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RESUMEN

El titanio y las aleaciones de titanio son ampliamente utilizados en dispositivos y
componentes biomédicos, especialmente como reemplazos de tejidos duros, aunque
también se emplean en aplicaciones cardiovasculares. Sus propiedades deseables
tales como moédulo de elasticidad relativamente bajo y similar al moédulo de
elasticidad del hueso, buena resistencia a la fatiga, formabilidad, maquinabilidad, y
biocompatibilidad les han permitido alcanzar resultados clinicos exitosos en el largo
plazo. Sin embargo, estos metales no son bioactivos después de ser implantados en el
hueso, es decir, no tienen interaccion con los tejidos circundantes. Por otra parte, se
sabe que una de las causas del fracaso de la oseointegracion de los implantes de
titanio es el desarrollo de infecciones bacterianas y que las mismas pueden haberse
producido en el mismo momento del acto quirurgico, en el periodo de

oseointegracion o durante su posterior desempefio clinico como soporte protético.

Por los motivos antes expuestos y con el propdsito de mejorar la biocompatibilidad
de las diversas superficies de los implantes, en los ultimos afios se estan investigando
y desarrollando diferentes tratamientos con el objeto de mejorar las propiedades
biologicas, quimicas y mecéanicas de los implantes de titanio y aleaciones. La
atencion de los investigadores se esta enfocando principalmente sobre el estudio de
las propiedades superficiales, incluidas la composicion y la topografia de la
superficie. El proposito de estos estudios es desarrollar superficies modificadas que
permitan acortar el periodo de la oseointegracion y favorecer el contacto hueso-
implante en ausencia de contaminacién microbiana. Si bien se ha logrado disminuir
los tiempos de oseointegracion ain no se ha tenido éxito en reducir

convenientemente la adhesion bacteriana.

En este trabajo se ha investigado el efecto de tratar la superficie del titanio
comercialmente puro de Grado II proveniente de biomateriales de uso odontolégico
mediante un proceso de anodizado a distintos potenciales, utilizando como electrolito
una solucion que contiene iones fluoruro, de conocidas propiedades antimicrobianas.

Se han realizado analisis superficiales mediante medidas de tension superficial,



microscopia de epifluorescencia, microscopia de fuerza atémica y electrénica de
barrido y por espectroscopia de dispersion de rayos X (EDX) de las muestras
correspondientes a tornillos de cierre de titanio sometidos a diversos tratamientos
electroquimicos. Por otra parte se estudid detalladamente la textura superficial
mediante el andlisis de distintos pardmetros que la caracterizan, tanto en la micro
como en la nanoescala, por la altura y espaciado de los picos y valles, por su
distribucion tanto en sus perfiles como en la superficie total, y por su oblicuidad. Los
resultados permitieron comprobar que la composicion y topografia superficiales de
las muestras cambian con el potencial de anodizaciéon y varian con respecto al
control. Pudo demostrarse que la adhesion de las bacterias sobre la superficie del
metal tratado mediante anodizado a 60V disminuye, con una significancia
estadistica, con respecto a la superficie del mismo metal no tratada. Sin embargo, la
incorporacion de fliior en la composicion del 6xido de titanio formado por anodizado
no disminuyé la adhesion microbiana. Dicha disminucién estaria asociada
principalmente a las caracteristicas de la topografia superficial.

De los resultados del presente trabajo surge la importancia de realizar un estudio
detallado de la textura superficial y su correlacion con la adhesion bacteriana con el
objeto de disefiar biomateriales con superficies anti-biofilm y oseointegrables. Es
decir que el parametro de rugosidad superficial Sa (promedio aritmético de los
valores absolutos de las alturas de crestas y valles, que caracteriza a los tornillos
como lisos, minimamente rugosos, moderadamente rugosos y rugosos) con que se
clasifican los implantes dentales, no es suficiente como para describirlos
adecuadamente ya que idénticos valores de Sa pueden corresponder a superficies
cuyas texturas son muy disimiles y pudo constatarse que las bacterias interaccionan

en forma distinta con las mismas.
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Capitulo 1
INTRODUCCION

El fendmeno de la integracion del tejido 6seo a la superficie del titanio observado por
Branemark en la década del 60 del siglo XX fue el comienzo de la “era moderna” en
el campo de la odontologia, permitiendo la sustitucion de piezas ausentes y la
reconstruccion del sistema esquelético maxilofacial afectado por traumatismos y/o

procesos neoplasicos.

Se entiende como oseointegracion “la conexion directa, estructural y funcional entre
el hueso vivo bien organizado y la superficie del sustituto dental implantado que sera
capaz de absorber las fuerzas provenientes de las funciones propias del sistema
estomatognatico, sin interposicion de tejido fibroso entre el tejido 6seo y la superficie
del implante dental.(1) La constante busqueda por acelerar y mejorar la
oseointegracion principalmente para la resolucion de situaciones clinicas desafiantes
donde la calidad y cantidad de hueso han sido comprometidas por procesos de
enfermedad o por la edad de los pacientes ha conducido a los investigadores a
desarrollar diferentes estrategias. Estd demostrado que las caracteristicas
superficiales de los implantes de titanio tienen influencia directa sobre la respuesta
tisular, favoreciendo la adsorcion de proteinas y modulando la diferenciacion y
proliferacion celular. Caracteristicas tales como la rugosidad, quimica y tensioén
superficial han sido reportadas por influir significativamente en la diferenciacion
celular, en la produccion de factores locales y consecuentemente en el crecimiento
0seo y oseointegracion.(2—4) Surgen asi los implantes con diferentes tipos de
superficies rugosas obtenidas a través de una gran variedad de tratamientos fisicos

y/o quimicos, que permiten incrementar ademas el 4rea de contacto hueso-implante.

Se sabe por el conocimiento aportado de diferentes investigadores que la infeccion
bacteriana es una de las causas de fracaso de los implantes dentales, ya sea que esta
infeccidén ocurra en una etapa precoz por contaminacion durante la técnica quirargico
implantolégica de colocacion del implante, postoperatoria durante la etapa de
cicatrizacion o en una etapa tardia cuando el implante dental se encuentra en funcion

de soporte protético.(5—8) También es conocido que las bacterias que causan estas



infecciones se adhieren a las superficies de los implantes formando biofilms o
biopeliculas, y que entre los factores que intervienen en el complejo proceso de
adhesion de las bacterias se encuentran la rugosidad, la composicién quimica y la
energia superficial.(9—-11) De esto surge la importancia de investigar modificaciones
en la superficie de los implantes de titanio tendientes a inhibir o disminuir la
adhesion de bacterias en sus etapas iniciales en la formacion del biofilm, que
permitan dar oportunidad a la accién de los agentes antimicrobianos y al sistema
inmunitario del paciente para prevenir estos procesos infecciosos que ponen en

riesgo el éxito de los implantes dentales.



Capitulo 2. Marco teorico.
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Capitulo 2
MARCO TEORICO

En el Capitulo 2 se describen los aspectos tedricos donde se enmarca el presente
trabajo de tesis y se divide en tres Secciones (2.1, 2.I1, 2.I1I) donde se describiran
los siguientes aspectos:

Seccion 2.1. El titanio, su utilizacion como biomaterial en el campo de la
odontologia para la fabricacion de implantes dentales con forma de raiz.
Seccion 2.11. Fallas de los implantes dentales. Adhesion bacteriana y formacion

de biofilm.

Seccion 2.11I. Fundamentos de las técnicas que se utilizan para realizar analisis

superficial

Seccion 2.I: El titanio, su utilizacion como biomaterial en el campo de la

odontologia para la fabricacion de implantes dentales con forma de raiz.
2.I.1 Caracteristicas fisicas y quimicas del Ti

El Titanio puro pertenece al grupo de los elementos en transicion. Tiene un niimero
atomico de 22 y su peso atomico es 47, 88. Presenta un aspecto plateado grisaceo. Su
densidad es de 4,5 g/cm’, siendo el mas ligero de los metales utilizados hasta ahora
en el campo dental. Cristaliza en el sistema hexagonal, caracteristica que le permite
tener una relativa resistencia a la deformacion plastica, mayor que los materiales que
cristalizan en el sistema clbico. Sin embargo el Titanio presenta un cierto grado de

ductilidad.

Pasando los 882° C el titanio cambia su estructura cristalina por transformacion
alotrépica, y pasa de tener una estructura hexagonal a una estructura ctbica y de ahi
a cubica centrada en el cuerpo. La forma hexagonal recibe el nombre de Titanio alfa,

mientras que la cubica se denomina beta.
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Basicamente, el titanio y las aleaciones a base de titanio se pueden clasificar en tipo
alfa (estructura cristalina hexagonal), tipo casi alfa, tipo alfa + beta, y tipo beta

(estructura cristalina cubica centrada en el cuerpo).

Los elementos afiadidos al titanio se dividen en dos grupos: estabilizadores alfa y

estabilizadores beta.(12—15)
Estabilizadores alfa

Elementos, tales como Al, Sn, Ga, Zr, y elementos intersticiales (C, O y N ya sea
solos 0 en combinacion), se disuelven en la matriz de titanio y son reforzadores ya
que cuando se calientan producen pequefios cambios que aumentan la temperatura de
transformacion (beta-trans: 885 ° C para Ti puro) de la estructura cristalina
hexagonal alfa a la estructura cristalina ctbica beta de titanio puro, y a la inversa
cuando se enfria. Por lo tanto, se conocen como estabilizadores alfa y exhiben un

buen comportamiento a altas temperaturas.
Estabilizadores beta

Se denominan estabilizadores beta a los elementos de aleacion que disminuyen esta
temperatura de transformacion de fase. Generalmente, los elementos de
estabilizacion son los metales de transicion, tales como V, Mo, Nb, Ta y Cr, que

proporcionan friabilidad.

Ademas de estos elementos, frecuentemente se afade Fe, Cu, Ni, Si y B a
aleaciones a base de Ti para mejorar la resistencia mecanica, estabilidad quimica,

plasticidad y/ o refinacion de granos.

Al aumentar la porcion fase alfa, generalmente se reconoce que se producen los

siguientes cambios:

e aumenta la temperatura de beta — transformacion.
e aumenta la resistencia a la fluencia, asi como la resistencia mecanica a altas
temperaturas.

e mejora la soldabilidad.

Al aumentar la porcidn fase beta, se sabe que:
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e aumenta la tenacidad a la fractura en comparacion con las aleaciones tipo o a

la temperatura ambiente.

e aumenta la resistencia al tratamiento térmico, haciendo que las aleaciones

beta se puedan emplear en procesos de estampacion en frio.

e aumenta la sensibilidad a la deformacion, de manera que la formacion

superplastica es mas favorablemente aplicable.

Cuando cualquier material de titanio posee uno de los tipos antes mencionados como
una fase constitucional mayor, tal material se nombra después del tipo de fase, por

ejemplo PTi.

2.1.2 Titanio y aleaciones de titanio de uso médico y odontolégico

Actualmente, el titanio puro y aleaciones tipo (a+f) Ti-6Al-4V ELI (Nivel Extra
Bajo de contenido intersticial) son ampliamente utilizados como biomateriales,
componentes estructurales y/o funcionales para la sustitucion de tejidos duros en
dispositivos para reemplazos de cadera o rodilla e implantes dentales, ya que exhiben
resistencia mecénica, estabilidad quimica, resistencia a la corrosion y mejor
biocompatibilidad que otros materiales metalicos. Cabe destacar que en las normas
de ASTM (American Society for Testing and Materials) se incluyen nuevas

aleaciones de titanio para aplicaciones biomédicas de menor uso.(16)
Titanio comercialmente puro (CpTi)

Bajo la categoria de titanio comercialmente puro (CpTi) como "grados sin alear" de
la especificacion ASTM, hay cinco materiales clasificados en este grupo; incluyen
ASTM grado 1 (99,5% Ti), grado 2 (99,3% de Ti), grado 3 (99,2% de Ti), grado 4
(99,0% de Ti) y grado 7 (99,4% de Ti).

Grado 1: Grado 1 CpTi tiene un contenido residual (0,5%) ligeramente menor que
los demas grados. Los residuos oxigeno y hierro mejoran la resistencia al impacto. El
oxigeno actia como un reforzador intersticial, manteniendo una microestructura

hexagonal simple alfa. El contenido residual inferior hace que el grado 1 sea el grado
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mas bajo en resistencia a la traccion del CpTi, pero tiene la mayor ductilidad, con

una excelente formabilidad en frio.

Grado 2: El grado 2 es el grado de titanio seleccionado con més frecuencia a nivel
industrial, teniendo propiedades bien equilibradas tanto de fuerza como de
ductilidad. Los niveles de resistencia son muy similares a los del acero inoxidable

comun y su ductilidad permite una buena conformabilidad en ftio.

Grado 3: CpTi grado 3 posee una resistencia ligeramente superior debido a su mayor
contenido residual (principalmente oxigeno, y también nitrogeno) con una ductilidad

levemente inferior.

Grado 4: El grado 4 es el grado con resistencia a la tracciéon mas alta de la serie CpTi,

por lo que el grado 4 sirve principalmente en la industria aeroespacial y aeronautica.
Ti-6Al-4V

Esta aleacion pertenece al grupo de aleaciones de fase alfat+beta y es particularmente
popular a causa de su alta resistencia a la corrosion y a su baja toxicidad, debido a la
escasa liberacion de iones de la superficie por el 6xido pasivo denso y protector (que
es principalmente TiO,). Ti-6Al-4V presenta buenas propiedades mecénicas y
excelente compatibilidad con tejidos, que lo hacen muy adecuado para aplicaciones
biomédicas donde la integracion con el tejido dseo es necesaria, en particular, para
aplicaciones de implantes ortopédicos y dentales. Ti-6Al-4V ELI también esta

disponible para su empleo en el drea médica.

2.1.3. Oxidos de Ti

El titanio es un metal altamente reactivo y, cuando se expone a la atmosfera,
reaccionara en microsegundos para formar una capa de oxido. La capa de 6xido

formada se adhiere fuertemente a la superficie del sustrato de titanio (300kcal/mol).

Esta bien documentado que la excelente resistencia a la corrosion de los materiales

base titanio se debe a la formacion de una pelicula de 6xido densa, protectora y
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fuertemente adherida que se denomina pelicula pasiva, ya que le otorga resistencia a

la corrosion.(17)

La composicion exacta y la estructura de la pelicula pasiva que cubre al titanio y sus
aleaciones es motivo de controversias. Esto ocurre tanto con el 6xido que se forma al
estar en contacto con el aire, en forma "natural", como también de las peliculas
formadas durante la exposicion a diversas soluciones, incluyendo los formados
anddicamente. La pelicula de 6xido "natural" que se forma sobre el titanio varia en
espesor de 2 a 7 nm, dependiendo de parametros tales como: la composicion del
metal y del medio circundante, la temperatura maxima alcanzada durante el proceso

de trabajo del metal, acabado, etc.

El comportamiento del titanio y de sus aleaciones en aplicaciones de implantes
quirtrgicos debe ser evaluado con respecto a su biocompatibilidad, osteointegracion,
y su capacidad para soportar los ambientes corrosivos y de inhibir la adhesion

bacteriana cuando son expuestos a los fluidos bioldgicos.(18)

2.1.4 Caracteristicas superficiales y su efecto en la osteointegracion

El titanio tiene la propiedad de permitir la integracion del tejido 6seo sobre su
superficie. Tal como se mencion6 previamente, este fenomeno fue observado por
primera vez en la década del 60 del siglo XX, por Branemark y fue el inicio de una
nueva etapa en el campo de la odontologia, permitiendo la sustitucion de piezas
dentarias ausentes, y la reconstruccion del sistema esquelético maxilofacial afectado

por traumatismos y/o procesos neoplésicos.

La osteointegracion es la conexion directa, estructural y funcional entre el hueso vivo
bien organizado y la superficie del sustituto dental implantado. Dicha conexiéon debe
ser capaz de absorber las fuerzas provenientes de las funciones propias del sistema
estomatognatico evitando interposicion de tejido fibroso entre el tejido 6seo y la

superficie del implante.(1,19,20)

Estos importantes avances en el conocimiento y en la aplicacion de nuevas técnicas,

quirargico-protéticas posibilitaron restaurar en los pacientes, no solo su contorno
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facial, funcioén, comodidad, estética y habla, sino que ademas result6 ser prometedora

para la rehabilitacion en muchas situaciones clinicas desafiantes.

