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MOTIVACION Y OBJETIVOS

Los implantes dentales han llegado a ser un tratamiento rutinario altamente
exitoso en la restitucion de piezas dentales que se han perdido, con un tasa de
supervivencia reportada >89% entre 10 y 15 afios de seguimiento. Se estima que 2
millones de implantes son colocados por afio y que este valor ira en aumento debido al

incremento de la longevidad a nivel mundial.

Aungue la tasa de éxito del uso de implantes dentales es alta, algunos de los
implantes colocados tienen que ser removidos debido a algun tipo de fallo. Estos
fallos, clinicamente son divididos en dos tipos, biologicos y biomecanicos. Los fallos
biomecanicos se deben principalmente a la carga aplicada al implante, es decir que
pueda deberse a una carga masticatoria prematura o excesiva (pudiendo deberse a
problemas como el bruxismo) o también, a una fractura o dafio estructural del

implante®.

Los fallos denominados como biol6gicos, estan asociados principalmente a la
acumulacion de la placa dento-bacteriana ocasionando infecciones, aunque también
se han mencionado la fibrointegracion (formacion de una capsula fibrosa alrededor del

implante) debido quizas a sobremanipulacion durante el acto quirdrgico.

De esta manera los fallos biologicos pueden subdividirse en fallos tempranos y
fallos tardios. Los fallos tempranos estan directamente correlacionados con
infecciones como resultado de una contaminacion durante la cirugia o una deficiente
cicatrizacion. Mientras que los fallos tardios generalmente ocurren despues de un afio
de la implantacion y se deben a la formacion y acumulacion de placa dento-bacteriana

lo que ocacionara una peri-implantitis.

Tanto los fallos asociados a la sobrecarga oclusal, como los que son debidos a
una contaminacion durante la intervencion quirargica son responsabilidad del médico.
En el caso de los fallos tardios, debido a la acumulacion de placa dento-bacteriana
sobre la superficie de estos implantes (la cual esta influenciada en gran parte por las
propiedades de superficie del material), se han implementado multiples estrategias
para el mejoramiento de las propiedades de superficie de los implantes dentales, con
la finalidad de favorecer tanto la osteointegracibn como la cicatrizacién del tejido

gingival circundante y con esto disminuir la posibilidad de colonizacién por bacterias.

! Norwsky P. Bumgardner D., J. Biomedical Mat. Research, 2009
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Hasta el dia de hoy se sabe la influencia que tiene la presencia de bacterias en
el fracaso de los implantes, ya sea por estudios que se han realizado, evaluando la
formacion de placa dento-bacteriana in vivo (pacientes) o de manera inducida, en
animales de laboratorio. Pero la complejidad intrinseca de la placa dento-bacteriana
(gran variedad de bacterias, multiples y complejas interacciones, entre otras cosas),
dificulta el estudio de las interacciones especificas dadas entre las bacterias y las

superficies de los implantes.

Por lo que las motivaciones de este trabajo de tesis fueron: en primer lugar
disefiar una metodologia in vitro para la evaluacién de la adhesion bacteriana y en
segundo lugar, estudiar la interaccion de bacterias sobre diferentes superficies de

titanio con diferentes rugosidades obtenidas por granallado.

Dado esto, los objetivos de este trabajo de Tesis son:

» Estudiar el comportamiento y la interaccibn de bacterias (colonizadores
primarios) con diferentes superficies de titanio.

» Disefiar un modelo in vitro, para la evaluacion de la interaccion de bacterias
con condiciones similares a la saliva humana.

< Evaluar y cuantificar el dafio ocasionado por las bacterias sobre las superficies

de titanio.
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RESUMEN

La peri-implantitis puede poner en riesgo la integridad funcional de un implante
dental, ya que dependiendo de la severidad del dafio, éste puede ocasionar la pérdida
irremediable del implante. Dicho padecimiento estd asociado directamente con la

formacion de la placa dento-bacteriana sobre la superficie del implante.

En este trabajo de tesis se estudiaron, por un lado las propiedades de
superficie de 6 tipos diferentes de tratamientos utilizados en implantes dentales (tales
como: la rugosidad, la mojabilidad y la energia superficial (Capitulo 2) y su influencia
en el comportamiento de adhesion de dos cepas bacterianas Streptococcus sanguinis
y Lactobacillus salivarius. La primera de ellas muy importante en la formacion de la
placa dento-bacteriana por ser una de las bacterias que colonizan la superficie del
implante inmediatamente después de ser colocado, facilitando la incorporacion de
otras bacterias periodontopatogénicas, la segunda, tiene la funcion de mantener el
equilibrio de la placa dento-bacteriana. Y por otro lado, la repercusién que tiene la

adhesion y colonizacién de estas bacterias sobre las superficies de titanio.

Para esto, se realizaron dos tipos de ensayos de manera general, los primeros
en sus medios rutinarios de cultivo para cada cepa bacteriana (Capitulo 3) y los
segundos en una saliva artificial modificada (Capitulo 4). Los resultados observados
en ambos casos evidenciaron, el dafio ocasionado por la presencia de bacterias en
contacto directo con las superficies de titanio, los cuales fueron evaluados

detalladamente en el capitulo 5.



Ana G Rodriguez Memoria de Tesis

ABSTRACT

Peri-implantitis is a soft tissue dental implant inflammation, which may increase
implant failure risk, depending direct on severity illness. This device affection is

correlated with implant surface bacterial plaque formation.

In this thesis work we studied in one hand, titanium surface properties of 6
different kind of treatments commonly used on dental dental implants (such as:
roughness, wettability and surface energy) and its adhesion influence on 2 bacteria
strains Streptococcus sanguinis and Lactobacillus salivarius (the first one is implied on
dental plaque formation, because these bacteria colonize implant surface immediately
after implantation, leading and facilitating the periodontopatogenic bacteria
coaggregation, whereas the second strain, has to maintain dental plaque equilibrium).
And in the other hand, the last part of this work was focused on the bacterial adhesion

effect on titanium surfaces.

In general we made two sort of experiments: in rutinary culture media (specific
for each strain) and in modified artificial saliva (Chapters 3 and 4 respectively). Our
results showed a titanium surface damage because of bacterial attachement on that,

which were detailly studied in chapter 5.
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Capitulo
1.

Peri-implantitis
(Una visién general)

“Tened paciencia y tendréis ciencia”
Baltasar Gracian (1601-1658)
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1.1.ESTADO DEL ARTE

1.1.1. Implantes dentales

A partir de que los implantes dentales fueron introducidos por Branemark en
1977 [MIAQ8], estos se convirtieron en uno de los tratamientos recomendados para el
reemplazo de una o varias piezas dentales perdidas (ya fuese por: enfermedad
periodontal, caries, traumatismo, etc.), siendo ampliamente utilizados hasta el dia de
hoy, con un alto porcentaje de éxito [TYNOO]. En una revision sistematica Creugers y
col. demostraron que de una seleccion de implantes dentales unitarios (n=459) el 97%
de éstos, presentaron una supervivencia mayor a 4 afos. Sin embargo, este estudio
también reporta que un 20% de estos implantes presentaron algin tipo de

complicacién post-quirdrgica. [CKS00]

Los implantes dentales ofrecen muchas ventajas pudiendo relacionar las siguientes:

» Estética

» Correcta fonacion

* Buena oclusion

« Mayor estabilidad protésica

* Mejora en la masticacion

» Mejor distribucién de las cargas oclusales

* Mantener la integridad de la boca ya que no afecta a los dientes contiguos (que
en el mayor de los casos son dientes completamente sanos) al emplearlos

como pilares para la colocacién de protesis fijas 6 removibles.

Estos implantes dentales son fabricados de titanio comercialmente puro (Ti-cp) y/o
algunas aleaciones de éste como el Ti-6Al-4V. El uso del titanio se debe
principalmente a sus propiedades mecénicas y a su excelente biocompatibilidad.
[CHSO06]

El titanio es un material altamente reactivo, el cual rapidamente absorbe
oxigeno y/o agua del medio en el que se encuentra, provocando la rapida formacion de
una capa de 6xido (TiO,) con un grosor de entre 5y 100 A [RLR91] [EBD95] la cual
protege al metal (0o a la aleacion, segun sea el caso) contra la corrosion, y es
precisamente esta capa la que le proporciona la propiedad de biocompatibilidad.
[JONO1] [HAA98]
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1.1.1.1.  Caracteristicas superficiales de los impla  ntes dentales.

Un implante dental esta formado principalmente de un cuerpo de fijacion y un
aditamento transmucoso (Figura 1.1). Cada porcidén de éste se encuentra en contacto
con el hueso (mandibular o maxilar) (Figura 1.2) y con los tejidos periféricos de soporte
como son: una lamina basal de tejido conectivo y una capa de epitelio queratinizado
(Figura 1.3). [HAM97]

Iy - B
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Figura 1.1. | mplante dental de Titanio (A) y una esquematizacion de la interaccién de las partes
que lo componen con los tejidos circundantes (B).

La caracteristicas superficiales del Ti-cp empleado en la elaboracion de
implantes dentales es de suma importancia debido a las diferentes respuestas
celulares. Es sabido que las células encargadas de la integracién del implante en el
medio biolégico (osteoblastos, fibroblastos, y queratinocitos) responden a las

caracteristicas de superficie como:

* Rugosidad
* Mojabilidad

» Energia superficial.

Le Guéhennec y col., mencionan que la microtopografia de los implantes
dentales esta definida por la rugosidad, la cual presenta valores entre 1 y 10 ym ya
gue este rango de rugosidad maximiza la interdigitacién entre el hueso mineralizado y

la superficie del implante [GSLO7]. En estudios preliminares se ha observado que una
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rugosidad entre 3 y 5 microOmetros presenta una mejor respuesta en cultivos con
osteoblastos (células formadoras de hueso). [APA04] [JMB04] [PRJ03] [AGPO0O0]

Por otro lado, la mojabilidad es una propiedad directamente relacionada con la
adhesion y forma de las células sobre las superficies implantadas. La adhesion de la
célula a la superficie del material esta dada por la interaccion con proteinas de la
matriz extracelular que han sido adsorbidas en la superficie del implante, a través de
las integrinas. Una superficie hidrofébica, favorecera dicha adsorcién, lo que permitird
una mejor respuesta celular [GRA96]. A su vez, la mojabilidad esta estrechamente
relacionada con la energia de superficiel. Ponsonett y col., mencionan que la energia
superficial del sélido es un factor determinante en la adhesién inicial de las células,
incluso si las superficies han sido precubiertas por una capa de proteinas (como la

fibronectina o el coldgeno) [PRJO3].

Figura 1.2. | mplante dental y su estrecha relacion con el hueso circundante, las flechas indican
el limite entre el hueso ya formado y tejido osteoide [TAEO3].

En el mercado existen muchos de tipos de implantes dentales, los cuales
presentan una gran variedad de formas y disefios, pero a nivel del cuello del implante
estas variaciones no van mas alla de una continuidad en la rugosidad (Fig. 1.4) 6 una

superficie sin rugosidad.

Una superficie rugosa (entre 2 y 5 micrometros) ofrece una superficie que
favorece la osteointegracion [AGPO00]. Pero esta rugosidad a nivel del cuello del
implante (la cual estard expuesta directamente a la cavidad oral) puede proveer un
sustrato para la adhesidén de bacterias y de este modo facilitar la formaciéon de placa
dentobacteriana sobre la superficie. Por lo que tradicionalmente las superficies dentro

de la cavidad oral presentan una superficie lisa.
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A nivel del cuello, los fibroblastos desempefian un papel muy importante, ya
que proveen el soporte del tejido epitelial y en conjunto la formacion del sellado

biolégico.

1.1.2. Sellado biologico

A la estrecha interrelacion del tejido epitelial queratinizado con el implante se le
conoce como “sellado biologico”. El termino de sellado se le da debido a la barrera que
forma impidiendo la entrada de bacterias, iones, restos de proteinas, detritos

alimenticios etc., al medio interno (en este caso el hueso de soporte) (Fig. 1.3).

A nivel ultraestructural el sellado bioldgico esta formado por células gingivales
del epitelio oral, las cuales forman hemidesmosomas sobre la superficie del implante
[LCF98]. Los hemidesmosomas son uniones intercelulares epiteliales que se han
encontrado en la superficie de los dientes aislando al ligamento periodontal de la
cavidad bucal y alrededor de los implantes dentales conformando al sellado biolégico.
(Fig.1.5) [AYYO05] Lagneau mostré que los filamentos intermedios de citoqueratina,
estan directamente unidos a los hemidesmosomas. Esto influye en las propiedades
adhesivas de las células a los materiales implantables y el conocimiento previo, acerca
de la interaccion con la superficie puede mejorar el mantenimiento del sellado

perimucoso del implante. [LCF98]

- ':_; L Y g
Figura 1.3. E pitelio de unién (JE) lo que correspond
gueratinocitos) y su tejido conectivo adyacente (CT), donde las células precursoras son los
fibroblastos. La zona oscura de la izquierda corresponde al cuerpo del implante. [LLS91]
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En los hemidesmosomas, la integrina a6B4 y el BP-180 (proteinas de
membrana que estan involucradas en la adhesion celular y en la transmision de
sefiales transmembranales, las cuales pueden, entre otras cosas, estimular la division
celular [YUKO1]), son mediadores de la interaccion de las células con la membrana
basal. En la adhesién celular la interaccion de la integrina a3B1 y la laminina 5 juegan
un papel primordial ya que estos en conjunto formaran los hemidesmosomas en el
proceso de cicatrizacion en las células epiteliales. Los hemidesmosomas estan
clasificados en tipo 1 y tipo Il, dependiendo de su composicion, el tipo Il es considerado
como una forma primitiva de hemidesmosoma, encontrado principalmente en el canal
epitelial y el tipo | representa a una de las mayores estructuras adhesivas, siendo un

claro ejemplo el formado en el sellado biologico. [ESJ98]

Figura 1.4. Tipos de implantes donde se puede apreciar diversas superficies, especialmente a
nivel del cuello. Como ejemplo tenemos dos empresas dedicadas a la fabricacion de implantes
dentales.

Al mismo tiempo el epitelio queratinizado y la lamina basal (la cual esta
compuesta por colageno tipo |, glicoproteinas y proteoglicanos) se encuentra en
contacto directo con la superficie del implante a nivel del cuello. Esta lamina basal es
una fina capa de matriz extracelular que sirve de soporte y nutricion al epitelio de la
encia y al mismo tiempo lo separa del hueso alveolar. [HAM97]

La formacion del sellado biolégico tiene un comportamiento muy semejante al
proceso de cicatrizacion en la piel, en la cual hay un incremento en la expresion de
fibronectina y un cambio en el comportamiento de los queratinocitos. [DGF96] En el
proceso de la formacion del sellado biolégico la matriz extracelular desempefia un

papel primordial. Como sabemos, la matriz extracelular (material de soporte de las
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células formada por proteinas como la fibronectina, colageno, glicoproteinas y
proteoglicanos, entre otras) no solo influye sobre la interaccion célula-superficie del
implante, ya que ademas de ser el medio de adhesién entre estos, proporciona el

soporte y nutricién al epitelio de union.

