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“En algun sitio, algo increible espera ser descubierto”
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RESUMEN

Obijetivos

a) General: mejorar las propiedades, biocompatibilidad y durabilidad de
biomateriales dentales metélicos (BMDM) de modo que una vez instalados en
la cavidad oral, beneficien la calidad de vida del ser humano.

b) Especificos: estudiar la estabilidad y citotoxicidad de BMDM en
medios bioldgicos simulados, en presencia de nuevos inhibidores organicos de
la corrosion y comparar los resultados con los obtenidos en su ausencia.

Enfoque y planificacion del trabajo

Evaluar el proceso de corrosion de un bronce al aluminio de uso
odontoldgico (ABCu) en comparacion con el de su principal componente,
cobre, en salivas sintéticas y en medio de cultivo de células. Estudiar el efecto
citotoxico de ABCu sobre células osteoblésticas. Determinar la cito-
genotoxicidad de los compuestos organicos a utilizar como inhibidores.
Evaluar la capacidad inhibidora de los compuestos organicos sobre la corrosion
y efecto citotoxico de los materiales metalicos tratados.

Datos significativos y resultados mas importantes

La ABCu y el cobre estudiados presentan baja resistencia a la corrosion y
efecto citotoxico. La concentracion de iones liberados es mucho mayor
alrededor del metal que los valores umbrales de citotoxicidad de los iones
liberados al medio y no esta relacionada con la composicion de la aleacion. De
los inhibidores de la corrosion estudiados, un enjuague bucal a base de
digluconato de clorhexidina y xilitol protegid eficientemente a la ABCu del
ataque corrosivo, y disminuyé marcadamente la liberacion de iones y en
consecuencia también su efecto citotoxico.

Conclusiones

Los inhibidores de la corrosion no toxicos que aumentan la resistencia a la
corrosion, disminuyen la liberacion de iones hacia el medio oral y tejidos
circundantes, y benefician la biocompatibilidad, favorecen el uso de ABCu
disminuyendo los riesgos para el paciente odontolégico. Se confirma la
importancia de definir con exactitud la composicion y pH de las soluciones
biologicas usadas para evaluar in vitro la corrosion y biocompatibilidad de las

aleaciones dentales.



Abstract

Obijectives

a) General: to improve properties, biocompatibility and durability of
dental metallic biomaterials (DMBM) so once they are in oral environment,
will benefit human quality of life.

b) Specific: to investigate, in simulated biological media, the stability and
cytotoxicity of dental metallic biomaterials in the presence of new organic
inhibitors and compare these results to those without inhibitors.

Approach and work planning

To assess, in simulated biological media (synthetic salivas and culture
medium), the corrosion process of aluminum bronze dental alloy (CuBA) in
comparison with copper, its principal component. To investigate the CuBA
cytotoxic effect on osteoblastic cells. To determine the cytogenotoxicity of the
organic compounds to be used as corrosion inhibitors. To investigate organic
compounds as inhibitors of CuBA and copper corrosion and cytotoxic effect of
DMBM treated.

Significant data and relevant results

The studied CuBA and copper present low resistance to corrosion and
cytotoxic effect. The concentration of released ions is much higher around the
metal than the threshold cytotoxicity values of the ions released at the center
and it’s not related to alloy composition. Among the organic compounds used
as corrosion inhibitors, a mouthwash (chlorhexidine gluconate/xylitol) proved
to efficiently protect the CuBA from corrosive attack, strongly diminishing the
ions release and as a result the cytotoxic effect of the alloy.

Conclusion

The use of non-toxic corrosion inhibitors that diminish the ions release to
the oral medium and surrounding tissues and improve the biocompatibility,
favor the use of CuBA diminishing the risks for the odontology patient. It
confirmed the importance to exactly define the pH and composition of biologic
solutions used to investigate corrosion and biocompatibility of dental alloys in

vitro.
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SECCION A
BIOMATERIALES

1. Generalidades, definiciones y aplicaciones

Desde fines del siglo XX, los biomateriales son ampliamente utilizados en
el campo de la medicina, la odontologia y la biotecnologia. Hace cincuenta
afios atras los biomateriales como los conocemos actualmente, no existian. La
palabra biomaterial no se utilizaba y tampoco habia una entidad formal que
regulara su proceso de fabricacion y controlara su calidad. No se conocia el
término biocompatibilidad. (Ratner BD y col., 2004) Desde entonces ha
ocurrido un gran avance en el campo de los biomateriales, se ha potenciado la
investigacion en el tema y ha tenido lugar la aparicion de una nueva disciplina
cientifico-tecnolégica denominada ciencia de los biomateriales. Esta ciencia es
un campo interdisciplinario que se ocupa de disefiar nuevos materiales y
mejorar los ya conocidos para aplicaciones biomédicas. Reune a investigadores
con formaciones académicas diferentes, tales como médicos, odontdlogos,
bidlogos, quimicos, fisicos, ingenieros, entre otros. La participacion de tan
variadas disciplinas es necesaria por tratarse de una ciencia que no sélo
comprende el desarrollo, sino también la sintesis y el procesamiento de los
biomateriales, asi como también los procesos de fabricacion e implementacion
de los mismos. (Duffé GS, 2005; Askeland DR y Phulé PP, 2003)

Entre las numerosas definiciones propuestas, Williams DF en el afio 2009
definié como biomaterial a toda sustancia que por si misma o formando parte
de un sistema complejo, es utilizada para dirigir el curso de cualquier
procedimiento diagnéstico o terapéutico, tanto en medicina humana como
veterinaria, mediante el control de las interacciones con los componentes de los
sistemas vivos. La razon primaria del empleo de biomateriales se encuentra en
gue reemplazan fisicamente a un tejido blando o duro que ha sido dafiado o
destruido a través de un proceso patologico (enfermedad) o accidente.
Frecuentemente, son utilizados en el campo de la ortopedia (Figura 1.1), la
cirugia cardiovascular (Figura 1.2), la oftalmologia (Figura 1.3), la
odontologia (Figura 1.4), la cicatrizacion y reparacion de heridas y fracturas y
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en sistemas de distribucion de medicamentos en el organismo. (Tathe Ay col.,
2010; Duffé GS, 2005)

Figura 1.1. Proétesis de Figura 1.2. Prétesis valvulares
cadera. Tomado de Swanson cardiacas. Tomado de
MA 'y Huo MH, 2011. Bloomfield P, 2002.

Figura 1.3. Lentes de contacto. ~ Figura 1.4. Implante dental.
Tomado de Chen Q y col, Tomado de Najarro Dearo de
2013. Morais JA y col., 2009.

Los biomateriales pueden dividirse en cuatro grandes clases: organicos,
metalicos, cerdmicos y combinados. (Macchi RL, 2000)

Un aspecto fundamental relacionado con las posibilidades de aplicacion de
los biomateriales es la necesidad de que tanto los componentes del biomaterial,
como los productos que se generen en los procesos biodegradativos sean
biocompatibles. La biocompatibilidad es la habilidad de un material para llevar
a cabo su funcidn con fines médicos, sin provocar efectos locales o sistémicos
indeseables en el beneficiario de dicha terapéutica, pero generando la respuesta
beneficiosa mas apropiada sobre las células o tejidos en cada situacién
especifica, optimizando el rendimiento clinico del tratamiento (Williams DF,
2008). Inevitablemente, la colocacion de cualquier dispositivo médico origina
una respuesta del organismo (huésped) caracteristica que no sélo depende de la
composicion del biomaterial, sino de factores tan especificos como la forma, el

tamano, las propiedades y caracteristicas superficiales, con respecto a los
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materiales y desde un punto de vista de las reacciones que se manifiestan en el
organismo receptor, aspectos tan variables como su edad, sensibilidad
inmunoldgica, estado de salud, zona donde se implanta, etc. (Monteiro FJ y
San Roman J, 2004)

2. Sistemas de controles nacionales e internacionales de los

dispositivos médico

Con el objetivo de garantizar que los dispositivos médicos a disposicion de
la poblacién, posean eficacia (cumplimiento del objetivo terapéutico,
nutricional o diagndstico), seguridad (alto coeficiente beneficio/riesgo) y
calidad (respondan a las necesidades y expectativas de la ciudadania) en
Argentina existe un sistema de control regido por la Administracion Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (A.N.M.A.T.). A nivel
internacional la regulacién se rige mediante reglas de control muy estrictas, que
emanan predominantemente de las normas establecidas por la Food and Drug
Administration (FDA) en Estados Unidos y por la International Organization
for Standardization (ISO) en Europa. No obstante, el desarrollo de los
biomateriales no esta excluido de sorpresas, unas veces muy satisfactorias y
otras no tanto, ya que a pesar de los controles de experimentacion antes de su
aprobacion en aplicaciones humanas, los modelos experimentales que se
utilizan no suponen mas que aproximaciones al comportamiento que se debe
esperar en humanos, pero no es hasta que se utiliza en la practica quirargica o
en la clinica, cuando se establece una comprobacion del verdadero
comportamiento de un determinado biomaterial. (Monteiro FJ y San Roman J,
2004)
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SECCION B
BIOMATERIALES METALICOS

1. Generalidades

Dentro de los biomateriales, se encuentra el grupo de los biomateriales
metalicos. Estos se emplean, basicamente, como componentes estructurales a
fin de remplazar determinadas partes del cuerpo humano. De forma mas
precisa, puede afirmarse que actualmente los materiales metélicos son
imprescindibles para aquellas aplicaciones clinicas que requieran soportar
carga, y eso es debido a las buenas propiedades mecénicas que presentan
respecto a otros materiales como son los polimeros y ceramicos. (Patel NR y
Goihl PP, 2012; Duff6 GS, 2005; Gil FJy col., 2004)

2. Segun pasan los aiios...

Los intentos mas remotos para reparar fracturas dseas, el uso de
restauraciones dentarias, de suturas y otras aplicaciones quirdrgicas en el
cuerpo humano, datan de mucho antes del siglo XX y muestran importantes
avances en la utilizacion de metales y aleaciones. La odontologia fue la
disciplina pionera en utilizar metales para la confeccion de restauraciones
dentales, puentes y coronas. La amalgama dental viene utilizandose desde hace
180 afios (1833). Investigaciones demuestran que hacia fines del siglo XIX,
principios del siglo XX, se utilizaban platino, oro, plata, zinc, plomo, cobre,
aluminio y magnesio para la fabricacion de dispositivos médicos. En 1920 se
emplearon por primera vez implantes de acero inoxidable. En 1936 aparecieron
para el mismo uso aleaciones de cobalto/cromo/molibdeno/carbono. El titanio
y sus aleaciones comenzaron a utilizarse en la década del "60, aunque la
extension significativa de su uso demora una década mas. Mas recientemente,
otras aleaciones han ido incrementando su uso en la fabricacion de
biomateriales. Estas incluyen, entre otras, aleaciones de circonio, tantalio, y
niobio. Asi como también las aleaciones de memoria de forma, en particular la
de niquel-titanio, NiTi. (Gilbert JL y Mali SA, 2012)
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3. Biomateriales metalicos de uso odontolégico

Existen biomateriales metalicos que han sido especificamente concebidos
y desarrollados para entrar en contacto con los tejidos y fluidos del medio
bucal. En odontologia, los biomateriales metalicos utilizados por excelencia
son las aleaciones. Estas permiten mejorar determinadas propiedades o
alcanzar mejores combinaciones de propiedades que los metales puros que las
componen (Askeland DR y Phulé PP, 2003). Una aleacion esta compuesta por
dos 0 mas elementos quimicos, de los cuales, al menos uno de ellos es un
elemento metalico y sus propiedades son metélicas. (American Society for
Metals. Committee on Definitions of Metallurgical Terms, 1977) EI niUmero de
los componentes presentes en una aleacion es muy variable; asi, las aleaciones
pueden ser binarias, ternarias, cuaternarias, quinarias, etc. En cuanto a las
proporciones (habitualmente dadas en porcentaje peso/peso) la mayoria de las
aleaciones estan formadas por una gran concentracion de unos pocos metales
(generalmente de uno a tres) a los que se afiaden pequefias concentraciones de
otros muchos (en ocasiones hasta diez 0 mas). A veces, incluso, una pequefia
concentracion de un elemento (en torno o inferior a 1%) puede resultar critica
para alguna propiedad. (Vega del Barrio JM, 1996)

Las aleaciones dentales son ampliamente utilizadas en diferentes
disciplinas odontoldgicas, tales como, ortodoncia, ortopedia, operatoria, para el
tratamiento de traumatismos osteoperiodentales y en la realizacion de
implantes y prétesis (Figuras 1.5 — 1.11). Numerosos factores afectan la
eleccion de una aleacion, entre otros, razones econdmicas, propiedades fisicas
y mecanicas, técnica de fundido, corrosion y biocompatibilidad. (Lopez-Alias
JF y col., 2006)

Figura 1.5. a. Incrustaciones metalicas. b.
Corona metélica. Fotografias tomadas y
cedidas por los odontélogos Arias R y
Berkovic NL, con autorizacién de sus
pacientes.
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Figura 1.6. Tratamiento de fractura de Figura 1.7. Fijacion maxilomandibular con

sinfisis. Tomado de Maurette PE y col., arcos peine. Fotografia tomada y cedida por los
2005. odontélogos Arias R y Berkovic NL, con

autorizacion de su paciente.

Figura 1.8. Mantenedores de espacio. Figura 1.9.  Tratamiento  ortopédico.
Fotografia tomada por la autora de este Fotografia tomada por la autora de este trabajo
trabajo de Tesis doctoral, con autorizacion de de Tesis doctoral, con autorizacion de su
su paciente. paciente.

Figura 1.10. Tratamiento ortoddncico. Figura 1.11. Tratamientos ortodéncicos

Tomado de Gregoret J y col., 2003. interceptivos. a. Separador de espacio de
bronce. b. Parrilla lingual. Fotografias
tomadas por la autora de este trabajo de Tesis
doctoral, con autorizacion de sus pacientes.

El requisito fundamental para la utilizacion de las aleaciones dentales es
gue sean toleradas por el organismo (biocompatibles). Por otra parte, deben
presentar una buena resistencia a la corrosion (degradacion de un material
causada por el medio que lo rodea (McCafferty E, 2010)). La corrosion es un
problema general de los metales, mas aln si estan inmersos en un medio tan
hostil como es el organismo humano, y a temperaturas cercanas a 37 °C.
Algunos metales que escapan a este problema, son los preciosos. En otros, a
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consecuencia del proceso corrosivo se forma sobre la superficie del metal una
capa de Oxido protectora, el metal se pasiva y queda protegido frente al ataque
del medio agresivo, tal como ocurre con el titanio, el aluminio y los aceros
inoxidables. De lo expuesto se desprende que las aleaciones dentales metalicas
se pueden agrupar en dos clases: las que contienen metales nobles o preciosos
que incluyen al oro y metales del grupo del platino (platino, paladio, rodio,
iridio, osmio y rutenio); y aquellas que contienen metales no preciosos, como
las aleaciones base cobre, plata, niquel, cobalto, hierro y titanio. Se considera
que las aleaciones nobles son los biomateriales ideales debido a su elevada
resistencia a la corrosion y por ser sencillas las técnicas de fundicién, colado y
acabado. Sin embargo, presentan como desventaja su elevado costo y su bajo
modulo elastico. (Duffé GS, 2005; Thomas S, 1984) Para sustituir a las
aleaciones nobles, se han desarrollado aleaciones de metales no preciosos como
las de cobre-aluminio (bronces al aluminio), cobalto-cromo, niquel-cromo,
hierro-carbono-cromo-niquel (acero inoxidable) y en base a titanio. A
diferencia de las aleaciones preciosas, éstas son menos costosas, presentan
temperaturas de fusion més elevadas, tienen buena resistencia mecénica y alto
moédulo elastico, pero son dificiles de terminar superficialmente, sobre todo
debido a su dureza; no son termodinamicamente estables y su resistencia a la
corrosion depende de la delgada pelicula pasivante formada debido a la
presencia de cromo, aluminio o titanio. (Lucas LC y Lemons JE, 1992;
Burrows D, 1986)

Los bronces al aluminio contienen cobre en concentraciones cercanas a
87% pl/p que les confiere buenas propiedades mecanicas por aumentar su
resistencia, rigidez y dureza; y diferentes aleantes, siendo el principal el
aluminio. En las aleaciones comerciales suele agregarse también hierro, niquel,
manganeso Y cinc. (Riesgo O y col., 1992) EI hierro actia como endurecedor
al refinar los granos y producir pequefias precipitaciones en la microestructura
del bronce aluminio. El niquel mejora la resistencia a la corrosion y el
manganeso aumenta ligeramente la resistencia a la traccion. (Thomas S, 1984)
Mientras que el cinc se utiliza en pequefios porcentajes con el objetivo de
reducir la oxidacion durante los procedimientos de colado, pero si se encuentra
presente en cantidades elevadas, aumentan las posibilidades de corrosion de la
aleacion. (Coilé M y col., 2010; Macchi RL, 2000).
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Las aleaciones cobre-aluminio (bronces al aluminio) se utilizan desde hace
mas de veinticinco afios en Ameérica del Sur, Japon, Estados Unidos y algunos
paises de Europa Oriental en la confeccion de protesis fijas como coronas,
puentes y pernos-mufiones. (Eschler PY y col.,, 2003) De acuerdo con
mecénicos dentales y proveedores de insumos odontolégicos, su popularidad se
debe a su buena resistencia mecénica, alto médulo eléstico, baja densidad, a su
color amarrillo brillante con fuerte semejanza al oro y su bajo costo en relacion
con las aleaciones de metales nobles. (Ardlin Bl y col., 2009; Pegoraro LF y
col., 2001; McGuiness JW'y col., 1987; Arvidson K y col., 1980) A pesar de sus
buenas propiedades mecénicas, los bronces al aluminio muestran baja
resistencia a la corrosion al ser expuestos tanto a un medio salino como a saliva
artificial. Tibballs y Erimescu (Tibballs JE y Erimescu R, 2006) informan como
resultado de sus estudios una marcada accion galvanica que causa un ataque
localizado llamado picado (pitting). Han encontrado orificios, sobre la
superficie metalica, con una profundidad y ancho que va desde 0,5 a 1 um. De
acuerdo con ellos, Ardlin y colaboradores (Ardlin Bl y col., 2009) obtienen
como resultado de sus investigaciones, que las aleaciones cobre-aluminio
presentan una alta velocidad de corrosion debido a su inestabilidad para crear
una pelicula protectora de la superficie. Ademas, luego de realizar ensayos de
inmersion estatica, han observado efectos adversos en la actividad bioldgica de
las células de los tejidos circundantes, como consecuencia de la elevada
citotoxicidad de los iones metalicos liberados por la aleacidn en el proceso de
corrosion. Numerosos investigadores de diferentes paises, durante los ultimos
veintisiete afios han encontrado que la resistencia a la corrosion de los bronces
al aluminio es baja (Lucas LC y Lemons JE, 1992). German (German RM,
1985), al evaluar dos tipos de bronces al aluminio, encuentra que son
significativamente menos resistentes a la corrosion y al opacado (tarnish) que
las aleaciones base oro. Stoffers y colaboradores (Stoffers K y col., 1987),
luego de evaluar una aleacién base cobre, concluyen que presenta una pobre
resistencia a la corrosion y al opacado, siendo cuestionable su uso para la
confeccion de protesis dentales. Lucas y colaboradores (Lucas LC y col., 1988),
al estudiar la corrosion de una serie de aleaciones base cobre en un medio
salino y en saliva artificial, afirman que la saliva artificial es el medio menos

corrosivo para este grupo de aleaciones. Sin embargo, se observan intensidades
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de corriente elevadas a todos los potenciales de oxidacion estudiados, resultado
que indica que ocurre oxidacion aun en este medio menos agresivo. Benatti y
colaboradores (Benatti OFM vy col., 2000) comparan la corrosion de una
aleacion dental base cobre con una aleacion cromo-niquel mediante ensayos in
vivo e in vitro. Observan, luego de uno a tres meses, importante corrosion de la
aleacion base cobre en las areas bucales de dificil acceso para la limpieza y una
corrosion moderada en las areas de facil acceso. Resultados similares alcanzan
Nagai (Nagai K, 1969), Lucas (Lucas LC y col., 1988) y Johansson (Johansson
Bl y col., 1989). En base a las investigaciones realizadas, Benatti y
colaboradores (Benatti OFM y col., 2000) consideran que las aleaciones
estudiadas podrian mostrar una importante corrosion en la cavidad oral. Sin
embargo, afirman que los productos de corrosion que pueden ser facilmente
removidos de las areas de buen acceso para la limpieza, dejan una apariencia
clinica con ausencia de corrosion. Eschler y colaboradores (Eschler PY y col.,
2003) establecen que el brillo de estas aleaciones es preservado en la cavidad
oral por sufrir una corrosion uniforme y porque la citotoxicidad que provocan
los iones cobre liberados inhibe la proliferacion bacteriana. Sin embargo, a
nivel microscépico, los autores encuentran una corrosion de tipo selectiva en
lugar de uniforme. Indudablemente, las aleaciones dentales base cobre sufren
marcada corrosién en la mayor parte de los ensayos de laboratorio en
comparacion con otras aleaciones dentales pertenecientes al grupo de las
aleaciones nobles. La susceptibilidad a la corrosion y a la adherencia de los
productos corrosivos sobre la superficie de la aleacién, dependen de la
composicion de la aleacidn y del medio en el cual estan inmersas (Tibballs JE y
Erimescu R, 2006; Soileau RL y col., 1990; Johansson Bl y col., 1989).

Las coronas y puentes confeccionados con bronces al aluminio, ademas de
ser susceptibles a la corrosion, tienen el inconveniente de no presentar una
buena adaptacion periférica (Vaz LG, 2007). Este ultimo aspecto es el gran
desafio de la clinica en protesis fija. Alvarez Cantoni (Alvarez Cantoni HJ,
1999) ha trabajado junto a sus colaboradores durante muchos afios con
microscopia electronica, comparando la precision de restauraciones dentarias,
en funciéon del uso de distintos materiales para impresiones, aleaciones y
cementos. Llegan a la conclusion que la adaptacion ideal a nivel microscopico,

es una fantasia. Los estudios conducen a resultados que no concuerdan con lo
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que parece verse a simple vista cuando se controla con los métodos clinicos
convencionales. Por ejemplo, la precision que encontraron en una protesis
fabricada con metales nobles alcanzé un promedio de 27 um de adaptacion en
el borde periférico, en comparacién con 80 um que pudieron observar con una
aleacion no noble. Esta situacion explicaria el origen del proceso corrosivo que
pueden sufrir los pernos-mufiones a pesar de encontrarse, virtualmente,
aislados del medio bucal. Por otra parte, Alvarez Cantoni (Alvarez Cantoni HJ,
1999) y sus colaboradores investigaron empleando microscopias éptica y
electronica restauraciones que habian sido instaladas en boca, que fueron
aceptadas en su momento por considerarse con propiedades convenientes, y
que luego debieron ser extraidas por razones periodontales, o fracturas
radiculares. Jorgensen (Jérgensen KD, 1955), hace mas de cincuenta afios, ya
conocia sobre las fracturas radiculares causadas por la corrosion de pernos
confeccionados con aleaciones no nobles. Observaciones similares son
informadas por Rud (Rud J, 1956), Rud y Omnell (Rud Jy Omnell KA, 1970) y
Petersen (Petersen KB, 1971). Segun Alvarez Cantoni (Alvarez Cantoni HJ,
1999) los errores en el ajuste del limite convierten a las restauraciones en
sobrecontorneadas, horizontal o verticalmente, o en subcontorneadas. Las dos
posibilidades generan una geometria distinta, pero ambas son malas. El
sobrecontorno horizontal y vertical atrapa placa bacteriana y, por lo tanto,
favorece el desarrollo de caries y enfermedades periodontales. Y el
subcontorno, es decir, la restauracion corta, deja la pieza dentaria desgastada

expuesta al medio bucal.

4. Odontovigilancia en Argentina

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (A.N.M.A.T.) es un organismo descentralizado de la Administracién
Publica Nacional, creado mediante decreto 1490/92, en el afio 1992. Colabora
en la proteccion de la salud humana, asegurando la calidad de los productos de
su competencia: medicamentos, alimentos, productos médicos, reactivos de
diagnostico, cosméticos, suplementos dietarios y productos de uso doméstico.
Consta de Sistemas de Vigilancia, tanto a nivel farmacoldgico, tecnolégico,
alimenticio, y muy recientemente odontoldgico. Dichos sistemas comprenden

un conjunto de métodos, observaciones y disciplinas que permiten, durante la
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etapa de comercializacion de los productos, detectar reacciones adversas y
efectos indeseables imprevistos.

El Programa de Odontovigilancia fue creado, recientemente, mediante la
Disposicion N° 7485/11, tal como informé la A.N.M.A.T. en el Boletin para
Profesionales emitido en diciembre de 2011. Antes de ese Programa, algunos
aspectos odontoldgicos no estaban contemplados en la regulacién vigente. Tal
es el caso de las aleaciones para colados dentales de origen nacional que se
consideraban insumos de laboratorio y no productos médicos. Segun la
AN.M.A.T., un producto médico invasivo es aquel que penetra total o
parcialmente dentro del cuerpo humano, sea a través de un orificio del cuerpo o
a través de una superficie corporal. Entendiéndose por orificios naturales al
oido, boca, nariz, ojo, ano, uretra y vagina. Por lo tanto, las aleaciones para
colados dentales no deberian quedar fuera de esta definicion, ya que son
utilizadas para la confeccion de innumerables dispositivos odontoldgicos que
estan en intimo contacto con los tejidos de la cavidad oral, muchos de ellos, por
un largo plazo (mayor a treinta dias de uso continuo). Schmalz y Garhammer
(Schmalz G y Garhammer P, 2002) afirman que las aleaciones dentales para
colados son, desde el punto de vista legal, productos médicos, porque logran
reemplazar la funcién tisular perdida a través de sus propiedades mecanicas.
Por otro lado, la Organizacion Internacional de Estandarizacion en 1995
(ISO/CD 14971) establece que al considerarse a las aleaciones dentales
productos médicos, la posibilidad de dafio tisular se debe analizar a través de
estudios preclinicos.

La falta de regulacién que las aleaciones para colados dentales han tenido
en nuestro pais, ha conducido al uso indiscriminado de las mismas durante afios
poniendo en estado indefenso a los pacientes y a los profesionales ante la falta
de informacion existente respecto a las verdaderas propiedades de estos
materiales y su real composicion (Quezada Castillo E, 1997). Al no estar
reguladas, las aleaciones pueden no contener los componentes que dicen tener
en el rétulo del envase comercializado o estar presentes pero en diferentes
porcentajes (Fernandez Lorenzo de Mele M y Cortizo MC, 1999). Por otra
parte, al no ser sometidas a rigurosos ensayos de laboratorio, previamente a su

uso en la practica clinica, pueden resultar muy susceptibles a la corrosion y a la


http://www.anmat.gov.ar/boletin_anmat/noviembre_2011/Dispo_7485-11.pdf
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liberacion de iones al medio bioldgico, ocasionando reacciones adversas en el

organismo.



Capitulo I. INTRODUCCION 13

SECCION C

Fendmeno de Corrosion. Saliva como medio corrosivo

1. Generalidades

La ciencia de la corrosion es un area interdisciplinaria que incluye a la
quimica, la ciencia de los materiales, la ingenieria y la mecanica. El objetivo de
involucrar varias disciplinas es comprender el complejo mecanismo del
fendmeno de corrosion.

Se entiende por corrosion a la degradacion que sufre un metal, por
reaccion quimica o electroquimica, al interactuar con el medio que lo rodea, y
que produce un deterioro del material y de sus propiedades. (McCafferty E,
2010) Cuando el metal esta en presencia de un medio acuoso, como ocurre en
la cavidad oral, el proceso de corrosion es de tipo electroquimico. En este caso,
la saliva actGia como un medio conductor (electrolito). (Hussain S, 2004)

2. Saliva

La saliva es una secrecién compleja —
proveniente de las glandulas salivales < WI N
mayores en el 93% de su volumen y de las .3 \
menores en el 7% restante. Las glandulas . | /
salivales mayores (Figura 1.12) son las ,13'
mas voluminosas y constituyen verdaderos e ¢ i,-"/
6rganos secretores. Se trata de tres pares de ‘ QJ,QS/

Glandula Glindula

glandulas localizadas fuera de la cavidad Sublingual Submandibular

oral, que desembocan en ella por medio de  Figura 1.12. Glandulas salivales

sus conductos principales. Se denominan [f;al_y,"zrgg'f"mad‘) de Schapher M. y

respectivamente: parétidas, submaxilares o submandibulares y sublinguales.
Las glandulas salivales menores se encuentran distribuidas en la mucosa y
submucosa de los dérganos del sistema bucal. Se designan de acuerdo a su
ubicacién como: labiales, genianas, palatinas y linguales. Son glandulas
pequefias y muy numerosas y se estima que el ser humano posee una cantidad
de 450 a 800, todas localizadas muy préximas a la superficie interna de la boca,

a la que estan conectadas por cortos conductos. La saliva es estéril cuando sale
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de las glandulas salivales, pero deja de serlo inmediatamente cuando se mezcla
con el fluido crevicular, restos de alimentos, microorganismos y células
descamadas de la mucosa oral. (Gomez de Ferraris ME y Campos Mufioz A,
2009; Tenovuo JO, 1997) La secrecion diaria oscila entre 500 y 700 mL, con
un volumen medio en la boca de 1,1 mL. En reposo, la secrecion oscila entre
0,25 y 0,35 mL/min. Ante estimulos sensitivos, eléctricos o mecanicos, el
volumen puede llegar hasta 1,5 mL/min. EI mayor volumen salival se produce
antes, durante y después de las comidas, disminuyendo de forma muy
considerable por la noche, durante el suefio. (Nauntofte B y col., 2003) El 99%
de la saliva es agua mientras que el 1% restante estd constituido por
componentes organicos tales como, proteinas, glicoproteinas, enzimas,
productos nitrogenados como la urea, glucosa e inmunoglobulinas; y por
componentes inorganicos como iones calcio, magnesio, sodio, potasio, hierro,
fluoruros, cloruros, bicarbonatos y fosfatos. (Edgar WM, 1992)

Los biomateriales metalicos utilizados en odontologia al interactuar con la
saliva, particularmente agresiva por la presencia de iones cloruro (CI°), tienden
a corroerse y a liberar iones metélicos perjudiciales para el organismo.
(Elshahawy Wy col., 2009; Fernéndez Lorenzo de Mele M y Duffé GS, 2002)
El medio oral es muy proclive a formar productos de corrosién. La boca es
himeda y continuamente esta sujeta a fluctuaciones de temperatura. (Quezada
Castillo E y Duff6 GS, 2003) Los biomateriales dentales metéalicos deben
afrontar normalmente condiciones corrosivas adversas que, bajo ciertas
circunstancias como la ingesta de alimentos, la higiene bucal, la actividad
bacteriana, el uso de medicamentos (Cortizo MC, 2006), la presencia de
enfermedades sistémicas (Moreira AR y col., 2009; Zaleski P y col., 2007;
Sanchez V y col., 2002), las infecciones, heridas y ulceraciones bucales, las
alteraciones periodontales, asi como el consumo de tabaco fumado (Vega del
Barrio JM, 1996), pueden volverse ain mas agresivas dado que el pH de la
saliva suele modificarse dentro de un intervalo amplio (pH 2-11) (Sharma My
col., 2008). El pH salival normal oscila entre 6 y 7. Los bicarbonatos, los
fosfatos, la urea, las proteinas anféteras y las enzimas son las especies
encargadas de modular el pH y la capacidad buffer de la saliva. (Humphrey SP
y Williamson RT, 2001; Edgar WM, 1990)
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2.1. Salivas sintéticas (artificiales)

Las salivas sintéticas son utilizadas para simular la saliva natural con
el objetivo de investigar el comportamiento de los biomateriales de uso
odontoldgico. Reproducir exactamente las propiedades de la saliva humana es
imposible debido a la naturaleza inestable de la saliva natural. Esta
inestabilidad también hace que la saliva natural sea inapropiada en si misma
para llevar a cabo ensayos in vitro. Por lo que el desarrollo de salivas sintéticas
es esencial para estudios controlados de experimentacion. (Leung VW y Darvell
BW, 1997) Desde el trabajo pionero de Souder y Sweeney en 1931, en la
literatura se han informado no menos de sesenta formulas de salivas sintéticas
(Duffé GS y Quezada Castillo E, 2004), dentro de las cuales, la saliva de
Fusayama modificada se usa frecuentemente (Robin A y Meirelis JP, 2007;
Schiff N y col., 2002; Reclaru L y Meyer JM, 1998; Fusayama T y col., 1963)
por generar un comportamiento electroquimico de los materiales metalicos
similar al observado en la saliva humana (Holland RI, 1992; Meyer JM y Nally
JK, 1975). También, suelen emplearse soluciones salinas acuosas de acido
lactico (ej. saliva de Baron (Baron C y col., 1978)) en numerosas normativas
internacionales como medio de inmersion para ensayos preclinicos sobre la
resistencia de las aleaciones dentales a la pérdida de la integridad estructural
debido a la corrosion. (Tibballs JE y Erimescu R, 2006).

3. Corrosion electroquimica

La corrosién electroquimica puede representarse como una combinacion
de reacciones de oxidacion (anddicas) y reacciones de reduccion (catddicas)
que se dan en forma simultanea en la interfase biomaterial metalico-solucion
electrolitica, donde no so6lo hay una transferencia de carga (electrones) sino
también una pérdida de masa del material metalico que se esta oxidando
(corroyendo). Intervienen tres componentes fundamentales: anodo, catodo y
electrolito. El &nodo y el catodo pueden ser dos metales o aleaciones distintas,
como sucede con la presencia de restauraciones metalicas diferentes vy
proximas y en contacto en la cavidad bucal, o pueden ser parte de la misma
superficie metalica cuando ésta se presenta con heterogeneidades. (McCafferty
E, 2010)
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Segin Vega del Barrio y McCafferty (McCafferty E, 2010; Vega del
Barrio JM, 1996) la heterogeneidad puede estar producida por diferentes
causas, entre las que se pueden destacar, la presencia de impurezas en forma de
metales extrafios (aun cuando se encuentren en cantidades muy pequefias). La
coexistencia en la masa de una aleacion de fases muy heterogéneas entre si
formando zonas muy proximas pero extraordinariamente diferentes. La
existencia de soldaduras, donde la adicion de pequefias cantidades de un metal,
Ilamado de aporte, para soldar dos estructuras metalicas, puede crear en la
superficie importantes zonas de heterogeneidad. La rugosidad superficial o el
inadecuado pulido de una superficie metalica, estructuralmente homogénea,
también pueden desencadenar fendmenos de corrosion. Por una parte, se
favorece el depdsito de placa bacteriana y residuos alimenticios; por otro, la
existencia de depresiones, surcos o irregularidades, bafiadas por la saliva,
origina zonas de composicion diferente del electrolito, de tal forma que se
establecen diferencias de potencial entre el fondo de las depresiones, y la parte
superficial, originando el fendmeno de la corrosién. La heterogeneidad también
puede ser derivada del propio electrolito. La existencia de apifiamientos
dentarios, anfractuosidades, zonas de estancamiento o de remanso de la saliva,
o simplemente, un espacio interdentario algo agrandado, pueden crear zonas
muy préximas pero con diferente pH salival, diferente aireacion, diferente
metabolismo de la placa bacteriana y diferente composicion de la saliva. Si
todo ello ocurre en una zona en contacto con una superficie metalica de cierta
extension, pueden crearse zonas con diferente capacidad de ataque al mismo
metal y producirse diferencias de potencial entre dos zonas proximas de dicho
metal.

Cuando existen zonas de diferente actividad en la misma superficie
metalica, las areas mas activas son los anodos donde tiene lugar la oxidacion
(pérdida de electrones y disolucion del metal). Sobre ellas se localiza, por
tanto, el ataque electroguimico. Tal como se observa en la Figura 1.13, los
atomos metalicos se disuelven como cationes (iones positivos, Metal™) al
ceder electrones (ec. 1.1). Los cationes son liberados al medio corrosivo y los
electrones (e) originan una corriente eléctrica que circula dentro del metal
(conduccion metalica) hasta alcanzar las areas catddicas donde se produce la

reduccion (consumo de electrones). Dichas areas permanecen relativamente
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inmunes, toman los electrones provenientes de las zonas anodicas y los utilizan
para la reduccion del agente oxidante, por ejemplo oxigeno (O;) o iones
hidrogeno (H*, protones). (McCafferty E, 2010; Gonzalez Fernandez J y UEI
de Corrosion y Proteccion, 1984) De las varias reacciones catddicas posibles,
a solo estas dos Ultimas se les puede adjudicar la mayoria de los problemas de
corrosién electroquimica. La reaccion de descarga de protones (ec. 1.2) tiene
lugar preferentemente en medios acidos, en los que existe una notable
concentracion de estos iones. En medios practicamente neutros, la reduccion de
los protones es despreciable, siendo en cambio fundamental el oxigeno (Oy)
para la reduccion (ec. 1.3).

Metal ™

.
Solucién T X ‘/

4

Metal U e e

/ -
e e
Oxidacion Reduccién en medio 4cido
Metal < Metal "™ + ne’ 0,+4H" +4¢ < 2H,0

2H'+2e < H,

Figura 1.13. Corrosién electroquimica sobre la superficie de un metal (McCafferty E., 2010).

Oxidacion: Metal - ne < Metal™ ec. 1.1
Reduccion en medio acido: 2H* + 2¢ < H, ec. 1.2
Reduccidn en medio neutro y alcalino: 0O, +2H,0 + 4e < 4HO" ec. 1.3

Durante la disolucion del metal la capa de liquido vecina al electrodo se
enriquece en iones metalicos, siendo posible alcanzar un régimen estacionario
en gue la velocidad de difusién de los iones metalicos desde la interfase metal-
solucidn hacia el seno de la solucion iguale a la disolucion del metal. (Gonzélez
Fernandez J y UEI de Corrosion y Proteccion del Centro Nacional de
Investigaciones Metalurgicas, 1984) A medida que aumenta la concentracion

de iones de un elemento en el medio, disminuye la tendencia de dicho elemento
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a disolverse. El aumento del contenido de iones metalicos en el medio puede
prevenir una futura corrosion. En algunos casos, un material deja de corroerse
debido a que sus iones han saturado el medio. Esta situacion no suele ocurrir en
las restauraciones dentales metalicas porque los iones disueltos son eliminados
por la comida, los fluidos y el cepillado. Por lo tanto, la corrosion de las
restauraciones continda. (Anusavice KJ, 1998)

La velocidad de corrosion depende de la facilidad con que el metal pierde
electrones (se oxida) y del tipo de electrolito con el cual esté en contacto. La
produccion de iones y electrones en una solucion origina un potencial eléctrico,
es posible comparar la diferencia de potencial que se genera entre un
determinado metal y otro que actie como referencia (un electrodo de
referencia) cuando estdn sumergidos en una solucion conductora y se los
conecta entre si cerrando un circuito. EI metal que tiene menor potencial de
reduccion suministra electrones al circuito, lo que equivale a decir que actta
como anodo, mientras que el otro metal, el que tiene mayor potencial de
reduccidn, lo hace como catodo. Como referencia, se puede usar el electrodo
normal de hidrégeno (ENH) cuyo potencial arbitrariamente se considera como
origen de escala (cero de potencial) y sobre esa base se pueden ordenar los
distintos metales segiin tengan mayor o menor potencial de reduccion. También
es posible emplear otros electrodos de referencia, porque el ENH casi no se usa
ya que su aplicacion y mantenimiento son complicados. Las dificultades
operativas que se presentan en el manejo de un electrodo de hidrégeno,
demasiado fragil para la mayoria de las aplicaciones practicas, han dado lugar a
la utilizacion de otros electrodos de referencia que l6gicamente deben de reunir
determinadas condiciones. Aparte de ser manejables y de construccion sencilla,
la condicion fundamental es que el potencial de equilibrio de la reaccion de
oxido-reduccion (redox) que tenga lugar en ellos, permanezca constante
respecto al electrodo de hidrégeno. En estas condiciones, toda diferencia de
potencial se puede referir al ENH o viceversa. En el cuadro 1.1 hay una lista de
metales ordenados de acuerdo a la facilidad de oxidacion. Los primeros en la
lista son los que menos facilmente entran en solucion (metales mas nobles) y
los ultimos (metales activos), los que menor potencial de reduccién tienen, son

los que se oxidan con mayor facilidad.
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Oro Catddico (mayor potencial de reduccion)

I I
HIDROGENO REFERENCIA
e

S
w0 |
S
T

Cuadro I.1. Algunos metales ordenados en forma creciente de facilidad de oxidacién segln su
potencial de reduccidn estandar.
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SECCION D
BIOCOMPATIBILIDAD

1. Generalidades

La utilizacion de nuevos materiales en la clinica humana necesita siempre
de una evaluacion preclinica que incluye diversos niveles de actuacion:
caracterizacion fisicoquimica de los materiales y evaluacion biologica de
dichos materiales (Morales de Cano JJ y Peraire C, 2004). Este camino
deberia llevarse a cabo con el objetivo de informar a los pacientes de los
posibles efectos adversos causados por los productos médicos.