El interés por comprender mejor los mecanismos involucrados en el proceso de
oseointegracion y el propodsito de acortar el periodo del mismo, llevo al estudio y
analisis de las propiedades fisicas, quimicas y la topografia de la superficie de los
implantes de titanio, comenzando una etapa que permitié el desarrollo de diferentes

tipos de tratamientos de superficie.
Superficies de los implantes de titanio

Con el descubrimiento del proceso de oseointegracion nace la primera generacion de
implantes mecanizados con una textura de superficie lisa. Desde entonces las
superficies han sido reconocidas por cumplir un rol importante en la interaccion
molecular, la respuesta celular y la oseointegracion. El resultado de investigaciones
en este campo ha dado lugar a la segunda generacion de implantes dentales, con

superficies que aceleran y mejoran la oseointegracion de los implantes dentales.(21)
Rugosidad de los implantes

Entre los numerosos pardmetros que evaltian la rugosidad unos de los mas utilizados

en odontologia son Ra y Sa:

Ra es el promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas y(x) medidas a
partir de la linea central. Este pardmetro caracteriza a la desviacion en la altura. Ra
puede ser definida también como la altura de un rectangulo cuya area sea igual a la
suma absoluta de las areas delimitadas entre el perfil de rugosidad y la linea media,

siendo la longitud de la medicion Lm (Fig. N°1).(22)

Az = Areas superiores EAS = EAi
A = Areas inferiores
Ag= Area total Ay = EAS + EAi

Fig.N° 1. Representa el area que corresponde a Ra.(22)
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Sa es la extension de Ra (media aritmética de la altura de una linea, (ec. [1])) a una
superficie. (ec. [2]) Sa, es la rugosidad promedio evaluada en toda la superficie 3D
(Fig. N°2). Expresa, como un valor absoluto, la diferencia de altura de cada punto en

comparacion con el promedio aritmético de la superficie.

1w
[11R, = Eglyu

1
1215, = 7 || 126G ) laxdy
A

Esta figura demuestra un ejemplo. En realidad, se
evallian todos los cambios de altura de la

superficie.

Fig.N° 2. Representa como se calcula Sa. (Tomada de Keyence.com)

Sin embargo, como se verd mas adelante, estos parametros son insuficientes para

describir adecuadamente la textura y la topografia superficial.

Diversos tipos de implantes dentales segun las caracteristicas superficiales

Los diversos tipos de implantes dentales pueden clasificarse segiin sus caracteristicas

superficiales en:
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a) Implantes maquinados de superficie lisa

Los implantes osteointegrados, conocidos como implantes mecanizados, son los que
registran la documentacion clinica mas extensa. La respuesta Osea de estas
superficies ha sido extensamente evaluada en diferentes modelos animales, asi como

en ensayos clinicos.

La superficie de los implantes maquinados al ser calculada a través del pardmetro
Sa (Sa entre 0,3 — 1,0 um) se considera que es minimamente rugosa. Cabe aclarar
que esta minima rugosidad depende del tipo de titanio, la lubricaciéon y velocidad

durante el proceso de maquinado.
b) Implantes con superficies rugosa

Existen numerosos tratamientos superficiales que se incluyen en la fabricacion de los
implantes dentales de titanio para incrementar la rugosidad superficial de los
mismos. Los mas utilizados son el maquinado, arenado, grabado 4cido, cubiertas

bioactivas, oxidacion anddica, modificacion con laser o combinacidn entre estas.

Los implantes dentales avalados comercialmente han sido categorizados en cuatro
grupos segun su valor de rugosidad (23). Se utiliza el parametro de rugosidad

superficial Sa

e Lisos (Sa<0,5 um)
e Minimamente rugosos (Sa= 0,5 — 1,0 pm)
e Moderadamente rugosos (Sa 1,0 — 2,0 um)

e Rugosos (Sa>2,0 um)

Existe actualmente consenso en que la microtopografia del implante que posee un

valor Sa de aproximadamente 1,0-2,0 um presenta mejores respuestas Oseas.(24)

La evidencia experimental en modelos animales y la proveniente del desempefio
clinico, han conducido a constatar que la mejor respuesta estaria asociada a las
superficies moderadamente rugosas. Como resultado, la mayor parte de los implantes

comercialmente disponibles poseen, hoy en dia, una microtopografia que puede
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considerarse como una de las principales caracteristicas que contribuyen al éxito de
los mismos. Asimismo, dentro de dicha microtopografia se define una
nanotopografia. La influencia de las mismas aun esta en discusion y sobre ellas se

investigara en el presente trabajo.(25)
b i. Implantes dentales de superficie rugosa por arenado

Los implantes dentales de titanio pueden incrementar la rugosidad de su superficie
mediante el impacto de particulas que se desplazan a gran velocidad. Las particulas
golpean la superficie creando crateres. A este procedimiento se lo denomina arenado.
La rugosidad de la superficie depende del tipo de titanio asi como del material,

tamafio, forma, densidad y velocidad de las particulas.

Las superficies de implantes de titanio arenadas tienen valores de Sa entre 0,5 y 2,0
um y diferentes investigaciones demostraron una mejor oseointegracion en

comparacion con los implantes maquinados.(26,27)
b ii. Implantes dentales con superficie rugosa por grabado dacido

Con el grabado acido la superficie se corroe y se forman hoyuelos debido a la
disolucion del metal en los granos y limites de grano. En particular, ciertas fases y
zonas con impurezas son mas sensibles a la degradacion por el acido, por lo que se
produce una eliminacion selectiva del material. La rugosidad resultante depende del
tipo de titanio, la microestructura superficial, el acido y el tiempo en inmersion. Las
superficies generalmente presentan rugosidades con valores de Sa entre 0,3 y 1,0 pm.
Ensayos en modelo animal demostraron mayor oseointegracion que los implantes
maquinados pero inferior a los de superficie tratada con plasma spray de titanio u

oxidacién anoddica. (28)
b iii. Implantes dentales con superficie arenada y grabada con dcido (SLA)

Se trata de una superficie arenada que posteriormente es sometida a un tratamiento

de grabado con 4cido. Obteniéndose una rugosidad superficial dual.
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Con el grabado 4cido se eliminan los residuos de las particulas utilizadas en el
arenado, al mismo tiempo que se moderan los picos mas altos y los valles mas

profundos.

Los valores de Sa en estas superficies son de 1- 2 um.(29) Con esta superficie los
investigadores demostraron mejor repuesta Osea, acortamiento del periodo de
oseointegracion, mejor estabilidad primaria y  mayor contacto implante-

hueso.(30,31)
b iv. Implantes dentales con superficie recubierta

Estos recubrimientos se desarrollaron con el objetivo de obtener mayor area
superficial, mayor rugosidad para la estabilidad inicial y un contacto implante- hueso
mas fuerte. Su principal desventaja es el desprendimiento del recubrimiento por
friccion durante la insercion del implante, sumado a una mayor adherencia

bacteriana.(32)

Los materiales bioactivos de recubrimiento pueden ser bioestables (hidroxiapatita
sintética) o bioreabsorbiles (vidrios bioactivos y vitroceramicos), las técnicas de
recubrimiento pueden ser por procedimientos fisicos o por procedimientos quimicos.
Estos ultimos tienen la ventaja de ser mas adaptables a la complejidad de las formas

de los implantes dentales.

El tratamiento de recubrimiento de superficie de implantes de titanio mas difundido
es el de Plasma Spray de Hidroxiapatita. Consiste en un proceso de pulverizacion
con plasma a alta temperatura (> 1000° C) mediante el cual se incrementa el area
superficial seis veces. El valor de Ra en los recubrimientos por pulverizacién con

plasma es aproximadamente 5,0 + 1,0 pm.(33)
b v. Implantes dentales con superficie modificada con laser

El laser es utilizado como herramienta de micromecanizado para producir una
estructura 3D en nivel micrométrico y nanométrico. Es un método de eleccion para
superficies geométricas complejas. Es una técnica rapida, extremadamente limpia, y

adecuada para modificar de manera selectiva las superficies, permitiendo generar
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complejas microestructuras con alta resolucion. Estudios experimentales in vivo a

corto plazo demostraron un aumento en la fuerza de unién implante- hueso.(34,35)
b vi. Implantes dentales con superficie anodizada

Este tratamiento de la superficie utiliza un proceso de oxidacidon, que cambia las
caracteristicas de la capa de 6xido superficial mejorando la biocompatibilidad de la

superficie.

El anodizado u oxidacion anddica es un tratamiento electroquimico que se realiza en
un electrolito corrosivo que contiene iones fluoruro. El proceso serd explicado en
detalle en el apartado siguiente. Las propiedades microestructurales y quimicas de la
superficie pueden ser modificadas variando diferentes parametros del proceso tales
como el potencial anddico, la composicion del electrolito, temperatura y corriente.
Ademas, dependiendo de la composicion del electrolito, diferentes iones pueden
integrarse en la capa de o6xido, tales como los iones fosfatos, calcio, magnesio y

fluoruro.(36-39)

2.1.5. Formacion de 6xido de titanio mediante anodizado

Entre las modificaciones superficiales que pueden aplicarse a los implantes se

analizara en este trabajo el proceso de anodizacion.

Proceso de anodizacion. La oxidacion anoddica es una técnica electroquimica
utilizada para modificar la superficie de los metales. El titanio, como también el
aluminio, el zirconio, el talio, el magnesio, el zinc y sus aleaciones pueden ser
sometidos a este proceso, mediante la eleccion de condiciones adecuadas de
anodizado. Mediante dicho proceso se logra el crecimiento de una capa de 6xido de
espesor controlado y con mejores propiedades que la capa de 6xido formada
naturalmente al estar expuesto el metal al aire atmosférico. El anodizado es una de
las técnicas mas versatiles y economicas para modificar la superficie del titanio y por
ese motivo es el procedimiento utilizado en el presente trabajo. Mediante este
proceso se modificard la arquitectura de su superficie, al mismo tiempo que se

incorporaran otros elementos quimicos contenidos en la solucion electrolitica. En
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este proceso se aplica una diferencia de potencial entre catodo (platino) y éanodo
(titanio) que facilita la formacion de una pelicula de 6xido de forma controlada sobre

la superficie del titanio.

Caracteristicas del oxido de titanio formado por anodizacion. La morfologia,
composicion y espesor de la capa de o6xido que se forman, dependeran de la
naturaleza de la solucion electrolitica (organica o acuosa), su composicion quimica,
la temperatura del bafio, el pH, el tiempo empleado y el voltaje utilizado.(25) La
morfologia tipica de la capa de 6xido anodizado es una textura rugosa y porosa. El
tamafo (longitud y didmetro) de los poros varia de unos pocos cientos de nanometros
a unos cuantos micrometros dependiendo de los parametros utilizados. Los poros no
son uniformes en la misma superficie anodizada. Ademas, estos poros pueden o no
estar interconectados y tener una estructura estratificada.(40,41) El espesor de la
pelicula de 6xido aumenta con tiempo de oxidacioén hasta 10 um.(25) La capa micro
0 nano porosa generada presenta propiedades beneficiosas para los implantes como
son la limpieza de residuos organicos e inorganicos de la superficie, la mejora de la
resistencia a la corrosion, la disminucion de la liberacion de iones de titanio al medio
fisiologico y, en algunos casos, el aumento en la dureza superficial y de la resistencia

al desgaste.(42)

Fenomenos de interferencia: color de la superficie anodizada. Como resultado del
fenomeno de interferencia de la luz, luego del proceso de anodizado aparecen
diferentes colores a niveles especificos de voltaje. El fendémeno de interferencia
ocurre entre ciertas longitudes de onda reflejadas por la superficie del metal (y que
atraviesan la pelicula de 6xido), y las longitudes de onda de luz que son reflejadas
directamente sobre la superficie del 6xido. Cuando la interferencia es constructiva, la
superficie del titanio anodizado presenta un color brillante. Si la interferencia es
destructiva, se percibird un color oscuro.(43) Algunos autores han reportado que el
color del titanio anodizado no sélo depende del espesor de la pelicula de o6xido
formada sobre el metal, sino también de la naturaleza quimica de este 6xido cuya
composicion puede variar desde TiO hasta el Ti;O;,. Cada uno de estos 6xidos

presenta una superficie coloreada segun se muestra en la Fig. N°3.(44-46)
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Fig. N° 3. Escala de colores de los ¢xidos obtenidos por anodizaciéon a diferentes

voltajes. (Tomado de www.wolften.pl)

La coloracion de las peliculas delgadas puede ser descrita por la teoria de la
interferencia de haz multiple (Fig. N° 4). Cuando la luz blanca (haz 1) hace contacto
con la pelicula, el haz reflejado que estd formado por los rayos interferentes (2, 5, 8,

11,...) serad de color (ver rayos en figura N° 4).(47)

Aire nl

Ox.Ti n2

LY LY LY

% % ‘% Titanio n3

Fig. N° 4. Esquema que describe la teoria de la interferencia de haz multiple. d:
espesor de la pelicula; nl, n2 y n3: indices de refraccion de aire, pelicula de 6xido y

sustrato metalico respectivamente.(48)

Mientras que los colores de 6xido anddico estdn principalmente relacionados con el
espesor de las peliculas (d), hay varios factores que influyen en el color resultante
observado en cada condicion de anodizado que puede alterar la secuencia de colores
respecto a la sucesion teorica. Los principales factores son: rugosidad del sustrato,
espesor no uniforme de la pelicula sobre toda la muestra, estequiometria del 6xido

superficial, defectos o impurezas presentes.(47) Por esta razon los colores reportados
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por los diferentes autores son diferentes, incluso cuando se utiliza el mismo potencial
que conduciria al mismo grosor. Asi, la variacion en los colores es notoria cuando se
utilizan diferentes electrolitos, o incluso cuando se cambian las concentraciones del
mismo electrolito. Estas diferencias son evidentes en los estudios de los o6xidos
anddicos de titanio, cuando los colores reportados difieren de un autor a otros.(45,49)
Sin embargo, cuando se mantienen las condiciones experimentales, es decir las
caracteristicas del sustrato, voltaje y tiempo de anodizado, electrolito y propiedades
metalurgicas de las muestras, los colores del 6xido podrian utilizarse con el proposito
de una réapida identificacion del espesor de la capa 6xido en asociacion con el voltaje

de formacion anddica.(49)

Soluciones electroliticas utilizadas en el anodizado. Existen diferentes tipos de
soluciones electroliticas, a saber: soluciones acidas acuosas, soluciones tampon
(buffer) acuosas, y soluciones organicas (no acuosas) pero que contienen trazas de
agua. El titanio y sus aleaciones, a diferencia del aluminio, generan capas barrera en
electrolitos acidos (fosforico, sulfurico, bérico) por lo tanto para generar capas
nanoporosas o nanotubulares es necesario que los electrolitos contengan iones
fluoruro y/o cloruro, debido a que la solubilidad del 6xido de titanio es mayor en

ellos.

Estructuras de oxidos nanoporosos/nanotubulares. Grimes y col. propusieron
clasificar a las capas nanoporosas/nanotubulares crecidas en titanio y sus aleaciones
en cuatro generaciones segun el electrolito empleado para fabricarlas.(50) La primera
generacion es aquella en donde el crecimiento de las capas nanoporosas o
nanotubulares crece en soluciones acuosas acidas con acido fluorhidrico.(51) La
segunda generacion utiliza en vez de acido fluorhidrico, sales de fluoruro, las cuales
permiten controlar de manera auto-inducida la acidificacion en el fondo del poro y
permiten obtener asi capas de mayor espesor.(52) La tercera generacion, a diferencia
de las generaciones anteriores que utilizaban electrolitos acuosos, utiliza electrolitos
orgénicos con sales de fluoruro (0,1-0,5 wt%) y pequefias cantidades de agua (0,1-5
wt%).(53) La cuarta generacion se realiza en electrolitos acuosos libres de fluoruro,

como acido oxalico, formico, sulftrico o perclorico.(54)
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Seccion 2.11: Fallas de los implantes dentales. Adhesion bacteriana y formacion

de biofilm.

2.11.1 Fallas clinicas de los implantes dentales

Unas de las causas mds frecuentes en el fracaso de los implantes dentales son la
sobrecarga oclusal y la infeccion peri-implantaria.(1) Para evitar la sobrecarga
oclusal se debe realizar un correcto diagndstico de la oclusioén del paciente con el
objetivo de generar, con el tratamiento de rehabilitacion protética, una oclusion
organica mutuamente protegida y compartida.(55) Para evitar la infeccidon peri-
implantaria necesitamos de estrategias cuyo proposito primordial sea inhibir la

adhesion de microorganismos a la superficie del biomaterial implantoldgico.

El andlisis directo de los implantes y de los tejidos ante estas infecciones muestra
claramente que en la mayoria de los casos los microorganismos responsables de la

infeccion crecen adheridos a las superficies formando biofilms.(56)

2.11.2. Adhesion bacteriana y formacion de biofilms
2.11.2.1. Bacterias y biofilms bacterianos
Las bacterias pueden encontrarse en la naturaleza bajo dos formas o estados:

a) Bacterias plancténicas, suspendidas y flotando libres en un fluido.
b) Bacterias sésiles (formadoras de biofilms), que crecen formando colonias

adheridas a superficies.

El crecimiento de microorganismos se produce naturalmente sobre cualquier
superficie solida en contacto con agua no estéril formando sistemas organizados que
se denominan “biofilms”. El descubrimiento y explicacion del crecimiento y
desarrollo de microorganismos sobre las superficies formando biopeliculas o
biofilms a fines de los afios setenta del siglo XX, ha sido un adelanto importantisimo

para la microbiologia.(57)
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El 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de biofilms, mientras que
solo el 1% vive en estado planctonico. Excepto en algunas situaciones, las bacterias
en forma aislada no producen dafos importantes y dicho estado las hace mas
vulnerables a los factores del medio en que se encuentran. Sin embargo, estas células
microscopicas han logrado evolucionar de tal manera, que se organizan y conviven
con otras especies diferentes, aprovechando los productos que se ofrecen entre si,

dentro de su comunidad ecologica.