Entre las moléculas que forman la matriz extracelular encontramos proteinas
adhesivas como vitronectina, fibronectina y coldgeno. La interaccion de éstas con
receptores transmembrana como las integrinas es de suma importancia para la
proliferacién celular, la migracion y la diferenciaciéon. La fibronectina concretamente,
determina prioritariamente la adhesion y la dispersion de las células sobre los

materiales implantados, ademas de promover su migracion. [INHO5] [BIJM96] [JMBO04]

1.1.2.1. Problemas con el sellado bioldgico

Aunque los implantes dentales tanto para zonas edentulas amplias, como para
restauraciones individuales han tenido mucho éxito en los Ultimos afos, existe un
porcentaje de fallos. Jemt y colaboradores, realizaron un seguimiento de 150
pacientes con implantes dentales con una variedad muy amplia de casos, de los
cuales un 7,9 % presentaba un soporte 6seo suficiente antes de la cirugia, algunos
otros (un 28,8 % del total de casos) presentaban un alto grado de reabsorcion del
hueso mandibular. Al cabo de 5 afios de seguimiento, Jemt observé que habia un fallo
acumulativo de implantes del 3% y 18,9% respectivamente [JEM95]. Aunque el mayor
namero de fallos se presentd en los pacientes con un soporte 6seo deficiente, los de

mejor prondstico previo a la cirugia, también presentaron algun tipo de problema.

Estos problemas, han sido clasificados por varios autores en dos tipos: los
fallos tempranos (llamados también primarios) y los fallos tardios o secundarios. Los
primarios (>10% de fracasos) pueden deberse a errores de la cirugia, insuficiente
cuidado postoperatorio y/6 de mantenimiento, inestabilidad del implante 6 colocacién
prematura de la porcion estética [PSP99] aunque también se han asociado a
contaminacion y/o infeccion del implante 6 del tejido adyacente a la zona quirlrgica
[NOROS8]. Los secundarios por otro lado pueden deberse a multiples factores como:
una sobre oclusién (contacto prematuro en lado de oclusion o balance), una deficiente
adhesion de las células epiteliales gingivales, conocida como pérdida del sellado
biol6gico ocasionando la pérdida del hueso de soporte. Y por otro lado también estan
los fallos tardios debidos a infecciones que se presentan después de 1 afio de la

colocacion del aditamento transmucoso [NOROS8]. La pérdida de continuidad en la
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union del tejido gingival con la superficie del implante (pérdida del sellado bioldgico)
empieza con una migracion apical del epitelio de union, lo que permite el desarrollo de
bolsas peri-implantares adyacentes (Figura 1.6) lo que se conoce generalmente como

peri-implantitis.

-

{a) Ty G = g0 ooy | oo
Figura 1.5. Porcién apical del epitelio peri-implantar con anticuerpos (a) o sin anticuerpos (b)
observado mediante Microscopia Electrénica de Transmision. En donde claramente pueden
identificarse los hemidesmosomas (HD) en la capa intima de el epitelio peri-implantar (PIE).
[AYYO]

1.1.3. Peri-implantitis y periodontitis

La peri-implantitis es generalmente descrita como una condicion inflamatoria de
los tejidos alrededor de un implante dental, la cual inicia con una inflamacion
localizada, seguida de la destruccion de los tejidos blandos y la posterior pérdida del
hueso peri-implantar. [BSM05] [FRBO5]. Esta enfermedad (Fig.1.7) presenta varias
similitudes con la periodontitis. Entre estas similitudes se pueden enunciar: una
infeccion localizada, movilidad de la pieza y en el diagndstico radiolégico una zona
radioltcida que indica pérdida 6ésea ademas de la presencia de bacterias [MEF96]. La
periodontitis esta definida como la afectacion de los tejidos parodontales, provocando,

como ultima consecuencia, la pérdida del 6rgano dentario.

En el caso de una inflamacion e infeccién cronica de los tejidos periodontales
(periodontitis), el problema se debe a la accion de leucotoxinas, colagenasas,
fibrinolisinas y otras proteasas bacterianas, las cuales destruyen el sellado
perimucoso, provocando la extension de las bolsas periodontales hacia las estructuras
Oseas. Al mismo tiempo, las células inflamatorias en presencia de exudados
bacterianos, desestabilizan el hueso provocando su rapida reabsorcién, causando el
fallo del tratamiento. [PMJO05]
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Asociada a esta enfermedad (periodontitis) se han aislado 161 especies
bacterianas (Tabla 1.1) [WMLO5], siendo Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (formalmente conocido como
Actinobacillus), los principales agentes patdégenos implicados de manera directa a esta
enfermedad. [BBF05] [KLY05] [MSTO05] [TAT99] [WST96] [WTR96]
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observa la correcta interrelacion del implante con el tejido circundante (A). La formacién inicial
de una bolsa periodontal (B) con la subsecuente migracion del tejido alrededor del implante (C)
y la pérdida de tejido 6seo de soporte (D), puede culminar en el fallo del tratamiento.

1.1.4. Bacterias y el sellado biologico

De igual forma que el diente provee una superficie para la colonizacién
microbiana, la superficie del aditamento transmucoso de los implantes dentales se ve
afectado por la misma causa y este factor puede verse incrementado por la rugosidad
[MEF96]. Este problema puede contraponer su uso, ya que por un lado, una superficie
rugosa favorece la adhesion de las células implicadas en la osteointegracion
(Osteoblastos) y las células formadoras del sellado bioldgico (Fibroblastos y
Queratinocitos); y por otro lado, puede favorecer la formacion y acumulaciéon de la
placa dento-bacteriana. Por esta Ultima causa, siempre se ha aconsejado la colocacion
de protesis y/o restauraciones con superficies visiblemente lisas en la practica

odontolégica diaria, disminuyendo asi dicho problema.

La adhesion inicial bacteriana y la posterior colonizacion juegan un papel muy
importante en la patogénesis de la enfermedad peri-implantar. La colonizacion
microbiana sobre la superficie del implante esta siempre precedida de la adsorcién de
una pelicula adquirida, donde los componentes principales provienen de la saliva y el

exudado gingival. La adhesion inicial es el resultado de interacciones especificas
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(adhesion a proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina y el coladgeno) e
inespecificas (fuerzas fisicoquimicas), ademas de las caracteristicas de superficie del
implante (la energia libre superficial, hidrofilicidad, quimica de superficie, carga de la
superficie, rugosidad) (Fig.1.8). Esta adhesion inicial esta precedida por la continua
incorporacion de mas bacterias a la primera capa de bacterias, y al mismo tiempo hay
una subsecuente y continua proliferaciéon hasta formar una monocapa, con la
excrecion simultanea de material extracelular formando un biofilm sobre la superficie
del material. [KAM04] [MPMO04]

Figura 1.7 Enlaimagen A se observa la pérda del soporte dental por enferm'edad periodontal
y en B se observa la imagen radiografica, donde se aprecia la pérdida 6sea causada por

periodontitis [LSKO05]

Tabla 1.1. Bacterias asociadas a enfermedades periodontales, endodonticas y caries segun

Wade W.G.y colaboradores. [WMLO05]

Actinomyces israelii

Actinomyces naeslundii

Neisseria subflava

Prevotella intermedia

Staphylococcus warneri

Streptococcus constellatus

Streptococcus gordonii

Streptococcus intermedius

Streptococcus mitis

Streptococcus salivarius

Streptococcus sanguinis

Veillonella dispar

Veillonella parvula

Olsenella uli

Peptostreptococcus micros

Selenomonas sputigena

Streptococcus anginosus

Bacteroidales E2a

Bacteroidales E2b

Bacteroidales E3

Campylobacter gracilis

Dialister E1

Dialister pneumosintes

Eubacteriaceae E2

Eubacterium brachy

Eubacterium nodatum

Eubacterium saphenum

Eubacterium sulci

Filifactor alocis

Firmicutes E1

Fusobacterium nucleatum

Lachnospiraceae E1

Megasphaera P1

Mogibacterium sp.

Peptococcus E1

Peptostreptococcus CK 035

Prevotella buccae

Prevotella nigrescens

Abiotrophia P1

Actinobaculum EL0O30

Actinomyces meyeri

Actinomyces B27SC

Anaeroglobus geminatus

Actinomyces P1

Bacteroidales P2

Bacteroides gracilis

Bacteroidales P1

Butyrivibrio DA074

Campylobacter concisus

Bacteroides AU126

Campylobacter rectus/showae

Capnocytophaga BB167 Campylobacter gingivalis Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga P1 Capnocytophaga gingivalis Capnocytophaga AA032
Capnocytophaga BB167 Capnocytophaga DS022 Capnocytophaga X089

Capnocytophaga sputigena

Capnocytophaga BM058

Chloroflexi P1

Clostridiales P1

Cardiobacterium hominis

Clostridiales P4

Corynebacterium P1

Clostridiales P3

Desulfomicrobium orale

Desulfovibrio P1

Desulfobulbus R004/CH031

Eubacteriaceae P3

Eubacterium BB142

Eubacteriaceae P2

Eubacterium DO016

Eubacterium PUS9.170

Eubacterium DA014

Firmicutes AO068

Fusobacterium necrophorum

Eubacterium saburreum

Gemella 933-88

Granulicatella adiacens

Gemella P1

Kingella DE012

Lachnospiraceae P1

Haemophilus P1

Leptotrichia P1
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Leptotrichia P2

Lachnospiraceae P3

Neisseria P3

Paenibacillus sp.

Neisseria P2

Peptostreptococcus P4

Porphyromonas endodontalis

Peptostreptococcus P3

Porphyromonas P1

Porphyromonas P2

Porphyromonas gingivalis

Prevotella oralis

Prevotella P2

Prevotella dentalis

Prevotella P5

Prevotella AA020

Prevotella P4

Prevotella BU035

Prevotella DA058

Prevotella BE0O73

Prevotella B31FD

Propionibacterium BN0O85

Prevotella FM005

Selenonomonas periodontii

Selenomonas dianae

Schwarzia P2

Selenomonas infelix

Selenomonas DS071

Selenomonas flueggei

Selenomonas DD020

Selenomonas DY027 16S

Selenomonas AJ036

Selenomonas EW051

Selenomonas EW079

Selenomonas EQ054

Selenomonas EY047

Selenomonas P1

Selenomonas EW084

Selenomonas P4

Selenomonas CS015

Selenomonas P2

Streptococcus P3

Streptococcus P4

Selenomonas GAA14

Streptococcus AY020

Streptococcus BE024

Streptococcus sinensis

Streptococcus CHO16

Streptococcus DN025

Streptococcus BW009

Streptococcus FN0O51

Streptococcus 7A

Streptococcus FN042

Streptococcus T1-E5

Streptococcus P2 Synergistes BA121 Synergistes BH017

Synergistes D006 Synergistes W090 Syntrophomonas P1

TM7 1025 T™M7 P1 Treponema BZ013

Treponema socranskii Treponema 3:E:AT013 Treponema 9:A:D01

Treponema 1:8:G57 Treponema |:G:T21 Treponema II:1:C53

Treponema P3 Treponema VI:G:G47

Segun Mabboux y colaboradores, la presencia de Gram-positivos alrededor de
los implantes es significantemente mayor que las otras bacterias, siendo S sanguinis
considerado como la bacteria mas importante de la formacion del biofilm e igualmente

esta cepa ha sido asociada con la peri-implantitis. [MPM04] [RGHO03]

S. sanguinis se encuentra como habitante normal de la cavidad oral y se ha
aislado de la mucosa oral, faringe, lengua y placa dentobacteriana. Esta bacteria
pertenece al grupo de los estreptococos no capsulados, que producen hemdlisis, son
cocos Gram positivos con unas dimensiones de 1-1,5 ym de diametro, anaerobios
facultativos que no producen catalasa ni oxidasa, ademas fermentan la glucosa con
formacion de é&cidos, son oportunistas y si entran en el torrente sanguineo, pueden
ocasionar endocarditis bacteriana [PRG00]. Como ya se menciono esta bacteria esta
implicada en la formacién de la pelicula bacteriana inicial sobre las superficies
recientemente implantadas en la cavidad oral por se un colonizador primario, ademas
de facilitar la posterior incorporacion de bacterias asociadas en la enfermedad como P.
gingivalis [RGHO03].

Por otro lado L. salivarius es un bacilo Gram positivo que convierte a la lactosa
y otros monosacaridos en acido lactico. Esta bacteria se encuentra como flora normal
de la cavidad bucal como L. casei y L. fermenti (entre otros lactobacilos), la cual ha
sido aislada tanto del dorso de la lengua, como la mucosa vestibular y el paladar duro

en humanos donde la proporcidén de estas en la saliva es de entre 10 y 100 veces mas
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en comparacion con las adheridas a la superficie de los dientes, e igual a la cantidad
encontrada sobre las superficies epiteliales (mucosa vestibular, paladar). [HGP72]

Esta cepa junto con otros lactobacillus (L. casei, L.fermenti) pueden adherirse a
cualquier superficie en boca, y pueden llegar e bajar el pH bucal. Esta acidificacion en
la saliva puede llegar a afectar tanto al implante como al tejido adyacente causando un

dafio a la superficie del implante.

Maduracitn del biofilm a .=
Adhesion bacteriana Adhesion celular
sobre la superficie secundaria y proliferacion Migracidn
% -~ -
. %
Farmacian
de monocaps
“
e & " - P .
/ \ 1 1T
of% %
1. adhesion inicial a la supﬂ'ﬁcie 11. Proliferacion celular III. Desprendimiento y

a) por interacciones fisico-quimicas v maduraciin del biofilm migracion cefular
b) adhesion a proteinas adsorbidas a la superficie

Figura 1.8 Modificacion de la imagen de Katsikogianni and Missirlis, representando la adhesion
inicial de bacterias sobre la superficie de los implantes dentales. Este proceso puede estar
dado por dos vias; una con interaccion directa sobre dicha superficie por mecanismos fisico-
guimicos y otra por la presencia de una capa de proteinas adsorbidas sobre la superficie.
[KAMOA4]

El fallo de los implantes no sélo han estado relacionados con la presencia de
algun microorganismo bacteriano especifico, (ya que la misma bacteria que esta
asociada con la enfermedad periodontal, se ha encontrado muy frecuentemente
alrededor de implantes que han presentado algun tipo de problema). La genética,
salud y algunos factores micro-ambientales entre otras cosas, pueden determinan la
severidad de la reaccion del huésped [WOO04] [SCL02]. Un buen ejemplo de esto son
los habitos no saludables como el fumar, el cual incrementa el numero de fallos hasta
en un 20%. [SRKO7]

1.1.5. Particulas metalicas en tejidos suaves

Aunque el Ti-cp, es un material resistente a la corrosion, las condiciones a las

cuales es sometido dentro del cuerpo humano hacen que su tiempo de vida util como
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implante sea mas corto de lo que cabria esperar. Esto se aprecia claramente cuando
vemos fallos en las prétesis de cadera por la gran cantidad de particulas desprendidas
de las prétesis incluidas en el tejido circundante. Este problema es conocido como

Metalosis.

En los implantes dentales tenemos un problema similar, ya que autores como
Acero y col, y Langford y Frame, han reportado la presencia de particulas de titanio en
los tejidos adyacentes a implantes dentales, placas y tornillos de fijacion en cirugia
maxilofacial y otros aditamentos de titanio [ACS99] [JME97] [KYL97] [LAF02].

Se observo un caso en el que clinicamente se presenté una zona oscurecida en
la encia circundante a la union de la parte estética del implante y el cuerpo metalico, la
cual corresponde a la unién del cuello del implante con el tejido gingival (sellado
biologico).

Esta zona oscurecida puede estar relacionada con la presencia de particulas
metdlicas incluidas en la encia alrededor del cuello del implante (Fig.1.9), lo cual
puede desencadenar una reaccion a cuerpo extrafio provocando un aumento continuo
e irreversible en la profundidad del surco gingival hasta la pérdida de insercién del
epitelio de union, ocasionando su apicalizacion (migracién hacia el apice radicular) y

concluyendo en el fracaso del tratamiento.

