficie especular

5) Electropulido en unasolucién de5ml de é&ci-
do perclérico (70%) y 100 ml de acido acético
(99.8%), con un voltaje de 30 V durante un tiempo
de2mini5s.

6) Oxidacion térmicaa400°C (rampade calen-
tamiento de 20°C/min), durante 2 h 30, y enfria-
miento en el horno, con una presién de aproxima-
damente 3.10-2 mbar de aire.

En este trabajo se compararon |os resultados
obtenidos por espectroscopia de fotoel ectrones
de rayos X (XPS). Esta técnica se basa en inci-



dir con una fuente de rayos X monoenergética
(en este caso Al Ka a 1486.6 eV) la superficie
de un material, y en analizar la energiay contar
los fotoel ectrones emitidos. Sabiendo que laener-
gia del fotoelectron es caracteristica del estado
guimico de un elemento determinado, se puede
conocer de manera cuantitativa (concentracion)
y cualitativa (estado de oxidacion) la presencia
de cada elemento. Esta técnica permite un ané-
lisis superficial de algunos nanémetros de pro-
fundidad. Una vez analizada la superficie, se
decapa con un bombardeo de Ar+ (en este caso
de0.2minen 0.2 min hasta3 miny luego de 0.5
min en 0.5 min hastael final) y se vuelve aana-
lizar estanuevasuperficie, lo cual permite, repi-
tiendo estas dos operaciones, obtener un perfil
de concentracion en funcion de la profundidad.
L os espectros de XPS se obtuvieron con un an-
gulo de escape de 45° entre lamuestray el ana-
lizador. Se utilizo el pico del C 1s a 284.8 eV
para calibrar la escala de los espectros obteni-
dos. Se analizaron los datos con el software
Multipak de una manerarigurosamente idéntica
para cada muestra. Se determiné el espesor del
Oxido segun un método utilizado amenudo en la
bibliografia[19]: el tiempo necesario paraqueel
oxigeno alcance la mitad de su concentracion
maxima. El valor del espesor del 6xido en fun-
cion del tiempo de bombardeo fue aproximado
segun el valor de referencia proporcionado por
el equipo de XPS utilizado (4 keV, Ar+, 190 nA/
(300mm/2)2p, 45°) que es de 60 A/ min. para el
TiO2.

Lacuantificacion delosionesNi liberadosen e
SBF durante €l experimento de liberacion deiones
se hizo por absorcion atdmica en horno de grafito
(GFAAS).

L os estudios de cultivo celular se hicieron con
osteoblastos de lineaM G63, en medio DMEM su-
plementado con 10% de FCS, 1% de L-Glutamina,
1% de Penicilina/Streptomicinay 1% de Piruvato.
Setrabaj 6 con discos de didmetro 8 mm, de NiTi no
tratados y tratados térmicamente segln el trata-
miento 6 descrito anteriormente, y con discosdeTi
puro comercial del mismo diametro. El Ti sirveen
este estudio como material comparativo yaque esta
aceptado como uno de los materiales mas
biocompatibles en aplicaciones biomédicas. Seusa
ron también un control positivoy un control negati-
vo, siendo losdos el pléastico de la placa de cultivo
con medio de cultivo suplementado, o ho, con un
0.02% de dodecil sulfato de sodio (SDS)
respectivamete .Se sembraron 5000 céulas por disco
y se mantuvieron en un incubador a 37°C en una

atmosfera con e 5% de CO2. Se hizo un estudio
de adhesion a 24h y de proliferacion hasta 9 dias.
Luego se estimularon las células para la diferen-
ciacion durante 48 h con dexametasonay vitamina
C. Después de estas 48h de estimul acion, se deter-
minaron la cantidad de proteina total, la actividad
delafosfatasaalcalinay losnivelesde osteocal cina.
Los contgjes celulares se llevaron a cabo con €l
test WST de Roche. El test WST es un test de
viabilidad colorimétrico que se basaen lareduc-
cion de una sal de tetrazolio en formazan por la
accion enziméticade las mitocondrias de las cé-
lulas viables. Teniendo el formazan una colora-
cion violeta se puede cuantificar el nimero de
células viables mediante una medida de
absorbancia a 405 nm. Los tests para cuantifi-
car la proteina total, la fosfatasa alcalinay la
osteocal cina también estan basados en ensayos
colorimétricos.