Muchos autores se han ocupado en definir los biofilms, las definiciones que mas se

destacan son las siguientes:

1) Comunidades microbianas adheridas a una superficie, rodeadas por una
matriz extracelular polimérica de origen microbiano y otros productos del
medio.(58)

i1) Comunidad estructurada de células bacterianas embebidas en una matriz
polimérica propia y adheridas a una superficie viva o inerte.(59)

1i1) Consorcio funcional de microorganismos organizados en una extensa
matriz polimérica.(60)

v) Comunidad compleja de microorganismos, unidos irreversiblemente a
una superficie, a una interfase y entre ellos, embebidos en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares, que exhiben una alteracion del
fenotipo con respecto a su velocidad de crecimiento y transcripcion

genética.(61)

2.11.2.2. Estructura de los biofilms

Utilizando como medio directo de observacion la microscopia laser confocal de
barrido (observacion directa, hidratada, in vivo y en tiempo real) se ha mostrado
claramente que la estructura de los biofilms se compone por microcolonias
bacterianas entre un 15-20% de su volumen, envueltas en una densa matriz
polimérica extracelular entre un 75-80% de su volumen, con canales de agua bien
marcados, que funcionan como un sistema circulatorio primitivo.(59)

En determinados ambientes los biofilms estdn formados por bacterias, sino que

ademas pueden convivir con hongos, levaduras, algas y protozoos. Por otra parte, las
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bacterias no son siempre de una especie Unica, sino que estdn formados por
diferentes especies que viven en comunidad.

Los microorganismos adoptan diferentes formas de agrupamiento dentro de los
biofilms, y dichas formas estan condicionadas por el movimiento de los fluidos en
los canales de agua, y también por la disponibilidad de nutrientes. Con bajas
velocidades y bajo esfuerzo de corte las microcolonias adoptan formas de torres con
espacios vacios alrededor, mientras que con esfuerzos mas altos las colonias son de
forma elongada y siguen la direccion del flujo.(62)

La matriz polimérica extracelular estd formada por un 95% de agua, se compone
tanto de productos extracelulares bacterianos como de sustancias que provee el
medio ambiente (4cidos nucleicos, proteinas, nutrientes, etc.) y es
predominantemente anionica, de manera que atrapa minerales y nutrientes del medio.
Esta matriz mantiene unida a las bacterias y les brinda proteccion frente a amenazas

del medio que rodea al biofim.(62)
2.11.2.3. Fases en la formacion del biofilm

La formacién de un biofilm sobre una superficie (Fig.N° 5) es descripta mediante la

sucesion de una serie de fases(59):
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Fases en la formacion del biofilm

1.Adsorcion de moléculas organicas. ) 3.Adhesion Irreversible
Acondicionamiento de la superficie  2-Adhesion Comunicacion
Reversible célula-célula y produccion

de material EPS
L\ VA
Quorum
EPS Sensing

Lol amar ., tetl

L

Sustrato

4, Maduracion del 5. Desprendimiento
biofilm de células

Sustrato

Fig.N° 5. Fases en la formacion del biofilm

Fase 1- Adsorcion de moléculas del huesped

La fase inicial es la adsorcion de una fina pelicula organica sobre la superficie,
dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas esta pelicula puede cambiar las
propiedades fisicoquimicas de la superficie del sustrato, principalmente la energia
superficial y la carga de la superficie. Esta pelicula es denominada “pelicula
condicionante o adquirida”, y sobre ella se adhieren las bacterias y colonizan la
superficie, el rol de esta pelicula es fundamental ya que no todos los
microorganismos poseen mecanismos de adhesion que les permitan colonizar las
superficies.(56)

Fase 2- Adhesion bacteriana primaria (reversible)

La adhesion primaria consiste en el encuentro de una superficie y una bacteria
planctonica, esta fase es reversible y estd basada en una serie de variables
fisicoquimicas que definen la interaccion entre la pared bacteriana y la superficie del
sustrato. La bacteria se acerca a la superficie por una corriente de flujo, de forma
mas directa por quimiotaxis o por movilidad de la propia bacteria.(59) En esta fase

juegan un rol importante los flagelos, fimbrias, pilis, etc. que pueden vencer fuerzas
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de repulsion entre las bacterias y el sustrato. Las bacterias en esta fase pueden rodar,
reptar, formar agregados ¢ hileras.(59)

Una vez que estd a menos de 1 nm de distancia con respecto a la superficie lo que
determina que se produzca la union es la suma de las fuerzas de atraccion y de
repulsion entre ambas superficies. Cabe recordar que las fuerzas electrostaticas
tienden a favorecer la repulsion ya que tanto las bacterias como las superficies se
encuentran cargadas negativamente.(56)

Fase 3- Adhesion bacteriana secundaria (irreversible)

La union entre la superficie de la bacteria y la del sustrato se consolida por la
produccion de polimeros extracelulares por parte de las bacterias, que se van
acoplando por ligandos especificos de receptores localizados en los pilis, fimbrias y
fibrillas de la bacteria. Esta unién es irreversible y la bacteria queda unida
firmemente a la superficie. Las bacterias planctdnicas se pueden unir unas a otras por
co-agregacion, y a diferentes especies que estén ya unidas al material por co-
adhesion, formando microcolonias.(63)

Fase 4- Maduracion del biofilm

La maduracion del biofilm da como resultado una compleja estructura, con canales,
poros y redistribucion de las bacterias sobre el sustrato. La densidad global del
biofilm aumenta a medida que los organismos adheridos se replican, mueren y los
componentes extracelulares de las bacterias interactiian con las moléculas orgéanicas
e inorgénicas presentes en el medio circundante.

El potencial crecimiento de cualquier biofilm esta limitado por la disponibilidad de
nutrientes en el ambiente inmediato, la penetracion de estos nutrientes dentro del
biofilm y la eliminacion de residuos. Otros factores que pueden controlar la
maduracion del biofilm son el pH interno, la penetracion de oxigeno y fuentes de
carbono y la osmolaridad.(64,65)

Fase 5- Desprendimiento activo

El equilibrio dinamico de un biofilm se alcanza cuando las capas mas externas de
éste comienzan a generar c€lulas planctonicas metabdlicamente activas y capaces de
dividirse, las cuales pueden colonizar nuevas superficies.

Esta liberacion de bacterias se puede producir mediante tres mecanismos: (a)

Erosion: remocion continua de partes del biofilm, (b) Separacion: remocion répida y
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masiva y (c) Abrasion: liberacion por colision de particulas suspendidas en el

liquido circundante con el biofilm.(66)

2.11.2.4. Factores que intervienen en la formacion de un biofilm

2.11.2.4.a Influencia de las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato en la
adhesion microbiana
Debido a la notable influencia que ejercen las propiedades fisicoquimicas de la
superficie del sustrato en las etapas iniciales de la formacion de los biofilms es
oportuno explicar como influye cada una.
Existen dos visiones diferentes con respecto a la influencia de la “pelicula
condicionante” que se adsorbe sobre la superficie del sustrato: una sugiere que la
pelicula actia como amortiguador de las propiedades superficiales y que, por lo
tanto, las enmascara favoreciendo la adhesion bacteriana. Mientras que la otra
considera que es posible que el sustrato transmita sus propiedades fisicoquimicas a la
pelicula adquirida.(67)
A continuacién se describe como influyen la energia superficial, la rugosidad y la
carga superficial en la adsorcion de compuestos organicos sobre la superficie del

sustrato y la posterior adhesion bacteriana.

1) Energia superficial: existen superficies con alta energia superficial como
el acero inoxidable, el oro, etc, y también encontramos superficies con
baja energia superficial, por ejemplo las resinas. Cuando la energia
superficial del sustrato es alta, favorece la hidrofilia, mientras que si la
energia superficial es baja, favorece la hidrofobia. Si la energia superficial
de la bacteria es superior a la del medio, la adhesion se ve favorecida por
la hidrofilia. Por el contrario en condiciones de hidrofobia, la energia
superficial de la bacteria debe ser menor que la del medio circundante,
para que se vea favorecida la adhesion.

1) Rugosidad superficial: algunos autores afirman que las superficies mas
rugosas tienen la capacidad de retener mas microorganismos, porque

aumenta el 4rea superficial.(68) Sin embargo, existen controversias
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porque algunos investigadores han propuesto que no existe una relacion
estatica entre la rugosidad del sustrato y la adhesion bacteriana sobre
superficies.(69-71) Por lo tanto, no se ha elucidado aun, si existe una
clara correlacion entre la topografia caracterizada por los parametros de
rugosidad y la adhesion bacteriana. Sin embargo diferentes estudios han
demostrado cémo sub-micropatrones superficiales influyen en la longitud
de las bacterias, su alineacion y distribucion, en las etapas iniciales de la
formacion del biofilm, concluyendo que la estapa inicial de la formacion
de una colonia se ve obstaculizada por el patron de rugosidad superficial,
y que la forma de las colonias (planas o 3D) se ven influenciadas
también.(72-74)

También ha sido demostrado como el patron de rugosidad en sintonia con

el tamafo bacteriano influyen en la adhesion bacteriana.(75)

e G_H_G

Fig.N° 6. Muestra la influencia del tamano de la topografia en relacion
con el tamafio de los microorganimos y como determinan su ubicacion,

alineacion y distribucion.(75)

ii1) Carga superficial: las células bacterianas, por lo general, tienen una carga
neta superficial negativa a pH neutro.(76) la magnitud de la carga varia
entre especies y esta influenciada por las condiciones de cultivo, la fuerza
ionica y el pH. (77-80) La mayoria de las bacterias tienen potenciales Z
negativos La carga superficial se determina mediante el potencial Z,
calculado a partir de la movilidad de la célula bacteriana en presencia de
un campo eléctrico bajo concentraciones definidas de sales y pH a un pH

fisiologico.(77,81,82) Se han reportado explicaciones disimiles con

31



respecto a la relacion entre la carga superficial del microorganismo y la
adherencia a un sustrato. Una justificacion para este hecho podria ser que
la carga superficial bacteriana viene dada por la disociacion de los grupos
acidos como los carboxilos, fosfatos y grupos aminos, como también de
los grupos basicos que se encuentran en la membrana celular. En
consecuencia, el potencial zeta de la bacteria depende de la fuerza ionica
del medio. A mayor fuerza i6nica, la disponibilidad de iones para proteger
y luego neutralizar la carga superficial es mayor. La carga superficial de
los sustratos sobre los que las bacterias se adhieren probablemente tenga

también un rol en la adhesion microbiana.(67)

Narendran y colaboradores(83), han reportado que la adhesion bacteriana no puede
ser explicada solo por la influencia de la carga superficial celular y sugieren que la
adherencia de microorganismos es un mecanismo complejo con muchos factores
involucrados.

La interaccion entre una superficie y una célula bacteriana parece estar mediada por
un arreglo complejo de interacciones fisicas y quimicas, y cada una de ellas se
encuentra afectada por las caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente al cual
estdin expuestos tanto el sustrato como la bacteria. Los multiples factores
involucrados en la adhesion celular reversible e irreversible dificultan la
caracterizacion del rol y la importancia que tiene cada factor en el proceso de

adhesi6n.

2.11.2.4.b Comunicacion célula-célula durante la formacion del biofilm

La comunicacion entre los microorganimos ejerce una influencia importante en el
momento de la formacidon del biofilm, como asi también la comunicacion con las
células huesped eucariotas en el caso de infecciones.

En algunos casos estas comunicaciones permiten relaciones sociales y hacen posible
sincronizaciones de comportamiento de grupo, que les permiten actuar como si
fueran organismos multicelulares.(59) Hay diferentes mecanismos de comunicacion,
los hay de corto y de largo alcance; en un sentido, en ambos sentidos, multiples

sentidos y sefalizaciéon mediada por contacto.(64)
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A continuacion se describen brevemente.

a) Quorum sensing (QS)
Ciertas bacterias utilizan la produccion, liberacion, intercambio y deteccion de
moléculas senalizadoras para medir densidad poblacional, y contralar su
comportamiento en respuesta a la variacion en el nimero de microorganismos.
Este proceso conocido como quorum sensing es fundamental para la formacion,
crecimiento y desarrollo del biofilm.(84-86)

b) Comunicacion de corto alcance
En el extremo opuesto del quorum sensing se encuentra las sefiales de corto alcance,
estas requieren el contacto directo entre células individuales para el intercambio de
informacion. Algunas bacterias a través de estos mecanismos logran un movimiento
cooperativo celular para deslizarse sobre las superficies que finalmente termina en un
cumulo de células en el cual se lleva a cabo el proceso de formacion de esporas.
Otro mecanismo de comunicacion contacto dependiente y uno de los primeros en ser

estudiado es la conjugacion mediada por pilis sexuales.(87—89)

2.11.2.5 Mecanismo de resistencia de los biofilms

Para desarrollar estrategias de erradicacion de un biofilm es necesario conocer

previamente los mecanismos de resistencia que los caracteriza.

Se ha podido demostrar que las células bacterianas pueden ser entre 10-1000 veces

mas resistentes cuando estan formando un biofilm que cuando se encuentran en

forma planctonica.(61)
Los biofilm presentan diferentes mecanismos de defensa tales como:

i.  Penetracion restringida y degradacion de antibioticos.

La penetracion de los agentes antimicrobianos en el biofilm esté restringida
por la presencia de los exopolisacaridos de la matriz que limitan la difusion
de sustancias o la union del antimicrobiano a las bacterias mas externas,
proporcionando una resistencia efectiva a las bacterias del interior de la

biopelicula.
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il.  Baja tasa de crecimiento.
Generalmente los antibidticos son mas efectivos en el ataque rapido, sobre
bacterias en etapa de crecimiento. Las bacterias del biofilm al regular la tasa
de crecimiento generan este mecanismo de defensa.

iii.  Cambios fenotipicos.
Las bacterias expresan genes en respuesta de fluctuaciones ambientales,
como cambios de temperatura, oxidacion, baja disponibilidad de oxigeno,
dafios de ADN, los cuales se transmiten entre ellas, logrando un mecanismo
de defensa especifico y la resistencia al ataque de numerosos agentes.

iv.  Persistencia bacteriana.
Se relaciona con la capacidad de resistir al ambiente agresivo de un cierto

numero de células bacterianas de la biopelicula (bacterias persistentes).

2.11.2.6 Formacion de biopeliculas en la cavidad oral.

Tal como se explicod, aunque la composicion de los biofilms es variable en funcion
del sistema en estudio, el componente mayoritario de los mismos es el agua, que
puede representar hasta un 97% del total. Ademas del agua y de las células
bacterianas, la matriz del biofilm es un complejo formado principalmente por
exopolisacaridos, y en menor porporcion proteinas, ADN y productos diversos
provenientes de la lisis bacteriana. Las fases de formacion del biofilm ya fueron
descriptas con mas detalle, pero es importante recordar que las bacterias se adhieren
a las superficies mediante distintos mecanismos, algunas poseen estructuras para la
adhesion especificas, como sustancias poliméricas extracelulares (adhesinas) y
fimbrias (prolongaciones en forma de bello), que les permiten una adhesion rapida al
contacto. Otras especies de bacterias requieren de una exposicion prolongada para
adherirse, o necesitan que otras bacterias estén adheridas previamente porque poseen
receptores especificos en su superficie.(90-92) La masa de microorganismos
aumenta debido a la multiplicacion de las bacterias adheridas, a la adhesion de
nuevas bacterias y a la sintesis de polimeros extracelulares, que actiian como sustrato
para la adhesion. Estos polimeros son ademads utilizados por las bacterias para

nutrirse, entre ellos podemos destacar los glucanos.(67,90,91)
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2.11.2.7 Microorganismos formadores de los biofilms de la cavidad oral

La riqueza de conocimientos sobre el perfil microbioldgico de las infecciones de
implantes dentales deriva de las investigaciones realizadas sobre la microbiota
correspondiente a los sitios de periodontitis. Con el advenimiento de los estudios
biomoleculares PCR (Proteina C Reactiva) y PCR rt (Proteina C Reactiva en tiempo
real) se confirmé que la microbiota presente en las infecciones de los implantes

dentales comparten puntos en su perfil microbiano con las bolsas periodontales.