B > —=

Figura 1.9 Imagen de una infeccion crénica alrededor de un implante dental. Ademas puede
observarse una fistula en el fondo de saco (indicado por una flecha).

Existe mucha controversia alrededor de este punto, ya que de acuerdo con

Meningaud y col. no existe una evidencia clinica o experimental de una disolucién
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pasiva y progresiva del titanio en medios biol6gicos, ademas de que estas pequefias
cantidades son consideradas como fragmentos provenientes del tratamiento de
fabricacion y/o acabado superficial que pudieron ser desprendidos durante el proceso
de implantacibn quirdrgica [MPBO1]. Y al mismo tiempo, otros estudios han
demostrado un aumento en el numero de macréfagos (células encargadas de fagocitar
particulas pequefias) en las zonas circundantes al implante dental, con restos de
particulas de titanio en su interior. [TQR06] [KRHO7] [VGGO06] [OFG03] [MSKO00]

Los macrofagos que muestran particulas de titanio en su interior secretan una
gran cantidad de citoquinas, como las interleucina-1p (IL-1pB) interleucina- (IL-6) 6 los
factores de necrosis tumoral a (TNF-a) la cuales estimulan la reabsorcién de hueso.
Todas estas en conjunto mandan sefiales a las células para desencadenar un proceso

inflamatorio como mecanismo de defensa del organismo. [VGGO06]

1.1.6. Estrategias para mejorar el mantenimiento de  los implantes
dentales

Multiples estudios han sido enfocados para mejorar la respuesta celular, con la
finalidad de acelerara la formacion del hueso circundante y limitar o impedir la entrada
de bacterias. Como ejemplo tenemos el trabajo de Schuler y colaboradores, quienes
han intentado mejorar la respuesta celular sobre los implantes de Titanio empleando la
secuencia peptidica RGD (secuencia peptidica de Arginina, Glicina, Aspartato) que se
encuentra en proteinas de la matriz extracelular y que se une a las integrinas para la
sefializacidn intracelular. Pero entre sus conclusiones destaca que esta secuencia
mejora la respuesta de fibroblastos y osteoblastos, pero no asi de las células
epiteliales [SOHO06], por lo que la aplicacidon practica para el sellado biolégico, no es
del todo factible.

Clinicamente el manteniemiento del implante (la mayoria de las veces cuando
el problema ya se ha presentado) se aborda con una amplia variedad de tratamientos,
los cuales van desde una limpieza del implante (cuando la profundidad de bolsas peri-
implantares es < 3 mm) y la utilizaciébn de colutorios para disminuir la formacion de
placa dento-bacteriana, hasta la utilizacion de antimicrobianos y tratamientos
quirdrgicos (cuando la profundidad de las bolsas peri-implantares es > 3 mm). Estos
altimos (con remocién del tejido dafiado) pueden ser de forma convencional [MOMOQ]
o con el uso de laser [SCHO5], acompafiados con diversos tratamientos enfocados a la

regeneracion del hueso y tejido gingival perdido con la colocacion de substitutos éseos
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y membranas (conocido como regeneraci

respectivamente) son algunas de las opciones utilizadas en la actualidad. (Figura 1.10)
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Capitulo
2.

Caracterizacion de las
superficies de titanio
comercialmente puro utilizado
para implantes dentales.

“Llegar juntos fue el principio; mantenerse juntos es el progreso y
trabajar juntos sera el éxito”
Henry Ford (1863-1947)
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2.1.INTRODUCCION

2.1.1. Propiedades de superficie de los biomaterial es

El comportamiento de las células (neuronas, osteoblastos, fibroblastos,
keratinocitos, bacterias, etc.,) sobre las superficies de los implantes (adhesion, los
cambios morfologicos, proliferacion, diferenciacion e incluso alteraciones funcionales)
depende de las interacciones implante-célula, las cuales estan directamente
relacionadas con las propiedades fisico-quimicas de dicha superficie (rugosidad,
topografia, mojabilidad, energia superficial, composicion quimica, cristalinidad, etc)
[LOSO01] [FWYO03]. Todo esto, influira en la integracién del tejido al implante o
viceversa y los procesos de cicatrizacion [PRJ03] [LBB98] [AGP00] [JMB04] [ANSO05].

2.1.1.1. Rugosidad

Todas las superficies tienen irregularidades o asperezas de diferentes
dimensiones (amplitud y longitud) que se superponen a la forma de la pieza, las cuales
definen su topografia. La rugosidad (o irregularidades superficiales) es el resultado
acumulativo de uno 6 varios (incluso todos) factores tales como: la estructura
cristalina, el proceso de fabricacion e ingenieria de superficies; la cual se puede

describir y/o cuantificar por diversos métodos topogréficos ya sea en 2D o 3D. [APA04]

2.1.1.1.1. Larugosidad en los implantes dentales

La topografia de superficie, en especial la rugosidad, juegan un papel muy
importante en el conocimiento acerca de la respuesta hueso-implante. Este
conocimiento esta basado en el uso (con buenos resultados) de mas de 20 afios, de
un gran numero de sistemas de implantes dentales con diferentes topografias, en las
cuales las superficies con una mayor area superficial, han presentado un mayor éxito

clinico.

Un parametro muy importante para evaluar clinicamente el resultado del
tratamiento realizado con la colocacién de un implante dental, es la formacion de un
contacto directo entre el implante y el hueso circundante [SGV06], por lo que muchas

estrategias empleadas en la actualidad se basan en el aumento del area de
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interdigitacion 6 contacto entre el hueso y la superficie del implante (modificando la

topografia) para proporcionarle una mayor estabilidad al implante dental [GSLO7].

Los implantes dentales y los aditamentos transmucosos interactlan
directamente con tres tejidos diferentes: hueso, tejido conectivo y epitelio. El control
del valor de la rugosidad de las superficies de titanio en implantes dentales ha estado
asociado al incremento del contacto hueso-implante [JMB04] donde el perfil
microtopografico de un implante dental esta definido por la rugosidad superficial con
un rango de 1-10 um. Este rango de rugosidad maximiza la interrelacién entre el hueso
mineralizado y la superficie del implante [GSLO7]. En estudios preliminares se ha
observado que rugosidades obtenidas por diversas técnicas tanto de granallado
[LLBO5] como de grabado acido han presentado una buena respuesta hueso implante
[JMBO04] y que un rango de rugosidad de entre 3 y 5 um optimiza la respuesta tanto in
vivo [APA04] como in vitro [JMB04] [ANS05] [BMJ96] [DBBO07].

Por otro lado, se debe tener en cuenta que la boca presenta un microambiente
muy especial y que las caracteristicas de superficie de un implante dental pueden
influenciar en la interaccién y la cantidad de bacterias presentes [BOJ07]. Una
superficie rugosa puede potenciar la formacion y maduracion de una mejor matriz
sobre la cual las bacterias pueden crecer y ser capaces de obtener mas proteccion del
efecto tampon de la saliva y de los movimientos musculares naturales de autolimpieza

de los carrillos y lengua (autoclisis) [WOOO04].

De manera natural existe entre la superficie del diente y el tejido epitelial
circundante un espacio de aproximadamente 0.69 mm de profundidad denominado
surco gingival o periodontal [PEWO03] (el cual forma parte del espacio bioldgico) que
puede proporcionar un microambiente ideal para la acumulacién de bacterias. Una
interaccion similar con la presencia de ese espacio biolégico puede observarse en los
implantes dentales (Figura 2.1). Gargiulo y colaboradores definieron el término espacio
biol6gico, como la porcién de la corona dental a la cresta alveolar y lo dividieron en
tres partes: la primera y mas externa es el surco gingival con una profundidad de
0.69mm aproximadamente (que va de la cresta gingival hasta la zona de contacto
inicial del tejido gingival con la superficie del diente); la segunda es el epitelio de union
de 0.97 mm y finalmente la unién con el tejido conectivo con una profundidad de
1.07mm. [GWO61].
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Es bien sabido que si una restauracion presenta sus margenes (también
denominados limites o bordes) dentro del espacio bioloégico guiar4 una inflamacion
gingival, causando la pérdida de adhesion clinica del epitelio de unién y por
consiguiente la pérdida de hueso. Este problema ha sido asociado a una inflamacién
destructiva como respuesta a la placa dento-bacteriana localizada profundamente en
los margenes de la restauracion debido a la retencidon que provee vy el dificil acceso
para una correcta higiene [PEWO03]. Por tal motivo, todos los materiales que estén

dentro de este espacio deben presentar la menor rugosidad posible.
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Figura 2.1. Representacion esquematica de la interaccion de un diente (lado izquierdo) con los
tejidos circundantes, la profundidad del surco gingival y las proporciones correspondientes a la
union con el tejido epitelial y el tejido conectivo que en conjunto forman el espacio bioldgico.
Mientras que del lado derecho, se esquematiza la similitud en la interaccion del implante dental
con los tejidos de soporte (modelo explicado por Berglundh y colaboradores [BLE91]).

Asi mismo el cuerpo del implante dental estara inmerso en este espacio
(formando una union muy similar a la formada por el diente y los tejidos de soporte,
como se aprecia en la Figura 2.1) [BLE91], por lo que las caracteristicas de superficie
de esta parte son de vital importancia para el mantenimiento de dicho aditamento. Por
un lado con la correcta interrelacion del tejido circundante y por otro lado con una
superficie apta para disminuir y/o evitar la formacion y acumulacion de placa dento-

bacteriana alrededor del implante.

2.1.1.1.1.1. Caracterizacién de la rugosidad

Existe una gran cantidad de técnicas empleadas para la caracterizacion de la

rugosidad ya sea dentro en un rango macro, micro y nanométrico, dentro de los cuales
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existen otras subdivisiones respectivamente. Estas mediciones pueden ser

cuantitativas y cualitativas (Figura 2.2). [APA04]
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Figura 2.2. Clasificacion de las diferentes metodologias que se pueden emplear para la
caracterizacion de la topografia de una superficie (en color verde se encuentra indicadas las
técnicas que se utilizaron en este trabajo de Tesis).

En este trabajo utilizamos la interferometria (sistema Optico) para la
caracterizacion de las superficies de nuestros discos. Este sistema permite medir un
rango amplio de alturas de superficie, ademas de no ser una técnica de contacto con
la muestra, lo que nos permite realizar diversos ensayos (como cultivos celulares y/o

bacterianos) directamente con las muestras caracterizadas.

2.1.1.1.1.1.1. Interferometria

El principio fundamental de interferometria Optica, se basa en la medicion del
desfase de dos ondas provenientes de la misma fuente, que son divididas y
posteriormente recombinadas después de incidir sobre la superficie a estudiar y una
superficie de referencia (por ejemplo un espejo). Cuando ambas ondas se recombinan,
una interfiere con la otra, si las crestas de una onda coincide con el valle de otra, la
interferencia es destructiva y las ondas se cancelan. Por otro lado, si las dos crestas
de dos valles coinciden, las ondas se refuerzan unas con las otras. La técnica de
interferometria consiste en la utilizacion de un haz de luz blanca la cual es filtrada y
pasada a través de un objetivo interferométrico para medir la superficie. La apertura

del haz del interferometro refleja la mitad del haz incidente a la superficie de referencia
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dentro del interferometro (Fig.2.3) y la otra mitad a la superficie analisada. El haz
reflejado desde la superficie estudiada y la superficie de referencia se recombinan
para formar las franjas de interferencia. Estas franjas son las bandas claras y oscuras
gue se alternan visiblemente cuando la superficie esta enfocada. El sistema guarda la
intensidad del patrén de interferencia resultante en diferentes cambios relativos de
fase, para después convertir la intensidad en datos de frente de onda (fase) e integrar

los datos de intensidad.

_ — salida del microprocesador

sensor de imagen ——

Fuente de iluminacion

——Filtro especial [ \"'0 :
. cular

p | || u u Beam Splitter
2 # ___~Transductor (TPZ)
.|| superficie de
Dlafragma ,;' N g referencia
/ ——
Apertura "%
\\‘
~ ———___ Objetivos
oy——

Superficie analizada

Figura 2.3. Representacion del funcionamiento de un microscopio interferométrico, donde
basicamente se puede apreciar el complejo sistema de iluminacién empleado para la obtencién
de la rugosidad de una superficie [BWM88].

Un microscopio interferométrico es capaz de obtener una resolucién lateral de
0,4 um y una resolucion vertical de hasta 0.1nm y el software puede calcular varios
pardmetros estadisticos de rugosidad para superficies planas, o que presentan otra
configuracién como: cilindricas o esféricas, estas Ultimas medidas con gran precision.
[BWM88]

Esta técnica tiene dos principios, la interferometria de corrimiento de fase
(Phase-shiftin interferometry 6 PSI) e interferometria de barrido vertical (Vertical
Scanning interferometry 6 VSI). PSI se basa en el hecho de que diferentes partes de
la superficie causan cambios de fase en la luz reflejada, algunas ondas se cancelan
mientras que otras se superponen unas con otras. Esto se convertird en un patrén con
franjas iluminadas y oscuras. La rugosidad superficial provocara irregularidades en el

patron de interferencia. Con PSI es posible medir variaciones de altura en la estructura
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superficial entre dos puntos separados, pero muy cercanos. En VSI se usa luz blanca
para la deteccibn de cambios de intensidad en las franjas y asi determinar las
diferencias en la altura [MAK84]. Ademas este Ultimo permite medir superficies

rugosas y pasos con una gran variabilidad de altura en milimetros.

2.1.1.2. Mojabilidad.

Otra de las caracteristicas de superficie importantes en la interaccion célula-
superficie es la mojabilidad, la cual se determina con la medicién del angulo de
contacto. Esta medida proporciona informacion de como un determinado liquido se
extiende sobre una superficie, ya sea soélida o liquida y por lo tanto como se adhiere a
esta. Este parametro es muy importante, ya que cualquier material colocado en el
cuerpo humano sera cubierto instantdneamente por una capa de H,0 (proveniente del

plasma sanguineo), adsobida sobre su superficie.

La capacidad de un liquido para mojar una superficie es el resultado de por un
lado la tensién superficial del liquido y por otro lado la energia superficial del sélido.
Para la estimacion experimental de esta propiedad, medimos el angulo formado por la
tangente a la interfaz liquido-vapor en el punto de contacto de las tres fases (liquido 1-
liquido 2- vapor o liquido-solido-vapor). Para ello se deposita una gota de liquido sobre
una superficie y se mide de manera directa el angulo de contacto por técnicas
goniométricas, para finalmente estimar a partir de una gota experimental, la gota
tedrica que mejor ajusta, usando como uno de los pardmetros de ajuste el propio
angulo de contacto. Para ello hacemos la suposicion de que nuestra gota adopta una
forma laplaciana (cumple ecuaciones de Laplace y de Young- Laplace). Esta ecuacion
(1) es aplicable para gotas pendientes y gotas sésiles en un amplio rango de tensiones
superficiales para cualquier sistema fluido-liquido que pueda ser representado por la

ecuacion de Laplace de capilaridad (Figura 2.4).