2. Biocompatibilidad de biomateriales dentales metalicos

Todo biomaterial metélico en la cavidad bucal experimenta el fendmeno
conocido como biodegradacion. La biodegradacion implica, la corrosiéon del
material metélico, la solubilizacién en la saliva de los productos provenientes
de la corrosién (iones metalicos), y la destruccion fisicoquimica, desgaste y
erosion causada por la comida, la masticacién y la actividad bacteriana. (Lygre
H, 2002) La liberacion de iones metalicos esta estrechamente relacionada con
la produccion de efectos bioldgicos adversos (Geurtsen W, 2002; Wataha JC,
2000). El efecto bioldgico de estos elementos liberados puede ser sistémico o
local. Sensibilizaciones alérgicas e intoxicaciones son efectos sistémicos
susceptibles de ser provocados por los biomateriales metalicos. (Wataha JC,
2000) Los efectos locales corresponden no solo a la agresion sobre las piezas
dentarias (tejidos mineralizados y pulpa), sino también sobre las mucosas
intraorales y sus componentes celulares. Si bien la liberacion de los iones
metalicos es necesaria para desarrollar un dafio celular, no es garantia de que
dicho dafio ocurra. La respuesta bioldgica local dependera de las propiedades
quimicas y fisicas del elemento liberado, de la cantidad liberada, del tiempo de
exposicion al tejido y de la sensibilidad especifica de las células o tejidos. Para
diagnosticar en los pacientes efectos bioldgicos adversos generados por
biomateriales dentales metalicos, es de fundamental importancia conocer la
naturaleza de los componentes metalicos y si el paciente es alérgico a algunos

de ellos. (Muris J y Feilzer AJ, 2006) Las aleaciones dentales se encuentran en
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intimo contacto con los tejidos orales durante largos periodos, Yy
frecuentemente se forman microambientes entre las aleaciones y los tejidos.
(Penn D, 2012; Wataha JC, 2000) Por ejemplo, la concentracion de iones
cobre liberados por una corona dental es de aproximadamente 0,2 pg/dia
(Wataha JC, 1998), valor que se encuentra muy por debajo de los 3,100 pg que
se incorporan por dia con la alimentacion. Sin embargo, en los tejidos
circundantes a la corona dental, la concentracion de cobre podria llegar a ser
mucho mayor. Esto explicaria por qué los iones metalicos liberados por una
aleacion dental pueden provocar efectos locales adversos, a pesar de
encontrarse en concentraciones muy por debajo de las que se encuentran al
ingerirse diariamente con la dieta. (Wataha JC, 2000; Wataha JC y col., 1995)
A medida que aumenta el tiempo de contacto de los iones metalicos con las
celulas, menor es la concentracion de iones metélicos necesaria para
desencadenar alteraciones celulares. (Penn D, 2012) Por otra parte la
concentracion requerida para generar una reaccion adversa sistémica debe ser
mucho mayor que la necesaria para desencadenar una reaccién adversa local.
(Wataha JC, 2000; Wataha JC y col., 1995) En estudios de citotoxicidad se
han utilizado diferentes fuentes iones metalicos: a) extractos obtenidos de la
disolucién de muestras metéalicas ex situ y luego afiadidas al medio de cultivo;
(Bumgardner JD y col., 2002; Wataha JC y col., 2001; Granchi DG y col.,
1998) b) la disolucion de muestras metalicas in situ; (Kapanen Ay col., 2002;
Kapanen Ay col., 2001; Grill Vy col., 2000; Grill V'y col., 1997; Bumgardner
JDy Lucas CL, 1995; Wataha JC y col., 1992) y c) las sales metalicas afiadidas
al medio de cultivo. (Fleury C vy col., 2006; Huk OL y col., 2004; Wataha JC y
col., 2002; Schmalz G y col., 1998; Craig RG y Hanks CT, 1990; Merrit K y
col., 1984)

Las aleaciones dentales, sobre todo las de metales no nobles como los
bronces al aluminio, liberan cationes debido a la corrosion, tal como se
describid arriba. Esos iones pueden ser distribuidos por todo el organismo
(Wataha JC, 2000) y en la cavidad oral donde han sido encontrados en la
saliva, lengua y en la encia de los pacientes. (Su J y col., 2012; Geurtsen W,
2002; Schmalz GJ y col., 1999; Hensten-Pettersen A, 1992)
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3. Reacciones sistémicas provocadas por aleaciones dentales

La reaccion sistémica de un elemento metélico depende de su via de
ingreso al organismo y de la velocidad de su eliminacion. Elementos que han
sido liberados por una aleacion en la cavidad oral pueden ganar acceso al
interior del cuerpo a través de la encia u otros tejidos orales, 0 a través del
epitelio intestinal. Una vez en el interior del organismo, los iones metalicos se
distribuyen en varios tejidos, pasando por difusion al sistema linfatico y
sanguineo. Aquellas particulas metélicas que miden entre 0,5 a 10,0 pm,
pueden también ser fagocitadas por células como los macréfagos, para luego
ser transportadas a los vasos linfaticos o sanguineos. (Wataha JC, 2000)

La informacion sobre efectos sistémicos provocados por biomateriales
dentales metalicos, es escasa (Mutter J y col., 2005). Hasta ahora no se ha
demostrado que la presencia sistémica de metales, provenientes de aleaciones
dentales, causen intoxicacion (Penn D, 2013; Schmalz G y Arenholt-Brindslev
A, 2009; Wataha JC, 2000). Sin embargo, existen publicaciones que describen
efectos sistémicos de alergia a metales. (Mutter J y col., 2005) El niquel es un
fuerte alérgeno, y ademas de los efectos en la piel, fueron reportados efectos
sistémicos de tipo renales (Strauss FG y Eggleston DW, 1985). Bass y
colaboradores (Bass JK 'y col., 1993) describieron el riesgo de sensibilizacién al
niquel tras realizar un tratamiento ortodoncico. Desde que una aleacion dental
es colocada en boca, los pacientes quedan continuamente expuestos a los iones
metalicos y dicho fendmeno puede contribuir a inducir o perpetuar la alergia a
los metales. (Muris J y Feilzer AJ, 2006) De todos modos, es importante la
identificacion del verdadero alérgeno, es decir, si la causa reside en la aleacion
dentaria o en las aleaciones de joyas o hebillas de cinturones (Torres Quintana
MA vy col., 2003). Es de fundamental importancia que antes de utilizar una
aleacion dental que contenga niquel, el odont6logo se asegure ante qué tipo de
paciente se encuentra y ademas valore la presencia de antecedentes alérgicos al
niquel (Pedemonte Sy col., 2006). En el caso del cobre, se ha demostrado en
pacientes con Enfermedad de Wilson que la acumulacion de este ion puede
llegar a ser mortal (Lech T y col., 2007), por lo que deberia evitarse el uso de

biomateriales dentales metalicos que contengan cobre en su composicion.
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4. Reacciones locales provocadas por aleaciones dentales

Las reacciones locales adversas son los aspectos de mayor importancia a
tener presente cuando se considera la seguridad que deben presentar las
aleaciones dentales al ser utilizadas en la cavidad oral. Desde hace treinta afos,
numerosas investigaciones se han enfocado en el estudio de las alteraciones
locales generadas por dispositivos odontoldgicos fabricados con aleaciones
dentales. Especial énfasis se ha puesto en las aleaciones no nobles como los
bronces al aluminio, por ser las que presentan menor estabilidad
termodindmica. Varios estudios documentaron al cobre como el elemento més
toxico, siendo generalmente las aleaciones base cobre severamente tdxicas,
efecto que se atribuye justamente a la presencia de cobre. (Wataha JC, 1995;
Berstein Ay col., 1992; Bumgardner JD y col., 1989)

Arvidson y Wroblewski (Arvidson K y Wroblewski R, 1978) estudiaron
una serie de piezas dentarias extraidas de pacientes, que fueron rehabilitadas
con pernos de aleaciones no nobles. Varias de ellas que se encontraban
rodeadas por encia con cambio de coloracion, fueron extraidas con parte del
tejido blando. Se observd la presencia de iones cobre y cinc en la dentina
radicular, como consecuencia de la corrosién de los pernos metalicos.
Encontrandose también, iones metalicos en la encia afectada, tales como,
cobre, cinc y hierro. Soileau y col. en 1990 (Soileau RM y col., 1990) y Burns y
Lucas en 1989 (Burns JK y Lucas LC, 1989), también encontraron cobre en
encia gingival adyacente a coronas base cobre. Angmar-Mansson Yy
colaboradores (Angmar-Mansson By col., 1969) ya consideraban la difusion de
productos de corrosion en los tubulos dentinarios radiculares, con la
consecuente pigmentacion de la raiz de color negro-verdoso. También ha sido
documentado que iones metalicos, liberados de restauraciones como
consecuencia de procesos corrosivos, han alcanzado a penetrar en los tejidos
duros dentarios (Kratzenstein B y col., 1988). Arvidson y colaboradores
(Arvidson K y col.,, 1980), luego de evaluar la tolerancia biologica de
fibroblastos gingivales humanos frente a la presencia de pernos confeccionados
con aleaciones no nobles, sugieren que estas aleaciones pueden provocar
injurias a las células cercanas a la pieza dentaria tratada. Y que al ser la funcién

primaria de los fibroblastos, in vivo, la sintesis de colageno, el efecto citotdxico
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de los iones metélicos sobre esas células podria generar un disturbio en la
formacion y mantenimiento de las matrices de colageno de la l&mina propia de
la encia y del ligamento periodontal, pudiendo esta situacion provocar la
pérdida de los tejidos de soporte. Estudios in vitro de cultivos celulares de
células epiteliales y gingivales muestran una reduccién de su viabilidad y
proliferacion al ser expuestas a aleaciones base cobre (Bumgardner JD y col.,
1989). ElI mismo comportamiento también lo sufrieron lineas celulares que
involucraban linfocitos T y B al ser expuestas, en un estudio in vitro, a
aleaciones base cobre (Bumgardner JD y col.,, 1990). Por otra parte,
investigaciones in vitro presentaron a los cationes metalicos cobre, cinc y
niquel, como responsables de alterar la homeostasis inmune de la cavidad oral,
desencadenando enfermedad periodontal, enfermedades autoinmunes vy
disminucion de la resistencia a las infecciones. (Bumgardner JD y col., 1993;
Warner GL y Lawrence DA, 1988) La salud de la cavidad oral depende de la
integridad de la mucosa, y la proteccién de la mucosa oral depende en parte de
la secrecion de inmunoglobulinas por parte de las células plasmaticas y de la
presencia de células T y B y macrdfagos. (Bumgardner JD y col., 1993)
Continuando con la linea de investigacion, Tibbals y Erimescu (Tibbals JE y
Erimescu R, 2006) y Ardlin y colaboradores (Ardlin Bl y col., 2009) también
encontraron iones metalicos (cobre, niquel, cinc y aluminio) en las células de
los tejidos circundantes a aleaciones base cobre.

Asi como se observaron efectos sistémicos de alergia al niquel proveniente
de aleaciones dentales, también se encuentra la reaccion alérgica de contacto en
mucosa oral que se denomina estomatitis de contacto y que se diagnostica a
través de la prueba de parche. (Pedemonte S y col., 2006) Generalmente la
estomatitis de contacto es producida por el niquel, aungque son raros los casos
de pacientes que presentan alergia Unicamente a este metal. Se trata de una
etiologia multifactorial y un poder de sensibilizacion antigénico multiple y
sinérgico de los distintos metales y aleaciones. Ante la sospecha de un caso de
alergia al niquel, se debe remitir al paciente al alergdlogo. Previamente a
cualquier tratamiento, es de vital importancia preguntar en la historia clinica
por la presencia de alergias a metales. (Pedemonte Sy col., 2006) La incidencia
de hipersensibilidad por productos dentales en general suele ser baja. Alrededor

del 15% de la poblacion suele ser alérgica al niquel, un 8% es sensible al
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cobalto y un 8% al cromo. Aunque recientemente también se han reportado
alergias al cobre, mercurio, oro, platino, paladio, estafio y cinc. (Penn D, 2012)

En los tejidos de la cavidad oral también se pueden desencadenar efectos
carcinogénicos y mutagénicos. Los efectos mutagénicos describen mutacion, es
decir, una alteracion de la secuencia nucleotidica del ADN. Los efectos
carcinogénicos corresponden a alteraciones del ADN que implican una
multiplicacién y un crecimiento celular inadecuado, es el resultado de
mutaciones multiples, que eventualmente alteran la regulacion de los procesos
de multiplicacion celular, terminando en la produccion de cancer. (Penn D,
2012; Wataha JC, 2000) Las aleaciones metalicas pueden no tener un efecto
directo sobre el ADN para generar mutaciones, pero pueden liberar elementos
con efectos mutagénicos o cancerigenos y generar radicales libres que pueden
luego alterar el ADN. Existen investigaciones que afirman que varios metales
son genotoxicos o carcindgenos. Hay una fuerte evidencia que el niquel, el
cobalto, el cromo vy el berilio, en particular, incrementan el riesgo de cancer en
humanos. (Geurtsen W, 2002; Wataha JC, 2000) Sin embargo, no se han
publicado estudios que demuestren que las aleaciones dentales metélicas
aumenten el riesgo mutagénico o cancerigeno en humanos. (Penn D, 2012;
Geurtsen W, 2002; Wataha JC, 2000)

5. Seleccion clinica de las aleaciones dentales

A pesar de los cuestionamientos planteados acerca de su uso, las
aleaciones base cobre contintan siendo una de las aleaciones de eleccion
(Ardlin BI, 2009; Tibballs JE y Erimescu R, 2006, Eschler PY y col., 2003;
Stoffers K y col., 1987) a la hora de confeccionar una protesis fija. La seleccion
de la aleacion es fundamentalmente responsabilidad ética y legal del
odontologo, pero generalmente esta decision es tomada por el laboratorista
dental. En la mayor parte de los casos, a la hora de seleccionar la aleacion
dental, los aspectos que mas se tienen en cuenta son el costo y el color.
Dejando de lado, lo méas importante a considerar, las propiedades del
biomaterial y la salud del paciente. Los odontélogos deberian llevar registros
de las aleaciones que usan y transmitirles esta informacién a los pacientes.

Estos registros son importantes para ayudar en el diagnostico de futuros
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problemas que pudieran ocurrir (reacciones bioldgicas o fallas mecénicas) vy,
ademas, son registros legales importantes para defender al odontélogo frente a

una eventual litigacion. (Wataha JC y Messer RL, 2004)
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SECCIONE
PROTECCION CONTRA LA CORROSION METALICA

1. Inhibidores de la corrosion y formacion de peliculas

protectoras

Se ha definido maés arriba la corrosion como una reaccion electroquimica
que ocurre en la interfase metal o aleacion y el medio acuoso en el cual se
encuentra inmerso el material metélico, que produce un deterioro del material y
de sus propiedades. Si bien los problemas de corrosion pueden disminuirse
mediante una adecuada seleccién de materiales, disefios y técnicas de
fabricacién, en numerosas aplicaciones es mas econémico y con muy buenos
resultados, el empleo de inhibidores de la corrosion. (Kokalj Ay col., 2011; De
Damborenea J, 1987)

El inhibidor es una sustancia que agregada al medio en forma y
concentracion (generalmente baja) adecuadas previene o reduce la corrosion.
Los inhibidores de corrosion modifican las reacciones electroquimicas o
modifican la velocidad a la cual ocurren actuando desde la solucion en la
interfase biomaterial metalico-solucion. (Bobina M, 2013; Kesavan D y col.,
2012; McCafferty E, 2010; Feliu Sy Andrade MC, 1991)

Los inhibidores pueden clasificarse de varias maneras. Pero existen dos
grupos muy importantes, los inhibidores de adsorcion y los inhibidores que
actan por formacién de peliculas protectoras. Por inhibidores de adsorcién se
entiende aquellos que se adsorben sobre la superficie e impiden o dificultan las
reacciones de disolucion. La mayoria de los inhibidores orgénicos actlan
adsorbiéndose sobre el metal. Los inhibidores que forman peliculas son, a su
vez, de dos tipos: pasivantes e inhibidores por precipitacion. Los primeros
actian por formacion de una pelicula pasivante sobre la superficie. Los
inhibidores pasivantes pueden ser tanto los agentes oxidantes como los no
oxidantes. En el segundo subgrupo, se sitla a aquellos que, en su reaccion con
el metal, son capaces de formar una pelicula tridimensional sobre la superficie
del mismo, como por ejemplo, los silicatos y fosfatos. Desde otro punto de

vista, los inhibidores pueden clasificarse en anodicos, catdédicos o mixtos,
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dependiendo sobre cudl reaccion electroquimica actlen. Los compuestos
organicos son en general inhibidores de tipo mixtos. (McCafferty E, 2010)

Los primeros inhibidores de corrosion que se desarrollaron fueron de tipo
inorganico. Estos inhibidores por ser altamente tdxicos estan siendo
reemplazados por compuestos orgénicos. En general, la mayoria de los
inhibidores de corrosion organicos son compuestos cuyas moléculas estan
compuestas por dos porciones estructurales esenciales: una nucleofilica que
facilita la adsorcion del inhibidor por medio de la formacion de enlaces de
coordinacion (quimisorcion), y una parte hidrofébica que actia como repelente
de los agentes corrosivos. (Olivares Xometl CO, 2005) Naturalmente, para que
un inhibidor pueda ser utilizado, tanto en el campo de la salud como en la
industria, debe poseer baja toxicidad, no debe provocar reacciones adversas en
el organismo y debe ser ecoldgicamente benigno. La mayoria de los
inhibidores organicos eficientes son compuestos que contienen heterodtomos
(O, S, N) y enlaces multiples. (Junaedi S y col., 2013; Bahrami MJ y col.,
2010; Shaker MA y Abdel-Rahman HH, 2007)

La inhibicion de la corrosion puede también alcanzarse modificando la
superficie del metal mediante la formacion de una pelicula de inhibidor
organico. Interacciones quimicas fuertes entre las moléculas de inhibidor y las
superficies metalicas pueden conducir a la formacion de una pelicula organica
firme, de facil preparacion, y con una excelente proteccion contra la corrosion.
(Appa Rao BV y col., 2009)

2. Compuestos organicos a ser probados como inhibidores o

protectores de las superficies metalicas contra la corrosion

2.1. Fenantro[9,10-c]1,2,5-tiadiazol 1,1-dioxido
El fenantro[9,10-c]1,2,5-tiadiazol 1,1-dioxido (TDZ) (Figura 1.14a
iii) es un compuesto organico heterociclico sintetizado en nuestro laboratorio
(Svartman EL y col., 2006) por un nuevo procedimiento que resultd ser mas
eficiente y econémico que el tradicional (Vorreither HK y Ziegler E, 1965).
Deriva de 1,2,5-tiadiazol 1,1-diéxido (T) (Figura l.14a ii). TDZ pertenece al
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grupo de derivados de 1,2,5-tiadiazol (Figura 1.14 i) 3,4-diarildisustituidos con
un sistema electrénico-pi extendido y conectado. (Svartman EL y col., 1999)

") o/ 0.0

4c—C3 4 c—=cC3
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Figura 1.14a. Férmulas estructurales: (i) 1,2,5-tiadiazol; (ii) 1,2,5-tiadiazol 1,1-didxido
(T); (iii) fenantro[9,10-c]1,2,5-tiadiazol 1,1-dioxido (TDZ).

La extension del sistema electronico-pi le confiere estabilidad
quimica a TDZ resultando quimicamente inerte en medio acuoso. (Svartman
EL y col.,, 2006) TDZ también es estable en aire y en la mayoria de los

solventes organicos comunes. (Aimone SL y col.,, 2000) Es practicamente

insoluble en agua, pero parcialmente
soluble en dimetilsulfoxido a
temperatura ambiente. ES posible
suponer que dicho compuesto

organico, posea baja toxicidad ya

que la  porcion estructural

heterociclica del 1,2,5-tiadiazol se  Figura l.14b. Formula espacial de TDZ.

encuentra formando parte de numerosas moléculas bioactivas que presentan
propiedades antihipertensivas y vasodilatadoras (Stegelmeier H y col., 1985;
Gazieva GA y col., 2000), asi como también propiedades terapéuticas con
efectos depresores del sistema nervioso central, relajantes musculares vy
tranquilizantes entre otras. (Carson J, 1965) Dadas las caracteristicas
estructurales de la molécula TDZ que contiene heterodtomos (O, N y S) con
electrones no compartidos (N y O) y un sistema electrénico-pi conjugado y
extendido coplanar con el heterociclo (Castellano EE y col., 2001) (Figura

1.14b), podria presentar utilidad como inhibidor de la corrosion.
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2.2. Dimetilsulféxido

El dimetilsulféxido (DMSO) (Figura 1.15) es un compuesto

organico de baja toxicidad (Pérez-Pastén R y col., 2006) con una amplia gama
de aplicaciones en medicina. (Borrero R y col., 2006, Ikemiya N y Gewirth AA,
2000; Mestroni G y col., 1993) Tiene la capacidad de penetrar las membranas
bioldgicas facilitando el transporte quimico dentro de los tejidos bioldgicos y
es conocida su funcion como criopreservante en los sistemas bioldgicos.
También es empleado como agente antiinflamatorio, siendo utilizado para el
tratamiento de la artritis (Jacobs SW y col., 1971). Ademas, ha sido empleado
como un captador de radicales in situ en el tratamiento de varios canceres
(Salim AS, 1992). Pero la propiedad del DMSO que mas lo caracteriza es su
utilidad como solvente orgénico. (Allen HC y col., 1999) Shaker y Abdel-
Rahman (Shaker
MA 'y Abdel- H4C
Rahman  HH, ﬁ
2007) informan 0

que la velocidad

de corrosion de Figura 1.15. Férmula estructural (plana y espacial) de DMSO.

cobre desciende cuando dicho metal es sumergido en una solucién de &cido
fosférico utilizando como solvente diferentes mezclas binarias de agua y
solventes organicos proticos y aproticos, entre ellos DMSO. Establecen que la
disminucion de la disolucion del metal estd directamente relacionada con el
aumento de la concentracion del solvente organico utilizado. En la literatura
(Madhavan K y col., 2001) esta informada la influencia de DMSO sobre la
inhibicién de la corrosion de acero al carbono en HCI 1N y H,SO,4 1IN. El
efecto inhibidor de la corrosion de este compuesto no resulta demasiado
alentador, ya que la eficiencia de inhibicion es cercana al 50% en ambos acidos
a temperatura cercana a la ambiente (32 °C) para la maxima concentracion de
DMSO ensayada (0,1 M). Se considera que el DMSO actia como inhibidor
secundario, y que su efecto se debe a la adsorcion de sulfuro de dimetilo
(SDM) formado por reduccion de DMSO sobre el electrodo: se explica que
inicialmente el DMSO se adsorbe sobre la superficie del acero desde

soluciones &cidas y se estable el equilibrio:
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DMSO + H;0" 5 Me,S*—OH + H,0

y luego ocurre la reduccién a sulfuro:

|\/|€28+—OH + H" + 2e — Me,S + H,0

El SDM con sus dos pares de electrones no compartidos (electrones-
n) se adsorbe mucho mas facilmente que el sulféxido padre formando un
enlace quimisorbido mas estable.

Si bien, segun esta Ultima investigacion, el DMSO no presentaria una
eficiencia de inhibicion optima, dada su baja toxicidad se considera adecuado
continuar estudiando su efecto como inhibidor de la corrosion de los metales y

aleaciones en saliva sintética.

2.3. Enjuague bucal a base de digluconato de clorhexidina y xilitol

Los enjuagues bucales son soluciones acuosas gue contienen en su
composicion uno 0 mas componentes activos y excipientes. Se utilizan por
medio de desplazamientos de liquidos dentro de la cavidad oral. (Gennaro AR,
2003) Los enjuagues bucales llamados antiplaca, son los que actGan sobre la
placa bacteriana debido a la accion de su férmula antiséptica. Los antisépticos
son sustancias antimicrobianas que matan o inhiben el crecimiento de
microorganismos, no debiendo presentar efectos adversos sistémicos o locales.
Los enjuagues bucales méas efectivos y aceptables contienen como agente
antimicrobiano clorhexidina. (Van Strydonck DA y col., 2012; Zer6n A, 2003)
La clorhexidina suele asociarse con otras sustancias quimicas para mejorar sus
propiedades y potenciar su accién, como por ejemplo, xilitol (10% p/v), cloruro
de cetilpiridinio (0,05% p/v), etc. (Negroni M, 2009) También suelen agregarse
al enjuague bucal, solventes, emulsificantes, colorantes y saborizantes.

La estructura quimica de su principal componente, el digluconato de
clorhexidina y sus principales agentes asociados, el cloruro de cetilpiridinio y
el xilitol; asi como la baja toxicidad que presentan, hacen pensar en la
posibilidad del uso de enjuagues bucales con accidn antiplaca como inhibidores
de la corrosion de metales


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.sci-hub.org/pubmed?term=Van%20Strydonck%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22957711

Capitulo I. INTRODUCCION

2.3.1. Clorhexidina
La clorhexidina (CH) (Figura 1.16) pertenece al grupo de las

polibiguanidinas y se emplea como antiséptico de amplio espectro,
especialmente contra gérmenes Gram positivos y Gram negativos, desde los
afios cincuenta (Lee LW, 1990). Su mecanismo de accion se basa en la
reduccion de la formacion de la
biopelicula dental y en la alteracién Q
del desarrollo bacteriano. Aunque es o HM}—NH HN—{NH "

NH HN

estable en forma de sal (como HN NH

una base, la CH se mantiene mas

digluconato de clorhexidina). Se une
fuertemente a la membrana celular

bacteriana. A bajas concentraciones Cl Cl

(0,12 — 0,2%) produce un aumento
de la permeabilidad con filtracion de Figura 1.16. Formula estructural de CH.
los componentes intracelulares incluido el potasio (efecto bacteriostatico),
mientras que en mayores concentraciones (2%) produce la precipitacion del
citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto bactericida). (Bascones A y
Morante S, 2006) Se une electrostaticamente a las piezas dentarias
(hidroxiapatita), biopelicula dental y mucosa bucal, liberdndose gradualmente
en ocho a doce horas en su forma activa. (Rolla G y Melse B, 1975) Tras su uso
prolongado pueden presentarse coloraciones pardo-amarillentas sobre la
superficie de dientes naturales y restauraciones, que parecen depender de la
concentracion del producto y de la susceptibilidad individual. Sin embargo, la
coloracion no penetra la superficie y puede eliminarse efectuando la profilaxis.
Las pigmentaciones aumentan cuando se ingieren en forma simultanea ciertos
productos como el teé, café, vino tinto y también con el uso de tabaco. Puede
generar alteraciones transitorias del gusto, descamacion de la mucosa oral que
cesa al dejar el tratamiento y aumento del calculo supragingival que parece
tener una composicion distinta a la habitual. Son escasos los trabajos que
relatan alteraciones sistémicas o reacciones alérgicas, incluso si se ingieren
grandes cantidades, ya que no se absorbe a nivel gastrointestinal. (Negroni M,
2009)

32
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El digluconato de clorhexidina (DHCH) (Figura 1.17) es la forma
salificada de la clorhexidina y ha demostrado presentar beneficios clinicos y
microbiologicos, por lo que es la forma que se usa en odontologia

generalmente en concentraciones de 0,2% p/v y 0,12% p/v (Negroni M., 2009).

H H H NH NH “
Ml Mmooy Ay Aoy
N NH NH H H H
HO HO O 0 OH of o
HO OH HO
HO HO OH O

Figura 1.17. Férmula estructural de DGCH.

2.3.2. Xilitol

El xilitol (XL) (Figura 1.18) es un alcohol pentosa, cuyo

potencial endulzante es similar al del azlcar y confiere un efecto refrescante, es
estable en solucién y a elevadas temperaturas. (Bordoni N y col., 2010) Hasta
la actualidad persisten cuestionamientos sobre el efecto activo del XL, se
sugiere que inhibe el

OH

crecimiento bacteriano y la =

produccion  de  metabolitos HO\_/\/\/ OH

acidos por parte de las bacterias

H

||i||::|

OH

orales, alterando la flora bucal.
(Kakuta H y col., 2003) Este Figura 1.18. Férmula estructural espacial de XL.

efecto se consigue porque las bacterias, especialmente los Estreptococos
mutans, no tienen las enzimas adecuadas para utilizar el XL como fuente de

energia.

2.3.3. Cloruro de cetilpiridinio
El cloruro de cetilpiridinio (CCP) (Figura 1.19) es un
compuesto de amonio cuaternario. Tiene una moderada actividad inhibitoria de
la formacion de la biopelicula dental. Se usa generalmente en una
concentracion de 0,05% p/v. (Negroni M, 2009) Presenta una sustantividad de
tres a cuatro horas, y su eficacia puede ser incrementada duplicando la

frecuencia del enjuague bucal a cuatro veces por dia. (Haps S y col., 2008;
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Roberts WR y Addy M, 1981) Su mecanismo de accion parece deberse al
aumento de la permeabilidad de la pared bacteriana que favorece la lisis y
disminuye la capacidad de la bacteria para adherirse a la superficie dentaria.
Los efectos colaterales que presenta son la tincion y la sensacion de ardor o

quemazon de la mucosa. (Negroni M, 2009)

{CH)15CH;

= Cr

Figura 1.19. Férmula estructural de CCP.
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SECCIONF
FUNDAMENTOS Y DESCRIPCION DE LAS TECNICAS
UTILIZADAS

1. Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas pueden ser utilizadas para estudiar el
comportamiento frente a la corrosion de los biomateriales metélicos de uso
odontolégico, asi como también para el estudio del efecto de los inhibidores de
corrosion sobre los procesos de corrosion de los mismos. En este trabajo de
tesis doctoral se utilizan técnicas electroquimicas simples cuyos resultados
permiten el andlisis e interpretacion por parte de odont6logos, con el objetivo
de que las metodologias puedan ser comprendidas y aplicadas por
profesionales de la salud que no han sido preparados con conocimientos
electroquimicos profundos.

Con el objetivo de simular las condiciones del medio bucal, se utilizan
como electrolitos soluciones salinas que simulan la composicion de la saliva.
(Tibballs JE y Erimescu R, 2006; Quezada Castillo E y Duffé GS, 2003) Entre
los métodos electroquimicos existentes, se encuentran la medida de potencial a
circuito abierto y las curvas de polarizacién potenciodindmica lineal y ciclica
(voltamperometria ciclica a baja velocidad de barrido de potencial). (Becker
MD, 2004; Pourbaix M, 1984) A través de estos estudios in vitro se puede
estimar el comportamiento de un determinado biometal en la cavidad oral.
(Mareci D y col., 2005)

1.1. Voltamperometria ciclica
La voltamperometria ciclica (VC) es generalmente la primer técnica
gue se selecciona en cualquier estudio electroquimico. (Skoog DAy col., 2008)
Se caracteriza por la aplicacion inicial de un potencial al electrodo de trabajo

(metal a estudiar) que varia linealmente con el tiempo a una velocidad v, =

d%t’ hasta un potencial E, durante un tiempo t = A y luego se invierte la

direccién de barrido hasta volver al potencial inicial, conservando la velocidad
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de barrido (v,) constante y el potencial en cada instante de tiempo serd
(suponiendo que la direccion de barrido es hacia potenciales decrecientes):

paraQ <t<A E=Ei-wt
para A <t <2A E =Ei - 2vpA + vt

Las respuestas de corriente eléctrica en funcion del potencial
aplicado al electrodo de trabajo se denominan voltamperogramas, y tienen
ciertas caracteristicas cualitativas tipicas. Para una sustancia (Ox) en solucion

que puede electrorreducirse segun

Ox + e < Red el voltamperograma
ciclico cualitativo se presenta en la
Figura 1.20. Al reducirse Ox en la

interfase electrodo-solucion Y, |=—E0Q

consecuentemente,  disminuir  su

concentracion, la velocidad de

difusion de Ox hacia el electrodo

Ox+e —= Red

aumentara y junto con ella la

corriente de reduccion. Sin embargo, ) )
Figura 1.20. Voltamperograma ciclico.

el aumento de gradiente de

concentracion tiene un limite ya que al mismo tiempo el potencial del electrodo
se hace cada vez mas negativo y la velocidad de reduccién aumenta. En esas
condiciones se alcanza un punto en el cual la concentracion de Ox sobre el
electrodo es cero y el gradiente se extiende hacia el seno de la solucion
disminuyendo su valor asi como el flujo de Ox hacia el electrodo y el valor de
la corriente de reduccién. De esta manera la corriente de reduccion alcanza un
valor maximo (pico catddico, pc) y luego disminuye. Cuando se han alcanzado
potenciales mas negativos que los del pico catddico, queda adyacente al
electrodo una solucion diferente de la existente en el seno de la solucion. En las
cercanias del electrodo la concentracion de Red es igual a la concentracion
original de Ox. Si ahora se invierte el sentido del barrido de potencial se
repetird lo arriba descrito es sentido inverso y se observara un pico anodico, pa,

correspondiente a la electrooxidacion de Red a Ox.
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La VC es de gran importancia porque da una primera informacion
acerca del proceso de electrodo en estudio, pudiendo conocerse la
reversibilidad del mismo. También permite determinar si se produce el proceso
de electrodeposicion, es decir el crecimiento de una nueva fase sobre el
electrodo de trabajo, realizando barridos a diferente potencial de retorno,
préximos al potencial en el que se inicia el proceso de reducciéon. (Albella JM y
CSIC, 2003)

Los estudios voltamperométricos realizados con electrodos de
trabajo de metales activos pueden utilizarse también para explicar algunos
fendmenos relacionados con la corrosion. La aplicacion de una rampa de
potencial a velocidad muy baja puede utilizarse para registrar la curva
corriente-potencial del estado estacionario, es decir lo que se denomina curva
de polarizacién potenciodinamica. Cuando la velocidad de barrido es
suficientemente baja, se da tiempo a que la disolucién y el electrodo alcancen
el estado de equilibrio. De estas curvas de polarizacion se obtienen datos
relacionados con la situacion de pasividad del electrodo, del potencial de
ruptura de la capa pasiva, de la intensidad de corriente de pasividad y del
potencial de repasivacion, que se define como el potencial al que se
reconstruye la capa pasiva. La técnica de polarizacion ciclica es de utilidad
para determinar la susceptibilidad a la corrosién por picado de los metales y
aleaciones cuando son colocados en un medio corrosivo.

La disposicion de un equipo estandar para VC se muestra en la
Figura 1.21. Para medir las caracteristicas de corriente-potencial
correspondientes a un solo electrodo (electrodo de trabajo, ET), se coloca en la
celda un tercer electrodo (electrodo de referencia, ER) ubicado cerca del
primero. Existe otro electrodo (contra electrodo o electrodo auxiliar, CE) cuyas
caracteristicas no afectan las mediciones. La celda se conecta a un
potenciostato el cual mide el potencial del electrodo de trabajo respecto al de
referencia, compara ese potencial con el previamente seleccionado en el
potenciostato y cambia la diferencia de potencial entre el CE y el ET hasta que

la diferencia entre ET-ER llegue al valor deseado.
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Generador
de barrido Potenciostato
3 Ejex
Ext I -
] Ejev

Registrador X-Y

ER
CE
ET

Celda

Figura 1.21. Esquema de un equipo estandar para VC

1.2. Medida de potencial a circuito abierto

El potencial a circuito abierto (PCA) es el potencial (vs. ER) que
corresponde al estado de equilibrio de un electrodo (metal/solucion) en
ausencia de flujo externo de corriente hacia o desde el electrodo. (Zelinsky AG
y col., 2004; McGraw Yy col., 2003) La estabilidad de los metales en un medio
corrosivo esta relacionada con las propiedades termodinamicas y la cinética de
las reacciones quimicas y/o electroquimicas que ocurren sobre la superficie en
contacto con el agente corrosivo. Esta sencilla técnica electroquimica posibilita
obtener informacion acerca del estado activo/pasivo de un metal. La pasivacion
de un metal se relaciona con la formacion de una pelicula (capa) protectora
compuesta por productos provenientes de la corrosion insolubles en el medio
electrolitico, que dificulta en mayor o menor grado la disolucion del metal. Los
valores del PCA cambian con el tiempo cuando el metal se expone a la accion
del electrolito. El electrolito interacciona con los elementos del material y lo
transforma. La transformacion que tiene lugar puede ser de tipo protectora
(como, por ejemplo, la formacion de una capa de pasivacion), con lo que el
valor del PCA aumenta con el tiempo o, si tiene lugar un proceso de
degradacion del material (como, por ejemplo, la formacion de una capa de
Oxido porosa), el valor del PCA disminuye con el tiempo. Entonces, el valor
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del PCA posibilita conocer la capacidad protectora de una pelicula formada
sobre la superficie del sustrato metalico.

La medida de PCA consiste en determinar la diferencia de potencial
entre un metal y un electrodo de referencia sumergidos en un determinado
medio corrosivo, en ausencia de pasaje de corriente externa. El instrumento
usado para medir la diferencia de potencial entre ambos electrodos debe ofrecer
alta resistencia a la circulacion de corriente. El valor del PCA depende tanto de
la naturaleza del metal en estudio como de la composicién del electrolito. Los
datos de potencial obtenidos deben estar acompafiados del signo y del tipo de
electrodo de referencia utilizado, como siempre que se exprese un valor de
potencial. Dichos datos se expresan a través de diagramas, potencial versus
tiempo, para luego ser analizados en conjunto con otras técnicas

electroquimicas.

2. Teécnicas espectroscopicas
2.1. Espectrofotometria de absorcion atémica

Los iones metalicos liberados al fluido biolégico como consecuencia
de la corrosion de un biomaterial metélico al interactuar con el fluido en la
cavidad oral (Fernandez Lorenzo de Mele M y Duff6 GS, 2002), pueden
identificarse y cuantificarse empleando la técnica de espectrofotometria de
absorcion atémica (EAA). La EAA es el método mas fécil y répido para la
determinacion cuali y cuantitativa de metales. Es una técnica muy utilizada en
la higiene analitica para la determinacidén de metales en el ambiente y para el
apoyo de la medicina en la determinacion de metales en fluidos bioldgicos.

Esta técnica analitica se basa en la absorcion y emision de energia
radiante por los atomos en estado fundamental. (Menéndez Diez F, 2009) Los
atomos absorben y emiten radiacion de la misma longitud de onda, ya que
absorben radiacion al pasar del estado fundamental a un estado excitado y
tedricamente emiten radiacion de la misma longitud de onda en el proceso
inverso; por lo tanto si se tiene una fuente de energia radiante en la cual el
elemento excitado es el mismo que se va a analizar, la radiacién emitida por el
elemento excitado al desprender la energia de excitacion va a ser captada

unicamente por el elemento que es idéntico al de la fuente luminosa. Por
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ejemplo: si se desea cuantificar cinc en una llama, se hace irradiar ésta con
radiacion emitida por 4&tomos de cinc; esta energia serd absorbida Unicamente
por los atomos de cinc que se encuentran en la Ilama y no por los &tomos de
cobre, cadmio, o niquel o algun otro elemento presente, ya que la longitud de
onda de la radiacion de la fuente luminosa corresponde Unicamente a la
diferencia de energia de los niveles energéticos del cinc.