Los microorganismos asociados a los procesos infecciosos periodontales y a los
relacionados con los implantes dentales son muy variables, entre ellos pueden
mencionarse Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Prebotella intermedia,
Porphyromonas  gingivalis, Staphylococcus aureus.(1,56,93,94) El grupo del
denominado “complejo rojo” (Porfiromona gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola) se encontrd en los recuentos en valores mas elevados en
implantes dentales con infeccion que en implantes dentales sanos. La tunica
diferencia microbiologica del andlisis es el recuento mas alto de Staphylococcus
aureus en las infecciones peri-implantarias.(95) Otro estudio también afirma que
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans se encontraron
frecuentemente en las peri-implantitis, lo que sugiere que pueden estar asociados con
la falla de los implantes.(96) También existe evidencia de la participacion de
Staphylococcus aureus en infecciones por contaminacion quirtrgica, durante

procedimientos de cirugia implantologica dental.(97)

Se ha podido constatar que la adhesion bacteriana depende, entre otros factores, de la
especie de microorganismo y del sustrato. Wolinsky y col.(98), demostraron que la
especie Actinomyces viscosus se adhieren en una proporcion 5 veces mayor en la
superficie del esmalte dental que en la superficie de titanio del implante, en contraste
con el Streptococcus sanguinis que se adhiere en proporciones similares en ambas
situaciones.(99) La interaccion de los implantes con los microorganismos ocurre
generalmente al ser expuestos al medio bucal, es decir, en la fase de colocacion del

pilar de cicatrizaciéon de los implantes, con las excepciones de los casos de
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contaminacion bacteriana durante el acto operatorio quirurgico implantologico, con
técnica de colocacion en una fase o de la exposicion accidental de los tornillos de

cierre por fallas en la sutura de los tejidos blandos.(100)

La colonizacién primaria del esmalte esta dominada por cocos Gram positivos
anaerobios facultativos, donde el mas destacado es el Streptococcus sanguinis, el
cual pertenece al grupo viridans, una vez que este microorganismo prolifera se
coagregan bacilos Gram positivos como el Actinomyces viscosus, y los receptores de
superficie en estos cocos y bacilos recién permiten la adhesion de formas espirilares,
y fusiformes Gram negativas. El resultado de esta evolucion es un conjunto complejo

de especies bacterianas interrelacionadas.(101)

Los tejidos blandos que rodean al implante son un mecanismo de proteccion y actuan
como barrera bioldgica ante los posibles intentos de colonizacion por parte de la flora
microbiana bucal.(1,102) La pérdida del sellado mucoso peri-implantario, combinado
con un control deficiente de la placa bacteriana dental promueven la proliferacion de
bacterias anaerobias que penetran el surco periimplantario produciendo mucositis. Si
esta situacion no es controlada adecuadamente pasados 10 o 15 dias puede

evolucionar a una peri-implantitis con su pérdida dsea caracteristica.(56)

2.11.2.8 Generacion de superficies anti-biofilm

Los estudios clinicos realizados, demuestran que una correcta técnica de higiene
bucal, complementada con el uso de antisépticos y la limpieza profesional periddica,
contribuyen a controlar y mantener un biofilm compatible con la salud oral.(103) Sin
embargo, se sabe, que los dientes una vez erupcionados son rapidamente colonizados
por microorganismos bucales. Por lo tanto, es razonable asumir que la colocacion de
algin dispositivo protético en la cavidad bucal provee un hébitat adicional para la
adhesion y colonizacion microbiana. Por este motivo, la busqueda de biomateriales
que disminuyan la adhesion de microorganismos o que tengan propiedades
antimicrobianas sigue siendo el proposito de muchas lineas de investigacion cuyo fin

es reducir la formacion de biofilm sobre los mismos.(99)
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Varios trabajos de investigacion consultados evidencian que ciertas modificaciones
en las propiedades fisicas y quimicas de la superficie del titanio utilizado en la
fabricacion de implantes dentales podrian favorecer la oseointegracion y disminuir la

adhesion de las bacterias.(33,39,104—-117)

2.11.2.9 Utilizacién de la oxidacion anddica con electrolitos que contienen iones

fluoruro para inhibir la adhesion bacteriana

Arenas et al.(106), desarrollaron una técnica de anodizado de una aleacion de Ti
(Ti6Al4V) utilizando una solucion electrolitica que contenia flor para tratar la
superficie de implantes de cadera. Encontraron una disminuciéon en la adhesion
bacteriana y sugirieron que tal efecto podria estar asociado al tratamiento superficial
por anodizado del biomaterial, utilizando un electrolito con fluoruros. En el ensayo

utilizaron cepas de Streptococcus dermis y de Staphylococcus aureus.

Los efectos del fluor sobre la salud dental comienzan a investigarse a partir de
observaciones realizadas a comienzo del siglo XX. Se ha comprobado que el fluor es
efectivo en la prevencion de la caries, motivo por el cual esta presente en la
composicion de pastas y geles para la higiene dental y en materiales de restauracion.
Su accidn sobre la microbiota de la cavidad bucal es la siguiente: actiia inhibiendo el
metabolismo energético celular. El flior interviene sobre el Ciclo de Krebbs al
combinarse con la enolasa y de este modo comienza a alterarse el metabolismo
intracelular bacteriano de los hidratos de carbono. Entre otros efectos adicionales, 1)
produce depresion enzimética y como consecuencia una reduccion en la produccion
de acido y de la sintesis de polisacéridos; i1) inhibe la adsorcion de aminoécidos en la
pelicula salival y desadsorcion de albimina y ii1) produce inhibicioén de la adherencia
bacteriana por competencia en la captacién de Ca™" con el 4cido lipoteicoico de la

pared celular de las bacterias Gram positivas.(118,119)

2.11.2.10 Utilizacién de agentes antimicrobianos para inhibir la adhesion

bacteriana.
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Algunos polifenoles pueden formar recubrimientos antioxidantes y antimicrobianos
que son conocidos por su " efecto antimicrobiano en la superficie", a diferencia de
los denominados "con efecto antimicrobiano fuera de la superficie" que liberan los
componentes antimicrobianos en el medio. Los polifenoles han atraido la atencién de
los investigadores de materiales debido a la demanda ambiental para reemplazar los
materiales derivados del petroleo con fitocompuestos renovables. Estos compuestos
son metabolitos secundarios de las plantas en los que juegan un papel fundamental en

la defensa contra la radiacion UV, los microorganismos y los insectos.(120,121)

Entre estas sustancias se encuentra el timol (TOH), el cual es un aceite esencial
proveniente de especias como el orégano y el tomillo y que tiene un gran poder
antimicrobiano. Su mecanismo de accion consiste en cambiar la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica de las bacterias provocando la salida del material

intracelular y por consiguiente provocando la lisis bacteriana.(122)

Mediante un procedimiento electroquimico de electropolimerizacion utilizando una
técnica de cronoamperometria, el timol podria ser adsorbido sobre la superficie del
titanio, un proceso de similares caracteristicas ha sido empleado con éxito sobre otras

superficies metalicas como el cobre.(123)

Seccion 2.111: Fundamentos de las técnicas que se utilizan para realizar analisis

superficial

En la Seccion 2.11 se describié como influyen la energia superficial, la rugosidad y
topografia superficial en la adsorcion de compuestos orgénicos sobre la superficie del
sustrato y la posterior adhesiéon bacteriana. A continuacién se describen los

fundamentos de las técnicas que se utilizan para realizar el analisis superficial.

2.1I1.1 Tension superficial

La humectacion ha recibido un enorme interés, ya que desempefia un papel

importante en muchos procesos fisicos y quimicos de las superficies. En los ultimos
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afios el interés creciente fue en el estudio de superficies superhidréfobas, con

aplicacion en autolimpieza, nanofluidos y electrohumectacion.

Existen diferentes técnicas para medir el d&ngulo de contacto y de tener datos acerca
de la energia superficial, entre ellos podemos mencionar como uno de los mas
utilizados, el método convencional de medida de angulo de contacto mediante un
goniometro, aunque también se utilizan el método de equilibrio de Wilhelmy y el

analisis de la forma de la gota.

El angulo de contacto se define como el angulo formado por la interseccion de la
interfase soélido-liquido y la interfase vapor-liquido (geométricamente adquirida
mediante la aplicacion de una linea tangente desde el punto de contacto a lo largo de
la interfase liquido-vapor en el perfil de la gota. La interfase donde sélido-liquido-

vapor coexisten se llama linea de contacto trifasica. (Fig.N° 7)

Diferentes tipos de angulo de contacto

a < o0 &= 00" &= 090"

Fig.N° 7. Muestra como se miden los angulos de contacto.

Los angulos de contacto menores a 90° corresponden a una alta humectabilidad,

mientras que angulos mayores a 90° corresponden a baja humectabilidad.

La forma de la gota liquida estd determinada por la tension superficial del liquido.

Cabe recordar que en un liquido puro cada molécula del interior ejerce fuerzas por
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igual en cada direccion hacia las moléculas liquidas vecinas, lo que resulta en una
fuerza neta de cero. Esto no ocurre con las moléculas de la superficie, porque no
cuentan con moléculas vecinas en todas las direcciones para proporcionar una fuerza
neta equilibrada. En consecuencia, en forma simplificada, podemos decir que son
empujadas hacia adentro por las moléculas vecinas creando una presion interna.
Como consecuencia el liquido contrae su area superficial para mantener su energia
libre de superficie més baja. La fuerza intermolecular que contrae la superficie se

llama tension superficial, y es la responsable de la forma de la gota de los liquidos.

En la practica la forma de la gota estd influenciada también por fuerzas externas
como la de la gravedad, por lo tanto el dngulo de contacto estd determinado por la

tension superficial y por dichas fuerzas externas.(124-126)

Thomas Young en 1805 reportd que el angulo de contacto O de una gota de un
liquido sobre una superficie solida ideal es definido por el equilibrio mecénico de la
gota bajo la accion de tres tensiones interfaciales: entre sélido y vapor ysv, entre

solido y liquido, ysl y entre liquido y vapor, ylv y lo describidé matematicamente

como: 'y SV -VSL = yLVCOS 0

2.111.2 Topografia

Desde el punto de vista de la ciencia e ingenieria de los materiales, la topografia se
encarga de la descripcion del conjunto de particularidades geométricas artificiales o
naturales que caracterizan a una superficie. Uno de los conceptos que utiliza la

topografia para describir la irregularidad de las superficies es la rugosidad.(127)

A través de los pardmetros que caracterizan a la topografia es posible obtener
informacion sobre las particularidades geométricas que caracterizan la superficie. Se
sabe que la misma influye no sé6lo en el proceso de oseointegracion, sino también en
los procesos de adhesion de las bacterias. Por lo tanto, realizando estudios con
superficies caracterizadas por distintos parametros seria posible analizar cudl seria la

mas conveniente para reducir los efectos indeseables como la adhesion bacteriana.
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La topografia clasifica a las superficies en dos grupos principales, las estocasticas y
las deterministicas. Las estocésticas son superficies cuya rugosidad es obtenida de
forma aleatoria, un ejemplo de este tipo son las superficies que se forman por rotura,
por granallado o por depositos aleatorios, mientras que las deterministicas son
aquellas con un patron geométrico establecido.(127) Las superficies tratadas

mediante anodizado son estocasticas.
2.1I1.2.1. Técnicas para evaluar la topografia superficial

En general los métodos para medir rugosidad se dividen en métodos de contacto y de
no contacto de acuerdo a que el instrumento medidor contacta o no la pieza al
analizarla. Se puede medir la rugosidad utilizando un perfilometro, el microscopio de

fuerzas atémicas (AFM), o el microscopio electrénico de barrido (SEM).
a) Perfilometro

El perfilometro consta de una punta muy fina, la cual entra en contacto con la
superficie a estudiar y mediante un barrido controlado en linea recta identifica
diferencias de altura, las cuales se convierten en sefales eléctricas que son
registradas y convertidas en graficos. La sensibilidad de este equipo es menor que la

que presenta el AFM. (22,127,128)
b) Microscopio de Fuerzas Atomicas (AFM)

Desde su invencion en 1986 por Binnig y colaboradores, el AFM se ha convertido en
una herramienta basica en el estudio de la materia a micro y nano escala. Permite
medir longitudes de muestreo méximas de 100 um con resoluciéon nanométrica. (127)
Su principio de operacion es sumamente sencillo: basicamente se estudia la
defleccion de una sonda (constituida por una finisima punta adjunta a una
micropalanca) mientras ésta interactia con la superficie de la muestra. Como
consecuencia de esta interaccion se puede generar una imagen tridimensional de la
topografia de la muestra o de las fuerzas entre la sonda y la superficie de la muestra.
Dicho mecanismo permite que unos scanners piezoeléctricos mantengan la punta en
interaccion con la superficie en cuestion a fuerza constante con el objetivo de tener

informacion de alturas, o a altura constante respecto de la superficie con el objetivo
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de tener informacién de las fuerzas. Los sensores piezoeléctricos controlan el

movimiento de la punta o de la muestra en los ejes x-z-y.(129)

Las sondas mas comunes son los cantilevers, la punta y el voladizo como
componente integrado pueden fabricarse a partir de silicio o nitruro de silicio
utilizando técnicas fotolitograficas. Existen sondas rigidas y sondas flexibles, la
eleccion de una u otra dependera por un lado, de en qué modo se utilizara el

microscopio con respecto a la muestra, y por otro, del tipo de muestra a analizar.

Sobre la parte posterior del cantilever se localiza un espejo que refleja la luz de un
laser que en condiciones de reposo se encuentra centrado. Al realizar el barrido con
la punta, el cantilever sufre deformaciones y el angulo de reflexion de la luz laser
cambia, esto es sensado por fotodetectores y estos cambios son traducidos en

graficos construyendo las imagenes.

El AFM puede operar en diferentes modos, en funcion de la interaccion de la punta
con la superficie de la muestra, puede hacerlo en modo repulsivo o de contacto, o en

modo atractivo o de no contacto.(129)

FOTODETECTOR
DE 4 CUADRANTES

. MEDIDOR DE
FLEXION DEL

LASER CANTILEVER

PLATINAXY-Z

PLATINA PORTA
MUESTRA

MUESTRA

Fig.N°8. Esquema de las partes que componen un microscopio de fuerza atomica.

(Fuente: The Open source Handbook of Nanoscience and Nanotechnology)
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¢) Microscopia Electronica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope) es uno
de los instrumentos mas versatiles para el examen y andlisis de caracteristicas
microestructurales de objetos solidos. Una de las razones para ello es su alta
resolucion (de 20 a 50 A) y otra caracteristica importante es la apariencia
tridimensional de las imagenes, producto de su gran profundidad de foco
(aproximadamente entre 100 y 1000 veces mayor que la de un microscopio optico a

la misma magnificacion).

En general los SEM cuentan con capacidad analitica mediante el agregado de un
detector de rayos X dispersivo en energias (EDS, Energy Dispersive Spectrometer
también conocido como EDX), que permite obtener informacion composicional de

manera rapida y eficiente.

Los SEM trabajan a un vacio aproximado de 10 torr. Las muestras conductoras
pueden ser examinadas sin ningun tipo de cubierta. Para la adecuada observacion de
muestras no conductoras (orgénicas, bioldgicas, vidrios, polimeros, etc.) mediante
estos microscopios se necesita una cubierta conductora metalica que evite el dafio
por radiacion. En estos casos se utiliza generalmente un fino depoésito de oro por ser
buen conductor del calor y la electricidad. Si se quiere realizar el analisis de su
composicion superficial por EDX frecuentemente se recubren con carbono. Por otro
lado, en el caso de las muestras bioldgicas, éstas deben recibir un tratamiento de
secado por punto critico (CPD, Critical Point Drying) previo al metalizado que se
describe en detalle en un apartado posterior. Brevemente, previo al CPD la muestra
se fija con glutaraldheido al 2% en solucion buffer de fosfatos (en frio, 4°C) ,
posteriormente se las trata utilizando una rampa de deshidratacion comenzando con
una solucion de 30% de etanol absoluto en agua hasta 100% de etanol con
inmersiones sucesivas de 20 min. El CPD se basa en el reemplazo de los liquidos
(utilizados en la extraccion, fijaciébn y conservacion iniciales) por CO,, que es
finalmente evacuado sin dafar los tejidos de la muestra. Los nuevos microscopios
electronicos de barrido (ESEM, Enviromental Scanning Electron Microscope) tienen

la capacidad de trabajar con bajo vacio (hasta 20 torr), aumentado notablemente el
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campo de aplicacion, llegando a extremos de poder estudiar en esas condiciones

muestras con un 100% de humedad relativa. (130,131)
Componentes del Microscopio electronico de barrido

Las partes esenciales del microscopio electronico de barrido se muestran en la Fig.N°
9. Sus componentes esenciales son el sistema de vacio, la columna de electrones, la

camara portamuestras y el sistema de adquisicidon y procesamiento de imagenes.

Fuente de electrones \\_ﬁ"u@
t_‘i”.
I

Lente condensadora |
ReEy

Apertura de lalente objetivo "".

lente objetivo _~— Bohinas de barrido

Circuitos de barrido

Bobinas de deflexion

TRC

Fig.N°9. Se muestra un esquema basico en el que se indican las partes esenciales del

SEM.(131)

Caracteristicas especiales del Microscopio electronico de barrido utilizado

(Microscopio Electronico de Barrido Ambiental (ESEM)).