Para que esta ecuacion se cumpla, es necesario que la superficie ensayada,
sea homogénea, tanto en composicion como en rugosidad. En nuestras muestras
estos dos parametros no se cumplen, ya que por un lado la superficie presenta
diferentes rugosidades y por el otro, presenta una alta heterogeneidad por haber sido
obtenidas con particulas de diferente naturaleza quimica. Con estos antecedentes se
pensé en emplear la técnica ADSA-D (Axisymetric Drop Shape Analisis-Diameter).
Donde la obtencion de la imagen de la gota, se hace desde una vista cenital (90° con

respecto a la superficie).
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gas

liquido

as

Figura 2.4. Representacion de las fases liquido 1-liquido 2- vapor o liquido-sélido-vapor, para
la medicion del angulo de contacto por técnicas goniométricas. [DAT]

o, =0 +0, [cosd (1)

2.1.1.2.1. Analisis de las gotas axisimétricas

Multiples estudios han sido enfocados al estudio de gotas axisimétricas para
determinar la energia de superficie. Bashfoth y Adams [BAS92] y Maze and Burnet
[REf] mas actuales, por ejemplo han realizado la integracion numérica de la ecuacion
de Laplace y el uso y optimizacion de técnicas de minimos cuadrados. El método con
mayor exactitud y méas ampliamente utilizado, es el dado por Rotenberg y
colaboradores, llamado analisis del perfil de gotas axisimétricas (ADSA-P, por sus

siglas en inglés).

Entre las ventajas que presentan los métodos ADSA es que tanto los angulos,
como el volumen y el area superficial, pueden ser computados simultdneamente. Lo
que permitié desarrollar el analisis del diametro de las gotas axisimétricas (ADSA-D).
La metodologia ADSA-D facilita el proceso al computar dngulos de contacto, ya sea
desde la zona de contacto (cuando el angulo es menor a 90°) o el maximo diametro
“D” (cuando el angulo es mayor a 90°) usualmente medido a partir de una fotografia
vista desde arriba, conociendo el volumen de la gota sésil de un liquido con una
tension superficial conocida. Es importante considerar dos casos: a) 6¢c =2 90° y b) 6¢ <
90° (Figura 2.5), los cuales representan dos valores de limites por separado, ya que en
el primer caso (a), el maximo didmetro corresponde al diametro ecuatorial de la gota, y

en el segundo caso (b), el maximo didmetro corresponde con la linea de contacto de

las tres fases (x=R). Donde V es el volumen de la gota y 6 esel angulo tangente para

una gota sésil que es igual a 5C .

Cuando lo que se tiene es un perfil no circular pero redondo, este se ajusta a

una elipse y se obtiene el radio cuadratico medio. Este valor, junto con el volumen, la
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tension superficial de liquido y la diferencia de densidad liquido-vapor, seran nuestros
parametros de entrada en el programa. Es necesario especificar si la superficie es
hidréfoba o hidréfila debido a que el contorno visto desde arriba seré el ecuatorial o el

de contacto respectivamente. [DEL97]

2.1.1.2.2. Medicion del &ngulo de contacto en super ficies
heterogéneas.

La ecuacion de Young (1) es aplicable en superficies con ausencia de
rugosidad, la cual indica que la naturaleza de mojabilidad esta determinada por la
relativa afinidad de el solido por las fases liquido y gas. Los solidos reales son
realmente rugosos y por lo tanto su mojabilidad esta influenciada significativamente
por la estructura geometrica de la rugosidad superficial. [SJTO7] En muestras
sometidas a tratamientos de granallado, como es nuestro caso, no es posible obtener
una superficie solo metdlica (titanio), ya que muchas de las particulas empleadas en el
tratamiento quedan incrustadas en la superficie generando rugosidad e
irregularidades. De acuerdo con Robbins y Joanny, la heterogeneidad que pueda estar
causada por una contaminacién guimica o por una superficie rugosa (en nuestro caso
se encuentran ambas), puede ocacionar variaciones espaciales en la energia

interfacial, lo que se traduce en variaciones en el &ngulo de contacto. [ROB87]

& 4 a1 in #
= T— [ sin #
— = W +ecz—-——
= dx  cos @ l'-. M x l
@ 7 N x=R L=t
[ R | 6=m2 a
\ / db
\ ==
/ dx
H_I:LJI -
o 2(0)=80)=0. 8R) =
FA | il -
7 | in @
%: 1|q|2i‘1+c:——l°]'EL
_ “ i} - x X cos . x
i = tan A,
P dx
7 b7 LA
4 b — = mXTtd
/ R N ox=R dx v
V=V, @b _ .
R 60, %
- 2(0) = 6(0)= V(D)= 0. V(R)=F

Figura 2. 5 Forma de las dos diferentes posibilidades de gotas y la respectiva ecuacién que se
emplea para el estudio en ADSA-D del radio ecuatorial (a) o del area de contacto (b) cuando
estas no cumplen los parametros laplacianos. [DEL97]

Existen varios trabajos sobre la mojabilidad de superficies rugosas, como los
de Wenzel [WEN36] y el Cassie y Baxter [CAS44], o los de Robbins y Joanny sobre
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Histeresis [GEAO6], los cuales son independientes de las caracteristicas geométricas

de la rugosidad.

En los estudios de Wenzel, se asume que el liquido ha llenado completamente

las muescas sobre la superficie rugosa y éste generaliza la ecuaciéon de Young para

obtener el angulo de contacto aparente 5a .

cosd, =rcosf )

Donde r lo define como el “factor de rugosidad” y esta determinado como el
radio del area real de una superficie rugosa por el &rea geométrica proyectada en el

plano horizontal (en el caso de las superficies lisas r=1). Esto resulta en el incremento

de la mojabilidad cuando 6< 9(, pero incrementa la hidrofobicidad para 6>90.

Por otro lado Cassie y Baxter consideraron que no todas las muescas son
llenadas, y la definen como la mojabilidad de una superficie compuesta, constituida de
dos tipos de materiales homogéneos, los cuales tienen diferentes tensiones

interfaciales sélido-liquido; por lo que el &ngulo aparente esta dado por:

cosd, = f, cosg, + f, cosb, 3)

Donde f vy 6 representan la fraccion del &rea y al &ngulo de contacto de cada

material respectivamente. Por otro lado en el caso de materiales porosos o
corrugados, la rugosidad esta principalmente llena de aire, en estos casos, donde los

poros pueden ser considerados como no mojados y angulo en este caso sera

6, =180 . Asi f, =1- f, porlo que la ecuacion (3) se convierte en:

cosd, = f,(1+cosf,) -1 (4)

2.1.1.2.2.1. Histéresis

La histéresis del angulo de contacto manifiesta la dependencia de este angulo
con el modo de obtencion. La naturaleza de la histéresis del angulo de contacto se
manifiesta claramente cuando la linea de contacto ha avanzado (desde zonas que se
encuentran mojadas) o retrocediendo (desde zonas que se encuentran secas) hasta

llegar a una posicién determinada. Los &ngulos de contacto que se encuentran
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mediante una y otra forma se denominan angulo de avance g, y angulo de retroceso

O, respectivamente. La histéresis del angulo de contacto se manifiesta como una

cierta resistencia al movimiento de la linea de contacto, es decir una resistencia a
modificar la extension de la superficie de contacto. Asi pues en el avance el angulo de
contacto es mayor de lo esperado, pues la extension del liquido sobre la superficie es
menor de la que corresponderia. Por otro lado, en el retroceso, la inmovilidad de la
linea de contacto permite alcanzar estados méas extendidos de lo correspondiente

encontrado con ello &ngulos menores de lo esperado.

2.1.1.2.2.1.1. Angulo de contacto de equilibrio

Los multiples estados que pueden alcanzar un sistema (liquido-solido-gas), se
consideran estados metaestables, que representan minimos locales en la energia.
Mientras que siguen existiendo un minimo absoluto en la energia que corresponde con
el angulo de contacto que verificaria la ecuacion de Young o sus maodificaciones, es

decir, el &ngulo hipotético que encontrariamos en ausencia de histéresis. Este angulo

de contacto, llamado habitualmente angulo de equilibrio T g toma un valor intermedio

entre los 4ngulos de avance y retroceso.
Opr <0, <0, (5)

A menudo los &ngulos de avance y retroceso presentan una gran
reproducibilidad de manera que el intervalo de angulos de contacto sustituye al valor
unico del dngulo de contacto en la descripcion de la mojabilidad de la superficie. La

diferencia entre estos valores maximo y minimo del angulo de contacto sobre una

superficie se conoce también con el nombre de histéresis del &ngulo de contacto Ao
De este modo es posible cuantificar la envergadura del fenémeno por esta diferencia
de angulos (tamafio del intervalo). Cuando los angulos de avance y retroceso son
iguales, decimos de acuerdo a la definiciébn anterior, que la histéresis es cero o que no

hay histéresis del angulo de contacto.

Para la medida de estos angulos de avance Yy retroceso se realizan ciclos de
histéresis. Los ciclos de histéresis con gotas sésiles (de manera analoga ocurre con
las burbujas cautivas) se realizan inyectando volumen a la gota (avance) y
succionando posteriormente ese volumen (retroceso). La histéresis del angulo de
contacto se presenta como un fenémeno dificil de evitar en el estudio de los sistemas

reales. Por ello el andlisis de la histéresis resulta una herramienta imprescindible en la
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comprension y el estudio del mojado de estas superficies. Como causa principal se
apunta a la heterogeneidad quimica y a la rugosidad caracteristica de estas superficies

como causantes de esta indeterminacion del &ngulo de contacto observable. [GEAQ06]

2.1.1.3. Energia Superficial.

La energia superficial de un sdlido (ES) puede ser estimada usando diferentes
aproximaciones independientes, como por ejemplo: la medicion directa de las fuerzas,
con el angulo de contacto (mojabilidad), midiendo la penetracion capilar dentro de
columnas de polvos, por la sedimentacion de particulas, por gradientes tedricos, por la
teoria de Lifshitz de las fuerzas de van der Waals y por la teoria de las interacciones
moleculares [SHAO02]. La mojabilidad es una de las técnicas mas simples y mas
ampliamente usada para este fin. La mojabilidad de los sélidos esta directamente
influenciada por la energia de superficie. Esto significa por un lado, que la energia libre
superficial puede ser estimada de manera indirecta, si la mojabilidad es medible
cuantitativamente. Y por otro lado el comportamiento de mojabilidad puede predecirse
si se conoce la energia libre superficial. La energia superficial, a partir de mediciones
del angulo de contacto, se realiza con liquidos con parametros de energia superficial
conocidos o pre-caracterizados. Donde al menos son necesarios 2 liquidos (para la

mayoria de los métodos) para calcular la energia superficial.

2.1.1.3.1. Método de andlisis de Ownes, Wendt, Rabe | Kaelble
(OWRK), para el célculo de la energia superficial.

Owens, Wendt, Rabel y Kaelble desarrollaron la idea de que la tension
interfacial puede ser separada de acuerdo a las interacciones subyacentes entre las
moléculas. Ellos distinguieron entre dipolos permanentes e interacciones polares,
donde las interacciones polares contienen interacciones de Coulomb entre dipolos
permanentes y las Unicas entre dipolos permanentes y dipolos inducidos. La
interaccion debida a las fluctuaciones en el tiempo de la distribucion de cargas entre
las moléculas es llamada interaccion dispersa. Las contribuciones Polares y
dispersivas a la energia superficial y la tension superficial respectivamente estan

combinadas formando la suma de ambas partes.
o, =0 +o
| =0 | (6)

— d
o,=0, +ag? (7
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Donde ald y U,p representan las partes dispersivas y polares del liquido,
mientras a'g y of corresponden a las respectivas contribuciones del solido. La

energia interfacial puede ser calculada de acuerdo con Owens, Wendt, Rabel y
Kaelble a partir de las contribuciones del liquido y el sélido para formar la media

geomeétrica.

Para g se obtiene

0y =0,+0,- 2ol ' +\oP ) ®

Substituyendo en la ecuacion (8) el valor de 03 dado en la ecuacion (1)

obtenemos:

Usl = Usl + O-I COS@"‘O'I _2(\/0-5(,j w-ld +\/Usp mj-Ip) (9)
0=g0, (1+c05¢9)—2(\/0;j ¢ +,/o? Emp) (10)
= (1+2C080) = (\/0-2| QJ—IO| +\/asp w-lp) (11)

Y
Dividiendo en la ecuacién (11) la raiz cuadrada de 0| obtenemos:

o,(L+cosd) _ol ) ol )

2o o ot “

0, (L+cosh) _ Jor
IZT —\/?S“L\/Uif?:d (13)

La ecuacion (13) puede resolverse graficamente para encontrar las constantes
dispersiva y polar del solido, ajustando los datos experimentales a la ecuaciéon de una

linea recta (y = mx+b), donde:
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m=.o? (14)

S

b= \/?S (15)

Representando y contra x se puede calcular asp a partir de la pendiente de la
recta y Jg a partir del punto de interseccion con el eje vertical. Para lograr esto, el

angulo de contacto de al menos dos liquidos debe utilizarse sobre el sdlido

desconocido para poder determinar su energia de superficie.

Este método es recomendado para el andlisis de muestras tales como
polimeros, aluminio, barnices y cubiertas, aportando ademas informacion de las

componentes polares y dispersivas de la energia superficial. [DAT]

2.1.1.4.  Caracterizacion bioldgica (fibroblastos)

El éxito de la mayoria de los implantes tanto dentales como ortopédicos,
dependen de una correcta osteointegracion [ZAGO03]. Una optimizacién de la
topografia y la quimica asi como la previa adicion de proteinas (fibronectina o
vitronectina) o moléculas que favorezcan la respuesta celular con la superficie del
implante ha sido realizado y ampliamente estudiado para facilitar la adhesion y
diferenciacion de las células formadoras de hueso y promover la formacion de una
matriz de colagena sobre el implante [GHS00] [LBB98] [DBD99] [FWY03] [ZCS04]
[ABNO2].

De igual forma promover la adhesién de fibroblastos (provenientes del
ligamento periodontal) y keratinocitos para mejorar la cicatrizacion y la formacién del
epitelio de union (con su respectivo tejido conjuntivo de soporte) sobre el implante
dental es uno de los objetivos de estudio en la actualidad como una manera de ayudar
al buen funcionamiento y mantenimiento de los implantes dentales evitando la
colonizacién y proliferacién de bacterias [GEIOQ] [ZTF05] [BWMO05] [ZLB05] [SOHO06]
[CSL02] [GNDOZ2]. A ésta estrecha interrelacién se le conoce como “sellado biolégico”,
la cual impide la entrada de bacterias y detritos alimenticios al medio interno desde la
cavidad oral. Este sellado es necesario debido a que el implante dental es un
aditamento que en uno de sus extremos se encuentra en el medio interno

(interactuando con el hueso) y el otro se encuentra dentro de la cavidad bucal en
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contacto directo con saliva (la cual tiene entre otras cosas, iones, restos de proteinas,

glébulos blancos y una gran cantidad de bacterias).