Las sales de diferentes metales, en solucion o en estado solido,
cuando son expuestas a una llama producen distintas coloraciones. Asi por
ejemplo, la sales de cobre un verde azulado, las de calcio dan un color naranja,
las de sodio un color amarillo, las de potasio un color violeta, las de estroncio
un color verde amarillo, etc. Este comportamiento permite la identificacion del
metal presente en la composicion de la sal. Si la luz colorida producida por el
metal expuesto a una llama se hace incidir en un deposito Optico la radiacion
emitida por el metal, se separa de la luz solar. Cada metal emisor de radiacion
de distinto color, presenta lineas que aparecen en diferentes posiciones en la
pantalla o campo de observacion, y esto ocurre independientemente de las
condiciones en que se realiza el experimento, de la naturaleza de la sal metalica
y Unicamente esta relacionado con el metal generador del cation que forma
parte de la sal. Ademas, la intensidad de la linea esta directamente relacionada
a la concentracion del elemento en solucion. De esta manera se tiene una forma
inequivoca para identificar el elemento (por la posicion de sus lineas), asi
como para cuantificarlo (por la intensidad de las lineas producidas). Cada
elemento responde a la excitacién de una radiacion de longitud de onda muy
especifica ya que solo este elemento absorbe o emite tal tipo de radiacion,
porque ésta corresponde a la diferencia en energia entre dos niveles particulares
de ese atomo. Brevemente, la técnica de absorcion atomica en Ilama consiste
en el procedimiento, esquematizado en la Figuras 1.22 y 1.23, la muestra en
forma liquida es aspirada a través de un tubo capilar y conducida a un
nebulizador donde se forman pequefias gotas de liquido. Las gotas formadas
son conducidas a una llama, donde ocurre una serie de eventos (Figura 1.23)
que culmina con la reduccion de los cationes metalicos al estado elemental
atdmico. (Gonzalez Hernandez A, 2010) Finalmente se tiene un vapor de
atomos que es capaz de absorber radiacion de longitudes de onda definidas. La

sefial de la ldmpara una vez que pasa por la llama llega a un monocromador,
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que tiene como finalidad discriminar todas las sefiales que acompafan a la
linea de interés. Esta sefial de radiacion electromagnética llega al detector y
pasa al amplificador y por Gltimo al sistema de lectura.

Para el anélisis cuantitativo por EAA se prepara una serie de
soluciones patrones de concentracion exactamente conocida y se construye una
curva de calibracién y en base a esta grafica se determina la concentracién en

las soluciones problema.

I it 0.3H1
= ¢ |
B =
LT DETECTOR  ;
MONOCROMADOR SISTEMA DE
QUEMADCR AMPLIFICADOR LECTURA
MEBULIZADOR,

Figura 1.22. Componentes de un espectrofotometro de absorcion atémica.

solvente

solvente
+ cationes
- aniones

+ cationes formacion de un
- aniones precipitado de sales

los aniones se oxidan
y se volatilizan como

oxidos: NO ,, CO ,,
S0O,, Cl,, etc.

se forma el metal en
estado elemental

sélido Me (liquido) ~ Me (gas) Me (4&tomos) Me (ion gaseoso)

Figura 1.23. Secuencia de eventos que se llevan a cabo en un quemador.
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2.2. Espectrofotometria ultravioleta-visible

Es un método Optico de analisis, que tiene como principio de
medicion la absorcion y/o la transmision de la energia radiante emitida por una
fuente de luz, que atraviesa una sustancia. EI método es espectroscdpico porque
existe intercambio de energia entre la radiacion electromagnética y la materia.
La region del espectro electromagnético que aplica es la ultravioleta-visible
(UV-VIS) que va desde 10 nm hasta 780 nm. En cuanto a la region ultravioleta,
es necesario indicar que la zona de mayor interés en la practica analitica
ordinaria es la denominada ultravioleta cercano (longitud de onda entre 200 y
400 nm), pues el ultravioleta lejano o ultravioleta de vacio (de 10 a 200 nm)
presenta el inconveniente de que absorbe oxigeno atmosférico en esa region,
siendo necesario eliminarlo del instrumento de medida. Debido a ello, la
espectrofotometria en esa regién espectral no se ha desarrollado
suficientemente.

Basicamente un espectrofotometro UV-VIS tiene una configuracion

como la que se muestra en la Figura 1.24.

Fue_nte de luz Select;gﬁdlgngitudl ',(l) Muestra lvm Detector
(lampara) (monocromador) (cubeta) de luz

Figura 1.24. Esquema de bloques de un espectrofotometro convencional.

La fuente de luz es una ldmpara o combinacion de lamparas que
tienen un espectro de emision practicamente continuo entre 190 y 1000 nm.
Habitualmente se usa una combinacion de ldmparas de deuterio y tungsteno. El
deuterio permite la excitacion en la region del UV y el tungsteno, por encima de
350 nm. El selector de longitudes de onda de excitacion se Illama monocromador
y contiene un elemento que permite separar y direccionar sobre la muestra un
intervalo estrecho de longitudes de onda. Se encuentra montado sobre un
soporte que se mueve con un motor y al cambiar de orientacion cambia la
longitud de onda de la luz que emite. Luego del monocromador, la luz incide
sobre la muestra. Esta se coloca en un recipiente llamado cubeta que tiene la
particularidad de tener al menos dos caras paralelas, de plastico, de vidrio o de

cuarzo, pulidas de forma tal que no haya efectos épticos indeseables. La
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intensidad de la luz transmitida se mide con un detector que convierte el nimero
de fotones que inciden sobre él durante un intervalo de tiempo en una sefial
eléctrica.

Existe otro tipo de espectrofotometros, los llamados de arreglo de
diodos (Figura 1.25), en los cuales toda la luz (luz policromatica) incide sobre
la muestra. Luego, un monocromador discrimina la luz transmitida y cada
longitud de onda es detectada por un microdetector (diodo) diferente. Estos
microdetectores se colocan en un arreglo fijo que habitualmente contiene una
linea de 1024 detectores. (Aldabe S. y col., 2004)

Fuente de luz " Muestra ‘T Seled:er gre‘dloangmud
(lampara) {cubeta) (monocromador)

Figura 1.25. Esquema de bloques de un espectrofotometro de arreglos de diodos.

3. Técnicas de caracterizacion de superficies metalicas

Las superficies desempefian un papel muy importante en la Ciencia de los
Materiales. Dadas las diferencias fundamentales que existen en el
comportamiento de los materiales sélidos en volumen respecto de las superficies
de los mismos, es necesario estudiar separadamente los materiales en sus
superficies. Se denomina superficie a la regidon del sélido cuya estructura y
composicion, influenciada por la interfase, difieren de la estructura y
composicion del seno del mismo.

El auge de este tipo de estudios ha dado lugar a la denominada Ciencia de
Superficies. Las técnicas de caracterizacion de superficies han tenido en los
ultimos diez afios un desarrollo extraordinario y, de hecho, hay mas de medio
centenar de diferentes técnicas experimentales para estudiar las caracteristicas
superficiales. Varios de los diferentes métodos de estudio son no destructivos y
permiten mantener las superficies intactas después de la medida. (Gonzalez
Vifias W y Mancini HL, 2003) Las superficies pueden ser estudiadas a nivel
macro, micro y nanoscocopico.

Dentro de las técnicas de caracterizacion de superficies metélicas, se

encuentra la microscopia. Se utilizan el microscopio Optico y el electrénico,
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que suelen llevar acoplado un equipo fotografico, para obtener imégenes de
mediana y alta resolucion. La espectroscopia fotoelectronica de rayos X
también es considerada una técnica de caracterizacion superficial por
proporcionar informacion de tan s6lo a unas pocas capas atémicas de la
superficie del material. Esta técnica provee informacion complementaria a las
dos anteriores ya que permite obtener datos sobre la composicion quimica y la
estructura de enlaces de la superficie analizada.

La técnica a emplear para analizar una superficie depende de los aspectos

que se desean conocer.

¢ Qué aspectos se desean conocer? \ ¢Colmo se encuentran?
Apariencia de la muestra

* A escala macroscépica Microscopio 6ptico

Microscopio electronico de barrido (SEM
scanning electron microscopy)

Microscopio de efecto tinel (STM, scanning
tunneling microscopy)

Microscopio de fuerzas atdmicas (AFM,
atomic force microscopy)

* A escala microscopica

* A escala nanoscopica

* Resolucidn atdmica Microscopio de efecto tinel (STM)

¢ Qué aspectos se desean conocer? ‘ ¢ Como se encuentran?
Composicién de la muestra

Anélisis por energia dispersiva de rayos X

(EDAX, energy dispersive analysis of x-rays)

Espectroscopia de electrones Auger (AES,

Auger Electron Spectroscopy)

Espectroscopia fotoelectrénica de rayos x

(XPS, x-ray photoelectron Spectroscopy)

» Composicion elemental

* Impurezas

« Estados quimicos

, L. Profundidad Resolucion Sensibilidad
Método Principio . X .
analizada espacial analitica
Emisién de electrones
secundarios inducidos _
SEM por un haz de 100 nm 40 A cualitativa
electrones
Medida de la corriente
STM tlnel entre una punta 'y 1A atomos

una muestra conductora

Medida de la fuerza de
AFM repulsién entre una
punta y la muestra
Radiacion x induce la
XPS emision de electrones 10 -250 A 10 -150 pm monocapas
de energia caracteristica
Un haz de electrones
AES | estimula la emision de 50 - 100 A 100 A submonocapas
electrones Auger
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A continuacion se describen brevemente las técnicas microscopia éptica,
microscopia electrénica de barrido y espectroscopia fotoelectrénica de rayos

X, empleadas en este trabajo de tesis doctoral.

3.1. Microscopia optica

El microscopio optico (MO) utiliza la luz para estudiar la superficie
a escala macroscopica. Los principales elementos del equipamiento son los
sistemas opticos y de iluminacién. En aquellos materiales que son opacos a la
luz visible, como es el caso de todos los metales, s6lo es susceptible de ser
observada la superficie, y la luz del microscopio se debe usar en reflexion. El
limite de aumentos logrados por el MO es de aproximadamente 2000 veces.
Algunos elementos estructurales son demasiados finos o pequefios para su
observacion mediante microscopia Optica. En estas circunstancias se utiliza el
microscopio electrénico, capaz de alcanzar aumentos mucho mayores.
(Callister WD, 1995)

3.2. Microscopia electronica de barrido

Con el microscopio electronico la imagen de la estructura
investigada se genera utilizando un haz de electrones en lugar de radiacién
luminica. De acuerdo con la mecéanica cuéntica, un electron de elevada
velocidad actia como una onda, de longitud de onda inversamente
proporcional a su velocidad. Los microscopios electrénicos tienen grandes
aumentos y elevado poder resolutivo como consecuencia de la corta longitud
de onda del haz de electrones. Lentes magnéticas focalizan el haz de electrones
y forman la imagen. El microscopio electronico de barrido (SEM) es un tipo de
microscopio electronico. (Callister WD, 1995) Las principales ventajas del
SEM con respecto al MO son, el gran poder resolutivo, la gama de aumentos
disponibles que oscilan entre 100 y 450000 y la posibilidad de observar el
campo que se ha de estudiar en las tres dimensiones. (Morral FR y col., 1985)

Un instrumento que se ha desarrollado para el anélisis de muestras a
través del SEM es el analizador EDAX (espectrometro de energia de
dispersion) de rayos x el cual identifica la distribucidn cuali y cuantitativa de

elementos quimicos que se encuentran presentes en la muestra, mostrando
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histogramas e imagenes relacionadas con esa distribucion (Figura 1.26).
Identifica y evallUa el contenido de elementos quimicos desde el carbono al

uranio en superficies planas o

. . Ca
secciones finas de las

muestras en todo tipo de

material bioldgico e inerte. El

) 0
espectro EDAX se obtiene | i Au
mediante un software que 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 600 7.00 8.00 9.0010.00
recoge durante un Figura 1.26. Espectro EDAX de rayos X para

estudiar la composicion quimica de la muestra.

determinado tiempo
(minutos) los fotones emitidos por la muestra, clasificandolos segln su energia.
El espectro se presenta como un grafico en el cual la abscisa tiene unidades de
energia (Kiloelectrovolts) y la ordenada el nimero de cuentas o intensidad. En
el espectro se realiza de forma automatica el analisis cuali y cuantitativo de los
diferentes elementos a través de las sefiales (picos) observadas en el grafico. En
una muestra se eligen varios sitios de interés para ver si toda la muestra
contiene los mismos elementos o hay variacién de estos en 1 cm? Una vez
obtenido el espectro, se identifican los elementos en los picos del histograma
espectral de un punto elegido de la muestra. Cada elemento presenta una
distribucion definida en la que se determina la composicion de la superficie de

las muestra de forma precisa. (Poblete V' y col., 2001)

3.3. Espectroscopia fotoelectronica de rayos x

La técnica de 10000

c-C

espectroscopia fotoelectronica 2000 |

de rayos x (XPS) se basa en la

6000 |-

cps

medicion de las energias
4000 |

cinéticas de los electrones
2000

provenientes de los &atomos

1 L. . 1 et Wi S TS ey S

ubicados en la superficie de las %82 284 86 288 200 202 204
Binding Energy (eV)

I2_96
muestras metalicas que han

) ] Figura 1.27. Espectro XPS en la region
sido eyectados de los mismos  correspondiente al carbono

por la accion de un haz de rayos x que incidio sobre la muestra. Esta técnica,

ademas de brindar informacién inmediata sobre la estructura electronica de los



Capitulo I. INTRODUCCION

atomos de la superficie, permite conocer el estado de combinacion quimica de
los mismos porque la energia de los fotoelectrones cambia de acuerdo al estado
de oxidacion del elemento. (Albella JM, 2003) Presenta una elevada
sensibilidad quimica y analitica superficial, por lo que resulta de gran utilidad
en la investigacién de numerosos fendmenos superficiales como corrosion,
adhesion, adsorcion, etc. (Vazquez Vaamonde AJ y De Damborenea Gonzalez
JJ, 2001) El resultado de la medida se presenta como un espectro XPS (Figura
1.27, para la regién correspondiente al carbono, (—) : baja resolucién; (—, —,
—, ,—): alta resolucidn). Los espectros XPS presentan picos caracteristicos
para cada elemento encontrado en la superficie de la muestra metélica. Existen
publicadas tablas con los valores de energia de enlace (binding energy, BE) ya
asignados a cada elemento en el estado de oxidacion en que se encuentre.
(Wagner CD y col., 1979)

4. Estudio de la pureza

Una de las alternativas para reducir la velocidad de corrosion de los
biomateriales dentales metalicos es el uso de sustancias organicas denominadas
inhibidores de corrosion que pueden ser agregados al medio corrosivo o usados
para modificar la superficie del biomaterial. Los inhibidores de corrosion
organicos, como otros compuestos organicos pueden presentar diferentes
grados de pureza. Una de las técnicas capaces de determinar dicha

caracteristica, es la cromatografia en fase gaseosa.

4.1. Cromatografia gaseosa

La cromatografia es una técnica fisica de separacion de los
componentes de una mezcla de compuestos, que también permite identificar y
determinar las cantidades en que se encuentran presentes los componentes en la
mezcla estudiada. Existen diferentes técnicas cromatogréaficas, pero en todas
ellas hay una fase mdvil que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido
supercritico) que arrastra a la muestra a través de una fase estacionaria que se
trata de un sélido o un liquido fijado sobre un soporte sélido inerte. De acuerdo
con su naturaleza, los componentes de la mezcla interaccionan en distinta

forma con la fase estacionaria. De este modo, los componentes atraviesan la
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fase estacionaria “arrastrados” por la fase movil a distintas velocidades y se
van separando. Después que los componentes han pasado por la fase
estacionaria y se separan, pasan por un detector que genera una sefial que
depende del tipo de compuesto y de su concentracidn en la mezcla que luego
pasa por un sistema electronico y va a un procesador de datos o registrador
(Figura 1.28). Un cromatograma es el registro grafico del analisis
cromatografico, e indica la respuesta del detector en funcién del tiempo
transcurrido desde la inyeccion de la muestra (t = 0). El analisis del
cromatograma permite averiguar el nimero de componentes de la muestra y la
concentracion en que estaban presentes. La cromatografia en fase gaseosa (CG)
es de utilidad para compuestos termoestables y volatiles. Existen dos tipos de
cromatografia gaseosa (CG): la cromatografia gas-solido (CGS) y la
cromatografia gas-liquido (CGL), siendo esta ultima la que se utiliza més
ampliamente, y que se puede llamar simplemente cromatografia gaseosa (CG).
La CGL tiene dos importantes campos de aplicacién. Por una parte su
capacidad preparativa para separar los componentes de mezclas, por ejemplo
separar las impurezas presentes en una muestra. Su otra aplicacion, analitica,
es como método para determinar cuali y cuantitativamente los componentes de
la muestra. Para el analisis cuantitativo, se integran las areas debajo de la curva
(pico o sefal) correspondiente a cada uno de los compuestos separados, con las
curvas de calibracion adecuadas (area bajo el pico vs. concentracion de
soluciones patrones especialmente preparadas y de concentracion exactamente
conocida), y se obtiene la concentracion o cantidad presente de cada analito.
Sin embargo, esta técnica para los fines cualitativos es limitada.

La identificacion de los componentes que forman parte de una mezcla
compleja, particularmente si se encuentran en muy bajas concentraciones, es
una tarea de enorme complejidad. Las técnicas cromatograficas ofrecen
excelentes posibilidades de separacion, pero tienen la limitacion de que no
identifican los compuestos que ya han sido separados. Como solucién al
problema de identificar los diferentes componentes de una mezcla ha adquirido
gran importancia el acoplamiento entre un cromatdgrafo y una técnica de
caracter cualitativo capaz de identificar los compuestos que eluyen de una
columna cromatografica. El acoplamiento de un cromatdgrafo gaseoso con un

espectrometro de masas (CG-EM) es, probablemente, la técnica combinada de
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méas amplia utilizacion ya que retne la enorme capacidad de separacién que
ofrece el cromatografo con la sensibilidad y capacidad de aportar informacion
estructural del espectrometro. La espectrometria de masas se basa en la
obtencion de iones a partir de las moléculas organicas en fase gaseosa; una vez
obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su relacién masa/carga (m/z),
y finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado. Los
cromatogramas obtenidos de la CG-EM se utilizan a menudo como criterios de
pureza de diversos compuestos. Las impurezas presentes, se manifiestan por la
aparicion de picos adicionales; las areas de estos picos permiten estimar la

pureza del compuesto estudiado.

trl
@ tI’2
ﬁ
ES | tl’3
£
b i
E |
5 l\
-
A icacr 8
| Microprocesador E‘ N |
i u registzador l I \ :
4 ~l_,_4 S S,
T M e ! | :
Tnyeccion do 7 PS 3 .
mussiras | Sisrema electrénico . ¥
i { Min
! : 1 Trazoen el reziztyador
ST ) e E
|
Mandmetra | Detector
Repudador | Tluxdmetos |____
de presicn T

ISuminisica de
gas portador

Columna ——
capilar

Figura 1.28. Diagrama de un cromatégrafo de gases. El gas portador inerte se desplaza a
través de la columna cromatografica. La mezcla de compuestos a separar que se inyecta en
la cabeza de la columna, los compuestos se separan en la columna y se detectan a medida
que el gas de salida pasa por un detector. (Mirifico MV y col., 2012)
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5. Estudios de biocompatibilidad

Todo material metalico que sea colocado en la cavidad bucal debe
provocar una apropiada reaccion bioldgica. Previo a los estudios en animales y
finalmente en seres humanos, es indispensable la realizacion de estudios in
vitro, ya que estos aportan informacion sobre el tipo de respuesta que se podria
esperar al utilizar el biomaterial. Los estudios in vitro mediante los cultivos
celulares son ideales para la observacion y el andlisis de la influencia de los
biomateriales metalicos en el comportamiento celular respecto a su

citotoxicidad y genotoxicidad.

5.1. Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad de los biomateriales dentales metalicos,
asi como también, de los compuestos orgéanicos utilizados como potenciales
inhibidores de corrosion, pueden llevarse a cabo sobre distintas lineas celulares
de mamiferos; entre ellas, merece destacarse, la utilizacion de células
osteoblasticas en ensayos de rutina para evaluar la biocompatibilidad de varios
materiales dentales. (Garcia Contreras R y col., 2010)

Entre los posibles ensayos para evaluar los efectos citotoxicos de
distintos biomateriales se encuentran, ensayos de viabilidad celular y de

formacion de colonias o clonogénico.

5.1.1. Formacion de colonias o de sobrevida clonogénico
Esta prueba es un ensayo in vitro de sobrevida celular basado en
la habilidad de las células para dividirse y formar colonias, luego de haber sido
expuestas a un determinado tratamiento, compuesto o biomaterial. (Franken
NA'y col., 2006)

5.1.2. Viabilidad celular
5.1.2.1. Mediante la metodologia fluorescente de naranja de
acridina
Este ensayo se basa en la tincion selectiva y diferencial de los
acidos nucleicos por parte del fluorocromo naranja de acridina. Este colorante,

capaz de permear las celulas vivas, se intercala en el ADN generando una
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células vivas

coloracion verde fluorescente a nivel de la cromatina, y
naranja cuando se intercala en el ARN a nivel citoplasmatico.

(Escobar Marmol L., 2011) La absorcion de luz del naranja

de acridina (NA) es maxima a 500 nm y emite una

fluorescencia de color verde (520 nm). células muertas

5.1.2.2. Mediante la absorcién de rojo neutro
Este ensayo se basa en la deteccion de los dafios que
producen los compuestos téxicos sobre la integridad del sistema
endomembranoso celular. Como respuesta al dafio celular se observa una
disminucion de la capacidad de las células para retener el colorante rojo neutro
(RN) en el interior de los lisosomas, la cual es indicadora de la viabilidad
celular. Es una de las pruebas citotoxicas mas utilizadas para aplicaciones

biomédicas y ambientales. (Uribe Hernandez R., 2008)

5.2. Ensayos de genotoxicidad

Las pruebas de genotoxicidad son aquellas disefiadas para detectar
compuestos que induzcan dafio directo o indirecto en la molécula de ADN y/o
en la maquinaria que interviene en la fidelidad del genoma. Para poder aceptar
0 rechazar el efecto adverso inducido por un determinado compuesto, se
estudian marcadores bioldgicos o biomarcadores. Entre ellos, se pueden
considerar las aberraciones cromosomicas (alteraciones en el nimero o en la
estructura de los cromosomas), el indice mitotico (nimero de células por
unidad (normalmente 1.000) que sufren mitosis durante un determinado
periodo de tiempo), etc.. (Albertini RJy col., 2000)

5.2.2. Indice mitético
El indice mitotico (IM) es una medida para el estado de la
proliferacion de una poblacion de células. Es definido como el cociente entre el

namero de nacleos en mitosis y el nimero total de nucleos (ec. 1.4).

IM% = [(N° de nlcleos en mitosis/ Total de nlcleos observados) x 100] (ec. 1.4)
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5.2.3. Aberraciones cromosomicas estructurales

Las aberraciones cromosomicas son alteraciones en la estructura
de los cromosomas resultantes de un cambio o interrupcién del material
cromosomico. La mayor parte de ellas son letales para las células, y otras
pueden causar efectos genéticos, soméaticos o hereditarios (Swierenga SH y
col., 1991); existen dos tipos de aberraciones las de tipo numérico y las de tipo
estructural (Lloyd D y col., 1975). Las alteraciones cromosomicas estructurales
son aquellas en las que el exceso o déficit de material se debe a
reordenamientos de los cromosomas o de alteraciones cromosémicas (Curtis H
y col., 2008). Existen diferentes tipos de aberraciones cromosémicas
estructurales: gap o brecha intersticial (lesibn acromatida), fractura
monocromatida, fractura isocromatida, dicéntricos, anillos, fragmentos, lesion

tipo intercambio, entre otras. (Swierenga SH y col., 1991)
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1. HIPOTESIS

Los inhibidores organicos de la corrosion aumentan la estabilidad de los

biomateriales dentales metalicos en la cavidad oral.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Estudiar la estabilidad y citotoxicidad de los biomateriales dentales
metalicos, en medio biologicos simulados, en presencia de nuevos inhibidores
orgénicos de la corrosién y comparar los resultados con los obtenidos en
ausencia de los mismos. Se pretende mejorar las propiedades de los
biomateriales dentales metdlicos que redundarian en una mayor
biocompatibilidad de los materiales y por lo tanto en una mejor calidad de vida

del ser humano.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de los compuestos
organicos a ensayar como protectores de los biomateriales
dentales metalicos frente a la corrosion en un medio oral
simulado.

2.2.2. Investigar la corrosion que sufren los biomateriales dentales
metalicos en ausencia y en presencia de compuestos organicos
tales como heterociclos derivados de 1,2,5-tiadiazol,
dimetlisulfoxido (DMSO), enjuague bucal a base de digluconato
de clorhexidina y xilitol, entre otros, por considerarse con
propiedades adecuadas para actuar como inhibidores de la
corrosion.  Comparar los resultados obtenidos en ambas
condiciones experimentales, empleando técnicas
electroquimicas y espectroscopicas.

2.2.3. Caracterizar fisica y quimicamente la superficie de los
biomateriales dentales metélicos, habiendo sido o no tratados
con los compuestos organicos potenciales inhibidores de la

corrosion, utilizando técnicas de microscopia y espectroscopia.
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2.2.4. Evaluar la respuesta biologica (biocompatibilidad vy
citotoxicidad) de los biomateriales dentales metélicos con y sin
tratamiento con los compuestos organicos ensayados, con

modelos experimentales in vitro utilizando lineas celulares.

La evaluacion de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de los
biomateriales dentales metalicos, sin 0 con tratamiento con los potenciales
inhibidores de la corrosion, realizando ensayos de laboratorio previo a su uso
en la practica clinica, permitird conocer su resistencia a la corrosion y
consecuente liberacion de iones, asi como también su biocompatibilidad. Los
potenciales inhibidores de la corrosion podrian utilizarse en un futuro para
disminuir o inhibir el biodeterioro de los materiales metalicos de uso
odontolégico, responsable de generar reacciones adversas en el organismo y

fallas en el producto médico.



Experimental
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SECCION A
ESTUDIO DE BIOCOMPATIBILIDAD EN BIOMATERIALES
DENTALES METALICOS

1. ALEACION BASE COBRE

Se estudio el proceso de corrosion de una aleacién base cobre de uso
odontoldgico y se comparé el comportamiento con el de su principal
componente, el cobre. Para la investigacion se emplearon técnicas
electroquimicas convencionales, técnicas espectroscépicas (microscopia
electronica de barrido, microscopia de energia dispersiva de rayos X, Yy
espectroscopia de absorcion atdmica) y microscopia optica. Se investigo el
efecto citotdxico de los iones liberados al medio agresivo como consecuencia
de la corrosion del metal empleando diferentes ensayos de biocompatibilidad
(formacion de colonias y de viabilidad celular). Para los ensayos de
citotoxicidad, se consider6 que el medio altamente toxico provocado por la
liberacion de iones metalicos, es un area apropiada para dilucidar las causas de
los diferentes comportamientos celulares en relacion con a) los iones liberados
por parte de una muestra metélica inmersa en el medio de cultivo (in situ) y b)
la presencia de sales en concentraciones equivalentes a la de los iones
metalicos liberados, ¢) asi como también la variacién del efecto citotoxico en

relacion a la distancia entre las células y la fuente de iones.

Sustratos metalicos. Aleacion. Aleacion base cobre Ventura Orcast
PLUS® (Macrodent S.A., Buenos Aires, Argentina) (ABCu) de composicion
(% p/p): Cu 81,5; Al 7,0; Ni 4,5; Fe 3,0; Mn 2,0; Zn 2,0. Para los diferentes
ensayos se utilizaron muestras de ABCu fundida de distintas formas: lamina,
disco, y barra. En todos los casos las muestras se obtuvieron siguiendo la
técnica del colado por la cera perdida (Macchi R.L., 2000), para lo cual se
realizaron patrones de cera con la forma adecuada para cada propdsito. Cobre.

Cobre electrolitico comercial, de pureza 99,99%.



Capitulo III. EXPERIMENTAL

Sales metélicas. Se utilizaron las sales metalicas de los elementos que
componen la aleacion ABCu: cloruro cuproso hexahidratado (CuCl,-6H,0),
cloruro de aluminio (AICIs), cloruro de niquel Il hexahidrato (NiCl,-6H,0),
cloruro ferroso hexahidrato (FeCl,-6H,0), cloruro de manganeso |l
tetrahidratado (MnCl,-4H,0) y cloruro de cinc (ZnCl,), de Merck Chemical
Co. (Darmstadt, Alemania). Previo a la preparacién de las soluciones de sales,
las mismas se secaron siguiendo las instrucciones dadas en el libro de Perrin y
Armarego (Perrin DD y Armarego WLF, 1988) en estufa (marca Heraeus,
modelo RVT 360) a presion reducida hasta peso constante y se almacenaron en
un desecador (a presion reducida y temperatura ambiente) hasta su inmediato

uso posterior.

Cultivo celular. Para los ensayos de citotoxicidad se utiliz6 la linea celular
derivada de osteosarcoma de rata (linea UMR 106) que se obtuvo
originalmente del Banco Americano de Células (ATCC, Rockville, MD, USA).
Las células se sembraron y crecieron en frascos para cultivo en monocapa (tipo
Falcon® T-25) conteniendo 10 ml de medio de cultivo D-MEM (MCC)
(GIBCO-BRL, Los Angeles, USA) enriquecido con 10% de suero fetal bovino
inactivado (Natocor, Carlos Paz, Cérdoba, Argentina), 50 1U/ml de penicilina 'y
50 pg/ml de estreptomicina (medio de cultivo completo). Las células se
mantuvieron en incubadoras a 37 °C en una atmosfera hiumeda con 5% CO,.
Para el recuento de células se utilizé una camara hemocitométrica de Neubauer
y la viabilidad se determin0 por la prueba de exclusion del colorante azul tripan
(Sigma, St. Louis, MO, USA).

Medios corrosivos. Se us6 el medio de cultivo celular D-MEM
enriquecido (MCC) (pH 7,0) y la saliva sintética de Fusayama modificada Il
(Fernandez Lorenzo de Mele M y Duffo G, 2002) (SS) (pH 4,77), compuesta
por (g/L): NaCl 0,40; KCI 0,40; CaCl, 0,80; NaH,PQO, 0,16; urea 1,00; KSCN
0,16. En este trabajo de tesis doctoral se decidio modificar la concentracién de
KSCN de la férmula original (0,3 g/L) por la concentracion real presente en la

saliva (0,16 g/L) segun Tsuge y colaboradores (Tsuge K y col., 2000). Los
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componentes de la SS fueron Anedra (Research AG, S.A., BA, Argentina)
grado analitico. Previo a la preparacion de SS, las sales se secaron segun
Perrin DD y Armarego WLF, 1988.

Técnicas empleadas. Se evalud el proceso de corrosion empleando
técnicas electroquimicas (curvas de polarizacion potenciodindmica lineal y
ciclica, y medidas de potencial a circuito abierto), microscopia 6ptica (MO) y
andlisis de energia dispersiva de rayos x (EDAX), mientras que la
concentracion de iones liberados se midio por espectrofotometria de absorcion
atobmica (EAA). El efecto citotoxico se estudid sobre células osteoblasticas

llevando a cabo ensayos de formacion de colonias y de viabilidad celular.

Preparacion de los sustratos metalicos. Para las experiencias de EAA se
usaron laminas de ABCu de 49 cm’ de area geométrica. Para los ensayos
electroquimicos se construyeron electrodos con barras cilindricas de cobre y de
ABCu de 40 mm de largo x 4 mm de diametro, soldadas a un alambre de cobre
y encapsuladas en Teflon dejando un area geométrica circular expuesta de
0,1256 cm?® Para los analisis de MO se utilizaron electrodos de ABCu,
mientras que para los ensayos EDAX se utilizaron discos de ABCu de 0,5 cm
de didmetro x 0,1 cm de altura, con un &rea de exposicion de 0,35 cm®. En los
ensayos de citotoxicidad se emplearon discos de ABCu de 0,4 cm de diametro
x 0,1 cm de altura, con un area de exposicion de 0,28 cm?.

Antes de cada ensayo las muestras de ABCu (electrodos, laminas y
discos) se desbastaron manualmente con papel de lija de carburo de silicio de
granulometria decreciente (electrodos y discos: 600, 1000 y 2500; laminas: 80,
220, 800 y 1200) humedecida con agua. Luego se sometieron a un pulido y
limpieza secuencial con el objetivo de obtener una superficie lisa a espejo:
pulido con pasta de diamante (electrodos y discos: 3 um; l&minas: 6 um) y
alimina (electrodos y discos: 1,0 um; 0,5 um y 0,3 um; laminas: 1,0 um y 0,3
um), lavado con agua, desengrasado con diclorometano (CI,CH,), lavado

ultrasonico final con agua y secado (electrodos Yy discos: con nitrégeno seco;
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laminas: con aire tibio). Se usaron inmediatamente después de la preparacion

de la superficie metalica.

Para la preparacion de todas las soluciones, SS, MCC vy para limpieza,
lavado y otros procedimientos se usé agua bidestilada y desionizada por el
sistema Milli Pore-MilliQ.

Temperatura de trabajo. Todas las experiencias se llevaron a cabo a 37 +
2°C.

1.1. Ensayos de corrosion
1.1.1. Curvas de polarizacion potenciodinamica

Se utilizé una celda convencional de vidrio Pyrex, con doble
camisa, de un compartimiento con tres electrodos, wusando un
potenciostato/galvanostato EG&G-PAR modelo 2734A conectado a una
computadora personal o a un registrador (Houston X-Y Recorder). La celda
electroquimica se termostatiz6 empleando un termostato marca Lauda. Como
electrodo de trabajo (ET) se usaron las muestras de ABCu o de cobre descritas
mas arriba. Como contraelectrodo (CE) se utiliz6 una chapa de platino de gran
area superficial (2 cm?) y como referencia (ER) un electrodo de calomel
saturado (ECS) colocado a través de un capilar Lugging. ElI ECS se verifico a
diario contra un electrodo calomel saturado comercial para asegurar la
confiabilidad de los experimentos. En este trabajo todos los potenciales estan
referidos al ECS.

Las medidas potenciodindmicas se realizaron en los electrolitos
SS (20 mL) o en MCC (20 mL), ambos desaireados con nitrogeno
inmediatamente antes de las medidas.

Con el objetivo de investigar el proceso de disolucion de la ABCu
en condiciones similares al medio ambiente bucal, se investigaron regiones de
pontencial cercanas al potencial a circuito abierto (PCA £ ca. 300 mV). Las
curvas de polarizacion para los electrodos de cobre y ABCu inmersos en SS o

en MCC se midieron siguiendo un procedimiento convencional. Los registros
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potenciodindmicos se llevaron a cabo a una velocidad de barrido de potencial
(v) de 5 mVs™, comenzando en -580 mV en direccién anddica hasta alcanzar
+50 mV. Antes de cada medida, el ET se sometié a una reduccién catddica
manteniéndose potenciostaticamente a -580 mV durante 60s, para reducir la
posible pelicula de 6xido formada en el aire durante el manejo del ET. La
polarizacién se inicié después de un tiempo (5 min) de inmersién del ET en el
medio electrolitico. El limite catddico seleccionado fue también adecuado para
detectar el posible efecto de especies conteniendo azufre (Protopopoff E y
Marcus P, 2003).

Para investigar el efecto del tiempo de inmersion sobre el proceso
de disolucion, previo a los experimentos potenciodinamicos, los electrodos
permanecieron inmersos en el medio electrolitico en reposo (MCC o SS)
durante periodos entre 30 min y 1440 min.

Todos los experimentos electroquimicos se realizaron por

triplicado.

1.1.2. Anadlisis superficial

Para llevar a cabo el andlisis superficial se utilizd un microscopio
Optico (Olympus Bx51, Olympus Corp., Tokio, Japon) conectado a una camara
digital (Olympus DP71, Olympus Corp., Tokio, Japén) y un espectrémetro de
energia dispersiva de rayos x (Philips 505 SEM; Sistema de captura de imagen
ADDA 11, unidad de deteccion EDAX, UTW). Los discos de ABCu, una vez
preparados como se describi6 mas arriba, se analizaron tanto con el
microscopio como con el espectrofotometro, antes y después de ser inmersos
durante 10 dias en SS (estéril, en reposo y a pH = 4,7) dentro de una estufa de
cultivo a 37 °C. Pasado este periodo de inmersion de 10 dias, los discos se
extrajeron y se lavaron con abundante agua, se secaron con nitrégeno seco y se

montaron en el microscopio o espectrometro sin ningdn otro tratamiento.

1.1.3. Determinacion de los iones liberados por ABCu al medio

agresivo
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Las ldaminas de ABCu fueron inmersas durante 24 h en SS (200
mL), (en reposoy a pH = 4,7) suspendidas con un hilo de nylon sin que toquen
las paredes del recipiente contenedor (Figura I11.1); la temperatura se mantuvo
a 37 °C dentro de una estufa de cultivo (marca Faeta S.A). Se eligié una SS con
bajo pH con el objetivo de simular la condicion de agresividad del pH
relacionado con la fermentacién de los azlucares de la dieta, productos
metabdlicos de la placa dental (Ardlin Bl y col., 2009), etc. Pasado el periodo
de inmersion (24 h), se midio la concentracion de los iones metélicos en el
medio SS (CP24h) por EAA empleando un espectrofotometro VARIAN
modelo SpectrAA55 (ndmero de serie EL99043438). Las condiciones
experimentales (gran area de la ldmina de metal, volumen de medio agresivo y

largo periodo de exposicion) se seleccionaron con el objetivo de detectar

Perforacion
para tanza

Perforaciones para
entrada de aire

Lamina
metalica

\H 4~ Medio corrosivo

Figura I11.1. Esquema del dispositivo usado para el analisis de los iones

liberados al medio corrosivo por EAA.

niveles de concentracion, de los iones analizados, mayores que sus limites de
deteccion dados por la sensibilidad del equipo usado para las medidas. Cada

ensayo se realizo por triplicado en experiencias independientes.

1.2. Ensayos de citotoxicidad
Se investigod el efecto citotoxico de los iones liberados por muestras

de ABCu y de sales metalicas. La adicion de las sales metalicas permitid
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estudiar el efecto de los iones individuales, asi como también combinaciones
de dos iones y la mezcla de todos los iones que componen la aleacién con el

objetivo de analizar posibles efectos sinérgicos.

1.2.1. Efecto de los iones metalicos liberados: ensayo de viabilidad

El efecto celular de los iones liberados por la ABCu se determiné
por tincion con naranja de acridina (NA). Para este andlisis se sembraron 4,5 x
10* células en cépsulas de Petri de 100 mm de didmetro y se cultivaron en
medio D-MEM completo (pH 7). Las células se mantuvieron en incubadora a
37 °C, en una atmdsfera himeda en una estufa de cultivo gaseada (5% de CO,),
durante 24 h. Al cumplirse este tiempo, se retir6 el medio de cultivo, se coloco
un disco de ABCu en el centro de cada cépsula e inmediatamente se
adicionaron 10 ml de medio de cultivo. Las células crecieron bajo estas
condiciones por diversos periodos de tiempo: 3, 24 y 48 h. Como control

negativo se uso un cultivo celular sin disco de ABCu. (Figura 111.2)

Control 3h 24 h 48 h

Figura 111.2. Cultivo de células UMR106, expuestas a discos de ABCu durante diferentes
tiempos (3 h, 24 h'y 48 h), a 37°C.

Para facilitar el andlisis
del efecto citotdxico en funcién de la
distancia desde la fuente de iones, el
area con ceélulas se dividio en o
regiones concéntricas alrededor del
disco metalico (Figura 111.3): Region .. . o
A, cercana al disco metalico (dividida  Fuente deiones metalicos
en Sub-Regiones Al, A2), By C (la Figura I11.3. Regiones alrededor del disco

o : de ABCu.

mas lejana). Los radios externos (r)
de las regiones son: ra; = 0,9 cm; ra; = 1,4 cm; rg = 2,4 cm; raz = 3,4 cm. Para

el control, al considerarse el crecimiento homogéneo en toda la capsula por
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igual, el area con células no se dividio en zonas. Transcurridos los diferentes
periodos de exposicion, se retiraron los discos de aleacién y el medio de
cultivo. Posteriormente, los cultivos celulares se lavaron con una solucion
buffer fosfato (SBP) (Gibco, Gaithersburg, MD, USA), compuesta por (g/L):
8,18 NaCl; 0,22 KCI; 1,06 PO4HNay; 0,2 PO4KH,. Luego, las células se
tiferon con 500 pL del colorante NA (Sigma, St Louis, MO, USA) y se
observaron con un fotomicroscopio de fluorescencia (ver Capitulo IlI,
SECCION A, inciso 1.1.2. Analisis superficial), con un amento de 10x. Las
células viables se identificaron por el color verde brillante. A partir de las
imagenes fotogréaficas se realizo el conteo de las células tefiidas por regiones
(Figura 111.3), a través del software Image J 1.42. Se contabilizaron un
promedio de diez campos por region.