El ESEM del LIMF cuenta con capacidad analitica por rayos X. Tiene un detector de
rayos X dispersivo en energias adosado al microscopio (EDX). Este detector permite

obtener imégenes de rayos X, ademds de los espectros de composicion quimica
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elemental. Estos andlisis proveen informacion cualitativa y semicuantitativa de la

zona en que se encuentran determinados elementos en forma simultanea.

i.Sistema de vacio. En cualquier microscopio electronico de barrido, la columna de
electrones debe estar a un vacio de aproximadamente 10° torr para evitar la
dispersion del haz de electrones y asegurar una mayor duracion de la fuente de
emision electrones, entre otros. Las bombas de vacio estandar utilizadas son las
difusoras de aceite, que se dafian si trabajan a presiones cercanas a las atmosféricas.
Para evitar este dafio, se coloca previamente una bomba mecanica para bajar el vacio
a un valor aproximado de 10~ torr. Para minimizar la introduccién de gotas de aceite
en la cdmara portamuestras se utilizan, en la actualidad, bombas turbo moleculares
en reemplazo de las difusoras de aceite. Estas bombas tienen la ventaja de ser
limpias, aunque pueden introducir vibraciones al microscopio y requieren de una
bomba mecanica para retirar el aire que se comprime en la base de la bomba turbo

molecular.

En los SEM convencionales, tanto la columna de electrones como la camara
portamuestras deben estar a un vacio aproximado de 10 torr. Sin embargo, en los
ESEM la columna de electrones se mantiene a un alto vacio mientras que la cdmara
portamuestras puede estar a un vacio entre 107 y 20 torr. En este caso, se utiliza un
juego de aperturas multiples que limitan la presion y separan la camara
portamuestras de la columna de electrones. En consecuencia, los microscopios
electronicos de barrido ambientales (ESEM), pueden trabajar en tres modalidades de
vacio: Alto Vacio (10 torr), Bajo Vacio (107 a 1 torr) y Modo Ambiental (1 a 20
torr). La ventaja de las modalidades Bajo Vacio y Ambiental es que se pueden
analizar muestras sin necesidad de preparacion previa, como el metalizado o secado
por punto critico, aunque la calidad de resolucion es menor que en el modo Alto

Vacio.

ii. Columna de electrones. La fuente de electrones convencional consta de un
filamento de tungsteno (W) de aproximadamente 100um de didmetro que se calienta
produciendo un haz de electrones por emision termoidnica. El filamento estd rodeado
por una pieza metalica cilindrica, denominada cilindro de Wehnelt, que se mantiene

a un potencial negativo variable que obliga a los electrones a focalizarse en una
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pequefia region de entre 25 y 100um. Unos pocos milimetros por debajo de esta
pieza metalica se encuentra un anodo que puede polarizarse hasta un potencial de
50kV. Los electrones se aceleran a este potencial mientras que un par de bobinas
electromagnéticas denominadas lentes condensadoras, de-magnifican el haz una
cierta cantidad. Un segundo par de bobinas, llamadas lentes “objetivo”, concentran el
haz hasta una seccidon minima, que puede variar de Inm a 500nm. Asimismo, un par
de bobinas de deflexion electromagnéticas permiten realizar el barrido del haz de
electrones sobre la muestra en sincronismo con la impresion de la imagen en la
pantalla del monitor. Esto implica que a cada punto de la muestra le corresponde un

punto de la imagen.

iii.Interaccion de los electrones con la materia. Cuando un haz de electrones choca
con la superficie de una muestra se producen distintos y complejos fendémenos,
siendo los mas comunes las dispersiones ineldsticas (cambios en la energia de los
electrones incidentes con cambios despreciables en su direccion) y las dispersiones
elasticas (cambios de direccion de los electrones incidentes con pérdida despreciable
de energia). La interaccidon del electron incidente puede ser con el nucleo o con los
electrones atdmicos, dando lugar a diferentes sefiales que pueden ser utilizadas para
producir una imagen en el SEM o bien para realizar andlisis elemental de la muestra

en estudio:

- Cuando la interaccion del electrén incidente es con los electrones mas periféricos
de los atomos de la muestra, muchos de estos electrones de valencia son eyectados

fuera de la muestra como electrones secundarios de baja energia.

- En la interaccion de los electrones incidentes cerca del nucleo de los dtomos de la
muestra, se produce una gran deflexion en la direccion del electron. De esta manera,
estos electrones son dispersados eldsticamente hacia atrds y son eyectados fuera del
espécimen (electrones retrodispersados o “backscattered”), y la fraccion de éstos

aumenta con el namero atdmico de la muestra.

- La interaccidn inelastica de los electrones incidentes con los electrones de las capas
mads internas del &tomo dan lugar al espectro de rayos X de lineas caracteristicas de

los elementos presentes en la muestra.
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iv.Formacion de las imagenes en el SEM. En el SEM, se focalizan electrones de alta
energia en un fino haz, el cual barre la superficie de la muestra. Como fuera
explicado anteriormente, una amplia variedad de sefales son producidas debido a
interacciones complejas del haz de electrones con los atomos del espécimen. Estas
sefales (electrones secundarios y electrones retrodispersados o backscattered) son
colectadas por distintos detectores colocados en la camara portamuestas del
microscopio. En el modo Alto Vacio, el detector fotomultiplicador centellador
desarrollado por Everhart and Thornley (E-T), genera imagenes topograficas a partir
de la deteccion de electrones secundarios. En el modo Bajo Vacio se utiliza para la
generacion de estas imagenes el detector Large Field Detector (LFD) de FEI En las
dos modalidades mencionadas, el detector de electrones retrodispersados DualBSD
de FEI, permite obtener imdgenes con contraste composicional. En la modalidad
Ambiental, la imagen se genera a través del detector de electrones secundarios
gaseoso (GSED). En esta modalidad, se coloca en la cdmara un portamuestras que
permite variar la temperatura, de esta manera se puede mantener la muestra dentro de

la cdmara, con un 100% de humedad relativa. (131)

2.1I1.2.2 Parametros que caracterizan la topografia superficial

Existen distintos niveles para medir la topografia (Forma (Shape), Ondulacion

(Waviness) y Rugosidad (Roughess), tal como se muestra en la Fig.N° 10.
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Fig.N° 10. Distintos niveles para evaluar la topografia.(132)

Los datos de la matriz topografica deben tratarse en cada linea de perfil (2D,
parametros R y de espaciado S, Sm) o sobre todos los perfiles que extienden el
analisis de la superficie en las tres dimensiones (3D, parametros Sq, Sds, Sdr, Sz,
Ssk, Str). Los parametros de perfil de superficie suelen estar separados en cuatro

categorias: amplitud, espaciado, hibrido y funcional.
a) Parametros de amplitud o altura de la Rugosidad

Los parametros de altura son los mas utilizados para caracterizar la topografia de la
superficie. La rugosidad media aritmética (R,) y la raiz cuadrada media de la

rugosidad (Ry) son los parametros de altura mas empleados.

Ra es el promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas y(x) medidas a

partir de la linea central. Da la desviacion en la altura.

Ra puede ser definida también como la altura de un rectangulo cuya area sea igual a
la suma absoluta de las areas delimitadas entre el perfil de rugosidad y la linea

media, siendo la longitud de la medicién Lm.
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Az = Areas supetiores E.&s = E.&i
Al = Areas inferiores

Ag= Areatotal Ag = E.&s + E.&i

Fig.N° 11. Representa como se obtiene el parametro Ra.Tomada de guia AFM.(22)

Es interesante destacar que dos superficies de caracteristicas muy disimiles pueden

tener el mismo valor de Ra.

L VARVARY. \/ |

AL

ground

Fig.N° 12. Perfiles de rugosidad cuyo valor de Ra es igual. (Tomado de

qualitymag.com)

Un ejemplo de las limitaciones de Ra para la caracterizacion de la rugosidad
superficial se puede observar en la Fig.N° 12. Los dos perfiles sinusoidales
presentados anteriormente tienen estructuras claramente diferentes; sin embargo, el

valor de Ra para cada uno es idéntico.(133)

Matematicamente Ra puede definirse como:

1 L
=Zf|y(x)|dx
0
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Por ejemplo en una imagen obtenida mediante AFM se puede obtener el valor de la

siguiente forma.(134)

HSC 6

HSC§

HSC1 |HSCZ
s N WSC3 | Hsca HECT|  nscs HiLa
i A

R A AR

45 "PHU U
a8
B

Height (nm}

Length(my

b)

Fig.N° 13. a) topografia AFM con ventana de area 2 x 2 pm de una bicapa PAH /
PAZO y b) alta cantidad de puntos (HSC) y conteo de picos para el perfil marcado en
la topografia, en este caso los umbrales superior e inferior determinan valor de

Ra.(134)

Rq, es la raiz cuadrada media de la rugosidad. Representa la desviacion estandar de

las alturas de la superficie.

Rq se usa para estudiar los cambios temporales en la creacion de una nueva
superficie, asi como las diferencias espaciales cuando se estudia la caracteristica de
la superficie utilizando diferentes escalas. Para saber si los valores Rq tienen sentido,

los puntos de altura deben distribuirse uniformemente segin una distribucién normal.

También se utiliza Rrms que representa el promedio de las desviaciones cuadraticas

respecto a la altura media.
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Rpm es el promedio de los picos maximos del perfil

b) Parametros de espaciado de la rugosidad

Los parametros de espaciado se basan en la medicion de las caracteristicas
horizontales o laterales de la superficie (Fig.N° 14). Las caracteristicas que
determinan un pardmetro de espaciado generalmente estan relacionadas con las

regiones de picos y valles.(133)

Espacio medio de picos locales adyacentes en el perfil se lo conoce como S.

n
2.5

i=l

S =

S|

El pico local adyacente es la parte mas alta del perfil considerado entre dos minimos
adyacentes y s6lo se mide la distancia vertical entre los picos adyacentes si ésta es

mayor o igual al 10% de la altura méaxima del perfil.

Espacio medio en la linea media (S,) es el espaciado promedio de picos locales
adyacentes en el perfil, donde “n” es el nimero de picos de perfil a lo largo del

mismo.
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VARV AV AR LA VY. Svan v/u

Fig.N° 14. Izq. Espaciado promedio de picos locales adyacentes en el perfil.

Der. Espacio medio de picos locales adyacentes.(22)
¢) Parametros S asociados a la naturaleza 3D de la textura (ISO 25178)

Entre los parametros que se asocian a la naturaleza 3D de la textura se destacan por
su relacion con parametros bioldgicos los parametros Sq, Sds, Sdr, Sz, Ssk, Str.(133).
Sin embargo en la norma ISO 25178 se mencionan también otros parametros, que
incluyen también parametros de ondulacion o “waviness” y pardmetros hibridos tal

como se describe a continuacion.

Cabe destacar que el pardmetro mas usado para definir la rugosidad de los implantes
dentales es el pardmetro S,, asociado a la rugosidad promedio evaluada en toda la
superficie en las tres dimensiones, 3D. S, es la extension de Ra (altura media
aritmética de una linea) a una superficie. Expresa, como un valor absoluto, la
diferencia de altura de cada punto en comparacion con el promedio aritmético de la
superficie. Este parametro, tal como se describié previamente, se describe

matematicamente como:
= [[12G 1 @y
a

S¢, la extension de Rq en 3D (Fig.N° 15). Se lo define como la raiz cuadratica
media de la rugosidad evaluada sobre la superficie 3D completa. Es equivalente a la

desviacion estandar de las alturas.

- j% || Gey)@nay
A
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RQ.Pq.Wq = /" 7(x)dx

Sampling length Er

The figure is an example of Rq {root mean square deviation of a line).
Sq is an areal extension of Rg.

Fig.N° 15. Representacion del parametro Sq que es una extension en superficie de

Rq. (Toado de Keyence.com)

Sar, la relacion de area interfacial desarrollada junto con la rugosidad respecto al area
plana ideal y se expresa como el porcentaje de superficie adicional aportada por la

textura en comparacion con un plano ideal del tamafio de la region de medicion.

s (Area de superficie texturada — Area plano ideal)
dr =

Area plano ideal

Sas, €s la densidad de las cumbres, es decir, la cantidad de cumbres por unidad de
area. Se denomina cumbres a los picos que sobresalen del resto. Una cumbre se
define como cualquier punto, elevado sobre los 8 picos vecinos mas cercanos. Las
cumbres deben estar por encima de un umbral que es 5% de Sz por encima del plano
medio.

Numero de picos
Sas =

Area

Sp, la altura maxima del pico, es la altura del punto mas alto. Es una extension de Rp,

tal como se muestra en la Fig.N° 16.

S, = max Z(x,y)
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Sampiing length Br

The figure is an example of Rp (maximum profile peak height of a line).
Spis an areal extension of Rp.

Fig.N°16. Representacion del parametro Sp que es una extension en superficie de Rp.

(Tomado de Keyence.com)

Sy, el valor maximo de profundidad, es la profundidad del punto més bajo, dentro del

area (x xy) definida.

- 7659)

Mﬂ\mr’\
W W W AW

‘ Sampling length fr

i

The figure is an example of Rv (maximum profile valley depth of a line).
Sv is an areal extension of Rv.

Fig.N° 17. Representacion del parametro Sv que es una extension en superficie de

Rv. (Tomado de Keyence.com)

S,, la maxima altura de la superficie. Es la extension de Rz, definido como la suma
del valor mas alto de la altura del pico (Rp, Sp) y el mayor valor de la profundidad
del valle (Rv, Sv) dentro del area definida.

Sz =S,+S,
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Rz

v oW W{W VY

Sampling length &r

Maximum height of profile curve (for a roughness profile)

The figure is an example of Rz {(maximum profile height of a line).
5 is an areal extension of Rz.

Fig.N° 18. Representa el parametro Sz que es una extension en superficie de

Rz.(Tomado de Keyence.com)

Ssk (Skewness), los valores de Ssk representan el grado de sesgo u oblicuidad de la
forma de la rugosidad. Se establece un histograma de las alturas de todos los puntos

medidos y la desviacion de una distribucion Normal ideal se representa con Ssk.
1 3
S = 53 || (2Go)” @addy
q a

Ssk < 0:La distribucién de altura estd sesgada por encima del plano medio

Ssk = 0:La distribucion de altura (picos y hoyos) es simétrica alrededor del plano

medio.

Ssk > 0:La distribucion de altura estd sesgada debajo del plano medio

Ssk<0 Ssk=0 Ssk>0

Fig.N° 19. Representa como son las desviaciones de altura de acuerdo al valor del

parametro con respecto al plano medio. (Tomado de Keyence.com)
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Sku (Kurtosis), el valor es una medida de la agudeza del perfil de rugosidad (ver

Fig.N° 20)
1
S = g3 f f (2Ge )" (@) dy

Siu < 3:La distribucion de altura esta sesgada por encima del plano medio.

Sku = 3:La distribucidon de altura es normal. (Las porciones agudas y las partes

mesetadas coexisten).

Sk > 3:La distribucion de altura esta marcada.

7S, \? v

Sku<3 Sku=3 Sku>3

Fig.N° 20. Representa los valores de agudeza del perfil y como se distribuyen.

(Tomado de Keyence.com)

Sa (Longitud de autocorrelacion mas corta). Esto se define como la longitud
horizontal més corta a la que la autocorrelacion de la superficie se atentia al valor de

correlacion (0 = s <1). Es 0.2 a menos que se indique lo contrario

St (relacion de aspecto de la textura), es una medida de la isotropia espacial o la
direccionalidad de la textura de la superficie. El valor se obtiene dividiendo la
distancia horizontal en la direccidon en que la funcion de autocorrelacion decae al
valor [s] (0.2 por defecto) la mas rdpida (equivalente a Sal) por la distancia
horizontal en la direccion de la disminucion mas lenta de funcion de autocorrelacion

al valor [s]. Es una medida de la uniformidad de la textura de la superficie.

Esto se define como la relacion entre Sal y la distancia horizontal mas lejana a la que
la autocorrelacion de la superficie se atenua al valor de correlacion (0 = s <1) ¢

indica la fuerza de la anisotropia y la isotropia de la superficie.
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Str tiene un rango de 0 a 1, y normalmente Str> 0.5 indica isotropia fuerte, mientras

que Str <0.3 indica anisotropia fuerte
d) Parametros hibridos

Los parametros hibridos son una combinacion de caracteristicas de amplitud y
espaciamiento de superficie, utiles para estudiar propiedades mecanicas y biologicas
de las superficies. Asi por ejemplo se define el factor de escarpado o inclinacion Sf
como la relacion entre la media aritmética de la altura (Ra) y el espaciado medio del

perfil (Sm).

e) Pardametros funcionales

Los parametros funcionales o estadisticos brindan informacion acerca de la
estructura de la superficie. Por ejemplo las funciones de distribucion, como funcion
de distribucion de amplitud, que permiten los momentos de calculo Skewness (Rsk)
y Kurtosis (Rku) que son parametros utilizados para medir la asimetria y planitud
respectivamente.(134,135) Cuando Rku, el mas utilizado, es 3 indica que hay una
distribucion gaussiana de amplitud, si es menor que 3 la superficie es plana

(Platykurtic) y si es mayor que 3 indica que hay mas picos que valles.

N

- >iz- 21t
NRE L,

i=1

Ry

2.1I1.2.3 Parametros para medir la ondulacion o Waviness.

La ondulacion (waviness) es la medida del componente més ampliamente espaciado
de la textura de la superficie, estrictamente definido como “las irregularidades cuyo
espaciado es mayor que la longitud del muestreo de rugosidad”.(136) La siguiente

figura (Fig.N° 21) ilustra la diferencia entre el perfil de rugosidad y el de waviness.
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Fig.N° 21. Representa la diferencia entre perfil de ondulacion (Sup.) y perfil de
rugosidad (Inf.). (http://digitalmetrology.com/3-steps-understanding-surface-texture).