Existen una gran cantidad de estudios de fibroblastos y su interaccion con
diversas superficies (cementos de fosfatos de calcio, titanio, titanio texturizado, titanio
recubierto con: RGD, péptidos, hidroxiapatita, etc.) in vitro [ZTF05] [BWMO05] [ZLBO05]
[SOHO06] [MSH98]. Estos estudios han demostrado que los fibroblastos responden a la
microtopografia de la superficie de un sustrato, mostrando gran sensibilidad por la
orientacion, dimensiones y la rugosidad ademas de la quimica de la superficie.
Eisenbarth y colaboradores, observaron que una rugosidad de 130 nm es suficiente
para inducir la orientacién de los fibroblastos y al mismo tiempo sus resultados
mostraron una aumento importante en la cantidad células orientadas, el cual iniciaba
en un 10% del total de células adheridas en la superficie cuando la rugosidad
superficial era de 0,04 ym, y aumentaba hasta un 60 y 72 % cuando la rugosidad era
de 0,34 y 1.36 ym respectivamente. [EMN96]

La interaccibn de las células (fibroblastos, osteoblastos, keratinocitos,
epiteliocitos, etc.,) sobe las diversas superficies de los biomateriales esta mediada por
las proteinas de la matriz extracelular, influyendo no sélo sobre la interacciéon célula-
superficie del implante, sino ademas actuando como el medio de adhesion entre estos.
La participacién de proteinas como la vinculina, integrinas, vitronectina o fibronectina
influye en este proceso. Especialmente la molécula Fibronectina de la matriz
extracelular, la cual determina prioritariamente la adhesién y el esparcimiento ademas
de la migraciéon y la diferenciaciéon de fibroblastos sobre superficies de Titanio.
[DGF96] [SRWO07]

Los mecanismos de adhesién y formacion de matriz extracelular son los
primeros pasos en la interaccion con la superficie de un implante la cual esta
controlada por receptores llamados integrinas, las cuales se unen a las proteinas de la
matriz extracelular como la fibronectina a través de su dominio extracelular. La
fibronectina es un componente importante de la matriz extracelular, donde ésta regula
una gran cantidad de actividades celulares a través de interacciones directas con la

superficie celular por medio de las integrinas. [LBBO5]

La fibronectina es sintetizada por varios tipos de células (osteoblastos y
fibroblastos) las cuales posteriormente se ensamblaran dentro de una red fibrilar

(también conocida como matriz extracelular). El proceso de ensamblaje es
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dependiente de las integrinas y de la interaccion fibronectina- integrina, el cual pone en
marcha un proceso involucrando por un lado, la activacion conformacional de la

fibronectina fuera de la célula y por el otro la organizacion de la actina del
citoesqueleto dentro de la célula. [MSHO5]
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2.2.0BJETIVOS

Las propiedades de superficie influyen en el comportamiento celular tanto de
bacterias, como de células encargadas de soportar a los implantes dentales
(osteoblastos, fibroblastos, etc.), por lo que la caracterizacion de las superficies fisico-
quimicas y bioldgicas es de gran importancia. Donde los objetivos de este capitulo

fueron:

Analizar los valores de rugosidad y el aumento en el area real de los discos de
titanio comercialmente puro, obtenidos por granallado, empleando diferentes

tipos de particulas y tamafios.

« Determinar la mojabilidad de las diferentes muestras de titanio comercialmente
puro tanto por Perfilometria convencional (goniometria) como por el analisis del
diametro de gotas axisimétricas (ADSA-D).

» Determinar los valores de energia superficial para cada tipo de superficie.

e Analisar el comportamiento de adhesion inicial de fibroblastos humanos sobre

las diversas superficies de titanio.
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2.3.MATERIALES Y METODOS

2.3.1. Obtencion de las muestras

Las muestras de Titanio comercialmente puro (Ti-cp) grado Il, empleados en
este trabajo fueron discos con unas dimensiones de 5 mm de diametro y 2 mm de
grosor. Partiendo de trabajos previos dentro del grupo de investigacion de
Biomateriales de la Universidad Politécnica de Catalufia, se seleccionaron dos grupos
gque mostraron los mejores resultados en cuanto a la interaccion con osteoblastos y en
ensayos in vivo [APA04]; estos grupos fueron: las superficies granalladas con Oxido
de Aluminio (Al,03) y con Carburo de Silicio (SiC). Ademas se tomaron como control
dos superficies, una superficie de Ti-cp pulida (Smooth) y una superficie mecanizada

(sin ningun tipo de tratamiento posterior que denominamos como Mech).

En el caso de las muestras lisas, los discos se pulieron siguiendo los
procedimientos de metalografia basica con discos de papel abrasivo Carbimet® de la
casa Buehler , empezando con un #600 para obtener una superficie plana, después un
disco #1200 y finalmente un #4000 para eliminar las ranuras méas profundas.
Posteriormente, se utilizé un pafio impregnado con una solucion de alimina de 1 umy
finalmente para obtener una superficie especular, se utilizé un pafio mojado con una
solucion de silica coloidal. Para obtener las muestras rugosas los discos fueron
granallados con dos particulas de proyeccion distintas Oxido de Aluminio y Carburo de
Silicio, con dos granulometrias diferentes cada una (Tabla 2.1). Para este
procedimiento se emple6 una granalladora modelo RB4 de RAYTECH INDUSTRIES y

las condiciones de granallado para todos los discos fueron las siguientes:

e Presién de proyeccién: 0,25 MPa.

e Tiempo de proyeccion minimo: 5-10 segundos

« Distancia de proyeccion entre la superficie del disco y la boquilla: = 10 cm
¢ Angulo de impacto: = 60° [APA04]

2.3.2. Medicion de la rugosidad

La rugosidad fue analizada por dos técnicas diferentes una cualitativa y otra
cuantitativa. La primera se realizo con un Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)

JEOL JSM 6400, mientras que la segunda fue medida con un microscopio
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interferométrico WYKO NT1100 de Veeco Metrology Group, con el procesador de
imagenes Vision 32 acoplado al equipo. Este microscopio consta de 2 objetivos fijos
(5X y 50X) y 3 objetivos intermedios intercambiables (0.5, 1 y 2), lo cual permite hacer

ampliaciones de hasta 100X.

Tabla 2.1. Nomenclatura de las rugosidades seleccionadas para este trabajo.

Nomenclatura | Particula empleada | Tamafio (pm)
AL2 Al,O4 (212-300)
AL6 Al,O4 (425-600)
SI2 SiC (212-300)
SI6 SiC (425-600)

Los discos previamente pulidos y granallados, fueron analizados por medio de
esta técnica en tres zonas (10 muestras de cada tipo) y se cuantificaron los siguientes

parametros:

* Ra: es el valor promedio de la rugosidad de todas las medidas obtenidas.

 Rq: La raiz cuadrada promedio de la rugosidad, calculada sobre el total de la
medicion o dicho de otra forma es el valor medio de la raiz cuadrada de las
desviaciones del perfil respecto a la linea media, a lo largo de la muestra.

« Rt: Describe la distancia entre la altura del maximo pico y la profundidad del
mayor valle a lo largo de la muestra.

e SA:! Index Area.

2.3.2.1.1. Calcul6 del area real.

Considerando que cada tipo de muestra presenta valores diferentes de
rugosidad, la superficie de contacto o area real (Ar) cambiara en funcion de esta. Asi,

para conocer el area real de cada tipo de muestra, se empleo la siguiente ecuacion:

SA=Ar/ An (13)

Donde: SA = Area Indexada (valor dado por el software del interferémetro).

Como se habia mencionado previamente los discos empleados para este
estudio, tenian unas dimensiones de 5mm de didmetro y 2 mm de grosor, por lo que
primero fue necesario calcular el 4&rea nominal (An), donde r es el radio, d es el

diametro y h la altura del disco.

An=(2772)+[(re)n] (14)
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2.3.3. Ensayos de mojabilidad (Perfil)

Una vez obtenidos los valores de rugosidad de las superficies, se realizaron los
ensayos de mojabilidad con un medidor de angulo de contacto Contact Angle System
OCA15plus de DataPhysics Instruments con un CCD y un software acoplado al equipo
(SCA20), para la obtencion y el andlisis de las imagenes. En este sistema las
imagenes son capturadas con una camara-CCD y almacenadas para su andlisis. Para

la determinacion del angulo de contacto es necesario determinar:

* Lalinea base
» El perfil de la gota

* Medicion del &ngulo de contacto

La posicion de la linea base y el contorno de la gota (30 ul) son determinados
calculando la diferencia entre el brillo de un pixel y los pixeles vecinos de toda la
imagen. La linea del contorno de la gota y la linea base son el resultado de la posicién
de las maximas diferencias en brillantes y el maximo contraste. El software del equipo
permite aplicar la funcion matemética que se desee emplear, en este estudio de tesis,
utilizamos el método Young-Laplace, la cual determina una linea adaptada al contorno

de la gota, la cual representa exactamente dicho contorno. [DAT]

Las mediciones se realizaron con agua, formamida y diiodometano, tanto para
medir la mojabilidad de las superficies (agua) como para calcular la energia de

superficie del titanio (agua, formamida y diiodometano).

2.3.3.1. Ensayos de mojabilidad desde cenital e his  téresis.

Para los ensayos de Histéresis (avance y retroceso) las muestras fueron
perforadas en el centro con un una fresa de diamante (diametro de 0.52 mm) para que
las agujas Hamilton ® vy fijarlas. Los ensayos en cenital (ADSA-D) y de histéresis se
realizaron en la Universidad de Granada en el Departamento de Fisica Aplicada

empleando un equipo que con las siguientes caracteristicas:

1. Microscopios (objetivo apozoom Leitz R Macro 200; sistema de lentes
Invaritar).

2. Fuentes luminosas (bombilla variable con vidrios esmerilados como difusores;
fuente Stocker & Yale R® Inc., Mille Luce M1000 basada en fibra oOptica en

extremo se encuentra el foco/difusor Dolan-Jenner Industries R® Inc., QVABL).
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3. Cémaras de video (de posicion ajustable) con CCD monocromo (SonyR ®
SSC-M370CE y COHUR ® 4910 CCIR con una resolucion de 752 X 582
pixeles). En las cdmaras que utilizan tecnologia de estado solido (CCD), la luz
gue incide sobre cada elemento genera una carga proporcional a la intensidad
luminica, la cual es recogida mediante condensadores y transferida en forma
de corriente a un amplificador. La imagen aparece como una serie de voltajes a
la salida del amplificador.

4. Tarjetas digitalizadoras (Data Translation R ® DT-2855 Mach Series con una
resolucion de 768 X 512 pixeles y 256 niveles de gris. Velocidad de captura 25
imagenes/segundo.

5. Programa informatico de captura, procesadores y calculé: Dilaten ® y Contacto
®. Estas aplicaciones han sido disefiadas por el profesor de la Universidad de
Granada Juan Antonio Holgado Terriza [HOLO2]

6. Microposicionadores horizontales y verticales compuestos por tornillos
micrométricos sobre los que se sitian las celdas y que permiten mover
libremente la superficie en cualquier direccién, incluso alinear la superficie
horizontalmente.

7. Microjeringas Hamilton ®, de 100 ul adecuadas para la formacion de gotas

sésiles, burbujas cautivas o burbujas “pendientes invertidas”. [AGU04]

2.3.3.1.1. Histéresis

Los ensayos de Histéresis se dividieron en dos partes: en primer lugar se
observo el avance y retroceso de la gota, sobre las superficies de Titanio. Y por los
resultados obtenidos de retroceso de la gota, se realizaron ensayos de retroceso de

una burbuja (aire) cautiva invirtiendo los medios (una gota de aire en medio acuoso).

2.3.3.1.2. Avance y retroceso de la gota

Para este ensayo, la muestra con la perforacion se colocé sobre un
portamuestras de teflén y la aguja Hamilton ® con agua Milli Q se aline6 a la superficie
de la muestra (es decir que no rebasara el borde de la superficie) como se observa en
la Figura 2.6. Se ajusto la imagen en la pantalla y se programo el equipo para que se
inyectasen 30 ul (durante un minuto), después se mantuvo la gota 5 segundos de
reposo y por ultimo se extrajo el agua durante un minuto. Paralelamente se realizé la

captura de imagenes de avance (50 imagenes por minuto) y retroceso (50 imagenes
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por minuto) con el programa Contacto®, el cual realiza al mismo tiempo la captura y la
medicion del angulo de contacto.

Gota

K

Muestra

Aguja

Figura 2.6. Representacion gréafica de la colocacion de la muestra y la aguja para poder crecer
la gota sobre la superficie.

2.3.3.1.3. Retroceso de la burbuja cautiva

En este caso, la muestra se sumergié en una cubeta de vidrio éptico especial
(Glass cell 20x20x20 mm Inner LXWxH) con agua, soportada sobre una base de teflon,
con una perforacién para la aguja, colocada en el borde de la superficie (Figura 2.7) y
se siguié el mismo procedimiento de inyectar 30 pl en este caso de aire durante 1
minuto y 5 segundos de reposo y al mismo tiempo la captura simultanea de 50

imagenes por minuto con la obtencion del angulo en cada una de ellas.

/sopode

wd (ALY

/. \muestra

burbuja ——

Figura 2.7. Representacion esquematica de la colocacion de la muestra sobre un soporte de
teflon en el contenedor de vidrio, donde el medio de inmersion es agua y se midié el angulo
formado por la superficie de titanio y una linea tangente a la superficie de la burbuja.

2.3.4. Energia Superficial

Con los datos obtenidos de angulo de contacto con los tres liquidos: agua,

formamida y di-iodometano se calculé el &ngulo de contacto aparente con la ecuacion
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de Wenzel. Estos ultimos datos se utilizaron para calcular la energia de superficie con
el método de andlisis de Owens, Wendt, Rabel y Kaelble (OWRK) con los valores de

energia superficial de los liquidos mostrados en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Valores de energia superficial, constante dispersiva y polar de los liquidos
empleados para él calculé de la energia de superficie del sélido.

Energia Superficial J| Dispe;si(’)n Polar
p
Agua 72,1 19,9 52,2
Formamida 56,9 23,5 33,4
Diiodometano 50 47,4 2,6

2.3.5. Caracterizacién bioldgica

Estas superficies han sido ampliamente estudiadas en el grupo de
investigacion de Biomateriales de la Universidad Politécnica de Catalufia, con
resultados favorables tanto con las superficies granalladas con Al,O; como con las
granalladas con SiC, tanto para la interaccidon con osteoblastos con dichas muestras
como en los ensayos in vivo [APA04]. En esta seccion, sélo se realizaron ensayos de
adhesion a 2 horas con fibroblastos (células encargadas de formar el soporte del tejido
epitelial). Para estos ensayos, se utilizaron discos de Titanio con unas dimensiones de
8mm de diametro y 2mm de grosor con los mismos seis tipos de superficies antes

mencionados.

2.3.5.1. Adhesion inicial de fibroblastos

Las células empleadas para estos ensayos fueron fibroblastos humanos N1 P6
(Pase 6) 1x10° obtenidos de Eucellbank (Eucaryotic cell line Collection) del
departamento de biologia celular de la Universidad de Barcelona. Las células fueron
entregadas confluentes en un frasco de 75 cm? en DMEM con 10% de suero bovino
fetal. Se realizaron un par de pases mas para, por un lado congelar algunos viales y

por otro lado tener la cantidad necesaria de células para dicho ensayo.

Los discos se lavaron con acetona, alcohol y agua destilada 2 veces durante 15
minutos en cada liquido y se esterilizaron en autoclave a 121 °C por espacio de 20
minutos, para finalmente colocar 3 discos de cada tipo en una placa multiwell de 24
posillos. Una serie de discos de cada tipo fue precubierta con 50 pl de fibronectina (a
una concentracion de 20 pyg/ml) y otra serie con 50 pl de suero bovino fetal las cuales

se incubaron por espacio de 30 minutos a 37°C a 5% de CO,. Pasado este tiempo se
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elimino la fibronectina y el suero sobrantes, se lavaron 2 veces las muestras con PBS
1X y se coloco 1 ml de suspension de células (1x10%) en DMEM (sin suero) en cada
pocillo por espacio de 2 horas a 37°C a 5% de CO,. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion y para observar las superficies de los discos, se utilizd una tincion vital, por
lo que se colocaron 5 ul de FDA (Diacetato de Fluoresceina) en el medio de cada

pocillo.

Con las imagenes y el programa ImageJ®, se realizé un analisis de las
imagenes (3 imagenes por cada tipo de superficie) para calcular el porcentaje del area
nominal que se encontraba cubierta por células. [MSH98] [SOHO06] [FTNO6]

2.3.5.2.  Anadlisis Estadistico.

Los resultados obtenidos en cada una de las diferentes técnicas, fueron
analisados por medio de ANOVA para determinar las diferencias significativas entre
grupos (p>0,05).
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2.4.RESULTADOS

2.4.1. Rugosidad

El primer paso fue analizar cualitativamente los diferentes tipos de superficie
gue se emplearon para estos ensayos y la técnica empleada para esto fue Microscopia
Electronica de Barrido (MEB).