Resultados

Oxidacion

Comparando | os perfilesde concentracion de Ni
(Fig.1) y €l espesor del 6xido obtenido de los dis-
tintos tratamientos estudiados (Fig.2), se observé
gue el tratamiento de oxidacion térmicaesel trata-
miento superficial que permite obtener un mayor
espesor de 6xido, con un contenido de Ni muy bajo
y casi nulo en la superficie. Este tratamiento per-
miti6 obtener unratio (Ti/Ni)superficie alto respec-
to alas otras técnicas (Tabla 1).

Un gjuste (peak fitting) del pico Ti2p en la su-
perficiedel NiTi oxidado 2h30 (Fig.3) indicalapre-
sencia de TiO2 puro y homogeéneo, a un valor de
energiade enlace de 458.4 eV paraTi2p3/2, y una
separacion entre Ti2p3/2 y Ti2pl/2 de 5.7 eV en
acuerdo conlabibliografia ([16]). También, se ob-
servo lapresenciade grupos OH (531.43 eV) enla
superficie del material mediante el ajuste del pico
O1ls de la misma muestra.

En todo el espesor de muestraanalizada, €l ele-
mento Ni esta solo presente en formametélica. No
hay ni Ni2+, ni Ni3+.

Losresultados del experimento deliberacién de
iones Ni que se llevo a cabo en Simulated Body
Fluid (SBF, formulacion de Kokubo et al. [21], flui-
do con una concentracion ionicamuy proximaala
del plasma sanguineo humano, pH 7.4) a37°Cy
hasta 30 dias de inmersién obtenidos por GFAAS
mostraron gque para las superficies tratadas se re-
duce un 70% la liberacion de Ni respecto alas no
tratadas durante la primera hora de inmersion

(Fig.4).
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Figura 1. Perfil de concentracién de Ni enfuncion del tratamiento de oxidacion.
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Figura 2. Espesor de 6xido (nm) en funcion del tratamiento superficial.

Tratamiento Concentracion Ni %at. ratio (Ti/Ni )Sup
(a0.2min debombar deo)

Pulido espejo 33.6 1

Bario agua hirviendo 9.5 4
Autoclave vapor 17.8 16
Electropulido 2.8 17
Oxidaciontérmica 2 16

(2h30)

Tabla 1. Ratio Ti/Ni y concentracion de Ni superficial en funcién del tratamiento de oxidacion.



Cultivo celular

Con € test WST, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos
materialesadial. Luego, paralosdias 3,6y 9 se
vieron diferencias estadisticamente significativas
entrelos materialesy el control negativo, teniendo
el control negativo unamayor proliferacion (Fig.5).

Seobservo que el NiTi tratado térmicamentetie-
ne una cantidad de proteina total menor que para
los demas materiales, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (Fig.6).

En cuanto ala cuantificacion de laactividad de
la fosfatasa alcalina (Fig.7) y de los niveles de
osteocalcina (Fig.8), se observé la misma
tendencia. El NiTi tratado térmicamente presenta
valores estadisticamente mas altas que los demas
materiales.

Discusion y conclusiones

En todos | os espectros de X PS obtenidos, a pe-
sar de trabajar con aleaciones 50/50, el Ni alcanza
una concentracion final de aproximadamente 60-
65% atomico, mientrasel Ti [legaa40-35% atomi-
co. Esto se debe a fendmeno referenciado como
bombardeo preferencial del Ti ([18]). También, se
observé unareduccién del 6xido detitanio TiO2 por
el bombardeo de argdn en subdxidos detipo TiO2-
X, 0 Ti203, como |o demostraron en [17].

Entre todos | os tratamientos de superficie estu-
diados, los resultados obtenidos por XPS mostra-
ron que el méas adecuado para lograr una capa de
TiO2 homogénea con una cantidad de Ni insignifi-
cante en la superficie de las aleaciones NiTi es la
oxidacion térmica a 400°C en atmosfera de aire
controlada.
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Figura3. Espectro Ti2p delasuperficie deuna muestrade NiTi oxidadatérmicamente 2h30.
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Absorvancia= nimero de células