El factor de ondulacion (waviness) del perfil (W) es la relacion entre el intervalo
total del perfil y la altura aritmética media Ra, siendo n el nimero de puntos a lo

largo del perfil.

Es importante tener en cuenta la longitud de evaluacion de la ondulacion donde los
parametros de ondulacién son evaluados. Dentro de esta longitud se determina el
perfil de ondulacion. Este es un perfil de textura superficial que tiene la caracteristica
de que las rugosidades de menor altura son filtradas o eliminadas, tampoco incluye el
cambio de perfil debido a cambios en la geometria de la pieza. A partir de este perfil

se determina el espaciado de la ondulacion, el espaciado promedio entre picos.

Se define entonces la ondulacion promedio Wa como el promedio de todos los
puntos de la ondulacion con respecto al plano medio y W, es altura maxima de los

datos de la ondulacion.(132)
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De forma similar la raiz media cuadratica de la ondulacidn, es la varianza de todos

los puntos con relacion al plano medio de la ondulaciéon (Wq). (135)

2.111.2.4 Descripcion de la topografia sobre superficies que interaccionan

con medios bioldgicos.

Debido que, tal como se ha dicho previamente, superficies de topografias distintas
pueden tener un mismo parametro de rugosidad que las describe, tal como se mostro
para el caso de Ra (Fig.N° 12), es necesario utilizar distintos parametros para
describir adecuadamente la topografia de una superficie. Por ese motivo en el
presente trabajo se utilizan varios parametros, tratando de establecer cudl es el que

mas se relaciona y es mas sensible a las variaciones de la adhesion bacteriana.

Por lo antes expuesto una estrategia interesante para reducir o impedir la formacion
de biopeliculas sobre la superficie de los biomateriales es conseguir que dichas
superficies tengan propiedades que afecten la adhesion de las bacterias en sus etapas
iniciales, dando la oportunidad de actuar a los agentes antimicrobianos, y a los

mecanismos de defensa del huésped.
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Capitulo 3. Objetivos e hipotesis

de trabajo.
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Capitulo 3
OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
OBJETIVOS

Objetivo general: hacer un aporte a la investigacion de nuevos métodos para

prevenir la formacion de biofilms en materiales implantados en la cavidad oral.
Objetivo especificos:

e Evaluar la posible inhibicién de la adhesion bacteriana sobre la superficie de
tornillos de cierre de titanio comercialmente puro Grado II, tratados mediante
un proceso de anodizacion con flaor a distintos potenciales.

e Evaluar la posible inhibicién de la adhesion bacteriana sobre la superficie de
tornillos de cierre de titanio comercialmente puro Grado II, tratados mediante
un proceso de anodizacidon con flior mas una capa de politimol formada

sobre la superficie anodizada mediante un proceso de electropolimerizacion.

Para cumplir dichos objetivos se realizaran andlisis superficiales mediante medidas
de tension superficial, microscopia de epifluorescencia, microscopia de fuerzas
atomicas y electronica de barrido y EDX (Espectroscopia de Dispersion de rayos X)
de las muestras correspondientes a tornillos de cierre de titanio sometidos a diversos
tratamientos electroquimicos. Por otra parte se estudiara detalladamente la
topografia superficial mediante el andlisis de distintos pardmetros que la caracterizan,
tanto en la micro como en la nanoescala y se los relacionard con la adhesion

bacteriana.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Se considerd como hipdtesis de trabajo que es posible inhibir la adhesion bacteriana
sobre la superficie de biomateriales dentales a través de procesos electroquimicos,
como el anodizado, utilizando una solucion electrolitica que contenga fltior. Dicha
inhibicion podria estar relacionada con la presencia de fluor en la pelicula superficial
y/o con la rugosidad de la superficie. Se presume ademds que dicho proceso podria

ser mejorado mediante la formacién de politimol sobre la superficie anodizada
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mediante un proceso de electropolimerizacion. El procedimiento se aplicard sobre

tornillos de cierre de implantes de titanio c.p grado II de la marca B&W.
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Capitulo 4. Materiales y métodos
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Capitulo 4

MATERIALES Y METODOS

Disefio

El estudio es de tipo explicativo, cuali-cuantitativo, experimental in vitro.
Poblacion y muestra

Se desarrolld6 un método electroquimico, que permitid incorporar el elemento fluor,
en la superficie de titanio c.p Grado II de tornillos de cierre de la marca comercial
B&W de @ 4,00 mm, mediante un proceso de anodizado, controlando el voltaje
aplicado y el tiempo del tratamiento. Es importante aclarar que en el proyecto de
investigacion se menciond que se trabajaria con tornillos de cicatrizacion pero,
siendo ambos tornillos de la misma composicién y microestructura y debido a que
solamente se expondria al tratamiento la superficie superior y el resto de la pieza
quedaria incluida en el interior de un cilindro de polioximetileno (Delrin®)
decidimos utilizar, por su mayor disponibilidad, tornillos de cierre, ya que en esas

condiciones los resultados serian equivalentes.

Para la primera serie de electrodos anodizados se utiliz6 una muestra de 10
electrodos uno para cada condicion, mientras que para la segunda serie de electrodos
anodizados la cantidad fue de 7. Se observ¢ el aspecto de sus superficies tomando 10

campos de observacion para las magnificaciones 100X y 400X respectivamente.

En el anélisis por Microscopia Electronica de Barrido (SEM), y anélisis de Espectro

de Dispersion de Rayos X (EDX) se utilizaron 5 electrodos respectivamente.

Para la medicion del angulo de contacto de las diferentes condiciones se utilizaron 5

electrodos.

En los ensayos de adhesion de bacterias para ser observados por epifluorescencia se
utilizaron, en la Experiencia A, 8 electrodos y en la experiencia B, 6 electrodos,
tomando 20 campos de observacion por cada electrodo. Para la observacion de las
bacterias adheridas se utilizd microscopia SEM, preparando las muestras (5

electrodos) mediante la técnica de punto critico.
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En el analisis de rugosidad superficial por Microscopia de Fuerza Atdémica (AFM),

se trabajo preparando 4 electrodos.

MATERIALES Y METODOS: ENSAYOS FISICOQUIMICOS Y
BIOLOGICOS

El Capitulo 4 referente a Materiales y Métodos consta de 3 Secciones relacionadas

a distintos grupos de metodologias donde se detallan:
Seccion 4.1: Construccion, pulido y anodizado de los electrodos de titanio.
Seccion 4.11: Ensayos de adhesion de bacterias.

Seccion 4.111: Metodologia utilizada para el analisis superficial.

Seccion 4.1: Construccion, pulido y anodizado de los electrodos de titanio y

analisis superficial de las muestras.
4.1.1 Construccion de los electrodos de trabajo para el proceso de anodizado

Para poder realizar el proceso de anodizado, los tornillos de cierre, debieron ser
preparados de tal manera que pudieran ser utilizados como electrodos de trabajo. Con
el proposito de realizar el contacto eléctrico y de evitar realizar un procedimiento de
soldadura en el tornillo de titanio, la parte roscada y el cuello fueron incluidas en el
interior de una varilla de cobre cilindrica del mismo didmetro que la cabeza del
tornillo. Al extremo libre de esta varilla de cobre se solddo un cable unipolar
multifilamento de cobre forrado en plastico de @ 1,5 mm x 35 cm de longitud,
quedando conformado lo que denominamos, modulo tornillo- varilla- cable (Fig. 22
a). Dicho modulo fue alojado en una pieza de “Delrin®” (resina acetélica, provista
comercialmente en varillas que, entre otras propiedades, es aislante eléctrica y
permite ser mecanizada), especialmente preparada mediante un proceso de
mecanizado utilizando un torno de banco, de forma cilindrica, de @ 0,8cm x 0,8 cm

de altura (Fig.N° 22 b, ¢) y luego se cement6d el modulo al “Delrin®” con crema
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epoxica (Parsecs®) garantizando de esta manera su aislamiento eléctrico (Fig.N° 22
d) y permitiendo que la cara superior de la cabeza del tornillo sea solamente la que

quede expuesta al proceso de anodizado (Fig.N° 22 e).

Proceso de armado del electrodo

Fig. 22. a. Tornillo y contacto eléctrico de cobre; b. Inclusion en Delrin®; c. Vista
superior del tornillo incluido; d. Aislamiento eléctrico con crema epoxica; e. Vista

superior del electrodo antes de pulir.

Con los electrodos de trabajo preparados y esperando un tiempo de polimerizacion y
secado de la crema epoxica de veinticuatro horas se inici6 el procedimiento de pulido

de la superficie de titanio.

4.1.2 Pulido de las superficies de titanio de los electrodos

La principal dificultad para realizar el pulido fue el tamano de los electrodos. Se

realizaron pruebas utilizando una pulidora eléctrica pero se obtuvieron como
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resultado superficies facetadas, debido a la inestabilidad de la posiciéon de los
electrodos durante el procedimiento de pulido. Por ese motivo se optd por una
técnica de pulido manual. Para optimizar el proceso y obtener un tnico plano de
pulido resultante se incluyeron los electrodos en resina acrilica de autopolimerizacion
para reparacion de protesis (Fig.N° 23 izq). De esta forma se consigui6 superar los
inconvenientes antes descriptos. Utilizando una loseta de vidrio como plano, los
electrodos se colocaron con la superficie a tratar en contacto con la loseta de vidrio, y
uno a uno se fueron uniendo con resina acrilica de autopolimerizacion para
reparacion de protesis, de esta manera se obtuvo una pieza de acrilico de tamafio y

estabilidad adecuados para realizar el pulido en forma manual (Fig. 23 der.).

Inclusion de los electrodos en resina acrilica

Resina acrilica polimerizando sobre Vista de la superficie a pulir.
la loseta de vidrio.

Fig. 23. Representa la inclusion de los electrodos en resina acrilica.
4.1.3.1 Técnica de pulido

El proceso de pulido se realizd utilizando como plano una placa de acrilico
transparente de 50 cm x 20 cm x 1 cm de espesor, sobre ella se mont6 una lamina de
lija al agua de carburo de silicio, sujetada con bandas elasticas de goma, en sus
extremos superior e inferior (Fig.N° 24). El pulido se realizé utilizando la siguiente

secuencia de lijas N°320- N°400- N°600- N°1000- N°1500- N°2500. Durante el
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proceso de pulido se utiliz6 agua destilada, para irrigar y lavar las superficies tanto
de la lija como del tornillo. Una vez terminada la secuencia de pulido, se lavé con
agua destilada, posteriormente con alcohol 96 al 70% y se secd con secador de

cabello a temperatura baja.

Foto con los electrodos incluidos en resina acrilica en proceso de pulido.

Fig.N° 24. Muestra la técnica de pulido.

Finalizado el procedimiento de pulido de la superficie del electrodo, la misma fue
lavada con agua Milli Q y posteriormente secada y observada en el microscopio
optico OLYMPUS BX51, con objetivo de 10X y de 40X. La Fig.N°25 muestra las
fotografias de las superficies de titanio pulidas (tamafio de imagen 1360-1024;

sensibilidad ISO800; Tiempo de exposicion1/1500)
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Titanio pulido. Imagenes de microscopio optico.

Imagen 100X Imagen 300X

Fig. N° 25. Aspecto de la superficie de titanio pulida.

4.1.4 Procedimiento de anodizacion de las superficies de titanio

Para este procedimiento se siguié un protocolo similar al reportado por Arenas y
otros (2013). (106) Se utilizo para ello una celda electroquimica de vidrio mediana,
con capacidad suficiente para contener 80 ml de solucion electrolitica. La

composicion del electrolito fue la siguiente:

K PO4 H; (fosfato diacido de potasio) 1M

NH4F.HF (Mezcla de fluoruro de amonio, acido fluorhidrico) 0,08 M
(NH4), SO4 (sulfato de amonio) 0,3 M

El pH de la solucion se midi6 mediante de tiras reactivas (Neutralit® pH 5.0-10.0),

y su valor fue cercano a pH=5.

Por el orificio central de la celda electroquimica se coloco el electrodo de trabajo

(4nodo, tornillo de titanio) y por otro orificio se coloco una lamina de platino de 1,5
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cm x 0,6 cm como catodo. Ambos electrodos en todos los procedimientos se

mantuvieron a una distancia de 2 cm.

Se utiliz6 una fuente de energia eléctrica de corriente continua (marca HP-modelo
6181 C DC CURRENT SOURCE 0-100V; 0-250mA) y se conectd el polo positivo

al electrodo de titanio y el polo negativo a la lamina de platino (Fig.N° 26).

El periodo de anodizacion se establecid para todos los voltajes en 30 minutos y la

temperatura ambiente en el laboratorio estuvo controlada en 24° C.

Cuando se cumpliéo el tiempo establecido para el proceso de anodizado, se
desconect6 la fuente, se retird el electrodo de trabajo, se lo lavo primero con agua
destilada y posteriormente con agua MilliQ, y finalmente se secaron los excesos de
agua utilizando papel tissue con la precaucion de no tocar la superficie anodizada de

titanio.

Celda electrogquimica con electrodo y contraelectrodo
conectados ala fuente.

Fig.N° 26. Fuente conectada a los electrodos, en proceso de anodizado.
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4.1.4.1 Anodizado de las superficies. Primera Serie de electrodos

En el apartado anterior se describié cémo se preparaban y anodizaban los electrodos,
de forma que se obtuvieron superficies con distintas caracteristicas superficiales de

acuerdo al potencial aplicado que vari6 entre SV y 90V.

Los electrodos se enumeraron del 1a al 10ay los voltajes aplicados a cada uno

fueron los que se detallan a continuacion:

Primera Serie
Electrodo N° | Voltaje/V
la 5
2a 10
3a 15
4a 20
Sa 25
6a 35
Ta 45
8a 60
9a 75
10a 90

Tabla N°1. La tabla indica los voltajes aplicados a los electrodos.

4.1.4.2 Anodizado de las superficies y analisis superficial a través de

microscopia optica.
e  Anodizado del electrodo 1a a 5V:

Con la solucidn electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenz6 a anodizar la primera muestra utilizando una diferencia de potencial de
5V durante 30 minutos. Al finalizar el proceso, se retird el electrodo de la celda, se
lavo con abundante agua destilada varias veces para retirar los restos de solucion de
la superficie de la muestra, y se secd con papel tissue. Pudo comprobarse que a

simple vista la superficie presentaba un aspecto brillante color dorado. A
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continuacion se observo la muestra en el microscopio Optico y se tomaron fotografias
a 100X y 400X. Una vez terminada la observacion se protegi6 la superficie del
electrodo anodizada, confeccionando una pantalla de papel y colocando sobre esta
ultima una cubierta de papel film (Parafilm “M”, Laboratory Film Pechiney Plastic

Packaging).
e Anodizado del electrodo 2a a 10V:

Con la solucién electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzd a anodizar la segunda muestra utilizando una diferencia de potencial de
10V durante 30 minutos y se procedid en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observo una superficie de

aspecto menos brillante color ocre.

e Anodizado del electrodo 3a a 15V:

Con la solucion electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenz6 a anodizar la tercera muestra utilizando una diferencia de potencial de
15V durante 30 minutos y se procedi6 en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observé una superficie de

aspecto brillante color violeta.
e Anodizado del electrodo 4a a 20V:

Con la solucidn electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzo a anodizar la cuarta muestra utilizando una diferencia de potencial de
20V durante 30 minutos y se procedié en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observd superficie de

aspecto brillante color azul.

o Anodizado del electrodo 5a a 25V:

Con la solucion electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzd a anodizar la quinta muestra utilizando una diferencia de potencial de

25V durante 30 minutos y se procedié en forma similar a lo realizado con el
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electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observo una superficie de

aspecto brillante color azul oscuro.

e Anodizado del electrodo 6a a 35V:

Con la solucién electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzd a anodizar la sexta muestra utilizando una diferencia de potencial de
35V durante 30 minutos y se procedi6 en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observé una superficie de

aspecto brillante color marrén claro.
e Anodizado del electrodo 7a a 45V:

Con la solucidn electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzo a anodizar la séptima muestra utilizando una diferencia de potencial de
45V durante 30 minutos y se procedid en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observé una superficie de

aspecto brillante color fucsia.

e Anodizado del electrodo 8a a 60V:

Con la solucion electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzo a anodizar la octava muestra utilizando una diferencia de potencial de
60V durante 30 minutos y se procedid en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observd una superficie de

aspecto brillante marron con tintes rosados.
e Anodizado del electrodo 9a a 75V:

Con la solucion electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenzo a anodizar la novena muestra utilizando una diferencia de potencial de
75V durante 30 minutos y se procedid en forma similar a lo realizado con el
electrodo 1. Finalizado el procedimiento a simple vista se observo una superficie de

aspecto brillante color dorado oscuro con tintes rosados.
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e Anodizado del electrodo 10a a 90V:

Con la solucion electrolitica y los electrodos conectados y a temperatura ambiente,
se comenz6 a anodizar la muestra utilizando una diferencia de potencial de 90V
durante 30 minutos y se procedi6 en forma similar a lo realizado con el electrodo 1.
Finalizado el procedimiento a simple vista se observd una superficie de aspecto

brillante color amarronado oscuro con tintes rosados.
4.1.4.3. Anodizado de las superficies. Segunda Serie de electrodos.