Se realizaron dos ensayos independientes por duplicado para cada

punto experimental.

1.2.2. Efecto de los iones metalicos liberados: ensayo de formacion

de colonias celulares
El efecto de los iones liberados por la ABCu sobre la distribucion,
ndmero y tamafio de colonias celulares, se estudié mediante ensayos de
formacion de colonias o ensayo clonogénico. Para este andlisis, las células se
sembraron en una capsula de Petri (100 mm de didmetro) en medio de cultivo
completo y en presencia de un disco de ABCu en el centro de cada capsula, en
las condiciones detalladas en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.2.1. Efecto de
los iones metélicos liberados: ensayo de viabilidad. Luego de 7 dias de
incubacion, se retiraron los discos de aleacion y el medio de cultivo.
Posteriormente, los cultivos celulares se lavaron con solucion tampon (SBP).
Las colonias se fijaron con metanol absoluto:acido acético glacial (3:1) y
tifieron con naranja de acridina (como se describe en Capitulo 111, SECCION A,
inciso 1.2.1. Efecto de los iones metalicos liberados: ensayo de viabilidad).
Posteriormente se llevd a cabo la observacion con un fotomicroscopio de
fluorescencia y un amento de 10x. A partir de las imagenes fotograficas se

determind con el software Image J 1.42 el tamafio y numero de colonias,
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considerando colonias pequefias (diametro < 95 um) y colonias grandes
(diametro > 95 um) en cada una de las regiones concentricas alrededor del
disco.

Se realizaron dos ensayos independientes por duplicado para cada

punto experimental.

1.2.3. Citotoxicidad de los iones metalicos: ensayo de rojo neutro

El efecto celular de los iones liberados por la ABCu se determin6
por el ensayo de rojo neutro utilizando los iones metalicos en forma de sales
disueltas en MCC. Los valores de concentracién de los iones (valores CP8h) de
las sales metalicas se prepararon a partir de los datos obtenidos del analisis de
EAA (CP24h) descrito mas arriba, asumiendo la disociacion total de cada sal.
Los valores CP8h se calcularon suponiendo la exposicién de una muestra de 3
cm? de area geométrica a 1 mL de saliva sintética durante un periodo de 8 h
(horas de suefio) y una relacion lineal entre la concentracion y el tiempo de
inmersion y la concentracion y el area expuesta. Se estudié el efecto de los
iones individuales, asi como también el de la combinacién Al-Zn y de la
mezcla de todos los iones en un intervalo de concentraciones de CP8h a CP8h
X 60.

Para el ensayo de rojo neutro se sembraron en placas de 96 pozos
2,7 x 10° células/pocillo y se cultivaron en medio D-MEM completo (pH 7).
Las células se mantuvieron en las mismas condiciones que las descritas en
Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.2.1. Efecto de los iones metalicos liberados:
ensayo de viabilidad, por un tiempo de 4 h. Transcurrido este tiempo, se
removié el medio de cultivo por inversion de la placa de cultivo y se
adicionaron 100 puL de MCC conteniendo las diferentes concentraciones de
iones metalicos. Después de 24 h, se removio el medio de cultivo y se adiciono
MCC conteniendo 40 pg/mL de colorante RN (Sigma, St. Louis, MO, Estados
Unidos). Luego de 3 h de incubacion, las células se lavaron con SBP. El
colorante se extrajo adicionando 0,1 mL de una soluciéon acuosa de &cido
acético 1% v/v en 50% de etanol v/v. Por dltimo, se utilizd un

espectrofotometro para microplacas ELISA (pQuant BioTek, Estados Unidos)



Capitulo III. EXPERIMENTAL 64

para la medicion de la absorbancia a 540 nm. Como control positivo se uso

etanol (7% v/v). El porcentaje de citotoxicidad se calcul6 segun la ec. 111.1.

[(A-B) / A] x 100 (ec. 111.1)

donde A y B son las absorbancias del control negativo y de las células tratadas,
respectivamente.

Cada ensayo se repitié en dos experiencias independientes, cada
uno incluyé 16 pocillos (32 pocillos en total para cada concentracion

analizada).

1.2.4. Analisis estadistico de los datos
Los datos se analizaron usando la prueba de One-way-ANOVA y
la de comparaciones multiples; esta ultima se llevd a cabo realizando el ajuste
de los valores p por el método de Bonferroni. (Martin Andrés A y Luna del
Castillo JD, 2004) EIl analisis estadistico se realiz6 con el programa Statistica
7.0. (Statsoft, Inc., Tulsa, OK) Se consider6 diferencia estadisticamente

significativa a un p < 0,001.
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SECCION B

CITOTOXICIDAD Y  GENOTOXICIDAD DE LOS
COMPUESTOS ORGANICOS ENSAYADOS COMO
PROTECTORES DE BIOMATERIALES DENTALES
METALICOS CONTRA LA CORROSION

1. TDZ

1.1. Determinacién de la citotoxicidad y genotoxicidad
Para que un compuesto organico pueda ser usado como inhibidor de
la corrosion de biomateriales dentales metalicos, debe poseer baja toxicidad y
no provocar reacciones adversas en el organismo y debe ser ecolégicamente
benigno (Capitulo I, SECCION E, inciso 1. Inhibidores de la corrosion y
formacion de peliculas protectoras). Por lo tanto, se determind el limite de
toxicidad de TDZ antes de evaluar su efectividad como inhibidor de la

corrosion en medios bioldgicos simulados (saliva sintética).

Sintesis de TDZ. TDZ se sintetizd, purifico e identifico segun el
procedimiento propuesto por nuestro grupo de trabajo (Svartman EL y col.,
2006).

Solventes y soluciones empleadas. TDZ se solubiliz6 en DMSO
Merck p.a. (Quimica Argentina SAIC, BA, Argentina), para luego ser diluido
en el MCC. El intervalo de concentraciones de TDZ investigado se selecciond
de manera de incluir la concentracion (0,65 uM) a la cual dicho compuesto
resultdé con poder inhibidor sobre la corrosion de cobre en medio acido
(Barbosa MR y Mirifico MV, 2006; Becker MD y col., 2004; Jordan Dansilio
MA, 2004; Becker MD, 2004; Montafia AN, 2003); y concentraciones mas altas
qgue pudieran ser utilizadas para alcanzar un mayor efecto protector. Las
concentraciones de TDZ estudiadas fueron: 0,57; 1,16; 1,72; 2,94; 5,63 y 12,50
MM. La concentracion final del solvente DMSO en el medio de cultivo no

superé el 1% v/v para todos los tratamientos en los distintos ensayos.
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Cultivo celular. Para los ensayos de citotoxicidad se utilizo la linea
celular CHO-K1 que se obtuvo originalmente del Banco Americano de Células
(ATCC, Rockville, MD, USA). Las células se sembraron, crecieron y
mantuvieron segin lo descrito en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1. Aleacion
base cobre, con la salvedad de que en este caso se utilizo el medio de cultivo
Ham-F10 (GIBCO-BRL, Los Angeles, Estados Unidos) enriquecido de igual
manera que el medio D-MEM (medio de cultivo completo). Simultdneamente a
los cultivos en presencia de TDZ se incluyeron los controles negativos
(cultivos sin tratamiento y tratados con el solvente DMSO 1% v/v) y positivos

(cultivos tratados con etanol 7% v/v).

Técnicas empleadas. Ensayos de rojo neutro (RN), aberraciones

cromosomicas (AC), indice mitético (IM) y formacion de colonias (FC).

El agua empleada para la preparacion de todas las soluciones,
medios bioldgicos, limpieza, lavado y otros procedimientos, fue también para
esta parte del trabajo de tesis doctoral, agua bidestilada y desionizada por el
sistema Milli Pore-MilliQ.

1.1.1. Ensayos de citotoxicidad
1.1.1.1. Rojo Neutro

Para este anélisis se sembraron en placas de 96 pozos 2,7 x 10°
células/pocillo y se cultivaron en medio Ham-F10 completo. Las células
crecieron, durante 4 h, segin lo descrito en Capitulo 11l, SECCION A,
incisol.2.3. Citotoxicidad de los iones metalicos: ensayo de rojo neutro.
Transcurrido este tiempo, se removio el medio de cultivo y se adicionaron 100
pL de MCC conteniendo una concentracion conocida de TDZ (Figura 111.4).
Después de 24 h, se continud con el ensayo tal como se describe Capitulo 1lI,
SECCION A, incisol1.2.3. Citotoxicidad de los iones metélicos: ensayo de rojo

neutro. El porcentaje de citotoxicidad se calculd segun la ec. 111.1.
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Figura 111.4. Cultivo de células CHO-K1, expuestas a diferentes concentraciones (UM) de
TDZ, durante 24 h, a 37 + 2 °C.

1.1.1.2. Formacion de colonias celulares

Para este analisis se siguieron los mismos pasos y se trabajo en las
condiciones detalladas en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.2.2. Efecto de los
iones metdlicos liberados: ensayo de formacién de colonias celulares; pero se
utiliz6 el medio de cultivo Ham-F10 completo conteniendo diferentes
concentraciones de TDZ (Figura 111.5). Luego de 7 dias de incubacion, se
removid el medio de cultivo y se lavaron las células adheridas con SBP. Las
colonias se fijaron segtn lo descrito en Capitulo 111, SECCION A, inciso1.2.2.
Efecto de los iones metélicos liberados: ensayo de formacion de colonias
celulares; vy tifieron con Giemsa. El porcentaje de supervivencia celular se

calcul6 segun la ec. 111.2.

[a/Db] x 100 (ec. 111.2)

donde a corresponde al namero de células vivas tratadas con TDZ y b al de

células vivas en el control negativo tratadas con DMSO.

e = = = =

Control DMSO 0,57 1,16 1,72 2,94 5,63 12,5

Figura I11.5. Cultivo de células CHO-K1, expuestas a diferentes concentraciones (0,57 —
12,5 uM) de TDZ, durante 7 dias, a 37 + 2 °C.

1.1.1.3. Analisis estadistico de los datos
Los datos se analizaron usando la prueba de One-way-ANOVA y

la de comparaciones multiples; esta ultima se llevé a cabo realizando el ajuste
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de los valores p por el método de Bonferroni (Martin Andrés A y Luna del
Castillo JD, 2004). El analisis estadistico se realizo con el programa Statistica
7.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK).

1.1.2. Ensayos de genotoxicidad
1.1.2.1. Pruebas de aberraciones cromosomicas estructurales e indice
mitotico
Para estos ensayos se sembraron 3,5 x 10° células/mL en frascos
T-25, en medio de cultivo completo (Ham-F10) conteniendo diferentes
concentraciones de TDZ. (Figura 111.6) Las células se incubaron durante 12 h,
y 2 h antes de la fijacion se agreg6 colchicina (Merck) al medio de cultivo
(concentracion final 0,1 pg/mL) para detener la division celular en metafase.
Las células se fijaron con metanol absoluto:&cido acético glacial (3:1) y se
extendieron utilizando la técnica de secado al aire siguiendo protocolos de
rutina (Tjio J y Levan A, 1956). Posteriormente se llevo a cabo la observacién
al microscopio (ver Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.1.2) con un objetivo
10x y se evaluaron para aberraciones cromosomicas estructurales un total de
300 metafases por tratamiento (100 por repeticion) y para el indice mitdtico un
total de 3000 células por cada punto experimental. Los cambios en el IM se
expresaron como un factor (f) (ec. 111.3) definido como la relacion entre el IM
de las células tratadas (IMy) y el IM de las células control tratadas con DMSO
IM¢). (Miller BM y Adler ID, 1998)

f=IM¢/ IM, (ec. 111.3)
e S o, S S —
Control DMSO 0.57 116 v : SO
LL’T _- “tx‘i\}‘;‘?
. e S e N E—.
1,72 2,94 5,63 12,5

Figura I11.6. Cultivo de células CHO-K1, expuestas a diferentes concentraciones de TDZ (0 —
12,5 uM), durante 12 h, a 37 + 2°C.
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1.1.2.2. Anadlisis estadistico de los datos

Los datos se analizaron usando el test de y°.
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SECCION C

EFECTO DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS COMO
PROTECTORES SUPERFICIALES DE BIOMATERIALES
DENTALES METALICOS

1. COBRE

Para proteger el metal frente a la corrosion en un medio agresivo como es
la saliva, se probaron TDZ y DMSO. Ambos compuestos han mostrado actuar
como inhibidores de la corrosion de cobre y de acero al carbono,
respectivamente (Barbosa MR y Mirifico MV, 2006; Becker MD y col., 2004;
Jordan Dansilio MA, 2004; Becker MD, 2004; Montafia AN, 2003; Madhavan
K'y col., 2001) y en cuanto a su toxicidad, segln resultados obtenidos en este
trabajo de Tesis doctoral, TDZ es capaz de garantizar los minimos efectos
adversos utilizandolo por debajo de su limite umbral (1,16 puM), mientras que
la baja toxicidad de DMSO ha sido informada en la literatura (Pérez-Pastén R
y col., 2006).

Sustratos metalicos. Se utilizaron barras cilindricas (cobre electrolitico
comercial 99,99%) tanto para estudiar el efecto de DMSO como de TDZ y
laminas de cobre (99,7%, Merck, Quimica Argentina SAIC, BA, Argentina)
Unicamente para el estudio con DMSO.

Solventes y soluciones empleados para la proteccion del metal. Se
prepararon soluciones patrones de TDZ (3,13 mM) en DMSO Merck p.a.
(Quimica Argentina SAIC, BA, Argentina). Se evalud TDZ en el intervalo de
concentracion 0,21 — 1,16 uM. Para la investigacion del efecto de DMSO
como protector de las superficies metalicas frente a la corrosion, se emplearon
solventes comerciales de diferentes procedencias: DMSO Anedra r.a.
(Research AG, S.A., BA, Argentina), Merck p.a. (Quimica Argentina SAIC,
BA, Argentina), y Fluka p.a. (Sigma-Aldrich Co., Argentina). Ademas, se
emplearon soluciones de sulfuro de dimetilo (160 ppm) (SDM, Merck Quimica
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Argentina SAIC, BA, Argentina) y disulfuro de dimetilo (200 ppm) (DSDM,
Sigma-Aldrich Co., Argentina.) en DMSO Merck p.a.. Todos los solventes se
utilizaron como se recibieron, sin purificacién adicional, pero su pureza se

control6 por cromatografia gaseosa con detector de espectrometria de masas.

Medio corrosivo. Como medio corrosivo (MC) se selecciond la saliva
sintética de Baron (Baron C y col., 1978), de composicién (g/L): 6,0 NaCl; 0,3
KCI; 0,2 CaCl, y 3,1 de &cido lactico. La presencia de este Ultimo compuesto le
da sus caracteristicas acidas (pH = 2,6). Volumen empleado en la celda
electroquimica: 20 mL. Los componentes del medio corrosivo fueron Anedra
(Research AG, S.A., BA, Argentina) grado analitico. Previo a la preparacion de
del MC, las sales y el acido lactico se secaron segun Capitulo 111, SECCION A,

inciso 1. Aleacion base cobre; hasta su inmediato uso posterior.

Técnicas empleadas. Para estudiar el efecto de TDZ como protector de
cobre se midieron las curvas de polarizacion potenciodindmica ciclica y lineal.
Para investigar el efecto de DMSO, ademas, se empleo la medida del potencial
a circuito abierto (PCA), la microscopia 6ptica (MO), y espectroscopia
fotoelectronica de rayos x (XPS) para los analisis superficiales. Por
espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) se midié la concentracion de
iones cobre liberados al medio corrosivo (cobre soluble) y mediante la
cromatografia gaseosa - espectrometria de masa (CG-EM) se control6 la pureza
de DMSO de diferentes procedencias, empleados para proteger al cobre frente

a la corrosioén en la saliva sintética.

Los resultados obtenidos para el metal protegido con el inhibidor o en los
experimentos realizados en presencia del potencial inhibidor de corrosién en el
medio corrosivo se compararon con los obtenidos para el metal sin proteger o

en ausencia del potencial inhibidor en el medio corrosivo (ensayos blanco).

Cada experimento electroquimico se realizo al menos por triplicado para

verificar su reproducibilidad.
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Preparacion de las muestras de cobre. Para los experimentos
electroquimicos y los andlisis de MO, los electrodos de trabajo se construyeron
a partir de una barra de cobre electrolitico que se cortd en secciones para
obtener barras cilindricas de 40 mm de largo x 4 mm de diametro. Las barras se
soldaron a un alambre de cobre y luego se encapsularon en Teflén dejando un
4rea geométrica circular expuesta de 0,216 cm? (Capitulo I1l, SECCION A,
inciso 1. Aleacion base cobre).

Para los ensayos de XPS se usaron laminas de cobre de 0,5cm x 1,0 cm y
para las experiencias de EAA se usaron laminas de cobre de 1,8 cm x 3,5 cm
(4rea geométrica expuesta 12,6 cm?). En cada experimento XPS y EAA se
emplearon laminas de cobre nuevas.

Antes de cada medida electroquimica, de XPS y de andlisis por MO, y
previa inmersion en MC, las muestras de cobre se desbastaron, pulieron,
limpiaron y secaron siguiendo el procedimiento descrito para las laminas de
ABCu en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1. Aleacion base cobre. En el caso
de las experiencias de EAA, antes de cada ensayo las laminas de cobre se
sumergieron en acetona y se sometieron a un proceso de limpieza con
ultrasonido (30 s), se enjuagaron con agua, se dejaron inmersas en H,SO4 5%
v/v durante 60 s, y finalmente nuevamente se sonicaron sumergidas en agua y

se secaron con aire tibio (Schwartz M, 2003).

Tratamiento de las superficies de las muestras de cobre. Luego de ser
debidamente preparadas, las superficies de las muestras de cobre para el
estudio del efecto de DMSO como inhibidor, se trataron por inmersion durante
diferentes tiempos (10 - 1260 min) tanto en DMSO de distintas procedencias
como en soluciones de sulfuro de dimetilo (SDM) y de disulfuro de dimetilo
(DSDM) en DMSO (Merck p.a.) de alta pureza, en reposo y sin desairear.

Las superficies de las muestras de cobre para el estudio del efecto de TDZ
como inhibidor, se trataron por inmersion durante 30 y 180 min en la solucién
de TDZ (3,13 mM) en DMSO (Merck p.a.) de elevada pureza, en reposo y sin

desairear. Durante el procedimiento todas las muestras de cobre se dispusieron
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de modo tal de evitar que contactaran con las paredes del recipiente que
contenia al compuesto organico en solucion para el tratamiento.

Cumplido el tiempo de tratamiento, las muestras para XPS y MO se
lavaron con agua y secaron con aire tibio. Aquellas utilizadas para EAA se solo
se lavaron con abundante agua, y para los experimentos electroquimicos se

lavaron con abundante agua y enjuagaron con el medio corrosivo.

El agua empleada para la preparacion de todas las soluciones, medios
bioldgicos, limpieza, lavado y otros procedimientos fue bidestilada y

desionizada Capitulo 111, SECCION A, inciso 1. Aleacion base cobre.

Temperatura de trabajo. Todos los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente (25 = 3 °C).

1.1. Efecto de DMSO como protector del cobre frente a la

Corrosion
1.1.1. Medidas electroquimicas
1.1.1.1. Curvas de polarizacion potenciodinamica lineal y ciclica

Las técnicas electroquimicas se llevaron a cabo como se
describié en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.1.1. Curvas de polarizacion
potenciodiamica, pero utilizando como ET la muestra de cobre detallada mas
arriba.

Las curvas de polarizacion potenciodinamica (CsPP) para el
electrodo de cobre recién pulido (sin tratar) y del electrodo tratado con DMSO,
medidos en la solucidn electrolitica (MC) naturalmente aireada y en reposo (20
mL), en ausencia y en presencia de DMSO, se obtuvieron siguiendo un
procedimiento convencional. Los registros potenciodinamicos se llevaron a
cabo en las condiciones descritas en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.1.1,
Curvas de polarizacion potenciodiamica, pero el limite de potencial anddico
fue +20 mV. También, antes de cada registro, el ET no tratado con el inhibidor

se sometié a una reduccion catédica manteniéndose potenciostaticamente a
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-580 mV durante 60s, para reducir la posible pelicula de 6xido formada en el
aire durante la manipulacién del electrodo.

Las CsPP se midieron luego de la inmersion en el MC del ET
expuesto a diferentes condiciones:

a) inmediatamente luego de la reduccién catddica (-580 mV, 60s) del ET
recién pulido y sin ningan tratamiento, inmerso en MC sin y con
agregado de DMSO Fluka p.a. (35 a 70 mM);

b) luego del tratamiento del ET por inmersion (diferentes tiempos) en
DMSO de diferentes grados de pureza y en soluciones de SDM o de
DSDM en DMSO (Merk, p.a.) de elevada pureza;

c) luego de la inmersion sucesiva de ET en DMSO Fluka p.a. (60 min.) y
en MC (60 min.).

En todos los experimentos, la eficiencia de inhibicion se

calcul6 segun la ec. 111.4.

EI% = 100 [(Icontr()]_ I|nh) / Icontr()]] (eC III4)

donde leontror €S la intensidad de corriente medida para el ET no tratado
sumergido en el MC e Iy, la intensidad de corriente medida para el ET no
tratado sumergido en el MC conteniendo diferentes concentraciones de DMSO
o0 para el ET con su superficie modificada mediante el tratamiento por
inmersion en DMSO o por inmersion en soluciones de SDM y de DSDM en
DMSO.

1.1.1.2. Medida de potencial a circuito abierto
El PCA para el ET recién pulido sin y con tratamiento, por
inmersion en DMSO durante 60 min, se registré en funcién del tiempo en el
MC (20 mL) y en una solucion de NaCl 0,1 M (pH = 2,6; HCI) (ambas
soluciones bajo condiciones de reposo y naturalmente aireadas), durante un
periodo de 1100 min. Las medidas se realizaron en la celda electroquimica
mencionara arriba (Capitulo I1l, SECCION A, inciso 1.1.1. Curvas de

polarizacion potenciodinamica) y para la medida de potencial se empled un
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multimetro digital (Mastech® M-832) de elevada resistencia frente a la

circulacién de corriente, vs. ECS.

1.1.2. Analisis Superficial
1.1.2.1. Microscopia Optica

Para observar las superficies metalicas se utilizd un
microscopio éptico (Olympus Bx51, Olympus Corp., Tokio, Japon) conectado
a una camara digital (Olympus DP71, Olympus Corp., Tokio, Japon). Previo al
analisis, algunos electrodos (sin tratar y tratados con DMSO Fluka p.a. durante
60 min) fueron sometidos a una polarizacion anddica desde -580 mV hasta -30
mV (a baja velocidad de barrido de potencial 5 mVs™) y otros no se sometieron

a oxidacion electroquimica.

1.1.2.2. Espectroscopia fotoelectronica de rayos x

Las ldminas de cobre se trataron por inmersiéon en DMSO
Fluka p.a. (180 min.), DMSO Merck p.a. (180 min.), DMSO Anedra r.a. (180
min.), en una solucién en DMSO Merck p.a. conteniendo 160 ppm de SDM
(60 min.) y en una solucién en DMSO Merck p.a. conteniendo 200 ppm de
DSDM (60 min). Los resultados se analizaron y compararon con los de las
muestras sin tratar. Los espectros se midieron a temperatura ambiente usando
una fuente de MgKa,, (1253,6) XR50, Specs GmbH y un analizador de
energia hemisférico PHOIBOS 100, Specs GmbH. Se utiliz6 un pasaje de
energia de 40 eV.

1.1.3. Estudio de la pureza de DMSO
1.1.3.1. Cromatografia gaseosa — espectroscopia de masas

Para este estudio se utilizd un cromatografo de gases que tiene
acoplado un detector de espectrometria de masas (GC-EM) para separar,
identificar y cuantificar las impurezas presentes en los DMSO de diferentes
procedencias y en las soluciones de SDM o DSDM en DMSO Merck p.a.. Se
analizo DMSO Anedra r.a., DMSO Fluka p.a., DMSO Merck p.a. y soluciones
de SDM y DSDM en DMSO (Merck p.a.) (Figuras 111.7 y 111.8).
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El analisis se llevo a cabo usando un CG (Perkin Elmer, Clarus
500) acoplado a un EM (Perkin Elmer, Clarus 560D) como detector, equipado
con una columna capilar Elite-5MS (30 m; 0,25 mm didmetro interno; 0,25 um
espesor). La temperatura del inyector y de la linea de transferencia fue 200 °C
y se usé helio como gas portador con un flujo de 1 mL/min — Split: 30; tiempo
de corrida: 12 min. La temperatura programada del horno fue: temperatura
inicial: 45 °C (7 min), temperatura final: 200 °C (0 min), con una velocidad de
calentamiento de 40 "C/min. Las condiciones de trabajo del EM fueron solvent
delay: 4-12 min y EM scan: PM: 35-400g/mol.

Las impurezas observadas (SDM y DSDM) se cuantificaron
(ver Capitulo 1V, SECCION C, inciso 1.1.1.1.2. Efecto del tratamiento
superficial de cobre por inmersion en DMSO. Tabla IV.3) construyendo las
curvas de calibracion correspondientes (area bajo la curva de cromatograma
correspondiente a cada compuesto vs. concentracion del compuesto en

soluciones patrones de concentracion exactamente conocidas).

20 100 | tiempo de retencién: 3,28 min
disulfuro de dimetilo (DSDM!
g 15 ] (U 80 ]
= o
c
© 10 | % 60 1 tiempo de retencion: 1,58 min
© S sulfuro de dimetilo (SDM)
g = 40 4
o = \V
< 5 2
20 1 Mﬂw
0 Wwwwwwmmwwww
: : : 0 ‘ ‘ ‘
0 ! 2 3 4 0 1 2 3 4
tiempo de retencién / min tiempo de retencién / min
Figura I11.7. Cromatograma de Figura 111.8. Cromatograma de
impurezas de DMSO Merck p.a. impurezas de DMSO Anedrar.a.

1.1.4. Determinacion de iones metélicos liberados al medio corrosivo
1.1.4.1. Espectrofotometria de absorcién atomica
Para llevar a cabo esta investigacion se analizaron muestras de
cobre recientemente pulidas (no tratadas) y muestras de cobre pulidas y

tratadas por inmersion en DMSO (Fluka p.a.), durante 24 h (ver Capitulo IlI,
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SECCION C, inciso 1. Cobre), para luego ambos tipos de muestras ser
inmersas en el MC (70 mL en reposo y naturalmente aireado, a 25 + 2°C)
suspendidas con un hilo de nylon (Figura I111.1), durante periodos de
exposicion comprendidos entre 1440 y 5610 min. Pasados estos periodos de
inmersion, se tomaron alicuotas de 50 mL exactamente medidos de la
solucion, se evapor0 el solvente a presion reducida a 30°C hasta obtener un
volumen exactamente conocido de la solucion concentrada. Para determinar la
concentracion de iones cobre liberados por las muestras de cobre sin tratar y
tratadas al MC (concentracién de cobre soluble), se us6 un espectrometro de

absorcion atomica con llama (Shimadzu AA-6650, Kyoto, Japan).

1.2. Efecto de TDZ como protector del cobre frente a la

Corrosion
1.2.1. Medidas electroquimicas
1.2.1. Curvas de polarizacion potenciodindmica lineal y ciclica

Las medidas de las CsPP se realizaron como se describe en
Capitulo 111, SECCION C, inciso 1. Cobre.

Las CsPP se midieron luego de la inmersién en el MC del ET
expuesto a diferentes condiciones:

a) inmediatamente luego de la reduccion catodica (-580 mV, 60s) del ET
recién pulido y sin ningun tratamiento, inmerso en MC sin y con
agregado de TDZ en diferentes concentraciones (0,21; 0,42; 0,63; 0,83;
1,04y 1,16 uM);

b) luego del tratamiento del ET por inmersién (30 y 180 min) en solucién
TDZ (3,13 mM) en DMSO (Merck p.a.) de elevada pureza.

En todos los experimentos, la eficiencia de inhibicion se calculd
segun la ec. 111.4. donde I,y corresponde a la intensidad de corriente medida
para el ET no tratado sumergido en el MC conteniendo diferentes
concentraciones de TDZ o para el ET con su superficie modificada mediante el

tratamiento por inmersién en solucion TDZ en DMSO.

1.2.2. Analisis superficial
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1.2.2.1. Espectroscopia fotoelectronica de rayos x
Las ldminas de cobre se trataron por inmersion en solucion
TDZ (3,13 mM) en DMSO (Merck p.a.) (180 min.). Los resultados se
analizaron y compararon con los de las muestras sin tratar. Los espectros se
midieron a temperatura ambiente usando una fuente de MgKaoa,, (1253,6)
XR50, Specs GmbH y un analizador de energia hemisférico PHOIBOS 100,
Specs GmbH. Se utiliz6é un pasaje de energia de 40 eV.

2. ALEACION BASE COBRE

Para proteger la ABCu frente a la corrosion en un medio agresivo como es
la saliva, se investigé el enjuague bucal Periodent® (ver abajo) a base de
digluconato de clorhexidina y xilitol. También se estudio el efecto de sus
principales componentes: clorhexidina y su forma salificada (digluconato de
clorhexidina), xilitol y cloruro de cetilpiridinio. La estructura quimica de los
compuestos Y la baja toxicidad que presentan (Capitulo I, SECCION E, inciso
2.3. Enjuague bucal a base de digluconato de clorhexidina y xilitol) sugieren la
posibilidad de ser empleados como inhibidores de corrosién. (Lee LW, 1990;
Negroni M, 2009; Bordoni N y col., 2010)

Sustratos metdlicos. Se utilizd la ABCu, empleandose para los diferentes
ensayos muestras de aleacion fundida, y con distintas formas: barra, disco,

lamina (ver Capitulo 111, SECCION A, inciso 1. Aleacion base cobre)

Soluciones empleadas para la proteccion del metal. Se utilizo el enjuague
bucal, de composicion (%p/v): digluconato de clorhexidina 0,12%, xilitol 10%,
cloruro de cetilpiridinio, sorbitol, propilenglicol, neoesperidina dihidrocalcona,
y azul brillante FCF (C.1. 42090).

Se prepararon soluciones acuosas de sus compuestos principales:
digluconato de clorhexidina al 0,12% p/v, xilitol al 10% p/v, cloruro de
cetilpiridinio al 0,5% p/v y una combinacion (p/v) de digluconato de
clorhexidina 0,12% junto con xilitol 10% vy cloruro de cetilpiridinio 0,5%. El

enjuague bucal y sus componentes fueron provistos por Grimberg Dental
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Center, S.A. También se evalud el efecto de la clorhexidina (Sigma Aldrich
Chemical Company) al 0,15% p/v empleando una solucion de clorhexidina
(3,13 mM) disuelta en DMSO (Merck p.a.).

Cultivo celular. Para el ensayo celular se utilizo la linea derivada de
osteosarcoma de rata (linea UMR 106) que se obtuvo originalmente de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (CACT) (Rockville, MD, USA). Las
celulas se sembraron, crecieron y se mantuvieron segln lo descrito Capitulo
111, SECCION A, inciso 1. Aleacion base cobre.

Medios corrosivos. Se usd la saliva sintética de Fusayama modificada Il
(Fernéndez Lorenzo de Mele M y Duffé G, 2002) (SS) (pH 4,77), cuya
composicion se describe en Capitulo 11, SECCION A, inciso 1. Aleacion base
cobre. Los componentes de la SS fueron Anedra (Research AG, S.A., BA,
Argentina) grado analitico; los mismos se secaron y almacenaron previo a la
preparacion del medio corrosivo, segin lo detallado en Capitulo 111, SECCION
A, inciso 1. Aleacion base cobre. Para el ensayo celular se usé el MCC D-
MEM enriquecido (pH 7,0) (ver Capitulo 111, SECCION A, inciso 1. Aleacion

base cobre).

Técnicas empleadas. Para estudiar el efecto protector del enjuague bucal y
de los diferentes compuestos organicos, se utilizaron las técnicas
electroquimicas: curvas de polarizacion potencisotatica lineal anddica y ciclica,
y medida del potencial a circuito abierto (PCA). Los analisis superficiales se
llevaron a cabo a través de la microscopia Optica (MO), microscopia
electronica de barrido (SEM) acoplada a un espectrometro de energia
dispersiva de rayos x (EDAX) y mediante la espectroscopia fotoelectrénica de
rayos x (XPS). La concentracion de iones liberados al medio corrosivo se
midié por EAA. Cada experimento electroquimico se realiz6 al menos por
triplicado para verificar la reproducibilidad de los datos. El ensayo celular se
Ilevd a cabo mediante la metodologia fluorescente de naranja de acridina. Los

resultados obtenidos para el metal protegido o en presencia del potencial
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inhibidor de corrosion en el medio corrosivo se compararon con los ensayos

blanco.

Preparacion de los sustratos metalicos. Para las experiencias de EAA se
usaron laminas de ABCu de 49 cm? de &rea geométrica, para los ensayos
electroquimicos y de MO se construyeron electrodos con barras cilindricas de
ABCu de 4 mm de largo por 0,4 mm de didmetro, soldadas a un alambre de
cobre y encapsuladas en Teflon dejando un area geométrica circular expuesta
de 0,1256 cm®. Mientras que para los ensayos con células y para el analisis
superficial (SEM-EDAX y XPS) se utilizaron discos de ABCu 0,4 cm de
didmetro x 0,1 cm de altura, con un &rea de exposicion de 0,28 cm?.

Antes de cada ensayo y previa inmersion en SS, las muestras de ABCu se
desbastaron mecanicamente segin lo descrito en Capitulo 111, SECCION A,

inciso 1. Aleacién base cobre.

Tratamiento de las superficies de las muestras de ABCu. Luego de ser
debidamente preparadas las superficies de las muestras de aleacidén (ver
Capitulo 111, SECCION A, inciso 1. Aleacion base cobre) se trataron por
inmersion, a temperatura ambiente (25 + 3 °C), durante diferentes tiempos, en
el enjuague bucal o en soluciones de: digluconato de clorhexidina (DGCH), de
clorhexidina (CH), de xilitol (XL), de cloruro de cetilpiridinio (CCP) y en la
mezcla de algunos de ellos. Durante el procedimiento las muestras de ABCu se
dispusieron de modo tal de evitar que contactaran con las paredes del recipiente
que contenia el enjuague bucal o la solucion del compuesto organico para el
tratamiento de la aleacion. Cumplido el tiempo de tratamiento, las muestras
para XPS y SEM-EDAX se lavaron con agua y secaron con nitrégeno puro y
seco. Aquellas utilizadas para EAA sodlo se lavaron con agua, mientras que las
muestras para los experimentos electroquimicos se lavaron con agua y

abundante cantidad de medio corrosivo.

Las caracteristicas del agua empleada para la preparacion de todas las

soluciones, medios corrosivos, asi como para la limpieza, lavado y otros
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procedimientos, fue la indicada en Capitulo 1l1l, SECCION A, inciso 1.
Aleacion base cobre. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 37 £ 2 °C, a

menos que se indique otra temperatura.

2.1. Efecto del enjuague bucal y de sus principales
componente como protectores de ABCu frente a la

COrrosion
2.1.2. Medidas electroquimicas
2.1.2.1. Curvas de polarizacion potenciodinamica lineal y ciclica
Estos experimentos se llevaron a cabo en las condiciones
detalladas en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.1.1. Curvas de polarizacion
potenciodinamica. Las medidas se realizaron en SS (20 mL) desaireada por
burbujeo de nitrogeno.
Las curvas de polarizacion potenciodindmica se midieron
luego de la inmersion en el MC del ET expuesto a diferentes condiciones:
a) inmediatamente luego de la reduccién catdédica (-580 mV, 60s) del ET
recién pulido y sin ningun tratamiento, inmerso en MC;
b) luego del tratamiento del ET por inmersion (diferentes tiempos) en el
enjuague bucal o en sus principales componentes en solucién.
En todos los experimentos, la eficiencia de inhibicién se

calcul6 segun la ec. 111.4.

2.1.2.2. Medida de potencial a circuito abierto

El PCA para el ET recién pulido sin y con tratamiento por
inmersion en el enjuague bucal durante 120 min, se registrd en funcion del
tiempo en SS (naturalmente aireado y en reposo), durante un periodo de 7 dias.
Las medidas se realizaron en la celda electroquimica mencionada mas arriba
(ver Capitulo 11l, SECCION A, inciso 1.1.1. Curvas de polarizacion
potenciodinamicas), usando como ER el ECS y empleandose para la medida de
potencial el potenciostato EG&G-PAR modelo 2734.

2.1.3. Analisis superficial
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2.1.3.1. Microscopia electronica de barrido y espectrometria de
energia dispersiva de rayos X

Para tomar las fotografias y para realizar el anélisis elemental
de la superficie metalica, se utiliz6 un microscopio electronico de barrido,
acoplado a un espectrometro de energia dispersiva de rayos x (Philips 505
SEM; Sistema de captura de imagen ADDA 11, unidad de deteccion EDAX,
UTW). Los discos de ABCu antes de ser sometidos al analisis superficial, se
expusieron a diferentes condiciones:

a) se pulierony no recibieron tratamiento;

b) se pulieron y se trataron durante 120 min con el enjuague bucal;

c) se pulieron, no se trataron y se sumergieron durante 10 dias en SS;

d) se pulieron, se trataron durante 120 min con el enjuague bucal y se
dejaron inmersos en SS, durante 10 dias.

La inmersion de las muestras metalicas en SS se llevo a cabo
dentro de una estufa de incubacién a 37 + 2 °C, encontrdndose la SS estéril, en
reposo y a pH 4,77. Pasado este periodo de inmersion de 10 dias, los discos
extraidos se lavaron con abundante agua, se secaron con nitrégeno seco y se

analizaron sin ningun otro tratamiento.

2.1.3.2. Espectroscopia fotoelectrdonica de rayos x

Para llevar a cabo esta experiencia se utilizaron discos de
ABCu tratados por inmersion en el enjuague bucal (120 min). Los resultados se
analizaron y compararon con los de las muestras sin tratar.

Otros discos se trataron con el enjuague durante 120 min y
luego se dejaron en SS, durante 10 dias. Estos ensayos se compararon aquellos
realizados con discos de ABCu sin tratar inmersos en el medio corrosivo
durante el mismo periodo de tiempo. Los espectros se midieron segun lo
descrito en Capitulo 11, SECCION C, inciso 1.1.2.2. Espectroscopia
fotoelectronica de rayos Xy se utilizo una fuente energia de AlKa, (1486,76).

2.1.3.3. Microscopia dptica
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Para llevar a cabo el analisis superficial se utilizd un
microscopio Optico segun las caracteristicas descritas en Capitulo IlI,
SECCION A, inciso 1.1.2.1. Microscopia Optica. Las barras de ABCu se
trataron por inmersion en el enjuague bucal (120 min) y luego se dejaron
inmersas en SS, durante 10 dias. Los resultados de estos ensayos se
compararon con aquellos obtenidos para barras de ABCu sin tratamiento con el
enjuague bucal, inmersas en el medio corrosivo durante el mismo periodo de

tiempo (ensayo blanco).

2.1.4. Determinacion de iones metalicos liberados al medio corrosivo
2.1.4.1. Espectrofotometria de absorcion atomica

Para llevar a cabo este ensayo se analizaron muestras de ABCu
tratadas por inmersion (120 min) en el enjuague bucal y luego inmersas en SS
durante 24 h, tal como se describe en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.1.3.
Determinacion de los iones liberados al medio corrosivo. Pasado este periodo
de inmersion de 24 h, se midio la concentracion de los iones metalicos en el
medio SS (CPCT24h) por EAA empleando un espectrofotometro VARIAN
modelo SpectrAA5L5 (nimero de serie EL99043438).