Soonm 5 mm
Figura 2.8. Observacién de los discos de Titanio por MEB, donde se pueden apreciar, las
imperfecciones en la superficie Smooth (en la cual fue necesario llegar a mayores aumentos
para poder observar estos detalles sobre la superficie) y los anillos concéntricos obtenidos por
el mecanismo de corte en las muestras Mech.

Estas imagenes muestran con detalle los defectos que no son apreciables a
simple vista, como se puede observar en los discos Smooth y Mech figura 2.8. En el
caso de las muestras granalladas, son evidentes los cambios en la rugosidad por el
tratamiento, mostrando una aparente similitud entre las muestras Al2 y SI2 asi como
entre las muestras Al6 y SI6 (Figura 2.9). Debido a la fuerza de proyeccion y la dureza
de las particulas empleadas en el granallado, la presencia de restos de dichos
materiales quedo evidenciado en todos los tipos de superficies siendo mas
contundente en las muestras granalladas con alimina como lo muestra la figura 2.9,
donde se puede apreciar, por un lado la rugosidad obtenida por el proceso y por otro
lado restos de alumina formando parte de la topografia de la muestra.

Ya que estas imagenes soOlo son una caracterizacion cualitativa, fue necesario
el uso de una técnica cuantitativa para evaluar las diferencias entre los tipos de
muestras. Los valores de rugosidad, asi como la variacién del area real de cada
muestra, fueron analizados con mucho mayor detalle con el Microscopio

Interferométrico.
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100 pm 100 pm

Figura 2.9. Imagenes de MEB de las muestras obtenidas por granallado con Al,O3z y SIC. La
presencia de restos de particulas en la superficie se puede apreciar en las imagenes Al6 y Al2
(flechas)

2.4.1.1.  Medicioén de la rugosidad

Como se ha dicho anteriormente, la caracterizacion del Ti-cp empleado en la
elaboracion de implantes dentales es de suma importancia debido a las diferentes
respuestas celulares (osteoblastos, fibroblastos, keratinocitos y bacterias) a las
propiedades de superficie del material implantado, como la rugosidad, la mojabilidad y
la energia de superficie.

Tabla 2.3. Valor de la media de la rugosidad obtenida de las diferentes superficies (alumina y
carburo de silicio). Esta representadas el valor de la media y la desviacion estandar (z). Las
diferencias significativas en cada grupo estan representadas con *, ** y ***,

Nomenclatura Particula de granallado Ra (um)
(pum)
Smooth |  --eeeee 0,17 +0,02*
Mech | - 0,34 +0,03*
Al2 Al,05(212-300) 2,97 £0,2**
Al6 Al,05(425-600) 52+0,6
SI2 SiC (212-300) 2,7+0,2*
S|6 SiC (425-600) 4,1 +0,4***
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Las imagenes de Interferometria muestran comparativamente las diferentes
superficies obtenidas, tanto las no granalladas (Smooth y Mech) como las granalladas
con los cuatro tipos de particula Al2, Al6, SI2 y SI6 (Fig. 2.10). Las observaciones
realizadas se hicieron a 10X en todos los casos. El detalle observado previamente en
MEB, se aprecia nuevamente en estas imagenes. En el caso de la muestra Mech es
posible apreciar las franjas obtenidas por el mecanismo de, mientras que en Smooth,
la superficie muestra una textura muy suave. Al mismo tiempo, las muestras
granalladas con alumina de menor tamafio (Al2) presentan una superficie similar a SI2,

y menos rugosa que Al6 y SI6.

Con los resultados preliminares obtenidos en cada andlisis (Figura 2.10) y los
datos aportados por el Software Vision 32® , se obtuvo la Ra (valores medios de
rugosidad) de todas las muestras los cuales estan representados en la Tabla 2.3. En el
caso de las muestras Smooth y Mech los valores de Ra fueron menores a 350nm,
mientras que las muestras granalladas con particulas de tamafo pequefio presentaron
una rugosidad menor a las 3 um (Al2 Ra =2,97 y SI2 R, =2,71) y las granalladas con
particulas de mayor tamafio presentaron los mayores valores (Al6 Ra =5,18 y SI6 Ra
=4,14).

De manera general, las muestras granalladas con carburo de silicio,
presentaron valores de Ra menores en ambos casos al ser comparada con las
muestras granalladas con alimina, aun cuando la particula empleada tanto de aliumina
como de carburo de silicio presentaba el mismo tamafio respectivamente (Tabla 2.3).
Por otro lado, se analizaron los diversos valores de rugosidad de la superficie como la
Rq y la Rt y se evaluaron comparativamente con la Ra, como se aprecia en la tabla
2.4.

Tal y como en el caso de la Ra, los valores aumentaban en cuanto al tamafio
de la particula (sin considerar la diferente naturaleza quimica), los valores de Rq y Rt

también aumentan de la misma manera, como se puede apreciar en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Tabla comparativa entre los diferentes datos de la rugosidad aportados por el
programa Vision 32 a partir de las imagenes obtenidas con el interferémetro.

Smooth Mech Al2 Al6 SI2 Si6
Ra(m) | 017+0,02 |034+003| 29+02 | 52406 | 271+02 | 41+04

Rq (pm) 0,22+0,03 | 0,45+0,04 | 3,8+0,2 6,7+0,6 3,1+0,2 49+0,7

Rt (pm) 2,3+0,4 7+1 30+3 56 + 4 28 +3 42 +5
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Figura 2.10. Ejemplo de las imagenes obtenidas con el microscopio interferométrico, donde se
puede apreciar con mayor detalle la topografia de las superficies para cada tipo, las cuales
fueron utilizadas para obtener los valores de Ra.

2.4.1.1.1. Area Real

Los resultados de area real, muestran un incremento considerable en los
valores de area total, en las muestras granalladas tanto con alimina como con carburo
de silicio, donde el incremento fue 33%-82%, mientras que en las muestras no
tratadas el aumento fue sélo de un 4% para Smooth y un 6 % para Mech (ya que los
valores de rugosidad estaban en un rango nanométrico), como se puede apreciar en la
Tabla 2.3.
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Tabla 2.5. Valores de area real de los discos de titanio. Es claramente visible como aumenta el
area total casi al doble en las muestras granalladas con particulas de mayor tamafio (Al6 y
SI6).

Nominal (mm ) | Index Area | Area Real (mm ?)
Smooth 70,7 +0,5 1,04 +£0,01 74 + 2*
Mech 70,7 +0,5 1,06 +£ 0,02 75,3 + 3*
Al2 70,7 +0,5 1,64+£0,1 115,6 + 8**
Al6 70,7 +0,5 1,82+0,2 128,8 + 11**
Si2 70,7 +0,5 1,33+0,3 94,4 +7
Si6 70,7 +0,5 1,71 +£0,2 121 + 8*

2.4.2. Angulo de contacto

2.4.2.1.  Mojabilidad (perfil)

Los resultados de mojabilidad, muestran que las superficies no tratadas
(Smooth y Mech), presentan una superficie con valores de angulo de contacto menor,
con respecto a las granalladas. En el caso de las muestras Mech y Smooth, la
desviacion estandar fue mayor (especialmente en Mech) que en el caso de las
granalladas como se puede apreciar en la Figura 2.11. Por lo que se recurrio a la
técnica ADSA-D.

120

I

70 A

Angulo (°)

60
50 -
40 4

30 H

20 T T T T T T T T T T T
Smooth Mech Al2 Al6 Si2 Si6

Figura 2.11. Variaciones del angulo de contacto para las diversas superficies de titanio.

2.4.2.2. Mojabilidad calculada desde una vista ceni  tal (ADSA-D)

Lo primero que se analizo fue la forma de las gotas sobre los discos de titanio,
observandose que ninguna de las gotas presentaba una forma redonda, es decir que
no seguian las condiciones de Laplace. Esto fue mas evidente en la muestra Mech,
donde la topografia de la superficie (debido a las lineas concéntricas), influyeron en la
forma y comportamiento de la gota depositada sobre su superficie. Al mismo tiempo en

la muestra Smooth y Al2 se colocaron dos gotas del mismo volumen (30 pl), y se pudo
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observar que en ambos casos, ni la forma ni el didmetro (ya fuese el de contacto o el

ecuatorial dependiendo el caso) presentaban las mismas caracteristicas (Figura 2.12).

Figura 2.12. Formas de las gotas de agua sobre las diferentes superficies de Ti-cp vistas
desde una perspectiva cenital, donde se aprecia claramente la forma no laplaciana de las
mismas especialmente sobre la muestra Mech. Por otro lado sobre las muestras Smooth y Al2
se ve claramente las variaciones que puede presentar una gota con el mismo volumen sobre la
misma superficie.

Al medir los respectivos diametros y calcular los angulos en cada caso,
pudimos observar que los resultados tanto de ADSA-D como del perfil eran
practicamente iguales, con la diferencia que la desviacion estandar en los resultados

de ADSA-D fueron menores, como se puede apreciar en la figura 2.13.

Para poder observar la influencia de la rugosidad con respecto a la mojabilidad,
se ordenaron los resultados de manera ascendente conforme a los valores de Ra
(Figura 2.14). En estos grafica se puede observar una relacion lineal entre la rugosidad
y mojabilidad, ya que las muestras con menor rugosidad (Smooth y Mech) presentaron
los valores mas bajos de angulo de contacto tanto en perfil como en ADSA-D. Al
mismo tiempo se puede apreciar que los valores de mojabilidad no siguen la misma
tendencia que los resultados de rugosidad, lo cual es evidente en las muestras Al2,
SI6 y Al6, donde los valores de rugosidad aumentan considerablemente mientras que
los de mojabilidad, varian ligeramente, siendo practicamente iguales los de SI6 y Al6
como se aprecia en la figura 2.14.
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Figura 2.13. Valores de angulo de contacto obtenidos del modo convencional (ADSA-P 6 perfil)
y desde cenital (ADSA-D), los cuales muestran valores de media iguales a los obtenidos desde

perfil, (Smooth y Mech presentan una mayor barra de error desde perfil).
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Figura 2.14. Comparacién de la rugosidad (Ra) de los discos de titanio y la mojabilidad de las
superficies. Aunque el angulo de contacto aumenta en las superficies de mayor Ra, la
naturaleza quimica de la particula empleada para el granallado parece tener una influencia en
la mojabilidad (en esta grafica sélo estan representados los valores de la media de cada
medicion y se encuentran ordenados de menor a mayor rugosidad).

2.4.2.3. Histéresis

Los ensayos, anteriores se realizaron colocando una gota de agua sobre la
superficie, pero existen detractores de esta técnica como Robbins y Joanny [ROB87]
debido a la falta de homogeneidad de la superficie como se menciono anteriormente.
Por lo que la evaluacion de la histéresis del Angulo de contacto se realiz6 sobre las
mismas muestras que se habian utilizado en los otros ensayos de mojabilidad, previa

perforacion en el centro (ver Materiales y Métodos para mas detalles).
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2.4.2.3.1. Angulo de avance (gota)

En estos resultados se puede apreciar varias cosas durante la adicién y la
extracciéon de liquido a la gota: 1) la variacién de la forma de la gota conforme a la
variacién de su volumen, 2) la evolucion del angulo de contacto, 3) la variacion del
area de contacto. En el primer caso, la forma de la gota esta en funcion principalmente
del volumen y del estado de equilibrio de la misma, ya que como se puede apreciar en
la figura 2.15, cuando se inicia el ensayo, se observa una gota casi plana (Figura 2.15-
A), pero conforme el volumen empieza a aumentar, la gota comienza a adquirir una
forma més esférica (Figura 2.15-C) y conforme se empieza a extraer agua de su
interior (Figura 2.15-E) cambia su forma gradualmente hasta volverse plana (Figura
2.15-F).

A B

Figura 2.15. Seguimiento del avance y retroceso de la gota de agua sobre la superficie de
Titanio Al2. En este caso, el area de contacto cambia conforme la gota aumenta de tamafio (A,
B y C) alcanzando su maxima area (D) cuando se ha dejado de inyectar agua y mantiene esta
area hasta el final de la extraccion del agua. Al mismo tiempo se puede apreciar la evolucion de
del angulo de contacto durante todo el procedimiento.
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Al mismo tiempo se obtuvieron datos de la evolucion de la gota (angulo y radio
mayor) los cuales se muestran en la figura 2.16. Para poder compararlas entre si, se
tomaron los valores de la media y se representan en la Figura 2.17, en la cual
podemos observar que las muestras presentan la misma tendencia (excepto en la
muestra Mech) siendo practicamente igual el comportamiento del angulo de avance
tanto de Smooth como de Al6. Por otro lado, se observo que el comportamiento de la
muestra Mech es completamente diferente con respecto a las demas ya que no
alcanza a estabilizarse durante los 50 segundos que dura el ensayo. Y de manera
general se observo que el area de contacto en todas las muestras aumenté de manera

lineal mostrando la misma tendencia (Figura 2.16).
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Figura 2.16. Angulo de contacto y radio de contacto del ensayo de avance de la gota.
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Figura 2.17. Tendencia del angulo de avance en todas las muestras. De manera general se
puede observar el mismo comportamiento en todas las muestras excepto en Mech.
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2.4.2.3.2. Angulo de retroceso

Para completar el proceso de histéresis es necesario hacer crecer una gota y
después extraer el agua para poder medir toda la evolucion, una vez que la superficie
ha sido humectada, el angulo sélo decrecera y el area de contacto no cambiara,

debido a que la superficie ya ha sido previamente humectada.

Figura 2. 18. A vance de la burbuja de aire en agua, donde se puede apreciar como el area de
contacto se mantiene constante.

Para medir este angulo se invierten los medios, por lo que en lugar de hacer
crecer una gota sobre la superficie del disco al aire, se hace crecer una burbuja de aire
en medio acuoso. En la figura 2.18 se muestra el avance de la burbuja (retroceso de la
gota) sobre la superficie de titanio donde se indica cual es el &ngulo a medir en este
caso, en la imagen puede apreciarse como el angulo decrece conforme el tamafio de

la burbuja aumenta sin cambiar el area de contacto.

De la misma forma que con la gota, se realizé el seguimiento de la burbuja en
todas las muestras observandose que todas las superficies mostraron el mismo
comportamiento, donde el angulo decrece en todos los casos (visible con claridad en
la figura 2.20) y el &rea de contacto aumenta de manera lineal como se observa en la
figura 2.19.
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Figura 2.19. Angulo de contacto y radio de contacto del ensayo de avance de la burbuja
(retroceso de la gota).
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Figura 2.20. Angulo de retroceso (avance de la burbuja) en funcion del tiempo.

Con estos datos se calculo el valor medio de todas las mediciones (Tabla 2.6).

Los resultados mostraron que las muestras de menor rugosidad (Smooth, Mech) y Al2

presentaron angulos similares por ADSA-D, perfil asi como por avance de la gota; por

otro lado las muestras Al6 SI2 y SI6, dieron un angulo menor en los resultados de

avance de la gota (Figura 2.21), mostrando unos valores de mojabilidad diferentes a

los obtenidos cuando la gota sélo se colocaba sobre las superficies. Mientras que el
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angulo de contacto de retroceso del agua (0 avance de la burbuja) disminuyo

conforme la rugosidad aumento como se aprecia claramente en la figura 2.21.