Se repitieron las experiencias con los voltajes de 10V; 15V; 20V; 35V; 60V; 75V y
90V (Fig.N° 27). En este caso se utilizaron tornillos de la misma marca pero de una
partida diferente, provista por el fabricante. Cada una de estas muestras fue
observada en el microscopio optico a 100X y 400X y se tomaron fotografias con
idénticas caracteristicas de definicion, tamafio y tiempo de exposicion. De las
muestras de esta segunda serie (Fig.N°27), se seleccionaron las condiciones tratadas
con los voltajes 10V, 20V, 35V, 60V y 75V, ya que representaban caracteristicas

superficiales distintivas.

Fig.N°27.Imégenes de microscopio optico a 400X, de titanio anodizado Serie 2.
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Seccion I1: Ensayos de adhesion de bacterias
4.11.1 Cultivos bacterianos

Preparacion del agar-nutritivo: el agar se prepara utilizando la proporciéon que
recomienda el fabricante, 31 grs. por litro de agua destilada, se disuelve en un
recipiente de vidrio, agitando la soluciéon manualmente de manera suave y circular,
luego se coloca en el autoclave para esterilizarlo (121°C- 1,2 atmosferas de presion-

20 minutos). Se utilizé agar nutritivo de Laboratorio Britania®.

Preparacion del caldo nutritive: el caldo nutritivo se prepara utilizando la
proporcion que recomienda el fabricante, 8 grs. por litro de agua destilada, en un
recipiente de vidrio. Se diluye el polvo en el agua se agita manualmente de manera
suave, se tapa a rosca, se cubre esta tapa con papel film de aluminio, se rotula, y se
lleva al autoclave para esterilizarlo (121°C- 1,2 atmdsferas de presion- 20 minutos),

luego se conserva en la heladera. Se utiliz6 caldo nutritivo de Laboratorio Britania®.

Preparacion de la placa de Petri: se empled una placa de Petri de @ 10 cm, el
llenado de la placa con el agar- nutritivo se realizé en la cabina de flujo laminar, se
flame6 sobre el mechero Bunsen la boca del frasco con agar —nutritivo, luego se
llen6 la placa de Petri, esterilizada en autoclave, la cual previamente se desenvolvio
y se abrid ya que la placa debe permanecer abierta hasta que gelifique el agar-
nutritivo. Este procedimiento se hace bajo la luz ultravioleta de la cabina de flujo

laminar.

Siembra de las bacterias: se tomo por arrastre una muestra de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 de la placa de Petri de Stock, utilizando un ansa, previamente
puesta al rojo sobre la llama del mechero Bunsen y se repico en la placa de Petri
preparada con Agar- nutritivo. Este procedimiento también se realizd dentro de la
cabina de flujo laminar. Luego se coloco la Placa de Petri sembrada en la estufa de

cultivo a una temperatura de 37°C.

Preparacion del indculo: Dentro de la cabina de flujo laminar con el vidrio frontal
colocado hasta la segunda marca, se flamed la boca de un Erlenmeyer esterilizado, se

destapo el frasco que contiene el caldo nutritivo, se flameo en la llama del mechero,
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y se pasaron 50 ml de caldo nutritivo al Erlenmeyer. De la placa de Petri con las
colonias de Staphylococcus aureus se tomd, por arrastre, una muestra, utilizando un
ansa previamente puesta al rojo sobre la llama del mechero Bunsen, esta muestra se
la diluy6 en 50 ml del caldo nutritivo colocado en el Erlenmeyer, inclinando este
ultimo y acercando el ansa al caldo, frotando el ansa contra la pared del recipiente.
Se coloco en la boca del recipiente una tapa de papel de aluminio y sobre é€sta, otra
de papel, y ambas se sujetaron con una banda eléstica. Se rotul6 para identificarla, y
luego se coloco en el agitador MaxQ4450® ThermoSCIENTIFIC donde quedo6 24 h

a una temperatura 37°C.

Lavado de los portaobjetos: se lavaron los portaobjetos de vidrio con detergente no
i6nico y cepillo bajo chorro de agua de la canilla, luego se volvieron a enjuagar con

chorro de agua destilada y posteriormente con solucion de alcohol 96%.

Montaje de las muestras en los portaobjetos: en el extremo inferior de los
portaobjetos, se coloco una cinta adhesiva doble faz, del ancho del portaobjetos por 4
cm de largo, sobre esta cinta se fijaron las bases de los electrodos. En los
portaobjetos se realizaron previamente dos orificios separados a 1 cm cada uno y a
10 mm del borde inferior, siguiendo el eje mayor del portaobjetos, con el propdsito
de permitir pasar el cable de cada electrodo por el orificio y asi de esta manera poder

fijar la base del electrodo a la cinta adhesiva del portaobjeto.

Los portaobjetos, con las muestras montadas, se colocaron dentro de la cabina de

flujo laminar, bajo la luz ultravioleta, durante 30 minutos, para esterilizarlos.

Es oportuno mencionar que en el proyecto de investigacion se pensé utilizar como
método para medir la adhesion bacteriana el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC). Sin embargo durante el desarrollo de las experiencias pudimos
constatar que era dificil retirar el tornillo del electrodo sin dafiar o contaminar la
muestra. Por otra parte se verifico que era también dificultoso desprender las
bacterias por ultrasonido debido a la rugosidad de las superficies impidiendo el
conteo de UFC. Por estos motivos decidimos utilizar como método de evaluacion de
las bacterias adheridas el calculo de superficie cubierta por el biofilm asistidos por el

software image-pro 6.2.
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4.11.2 Metodologia experimental utilizada en los ensayos piloto de adhesion de

bacterias en electrodos con y sin Delrin®

4.11.2.1 Preparacion de muestras para la comparacion de la adhesion

bacteriana mediante microscopia de epifluorescencia

Con las muestras anodizadas a 15V y a 90V se llevd a cabo un ensayo piloto de
observacion y comparacion de la adhesion bacteriana. Para ello se prepararon
ademas dos muestras de titanio pulido sin tratamiento de anodizado, y una muestra

de Delrin® pulido, con el fin de comparar la adhesion.
4.11.2.2.a. Primer Ensayo piloto de adhesion de bacterias

En este ensayo se compard la adhesion de bacterias sobre la superficie de las
muestras luego de 2 horas de sumergidas en caldo nutritivo al que se habia inoculado
con Staphylococcus aureus a 37°C en estufa de cultivo en una concentracion de

1*10® bacterias/ ml.

Las muestras se montaron en tres portaobjetos de vidrio pegadas a este con resina
epoxi transparente. Previo al montaje, los portaobjetos se lavaron y desengrasaron
utilizando detergente no i6nico, se enjuagaron con abundante agua MilliQ y luego

con alcohol 96%.

Montaje de las muestras

En el portaobjeto denominado D150, se montd una muestra anodizada a 15V en el
extremo inferior, y unos 10 mm mads arriba se montd una muestra pulida sin

tratamiento de anodizado. Fig.N° 28 izq.

En el portaobjeto denominado D50, se monté una muestra anodizada a 90V en el
extremo inferior, y unos 10 mm mads arriba se mont6 una muestra pulida sin

tratamiento de anodizado. Fig.N° 28 centro.

En el portaobjeto denominado 81 se montd una muestra de Delrin®, pulido con

idéntico protocolo de @ 12mm por Smm de espesor. Fig.N° 28 der.
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Fig.N° 28. Muestras montadas en los portaobjetos.
4.11.2.2.b Segundo ensayo piloto de adhesion de bacterias

Como en el primer ensayo piloto se observo que la superficie del Delrin® pulido
parecio ser mas favorable a la adhesion de bacterias, se realizd este segundo ensayo
piloto de adhesion de bacterias para investigar si esta condicion favorable podria
influir sobre la adhesionn en las superficies de titanio, tanto en el anodizado como en
el pulido. Debe tenerse en cuenta que, tal como se detall6 anteriormente en el marco
teorico, las bacterias emiten sefales quimicas, las cuales son recibidas por otras
bacterias y esto podria provocar el acercamiento de las bacterias planctonicas y el
aumento en el nimero de bacterias que se adhieren en esa region y, de ese modo ir
cubriendo la superficie por invasion desde la zona del Delrin®. Para comprobar si
esta posibilidad era cierta se realizo esta experiencia con el proposito de observar si

el Delrin® tenia influencia en la adhesion sobre el titanio.

Para esta experiencia se prepararon cuatro muestras en formato de electrodo,
incluidas en el Delrin® y pulidas hasta 2500 con la misma técnica utilizada en las
experiencias anteriores y dos muestras en las que solamente se utilizo el tornillo,
también pulidas hasta 2500. Las muestras se montaron sobre tres portaobjetos
(Fig.N° 29), en el de la izquierda se colocaron dos muestras con formato de
electrodo, en el del centro una muestra con tornillo solo y en el de la derecha se
colocaron dos muestras con formato de electrodo y una con tornillo solo. El objetivo
de esta experiencia fue comparar como adherian las bacterias al titanio con presencia

0 no del Delrin ® alrededor.
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Fig.N° 29. Muestras montadas en los portaobjetos

Una vez pegadas las muestras a los portaobjetos, se volvieron a lavar con agua
MilliQ, luego con alcohol 96%, se dejaron secar y se colocaron por 30 minutos en

luz ultravioleta en la cabina de flujo laminar, para esterlilizar las muestras.

En la cabina de flujo laminar, con mechero “Bunsen “, se flame6 una pinza metalica
en la llama, luego se tomo uno de los portaobjetos y se lo sumergid en forma vertical
en el caldo, con el extremo donde se encuentran las muestras hacia abajo y mirando
al interior del vaso, apoydndolo en la pared del vaso de precipitado, se repitio la
misma operacion con los otros dos portaobjetos, se cubrio la boca del vaso de
precipitado con papel de aluminio y se llevo asi a la estufa de cultivo, donde

quedaron durante 2 horas a 37°C.

Cumplido el periodo de tiempo, se retird el vaso de precipitado de la estufa, se retird
la cubierta de papel de aluminio, y de a uno se fueron retirando los portaobjetos,
lavandolos con agua destilada esterilizada. A continuacion, se realizo la tincion con
naranja de acridina en solucion saturada, durante 60 segundos, se lavo con agua
destilada, y posteriormente se observd la muestra en el microscopio Optico por
epifluorescencia, se tomaron fotografias de los campos observados a 400X. Se repitid

el mismo procedimiento con todas las muestras.

4.11.3 Métodos de observacion de bacterias adheridas
4.11.3.1 Microscopia optica de epifluorescencia
La microscopia Optica tradicional emplea luz transmitida es decir, la luz atraviesa la

muestra. Por ese motivo, para muestras opacas conviene utilizar la técnica de
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epifluorescencia. En este caso, la imagen se forma a partir de la luz emitida de un
espécimen fluorescente. Habitualmente los sustratos biologicos no son fluorescentes
por lo que, previo a la observacion, son tefiidos con un colorante que fluoresce luego
de haber sido iluminado con luz ultravioleta. Entre las tinciones mads utilizadas se
encuentra naranja de acridina, pero también se dispone de kits comerciales que

contienen mezclas de tinciones (Live and Dead BacLight® de Invitrogen).

En nuestros ensayos utilizamos como tincién naranja de acridina, y para la
observacion un microscopio optico Olympus BX-51con filtros U-MWG?2 (filtro de
excitacion 510-550 nm vy filtro de emision 590 nm) y U-MWB2 (filtro de excitacion
460-490 nm vy filtro de emision 520 nm).

4.11.3.2 Técnica de tincion con naranja de acridina

El naranja de acridina (N,N,N’, N’-tetrametilacridina segun la Unién Internacional
de Quimica Pura y Aplicada) es un colorante catidénico selectivo para los acidos
nucleicos y util para realizar determinaciones sobre el ciclo celular. Interacciona con
el ADN y ARN por intercalacion dentro de la molécula o por atraccion electrostatica,
respectivamente. Cuando se encuentra asociado con el ADN, el naranja de acridina
es espectralmente similar a la fluoresceina, presentando un maximo de excitacion a
502 nm y una emisién a 525 nm (en el verde). Cuando esta asociado al ARN, la
excitacion maxima es a 460 nm (en el azul) y la emisiéon maxima a 650 nm (en el
rojo). Las células que se encuentran en division activa (ADN muy activado) se tifien
de verde, mientras que las células que estdn en reposo multiplicativo (sefial de ARN
exacerbarda y proteinas) tendran fluorescencia naranja o rojo, al estar en contacto
con el colorante. Las bacterias y los hongos se tifien de color naranja brillante, el

fondo aparece de color negro a verde amarillento.(137)

80



4.11.3.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) para observacion de

muestras biologicas
Protocolo de fijacion de bacterias para SEM
Se compone de dos etapas: Fijacion y deshidratacion

1- Fijacion con glutaraldehido 2% en buffer P.B.S (Solucién Buffer Fosfato) dos

horas a 4° C para realizar enlaces cruzados de las proteinas.
Se enjuaga con solucion buffer fosfato y se pasa a la etapa

2- Deshidratacion en etanol. Consta de siete pasos con diferentes diluciones de

etanol y glutaraldehido.

I- 30% etanol- 20 minutos en la heladera a 4° C
1I- 50% etanol- 20 minutos en la heladera a 4* C
111- 70% etanol- 20 minutos en la heladera a 4° C
V- 90% etanol- 20 minutos en la heladera a 4° C
V- 95% etanol- 20 minutos en la heladera a 4° C
VI-  100% etanol- 20 minutos a temperatura ambiente

VII-  100% etanol- 20 minutos a temperatura ambiente

Las diluciones se prepararon de la siguiente manera, a partir de tomar con una pipeta

Iml de glutaraldehido al 2% y 1ml de etanol absoluto 99,6%.

I- 30% 300ul de etanol + 700l de agua estéril
II- 50% 500ul de etanol + 500p1 de agua estéril

- 70% 700ul de etanol + 300ul de agua estéril
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IV-  90% 900ul de etanol + 100ul de agua estéril
V- 95% 950ul de etanol + 50ul de agua estéril

Cada muestra la colocamos en un tubo de ensayo con tapa con 1ml de glutaraldehido

al 2% durante 2 horas, manteniéndolo en la heladera.

Para la etapa de deshidratacion, preparamos dos gradillas para tubo eppendorff® con
5 filas (una por cada condicion), y 8 tubos eppendorf® por fila (Fig.N°30).
Realizando de izquierda a derecha todas las etapas de la deshidratacion en las

diferentes diluciones.

10V
20V
60V
60VPT
Ti C.

Fig.N° 30. Esquema de la gradilla donde se colocaron los tubos eppendorff®.

4.11.3.4 Preparacion de los sustratos de titanio para ensayos de adhesion

bacteriana
Pulido de las muestras

Los electrodos fueron pulidos hasta 2500 siguiendo la técnica de pulido ya descripta,

luego se lavaron y enjuagaron con agua tipo MilliQ y finalmente con alcohol 96%.
Anodizado de las muestras

Para llevar a cabo este tratamiento usamos una celda electroquimica de vidrio, tal
como se describid previamente, y una fuente de energia eléctrica de corriente

continua, marca HEWLETT PACKARD 6181C DC.

En el interior de la celda electroquimica colocamos 80 ml de solucion electrolitica
(para cada procedimiento utizamos solucion nueva), el electrodo de titanio y
enfrentado a éste, a una distancia de 2 cm, el electrodo de lamina de platino (15mm x

6 mm).
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Muestras anodizadas a 10V

En este caso, se seleccionod en la fuente una tension de 10V, conectamos el cable del
electrodo de titanio al polo positivo de la fuente y el cable del electrodo de platino al
polo negativo de la fuente. El proceso de anodizado dur6 30 min. Concluido el
tiempo se desconecto la fuente, retiramos el electrodo de titanio anodizado a 10V, se
lo lavo primero con agua destilada, luego con agua destilada tipo MilliQ. Finalmente
se secaron los excesos de agua con papel tissue sin tocar la superficie anodizada y
luego se protegio la superficie del electrodo con una pantalla de papel y el

PARAFILM® asegurados con cinta adhesiva.