Cada ensayo se realiz6 por triplicado en experiencias
independientes.

2.1.5. Ensayo celular

2.1.4.1. Efecto del tratamiento de la ABCu con el enjuague bucal

sobre el numero de células vivas
El efecto del tratamiento de la ABCu con el enjuague bucal
sobre la linea celular UMR 106, se determind por tincién con naranja de
acridina como se describe en Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.2.1. Efecto de
los iones metalicos liberados: ensayo de viabilidad. Previo a la colocacion de
los discos de ABCu en el centro de cada capsula, algunos de ellos se trataron
por inmersion en el enjuague bucal (120 min). Las células crecieron por
diferente tiempo: 3, 24 y 48 h (ver Capitulo 11, SECCION A, inciso1.2.1,

Efecto de los iones metéalicos liberados: ensayo de viabilidad). En este ensayo
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también se us6 como control negativo un cultivo celular sin disco de ABCu.
(Figura 111.6)

Para facilitar el analisis del efecto citotoxico en funcion de la
distancia desde la fuente de iones (disco metalico), el &rea de la capsula de
Petri con células se dividié en regiones concéntricas alrededor del disco
metalico (Figura 111.2). Transcurridos los diferentes periodos de exposicion, se
continud con el ensayo como se detalla en Capitulo 111, SECCION A, inciso
1.2.1. Efecto de los iones metalicos liberados: ensayo de viabilidad.

Se realizaron dos ensayos independientes por duplicado para

cada punto experimental.

3h 24h 48h f _— 1
==
EeE— - a & “
120 min de tratamiento in 24h 48h
con el enjuague bucal

Figura I11.6. Cultivo de células UMR106 expuestas a diferentes tiempos (3, 24 y 48 h) a

discos de ABCu sin tratar y tratados durante 120 min con el enjuague bucal, a 37 = 2 °C.

2.1.4.2. Andlisis estadistico de los datos
Los datos se analizaron usando la prueba de One-way-
ANOVA vy la de comparaciones multiples; esta dltima se llevd a cabo
realizando el ajuste de los valores p por el método de Bonferroni (Martin
Andrés Ay Luna del Castillo JD, 2004). El analisis estadistico se realizo con el
programa Statistica 7.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK). Se consider6 diferencia

estadisticamente significativa a un p < 0,001.
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SECCION A
ESTUDIOS DE BIOCOMPATIBILIDAD EN
BIOMATERIALES DENTALES METALICOS

1. ALEACION BASE COBRE

Se investigd una aleacion base cobre, un bronce al aluminio,
comercialmente disponible y de amplio uso odontolégico. Si bien las
aleaciones base cobre no son las actualmente aconsejadas, en Argentina y en
otros paises con pueblos de pocos recursos econdmicos se utilizan
frecuentemente por el bajo costo de las mismas (Capitulo I, SECCION B,
inciso 3. Biomateriales metalicos de uso odontoldgico) (Figura IV.1 y
IV.2.a,b).

Figura I1V.1. Perno-mufién colado de aleacién base cobre.
Fotografia tomada por la autora de este trabajo.

D99 99%9»

Figura IV.2. a. Pieza dentaria extraida de un paciente (cedida por el Od. Palermo I.), donde
se puede observar parte de la raiz pigmentada de color verde como consecuencia de la
corrosion de un perno-mufién colado de aleacion base cobre presente en su interior. b. Cortes
transversales de la porcidn radicular realizados en este trabajo de Tesis.
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1.1. Corrosioén

1.1.1. Curvas de polarizacion potenciodinamica

En la Figura 1V.3 se muestran las curvas de polarizacion
potenciodindmica (CsPP) anddica para la ABCu recién pulida registradas en
saliva sintética acida (SS) de pH 4,77 (linea —) y en medio de cultivo de
células (MCC) de pH 7,0 (linea — e —) inmediatamente después de la
inmersion. Con fines comparativos, en la figura se incluyen también las CsPP
para el metal base cobre puro recién pulido, registradas en SS (linea - - -) y en
MCC (linea sees) inmediatamente después de la inmersion en los medios
corrosivos. En la Figura 1V.3 se observa que en las CsPP registradas
inmediatamente después de la inmersion de ABCu en ambos medios
corrosivos, los valores de intensidad de corriente (1) son similares en la zona de
potencial que incluye los potenciales de corrosion (-400 a -150 mV), y hasta
aproximadamente -50 mV (ver figura insertada). Los datos graficados en la
forma Log I vs. E (Figura 1V.3 insertada) muestran un potencial de corrosion
menor para ABCu en MCC como electrolito. Ademas, los valores de
intensidad de corriente correspondientes a ambos metales inmersos en SS son
menores que aquellos en MCC para potenciales alejados de los potenciales de

corrosion, i.e. mayores que +25 mV.

i Potenciales de corrosion 1
1000 ; |
800 4
E. )

4 600F =
: S0 400 300 200 -100

400 + E /mV (vs. sce)

200

0 T TTTIv T eI T I e v e ey :

-400 -200 0
E /mV (vs. sce)
Figura 1V.3. Curvas de polarizacién potenciodindmica tipicas para ABCu y cobre en SS 'y
MCC (37 £ 2 °C) medidas inmediatamente después de la inmersion del ET en el el medio

corrosivo. ABCu en (—): SSy (— ® —): MCC; Cu en (- - -): SSy (eee): MCC. Figura
insertada: Log I vs. E. v=5mVs™.
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En las Figuras 1V.4 y IV.5 se muestran las CsPP para la ABCu
registradas inmediatamente después de la inmersion de la aleacion recién
pulida en SS 0 MCC y luego de haber estado inmersa durante diferentes
tiempos. Se observa que cuando los electrodos han sido previamente inmersos
en SS o en MCC durante diferentes tiempos, la intensidad de corriente
disminuye marcadamente en ambos medios electroliticos, desplazandose el

potencial de corrosion en direccion anodica.

250
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Figura 1V.4. Curvas de polarizacion potenciodindmica tipicas para ABCu medidas
inmediatamente después (—) y luego de diferentes tiempos: 30 min (- - -), 60 y 1080 min
(ees) de su inmersion en SS, a 37 + 2 °C. Figura insertada: Log | vs. E. v=5mVs™,
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Figura IV.5. Curvas de polarizacién potenciodinamica tipicas para ABCu medida
inmediatamente después (—) y luego de diferentes tiempos: 60 min (— —), 180 min (- - - -)
y 1440 min (eee) de su inmersion en MCC, a 37 + 2 °C. Figuras insertadas: a. Log | vs. E. b.
Petalles de la regién de potenciales desde -150 a +75 mV con las barras de errores. v =5 mVs’
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1.1.2. Anélisis superficial
La Figura 1V.6a,b muestra las microfotografias de la superficie
de la ABCu recién pulida antes y después de su inmersion en SS durante 10
dias, obtenidas por microscopia Optica. Se observan cambios importantes en
las caracteristicas de las superficies debido a un proceso de corrosion no
uniforme ocurrido durante el contacto de la aleacion con el medio agresivo.

(©

Ll ABCu antes de su —
———+————— inmersion en SS —

Ao Fe

P W

0.80 1.60 2.40 3.20 4.00 4.80 5.60 6.40 7.20 8.00

(d)
cu— Region A luego de —_—
___ laiinmersién:
__ pelicula que crece a medida gy
| queaumentael tiempode
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Figura IV.6. Microfotografias de la superficie de ABCu obtenidas con un microscopio
optico (magnificacion 40x): (a) antes y (b) después de la inmersion en SS durante 10 dias,
a 37 £ 2 °C. El analisis EDAX de las superficies de los discos de ABCu recién pulidos (c)
antes de la inmersion y (d,e) luego de 10 dias de inmersion, en diferentes zonas de la
superficie [A'y B de (b)].
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Los resultados del anélisis EDAX de la composicion de la
superficie estan también incluidos en la Figura 1V.6c,d,e. Los analisis EDAX
de la superficie recién pulida de ABCu muestran la siguiente composicién (%
p/p): Al: 8; Mn: 2,04; Fe: 3,15; Ni: 4,41; Cu: 79,4; y Zn: 3. En la Figura
IVV.6d,e se observa que después de la inmersion de ABCu en SS, existen zonas
en la superficie con diferentes caracteristicas y composicion: regiones “A”
oscuras cubiertas con una pelicula que crece a medida que aumenta el tiempo
de inmersion, y regiones “B” claras sin pelicula (Region A: C: 4,54; N: 4,14; O:
2,35; Al: 3,86; S: 12,05; Mn: 1,45; Fe: 3,05; Ni: 4,07; Cu: 64,48; Region B: O:
5,52; Al: 8,63; P: 0,12; S: 0,33; Mn: 2,24; Fe: 1,8; Ni: 3,74; Cu: 74; Zn: 3,62).

1.1.3. Determinacion de los iones liberados al medio corrosivo

En la Tabla V.1 se presenta la concentracion de iones metalicos
liberados por la ABCu al medio corrosivo (SS), medidos por EAA para 24 h de
exposicion (CP24h). La concentracion de iones liberados para 8 h de
exposicion (CP8h) se calculd a partir de los datos obtenidos para CP24h por
EAA (ver Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.2.3. Citotoxicidad de los iones
metalicos: ensayo de rojo neutro) que también estan incluidos en la Tabla
V.1

Concentracion de los metales liberados por

ABCu en Saliva Sintética®

Composicion de CP24h° cP8h°
lon Metalico  ABCu % p/p mg/L pg/em? mg/L
Cobre 81,5 0,041 £ 0,014 0,175 £ 0,068 0,167
Aluminio 7,0 2,384 £ 1,958 9,797 £7,923 9,731
Niquel 4,5 0,088 £ 0,015 0,376 £ 0,078 0,359
Hierro 3,0 0,113+ 0,076 0,493 £ 0,341 0,461
Manganeso 2,0 0,071 £ 0,015 0,306 0,078 0,290
Cinc 1,3 0,102 £ 0,022 0,439 £0,112 0,416

®Limite de deteccion (mg/L): Cu = 0,005; Al = 0,025; Ni = 0,006; Fe: 0,006; Mn = 0,008; Zn = 0,007.

b CP24h son los valores promedio de concentracion de iones medidos por EAA liberados por
muestras de ABCu de 49 cm? inmersas en 200 mL de SS luego de 24 h de exposicion, a 37 °C * 2
°C.

© CP8h son valores promedio de concentracion calculados a partir de los datos de CP24h, referidos a
una muestra de aleacion dental de 3 ¢cm?, expuesta a 1 mL de SS durante 8 h, calculados a partir de
los datos AC24h.

Tabla 1V.1. Concentracion de los iones liberados por la ABCu al medio corrosivo (SS).
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1.2. Citotoxicidad de los iones metalicos liberados por ABCu

al medio agresivo
1.2.1. Efecto sobre el numero de células vivas

La Figura IV.7 muestra el efecto de la ABCu sobre el nimero de
células vivas en funcion de la distancia desde el metal, para 3, 24 y 48 h de
exposicién, aplicando el ensayo de tincidon con naranja de acridina, realizando
las mediciones por microscopia de epifluorescencia. La viabilidad celular se
calculo a partir del porcentaje de células vivas expuestas al disco de ABCu
respecto al control en ausencia de la aleacidon. Estos resultados muestran
(barras grises Figura 1V.7) que luego de 3 h de exposicion aquellas células que
estaban cerca de la muestra metélica (region Al) se encontraron severamente
alteradas (p< 0,001). Para distancias mayores (regiones A2, B y C), se encontrd
una leve disminucién del numero de células vivas: 85% respecto del control,
valor que indica que las células fueron menos afectadas por los iones liberados

por la aleacion base cobre.

120 - | = Control E3h [C24h ©48h
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Figura IV.7. Efecto de la ABCu a través de la tincion con naranja de acridina sobre el
namero de células vivas luego de 3, 24 y 48 h de exposicion. Variacion con la distancia
desde el disco de ABCu. Regiones Al, A2, By C de acuerdo a la Figura I11.2. Radio (r)
externo de las regiones: rAl= 0,9 cm; rA2 = 1,4 cm; rB = 2,4 cm; y rC = 3,4 cm. ***
Diferencia significativa a p < 0,001.

También se investigd el efecto de una posible elevada
concentracion local de iones en la zona vecina a la aleacion metalica luego de

exposiciones al metal durante periodos de crecimiento completos. En estas
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condiciones, tanto la duplicacion de células como la acumulacion de iones
liberados por el biomaterial ocurren simultdneamente.

Para 24 y 48 h de inmersion, las imagenes tomadas por el
microscopio de fluorescencia revelan que el efecto perjudicial sobre las células
en crecimiento fue nuevamente mas importante en la Region Al (Figura
I\V.7), donde se detectan reducciones importantes (p < 0,001) de 30 (para 24 h)
a 5% (para 48 h) en el nimero de células respecto del valor control. Es
interesante resaltar la observacion de porcentajes mas altos de células vivas,
con respecto a los ensayos de 3 h, en las regiones A2, B y C luego de 24 h de
exposicion (barras blancas Figura 1V.7); resultado que indica que las células
fueron capaces de duplicarse durante este periodo. Por otra parte, las células
mas jovenes fueron severamente alteradas por los iones metalicos durante los
periodos posteriores de crecimiento (datos para 48 h, Figura IV.7). Ademas, se
observa un marcado descenso (p < 0,001; cercano a 60% respecto a las células
control) en el nimero de células en las regiones A2, B y C, para 48 h de

exposicion.

1.2.2. Efecto sobre las unidades de formacion de colonias
La Figura 1V.8 muestra el nimero de colonias pequefias
(diametro < 95um) y grandes (diametro > 95um) formadas en presencia de la
ABCu respecto del control (en ausencia de la aleacién) en la Regién Al y en

zonas cercanas al metal.

254

[l Control [l ABCu 1° Enssyo [] ABCu 2 Ensayo
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Figura IV.8. NUumero de colonias pequefias (diametro < 95um) y grandes (diametro > 95um)
en la Region Al y fuera de la Region AL, correspondientes a dos ensayos independientes. Los
valores estan referidos al valor control en ausencia de ABCu. Los radios interno y externo de
la Regién Al respecto al borde del disco de ABCu son de 0,5y 0,9 cm, respectivamente.



Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion con el tamafio, se observan diferencias significativas
entre las colonias control, 112,21 + 545 pum y aquellas que crecieron en
presencia del disco de aleacion, 80,83 + 4,95 um. EIl nimero de células de las
colonias formadas se midié para dos ensayos independientes. En la
inmediacion de la aleacion (Region Al, Figura 1V.8), para 7 dias de
exposicion a la liberacion de iones metalicos por los discos de aleacion, se
observo un dréstico descenso en el numero de colonias pequefias y grandes con
respecto del experimento control. Curiosamente, también se observo un
marcado aumento en el nimero de las colonias pequefas fuera de la Regidén Al

respecto del valor control.

1.2.3. Efecto de los iones de sales metalicas sobre el nimero de
células vivas
Se investigd la actividad lisosomal (ensayo de rojo neutro) en
células UMR-106 después de tratamientos con los iones de cada uno de los
componentes de la aleacion ABCu. La Figura 1V.9 muestra la viabilidad de las
células UMR-106 con respecto al control al ser expuestas a los iones metalicos
de los componentes de la aleacion en diferentes concentraciones: CP8h, CP8h
x 30, y CP8h x 60. En los ensayos en los cuales se evalud el efecto de los iones
por separados a una concentracion CP8h no se evidencié disminucion de la
actividad lisosomal, sin embargo en algunos casos se observé un leve aumento
de la actividad (Figura 1V.9). La mezcla de todos los iones metélicos para

CP8h no mostré efecto sobre la actividad celular.
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Figura IV.9. Citotoxicidad de los iones metalicos mediante el ensayo de rojo neutro a
diferentes concentraciones: CP8h, CP8h x 30, y CP8h x 60. *** Diferencia significativa a p <
0,001.
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En la Figura 1V.9 no se observan efectos significativos de los
iones individuales Mn, Fe, Ni, Cu o Zn para CP8h y concentraciones 30
mayores que el promedio (CP8h x 30; CP8h x 60). En el caso del ion Al, la
baja solubilidad de la sal impidio el uso de concentraciones mayores que CP8h
x 9. Para concentraciones 60 veces mayores que el promedio, sélo los iones
Mn y Zn mostraron un leve y un marcado efecto citotoxico, respectivamente (p
< 0,001) y se observo un suave aumento en la actividad lisosomal para el ion
Fe. Concentraciones > CP8h x 36 del ion Zn reducen la actividad lisosomal de
las células alrededor de un 30%.

La Figura 1VV.10 muestra el efecto del ion Al y de la mezcla de
los iones Al y Zn sobre la actividad lisosomal de las células UMR-106 en el
intervalo de concentraciones de CP8h x 4,5 a CP8h x 9. En el caso del ion Al
(Figura 1V.10) se observé una reduccion cercana al 40% para CP8h x 9.
Cuando se usé la combinacion de iones Al-Zn (Figura 1V.10), la actividad
metabolica se redujo al 90% para la concentracion CP8h x 6 y cerca del 50%
para CP8h x 9. Curiosamente, el efecto fue mas importante cuando se uso la
totalidad de la mezcla (MT) de todos los componentes de la aleacion (MT x 9 =
CP8h x 9 = 20,69%).
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Figura 1V.10. Efecto del ion Al y de la mezcla de los iones Al y Zn sobre la actividad
lisosomal de las células UMR-06 en el intervalo de concentraciones CP8h x 4,5 a CP8h x 9. ***
Diferencia significativa a p < 0,001.

Los bronces al aluminio aparecieron como una alternativa

econdmica para la fabricacién de pernos, coronas y puentes debido al elevado
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costo de las aleaciones ricas en oro (Eschler PY y col., 2003; Carvalho RC y
Matson E, 1990). Sin embargo, estudios previos han mostrado que esas
aleaciones presentan una resistencia muy baja a la corrosion y posibles efectos
citotoxicos sobre las células cercanas a la aleacion. (Ardlin Bl y col., 2009) En
consecuencia, el uso masivo de estas aleaciones dentales es causa de una gran
preocupacion.

Cuando se analizan la corrosion de los bronces al aluminio en el
ambiente bucal y el efecto citotoxico de los iones liberados se originan
numerosas preguntas. Entre ellas: (1) ¢la concentracion de los iones metalicos
liberados esta en relacion con la composicion de la aleacion metélica?; (2) ¢la
concentracion de los iones es uniforme en los alrededores del metal?; (3) ¢las
concentraciones medidas son mayores que los valores umbrales de
citotoxicidad?; (4) ¢la respuesta de las células proximas al metal es similar a la
observada en aquellas células expuestas a una concentracién de iones
equivalente a las medidas de los iones liberados por la aleacion durante
ensayos de corrosion?; (5) si no es asi, (como se podria interpretar el
comportamiento de las células?; (6) ¢existe efecto citotoxico sinérgico cuando
se usa una mezcla de dos 0 mas iones?; y (7) ¢el efecto citotoxico de la mezcla
de todos los iones es mayor que el de la mezcla de s6lo dos?. El anélisis de los
resultados obtenidos en los experimentos electroquimicos y citotdxicos permite

develar las respuestas a todos estos interrogantes.

Resultados electroquimicos. Los resultados electroquimicos
muestran que la velocidad de disolucion de la ABCu es diferente a la del cobre
puro, con valores de potencial de corrosién mas catddicos y que dependen del
pH y de la composicion del medio corrosivo (SS o MCC). El efecto de la
composicion y del pH del medio (SS o MCC) se observa claramente a través
del corrimiento del potencial de corrosién hacia valores mas catodicos para la
aleacion en MCC que en SS (Figura 1V.3), medidos inmediatamente luego de
la inmersidn en los medios electroliticos. Este desplazamiento del potencial
podria relacionarse con la accion complejante de algunos de los compuestos
organicos presentes en el medio de cultivo celular (Protopopoff E y Marcus P,
2003; Edwards M y Sprague N, 2001). Por otro parte, los corrimientos del

potencial de corrosion hacia una direccion mas anodica y la disminucion de las
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densidades de corriente para tiempos largos de inmersion de la aleacion en los
medios corrosivos podrian asociarse con una pelicula mas protectora de
especies que contienen oxigeno formadas durante este periodo. (Lytle DA y
Nadagouda MN, 2010) En concordancia, resultados previos mostraron que la
resistencia de polarizacion (Rp) aumenta con el tiempo durante los primeros
seis dias y alcanza una estabilidad relativa para ocho dias de exposicion.
(Zhang X y col., 2002) Ademas, es indudable que no puede ser ignorada la
accion de otros compuestos organicos del medio de cultivo celular, que pueden
ser adsorbidos en los sitios activos de ABCu y probablemente inhibir la
reaccion de disolucion (a traves de la formacién de una pelicula protectora que
crece a medida que aumenta el tiempo de exposicién). (Scendo M., 2008) En el
caso de la SS, los valores de potencial de corrosion (Figura 1V.4) son menores
que aquellos medidos en el MCC (Figura 1V.5) a medida que aumenta el
tiempo de inmersién, probablemente debido a la adsorcion de especies que
contienen azufre detectadas por EDAX (Figura 1V.6) (Protopopoff E y Marcus
P, 2003). El estudio realizado en esta Tesis doctoral, ratifica lo expresado por
otros autores en relacion con la importancia de definir con exactitud la
composicion (incluyendo valores de pH) de las soluciones bioldgicas usadas
para evaluar in vitro la corrosién y biocompatibilidad de las aleaciones
dentales. (Ardlin Bl y col., 2009; Wataha JC y col., 1992)

Liberacion de iones metalicos y composicion de la superficie
después del periodo de inmersion. En concordancia con resultados previos,
(Lopez Alias JF y col., 2006; Tibbals JE y Erimescu R, 2006; Eschler PY y
col., 2003) los valores CP24h de la concentracién de iones medidos por EAA
mostraron una gran susceptibilidad de la ABCu a la corrosion. La comparacion
de los datos presentados en la Tabla 1V.1 muestra que las concentraciones de
los iones liberados no son proporcionales a la composicion de la aleacién. Se
encontré una mayor liberacion de iones de aluminio que de cobre. Ademas, en
concordancia con otros estudios anteriores, la corrosion superficial no fue
uniforme; en la Figura 1V.6 se observa corrosion localizada de la region
interdendritica de la aleacion. (Tibbals JE y Erimescu R, 2006) El analisis del
espectro EDAX de la superficie de los discos de ABCu recién pulidos antes y

después de su inmersion en SS muestra que la composicion de la superficie se

95



Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION | 96

modifica con el tiempo de inmersion en SS. Después de la inmersion en SS
(Figura 1V.6b-d), se detectaron dos zonas con caracteristicas superficiales
diferentes: regiones A cubiertas con una pelicula que crece a medida que
aumenta el tiempo de inmersion, y regiones B sin pelicula. Las zonas A
muestran una elevada cantidad de azufre y la presencia de trazas de nitrégeno y
carbono que no se identificaron antes de la inmersion (Figura 1V.6¢). En la
region B se detectaron oxigeno y trazas de azufre y fosforo (ausentes antes de
la inmersién).

La velocidad de disolucion de los bronces al aluminio parece
depender marcadamente del contenido de hierro de la aleacion. Tibbals y
Erimescu (Tibbals JE y Erimescu R, 2006) encontraron grandes diferencias en
el comportamiento electroquimico de las aleaciones con 1,4% (p/p) y 4% (p/p)
de Fe. En soluciones &cidas, volimenes interdendriticos expuestos de la
aleacion con alto contenido de Fe mostraron disolucion tanto de especies
precipitadas ricas en Ni como de la matriz rica en cobre. Los resultados de la
Figura 1V.6 muestran que el contenido de Ni es mayor en la region A, mas

corroida que la B.

Aparente inconsistencia de los resultados de las medidas de
concentracién y de los efectos citotoxicos. De acuerdo con los ensayos
clinicos, (Arvidson K y col., 1980; Arvidson K y Wrdblewski R, 1978) la
elevada velocidad inicial de liberacion de iones metélicos por la ABCu result6
en efectos citotoxicos en las células vecinas a la aleacion (Figura 1V.7). Estos
resultados parecen estar en desacuerdo con los datos que muestran que no hay
efectos citotdxicos cuando las células son expuestas a los iones individuales
(excepto para el Al) o a la MT para concentraciones en el intervalo de CP8h a
CP8h x 30. Probablemente, la transferencia de masa de los iones sea un
proceso controlado por difusion y que da origen a un gradiente de
concentracion alrededor del disco metalico. Bajo estas condiciones
restringidas, la concentracion de los iones en la region Al podria ser mucho
mas elevada que que la correspondiente al seno de la solucion. (Pereda MD y
col., 2008) También pueden ocurrir cambios en los valores de pH. Asi, los
datos pueden interpretarse sobre la base de un proceso controlado por la

difusion de los iones.
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Distribucion de las concentraciones de los iones metélicos en las
diferentes regiones. Para describir y simular cualitativamente la variacion
espacio/tiempo de las concentraciones de los iones, se puede aplicar la
ecuacion de la segunda ley de Fick. (Stewart PS, 1998) Debido a la
complejidad del sistema, se supone que podria ser simulada considerando que
los iones metalicos son especies que no interactlian entre si o con otras y que
difunden dentro de la linea celular. En relacién con una trabajo previo (Pereda
MD vy col., 2008) se considero insignificante el transporte convectivo dentro de
la monocapa de células. De acuerdo con este modelo, para cada ion individual
se deberian encontrar concentraciones muy elevadas en las proximidades de la
superficie del metal que van disminuyendo hacia el borde de la capsula de
Petri, formandose de esta manera, gradientes de concentraciones. La Figura
V.11 reproduce cualitativamente los resultados del analisis tiempo/espacio de
la difusion de los iones metalicos liberados por la aleacion. En esta figura se
incluyen las concentraciones promedio de iones (CP3h, CP8h, CP24h, CP48h)
calculadas para cada perfil. Se puede observar que en la regién Al los valores
de concentracion para cada perfil son mucho mayores que los valores promedio
calculados. De acuerdo con esta figura, la concentracion de iones metalicos
(CIM) acumulados durante los diferentes tiempos t (3, 8, 24 y 48 h), disminuye
abruptamente desde el borde del disco (region A1) hacia la pared de la capsula
de Petri. Resultados de las simulaciones muestran que los valores de CIM cerca
de la superficie del metal son varias veces mayores que los encontrados en el
seno de la solucion. (Pereda MD vy col., 2008) Para facilitar la interpretacion
del gréfico, se considerara el siguiente ejemplo: a una distancia y (muy cercana
al metal), la CIM aumenta con el tiempo (CIM 3 h < 8h <24 h < 48 h), el valor
se incrementa varias veces méas que la concentracion de iones promedio (CP).
Bajo estas condiciones, el valor umbral de citotoxicidad en esta region se
alcanza en corto tiempo (3 h de exposicién). De acuerdo con este resultado, se
inform6 que en microambientes formados entre las aleaciones y los tejidos
existe una concentracion local de los iones metalicos relativamente elevada.
(Wataha JC y col., 2002) Este comportamiento también explica la marcada
disminucion del nimero de colonias (pequefias y grandes) que crecen cerca del

disco de aleacion (region Al) (Figura 1V.11).

97



Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de concentracion umbrales de citotoxicidad pueden
alcanzarse en las regiones B y C (Figura 1V.7) para mayores tiempos de
exposicion (48 h). En la Figura V.7 se muestra la disminucion del nimero de
células para de un periodo de exposicion de 48 h. Es adecuado mencionar que
la disminucion también puede relacionarse con la detencion de la division
celular producida por la disminucion en la proliferacion celular. De acuerdo
con la Figura 1V.11, los mayores valores de CP deberian encontrarse para los
mayores periodos de exposicion (CP3h < CP8h < CP24h < CP 48h). La
citotoxicidad fuera de la region Al también puede inferirse de la Figura 1V.8,
donde se puede observar en presencia de la ABCu un nimero mayor de
colonias pequefias fuera de la region Al respecto del control y una reduccion
en el tamafio promedio de las colonias desde 121 + 5,45 um a 80,83 + 4,95 um.
Asi es que, se puede observar un efecto importante de la concentracion de
iones liberados por la ABCu en la distribucion, tamafio y nimero de colonias
(Figura 1V.8).

Disco ABCu
Fuente de iones metdlicos

Concentraclon de lones metalicos
(CIM, Unidades arbitrarias)

Al A2 B C

Radio de las regiones de la capsula de Petri

Figura IV.11. Gradientes de concentracién en funcion de las distancias radiales desde los
discos de aleacion, luego de diferentes tiempos (3, 8, 24 y 48 h), en unidades arbitrarias.
Figura insertada: esquema de las regiones de las capsulas de Petri con el disco de ABCu en el
centro. El radio interno de la regién Al es de 0,5 cm (borde del disco de ABCu). Los radios
externos (r) de las regiones son: ra; =0,9cm; ra, =1,4cm; rg=2,4cm; yrc=3,4cm.
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Efecto de los iones individuales y efectos citotoxicos sinérgicos de
la combinacion de iones metalicos. Los resultados del efecto citotdxico
evaluado a través del ensayo de RN estan de acuerdo con aquellos ensayos
MTT informados previamente. (Ardlin Bl y col., 2009) En ambos estudios, se
observd para el efecto citotdxico una relacion entre la respuesta a la dosis y el
valor umbral para el efecto citotoxico, confirmando un mecanismo toxico.
Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis doctoral coinciden
con resultados informados previamente que muestran que los iones metalicos
(Cu, Fe, Ni y Zn) liberados por las aleaciones también inducen una marcada
citotoxicidad. (Riley MR y col., 2003; Schmalz G y col., 1998) Riley y
colaboradores (Riley MR y col., 2003) informaron la escala de toxicidad de los
metales basada en valores de CTsy (concentracion toxica que permite el 50%
del crecimiento celular respecto a un grupo control): Zn > Cu > Ni > Fe. Estos
autores también observaron interacciones para exposiciones a soluciones
conteniendo dos iones metalicos diferentes.

La comparacion del efecto citotoxico de los iones individuales
muestra un elevado efecto citotoxico para cationes Al para niveles de
concentracion CP8h x 9 (Figura 1V.10). Un efecto similar se observa en el
caso del Zn cuando se us6 CP8h x 36. Se informaron anteriormente efectos
citotoxicos de los iones Al. (Lima PDL y col., 2007; Eisenbarth E y col., 2004;
Kopaci | y col., 2002; Salvarezza RC y col., 1985) Sin embargo, segun nuestro
mejor saber, no se ha analizado el posible efecto sinérgico de combinaciones
de algunos iones metalicos liberados por bronces al aluminio. Los ensayos con
combinaciones de Al-Zn, cuando se usG en contraciones entre CP8h x 6 y
CP8h x 9, muestran efectos sinérgicos. En relacion con esta observacion, la
captacion de cada ion (Al o Zn) puede verse alterada por la presencia del otro
ion, generandose un efecto citotoxico significativamente mayor (sinergismo).
Urania y colaboradores (Urania C y col., 2001) comparan los resultados
obtenidos al usar el ion Zn individual o en combinacion con iones Cu (Zn-Cu),
y encuentran acumulados en las células concentraciones significativamente
mayores del ion Zn al estar combinado con Cu. Ademas, para la mezcla se
hallé una marcada disminucién de la viabilidad celular y el contenido proteico.
Fe y Zn también pueden interferir en otros procesos de captacion de iones.

(Mantha My col., 2011; Tang F y col., 2008) Se ha sugerido que el sinergismo
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de la mezcla Cu-Zn podria evidenciarse por el aumento de la absorcion de Zn
potenciado por la actividad redox del metal Cu en los sistemas bioldgicos.
(Stauber JL y Fiorence TM, 1990; Flemming CA'y Trevors JT, 1989) Ademas,
esta combinacion de Cu-Zn puede también desemperfiar un papel principal en
las mezclas con otros iones. Efectos sinérgicos de mezclas de algunos iones
(Cu, Fe, Ni, Cr) han sido previamente identificados en dafios oxidativos de
ADN a través de una reduccién tipo Fenton. (Moriwaki H y col., 2008) Xu y
colaboradores (Xu X y col., 2011) realizaron ensayos toxicoldgicos tanto con
iones individuales como con mezclas binarias, ternarias y cuaternarias de iones,
y muestran que en la mayor parte de las combinaciones binarias las
interacciones fueron sinérgicas. En concordancia con los resultados de Xu y
colaboradores, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis revelan que
cuando las células osteoblasticas son expuestas a la mezcla completa de iones
para CP8h x 9 el efecto citotéxico es mayor (20% de la actividad lisosomal
respecto del control) que el observado para la combinacién Zn-Al (cercano a
50%). Considerando que los iones individuales (excepto el Al) no presentan
efecto citotoxico para valores de concentracion de CP8h x 30, estos resultados
indican claramente la influencia dramética de la presencia simultanea de varios
iones en concentraciones cercanas a CP8h x 9 sobre la viabilidad celular de los
osteoblastos.

En consecuencia, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis
doctoral sobre los efectos citotoxicos en las zonas vecinas a los discos de
aleacion para valores CP menores que los niveles tdxicos pueden interpretarse
considerando que las células en esta region estan expuestas, como resultado de
gradientes de concentracion, a una mezcla de iones que, siendo no téxicos
individualmente, son toxicos en mezclas, debido a los efectos sinérgicos. Las
diferentes respuestas de los iones liberados por las aleaciones y de las
soluciones de sales metalicas, representando la liberacion de iones por las
aleaciones informadas por otros autores (Messer RLW y Lucas LC, 1999),
también pueden interpretarse siguiendo este esquema.

Los ensayos in vitro usados adecuadamente podrian desempefiar un
papel importante en la evaluacion de riesgos. (Wataha JC, 2012) Si bien estos
ensayos no son capaces de reproducir completa y exactamente las condiciones

clinicas, permiten obtener informacion util relacionada con riesgos clinicos. Es
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conocido que, como resultado de la corrosion, los iones provenientes de los
dispositivos médicos metélicos implantados pueden penetrar en el medio
ambiente bioldgico. Ensayos in vitro informados en la literatura se llevaron a
cabo usando una sal del metal correspondiente o extractos obtenidos de la
disolucién de muestras metalicas ex situ (estos extractos contienen los iones
metalicos liberados por el biomaterial (puro o una aleacién)). Sin embargo,
segun nuestro mejor saber, no se han informado en la literatura resultados
provenientes de estudios comparativos sobre el efecto sinérgico de soluciones
de los iones metéalicos individuales y de la combinacion de dos o més iones
liberados. Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis doctoral muestran
gue mediante el analisis comparativo de resultados obtenidos con soluciones de
iones individuales y por combinaciones de dos 0 méas de los iones liberados a
consecuencia del fenémeno de corrosion puede obtenerse informacion de valor
en relacion con los riesgos clinicos de algunas combinaciones sinérgicas de

iones.

Respuesta celular a los discos metalicos dentro del medio de cultivo
y al medio de cultivo con sales metalicas. En este punto, resulta interesante
complementar la interpretacion de algunas aparentes inconsistencias
informadas previamente por otros autores (Locci Py col., 2000; Messer RLW.
y Lucas LC, 1999; Niemi L y HenstenPettersen A, 1985) como resultado de
ensayos de biocompatibilidad. Ellos encontraron que las funciones celulares no
se alteran de manera similar en respuesta a los iones liberados por las
aleaciones y a soluciones de sus sales. Ellos destacan que las sales no son
adecuadas para representar la citotoxicidad de la aleacion ya que la liberacion
de los iones es un proceso complejo con una dependencia dosis-tiempo. En este
trabajo de Tesis se sugiere que cuando la concentracion de los iones liberados
se evalla por espectrofotometria de absorcion atdémica, la concentracion
medida de las muestras por este método es la correspondiente al valor
promedio de concentracion (CP), CP del gradiente de concentracion original
(variacion de concentracion con la distancia, Figura 1V.11). Cuando las sales o
los extractos se usan para simular el efecto de los iones liberados a los medios
de cultivo, la concentracion es uniforme y similar a la correspondiente CP (sin

gradientes de concentracion). Asi, Schmaltz y colaboradores (SchmalzG y col.,
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1998) demostraron que los resultados de los experimentos con sales y extractos
presentan pequefias diferencias. Sin embargo, en los ensayos con discos, las
concentraciones cercanas a los discos son mayores y dependen del tiempo de
contacto entre el metal y las células, alcanzando valores marcadamente
mayores que los valores CP y sobrepasando los niveles umbrales de
citotoxicidad, principalmente en el caso de mezclas con efectos sinérgicos. Por
lo tanto, aunque el valor de CP medido por espectrofotometria de absorcion
atomica resulte menor que el valor umbral de toxicidad, cerca del disco
metélico (donde la concentracion de iones es elevada, Figura 1V.11) podrian
encontrarse efectos citotoxicos que causarian una disminucion en la viabilidad
celular.

En el medio ambiente oral, los cambios en la cantidad y calidad de la
saliva, dieta, higiene oral, pulido de la aleacion, distribucién de las fuerzas
oclusales y cepillado, pueden influir sobre la velocidad de liberacion de iones.
Aunque la liberacién de cobre, aluminio, niquel, hierro y manganeso por parte
de la ABCu se encuentra por debajo de los niveles de ingesta tolerados por el
humano, pueden causar efectos citotoxicos e inflamacion. Recientemente,
varios estudios in vitro e in vivo informaron la accion de macrofagos en la
inmediacion de dispositivos médicos implantados, donde podrian estar
presentes importantes cantidades de productos de degradacion (iones y
detritos). (Qu Sy col., 2012; Thomas V y col., 2012; Hallab NJ y Jacobs JJ,
2011; Pal Ny col., 2011; Vermes C y col., 2001) Lee y colaboradores (Lee Sy
col., 2011) estudiaron la migracién y activacion de los macréfagos vivos cerca
de los biomateriales de titanio y sus productos de degradacién. Encontraron
gue los macrofagos se hallan en mayor nimero en la inmediacion de la
superficie metalica que en areas mas remotas, e insintan que la concentracion
de los productos de degradacion podria ser inversamente proporcional a la
distancia desde el biomaterial. De acuerdo con estos resultados, la
investigacion realizada en este trabajo de Tesis mostrd efectos citotdxicos
mayores en las zonas vecinas a la aleacion.

Finalmente, para evaluar la citotoxicidad de los iones metalicos se
han aplicado diferentes criterios. Algunos autores han sugerido que para
evaluar la citotoxicidad de los materiales dentales deberian usarse los

materiales completos. Otros consideran que aungue ciertos ensayos permitan
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evaluar la citotoxicidad total de una aleacién, no posibilitarian el estudio de la
toxicidad de los componentes individuales. La existencia de los gradientes de
concentracion puede contribuir a la interpretacion de las aparentes
discrepancias informadas por otros autores cuando se usan dos fuentes
diferentes de iones metéalicos: soluciones de sales metalicas de varios iones y
muestras de aleaciones dentales. Se considera importante resaltar que los
estudios realizados en este trabajo de tesis demuestran que tanto los ensayos
con aleaciones dentales como con la mezcla de los iones son muy convenientes
para evaluar los posibles efectos sinérgicos de los iones y también de las
variaciones de citotoxicidad espacio/tiempo.

La relevancia clinica de los resultados esta en relacion con la
existencia de gradientes de concentracion controlados por difusién que causan
que en las zonas cercanas al metal las concentraciones resulten mucho mayores
que los valores umbrales de citotoxicidad. Estas elevadas concentraciones de
iones pueden explicar el efecto citotdxico significativo en esta region, en
concordancia con los ensayos clinicos. (Issa Y y col., 2008; Geurtsen W, 2003;
Arvidson Ky col., 1980; Arvidson Ky col. 1978)
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SECCION B

CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD DE LOS
COMPUESTOS  ORGANICOS  ENSAYADOS  COMO
PROTECTORES DE LA CORROSION DE LOS
BIOMATERIALES DENTALES METALICOS

1. TDZ o o
S
N

e

1.1. Determinacion de la citotoxicidad vy
genotoxicidad OQO

1.1.1. Ensayos de citotoxicidad
1.1.1.1. Rojo neutro

La Figura 1V.12 muestra el efecto de diferentes
concentraciones de TDZ sobre las células CHO-K1, para 24 h de exposicion.
La viabilidad celular se calcul6 a partir del porcentaje de absorbancia de las
células tratadas con TDZ respecto al control con DMSO (ec. I11.1). El analisis
de los resultados experimentales mostrados en la Figura 1V.12 indica que la
actividad lisosomal observada en presencia de TDZ en el intervalo de
concentraciones 0,57-12,50 uM es significativamente mayor que la del cultivo
control positivo (p < 0,001), no encontrandose diferencias significativas entre
células tratadas con diferentes concentraciones de TDZ con respecto al control
negativo en presencia de DMSO. Considerandose estos resultados, los ensayos
de aberraciones cromosémicas estructurales (ACE), indice mitético (IM) y
formacion de colonias (FC) se llevaron a cabo en presencia de TDZ en el

intervalo de concentraciones 0,57 — 12,50 uM.