Tabla 2.6. Valores de mojabilidad (determinada por el angulo de contacto) de las superficies de
titanio con agua, obtenidos con por las diferentes técnicas.Las diferencias significativas por

cada grupo estan representadas con *.

Angulo de Contacto (°)
Perfil ADSA-D Avance Retroceso Histeresis
Smooth 72 +14 85+6 78 +4 46 + 2,6 62,3
Mech 80+19 86+7 84 +12 34+7 59
Al2 91+6 94 +6 91+14 37+8 64
Al6 101 +8 100 £5 77 +8 20+45 48,5
SI2 92+8 97 +6 60 + 7* 25+5,8 42,7
SI6 96 +7 100 £ 6 72+3 31+3,7 51,5
120
O AVANCE
Al2 e RETROCESO
100 + Mech
% i Smooth Al6
S 80 % SI6
g si2 o
o
2 60 %:
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< 07 } % §
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Figura 2.21. Valores de angulo de contacto obtenidos en los ensayos de avance y retroceso
(Media y su desviacion estandar) graficados contra la rugosidad.

2.4.3. Energia superficial

Los resultados de los angulos de contacto aparente con los tres liquidos (Agua,
Di-iodometano y Formamida) a partir de los cuales se calculé la energia superficial (asi
como su componente polar y dispersiva) de los discos de titanio se muestran en las
tablas 2.7 y 2.8 respectivamente. De acuerdo con el modelo de Owens y Wendt todas
las superficies de titanio muestran un dominio de la componente dispersiva. En el caso
de las superficies granalladas con alimina (Al2 y Al6), la componente dispersiva fue
mayor, mostrando una diferencia significativa con respecto a todas las demas
superficies (Tabla 2.8). Ademas de esto se puede apreciar la influencia de la particula
empleada, ya que en el caso de las muestras granalladas con carburo de silicio la

componente polar es mayor y al mismo tiempo la componente dispersiva es menor en
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comparacion con las muestras granalladas con alimina como se puede apreciar en la
figura 2.22.

Tabla 2.7. Angulos de contacto aparentes (calculados con la ecuacion de Wenzel) de los tres
liquidos utilizados para el calculo de la energia superficial.

Angulo de Contacto Aparente (°)
Agua Di-iodometano Formamida

Smooth 77,85 44,48 62,66
Mech 83,35 47,12 65,67
Al2 91,34 33,37 67,77
Al6 66,40 16,47 56,64
SI2 48,69 34,57 75,19
SI6 58,56 30,12 56,75

Tabla 2.8. Valores de energia superficial (SE) de las diferentes muestras empleadas en este
trabajo de tesis con su componente polar (Jsp) y dispersiva (J;‘). Las diferencias significativas

estan indicadas con *.

SE (mJ/m?) g® (mIm?) oP (mim?
Smooth 38+3 31+2 6,5+0,8
Mech 36 +2 32+3 46+0,4
Al2 44 +3 43+4* 0,97 +0,02
Al6 47 + 4 40+4* 8,2+0,4
SI2 41+3 24+ 4 17+1
Sl6 45 + 2 31+3 14+1
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Figura 2.22. Grafica componente polar vs componente dispersiva de las diferentes superficies
de titanio.

2.4.4. Caracterizacion biologica

El analisis morfologico de las diversas superficies de titanio muestran la forma
gue adoptaron los fibroblastos sobre dichas los discos de titanio, tanto en superficies

precubiertas con Fibronectina, Suero y sin tratamiento previo.
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La figura 2.23 muestra las diversas superficies sin pre-tratamiento, se puede
observar una baja cantidad de células sobre todas las muestras, con una forma poca
extendida (es decir, la mayoria con una forma esférica), excepto sobre la superficie
Mech. En esta ultima fue posible observar que las células presentaban una forma més

alargada.

Por otro lado la respuesta de los fibroblastos se vio incrementada cuando se
hizo un pre-tratamiento de la superficie con suero bovino fetal (SBF), ya que
comparada con las imagenes anteriores, en la figura 2.23 se puede observar que la
cantidad de células aumento considerablemente en todas las superficies (excepto en
SI12) y al mismo tiempo se observd una mayor extensidn de los fibroblastos
especialmente en la muestra Smooth, siendo en esta ultima mas facil distinguir el
arreglo celular. Al mismo tiempo sobre la muestra Mech, se observé detalladamente el
arreglo de los fibroblastos siguiendo la forma circular obtenida por el mecanismo de
corte. Por otro lado se puedo apreciar un aumento en el nimero de células sobre la
muestra Al2 (que al mismo tiempo presentaron una forma mas alargada y extendida).
Mientras que en las muestras Al6 y Si6, se observd una mayor extensién de los
fibroblastos comparadas con las superficies sin tratamiento previo. De manera general
se puede apreciar que en el caso de las muestras granalladas con carburo de silicio

(SI2 y SI6), la forma de las células fue méas esférica, especialmente en SI2.

Finalmente, los resultados con el pre-tratamiento con la fibronectina se pueden
observar en la figura 2.25, los cuales mostraron al igual que los resultados anteriores,
un aumento considerable en la cantidad de células sobre todas las superficies de
titanio. En el caso de la muestra Smooth se puede apreciar una mayor cantidad de
células cubriendo casi la totalidad de la superficie (comparada con los dos casos
anteriores de tanto en el pre-tratamiento con suero, como sin este), ademas de poder
apreciarse con mayor detalle la forma extendida de los fibroblastos. De igual forma la
muestra Mech presenté un mayor aumento considerable en la cantidad de células
adheridas, ademas de que el arreglo que se habia observado en las imagenes
anteriores, siguiendo la forma circular de las huellas dejadas por el mecanismo de
corte, fue mas evidente y claro. Al mismo tiempo, las muestras granalladas con
particulas de carburo de silicio, presentaron una menor cantidad de células

comparadas con las granalladas con alimina.

Se realiz6 un andlisis semicuantitativo del porcentaje de &rea cubierto por

células del area observada de los discos de titanio con el programa ImageJ®, con el
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cual se midié el area brillante (correspondiente a los fibroblastos) contra el fondo
oscuro de las fotografias. Los datos obtenidos (Tabla 2.9) se representaron vs los
resultados de Rugosidad (Ra) y de Energia Superficial (total y sus componentes polar
y dispersivo). En la figura 2.26 se pueden observar los resultados obtenidos del
porcentaje de area cubierta por células en las superficies que no recibieron ningan
pretratamiento representados vs Rugosidad (A), Energia Superficial (B), constante
polar (C) y constante dispersiva (D). Los resultados muestran un porcentaje de &rea
cubierto menor al 50% en todas las superficies, especialmente en las muestras
Smooth y Si6 el porcentaje fue mucho menor (~20%), pero no se observa una

tendencia en ninguno de las graficas.

Tabla 2.9. Porcentaje de area cubierta por fibroblastos sobre las diversas superficies de titanio.
Los resultados se obtuvieron a partir del contraste entre las zonas fluorescentes y el resto de la
superficie con el software ImageJ®. Las diferencias significativas estan indicadas con *, ** y °.

Porcentaje de area cubierta por células

Sin tratamiento Suero Fibronectina

Smooth 18,3+32* 49,17 62,5+0,3

Mech 38,9142 60,4+ 7** 50 + 3,2*

Al2 39,2+3,6 77+8,6* 68,2 £ 6,5
Al6 37,4+3,4 42,7+45 58,1 +10,3
SI2 35+5,8 28+15° 34,7 £ 3,3**
SI6 241+2* 285+2° 30,6 £ 4,1**

Al mismo tiempo, los resultados de porcentaje de area cubierto por células en
las superficies que fueron precubiertas con Suero, muestran una diferencia muy
marcada en cuanto a tendencias y cantidad de &rea cubierta, ya que las superficies
granalladas con alumina (AlI2 y Al6) presentaron una mejor respuesta, de manera
general, en comparacion con las superficies granalladas con carburo de silicio (SI2 y
S16). Esta tendencia se puede apreciar tanto en la figura 2.27-A como en la figura
2.27-B, donde ademas se puede observar como en el caso de la alimina el aumento
en la rugosidad, asi como en la energia de superficie influye en el porcentaje de area
cubierto por fibroblastos disminuyendo este valor. Por otro lado, cuando se
representaron estos valores de area cubierta vs las constantes dispersiva (Figura 2.27-
C) y polar (Figura 2.27-D) podemos observar primero, una separacion entre las
superficies granalladas y las no granalladas (especialmente en la Figura 2.27-C) y por
otro lado, presentando un incremento exponencial en el area cubierta por células
conforme aumenta la constante dispersiva en el caso de las muestras granalladas e

inversamente proporcional cuando la constante polar aumentaba.
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Figura 2.26. Andlisis semicuantitativo del porcentaje de células adheridas sobre las seis
diferentes superficies de titanio sin pre-tratamiento vs Rugosidad (A), energia superficial (B),
constante dispersiva (C) y constante polar (D).

Si tomamos en cuenta sélo la particula empleada en el granallado, podemos
observar un comportamiento diferente por particula (indicado por las flechas), ya que
en el caso de las muestras granalladas con carburo de silicio ni el aumento en la
rugosidad, el incremento en la energia de superficie (total, ni sus componentes
dispersivas y polares), mostraron tener influencia en el porcentaje de area cubierta por
células. Mientras que en las superficies granalladas con alumina, se pudo observar
(ademas de la influencia de la Rugosidad y Energia superficial total), un
comportamiento relacionado con la constante dispersiva, ya que conforme aumenta
este valor, el porcentaje de é&rea cubierta aumento también y al mismo tiempo
conforme la constante polar aumento el porcentaje de &rea cubierto por células
disminuyo considerablemente, en este caso en particular, las muestras Mech y

Smooth se ajustaron a la tendencia marcada por las superficies granalladas.
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Figura 2.27. Andlisis semicuantitativo del porcentaje de células adheridas sobre las seis
diferentes superficies de titanio (previo tratamiento con Suero) vs Rugosidad (A), energia
superficial (B), constante dispersiva (C) y constante polar (D).

Constante Dispersiva (mJ/m?)

Por otro lado, si observamos los resultados obtenidos en las superficies
pretratadas con fibronectina (Figura 2.28), podemos observar una misma separacion
por particula, como en el caso anterior, ya que las superficies granalladas con alimina
presentaron de manera general una mejor respuesta en comparacién con las
superficies granalladas con carburo de silicio cuando se representaron vs Rugosidad y
Energia Superficial (Figura 2.28 A y B). Pero cuando estas mismas superficies fueron
representadas vs constante dispersiva y polar, se observé en el primer caso (Figura
2.28-C) una tendencia similar a la observada en las superficies pretratadas con suero,
denotando una separacion entre las superficies granalladas y las no granalladas
ademas de observarse una tendencia muy similar a la que presentaron estas
superficies, con un incremento exponencial al aumentar la constante dispersiva y con
una disminucion directamente proporcional conforme la constante polar aumento, en
esta Ultima grafica pudo observarse que la superficie Mech tuvo un comportamiento

que se ajustaba a la tendencia previamente observada.

De igual forma que en la Figura 2.27, en la Figura 2.28, pudo observarse la
misma tendencia por particula, ya que en el caso de la alimina conforme el valor de la

constante dispersiva disminuye, el porcentaje de area cubierta por células también lo
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hace (Figura 2.28-C) y al mismo tiempo, mientras la constante polar aumenta el

porcentaje cubierto por células disminuye también (Figura 2.28-D).
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Figura 2.28. Andlisis semicuantitativo del porcentaje de células adheridas sobre las seis
diferentes superficies de titanio (previo tratamiento con Fibronectina) vs Rugosidad (A), energia
superficial (B), constante dispersiva (C) y constante polar (D).
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Por otro lado en el caso de las muestras granalladas con carburo de silicio, el

aumento tanto en la constante dispersiva y polar no parece tener influencia en el

comportamiento de adhesion de las células.

De forma general se pudo observar en todas las graficas una tendencia por

tratamiento, es decir particulas granalladas con carburo de silicio, granalladas con

alimina y sin granallar, de las cuales las primeras presentaron una deficiente

respuesta celular.
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2.5.DISCUSION

En este trabajo de tesis se seleccionaron las superficies que en resultados
previos habian presentado una excelente respuesta en ensayos tanto con células
osteoblasticas de origen humano (procedentes de cabeza de femur de pacientes
sometidos a cirugia) como en ensayos de osteointegracién in vivo con animales
[APA0O4]. Sin embargo la respuesta de estas mismas superficies, tanto a las células
gue formaran el sellado biolégico al entrar en contacto con la superficie del implante
dental a nivel del cuello del implante, como con las bacterias que formaran la placa-

dento-bacteriana no ha sido estudiado.

En este capitulo se describen de manera general, las superficies de titanio
ampliamente utilizadas por los sistemas de implantes dentales, es decir, superficies
rugosas con una Ra de entre 2 y 5 micrometros (parametros que han demostrado una
buena interaccion con el hueso circundante) [APA04] [GSLO7] [LBB98] [ANSO05]
[JMBO04] [RCBO03]. Y al mismo tiempo superficies visiblemente “lisas” obtenidas tanto
por un mecanizado como por técnicas de pulido metalografico (ambas superficies se
utilizaron como un control contra adhesién de bacterias), ya que estas superficies son
recomendadas para evitar la formacion y maduracién de placa dento-bacteriana
[QVB93].

En el caso de las superficies aparentemente lisas, una observacion inicial por
MEB magnifico los detalles superficiales de ambas muestras ya que tanto la superficie
Smooth como la muestra Mech, mostraron una ligera irregularidad. En el caso de
Smooth, se pueden observar una textura y la presencia de pequefios surcos, las
cuales por un lado se deben a la estructura cristalina propia del titanio (tamafio de
grano) y por otro lado a las muescas dejadas por el tratamiento de mecanizado (6
corte, en este caso de los discos) lo cual es evidente en la muestra Mech, la cual

presenta una seria de lineas concéntricas que a simple vista son poco evidentes.

Por otro lado, en el caso de las muestras rugosas, se observd como era de
esperar, una relacion directa entre el tamafio de particula empleada para el granallado
y la rugosidad obtenida como se muestra en la tabla 2.3. Al ser observadas por MEB,
se aprecidé con claridad, las caracteristicas de dichas superficies y en algunas
muestras se encontro la presencia de particulas incrustadas en los discos, tanto en los

granallados con alumina como los granallados con carburo de silicio, las cuales se
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encontraban formando parte de la topografia de la muestra. Los resultados de Aparicio
C., mostraron que el porcentaje atdbmico de Al en el caso de las muestras granalladas
con alimina fue alrededor del 20% (para Al2 18,8 + 2,2 y para Al6 22,0 + 1,7),
mientras que en las superficies granalladas con carburo de silicio la cantidad de silicio
fue de 25% aproximadamente (para SI2 25,5 + 2,0 y para SI6 29,9 + 1,8) [APA0O4].

Estas muestras al ser observadas por el interferbmetro (para obtener un
andlisis cuantitativo de la rugosidad), mostraron diferentes topografias para cada
tamafio y tipo de particula empleada para el granallado denotando diferencias
marcadas en los valores de Rugosidad, lo cual es atribuido a las diferentes
propiedades fisicas y mecéanicas de las particulas empleadas [APAO04]. Esta diferencia
se puede apreciar claramente, ya que las particulas de igual tamafio pero diferente
naturaleza quimica, dieron resultados diferentes en los valores de rugosidad (y por
ende en el area total) siendo la alimina la que para ambos tamafios de particula dejo
una superficie mas rugosa, comparada con el carburo de silicio. Este hecho se debe a

la abrasidad (6 dureza) de los materiales de proyeccion empleados.