76

29 Dial
18 T
8 Da3
16
0 Dia6
14
Da9
12
10
08
06
04
02
00+ ==l _
Gotrd + Qotrd - NTNTI TTNTI cpT

Meterides
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de NiTi, detitanio puro (c.p.Ti). Los controles positivos y negativos a citotoxicidad son respectiva-
mente control +y control -.
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Figura 6. Cantidad de proteinatotal determinada paralos diferentes materialesy controles estudia-
dos.
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Figura7.Actividad delafosfatasaal calinaparaM G63 sobre superficiesde NiTi tratado térmicamente
(TT NiTi), no tratado (NT NiTi), Ti puro (c.p.Ti) y controles positivos y negativos a citotoxicidad
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Figura8. Niveles de osteocal cina determinados en sobrenadantes de cultivo celular de M G63 cultiva-
dos sobre distintas superficies: NiTi tratado térmicamente (TT NiTi), no tratado (NT NiTi), Ti puro
(c.p.Ti) y controles positivos y negativos a citotoxicidad (control +y control — respectivamente).
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L os resultados obtenidos con la oxidacion tér-
mica corroboran la teoria propuesta en [15] segin
lacua laformacion del oxido es debida a una se-
gregacion del Ti inducidapor €l oxigeno seguidade
la oxidacion preferencial del Ti. Esto, puede ser
debido a que la presion de trabajo de oxigeno es
baja (3.10-2 mbar) y que termodinamicamente, la
formacion del TiO2 estéa favorecida respecto alos
oxidos de Ni o otros tipos de 6xido de titanio
(DGfor.(298K) =-212.6, -118.3y -50.6 kcal.mol-1,
paraTiO2, TiO y NiO respectivamente). A la pre-
sién atmosférica, es decir con mas oxigeno dispo-
nible en superficie del material, también se podria
observar la formaciéon de un 6xido de Ni oly de
NiTi ([15, 18]).

El 6xido formado en superficie obtenido en es-
tas condiciones detrabajo es protector y actllacomo
una barrera a la difusion de los iones Ni hacia el
medio exterior, como |o demostraron losresultados
del experimento deliberacion deiones. Losvalores
de liberacion deiones paralas superficies no trata-
das son menores que las concentraciones umbra-
lesreferenciadas como toxicas (en[14] de 29 ppm).
Sin embargo, este umbral de toxicidad depende
mucho del tipo de células estudiadasy delas condi-
ciones del estudio. Ademas, en e caso de un im-
plante permanente, estos bajos niveles de Ni libe-
rados al medio podrian provocar alargo plazo una
sensibilizacién del paciente al Ni. Un tratamiento
superficial de oxidacion delas superficiesde NiTi,
con laformacion de un TiO2 protector, podria ser
beneficioso para evitar estas reacciones adversas
detoxicidady alergias.

Losresultadosde cultivo celular sugieren queel
tratamiento térmico de las superficiesfavorece una
rapidamaduracion delos osteoblastosM G63. Des-
pués de estimular los MG63 durante 48h, los que
estan en contacto con superficies tratadas
térmicamente paran la proliferacion y empiezan a
diferenciarse, mientras en los demas materiales
parecen seguir la proliferacion. Aunque también
hayan empezado a diferenciarse. Estos resultados
podrian llevar aunamineralizaciony osteogenesis
mésrapidaen el casodel NiTi tratado térmicamente,
y podrian ser de un gran interés para aplicaciones
ortopédicas o dentales.

Sin embargo, parece que la diferencia de res-
puestabiol 6gicaobservadaentrelassuperficiestra
tadas y no tratadas no sea solo debido a la reduc-
cion de la concentracion superficial en Ni, o dela
disminucién delaliberacion de Ni a medio, yaque
el NiTi tratado tiene también una mejor respuesta
celular de cara a la diferenciacion que €l control
negativo o el Ti. Por estarazdn, es importante ca-

racterizar fisico-quimicamente de una manera ex-
haustiva todas las superficies de los materiales es-
tudiados para poder sacar conclusiones mas gene-
rales sobre |as interacciones material -cé ulas.

En conclusion, € tratamiento de oxidacion a
400°C y a 3.10-2 mbar de aire permite obtener una
capa de Oxido de titanio TiO2 protectora en la su-
perficie de aleaciones de NiTi equiatomicas.

La presencia de este 6xido en la superficie de
lasaleacionesde NiTi noinfluyeenlaproliferacion
de las células MG63. Sin embargo, s que influye
en el proceso de diferenciacion de las mismas, fa-
voreciendo laproduccion de osteocalcinay laacti-
vidad de lafosfatas alcalina.
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