120

100 4
Figura [1V.12. Efecto de

diferentes concentraciones de

<o
=]
+

£ TDZ sobre las células CHO-K1
o % para 24 h de exposicion,
S, a evaluado por el ensayo de rojo
neutro. a. Diferencia

20 significativa a p < 0,001.

DMSO 057 116 1,72 294 563 125 Et7%

Concentracion (pM)
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1.1.1.2. Formacion de colonias celulares

La Figura 1V.13 muestra los datos de sobrevida de las células
CHO-K1 para 7 dias de incubacion, expresados como porcentaje de
supervivencia de las células tratadas con TDZ con respecto al control con
DMSO. EI andlisis de los resultados experimentales mostrados en la Figura
IVV.13 indica que la tasa de supervivencia celular no cambia significativamente
para soluciones de TDZ 0,57 y 1,16 uM. De acuerdo al valor de la diferencia
significativa minima (dsm) (al nivel p < 0,001), la menor concentracion de
TDZ que induce una disminucion significativa en la FC es 1,72 pM. Esta
disminucion representa una reduccién del 38% en el nimero de colonias con
respecto a las del experimento control en presencia de DMSO. Sin embargo,
para TDZ en concentraciones 2,94 y 5,63 UM, se observé una disminucion del
80%, mientras que para TDZ en concentracion 12,94 uM se midié una

disminucion de 100%, con una diferencia significativa al nivel p < 0,001.
100

80 .1}
o
40 \
20 \i $
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% Sobrevida

Figura IV.13. Tasa de supervivencia de las células CHO-K1 determinada por el ensayo de
FC en presencia continua de diferentes concentraciones de TDZ. Los datos indican la
supervivencia como porcentaje de las células tratadas con respecto al control con DMSO,

1.1.2. Ensayos de genotoxicidad
1.1.2.1. Pruebas de aberraciones cromosomicas estructurales e
indice mitotico
En la Tabla 1V.2 se presentan los resultados obtenidos de la
observacion y analisis de ACE de las células CHO-K1 tratadas con diferentes
concentraciones de TDZ. Los resultados muestran que el tratamiento con TDZ

induce el incremento de aberraciones tipo cromatida respecto a las células
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control en presencia de DMSO (Figura 1V.14). Sin embargo, solo para la

concentracion 12,50 pM se observo una diferencia significativa con el

correspondiente incremento de metafases anormales (p< 0,001).

. Metafases Metafases Aberraciones cromosémicas por 100 células

Tratamiento '

anormales anormales c -d Ty -f

(UM) - LA F F |
(%)? (%)

Control - 03 OB @EE) e e e
DMSO 03 1,0 1,0 (0,08) 0,3(0,06) - -
0,57 0,6 13 0,6 (0,08) 1,0 (0,08) - =
116 06 16 1,0 (0,08) 06(0,08) - -
1,72 13 2,3 1,0 (0,08) 1,3(0,08) - =
2,94 13 2,3 1,66 (0,09) 1,0 (0,08) 0,3(0,06)  -----
5,63 0,5 3,0 250,15 - 05(0,07) -
12,5 2,6 50 3,0(0,17) 33(0,17) - 0,3 (0,06)

El error estandar se indica entre paréntesis

*Metafases anormales: metafases con al menos una aberracién cromosdmica. Metafases exhibiendo solo lesiones
tipo crométida no son consideradas como anormales

®Metafases anormales: metafases con al menos una aberracién cromosémica. Metafases exhibiendo solo lesiones
tipo crométida son consideradas como anormales

°LA: lesion tipo acromatida (gap: brecha intersticial)

9 F’: fractura tipo monocromaétida

¢ F’": fractura isocromatida

1: lesion tipo intercambio

Tabla 1V. 2. Frecuencia de ACE en células CHO-K1 tratadas con diferentes concentraciones
de TDZ (uM).

Se

*

R
N
73
1

4

Figura 1V.14. Microfotografia 6ptica de metafases de
CHO-K1 con aberraciones tipo crométida (flechas)
después del tratamiento con TDZ por cada ciclo
celular. Magnificacién: 1000x.

En la Figura 1V.15 se presentan los resultados obtenidos de la

observacién y analisis del IM de las células CHO-K1 tratadas con diferentes

concentraciones de TDZ. Se muestra una disminucion significativa del 1M

respecto de las células control en presencia de DMSO, para concentraciones de
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TDZ > 1,72 pM. Se observa una marcada reduccion frente al tratamiento con
TDZ 12,50 uM. Para esta concentracion, la actividad mitdtica de los cultivos

disminuy6 a f = 0,29 (ec. I111.3) (f = 1 para el control en presencia de DMSO).

100

% Control

Control DMSO 0,57 1,16 1.72 294 5,63 125

Concentracion (pM)

Figura 1V.15. indice mit6tico en células CHO-K1 tratadas con diferentes concentraciones de
TDZ (uM). Diferencia significativa a: a. p < 0,001, b. p<0,01yc. p<0,05.

Los compuestos organicos presentan diferentes niveles de toxicidad
de acuerdo a su composicién, caracteristicas estructurales, tiempo de
exposiciéon y concentracién (Fatemeh P y col., 2009; Padmavathi V y col.,
2008; Varvara S y col., 2008). Algunos derivados 1,2,5-tiadiazol no son
toxicos y muestran diversas propiedades farmacologicas. (Ismail ZH y col.,
2008; Wright JB, 1964) Sin embargo, otros tiadiazoles isémeros como 1,3,4-
tiadiazoles han sido propuestos como eficientes inhibidores de la corrosion
pero pueden ser citotoxicos (Padmavathi V y col., 2008). Recientemente, se ha
informado el uso de derivados del heterociclo 1,3,4-tiadiazol como inhibidores
de corrosion de acero al carbono en medio acido (Fouda S y col., 2009).
Nuestro grupo de trabajo, informd (Svartman EL y col., 2006) sobre una nueva
y eficiente sintesis de otro potencial inhibidor de la corrosion de cobre en
medio acido, TDZ (Barbosa MR y Mirifico MV, 2006; Becker MD y col., 2004;
Jordan Dansilio MA, 2004; Becker MD, 2004; Montafia AN, 2003); sin
embargo, el uso de este compuesto esta condicionado en funcién de la
toxicidad sobre el medio ambiente y la salud. Segin nuestro mejor saber, no
existen referencias previas acerca de la citotoxicidad y genotoxicidad de TDZ
por lo que es necesario determinar su limite de toxicidad para evaluar su uso

potencial como inhibidor de la corrosion no téxico.
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Los hallazgos reportados en este trabajo de tesis acerca de la
citotoxicidad y la genotoxicidad de TDZ permitieron identificar el valor umbral
(1,16 uM) de TDZ capaz de garantizar los minimos efectos adversos sobre las
ceélulas de mamifero.

Los ensayos de rojo neutro mostraron que en el intervalo de
concentraciones 0,57 — 12,50 uM, TDZ podria ser considerado como no
citotoxico. A la luz de estos resultados, para evaluar la genotoxicidad por
medio de las pruebas ACE, IM y FC se seleccion0 este intervalo de
concentraciones de TDZ.

El ensayo de IM revel6 que la tasa de sobrevida celular no
disminuye en los tratamientos con TDZ en el intervalo de concentraciones 0,57
- 1,16 puM. Sin embargo, en el intervalo de concentraciones 1,72 — 5,63 uM de
TDZ, se detectd una disminucion moderada, mientras que en los cultivos
tratados con 12,5 uM de TDZ se observd una disminucion importante cercana
al 30% (p < 0,001). Ademas, para esa misma concentracion elevada (12,5 uM)
se observo un incremento significativo de las aberraciones tipo cromatida.

Con el objetivo de investigar el efecto de la exposicion crénica a
TDZ, se seleccionaron los ensayos de FC ya que proporcionan informacion
significativa sobre la capacidad reproductiva de las células luego de la
exposicion cronica a productos quimicos. Para 7 dias de tratamiento con 0,57
y 1,16 uM de TDZ, las células no mostraron disminucién significativa de la
supervivencia. Sin embargo, en el intervalo de concentracion 1,72 — 12,50 uM
se observo una disminucion marcada desde ca. 40 a 100% de la sobrevida
celular.

En resumen, los resultados que se refieren a un tiempo corto de
exposicion (ACE, IM) reflejan un efecto clastogénico con una disminucion
critica del 1M para la mayor concentracion de TDZ ensayada (12,50 pM). Sin
embargo, los ensayos de FC que simulan exposiciones crénicas muestran que
las concentraciones mayores a 1,16 UM de TDZ presentan una inhibicién
mayor que el 40% para la proliferacion celular y la sobrevida.

Del analisis comparativo de los resultados obtenidos se infiere que
TDZ induce, al menos en las células CHO-K1, una cito-genotoxicidad en
dependencia con el tiempo de exposicion y con la dosis. Estos resultados

también marcan la necesidad de complementar los ensayos cortos con ensayos
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para tiempos de exposicion largos a fin de simular exposiciones cronicas, ya
que para tiempos cortos se pueden encontrar niveles bajos de toxicidad, que

podrian conducir a un intervalo de concentraciones incorrectos.

2. DMSO, enjuague bucal y sus principales componentes
Tanto DMSO como el enjuague bucal y sus principales componentes
(clorhexidina, su forma salificada: digluconato de clorhexidina, xilitol y

cloruro de cetilpiridinio), son compuestos orgéanicos de baja toxicidad y se

emplean frecuentemente en el campo de la salud (Batista Santiesteban N, 2006,

Gennaro AR, 2003) tal como se describi6 en el Capitulo I, SECCION E, inciso
2. Compuestos organicos a ser probados como inhibidores o protectores de las
superficies metélicas contra la corrosién. En consecuencia, se decidié no

estudiar su citotoxicidad y su genotoxicidad en este trabajo de Tesis doctoral.
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SECCION C
EFECTO DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS COMO
POTENCIALES PROTECTORES SUPERFICIALES DE LA
CORROSION DE LOS BIOMATERIALES DENTALES
METALICOS

1. COBRE
1.1. Efecto de DMSO como protector del cobre frente a la
Corrosion

1.1.1. Medidas electroquimicas
1.1.1.1. Curvas de polarizacién potenciodinamica lineal y ciclica
1.1.1.1.1. Efecto de la adicion de DMSO al medio corrosivo
En la Figura 1V.16 (figura insertada a; linea —) se

muestra la curva de polarizacion potenciodindmica ciclica (CPP ciclica)
registrada en el medio corrosivo, MC (contiene iones cloruro (CI"), pH = 2,6
con &cido lactico), inmediatamente después de la inmersion del ET de cobre
recién pulido. EI mismo comportamiento e intensidades de corriente, dentro del
error experimental, se observaron para la CPP medida inmediatamente después
de la inmersion del electrodo de cobre en el MC al cual se le adicion6 en
diferentes concentraciones (35 — 70 mM) DMSO de distintos grados de pureza
(Tabla IV.16: Fluka p.a., Anedra r.a. y Merck p.a.). Las CsPP para cobre en el
MC y en el MC + DMSO de las diferentes procedencias, muestran en el
barrido anddico (Figura 1VV.16) un aumento de la corriente faradaica debido a
la electrodisolucion de cobre. El barrido inverso subsiguiente muestra un pico
catddico debido a la electrorreduccion de las especies formadas en el barrido
anodico de potencial precedente. El cobre inmerso en MC en ausencia y en
presencia de DMSO, presenta cierta susceptibilidad a la corrosion por picadura,
al invertir el barrido de potencial (1ro. anodico, 2do. catddico) la curva
presenta una histéresis suave, efectuando el retorno con una intensidad de
corriente superior a la del primer tramo. (Garcia OE y col., 1995)

Los resultados indican que la adicion de DMSO de diferente

pureza al medio electrolitico MC investigado no interacciona con el cobre y/o
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sus iones y no afecta la oxidacion de metal en el tiempo de la experiencia
electroquimica. Estos experimentos no permiten rechazar la posibilidad que
DMSO necesite para interactuar con la superficie del metal inmerso en MC un

tiempo mayor que el usado en las experiencias electroquimicas.

Log I fpA

h Ecorr, sin tratamiento

Ecorr, 60 min

ol
3[][] B Ecurr, 1080 min
at E /mV (vs. ECS)
-300 -250 200 -150 -100 -8 O
§) I
E R B R
- 200 .2
e o=
0 —
100} 400l
200 b ]
- E/mV{vs. EC
G000 .[ . 5. . .
500 400 -300 200 -100 0
0 [——— f n : . .

-500 -400 -300 -200 -100 0
E/mV (vs. ECS)
Figura IV.16. Curvas de polarizacién potenciodinamica (CsPP) (figuras insertadas: a) CPP
ciclica; b) gréafico logaritmico) para el ET de cobre en MC, medido inmediatamente después

de la inmersion del ET en el medio corrosivo, MC desaireado. (—): sin'y con (35 — 70 mM)
DMSO agregado en el MC y también para el ET previamente tratado (60 min) por inmersion

en DMSO Merck p.a.; (—): ET previamente tratado (60 min) por inmersién en DMSO Fluka
p.a.. (—): ET previamente tratado (1080 min) por inmersion en DMSO Fluka p.a.. v =15

1.1.1.1.2. Efecto del tratamiento superficial de cobre por
inmersion en DMSO

Se modificé la superficie del cobre por inmersion del ET

en DMSO durante diferentes tiempos, y se investigd el efecto del tratamiento

sobre la corrosion del metal en MC. Se llevo a cabo un estudio electroquimico

de las muestras de cobre con la superficie modificada y se compararon los

resultados con los obtenidos para cobre sin modificar.
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Las CsPP medidas en el MC para el ET de cobre
previamente inmerso en DMSO durante un tiempo de 60 y 1080 min muestran
un comportamiento similar pero con diferentes intensidades de corriente de
oxidacion (y reduccion) segun la pureza del DMSO empleado para el
tratamiento. En la Figura 1V.16 (figura insertada a); linea —: 60 min y linea
—: 1080 min) se muestran las CsPP en el MC inmediatamente después de
colocado el ET de cobre tratado en DMSO Fluka p.a.. Se observa disminucion
de la intensidad de corriente de oxidacion y de reduccion de las especies
generadas durante la oxidacion en comparacion con los resultados obtenidos
para el ET sin tratar Figura 1V.16 (figura insertada a); linea —). También se
observa (figura insertada b); linea —: 60 min y linea —; 1080 min) que el
tratamiento causa un desplazamiento del potencial de corrosion hacia la zona
catddica. Sin embargo, cuando el ET se traté con DMSO Merck p.a., las CsPP
registradas en MC inmediatamente después de colocado el ET tratado fueron
similares, dentro del error experimental, a las medidas para el ET sin tratar
Figura 1V.16 (linea —). Si el tratamiento con DMSO Merk p.a., que se
denominara DMSO de elevada pureza (ver Tabla 1V.3), se realiza durante un
tiempo mayor (1260 min) la CPP para el ET tratado registrado en el MC
inmediatamente después de colocado el electrodo (Figura 1V.17; linea —)
muestra una disminucion de la intensidad de corriente de oxidacion y de
reduccion de las especies formadas durante la oxidacion en comparacion con

los resultados obtenidos para el ET sin tratar (Figura 1VV.17; linea—).
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Figura IV.17. Curvas de polarizacion ciclica del ET de cobre en MC desaireado: (—) medido
inmediatamente después de la inmersiéon del ET limpio en el MC desaireado; (—): ET
previamente tratado (1260 min) por inmersién en DMSO Merck p.a.. v=5mVs™,
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En la Tabla 1V.3 se muestra la eficiencia de inhibicion
porcentual (EI1%) calculada con la ec. 111.4 para electrodos de cobre tratados
por inmersién en DMSO de distinta pureza, para diferentes tiempos (10 — 1260
min). También se pueden observar en la Tabla 1V.3 las impurezas presentes en
DMSO de diferentes procedencias y su concentracion (CG/EM), como asi
también la composicion de soluciones testigo de sulfuro de dimetilo (SDM) y
de disulfuro de dimetilo (DSDM) preparadas especialmente empleando DMSO
Merk p.a. de elevada pureza como solvente, que fueron usadas para comprobar
los resultados obtenidos con los ET tratados con DMSO de diferente pureza,
durante distintos tiempos.

La pureza del DMSO empleado para el tratamiento de la
superficie del electrodo de cobre por inmersion (60 min) influye en el efecto
inhibidor de la oxidacion del metal. EI ET de cobre tratado con DMSO Merk
p.a. que no contiene SDM y DSDM como impurezas, no muestra diferencias
fuera del error experimental, al compararse con los resultados obtenidos para el
cobre sin el tratamiento. Contrariamente, el ET tratado con un DMSO (Anedra
r.a. 0 Fluka p.a.), que contiene como impurezas trazas de SDM (4,8 6 43 ppm,
respectivamente) y DSDM (66 6 84 ppm, respectivamente) muestra una
disminucion de la intensidad de corriente anddica (y catédica) comparada con
la correspondiente al ET sin tratar. Este comportamiento se interpreta como
una consecuencia del efecto protector de la corrosién del cobre en el medio
agresivo causado por el tratamiento del ET con DMSO que contiene trazas de
impurezas azufradas, que modifica la superficie del metal.

La proteccion del metal frente a la corrosion aumenta a
medida que se extiende el tiempo de tratamiento por inmersion del electrodo de
cobre en DMSO (ver El%, Tabla 1V.3, para mayor simplicidad ver Figura
IVV.18 para el tratamiento del ET con DMSO Fluka p.a.). Para el tratamiento
realizado con DMSO Fluka p.a., se alcanza una eficiencia de inhibicién
calculada a -100 mV (proximo al potencial de circuito abierto) de 24% para un
tiempo de inmersion de 10 min, que aumenta hasta ca. 50% para 60 min,

Ilegando a un 71% para 1080 min de tratamiento.
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calidad Tiempo de Analisis CG-EM
DMSO %E]| 2 inmersion
(min) SDM (ppm)  DSDM (ppm) MeSH (ppm)
Anedrar.a. 51+6° 60 4.8 66 0
50+ 4P 270
Fluka p.a. 24 +3° 10 43 84 0
39+5° 30
48+7° 60
54+ 8b¢ 60
60+ 5> ¢cd 60
53+ 4P 180
71+6° 1080
Merck p.a. 0+0° 60 0 0 0
38+6° 1260
DMSO 54+5° 60 160 0 0
(Merck p.a.)
conteniendo
SDM
160 ppm
DMSO 0P 60 0 200 0
(Merck p.a.)
conteniendo
DSDM
200 ppm
0P 225

*El%= [(Iblanco - IDMSO) / Iblanco] X 100)-
® E19 calculado al potencial aplicado Eapl = -100 mV vs ECS.
“Previo al registro de la CPP el ET se pretraté por inmersion en DMSO (60 min) y luego en el MC

(60 min).
9 Para el célculo de EI% se usé como blanco la CPP reistrada para el ET de cobre recién pulido e
inmerso (60 min) en MC.

Tabla 1V.3. Efecto de la pureza de DMSO y del tiempo de inmersion del ET en DMSO
sobre EI%. Se incluyen también las impurezas de DMSO y sus concentraciones
determinadas por CG-espectroscopia de masas y la composicion de soluciones testigo de
sulfuro de dimetilo (SDM) vy disulfuro de dimetilo (DSDM) preparadas especialmente
empleando DMSO Merk p.a. de elevada pureza como solvente.
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_ &l Figura 1V.18. EI1% (con barras de errores)

£ 5 E calculado a -100 mV vs. ECS para ET

= tratado por inmersién durante diferentes
0 tiempos en DMSO Fluka p.a..
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1.1.1.1.3. Efecto del tratamiento de la superficie de cobre por
inmersion en solucion de SDM o de DSDM en DMSO
(Merck p.a.) de elevada pureza
Con el objetivo de comprobar los resultados detallados
arriba se prepararon soluciones de concentracion conocida de SDM y de
DSDM en DMSO (Merck p.a.) de elevada pureza (Tabla 1V.3) y se usaron
para modificar la superficie de los electrodos de cobre previo al registro de las
CsPP de los mismos en el MC. La CPP del ET de cobre tratado por inmersion
(60 min) en una solucion de concentracion conocida de SDM (160 ppm) en
DMSO de alta pureza (Merck p.a.), mostrd diferencias con el medido para el
ET sin tratar (que es similar el medido con el ET tratado con DMSO Merck
p.a., 60 min), mientras que el tratamiento en solucion de DSDM (200 ppm) en
DMSO de alta pureza (Merck p.a.) resultd similar al del ET sin tratar o el
medido con el ET tratado con DMSO Merck p.a., 60 min. (Figura 1V.19).
Como se muestra en la Tabla IV.3, sdlo el tratamiento del
electrodo de cobre por inmersion en la solucién de SDM en el solvente DMSO
(Merk p.a.) mostré ser beneficioso para la proteccion del metal cobre en el MC
investigado. También se observa en la Tabla 1V.3 que para un mismo tiempo
de tratamiento (60 min) el efecto inhibidor no cambia apreciablemente con la
concentracion de SDM contenido en DMSO. La ausencia de efecto de la
concentracion de SDM podria racionalizarse considerando que durante el
tratamiento, el SDM forma sobre la superficie del cobre una capa
multimolecular, pero Unicamente la primera capa contribuye a la inhibicion de

la corrosion. Un efecto similar esta informado en la literatura (Ohno N. y col.,
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1993; Trabanelli G., 1991) para el sulfuro de dibencilo ((PhCHS,),S) sobre la

superficie del hierro en soluciones acidas.

250
200
200 { 44
= 100
0 _—
100 - 0 e
490 100 80 B0 40
E/n¥ frs ECS)
T 0
100
200 4

600 -500 400  -300 -200  -100 0
E/mV(rs ECS)

Figura 1V.19. Voltametria ciclica del ET de cobre en MC medido inmediatamente después
de la inmersion del ET en el MC y ET previamente tratado (60 min) por inmersion en DSDM
(200 ppm) en DMSO Merck p.a.: (—); ET previamente tratado (60 min) por inmersion en
SDM (160 ppm) en DMSO Merck p.a.: (—), EI% =54 a -100 mV.

Los comportamientos observados hasta aqui presentados,
sugieren una interaccion rapida entre cobre y la impureza SDM comunmente
presente en el DMSO, y una interaccion lenta del DMSO con el metal. Ambas
interacciones causarian una modificacion de la superficie de cobre por
formacion de una pelicula de compuesto orgéanico, que conduce a una

proteccién del metal contra la corrosion en el MC investigado.

1.1.1.2. Medidas de potencial a circuito abierto
1.1.1.2.1. Efecto del tratamiento de cobre por inmersion en
DMSO
La Figura 1V.20 muestra los valores del potencial a
circuito abierto (PCA) en funcion del tiempo para electrodos de cobre sin y con
tratamiento en DMSO (Fluka p.a.) medidos en el MC (CI'; con acido lactico;
pH = 2,6) y en una solucion de NaCl 0,1 M (pH = 2,6; HCI), ambas soluciones
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bajo condiciones de reposo y naturalmente aireadas. En la Figura 1V.20 se
observa que el valor inicial del PCA (-99 mV) en el MC del ET de cobre sin
tratar es cercano al valor (-108 mV) para el electrodo de cobre tratado con el
DMSO (Fluka p.a.) con trazas de impurezas. Sin embargo, el PCA del
electrodo de cobre tratado se mantiene constante por 1000 min (Figura 1V.20,
A), mientras que, el electrodo sin tratar muestra un continuo descenso del PCA
con el tiempo de aproximadamente 0,3 mV/min (Figura 1V.20, O),
comportamiento que es tipico de la corrosion activa. Por otra parte, en el
ensayo para el electrodo de cobre limpio inmerso en el medio agresivo 0,1 M
NaCl (pH = 2,6; HCI) (Figura 1V.20, [J) se observan potenciales estacionarios.

Un comportamiento similar se observa en la misma solucién corrosiva 0,1 M

NaCl (pH = 2,6, HCI) para el ET tratado (Figura 1VV.20, ¢).
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Figura 1V.20. Medida del potencial a circuito abierto (vs. ECS) del electrodo de cobre en el
medio agresivo sin desairear y en reposo, en funcion del tiempo: a) en MC (o) sin
tratamiento; luego de la inmersion en DMSO Fluka p.a. durante 60 min (A); b) en 0,1M

NaCl pH = 2,6 (HCI) (7)) sin tratamiento; (¢) luego de la inmersion en DMSO Fluka p.a.
durante 60 min.

1.1.2. Andlisis superficial
1.1.2.1. Microscopia Optica
Las microfotografias obtenidas mediante microscopia éptica de

la superficie de los electrodos de cobre sin y con tratamiento por inmersion en
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DMSO Fluka p.a. que contiene trazas de impurezas, durante 60 min, y después
de haber sido sometidos a una polarizacién anddica desde -580 mV hasta - 30
mV (a baja velocidad de barrido de potencial 5 mVs™) se presentan en la
Figura 1V.21. Las observaciones microscopicas de las muestras revelan la
formacion de una pelicula homogénea sobre los electrodos tratados con DMSO
Fluka p.a.. En concordancia con las medidas electroquimicas, a través de la
microscopia optica se concluye que las muestras tratadas (60 min) con DMSO
de menor pureza (Figura 1V.21b,d) presentan una superficie mas lisa que

aquellos electrodos no tratados (Figura 1V.21a,c).

oxidacion I

anodica

c d

Figura IVV.21. Microfotografias de la superficie de cobre obtenidas con un microscopio dptico
para la muestra de cobre recién pulida y sin tratamiento (a); con tratamiento por inmersién en
DMSO Fluka p.a. durante 60 min (b); después de oxidacién anddica hasta — 30 mV vs ECS de
la muestra de metal no tratada (c) y previamente tratada (d).

1.1.2.2. Espectroscopia fotoelectrénica de rayos x
Los espectros XPS completos para cobre sin tratamiento y
tratado por inmersion en DMSO de diferentes grados de pureza y en soluciones
de SDM y/o DSDM en DMSO (Merk p.a.) de elevada pureza mostraron para
alguna de las muestras un pico para una energia de enlace 530,0 eV debido a la
formacion de 6xido superficial durante el proceso de pulido e inmersion. En
este trabajo se analizd en detalle en especial la zona correspondiente a azufre.
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En las Figuras 1V.22 - 1V.24 se presentan los espectros XPS
en la zona de S 2p de muestras de cobre recién pulidas (sin tratamiento) y
tratadas por inmersion en DMSO de diferente pureza, y en las Figuras IV.25 y
IVV.26 el espectro de cobre pulido y tratado por inmersion en la solucién de
SDM (160 ppm) y DSDM (200 ppm) en el solvente DMSO Merck p.a.,
respectivamente, durante 60 min. En la Figura 1V.22 se presenta el espectro de
muestras de cobre recién pulido y sin tratamiento (linea —), y tratada por
inmersion en DMSO Fluka p.a. que contiene trazas de impurezas, durante 180
min (linea —). En la Figura 1V.23 se muestra el espectro XPS de cobre tratado
con DMSO Merck p.a. para 180 min de inmersion, en la Figura 1V.24 el
medido para cobre pulido y luego tratado con DMSO Anedra r.a. con trazas de

impurezas, durante 180 min.

24xI0F —
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E 1m0 tl:!'I.IESPIZ!-].:ldiEﬂtE 2 5 2p, de cobre recien
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{1 ——
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Figura IV.26. Espectro XP5 en la zona 5 2p, de cobre pulide v tratzdo con solucidn de
DEDL (200 ppm) en &l selvents DRSO Merck poa., durante 50 min,
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Los espectros XPS presentan picos caracteristicos para cada
elemento encontrado en la superficie de la muestra metélica. Existen
publicadas tablas con los valores de energia de enlace (binding energy, BE) ya
asignados a cada elemento en el estado de oxidacion en que se encuentre. Los
espectros XPS de las muestras de cobre tratadas con DMSO de baja pureza
(Figura V.22, Fluka p.a., linea —; Figura 1V.24, Anedra r.a.) muestran dos
sefiales envolventes de azufre (168,5 y 162,5 eV), que corresponderian a dos
diferentes estados de oxidacion del azufre, siendo aquella a 162,5 eV la mas
importante. Ninguna de ambas sefiales se observa en el espectro de las
muestras de cobre recién pulidas (Figura 1V.22, linea —). Aquéllos medidos
para muestras tratadas con DMSO de elevada pureza (Merck p.a.), muestran
una sola sefial de S (Figura 1V.23) a 168,5 eV. Las muestras de cobre pulidas
y tratadas con la solucion de SDM en DMSO Merck p.a. muestran las mismas
sefiales de azufre (Figura 1V.25) que las pretratadas con DMSO de baja pureza
(Figura 1V.22, Fluka p.a., linea —). La sefial a 168,5 eV se asigna al enlace S
2p del grupo sulfinilo (>SO) (Tillman N y col., 1990; Wagner CD y col., 1979)
presente en la estructura del DMSO, y la sefial a 162,5 eV es asignable al S en
enlace del SDM (CH3-S-CHj3) (Yagil Sy col., 2005). En la literatura se asigna
la energia de enlace 164,1 eV al S 2p de adsorcién molecular de DSDM y una
menor energia de enlace 161,1 eV a azufre adsorbido sobre la superficie de
cobre. (Furlong OJ y col., 2010), mientras que la sefial a 162,4 eV es asignada
a metiltiolato (MeS") sobre cobre (Furlong OJ y col., 2010; Lai YH y col.,
2002). En la Tabla IV.4 se presentan los valores para la relacion R1 =

Stotal/ CUtotar Calculados desde los espectros XPS.

El% (a
Ensayo Cu®, solucién para el tratamiento (tiempo de —100 mV) para  R1 =S/
inmersion) 60min de CUgotal
inmersion
1 Cu® recién pulido 0,02
2 Cu®, DMSO Merk p.a. (180 min) 0 0,45
3 Cu®, DSDM en DMSO Merk p.a. (60 min) 0 0,05
4 Cu®, SDM en DMSO Merk p.a. (60 min) 54 0,30
5 Cu°, SDM y DSDM en DMSO Merk p.a. (60 min) 51 0,14

Tabla IV.4. Relacion R1= S, /Cu calculada a partir de los espectros XPS para las
muestras de cobre recién pulido, tratadas con DMSO de elevada pureza, y con SDM y/o
DSDM en solucion de DMSO de elevada pureza.
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Si bien la investigacion llevada a cabo en este trabajo de Tesis
doctoral no tiene el objetivo de determinar el mecanismo a través del cual
ocurre la adsorcion molecular y la interaccion entre la(s) molécula(s)
organica(s) y el sustrato metalico, es decir no pretende explorar la quimica de
las moléculas conteniendo azufre sobre la superficie de cobre, es posible
realizar algunos comentarios conducentes a la interpretacién de los resultados.

El analisis de las muestras por XPS se llevo a cabo después del
tratamiento de las muestras del metal por inmersion en DMSO (diferentes
grados de pureza) o en soluciones de SDM o DSDM en DMSO de elevada
pureza (Merck p.a.) y las muestras tratadas no estuvieron en contacto con el
MC previo a la medida del espectro XPS. El valor de la relacién R1 = 0,45
calculado para la muestra de cobre tratada con DMSO (Merck p.a.) de elevada
pureza indica que el DMSO est4 adsorbido sobre la superficie metélica y en
consecuencia resulta una alta sefial de azufre. Sobre la base de la estructura
quimica de DMSO (Figuras 1V.16 y 1V.27 a) la adsorcidon seria explicable a
través del atomo de O con electrones no-compartidos, electrones-n (el atomo
de S no posee electrones-n). Para efectuar las medidas electroquimicas se
sumergi6 el material tratado y con su superficie modificada en el MC vy es
posible que los iones cloruro desplacen al DMSO vy la respuesta electroquimica
muestre un comportamiento como el del metal no tratado. Si el tratamiento se
realiz6 durante un periodo de tiempo mayor (1260 min, Tabla 1V.3) el DMSO
de elevada pureza protegi6 el metal inmerso en el MC frente a la corrosion del
mismo, a diferencia de lo observado para un tratamiento de solamente 60 min.
Este comportamiento puede explicarse suponiendo que la superficie del metal
se cubre de una pelicula formada por capas polimoleculares (Figura 1V.28), a
mayor tiempo de tratamiento la capa de moléculas de DMSO aumenta su
espesor, y cuando se coloca la muestra en el MC en el tiempo de la experiencia
electroquimica se alcanzan a reemplazar por iones cloruro algunas moléculas
de DMSO adsorbido y no todas. Informacién de la literatura para el sulfoxido
DBSO (dibencilsulfoxido, (PhCH,),SO) muestra que la adsorcion de DBSO vs.
tiempo sobre diferentes metales en medios acidos aumenta en funcion del
tiempo sin alcanzar saturacion. (Trabanelli G, 1991) Ha sido evidenciada la
facil desorcion de DBSO y también la presencia de moléculas residuales de
DBSO adsorbidas. (Trabanelli G, 1991
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Figura 1V.27. Modelos moleculares en tres dimensiones con energia optimizada para las
moléculas de DMSO, SDM y DSDM Yy su posible interaccion con la superficie de cobre.
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Figura 1V.28. Interaccion (¢-----—) DMSO-DMSO-cobre, empleando fdérmulas

estructurales planas para la molécula de DMSO.

El SDM (en medio de DMSO) se adsorbe fuertemente y
posiblemente alcanza valores de saturacién, es decir la cantidad de sustancia
adsorbida llega a un valor constante que no aumenta con el tiempo, la fuerte
adsorcion del SDM debida a la mayor interaccion del atomo de S menos
electronegativo que el O (Figura 1V. 27 b), causa el desplazamiento al menos
parcialmente del DMSO (Figuras 1V.22, 1V.24 y 1V.25) y resulta una relacion
R1 =0,30 (Tabla IV.4) menor que la observada con DMSO. En la Tabla 1V.3
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se observa que un aumento de la concentracion de SDM en la solucion de
DMSO no afecta la EI%. El ion cloruro del MC no desplaza al SDM y
entonces el metal queda protegido. El azufre del SDM con sus dos pares de
electrones no-compartidos se adsorberia mucho mas facilmente que el DMSO
y puede formar un enlace mas estable a consecuencia de quimisorcion,
dificultdndose su reemplazo sobre la superficie del metal por iones cloruro.

No puede dejarse de lado al comparar los valores para R1
medidos para cobre tratado con DMSO elevada pureza (Tabla 1V.4, ensayo 2,
R1 = 0,45) y tratado con SDM en DMSO de elevada pureza (Tabla 1V .4,
ensayo 4, R1 = 0,30) que la diferencia entre ambos podria ser originada en el
diferente estado superficial de la muestra de cobre policristalino recién pulida y
ademas por supuesto el diferente tiempo de inmersion ya que se ha dicho que
por interaccién lenta de DMSO con la superficie de cobre se forma una capa
multimolecular cuyo espesor esta relacionado directamente con el tiempo del
tratamiento por inmersion.

En base a la quimica sobre hierro (Kaltchev M y col., 2001;
Lara J y col., 1998) y otras superficies metalicas (Makysmovych P. y col.,
2006; Kang DH y Friend CM, 2004; Rufael TS y col., 1998) podria anticiparse
que al tratar el cobre con DSDM sobre la superficie del metal podrian formarse
especies tiolato (metiltiolato: CH3S"). (Furlong OJ y col., 2010) Estudios sobre
la quimica de DSDM sobre una superficie de cobre (Furlong OJ y col., 2010)
indican que DSDM reacciona con la superficie del cobre a -193°C formando
especies metiltiolato. El calentamiento de la superficie metalica a ca. -40°C
causa que una porcion de las especies tiolato se descompongan generandose
grupos metilo adsorbidos sobre la superficie. Calentamientos a mayores
temperaturas resultan en la desorcion de hidrocarburos (metano y etano) a ca.
150°C, debido a la reaccion de especies metilo adsorbidos, hasta la completa
remocién de carbono sobre la superficie y el depdsito de azufre atébmico. La
multicapa de DSDM adsorbida sobre cobre parece estar débilmente adsorbida y
se desorbe a ca. -114°C. Datos de XPS e IR sugieren que inicialmente una
porcion del DSDM se disocia sobre la superficie para formar especies
metiltiolato mientras que el remanente se adsorbe molecularmente formando

una multicapa de DSDM. Por calentamiento a temperaturas superiores que

124



Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION

-113°C se desorbe la multicapa quedando sobre la superficie especies
metiltiolato. Un calentamiento posterior a - 43°C muestra que la especie
metiltiolato aln se mantiene sobre la superficie. A 117 °C el tiolato
descompone sobre la superficie y este proceso se completa a 207 °C quedando
finalmente sobre la superficie azufre. La energia de enlace S 2p a 161,1 eV ha
sido asignada a azufre quimisorbido sobre cobre (Lai YH y col., 2002).

Si bien en los casos que se estudiaron se obtuvo en la zona de
S 2p en los espectros XPS un solapamiento de sefiales asociadas a distintos
estados de oxidacion de S, en el intento para obtener la contribucién individual
de cada uno de esos estados se realiz6 la deconvolucion de la sefial compuesta,
empleando el software XPS peak version 4.1. En la Figura 1V.26 se presentan
los resultados de la deconvolucion correspondiente a las sefial para S 2p
obtenida para cobre tratado con DSDM en solucion de DMSO Merk p.a. de
elevada pureza. Puede observarse que la superficie ha quedado después del
tratamiento cubierta por diferentes especies, sin embargo se observd una baja
relacion R1 = 0,14 (Tabla 1V.4), y finalmente no se observé capacidad
inhibidora de la corrosion al sumergir el cobre asi tratado en el MC para
realizar las medidas electroquimicas, pudiéndose entonces considerar que las
especies adsorbidas molecularmente han sido desplazadas por el ion cloruro

presente en el MC.

1.1.3. Determinacién de iones metalicos liberados al medio

COrrosivo

1.1.3.1. Concentracion de iones cobre en  solucion:
espectrofotometria de absorcion atomica

En la Tabla IV.5 se muestra la concentracion de iones

liberados por las muestras de cobre, sin tratar (ensayo control) y tratadas con

DMSO Fluka p.a. que contiene trazas de impurezas azufradas, durante 24 h,

para diferentes tiempos de inmersion en el MC. Se observa que la

concentracion de iones cobre liberados al medio corrosivo por las muestras de

cobre tratadas con DMSO Fluka p.a. es menor a aquella obtenida para el

control, para todos los periodos de tiempo investigados. La diferencia entre los

valores obtenidos con la muestra tratada y sin tratamiento se modifica con el

tiempo de inmersion en el MC. A medida que el tiempo de inmersion aumenta,
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la diferencia tiende a hacerse mayor (si bien esta conclusion se observa en los

datos presentados en la Tabla IV.5, en la Figura 1V.29 puede observarse mas

facilmente).
., Concentracion de Cu* Concentracion de Cu*
Tiempo de Cog(ijezqter:c;\l/lcg te liberados al MC por la  liberados al MC por la muestra
inmersion en (control) muestra de Cu sin de Cu tratado con DMSO
MC (min) (mg LY tratar Fluka p.a. por 24 h
: (mg L) (mg L™

1440 0 860 435+ 45

3240 0 1714 1280

5610 0 11600 4150

Tabla IV.5. Concentracion de iones cobre (Cu™") medidas en el MC para diferentes tiempos de
inmersién de muestras de cobre sin tratar y tratadas con DMSO Fluka p.a. (24 h) en el medio
corrosivo, en reposo y naturalmente aireado, a temperatura ambiente (25 + 2) °C.