La diferencia en la topografia y homogeneidad de la superficie, mostrd tener
influencia en la mojabilidad, la cual quedo reflejada en los resultados de angulo de
contacto, donde la forma que una gota adopt6 sobre cada una de las superficies fue
muy diferente, especiamente sobre la superficie Mech. En esta superficie fue posible
observar la gran variabilidad de la forma de la gota (la mayor barra de error) con las
diversas técnicas empleadas (vista cenital, angulo de contacto del perfil y avance de la
gota). Todo esto se deba quizds, a la presencia de una rugosidad periodica (los

circulos concéntricos obtenidos por el mecanizado).

Al mismo tiempo los resultados de angulo de contacto (perfil y ADSA-D) sobre
las superficies granalladas muestran valores similares. Al comparar estos valores de
mojabilidad vs la rugosidad, observamos que al aumentar la rugosidad la mojabilidad
también aumentaba. Estas dos técnicas estan recomendadas principalmente para
superficies homogéneas. En nuestras superficies (las cuales han sido sometidas a un
tratamiento de granallado) no es posible obtener una superficie s6lo metélica (titanio),
ya que muchas de las particulas empleadas en el tratamiento quedan incrustadas en
la superficie generando rugosidad e irregularidades. De acuerdo con Robbins y
Joanny, la heterogeneidad, que pueda estar causada por una contaminacién quimica o
por una superficie rugosa [SJTO7] (en nuestro caso se encuentran ambas),

ocasionando variaciones espaciales en la energia interfacial, lo que se traduce en
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variaciones en el angulo de contacto [ROB87], lo que nos llevé a realizaron los

ensayos de histéresis.

Los resultados de histéresis (en especial los de avance de la gota) ponen de
manifiesto dicho comportamiento (variaciones en el angulo de contacto), en especial
sobre la muestra Mech, la rugosidad (periddica) formada por surcos concéntricos
debido al mecanismo de corte, tiene una gran influencia en el comportamiento de la
misma, ya que durante el tiempo de ensayo la gota no alcanzo una estabilidad como

se aprecia en la figura 2.17.

Un resultado muy importante es el comportamiento de avance de la gota, ya
gque tanto la muestra Smooth como AI6 presentaron el mismo comportamiento en el
avance de la gota e incluso con valores muy similares. Este resultado es dificil de
interpretar ya que ambas muestras son muy diferentes, por un lado la muestra Smooth
que presenta una superficie mas homogénea (debido a su baja rugosidad y la
ausencia de particulas de diferente naturaleza quimica) y por el otro Al6 presenta la
superficie mas heterogénea (es decir la mayor rugosidad y la presencia de particulas
de alumina en la superficie). Es claro que existe una influencia de la presencia de la
particula empleada para el granallado en el comportamiento de avance de la gota
sobre la superficie, pero por el momento no es facil distinguir si quizas se debe a las
tensiones residuales presentes en el titanio debido a la deformacion causada por la

proyeccion de las particulas o a la presencia de estas particulas.

Al comparar todos los resultados de mojabilidad analizados en este trabajo,
podemos decir que debido a las diferencias entre cada técnica (siendo mas evidente
en las muestras Al6, SI2 y SI6) la rugosidad juega un papel muy importante en la
mojabilidad de las superficies, pero ademas la falta de homogeneidad (en este caso la
presencia de alimina y carburo de silicio) son trascendentales en dicho
comportamiento y que el solo colocar la gota sobre la superficie para medir el &ngulo
de contacto, se asemeja mas al angulo de avance que al angulo de equilibrio (que

seria la media entre el angulo de avance y el de retroceso).

Una vez obtenidos los resultados de mojabilidad, se procedié a calcular la
energia superficial de nuestras muestras, para lo cual se siguié el procedimiento
descrito por Wenzel [WEN36] para calcular el angulo de contacto aparente a partir de
los angulos tomados al inicio. Para esto se utilizaron los datos de avance de la gota,

mientras que los datos del di-iodometano y la formamida empleados fueron los
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obtenidos desde perfil, ya que en ambos casos, estos datos cumplian la condicién de

ser menores a 90 ° (indicando una superficie totalmente humectada por el liquido.)

Los resultados de energia superficial mostraron varios comportamientos. El
primero asociado al tipo de superficie ya que en las muestras mas lisas, los valores de
Energia Superficial fueron practicamente iguales sin diferencias significativas. Por otro
lado, se vio que la componente dispersiva fue el valor predominante en todas las
superficies, comparada con los valores de la componente polar, quizas debido a que
en las superficies granalladas la cantidad de particula se encuentra alrededor del 20%
y que en el titanio (tanto en Smooth como en Mech) la componente dispersiva es la

que predomina.

Cabe mencionar que el tipo de particula empleado en el proceso de granallado
para el aumento de la rugosidad, muestra una influencia en la energia superficial por
tipo de particula, ya que pueden observarse diferentes tendencias en la figura 2.22,
donde si observamos en primer lugar las muestras no granalladas (Smooth y Mech),
los valores de la constante dispersiva de ambas superficies son iguales, por otro lado
la componente polar aumenta conforme disminuye la rugosidad (de 4,6 a 6,5 mJ/m?).
Al mismo tiempo, en las muestras granalladas con carburo de silicio, se observé como
la componente dispersiva aumentaba (24 + 4 mJ/m? para SI2 y 31 + 3 mJ/m? para SI6)
conforme la constante polar disminuia (17 + 1 mJ/m? para SI2 y 14 + 1 mJ/m? para
S16), denotando al mismo tiempo una tendencia marcada por la rugosidad (o el
tamafio de particula), ya que conforme aumenté este valor, se observl un incremento
en la constante dispersiva y una disminucion en la constante polar, siendo estos los
valores mas altos en comparaciéon con todas las demas superficies. Por otro lado, al
analizar el comportamiento de las superficies granalladas con alimina, se observé que
estas superficies presentaron los valores en la constante dispersiva superior a todas
las demas superficies e iguales entre si (43 + 4 mJ/m? para Al2 y 40 + 4 mJ/m?® para
Al6); y al mismo tiempo los valores de la constante polar denotaron una influencia
asociada a la rugosidad, ya que conforme este valor aumento la constante polar lo
hizo también. Esto puede deberse a la cantidad de material incrustado sobre la
superficie y/o el tamafo de las particulas que se encuentren formando parte de la

topografia.

Quizas el comportamiento de un liquido, no sea muy significativo cuando se
habla de biomateriales, ya que aunque el medio interno (o biolégico) es 95% agua,

disueltos y mezclados con esta, se encuentran un gran numero de iones, moléculas,
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nutrientes, enzimas, proteinas, péptidos, células, etc., que son los responsables de la
aceptacion o rechazo del aditamento implantado. Por lo que una caracterizacion previa
con células sera un mejor indicativo de la influencia que puedan tener en su respuesta

las caracteristicas de superficie.

El andlisis semicuantitativo del porcentaje de células adheridas sobre la
superficie, mostré la influencia de estas propiedades en cuanto a la respuesta celular
sblo en las superficies que previamente fueron pre-tratadas tanto por fibronectina
como por suero, mientras que en las que no recibieron pretratamiento la respuesta
celular de adhesion a dos horas no denota ninguna tendencia. Cuando las superficies
fueron pre-tratadas con suero y fibronectina, pudo observarse primero un incremento
en el porcentaje de &rea cubierta por células en todas las superficies de titanio en
comparacion con las que no tuvieron ningun precubrimiento, en segundo lugar pudo
observarse una separacién por tipo de tratamiento de la superficie, es decir
granalladas con alumina, granalladas con carburo de silicio y no granalladas (Smooth

y Mech) tanto en las pre-tratadas con suero, como en las pre-tratadas con fibronectina.

En las primeras (las pre-tratadas con suero), se puede observar como en el
caso de las superficies granalladas con alimina la rugosidad juega un papel
importante, ya que conforme este valor aumenta, el porcentaje de células adheridas
disminuye. Quizés esta “disminucion se deba a que en la figura 2.24, pudo observarse
una gran cantidad de células con forma esférica (es decir adheridas, pero que no se
habia extendido sobre la superficie). Mientras que en las muestras granalladas con
carburo de silicio, no se observd influencia alguna en cuanto a la rugosidad.
Finalmente en las superficies no granalladas, el incremento en la rugosidad, denot6 un
aumento en el porcentaje de area cubierto por células, las cuales al mismo tiempo
mostraron una respuesta a la forma de la superficie, el cual se aprecia claramente en
la superficie Mech, lo cual corresponde con lo dicho por Eisenbarth [EMN96] en la que
la respuesta celular estara influenciada no sélo por un incremento en la rugosidad,

sino también por la morfologia que esta presente.

Cuando estos datos se representaron vs energia superficial (total), se aprecia
claramente la misma separacion en cuanto al tipo de tratamiento. Tanto en las
superficies granalladas con alimina como en las superficies no granalladas, pudo
observarse como el porcentaje de células adheridas disminuyo conforme el valor de la
energia superficial aumenta, mientras que las superficies granalladas con carburo de

silicio, no mostraron ninguna tendencia. Cuando estos mismos datos se representan
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vs la componente dispersiva pudo observarse una division entre superficies no
granalladas como granalladas, donde estas Ultimas mostraron un incremento
exponencial en el porcentaje de &rea cubierta por células conforme la constante
dispersiva aumentaba. En este caso, también pudo observarse una tendencia por
particulas, ya que en el caso de las granalladas con alimina, conforme esta constate

aumento el porcentaje de &rea también lo hizo.

Es importante puntualizar la tendencia opuesta que se observa asociada al tipo
de particula, ya que por un lado la presencia de carburo de silicio, parece tener una
influencia negativa en cuanto a la respuesta celular, ya que aunque la rugosidad es
mayor (es decir hay una mayor area) el porcentaje de células es menor que las
superficies que presentaron valores de rugosidad similar e incluso que Smooth y
Mech, que ademas presentaron valores de la constante dispersiva muy similar que
estas Ultimas. Y por el otro lado, la tendencia negativa que se observa con las

superficies granalladas con alimina (indicada por las flechas).

Por otro lado cuando los porcentajes de adhesion se representaron vs la
constante polar, se observo también una tendencia exponencial (pero en este caso
negativa) conforme esta constante aumentaba; y aunque las superficies fueron
separadas por granalladas y no granalladas, todas las superficies se ajustaban a esta
tendencia. De igual forma que en el caso anterior, pudo observarse una tendencia
asociada al tipo de tratamiento, en el cual las superficies granalladas con carburo de
silicio estuvieron separadas del resto de muestras, presentado valores de constante
polar mayores y al mismo tiempo con un bajo porcentaje de células adheridas a la

superficie.

Finalmente, las superficies que fueron pre-tratadas con fibronectina, mostraron
la misma tendencia por particula que en las muestras anteriores (tanto vs rugosidad
como vs energia superficial), donde las superficies granalladas con alimina
presentaron una mayor area cubierta por células que las granalladas con carburo de
silicio. Al mismo tiempo pudo observarse que el tamafio de particula no mostré
diferencias entre tipos de patrticulas, ya que la cantidad de area nominal cubierta por
células fue igual en los dos tipos de superficies granallados con alimina. Y lo mismo
pudo observarse con las superficies granalladas con carburo de silicio, ya que los

valores fueron practicamente iguales en ambos casos.
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Por otro lado, cuando al representar estos mismos porcentajes vs la constante
dispersiva y polar, se observo el mismo comportamiento anteriormente descrito pero
con las superficies pre-tratadas con suero, en las cuales en primer lugar se observo la
misma diferencia entre superficies no granalladas (Smooth y Mech) y granalladas
(tanto con alimina como con carburo de silicio), siendo estas ultimas las que
presentaron un incremento exponencial en el porcentaje de area cubierto por células
conforme el valor de la constante dispersiva aumento. Similar a los resultados
anteriores, el uso del carburo de silicio en el aumento de la rugosidad superficial
parece tener un efecto negativo en cuanto a la respuesta celular, ya que el porcentaje
de éarea cubierta fue menor que el resto de las superficies e incluso menor que las
superficies no-granalladas. Esto es muy evidente cuando se comparan las muestras
Smooth, Mech y SI6, las cuales presentaron un valor de constante dispersiva muy
similar, pero porcentajes de adhesién totalmente diferentes. Por ultimo al graficar estos
datos vs constante polar, se observdé la misma tendencia exponencial negativa
obtenida con las superficies pre-tratadas con suero, denotando una disminucién en el
porcentaje de area cubierto por células conforme la constante polar aumento (siendo
las superficies granalladas con carburo de silicio, las que presentaron la menor
cantidad de superficie cubierta por células, y al mismo tiempo los mayores valores de

la constante polar de todas las superficies.

En el caso de las superficies pre-tratadas con fibronectina, la superficie Smooth
parece ser la mas favorecida por este tratamiento, ya que los resultados mostraron un
incremento considerable en la cantidad de area cubierta por células (Figura 2.29)

como en la forma y el esparcimiento de las células sobre esta superficie (Figura 2.26).

Nuestros resultados son contrarios a los observados por Redey vy
colaboradores [RNBOO] es su trabajo realizado con osteoblastos humanos sobre
hidroxiapatita. Ellos concluyen que el aumentar la componente polar de la energia
superficial de un material promovera la adhesion inicial y la proliferacion celular, lo que
finalmente guiara a una mejor y mayor formacion de matriz osteoide. Mientras que
nuestros resultados muestran que al aumentar el valor de la constante polar, el
porcentaje de area cubierta por células disminuye, esto quizas a que la respuesta de
los fibroblastos sea diferente a la de los osteoblastos por un lado y por el otro, a que

se trata de distintos materiales.

Por otro lado, la diferencia observada en cuanto al tipo de tratamiento previo en

cada superficie se debe a que los fibroblastos son quimioatraidos con otros
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componentes del suero (como las alpha, beta y gamma globulinas), por ejemplo entre
las alpha globulinas tenemos al factor plaquetario 4 (PF4) el cual es altamente
guimioatrayente de los fibroblastos, al igual que la beta-tromboglobulina [SGH83], de
ahi que la respuesta in vitro observada cuando la superficie fue pretratado con suero
sea diferente a la pretratada unicamente con fibronectina.
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2.6.CONCLUSIONES

Las conclusiones de este capitulo son:

. La presencia de particulas (alimina y carburo de silicio) empleadas para el
granallado que forman parte de la topografia de las muestras, influyen en las
propiedades superficiales de los discos de titanio, tales como mojabilidad y
energia superficial (especificamente en sus componentes polar y dispersiva).
En el caso de las superficies granalladas con carburo de silicio la constante
polar fue el valor que se vi6 modificado en comparacion con las muestras
Smooth y Mech (homogeneas en su composicion), mientras que en las
muestras granalladas con alumina, el efecto de estas particulas se observo al

aumentar la constante dispersiva.

. La influencia de estas particulas en las propiedades de superficie de los discos
de titanio se reflejaron claramente en la respuesta de adhesion inicial de los
fibroblastos, especialmente cuando las superficies fueron pre-tratadas tanto
con Suero como con Fibronectina. Ya que, por un lado se pudo observar una
diferencia en cuanto al tipo de tratamiento, en las cuales las superficies
granalladas con alimina presentaron la mejor respuesta de adhesion inicial de
los fibroblastos comparadas con las superficies granalladas con carburo de

silicio.

. El aumento en el porcentaje de &rea cubierta por los fibroblastos se vio
directamente relacionada con el incremento en la constante dispersiva de las
diferentes superficies de titanio, en las cuales las superficies granalladas con
alimina presentardn por un lado, la mayor cantidad de células adheridas y por
otro lado los mayores valores de esta constante, especialmente en la superficie
Al2.
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