{1 cobre pulido
Ao # ocobre pretratado |
?1: Figura IV.29. Concentracion de tones cobre
£ 10000 - / medidas en e MC lusge de diferentss
- iy pericdos de mmersion de muestras de cobre
A 5000 / s trater v tratadas por mmersicn en DRSO
~ - Fluks p.a (24 h) en &l medio corrosive, e
2 reposo v natwralments siresdo, 2 temperatura
s 0 ambiente (25 = 2) °C.

2000 4000 6000

tiempo / min

La literatura (Madhavan K y col., 2001) informa que el DMSO actla
protegiendo al acero al carbono contra la corrosion en medio acido. Dado que
la toxicidad del DMSO es baja (Pérez-Pastén R y col., 2006) y que tiene
numerosas Yy variadas aplicaciones en medicina (Batista Santiesteban N., 2006;
Ikemiya N y Gewirth AA, 2000), en este trabajo de Tesis doctoral se decidid
probarlo como protector del cobre. El cobre es el metal base de aleaciones
usadas en odontologia en los pueblos con menores recursos econémicos (ver
Capitulo I, SECCION B, inciso 3. Biomateriales metalicos de uso
odontoldgico) debido fundamentalmente a su buena resistencia mecanica y
bajo costo. Como medio agresivo en este estudio se uso una saliva sintética de
agresividad aumentada por la presencia de acido lactico. En ciertas zonas de la

cavidad oral donde se puede desarrollar placa bacteriana, como fosas y fisuras,
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el pH salival puede alcanzar valores muy bajos como consecuencia de la
presencia de &cido lactico (Staffolani N y col., 1999). Soluciones salinas
acuosas de acido lactico son utilizadas en variadas normativas internacionales
como medio de inmersidn para ensayos preclinicos sobre la resistencia de las
aleaciones dentales a la pérdida de la integridad estructural debido a la
corrosion (Tibballs JE y Erimescu R, 2006). Numerosos estudios fueron
llevados a cabo usando éacido lactico para evaluar diferentes materiales
incluyendo bronces al aluminio y amalgamas conteniendo cobre (Tibballs JE y
Erimescu R, 2006; Acciari HA'y col., 2005).

El DMSO empleado como inhibidor por los autores Madhavan y col.
(Madhavan Ky col., 2001) es “dimethylsulfoxide extrapure grade” proveniente
de SISCO Research Laboratories, Mumbai, India, y segun las especificaciones
de la empresa que lo comercializa tiene una pureza min. 99% determinada por
CG
(http://www.srlchem.com/products/product_details/productld/637/treeParentld/
40/Dimethyl-Sulphoxide-extrapure), en cambio el DMSO Merck p.a. de
elevada pureza empleado en este trabajo de Tesis doctoral en las
especificaciones se indica una pureza determinada por CG > 99,9%, y la misma
ha sido corroborada en nuestro laboratorio.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que durante la
inmersion de cobre en DMSO que contiene trazas de impurezas y en la
solucion de SDM en DMSO de elevada pureza, ain para cortos periodos de
tiempo, la superficie del metal experimenta algun cambio y queda modificada.
Parece formarse sobre la superficie del metal una pelicula que queda
fuertemente adsorbida no siendo reemplazada por los iones cloruro del MC.
Esta pelicula dificulta el proceso de disolucion del metal tanto cuando esta en
contacto con el MC como con la solucion de cloruros al mismo pH de acuerdo

con el equilibrio:

CI
Cu + SDM + DMSO S CuDMSO(ads)SDM(ads) & CuSDM(ads) Cl'(ads) + DMSO

El solvente DMSO de elevada pureza que no contiene SDM y
DSDM, también protege al cobre frente a la corrosion en el MC investigado

cuando los tiempos de tratamiento son largos. Si bien interactia con la
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superficie del metal, aiin en cortos tiempos de tratamiento tal como se concluye
de las experiencias por XPS, la interaccion es debil y las moléculas de DMSO
adsorbidas en la superficie son desplazadas por los iones cloruro presentes en
el MC. Para tiempos de tratamiento largos se deben formar capas
multimoleculares de DMSO vy por lo tanto de mayor espesor y cuando el metal
asi modificado se coloca en contacto con el MC no todas las moléculas de
DMSO retenidas sobre la superficie son desplazadas por el i6n cloruro del MC
en el tiempo de las experiencias electroguimicas.

Se concluye que el grado de pureza del DMSO influye en el efecto
inhibidor de la oxidacion de cobre. Los resultados obtenidos en los estudios
realizados en este trabajo de Tesis doctoral sugieren una interaccion rapida
entre cobre y las impurezas comunmente presentes en el DMSO, y una
interaccion lenta del DMSO con el metal, que conducen a una proteccién del
cobre frente a la corrosion en el MC. Es un hecho informado en la literatura
(Al-Haidary YK y Saleh JM, 1988) que los metales, entre los que esta incluido
el cobre, presentan una mayor tendencia para la adsorcion de SDM que para
DSDM cuando ellos se encuentran en fase gaseosa. La etapa controlante de la
velocidad en cada caso es la quimisorcion del SDM o DSDM sobre la
superficie que luego es seguida por la ruptura de los enlaces S-S, C-S y C-H
sobre la superficie de los adsorbatos metalicos.

Existe entonces la posibilidad de que la proteccion del acero frente a
la corrosion del hierro en medio &cido (HCI y H,SO,) causada por el DMSO
informada en la literatura no sea realmente debida a la reduccion del sulfoxido
para generar SDM como proponen los autores (Madhavan K. y col., 2001) y
gue en cambio, sea debida a las impurezas (SDM y DSDM) que con frecuencia
acomparian al solvente DMSO.

Por otra parte, la literatura (Sherif E-SM, 2012; Magsood AM vy col.,
2011; Sherif E-SM, 2010; Sherif E-SM y Almajid AA, 2010; Antonijevic MM y
col., 2009; Milic SM y Antonijevic MM y col., 2009; Sherif E-SM y col., 2008;
Sherif E-SM, 2006; Sherif E-SM y Park SM, 2005; El Warraky Ay col., 2004;
Lee HP y Nobe K, 1986; Bacarella L y Griess JC, 1973) informa que la
disolucion anodica de cobre en medio conteniendo iones cloruro esta afectada
por la concentracion de iones cloruro. A bajas concentraciones de cloruro la

disolucién de cobre ocurre a través de la formacion de cloruro cuproso (CuCl)
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que se transforma en la especie soluble CuCl,” por reaccion con exceso de
cloruros. Mientras que con elevadas concentracion de iones cloruro se forman
complejos de cobre: CuCls? y CuCl,™, ademés de CuCl y CuCl,".

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el acido lactico
limita la formacién de las especies adsorbidas y favorece el proceso de
disolucion del cobre. Los valores de PCA registrados después del tratamiento
con DMSO Fluka p.a. de baja pureza son ligeramente mas nobles en el caso de
0,1 M NaCl (pH = 2,6) que en el MC indicando que el acido lactico esta
afectando en alguna extension el proceso de corrosion cuando la superficie del
cobre ha sido modificada. La solucién de cloruro conteniendo &cido lactico
(MC) es mas agresiva que la solucién de cloruro sin dicho acido organico.
Aunque el ion cloruro es una de las especies mas agresivas, otros
constituyentes presentes en el medio corrosivo, en este caso &cido lactico,
también pueden ser determinantes en el comportamiento de la corrosion. El
acido lactico reacciona con los iones cobre para formar lactato de cobre que se
solubiliza en el medio acuoso e impide la formacion de una pelicula protectora
proveniente de la corrosion. En cambio, en la solucion agresiva libre del &cido
organico, en reposo, se forma una barrera protectora de CICu que para largos
periodos de inmersion en el medio corrosivo hidroliza formado Cu,O (Otmaci¢

H y col., 2004) que queda sobre la superficie del metal.

1.2. Efecto de TDZ como protector del cobre frente a la
Corrosion

1.2.1. Medida electroguimica
1.2.1.1. Curvas de polarizacion potenciodinamica
1.2.1.1.1. Efecto de la adicion de TDZ al medio corrosivo

En la Figura 1V.30 (linea —) se muestra la CPP ciclica
para el ET de cobre recién pulido registrado en el MC (contiene iones cloruro
(CI), pH = 2,6 con &cido lactico) inmediatamente después de la inmersion en el
medio electrolitico corrosivo. También se incluyen en la figura las CsPP
ciclicas para cobre recién pulido registrados en el MC conteniendo diferentes
concentraciones (0,21 - 1,16 uM) del potencial inhibidor en ensayo, TDZ. Las

CsPP para cobre en el MC y en MC conteniendo TDZ mostraron el mismo
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comportamiento. En el barrido andédico un aumento de la corriente faradaica
debido a la electrodisolucién de cobre. El barrido inverso subsiguiente muestra
un pico catédico debido a la electrorreduccion de las especies formadas en el
barrido anddico de potencial precedente. EI cobre inmerso en MC en presencia
de TDZ, también presenta cierta susceptibilidad a la corrosion por picadura, al
invertir el barrido de potencial (1ro. anddico, 2do. catddico) la curva presenta
una histéresis suave. (Garcia OE y col., 1995) Estos resultados indican que la
adicion de TDZ al medio electrolitico investigado no afecta la oxidacion de

cobre 0 que TDZ necesita tiempo para interactuar con la superficie del metal.
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Figura 1V.30. Curvas de polarizaciéon potenciodinamica ciclicas para el ET de cobre
registrado inmediatamente después de la inmersion del ET en el MC en ausencia y en
presencia de TDZ (0,21; 0,42; 0,63; 0,83; 1,04 y 1.16 uM) agregado en el MC: (—); ET de
cobre recién pulido y previamente tratado (30 y 180 min) por inmersion en DMSO Merck
pa.:(----).v=5mvs™

1.2.1.1.2. Efecto del tratamiento superficial de cobre por
inmersion en solucion de TDZ en DMSO

Se intenté modificar la superficie del cobre para protegerla

frente a la corrosion por inmersién del ET en una solucion 3,13 mM de TDZ en

DMSO de elevada pureza (Merck p.a.) durante diferentes tiempos, y se

investigo el efecto del tratamiento de la superficie sobre la corrosion del metal

en el MC. Se llevo a cabo un estudio electroquimico de las muestras de cobre

(ET) previamente tratadas y se compararon los resultados con los obtenidos

para el metal tratado con el solvente puro (DMSO Merck p.a.) para los mismos

tiempos de inmersion.
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Las CsPP ciclicas registradas para el ET de cobre
previamente inmerso en la solucion de TDZ en DMSO (Merck p.a.) para los
tiempos de inmersion 30 y 180 min, inmediatamente de ser inmersos en MC,
muestran un comportamiento similar, dentro del error experimental, a los
medidos para el ET tratado por inmersion en DMSO puro para los mismos

tiempos de tratamiento, inmediatamente de ser inmersos en MC.

1.2.2. Analisis superficial

1.2.2.1. Espectroscopia fotoelectrdnica de rayos x
Los espectros XPS en la zona correspondiente a N1s para
cobre sin tratamiento o tratado por inmersion (180 min) en DMSO de elevada
pureza (Merck p.a.) se muestran en la Figura 1V.31 (linea —) y para cobre
tratado por inmersién (180 min) en la soluciéon de TDZ en DMSO (Merck p.a.)
en la Figura 1V.31 (linea—)
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Figura 1V.31. Espectros XPS en la zona de nitr6geno. (—): cobre recién pulido y (—):
inmerso en la solucién 3,13 mM de TDZ en DMSO de elevada pureza (Merck p.a.)

A fin de verificar si las moléculas de TDZ interaccionan con
cobre y quedan adsorbidas sobre la superficie del metal se midieron los
espectros XPS. Espectros tipicos presentados en la Figura 1V.31 para la zona
de energias de enlace correspondiente a N1s muestran que el cobre tratado por
inmersion en solucion de TDZ en DMSO previamente al registro del espectro,
presenta una sefial correspondiente a nitrogeno (elemento presente en la
estructura de TDZ (Figura 1.15 aiii) pero no en DMSQ) que esta ausente en la
muestra de cobre recién pulido y en la de cobre tratado con DMSO de elevada

pureza. Estos resultados indican que TDZ se adsorbe sobre cobre.
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El estudio XPS indica que TDZ se adsorbe sobre cobre, pero
sin embargo los estudios electroquimicos muestran que no existe un efecto
inhibidor de la corrosion del cobre causado por MC cuando el metal se trata
previamente con TDZ o si el potencial inhibidor es agregado al MC. El metal
tratado no estuvo en contacto con el MC antes del registro del espectro XPS,
pero para realizar las medidas electroquimicas se sumergio el metal tratado y
con su superficie modificada en el MC que contiene iones cloruro, y es
probable que estos iones desplacen a TDZ vy la respuesta electroquimica sea
similar a la medida para el metal no tratado con TDZ, que a la vez es la misma
que para el metal tratado por inmersion en DMSO de elevada pureza por un
tiempo relativamente corto (180 min).

La composicion y estructura electronica de la molécula
orgénica es un factor importante en la determinacién de la eficiencia del
inhibidor de corrosidn que actta por adsorcién sobre la superficie del metal a
proteger. La estructura molecular influye sobre la capacidad donora de
electrones de la molécula y por lo tanto en su adsorcion y efecto inhibidor de la
corrosion.

Sobre la base de la estructura quimica y espacial de TDZ
(Figura 1.15 aiii y 1.15 b) su adsorcion sobre el metal podria ser explicable a
través de la nube electronica-pi conjugada, extendida y conectada entre los
anillos aromaticos y el heterociclo que favoreceria la adsorcion sobre el
sustrato metélico con una orientacion plana de la molécula y paralela a la
superficie del metal y/o los 4&tomos de O del grupo >SO, y N del heterociclo
con electrones no-compartidos (electrones-n) (Figura 1V.32). Una interaccion
entre el metal y los electrones no compartidos de los oxigenos favoreceria una
disposicion de la molécula perpendicular a la superficie metalica (Figura
1V.32).

Figura 1V.32. Posible interaccion (eee) entre TDZ y la superficie de cobre.
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Se conoce que la extension del sistema electronico-pi le
confiere estabilidad quimica a TDZ resultando quimicamente inerte en medio
acuoso, estable en aire y en la mayoria de los solventes organicos comunes.
(Svartman EL y col., 2006; Aimone SL y col., 2000; Svartman EL y col., 1999)
TDZ es protonado sobre uno de los atomos de nitrogeno del heterociclo
Unicamente por &cidos de minerales fuertes como &cido sulfurico o &cido
clorosulfénico concentrados. (Svartman EL y col., 2006) Por otro lado se
conoce que TDZ se reduce electroquimicamente formando el dianién TDZ*
(Aimone SL y col., 2000; Svartman EL y col., 1999). En base a los potenciales
de reduccién se pensé que existia la posibilidad que TDZ? también podria ser
generado por reduccion de TDZ causada por cobre y que los iones cobre
podian formar un aducto con TDZ* que podria quedar sobre la superficie
metalica protegiéndola frente al ataque agresivo del medio electrolitico.

Las caracteristicas del compuesto heterociclico y los resultados
obtenidos en este trabajo de Tesis sugieren que la adsorcion del tiadiazol sobre
el metal ocurre directamente como consecuencia de las interacciones donoras-
aceptoras entre los electrones-pi del sistema aromaético extendido hacia el
heterociclo y/o los electrones-p de los heterodtomos y la orbital d vacante de
los atomos de la superficie del cobre. Asi, la interaccion entre TDZ y el metal
seria de naturaleza fisica (fisisorcion), y facilmente reemplazable por los iones
cloruro del MC.

En nuestros estudios que parecen indicar que TDZ seria un
potencial inhibidor de la corrosion de cobre en medio &cido, (Grillo CA 'y col.,
2009) el medio agresivo es acido sulfarico (H,SO,). Los iones sulfato/bisulfato
(SO4* 1 SO4H") poseen menor capacidad que el i6n cloruro para desplazar a las
moléculas de TDZ adsorbidas en la interfase metal/solucion y como resultado
en medio acuoso &cido sulfarico el compuesto TDZ tiene mayor posibilidades

de actuar inhibiendo la corrosion de cobre.
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2. ALEACION BASE COBRE
2.1. Efecto del enjuague bucal y de sus principales
componentes como protectores de la ABCu frente a la
corrosion

2.1.1. Medidas electroquimicas
2.1.1.1. Curvas de polarizacion potenciodinamica lineal y ciclica
1.2.1.2.1. Efecto del tratamiento superficial de ABCu por
inmersion en el enjuague bucal y en sus principales
componentes

En la Figura 1V.33 se muestran las curvas de polarizacion
potenciodindmica anddicas (CsPP) para la ABCu recién pulida y después del
tratamiento por inmersion durante diferentes tiempos (15 a 360 min) en el
enjuague bucal, registradas inmediatamente después de la inmersion de los
electrodos en SS (pH 4,77). La figura insertada muestra las CsPP ciclicas para
la ABCu recién pulida y para la tratada con el enjuague bucal para el mayor
tiempo de tratamiento (360 min).

En Figura 1V.33 se observa que los valores de intensidad
de corriente de las CsPP registradas inmediatamente después de la inmersion
de ABCu en SS para los diferentes tiempos de tratamiento estudiados, resultan
menores que las correspondientes al ET recién pulido y sin tratar, para
potenciales aplicados mayores que -230 mV. La disminucién de las
intensidades de corriente respecto a las correspondientes para el ET sin tratar
aumenta a medida que crece el tiempo del tratamiento del ET. En la figura
insertada en Figura 1V.33 muestra en la CPP ciclica para ABCu recién pulida
que la disolucion del metal comienza a -230 mV, a ca. -140mV se observa una
meseta correspondiente a la formacion de una pelicula pasiva sobre la ABCu
que se rompe a ca. -60 mV y continda la disolucion de la aleacion hasta el
limite de potencial del barrido inicial anddico (+30 mV). En el barrido catodico
subsiguiente al anddico se observa un pico de reduccién a -100 mV
correspondiente a la reduccion de la(s) especie(s) generadas en el barrido
anodico. En la CPP ciclica tipica mostrada en la figura insertada (linea — — -)

para ABCu tratada (360 min) por inmersion en el enjuague bucal no se
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observan disolucion anddica de la aleacion y el pico de reduccion observado
para ABCu sin tratar.
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Figura 1V.33 Curvas de polarizacion potenciodindmica para ABCu en SS (37 + 2)°C medidas
inmediatamente después de la inmersion del ET en el medio corrosivo (SS) en diferentes condiciones:
recién pulido y recién pulido e inmerso en agua 15-360 min (—), tratado por inmersion en el enjuague
bucal durante diferentes tiempos: 15 min (eee), 30 min (—), 60 min (—), 120 min (-x-), 180 min
(eee) y 360 min (- - -). Figura insertada: curvas de polarizacion potenciodindmica ciclicas para la
ABCu medidas inmediatamente después de la inmersion en SS del ET bajo diferentes condiciones:
recién pulido (—), tratado por inmersion durante 360 min en el enjuague bucal (- - -). v=5mVs™.

En la Figura 1V.34 se muestran las curvas log 1] versus E
correspondientes a las CsPP para ABCu en SS medidas inmediatamente
después de la inmersion del ET en el medio electrolitico, en las diferentes
condiciones: recién pulido y tratado por inmersion en el enjuague bucal para
diferentes tiempos. Se observa un menor potencial de corrosion (-330 mV) para
la aleacién ABCu recién pulida que para la aleacién tratada con el enjuague
bucal (ca. -240 mV), una marcada disminucion de la corriente anddica y un
ligero aumento de la corriente catodica.

El comportamiento para la ABCu tratada con el enjuague
bucal, detallado arriba, indica la presencia sobre la superficie de la aleacion de
una pelicula compacta inhibidora de la corrosion. La ausencia del pico catodico
también es atribuida al hecho de que el inhibidor esta fuertemente adsorbido

sobre la superficie de la ABCu. El efecto protector crece a medida que aumenta
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el tiempo del tratamiento del ET con el enjuague bucal. El desplazamiento del
potencial de corrosion hacia la direccion anddica para la ABCu tratada con el
enjuague bucal también esta asociado la formacion sobre la superficie de la
aleacion de la pelicula protectora por el tratamiento previo a las medidas

electroquimicas
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Figura 1V.34. Grafico logaritmico de | vs E
correspondientes a las CsPP para ABCu en SS
(37£ 2 °C) medidas inmediatamente después de la
inmersion del ET en el SS en diferentes
condiciones: recién pulido y recién pulido e
inmerso en agua 15-360 min (—), tratado por
inmersion en el enjuague bucal durante diferentes
tiempos.
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En la Figura IV.35 se muestran las CsPP anddicas
registradas en SS (pH 4,77) inmediatamente después de la inmersion de la
ABCu recien pulida (linea—) y luego de ser tratada durante 120 min en CH y
en los principales componentes del enjuague bucal en las mismas
concentraciones en que se encuentran en la formulacion del enjuague:
clorhexidina, CH, (linea —); su forma salificada: digluconato de clorhexidina,
DGCH, (linea - - -); xilitol, XL, (linea eee) y cloruro de cetilpiridinio, CCP,
(linea —); y en la mezcla de DGCH, XL y CCP, (linea —). Para la
comparacion, se incluyo la CPP registrada para la ABCu tratada durante 120
min con el enjuague bucal inmediatamente después de la inmersion en SS
(linea -x-).

En las CsPP de Figura 1V.35 se observa que para todos los
tratamientos la intensidad de corriente resulta menor que la correspondiente
para el ET sin tratamiento. Las mayores disminuciones de intensidad de
corriente se observan para los tratamientos con el enjuague bucal o con CCP.

Los tratamientos con el enjuague bucal o DGCH desplazan en sentido anddico
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el potencial a circuito abierto respecto de la aleacién sin tratar, mientras los
tratamientos con los restantes componentes del enjuague bucal lo desplazan en
sentido catodico. Los resultados indican que todos los tratamientos protegen la
superficie metalica. Sin embargo, la mayor proteccion se logra con el enjuague
bucal. Si bien las intensidades de corriente para el tratamiento con CCP son las
menores para potenciales mayores que el PCA, el potencial a circuito abierto
resulta ser el mas catodico (Tabla IV.6), y en esta zona de potenciales las

corrientes resultan similares para ambos inhibidores.

300 - . .

]
Lh
=

EDD 's_ lilql'vii!"..-‘*w

[ e =

fé_ 150 N
100 300 280 280 T
E/mV (vs. ECS)
30
I e aer
-600 -400 =200 0

E /mV (vs. ECS)

Figura 1V.35. Curvas de polarizacién potenciodinamica para ABCu en SS (37 = 2)°C medidas
inmediatamente después de la inmersidn en el medio corrosivo del ET en diferentes condiciones:
recién pulido o recién pulido e inmerso en agua 15-360 min o tratado con DMSO Merck p.a. 120
min (—), tratado por inmersién durante 120 min en: enjuague bucal (-X-), DGCH 0,12% (- - -),
CH al 0,15% en DMSO Merck p.a. (—), XL al 10% (...), CCP al 0,5% (—) y la mezcla de
DGCH 0,12%, XL 10% y CCP 0,5% (—). v =5mVs™.

En la Figura 1V.36 se muestran las curvas CsPP anddicas
tipicas registradas en SS (pH 4,77) inmediatamente después de la inmersion de
la ABCu tratada en diferentes condiciones: recién pulida (linea —), tratada en
SS durante 1440 min (linea — — —), y tratada por inmersién en el enjuague
bucal 120 min y luego en SS 1440 min (linea —). Se observa que cuando los
electrodos han sido previamente inmersos en el enjuague bucal y luego en SS o
directamente en SS para luego registrarse las CsPP, la intensidad de corriente

disminuye marcadamente en ambos casos desplazandose el potencial de
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corrosion en direccion anddica respecto del ensayo control (ET recién pulido)
(-330 (control) — +290 — +390 mV vs. ECS); siendo mayor el
desplazamiento hacia la zona anddica cuando el ET es tratado con el enjuague
bucal previo a la inmersion en SS. El desplazamiento del potencial de
corrosion en la direccién anddica y la disminucion en la intensidad de corriente
causado por la inmersion de ABCu en SS estarian asociados a la formacion de
una capa méas protectora de especies conteniendo oxigeno (Lytle DA y

Nadagouda MN, 2010) formada durante este periodo.
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Figura 1V.36. CsPP anddicas para ABCu en SS (37 + 2 °C) medidas inmediatamente después
de la inmersion en el medio corrosivo del ET en diferentes condiciones: recién pulido (—),

tratado por inmersién durante 1440 min en la SS (- — — ), tratado por inmersion durante 120
min en el enjuague bucal y luego durante 1440 min en la SS (—). v=5mVs™.

Tratamiento de ABCu Potencial de circuito abierto

(ET) (mV vs. ECS)
DGCH - 250
Enjuague bucal - 240
ABCu (sin tratamiento) - 330
XL -341
mezcla - 359
CCpP - 365

Tabla 1V.6. Potencial a circuito abierto, para ABCu recién pulida o tratada con el enjuague
bucal o algunos de sus componentes medido en SS en reposo y deaireada, para 5 min de
inmersion.
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La Tabla IV.7 muestra la eficiencia de inhibicion (El%)
calculada con la ec. 111.4 para electrodos de ABCu tratados por inmersion en el
enjuague bucal durante diferentes tiempos (15-360 min), asi como en sus
componentes principales para un tiempo de tratamiento comun de 120 min. La
proteccion de la aleacion frente a la corrosion aumenta a medida que se
extiende el tiempo de inmersion del electrodo de trabajo en el tratamiento. Para
el tratamiento realizado con el enjuague bucal, se alcanza una eficiencia de
inhibicién medida a 0 mV del 25% para un tiempo de inmersién de 15 min, que
aumenta marcadamente hasta un 79% para 120 min, llegando a un 91% para
360 min de tratamiento. Al observarse a un tiempo relativamente corto (120
min) un importante efecto inhibidor por parte del enjuague bucal, se decide
evaluar el efecto protector de sus principales componentes fijando el tiempo de
inmersion en 120 min. Los resultados presentados en las Tablas IV.6 y 7
evidencian que si bien los componentes principales muestran efecto inhibidor,
el mayor efecto protector de la ABCu frente a la corrosion lo evidencia el
enjuague bucal, por lo que en los estudios siguientes sélo fue evaluado dicho
inhibidor.

Inhibidor E196 2 Tiempo de t_ratamlento
(min)
Enjuague bucal 25+ 2 15
100 3413 30
Y
S 60 50+3 60
" 0 7946 120
20
0 100 200 300 99+1° 120
tiempo / min 91 +6 360
CH al 0,15% 39+3 120
DGCH al 0,12% 62+5 120
XL al 10% 6714 120
CCP al 0,5% 99+1 120
Mezcla de DGCH, XL y
CCPp 43+3 120
: El% = [(Iblanco_ IInh) / Iblanco] X 100)-
®E1% calculado al potencial aplicado Eapl = 0 mV vs ECS.
°Previo al registro de la CPP el ET se tratd por inmersion en el enjuague bucal (120 min) y
luego en el MC (1440 min).

Tabla IV.7. Efecto del tiempo de inmersion del ET en el enjuague bucal y sus principales
componentes sobre El1%.
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Los comportamientos observados hasta aqui presentados
sugieren un efecto sinérgico ente los componentes del enjuague bucal, lo que
conduce a una mayor proteccion de la aleacion contra la corrosion en el MC
investigado. Sin embargo, no puede desestimarse que en la formulacion el
enjuague bucal existen otros componentes minoritarios como sorbitol,
neoesperidina y dihidrocalcona cuya composicion y funcionalidad quimica

indicarian que podrian actuar como inhibidores de la corrosion de metales.

2.1.1.2. Medidas de potencial a circuito abierto
2.1.1.2.1. Efecto del tratamiento de ABCu por inmersién en el
enjuague bucal sobre el potencial a circuito abierto
La Figura 1V.37 muestra la variacion del PCA en funcion
del tiempo para las muestras de ABCu, sin tratar y tratadas durante 120 min

con el enjuague bucal, inmersas en la SS durante 7 dias.
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Figura 1V.37 Medida del potencial (vs. ECS) a circuito abierto del electrodo de ABCu en el
medio agresivo (SS) sin desairear y en reposo, en funcion del tiempo: a) ABCu (A) sin
tratamiento; b) ABCu tratada durante 120 min con el enjuague bucal ( ). #

Se observa que el PCA inicial de la ABCu sin tratar (-270
mV vs. ecs) es ligeramente mayor (ca. 20 mV) que el correspondiente a la
aleacion tratada con el enjuague bucal (-290 mV vs. ecs). EI PCA, en ambas
casos, varia con el tiempo hacia valores mas positivos, conduciendo a la
conclusién que la ABCu en ambas condiciones se pasiva. (Mareci D y col.,

2005) Sin embargo, los cambios son mas importantes cuando la aleacion se
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traté con el enjuague bucal. Ademas, el PCA para la aleacion previamente
tratada aumenta continuamente con el tiempo de inmersion en el medio
agresivo, mientras que para el metal limpio parece alcanzar para tiempos
cercanos a 3000 min un valor para el PCA que luego se mantiene sin cambios
para mayores tiempos de inmersion. Este comportamiento mostraria que la
ABCu tratada con enjuague bucal continua protegiéndose con el tiempo de
inmersion en SS y que presenta mayor resistencia frente al ataque agresivo de
SS.

2.1.2. Analisis superficial

2.1.2.1. Microscopia electronica de barrido y espectrometria de

energia dispersiva de rayos x

La Figura 1V.38 ab,f,g muestra las microfotografias
obtenidas por microscopia electronica de barrido de la superficie de la ABCu
antes y después de su inmersion en SS durante 10 dias, habiendo sido
previamente sometida a dos condiciones distintas: recién pulida y, pulida y
tratada durante 120 min con el enjuague bucal. Se observa que la apariencia
microscopica de la superficie de la aleacién tratada (Figura 1V.38 f) es menos
rugosa que la sin tratar (Figura 1VV.38 a) que ademas muestra rayas de pulido.
La superficie de la aleacion inmersa en el medio corrosivo durante 10 dias
(Figura 1V.38 b) revela un dafio superficial severo, que disminuye cuando la
aleacion es tratada con el enjuague bucal antes de su inmersion en el medio
corrosivo durante 10 dias (Figura 1V.38 g). En la Figura 1V.38 d,e se observa,
luego de la inmersion de ABCu pulida en SS, zonas en la superficie con
diferentes caracteristicas y composicion. También se observan dos zonas en la
superficie de la ABCu tratada con enjuague bucal después de la inmersién en
SS (Figura 1V.38 i,j): regiones “A” claras cubiertas con una pelicula, y
regiones “B” oscuras sin pelicula.

Los resultados del analisis EDAX de la composicion de la
superficie de la ABCu pulida y tratada fueron también incluidos en la Figura
IV.38 c,d,e y h,i,j, respectivamente (para el analisis EDAX de la ABCu sin
tratar ver Capitulo 111, SECCION A, inciso 1.1.2. Andlisis superficial)
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En la Tabla 1V.8 se muestran los resultados comparativos del
andlisis EDAX de la superficie recién pulida, pulida y tratada con el enjuague
bucal y después de la inmersion de ambas en SS para las dos zonas (A y B) de
diferente apariencia y composicion.

ABCu antes de su
inmersion en SS

1111

Al Fe
S
P L

0.80 1.60 2.40 3.20 4.00 480 560 6.40 7.20 8.00

(d) Zona A después de la
- inmersion en SS: pelicula
1| quecrececoneltiempode ___
S— inmersién Cy___
(b)
Fi
A . ¢

0.90 1.80 270 360 450 540 630 7.20 8.10

b, Co Zona B después de la
R inmersién en SS: sin —
— pelicula o
Al Fe
L is m

0.80 1.60 2,40 3.20 4.00 4.80 560 6.40 7.20 8.00
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(h) __¢Cu | ABCu tratada con el
enjuague bucal, antes |
desuinmersionenSS | o,

Al Mn A
0 1 N i Z

0.90 1.80 2.70 3.60 4.0 5.40 6.30 7.20 8.10 9.00

o Region A, de la ABCu

tratada, luego de la
inmersion:  formacion
de pelicula
i:l.l
o
L Fe
Al Mn
1 Z

0.90 1.80 2.70 3.60 450 540 6.30 7.20 810 9.00
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Cu
tratada, luego de la [ ¢y
inmersion: zona libre
de pelicula
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i gl

0.90 1.80 2.70 3.60 450 540 630 7.20 8.10 9.00

Figura 1V.38. Microfotografias de la superficie de ABCu obtenidas con un microscopio
electronico de barrido (magnificacion 100x): (a, f) antes y (b, g) después de la inmersion en SS
durante 10 dias, a 37 £ 2°C, habiendo sido previamente sometida a dos condiciones distintas:
(a,b) pulida; (f,g) pulida y tratada durante 120 min con el enjuague bucal. El analisis EDAX de
las superficies de los discos de ABCu: (c) recién pulido y antes de la inmersion, (d, e) en
diferentes zonas (A y B) de la superficie después de la inmersion del disco pulido, (h) tratado
con el enjuague bucal antes de la inmersidn y (i,j) en diferentes zonas (A y B) de la superficie
después de 10 dias de inmersion del disco tratado con el enjuague.
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ABCu pulida ABCu pulida ABCu ABCu ABCu
y sumergida y sumergida pulida pulida pulida
ABCu

pulida en SS en SS y tratada  tratada con tratada

Zona A (con Zona B con enjuague con
peliculay (sin pelicula enjuague bucal y enjuague
mas corroida) y menos bucal sumergida bucal y
corroida) en SS sumergida

Zona A en SS

Zona B

Elemento p/p% p/p % p/p% p/p% p/p% p/p%

C No hay 4,54 No hay No hay No hay No hay

N No hay 4,14 No hay No hay No hay No hay
(0] No hay 2,35 5,52 2,38 3,64 5,00
Al 8,00 3,86 8,63 6,61 5,66 7,99
P No hay No hay 0,12 No hay 0,67 0,73
S No hay 12,05 0,33 No hay 14,97 0,30
Mn 2,04 1,45 2,24 1,57 3,02 1,44
Fe 3,15 3,05 1,80 3,31 1,51 4,79
Ni 441 4,07 3,74 4,94 3,29 5,60
Cu 79,4 64,48 74,0 77,82 65.05 71,99
Zn 3,00 No hay 3,62 3,37 2,19 2,16
Total 100 100 100 100 100 100

Tabla 1V.8. Resultados comparativos del analisis EDAX de la superficie ABCu recién pulida,
pulida y tratada con el enjuague bucal y después de la inmersién de ambas en SS, en reposo y
sin desairear, a 37 + 2 °C, para las dos zonas (A y B) de diferente apariencia y composicion.

Para las experiencias realizadas antes de la inmersion en SS,
el analisis elemental EDAX no muestra que por tratamiento de la ABCu con
enjuague bucal hayan quedado sobre la superficie especies con nitrégeno en su
composicion, solamente se observa oxigeno no presente en la composicion
original de la ABCu. Tampoco se observa carbono que deberia estar presente si
alguno de los compuestos presentes en la formulacion del enjuague hubiese
quedado adherido a la superficie metalica. El contenido superficial de aluminio
y manganeso disminuyo ligeramente, resultado que indicaria la disolucién de
ambos durante el tratamiento de la ABCu con el enjuague bucal. La presencia
de oxigeno superficial podria deberse a un proceso de oxidacion de la
superficie del metal. Sorprende en el analisis EDAX de la ABCu tratada con el
enjuague bucal la ausencia de carbono y nitrégeno que deberian provenir de los
compuestos organicos que constituyen la formulacion del enjuague, mientras
gue los estudios electroquimicos muestran una marcada proteccion de la
superficie metalica por tratamiento con el enjuague. Esta diferencia podria ser

atribuida a la técnica SEM-EDAX empleada para el estudio superficial. En esta
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técnica, el volumen de interaccion entre el haz de electrones incidente y la
muestra analizada puede alcanzar varias micras (1 pm = 10° m), por lo que
puede obtenerse sefial de zonas muy profundas de la muestra. Si la pelicula
adherida a la superficie del metal es delgada, al promediarse el resultado con el
del analisis elemental correspondiente al seno de la aleacion, puede ser que no
se detecten los elementos presentes en la delgada pelicula.

El analisis comparativo de los resultados EDAX para los
discos pulido y pulido-tratado con enjuague bucal previamente a su inmersion
en SS, medidos después de su

haz de electrones incidente
inmersion en la saliva sintética
(10 dias) muestra en ambos casos
dos zonas (A y B). Una zona (A) delgada pelicula (enjuague bucal)
mas corroida con formacion de uCU
una pelicula y otra zona (B)
menos corroida y sin pelicula. La caracteristica mas sobresaliente es que en las
zonas A mas corroidas y con la pelicula creciente con el tiempo de exposicion
muestran una elevada cantidad de azufre y en la muestra de ABCu pulida, la
presencia de trazas de nitrégeno y carbono que no se identificaron antes de la
inmersion en SS, que estarian relacionadas con la adsorcion de especies que
contienen azufre. (Protopopoff E y Marcus P, 2003) En las zonas B se
detectaron oxigeno y trazas de azufre y fosforo (ausentes antes de la

inmersion).

2.1.2.2. Espectroscopia fotoelectrénica de rayos x

En las Figuras 1V.38 aj,aji se presentan espectros XPS de
discos de ABCu expuestos a diferentes condiciones: pulidos, pulidos y después
tratados durante 120 min con el enjuague bucal, pulidos e inmersos en SS
durante 10 dias, y tratados con el enjuague bucal en inmersos durante 10 dias
en SS. En la Figura 1V.38 b se muestra la zona de N1s (400 eV) de los
espectros XPS. Para las muestras antes de ser sumergidas en SS, si bien la
sefial correspondiente a N1s se observa para la muestra sin y con tratamiento,
es mayor para la aleacion tratada. La pequefia sefial correspondiente a N1s de
la ABCu sin tratar con el enjuague bucal, se deberia a una ocasional
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contaminacion en el ambiente de trabajo que origind la adsorcion de algln
compuesto nitrogenado presente en la atmoésfera del laboratorio durante el
proceso previo de pulido del disco de aleacion (observar que en el estudio
EDAX no se evidencio nitrogeno en el disco de aleacion recien pulido). La
sefial correspondiente a N1s evidencia una interaccion entre el enjuague bucal
y la aleacion, con la presencia sobre la superficie del (los) componente(s)
nitrogenados presentes en la formulacion del enjuague bucal (componentes
nitrogenados mayoritarios: digluconato de clorhexidina, cloruro de
cetilpiridinio; componente nitrogenado minoritario: neoesperidina). Para los
discos de muestra recién pulidos y los tratados con el enjuague bucal y después
inmersos en SS, la sefial correspondiente a N1s resulta muy pequefia.

La desaparicion de la sefial de N1s con el tiempo (10 dias) de
inmersion en SS, y el importante efecto del enjuague bucal como protector de
la superficie frente a la corrosion de la ABCu en SS (24 h), resultante de los
estudios electroquimicos, pareceria indicar que alguno(s) de los componentes
presentes en la formulacién del enjuague bucal cumple(n) una funcién en la
proteccion de la superficie de la aleacion frente a la corrosion en SS, sin
embargo podria ser posible que para tiempos mayores (10 dias vs. 24 h) el
estado superficial de la ABCu se modifique, de hecho el PCA en tiempos
similares (10 dias) de control no alcanza un valor estable, sino que continua
aumentando (Figura 1V.37)

Los espectros XPS proporcionan informacion de la
composicion de una superficie promediada sobre los 3-5 nm mas externos. Para
obtener informacion sobre la variacién de la composicion con la profundidad
se puede recurrir a modificaciones asociadas a esta técnica de estudio, como
por ejemplo el empleo de diferentes energias de rayos x: como la energia de los
fotoelectrones depende de la energia de los rayos X, si se utiliza radiacion x

mas energética el espesor de muestreo serd mayor.
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Figura 1V.38(a). Espectros XPS de discos de ABCu expuestos a distintas condiciones: recién
pulidos (—); tratados durante 120 min con el enjuague bucal (—); recién pulidos e inmersos
en SS durante 10 dias (—); tratados durante 120 min con el enjuague bucal e inmersos en SS
durante 10 dias (—). (b). Espectros XPS en la zona correspondiente a N1s.
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2.1.3.3. Microscopia dptica

Las microfotografias obtenidas mediante microscopia Optica de
la superficie de los electrodos de ABCu pulidos y tratados con el enjuague
después de la inmersion (10 dias) en SS se presentan en la Figura 1V.39. Se
observa que después de la inmersion prolongada en SS, la superficie del
sustrato metélico sin el tratamiento presenta una superficie severamente
atacada, mientras que en la muestra tratada las caracteristicas resultantes del
ataque corrosivo son menos notables y aln se observan las rayas de pulido del

metal.

ABCu - enjuague bucal - SS

Figura 1V.39. Microfotografias de la superficie de ABCu obtenidas con un microscopio Optico
para la muestra de ABCu. (ABCu pulida): recién pulida y sin tratamiento; (ABCu — SS): pulida
e inmersa en SS 10 dias, a 37 + 2 °C; (ABCu — enjuague bucal — SS): con tratamiento por
inmersidn en enjuague bucal 120 min y luego inmersa en SS 10 dias, a 37 + 2 °C
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2.1.3. Determinacion de iones metalicos liberados al medio
corrosivo

2.1.3.1. Espectroscopia de absorcion atomica

La Tabla 1V.9 muestra la concentracion de iones metalicos
liberados por laminas de ABCu tratadas durante 120 min con el enjuague bucal
y después inmersas en la SS durante 24 h (CPCT24h). Los iones metélicos se
midieron por EAA. Los resultados se compararon con aquellos obtenidos
(también incluidos para su comparacion en la Tabla 1V.9) para la experiencia
descrita en Capitulo 1V, SECCION A, inciso 1.1.3. Determinacion de los iones
liberados al medio agresivo; en la cual se estudié la concentracion de iones
metélicos liberados por laminas de ABCu sin tratar luego de su inmersion en la
SS durante 24 h (CP24h). Se observa que la concentracion de todos los iones
liberados al medio corrosivo por las muestras de aleacion tratadas con el
enjuague bucal es menor a aquella obtenida para la aleacion sin tratar, y

principalmente en lo que respecta a los iones Al, Mn y Zn.

Concentracion de los metales liberados por
ABCu en Saliva Sintética®

Composicion

o R cP24h” CPc/t24h®

Metalico % plp mg/L uglem? mg/L pglem?
Cobre 81,5 0,041 £0,014 0,175 = 0,068 0,034 = 0,007 0,147 £ 0,034
Aluminio 7,0 2,384 + 1,958 9,797 £7,923 0,100 £ 0,100 0,453 £ 0,453
Niquel 4,5 0,088 + 0,015 0,376 £ 0,078 0,074 = 0,009 0,324 = 0,052
Hierro 3,0 0,113 £ 0,076 0,493 £0,341 0,098 + 0,058 0,445 + 0,276
Manganeso 2,0 0,071 £ 0,015 0,306 £ 0,078 0,042 £ 0,022 0,179 £ 0,089
Cinc 1,3 0,102 £ 0,022 0,439 +£0,112 0,071 £0,018 0,311 £ 0,088

& Limite de deteccion (mg/L): Cu = 0,005; Al = 0,025; Ni = 0,006; Fe: 0,006; Mn = 0,008; Zn
=0,007.

® CP24h son los valores promedio de concentracion medidos por EAA de los iones liberados
por parte de muestras de ABCu de 49 cm? inmersas en 200 mL de SS luego de 24 h de
exposicion, a (37+ 2) °C.

¢ CPCT24h son los valores promedio de concentracion medidos por EAA de los iones
liberados por parte de muestras de ABCu de 49 cm? tratadas durante 120 min con el
enjuague bucal e inmersas en 200 mL de SS luego de 24 h de exposicidn, a (37 + 2)°C.
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Tabla IV.9. Concentracion en SS de los iones liberados por la ABCu tratada en comparacion

con la ABCu sin tratar.
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2.2.4. Ensayo celular
2.2.4.1. Efecto del tratamiento con el enjuague bucal de la ABCu
sobre el numero de células vivas

La Figura 1V.40 muestra el efecto del tratamiento de la ABCu

con el enjuague bucal sobre el numero de células vivas en funcion de la
distancia desde el metal, luego de 3, 24 y 48 h de exposicion. Los resultados se
compararon con los obtenidos para la ABCu sin tratar (ver Capitulo 1V,
SECCION A, incisol.2.1. Efecto sobre el numero de células vivas). La
viabilidad celular se calculd a partir del porcentaje de células vivas expuestas a
los discos de ABCu, con y sin tratamiento, respecto al ensayo control llevado a
cabo en ausencia de la aleacion. Estos resultados muestran (barras rojas Figura
1V.40) que el tratamiento de la ABCu para 3 h de exposicion aumenta un 40%
el nimero de células vivas con respecto a la ABCu sin tratar (region Al), y en
comparacion con el control se observa un leve descenso en el numero de
células vivas (90%). El tratamiento con el enjuague bucal para 24 y 48 h de
exposicion, aumenta un 10% el nimero de células vivas respecto a la ABCu sin
tratar, al compararse con el control se observan marcadas reducciones (p <
0,001) de 40 a 10%, respectivamente. Para distancias mayores (regiones A2, B
y C), si bien se encontré un leve descenso en el nimero de células vivas del
85% respecto al control al ser expuestas a la ABCu sin tratar para 3 h de
exposicion, el tratamiento con el enjuague bucal aumenta entre un 5 a 10% mas
la viabilidad celular. Para tiempos mas largos de exposicién (24 h) (barras
rosas Figura 1V.40) el tratamiento de la ABCu no ha generado grandes
cambios con respecto al efecto celular de la ABCu sin tratar, sélo en la region
C se puede observar que con el tratamiento se aumenta alrededor de un 10% la
sobrevida celular. Para 48 h de exposicion se observa un marcado descenso (p
< 0,001; cercano a 60% respecto a las células control) en el nimero de células

frente a la ABCu tratada y sin tratar.
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B Control O 3hsin tto B 3hcon tto 0O 24 hsin tto
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Figura 1V.40. Efecto del tratamiento de la ABCu con el enjuague bucal sobre el nimero de
células vivas luego de 3, 24 y 48 h de exposicion. Se incluyeron para su comparacion los
resultados obtenidos del efecto celular de la ABCu sin tratar. *** Diferencia significativa a p
< 0,001.

Las aleaciones no preciosas reaccionan facilmente con el medio
bioquimico de la cavidad oral debido a su composicion compleja, y son
especialmente degradadas por corrosion electroquimica. EI comportamiento
electroquimico de una aleacion dental en saliva sintética permite estimar el
comportamiento del material en la cavidad oral. La saliva en la cavidad oral
humana generalmente es considerada un medio aireado, sin embargo, un medio
desaireado afectara solamente la reaccion de reduccion, no la reaccion de
oxidacion. Ademas, ciertas areas en la cavidad oral, tales como la regién
subgingival, y areas bajo la placa estan en condicion desaireada.

Las modificaciones de las propiedades de las aleaciones dentales
pueden determinarse usando ensayos quimicos rapidos como criterio
cualitativo para estimar la resistencia a la corrosion. Los métodos
electroquimicos como son el registro de las curvas de polarizacion y la medida
del potencial a circuito abierto son de interés particular. (Pourbaix M, 1984) La
polarizacion anodica es de utilidad para caracterizar el comportamiento
corrosivo de un metal y para evaluar si una pelicula pasiva protege

efectivamente a un metal frente a la corrosion.
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En este trabajo de Tesis doctoral las intensidades de corriente y los
potenciales a circuito abierto, como una medida de la velocidad de corrosién
(Mareci D y col., 2005), se evaluaron a partir de las curvas de polarizacién
lineal y/o ciclica para la ABCu sin y con tratamiento con enjuague bucal en SS
como medio agresivo electrolitico. Para analizar el proceso de disolucion de
ABCu en condiciones simuladas cercanas a las del medio ambiente oral, se
midieron las CsPP lineal y ciclica en la zona de potencial proximas al potencial
de circuito abierto.

Los resultados electroquimicos muestran que en el medio corrosivo
estudiado (SS) para potenciales aplicados mayores a -150 mV (Figuras 1V.35
y 1V.36) la disolucion de la ABCu tratada con el enjuague bucal y con los
principales componentes organicos de su formulacion disminuye con respecto
a la de la ABCu sin tratar. Sin embargo, el efecto inhibidor del enjuague bucal
se puede observar incluso a potenciales mas negativos (mayores a -230 mV),
notandose ademas un corrimiento del potencial de corrosion hacia valores mas
anodicos (Tabla 1V.6) y una disminucién de la intensidad de corriente a media
que aumenta el tiempo de tratamiento, al registrarse las CsPP inmediatamente
luego de la inmersion en la SS (Figura 1V.33). Las mayores disminuciones de
intensidad de corriente se observan para los tratamientos con el enjuague bucal
y con uno de sus principales componentes, el CCP. Los tratamientos con el
enjuague bucal o DGCH desplazan en sentido anddico el potencial a circuito
abierto respecto de la aleacion sin tratar, mientras los tratamientos con restantes
componentes del enjuague bucal lo desplazan en sentido catédico. Los
resultados electroquimicos indican que todos los tratamientos protegen la
superficie metélica. Sin embargo la mayor proteccion se logra con el enjuague
bucal. Si bien las intensidades de corriente para el tratamiento con enjuague
bucal o CCP son similares en las cercanias del potencial a circuito abierto
(potencial de corrosién), el potencial a circuito abierto para el tratamiento con
CCP, resulta ser el mas catddico.

El tiempo de inmersion de la aleacion en el medio corrosivo tiene
efecto sobre la velocidad de corrosion, los valores de la densidad de corriente
disminuyen con el tiempo de inmersion debido a la proteccion de la superficie
de la aleacion en la solucion agresiva SS. El valor del potencial a circuito

abierto correspondiente a la ABCu en diferentes condiciones (recién pulida y
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tratada con el enjuague bucal) aumentd con el tiempo de inmersion de la
aleacion en el medio agresivo SS, resultado que condujo a la conclusién de que
ABCu se pasiva inmersa en SS, pero la pasivacion es mayor para la ABCu
tratada con el enjuague bucal. En la Figura 1V.36 se puede observar como la
aleacion sin tratar e inmersa en el medio corrosivo durante 24 h, inicia la
corrosion a un potencial > -330 mV, mientras que la pelicula protectora de la
aleacion tratada e inmersa 24 h en SS continda inalterable. EI mismo
comportamiento se observa en las medidas de PCA de la ABCu tratada
comparada con el control. Al final de la experiencia (10080 min) el PCA fue de
-60 mV para la aleacion tratada y de -220 mV para la aleacion sin tratar. Esto
demuestra que si bien luego de la inmersion en el medio corrosivo de la ABCu
sin tratar (ver Capitulo 1V, SECCION A, en el andlisis y discusion de los
resultados) y de la ABCu tratada con el enjuague bucal, se forman peliculas
protectoras sobre la superficie, aquella formada en presencia del inhibidor es
mas estable, la ABCu asi protegida comienza a oxidarse a ca. +400 mV.

En el espectro XPS (Figura 1V.38) para las muestras de ABCu antes
de de ser sumergidas en SS, la sefial correspondiente a N1s es mayor para la
muestra con tratamiento, resultado que evidencia una interacciéon entre el
enjuague bucal y la aleacidn. Esta sefial se relacionaria con la presencia sobre
la superficie del (los) componente(s) nitrogenados presentes en la formulacion
del enjuague bucal (componentes nitrogenados mayoritarios: digluconato de
clohexidina, cloruro de cetilpiridinio; componente nitrogenado minoritario:
neoesperidina). Para los discos de muestra recién pulidos y los tratados con el
enjuague bucal e inmersos en SS, la sefial correspondiente a N1s resulta muy
pequefia. La desaparicion de la sefial de N1s con el tiempo de inmersién en SS
(10 dias), y el importante efecto del enjuague bucal como protector de la
superficie frente a la corrosion de la ABCu en SS (24 h), resultante de los
estudios electroquimicos, indican que alguno(s) de los componentes presentes
en la formulacion del enjuague bucal cumple(n) una funcién en la proteccion
de la superficie de la aleacion frente a la corrosion en SS, sin embargo podria
ser posible que para tiempos mayores el estado superficial de la ABCu se
modifique cubriéndose de compuestos oxigenados.

En los ensayos de inmersion estatica para la ABCu no tratada con el

enjuague bucal, en el medio agresivo se encontraron (EAA) elevadas

153



Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION

cantidades de aluminio, mientras para la aleacion protegida la liberacion de
este i6n fue mucho menor (relacion de concentraciones Alsin tratamiento/Alcon
tratamiento Ca. 25), mientras que el contenido de aluminio (EDAX) en las zonas de
la superficie metalica medidas después de la exposicion a SS (zona A)
disminuy6 (Alsin tratamiento/ Alcon tratamiento €a. 0,7). La concentracion de todos los
iones liberados al medio corrosivo por las muestras de aleacion tratadas con el
enjuague bucal es menor a aquella medida para la aleacion sin tratar,
principalmente para los iones Al, Mn y Zn. Los valores CPc/t24h de la
concentracion de iones medidos por EAA mostraron una disminucién con
respecto a los valores CP24h, sobre todo de los iones Al, Mn y Zn. El ataque
corrosivo sobre la ABCu sin tratar tiene caracteristicas no uniformes, en
cambio la superficie tratada con el enjugue parece haber experimentado una
corrosién leve y con caracteristicas mas uniformes. El anélisis EDAX de la
superficie de los discos de ABCu tratados antes y después de su inmersion en
SS muestra que la composicién de la superficie se modifica en relacién al
tiempo de inmersion en SS, al igual que lo que se observa en los discos de
ABCu sin tratar. Luego de la inmersion en SS, las dos zonas detectadas
(regiones A y B) en la ABCu sin tratar se vuelven a observar cuando la
aleacion recibe el tratamiento; sin embargo las regiones A disminuyen
notablemente en este Gltimo caso. En los espectros XPS para la ABCu tratada y
después inmersa en SS por largo tiempo (Figura 1V.38) no se observa sefial
correspondiente a N1s. Tampoco se observa nitrégeno sobre la superficie de
los discos de ABCu tratados y analizados por EDAX, se postula la formacion
de una pelicula de compuestos oxigenados sobre la generada originalmente por
el tratamiento con el enjuague bucal.

Los resultados obtenidos indican la formacion sobre la superficie de
la ABCu de una pelicula protectora frente a la corrosion en SS. Los iones cobre
liberados al medio a consecuencia del proceso corrosivo forman con los iones
tiocianato, presentes en la composicion de SS, una sal poco soluble. La
formacion de tiocianato de cobre (CuSCN) sobre la superpie de la ABCu
podria explicar el aumento de estabilidad de la aleacion en SS. En los ensayos
en SS sin desairear (EDAX, XPS y EAA) la presencia de oxigeno en la
solucion podria aumentar la velocidad de corrosion, que podria explicarse por

la oxidacion de los iones cuprosos (Cu'*) en CuSCN a iones clpricos (Cu®*).
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Elevados niveles de elementos toxicos se encontraron en el medio
agresivo por inmersion estatica de la ABCu recién pulida en SS. Estos
elementos causan efectos téxicos sobre cultivos celulares (Kopai¢ |y col.,
2002; Hirata Y, 2002; Riley MR vy col., 2003; Wataha JC y col., 1991). El
tratamiento de la aleacion con enjuague bucal antes de la inmersién en SS
disminuyé marcadamente la liberacion de iones al medio.

Los productos de corrosion tienen diferentes efectos sobre sistemas
de pruebas bioldgicos. El tratamiento de la ABCu sobre el nimero de células
vivas expuestas a la aleacion durante 3 y 24 h muestra un efecto protector de la
aleacion y en consecuencia disminuye la liberacion de iones metalicos al medio
corrosivo, aungue el efecto disminuye marcadamente para tiempos largos (48
h). ElI nimero de células vivas se ve favorecido con el tratamiento protector de
la superficie metalica con enjuague bucal especialmente en las zonas vecinas al
metal, al compararlo con un ensayo control en ausencia del metal.

Es indudable que la aleacion ABCu investigada en este estudio se
corroe en contacto con SS, que simula la saliva en la cavidad oral. Sin
embargo, cuando el tiempo de contacto es prolongado se forma una pelicula
superficial que la protege parcialmente. El tratamiento de la ABCu con el
enjuague bucal disminuye la velocidad de corrosion de la aleacion porque
favorece la formacion de una pelicula mas estable que la preserva del ataque
corrosivo de los componentes de SS, resultando a la vez una marcada

disminucion de la liberacion de iones toxicos al medio agresivo.
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1. CONCLUSIONES

En este capitulo se presentan las conclusiones correspondientes al presente
trabajo y la importancia del estudio desde el punto de vista de la clinica
odontoldgica, se proponen recomendaciones enfocadas hacia la investigacion y

la clinica y futuras perspectivas.

Se comienza el capitulo con una breve introduccién, a continuacion se
presentan las conclusiones agrupadas siguiendo los lineamientos de la
presentacion de los temas investigados en los restantes capitulos de este trabajo

y finalmente las recomendaciones y perspectivas.

e Introduccién general

La motivacion de este trabajo de tesis doctoral es contribuir al
conocimiento del comportamiento de los biomateriales dentales metalicos, con
la finalidad de mejorar las propiedades de los mismos, a fin de favorecer su
biocompatibilidad y durabilidad una vez instalados en la cavidad oral. Asi, y
por lo tanto, favorecer una mejor calidad de vida del ser humano.

Se investiga la resistencia a la corrosion y la citotoxicidad de una
aleacion para uso odontoldgico, en medios bioldgicos simulados, en presencia
de nuevos inhibidores orgéanicos de la corrosién, que no son nocivos para la
salud. Se comparan los resultados con los obtenidos en ausencia de los
inhibidores y con los provenientes del estudio para el metal base de la aleacion.
Se estudia el efecto de la composicion del medio bioldgico sobre la corrosion
de ambos materiales metélicos.

Los ensayos de laboratorio sobre la evaluacion de las caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas del biomaterial sin o con tratamiento con los
inhibidores de la corrosion previos a su uso en la practica clinica, permiten
conocer la susceptibilidad a la corrosion y la liberacion de iones al medio oral
corrosivo, asi como también la biocompatibilidad de los materiales. El analisis
de la corrosion de materiales metalicos en el ambiente bucal y el efecto
citotoxico de los iones liberados han originado numerosas dudas que el trabajo
realizado permite aclarar.

Se estudia un bronce al aluminio (ABCu) utilizado como una alternativa

econdmica para la fabricacién de pernos, coronas y puentes en paises con
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pueblos de bajos recursos econdémicos y cobre puro por ser el principal
componente de la aleacion. Como medios agresivos se emplearon dos salivas
sintéticas (SS, pH = 4,77 y MC), una de ellas mas agresiva (MC, pH = 2,60 con
acido lactico), y un medio de cultivo de células (MCC, pH =7,00).

Entre los compuestos orgénicos probados como protectores de la
aleacion contra la corrosién, se determind el limite de citotoxicidad y
genotoxicidad para el derivado de 1,2,5-tiadiazol (TDZ). Los restantes
inhibidores estudiados, DMSO, el enjuague bucal y sus principales
componentes (clorhexidina en su forma salificada: digluconato de clorhexidina,
xilitol y cloruro de cetilpiridinio) y clorhexidina no fueron estudiados por ser
utilizados con frecuencia en el campo de la medicina y conocerse su baja

toxicidad.

e Corrosion de cobre y de ABCu

La aleacion ABCu estudiada presentd una baja resistencia a la
corrosion, y su velocidad de disolucion resulto diferente a la del cobre puro,
con valores de potencial de corrosién mas catddicos e intensidades de corriente
mayores, que dependen del pH y de la composicion del medio corrosivo (SS o
MCC).

La corrosion de cobre causada por la accion de los iones cloruro
agresivos resultdé mas importante en la saliva mas agresiva que contiene acido
lactico (MC) que en la que no contiene el acido organico (SS). Aunque el ion
cloruro (CI) es uno de los méas agresivos, otros constituyentes presentes en el
medio corrosivo, en este caso acido lactico, también pueden ser determinantes
en el comportamiento de la corrosion. El acido lactico impide la formacion de
una pelicula protectora proveniente de la corrosién. En cambio, en la solucién
agresiva libre del acido organico, en reposo, se forma una barrera protectora de
cloruro cuproso que para largos periodos de inmersion en el medio corrosivo
hidroliza formado éxido cuproso.

El corrimiento del potencial de corrosion para ABCu hacia valores mas
catdédicos para la aleacion inmersa en MCC que en SS, medidos
inmediatamente luego de la inmersion muestra claramente el efecto de la
composicion y del pH del medio. Este desplazamiento del potencial podria

relacionarse con la accion complejante de algunos de los compuestos organicos
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presentes en MCC. Por otro parte, los desplazamientos del potencial de
corrosion hacia una direccion mas anddica y la disminucion de las densidades
de corriente para tiempos largos de inmersion de la aleacion en los medios
corrosivos podrian asociarse con una pelicula mas protectora de especies que
contienen oxigeno formadas durante este periodo. Ademas, es indudable que
deberia considerarse la accién de otros compuestos organicos del MCC, que
pueden ser adsorbidos en los sitios activos de ABCu y probablemente inhibir la
reaccion de disolucion a traves de la formacion de una pelicula protectora que
crece a medida que aumenta el tiempo de exposicion. En el caso de la SS, los
valores de potencial de corrosion son menores que aquellos medidos en el
MCC a medida que aumenta el tiempo de inmersion, probablemente debido a
la adsorcion de especies que contienen azufre detectadas por EDAX. El estudio
realizado en este trabajo, ratifica lo expresado por otros autores en relacion con
la importancia de definir con exactitud la composicién (incluyendo valores de
pH) de las soluciones biol6gicas usadas para evaluar in vitro la corrosion y
biocompatibilidad de las aleaciones dentales.

La superficie de la ABCu se modifica con el tiempo de inmersion en
SS. Después de la inmersion en SS, se descubrieron dos zonas con
caracteristicas superficiales diferentes. Algunas zonas estan cubiertas con una
pelicula que crece a medida que aumenta el tiempo de inmersion y muestran
una elevada cantidad de azufre, la presencia de trazas de nitrégeno y carbono
que no se identificaron antes de la inmersion y un contenido de niquel mayor
gue en otras zonas sin pelicula en las cuales se detectaron oxigeno y trazas de
azufre y fosforo ausentes antes de la inmersion y un menor contenido de
niquel.

La concentracion de los iones liberados por la aleacion al medio
agresivo como consecuencia de la corrosion no resultdo proporcional a la
composicion de los metales en la aleacién. Se encontré una mayor liberacion

de iones de aluminio que de cobre que es el metal base de la aleacion.

e Toxicidad de la ABCu. Respuesta celular al metal dentro del medio de
cultivo y del medio de cultivo con sales metalicas
El estudio de la citotoxicidad de los iones liberados al medio agresivo

(MCC) como consecuencia del proceso de corrosion y de sales metéalicas de los
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componentes de la aleacion, no mostré efectos citotoxicos de los iones
individuales y de sus mezclas cuando las exposiciones se realizaron con
concentraciones de iones de sales metélicas correspondientes a 8 h de
exposicion de la aleacion a SS (CP8h). Los valores de concentracion umbral
citotoxica de los iones individuales o en conjunto (mezcla de iones) se observo
para concentraciones mayores que CP8h (Al = CP8h x 9; Zn = CP8h x 36; Mn
= CP8h x 60; Fe, Ni, and Cu > CP8h x 60). Se observo un efecto citotdxico
sinérgico cuando se emplearon mezclas de iones Al-Zn. El efecto resultd mas
importante cuando se trabajé con la mezcla de sales de todos los componentes
metélicos de la aleacion.

La concentracion de cada ion y el valor de pH probablemente no es
uniforme en las cercanias del metal. Se propone la existencia de gradientes de
concentracion controlados por difusion con valores de concentraciones
mayores que los umbrales citotoxicos en las vecindades de la aleacion. Los
valores de concentracion elevados en zonas cercanas al metal pueden explicar
el mayor efecto citotoxico observado en estas regiones (menor viabilidad
celular, colonias celulares mas pequefias), en concordancia con los resultados

de pruebas clinicas.

e Toxicidad de los inhibidores de la corrosion

Previo a ser probados los compuestos organicos como protectores de
los metales frente a la corrosion, se determind el limite de citotoxicidad y
genotoxicidad para el derivado de 1,2,5-tiadiazol (TDZ). Sobre las células
estudiadas CHO-K1 la cito-genotoxicidad de TDZ esta en relacion con el
tiempo de exposicién y con la dosis.

Para DMSO, el enjuague bucal y sus principales componentes este
aspecto no fue estudiado porque estos compuestos son utilizados con

frecuencia en el campo de la medicina y se conoce su baja toxicidad.

¢ Inhibidores como forma de reducir la corrosion
DMSO como inhibidor de la corrosion de cobre
Al estudiar el efecto de DMSO como protector del cobre frente a la
corrosion, se observo que su grado de pureza influye en el efecto inhibidor de

la oxidacion de cobre. EI DMSO de baja pureza (conteniendo trazas de sulfuro
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de dimetilo, SDM, y disulfuro de dimetilo, DSDM, como impurezas) y la
solucién de SDM en DMSO de elevada pureza (no contiene SDM y DSDM y
otras impurezas), alun en cortos periodos de tiempo, actuaron protegiendo la
superficie del cobre. Mientras que el DMSO de elevada pureza, protegio al
cobre pero para tiempos largos de tratamiento. Ocurre una interaccion rapida
entre cobre y las impurezas comunmente presentes en el DMSO, y una
interaccion lenta del DMSO con el metal.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral indican que
existe la posibilidad que la proteccién del acero frente a la corrosion en medio
acido clorhidrico en &cido sulfdrico causada por DMSO informada en la
literatura no ocurra realmente a través del mecanismo para el proceso de
inhibicidn propuesto (reduccion del sulfoxido para generar SDM) (Madhavan
K.y col., 2001) y que en cambio, sea debida a las impurezas (SDM y DSDM)
que con frecuencia acompaiian al solvente DMSO.

Enjuague bucal y sus principales componentes

La aleacion mostrd un ataque corrosivo por el medio SS que simula la
saliva en la cavidad oral, sin embargo es capaz de formar una pelicula
relativamente pasiva por contacto prolongado con el medio. El enjuague bucal
y todos sus principales componentes actuaron como inhibidores de la corrosion
del bronce al aluminio. Sin embargo, el mayor efecto protector se observé con
el enjuague bucal y la elevada capacidad inhibidora de la corrosién del
enjuague se atribuye a un efecto sinérgico entre sus componentes.

El efecto inhibidor del enjuague bucal aumenta con el tiempo de
tratamiento; para un tiempo de 360 min se logra disminuir la corrosion de la
aleacion casi por completo.

El tratamiento superficial de la ABCu con el enjuague bucal disminuye
la velocidad de corrosién de la aleacion y favorece la formacion de una
pelicula mas estable que la protege del ataque corrosivo de los componentes de
SS. El tratamiento de la aleaciébn con el enjuague bucal disminuyo
acentuadamente la liberacion de iones metalicos y en consecuencia el efecto
citotoxico de la aleacion, especialmente en las regiones mas cercanas a la
aleacion. Se sugiere la existencia de gradientes de concentracion con valores de

concentraciones mayores en las vecindades de la aleacion. Los valores de
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concentracion elevados en zonas cercanas al metal pueden explicar el mayor
efecto citotoxico observado en estas regiones (menor viabilidad celular,
colonias celulares mas pequefias), en concordancia con los resultados de

pruebas clinicas.

TDZ como inhibidor de la corrosion de cobre. Otros usos de TDZ

TDZ no protegio al cobre frente a la corrosion en el medio corrosivo
investigado (MC). El estudio superficial del metal tratado con TDZ indica que
el compuesto organico se adsorbe sobre cobre, pero sin embargo los estudios
electroquimicos muestran que no existe un efecto inhibidor de la corrosion del
cobre causado por MC cuando el metal se trata previamente con TDZ o si el
potencial inhibidor es agregado al MC. Se sugiere como explicacién a la falta
de consitencia entre ambos resultados que los iones cloruro presentes en el MC
desplazan a TDZ y la respuesta electroquimica resulta similar a la medida para
el metal no tratado con TDZ.

Las caracteristicas del compuesto heterociclico y los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis sugieren que la adsorcién del tiadiazol sobre
el metal ocurre directamente como consecuencia de las interacciones donoras-
aceptoras entre los electrones-pi del sistema aromatico extendido hacia el
heterociclo y/o los electrones-p de los heteroatomos y la orbital d vacante de
los &tomos de la superficie del cobre. Asi, la interaccion entre TDZ y el metal
seria de naturaleza fisica (fisisorcion), y facilmente reemplazable por los iones

cloruro del MC.

En nuestros estudios que parecen indicar que TDZ seria un potencial
inhibidor de la corrosion de cobre en medio acido, el medio agresivo es acido
sulfirico (H,SO,). Los iones sulfato/bisulfato (SO,*/SO4H’) poseen menor
capacidad que el i6n cloruro para desplazar a las moléculas de TDZ adsorbidas
en la interfase metal/solucion y como resultado en medio acuoso &cido
sulfurico el compuesto TDZ tiene mayor posibilidades de actuar inhibiendo la
corrosion de cobre.

Los estudios sobre genotoxicidad y citotoxicidad de TDZ indican que
TDZ deberia ser empleado en diferentes medios y aplicaciones (biocida,
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decontaminacion, anticorrosivo, compuestos farmacéuticos y agronémicos) en

concentraciones menores que 1,16 pUM.

2. RECOMENDACIONES

Para complementar este trabajo se sugiere continuar la investigacion en
relacién con el mecanismo de adsorcion del enjuague bucal y sus principales
componentes sobre la superficie de la aleacion dental estudiada, asi como
también sobre las modificaciones del mecanismo de corrosion de la aleacion.
Los resultados a obtener en estas investigaciones permitirian ampliar el
conocimiento en el area de investigacion y obtener informacion para mejorar
su estabilidad en el medio biologico a lo largo del tiempo.

Desde el punto de vista clinico, la proteccion de pernos, coronas y/o
puentes, confeccionados con la aleacion dental estudiada, podria llevarse a
cabo a través de un tratamiento por inmersion en un enjuague bucal a base de
digluconato de clorhexidina previo a su cementacion en boca. Entonces, es de
fundamental importancia estudiar de qué manera la protecciéon de la aleacion
con el enjuague bucal repercute en las propiedades del cemento utilizado para
la fijacion del perno dentro de la raiz dental. Asi como también, cuén resistente
es la pelicula protectora al desgaste en el caso de proteger coronas y/o puentes.
De acuerdo a los resultados de esos estudios, se podria pensar en la posibilidad
de complementar el tratamiento con el uso periddico, por parte del paciente, de
digluconato de clorhexidina en alguna de sus presentaciones comerciales: gel,
barniz, enjuague o spray. El uso periddico del digluconato de clorhexidina no
solo actuaria como refuerzo de la proteccion contra la corrosion de las protesis
fijas sino que ademas contribuiria a controlar quimicamente la placa
bacteriana, generando un doble efecto benéfico en la salud del paciente.

Se podria estudiar el efecto protector del enjuague bucal sobre otras
aleaciones de metales no preciosos de uso odontoldgico, tales como: cobalto-
cromo, niquel-cromo, hierro-carbono-cromo-niquel (acero inoxidable) y en

base a titanio.
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3. PERSPECTIVAS

A pesar de la baja resistencia a la corrosion de la aleacion ABCu
investigada y de los efectos citotdxicos generados sobre las células en las
regiones cercanas al metal, los bronces al aluminio se utilizan actualmente en
la Argentina y otros paises con pueblos de bajos recursos econémicos, como
una alternativa para la fabricacion de coronas y puentes debido al elevado costo
de las aleaciones ricas en oro. La existencia de inhibidores de la corrosion no
toxicos y que disminuyen al mismo tiempo la liberacion de iones hacia el
medio oral y tejidos circundantes permitiria el uso de estas aleaciones dentales
bajo condiciones de biocompatibilidad. Esto se traduciria en la posibilidad, por
parte de los sectores mas vulnerables de la sociedad, de poder acceder a
materiales dentales econémicos y seguros desde el punto de vista bioldgico, en
ausencia de efectos locales o sistémicos indeseables para la salud.

El campo de la corrosion en los sistemas biologicos es joven y fértil, como
el hombre conoce poco sobre su fisiologia y sus interacciones con los cuerpos
extrafios es aun mas complicado, el estudio de la corrosion y su prevencion

tiene un amplio campo de accion.
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Sociedad Argentina de Investigacion Odontoldgica. 16, 17 y 18 de octubre de

2008. Rosario, Argentina (poster - con referato).

“TDZ como inhibidor de corrosion: evaluacion cito-genotdxica en la linea
celular CHO-K1”. C.A. Grillo, M.L. Morales, M. Reigosa, M.V. Mirifico.
XXXVII Congreso Argentino de Genética. 21 al 24 de Septiembre de 2008.

Tandil, Argentina (poster - con referato).

“Dimetilsulfoxido como inhibidor de la corrosion de cobre”. Maria Laura
Morales, Maria Virginia Mirifico. XXVII Congreso Argentino de Quimica. 17
al 19 de Septiembre de 2008. San Miguel de Tucuman, Argentina (pdster - con

referato).

Distinciones

Primer premio posters categoria Investigacion: “Corrosion y citotoxicidad de
una aleacion dental base cobre pretratada con un antiséptico bucodental”.
M.L. Morales, C.A. Grillo; M. Fernandez Lorenzo, M.V. Mirifico. Congreso
Internacional 50 Aniversario. Facultad de Odontologia, Universidad Nacional
de La Plata. La Plata, Argentina. 19 al 24 de Septiembre de 2011.

Cursos de Postgrado

“Idioma Inglés”. Prof. Teresa Marino. Facultad de Odontologia UNLP. La
Plata, Argentina. 2° Semestre de 2008. Carga horaria: 80 horas. Calificacién: 10
(diez).
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“Estadistica aplicada al area de salud”. Dr. Ricardo L. Macchi. Facultad de
Odontologia UNLP. La Plata, Argentina. 2° Semestre de 2008. Carga horaria:
80 horas. Calificacion: 9 (nueve).

“Proyecto de Investigacion 11”. Dr. Alberto Carli. Facultad de Odontologia
UNLP. La Plata, Argentina. 2° Semestre de 2008. Carga horaria: 128 horas.
Calificacion: 9 (nueve).

“Proyecto de Investigacion 1”. Dr. Alberto Carli. Facultad de Odontologia
UNLP. La Plata, Argentina. 1° Semestre de 2008. Carga horaria: 128 horas.
Calificacion: 9 (nueve).

“Informatica educativa e informatica aplicada a la profesion odontolégica”.
Lic. Ivana Harari y Lic. Viviana Harari. Facultad de Odontologia UNLP. La
Plata, Argentina. 2° Semestre de 2007. Carga horaria: 128 horas. Calificacion:
10 (diez).

“Idioma Portugués”. Prof. Alejando M. Olavarriaga. Facultad de Odontologia
UNLP. La Plata, Argentina. 2° Semestre de 2007. Carga horaria: 80 horas.
Calificacion: 10 (diez).

“Biomateriales para uso médico y odontoldgico”. Dra. Monica Fernandez
Lorenzo, Dra. Ma. Cecilia Cortizo, Dra. Patricia Schilardi, Dra. Susana Cortizo,
Dra. Cristina Volzone, Dr. Pablo Bilmes, Ing. Carlos Llorente, Ing. Cristina
Cordero y otros. Facultad de Ingenieria UNLP. La Plata, Argentina. 2°

Semestre de 2007. Carga horaria: 45 horas. Calificacion: 9 (nueve).

“Metodologia de la Investigacion”. Dr. Ricardo L. Macchi. Facultad de
Odontologia UNLP. La Plata, Argentina. 1° Semestre de 2007. Carga horaria:
112 horas. Calificacion: 10 (diez).

“Aspectos basicos de la electroquimica. Economizacion de recursos y

proteccion ambiental. Desafios y oportunidades. (Tedrico — practico)”.
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Responsable, coordinadora y profesora: Dra. Ma. Virginia Mirifico; profesores
colaboradores: Dr. Enrique J. Vasini, Dr. José A. Caram. Facultad de Ingenieria
UNLP. 1° Semestre de 2007. La Plata, Argentina. Carga horaria: 60 horas.

Calificacion: Aprobado (sin nota).

Participacion en Congresos, Encuentros, Jornadas y Simposios

“Cytotoxicity of metal ions released by an aluminium bronze dental material.
Synergic effect of the mixture of ions”. Morales, M.L.; Grillo, C.A.; Mirifico,
M.; Fernandez Lorenzo de Mele, M. 7° COLAOB-Congreso Latino Americano
de Organos Atrtificiales y Biomateriales. 22 al 25 de Agosto de 2012. Natal,

Brasil (pdster-con referato).

"Corrosion y citotoxicidad de una aleacion dental base cobre pretratada con
un antiséptico bucodental”. M.L. Morales, C.A. Grillo; M. Fernandez
Lorenzo, M.V. Mirifico. Congreso Internacional 50 Aniversario. Facultad de
Odontologia, Universidad Nacional de La Plata. 19 al 24 de Septiembre de
2011. La Plata, Argentina (pdster-con referato).

“Importancia de la pureza del dimetilsulfoxido en la inhibicion de la corrosion
de cobre”. Maria Laura Morales, José Alberto Caram, Maria Virginia
Mirifico. XXIX Congreso Latinoamericano de Quimica. 27 de Septiembre al

01 de Octubre de 2010. Cartagena de Indias, Colombia (pdster - con referato).

“Utilizacion de un colutorio a base de digluconato de clorhexidina y xilitol
como inhibidor de la corrosion de aleaciones dentales ricas en cobre”. M.L.
Morales, M. Fernandez Lorenzo, M.V. Mirifico. XLIl Reunién Anual 20009.
Sociedad Argentina de Investigacion Odontologica. 9, 10 y 11 de octubre de
2009. Potrero de los Funes, Argentina (pOster - con referato).

“Degradacion de aleaciones a base de cobre de uso odontoldgico. Efecto
citotoxico”. Maria Laura Morales. 60° Aniversario — INIFTA. 24 al 28 de

Noviembre de 2008. La Plata, Argentina (pOster - sin referato).
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“Corrosion de aleaciones a base de cobre utilizadas en la confeccion de
pernos radiculares. Efecto citotoxico”. M.L. Morales, C.A. Grillo, M.
Reigosa, M. Fernandez Lorenzo, M.V. Mirifico. XLI Reunion Anual 2008.
Sociedad Argentina de Investigacion Odontologica. 16, 17 y 18 de octubre de
2008. Rosario, Argentina (péster - con referato).

“Compuestos organicos como inhibidores de la corrosion de cobre”. Maria
Laura Morales. XVI Jornadas de jovenes investigadores. 27 al 29 de octubre

de 2008. Montevideo, Uruguay (con referato pero sin subsidio).

“Corrosion de aleaciones a base de cobre utilizadas en odontologia”. Maria
Laura Morales. Jornadas de Becarios del INIFTA 2008. 6 al 10 de Octubre de

2008. La Plata, Argentina (exposicion oral - sin referato).

“TDZ como inhibidor de corrosion: evaluacion cito-genotoxica en la linea
celular CHO-K1”. C.A. Grillo, M.L. Morales, M. Reigosa, M.V. Mirifico.
XXXVII Congreso Argentino de Genética. 21 al 24 de Septiembre de 2008.
Tandil, Argentina (pdster - con referato).

“Dimetilsulfoxido como inhibidor de la corrosion de cobre”. Maria Laura
Morales, Maria Virginia Mirifico. XXVI1I Congreso Argentino de Quimica. 17
al 19 de Septiembre de 2008. San Miguel de Tucuman, Argentina (pdster - con
referato).

“Los heterociclos organicos en la proteccion de los biomateriales dentales
metalicos”. Maria Laura Morales, Monica Ferndndez Lorenzo, Maria
Virginia Mirifico. Semana de divulgacion del conocimiento cientifico:
Jornadas de Ciencia y tecnologia de la Facultad de Cs. Exactas. La Plata,

Argentina. 10 al 14 de Diciembre 2007 (pdster - sin referato).

“Aplicacion en ciencias de la salud de nuevos compuestos preparados en

nuestro laboratorio: Inhibicidon de la corrosién de biomateriales dentales
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metalicos”. Maria Laura Morales. Jornadas de Becarios del INIFTA 2007. 23
al 26 de Octubre de 2007 (exposicion oral - sin referato).
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