Para el electrodo B se repitid el procedimiento utilizando solucién electroquimica

nueva.
Muestras anodizadas a 20V

Las muestras fueron tratadas realizando el mismo proceso de anodizado, pero con
una tension de 20V, el lavado posterior y la protecciéon con pantalla de papel y

PARAFILM® de forma similar a lo descripto anteriormente.
Muestras anodizadas a 60V

Las muestras fueron tratadas realizando el mismo proceso de anodizado, pero con
una tension de 60V, el lavado posterior y la protecciéon con pantalla de papel y

PARAFILM® de forma similar a lo descripto previamente.
Muestras titanio control

Las muestras fueron solamente pulidas, siguiendo la técnica de pulido, se lavé con
agua destilada, luego con agua destilada tipo MilliQ y se secaron los excesos con
papel tissue sin tocar la superficie de titanio pulida. Se las protegio del ambiente con

pantalla de papel y PARAFILM®.
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4.11.4 Electropolimerizacion con timol (técnica de cronoamperometria)

Para obtener la cobertura de timol polimerizado (poliTOH) se utilizd6 un
potenciostato, este dispositivo permite aplicar una diferencia de potencial constante
entre los electrodos de trabajo y contraelectrodo, tomando como punto de referencia
el voltaje en el electrodo de referencia y corrigiendo las variaciones mediante el
control de la corriente en el electrodo auxiliar (contraelectrodo). En forma
simplificada puede decirse que el potenciostato tiene la capacidad de medir y
controlar el potencial de la celda, detectando cambios en su resistencia, y variando la
intensidad de corriente administrada al sistema de acuerdo con estas variaciones, de
manera que la diferencia de potencial se mantenga constante. Si la resistencia
aumenta, la intensidad de corriente debera ser disminuida, si se quiere mantener el
voltaje constante, y si la resistencia disminuye, el potenciostato debera aumentar la
intensidad de la corriente. Podria interpretarse en forma sencilla mediante la

aplicacion de la Ley de Ohm:

R= % donde R es la resistencia, E es la diferencia de potencial, e I la intensidad de

corriente. (138)
El equipo potenciostato que utilizamos es Potenciostato-Galvanostato TEQ-03.

En una celda electroquimica de vidrio, se colocan tres electrodos, el electrodo de
calomel saturado denominado electrodo de Referencia, el electrodo de platino

denominado contraelectrodo y el electrodo de Ti denominado electrodo de trabajo.

La electropolimerizacion se logré mediante una técnica de cronamperometria. Se fijo
el potencial a 780mV durante 20 minutos, en un electrolito compuesto por 70% de
acido sulfurico 0,5M + 30% de etanol con 0,1M de timol. Se utilizo el programa

Tq3-402, con parametros fijos de voltaje 780 mV y el tiempo 20 minutos.

Mediante este procedimiento realizado a las muestras anodizadas a 60V
individualmente se deposit6 timol sobre la superficie de titanio y dicho compuesto se
polimeriz6 (poliTOH) a potencial constante de 780mV. Un procedimiento similar

habia sido aplicado exitosamente a otras superficies metalicas como el cobre.(123)
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4.11.5S Metodologia experimental utilizada para los ensayos de adhesion a

distintos voltajes.

Concluidas estas experiencias preliminares, se definieron los ensayos definitivos de

adhesion bacteriana, los cuales se disefiaron de la siguiente forma:

4.11.5.a Ensayo A de adhesion de bacterias utilizando microscopia de

epifluorescencia

Para el Ensayo A se prepararon en total ocho muestras (electrodos), a los cuales
denominamos A, B, C, D, E, F, G y H. Los electrodos A y B representaron la
condicion 10V, los C y D representaron la condicion 20V, los E y F representaron la

condicién 60V y los G y H representaron la condicion titanio pulido control.

Las muestras se dispusieron en los portaobjetos tal como se muestra en la Fig.N° 31:

A C E ]
B D F H
10 20 OV Ti control

Fig.N° 31. Esquema que muestra la ubicacion de cada electrodo en los portaobjetos

para el ensayo A de adhesion bacteriana.

En la cabina de flujo laminar se coloc6 un vaso de precipitado, con escala, de 250 ml
de capacidad, esterilizado, con envoltura de papel. Ademas, se coloco el Erlenmeyer
con el indculo, y un recipiente retirado de la heladera con el caldo nutritivo
preparado. Se desenvolvid el vaso de precipitado, se flamed sobre la llama del
mechero la boca del mismo, se destapo el Erlenmeyer también flameando la boca

sobre la llama del mechero y se destapd el frasco con caldo nutritivo, flameando la
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boca en el mechero. A continuacion, se volcaron los 50 ml del indculo en el vaso de
precipitado y seguidamente se completd el volumen con el caldo nutritivo hasta
llegar a la marca de 200 ml. Posteriormente se colocaron los portaobjetos adentro,
con las muestras mirando al interior del vaso y sujetando cada porta objeto a la pared
del vaso de precipitado con cinta adhesiva. La boca del vaso se cubrié con papel
film de aluminio y se llevé el vaso de precipitado con su contenido a la estufa de

cultivo a 37°C, durante dos horas.

A las dos horas, se retird el vaso de precipitado de la estufa de cultivo, las muestras
se fueron retirando de a una, teniendo cuidado de no rozar la superficie de Ti.
Finalmente las mismas se lavaron con agua destilada esterilizada para su posterior
observacion por el microscopio. Para la técnica de epifluorescencia cada muestra se
debe colorear previamente con una gota de naranja de acridina en solucion saturada,
la cual se coloca sobre la superficie a observar con una pipeta, se la deja actuar

durante 60 segundos, y se lava con agua destilada Milli Q.

Se las observd con un microscopio 0ptico marca OLYMPUS BX51, utilizando luz
ultravioleta, el cual tiene incorporada una camara fotografica digital OLYMPUS
DT73. Con esta técnica las bacterias se visualizan de color amarillo o rojo en un
fondo negro. Se fija el campo a observar con objetivo de 10x y luego se cambia a un
objetivo de 40X para tomar fotografias de cada campo observado. Sobre estas
fotografias, utilizando un software denominado Image-pro 6.2 se hizo el calculo de

% de area cubierta por los microorganismos.

4.11.5.b Ensayo B de adhesion de bacterias utilizando microscopia de

epifluorescencia, incluyendo electrodos anodizados y con cobertura polimérica

Teniendo en cuenta los resultados de la primera experiencia de adhesion de bacterias
que permitieron concluir que la condicion anodizada a 60V tenia menor porcentaje
de superficie de titanio cubierta por las bacterias y dada la limitacion de muestras de
titanio disponibles provistas por el fabricante, se selecciond esta condicion para

repetir junto a muestras de titanio pulido (control).

Por otra parte, y con el fin de incrementar la actividad anti-biofilm de la superficie,

se incluyeron también dos muestras con una cobertura antimicrobiana de politimol,
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tal como se menciond previamente. De esta manera este ensayo quedo
definitivamente disefiado para comparar tres condiciones, Ti control, Ti anodizado a

60V y Ti anodizado a 60V con cobertura antimicrobiana.
Preparacion de las muestras del ensayo B

Para esta experiencia se prepararon seis muestras (B3 B4 Bs Bs By Bg), siguiendo la
misma técnica de pulido hasta 2500 con lija al agua de carburo de silicio, luego de
finalizado el pulido se lavaron primero con agua destilada, luego con agua destilada

tipo MilliQ y finalmente alcohol 96°.

Las muestras que denominamos B, y Bg se protegieron colocandoles la pantalla de
papel y PARAFILM®, para aislar las superficies de titanio de los efectos del

ambiente.

Las muestras que denominamos B3 Bs Bs y B7 fueron sometidas individualmente a
un proceso de anodizado utilizando una diferencia de potencial de 60V, para dicho
proceso se siguid el mismo protocolo de anodizado ya descripto, utilizando siempre
solucion electrolitica nueva. Después de finalizado el anodizado se lavd cada
electrodo primero con agua destilada, luego con agua destilada MilliQ y finalmente
se secaron los excesos con papel tissue, teniendo la precauciéon de no tocar la
superficie de Ti anodizada. Para terminar, se protegieron las muestras con pantalla de

papel y PARAFILM®.

A dos muestras ya anodizadas a 60V, se les realizO un proceso de

electropolimerizacion con timol utilizando la técnica descripta anteriormente.

Ensayo B de adhesion de bacterias utilizando microscopia de epifluorescencia con

muestras con y sin cobertura polimérica.

Siguiendo el mismo protocolo y técnica microbiologica que en el primer ensayo de
adhesion de bacterias se montaron las muestras en tres portaobjetos, tal cual muestra

el esquema de la Fig.N°32.
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Esquema de los portaobjetos con las muestras montadas

B3 B4 B6
B5 B8 B7

60V+POLITIMOL Ti CONTROL 60V

Fig.N° 32.Esquema que representa la ubicacion de las muestras montadas en los

portaobjetos.

Los portaobjetos se colocaron dentro de un vaso de precipitado de 250 ml, donde
previamente se volcaron 200 ml de caldo con Staphylococcus aureus. Cada
portaobjeto fue adherido con cinta en forma vertical apoyado a la pared del vaso y
con las muestras mirando hacia el centro del vaso. Se colocd una tapa de papel film
de aluminio y se llevo durante dos horas a la estufa de cultivo a 37° C. Cumplido el
tiempo, se retird el vaso de la estufa, y dentro de la cabina de flujo laminar, se
destapd y se fueron retirando los porta objetos, lavando las muestras con agua
destilada esterilizada. Una vez que se lavaron adecuadamente se comenzd con la
técnica de tincion con naranja de acridina, de a una muestra por vez, para observarlas
por microcopio Optico utilizando técnica de epifluorescencia y tomar las imagenes
fotograficas de los campos de observacion. Se tomaron 20 campos de observacion

por muestra.

4.2.5.c Ensayo C de evaluacion de la distribucion de bacterias adheridas

utilizando SEM

Para este ensayo se prepararon cinco muestras (electrodos), siguiendo el mismo
protocolo de pulido. Se prepar6 una muestra control pulida, sin anodizar
identificada como Cc, y otras anodizadas con las condiciones de anodizado a 10V,
20V y 60 V siguiendo el mismo protocolo ya descripto, y se la identificé como C,gy,

Coov 'y Ceov
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Se prepar6 ademds una muestra con la condicion de anodizado a 60V + Politimol

siguiendo el protocolo ya descripto identificada como Ceov poi.

El ensayo de adhesion de bacterias fue con idéntica técnica microbioldgica que en los
ensayos anteriores. Finalizado el mismo, se retiraron las muestras de la estufa de
cultivo, se les realizo triple lavado en agua destilada esterilizada y se procedi6 a
comenzar con el protocolo de fijacion de bacterias para realizar la técnica de punto

critico en SEM.
Los resultados se presentan en el capitulo correspondiente.
Seccion I11:
4.111. Metodologia utilizada para el analisis superficial
4.111.1. Medidas de tension superficial
Medicion del angulo de contacto

Existen diferentes técnicas para medir el &ngulo de contacto y de obtener
informacion acerca de la energia superficial, uno de los mas utilizados es el método
de medida de angulo de contacto mediante un goniémetro. También se utilizan el

método de equilibrio de Wilhelmy y el andlisis de la forma de la gota.

El método empleado en este trabajo es el de medida de angulo de contacto. Con el
proposito de obtener las fotografias de las gotas sobre las distintas superficies se
utilizé una camara fotografica digital Nikon Power Shot SX530 HS, en modo macro,

sobre un soporte fijo y una platina sobre la cual se fijaron las muestras.

Para esta experiencia se prepararon 5 electrodos uno para cada condicion, titanio
pulido, titanio anodizado a 10V, titanio anodizado a 20V, titanio anodizado a 60V y
titanio anodizado a 60V+ politimol. Las muestras ya preparadas se montaron sobre la
platina de a una por vez. Con la muestra fijada a la platina utilizando una micropipeta
automatica p20, se depositd una gota de agua destilada MilliQ de 5 pl sobre la
superficie metalica y se midi6 el angulo de contacto haciendo una captura digital de
la imagen de la gota sobre la superficie de la muestra. Las fotos fueron analizadas

con el programa Fiji plugins: drop analysis para calcular el angulo de contacto.
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Los resultados se informan en el capitulo correspondiente.

4.111.2 Observaciones por SEM. Analisis de Espectro de Dispersion de rayos X
(EDX)

Para observar las muestras de las experiencias se utilizaron los servicios del
Microscopio Electronico de Barrido Ambiental (ESEM), marca FEI, modelo Quanta
200 que cuenta con un detector de rayos X para andlisis EDX, instalado en el
Laboratorio de Investigaciones de Metalurgia Fisica (LIMF), perteneciente a la

Facultad de Ingenieria de las U.N.L.P.

Se prepararon muestras de las condiciones titanio anodizado a 10V, titanio anodizado
a 20V, titanio anodizado a 35 V, titanio anodizado a 60V, titanio anodizado a 60V+
politimol y titanio anodizado a 75V siguiendo los protocolos de pulido y anodizado
descriptos. Como la pieza de Delrin® que rodea a los tornillos no es conductora se
coloc6 una pequefia cinta adhesiva de carbono que permitid6 asegurar la
conductividad elécrtica desde la superficie del tornillo a la platina del microscopio.
Se realizé un andlisis cualitativo en realcion al aspecto de las superficies en cada
condicion seleccionada capturando imégenes digitales a diferentes magnificaciones
(2.000X, 3.000X, 6.000X y 50.000X), los resultados de estas observaciones se

exponen en el capitulo correspondiente.

En estas muestras también se analizé el Espectro de Dispersion de rayos X (EDX),
que permite realizar un analisis cuali-cuantitativo de los elementos quimicos
presentes en la superficie estudiada. El propdsito de este analisis fue conocer el
porcentaje de 4&tomos de fliior presente en la superficie de cada condicion. Las tablas

con los resultados se presentan en el capitulo correspondiente.

En la evaluacion de la distribucion de bacterias adheridas correspondientes al Ensayo
C de adhesion bacteriana se evaluaron 5 muestras con las condiciones titanio pulido,
titanio anodizado a 10V, titanio anodizado a 20V, titanio anodizado a 60V vy titanio
anodizado a 60V+ politimol, las mismas se prepararon siguiendo los protocolos de
pulido y anodizado ya descriptos y ademas se acondicionaron para la observacion
por microscopia electronica de barrido siguiendo la técnica de secado por punto

critico cuyos fundamentos fueron desarrollados en la seccion de materiales y
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métodos de los ensayos de adhesion bacteriana. Las muetras se metalizaron con una
fina capa de oro para asegurar la conductividad eléctrica. Se capturaron imagenes
digitales a diferentes magnificaciones (2.000X, 3.000X, 6.000X y 50.000X) de las
bacterias sobre las superficies en cada una de las condiciones, y se evaluo ubicacion,
distribucion y formas de agrupamiento. Los resultados se presentan en el capitulo

correspondiente.

4.111.3 Analisis de la rugosidad superficial utilizando AFM, calculo de los

parametros caracteristicos

En este trabajo se caracterizaron mediante microscopia de fuerza atomica las
superficies de las condiciones de Ti Pulido, Ti anodizado a 10V, Ti anodizado a 20V,
y Ti anodizado a 60 V. Se prepararon las muestras siguiendo los protocolos de pulido
y anodizado ya descriptos y, para poder montar las muestras a analizar en la platina
del microscopio, se las redujo en altura a 4 mm evitando asi poner en riesgo la punta
del microscopio. Con ese fin recurrimos al Servicio de Microscopia de Fuerza
Atomica de INIFTA. Las muestras fueron estudiadas en Tapping mode AFM
(NanoscopeV, Bruker, Santa Barbara, CA) se utilizé una punta Arrow® NCR, Nano
World, Neuchétel, Suiza de silicio. Se analiz6 en cada muestra un campo de 15pum x
15 pm y en dicho campo se evaluaron 10 perfiles siguiendo el sentido de las lineas
de pulido, para evitar la influencia de las mismas. Para analizar las imagenes y
determinar los pardmetros de rugosidad se utilizaron los Software Nanoscope

Analysis 1.5 y Gwyddion.

Se seleccionaron para el estudio los parametros Ra, Rq, Rmax; Wa, Wq, Wmax; Sa,
Sq, Sz, Ssk, Str, Sds y Sdr que se calcularon de acuerdo a las ecuaciones mostradas

en la Seccion 111 del marco teodrico.

Los resultados se presentan en el capitulo correspondiente.
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Capitulo 5. Resultados.
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Capitulo 5
RESULTADOS
Los resultados estan divididos en 3 secciones a saber:

Seccion 1. Resultados del anodizado, observaciones microscépicas por SEM y de

las mediciones de angulo de contacto.
Seccion I1. Resultados de los ensayos de adhesion de bacterias

Seccion II1. Resultados del analisis de rugosidad utilizando AFM, calculo de los

parametros caracteristicos y su relacion con la adhesion bacteriana

Seccion I. Resultados del anodizado y analisis superficial de los electrodos de

titanio

5.1.1 Resultados de la Primera Serie de electrodos anodizados

Como puede observarse en la Fig.N°® 33 se obtuvieron superficies coloreadas que

variaron con los diferentes voltajes aplicados en los procesos de anodizado.

Tal como se mencion6 en el Capitulo 1 Seccion I estos cambios son producidos por

fendmenos de interferencia de la luz sobre la superficie anodizada.

Ezcala de colores obtenidos

1o 15V 2o 25V 35W 54 GO 5y

Fig.N° 33. Colores obtenidos en los electrodos de la Primera Serie sometidos a
distintos potenciales de anodizacion. Imagenes obtenidas por microscopia Optica a

400X.
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Finalizado el proceso de anodizacién con las 10 muestras se compararon las fotos
obtenidas en las observaciones con microcopia Optica y los aspectos de las
superficies. En la Fig.N° 34 se muestra imagenes correspondientes a voltajes 45V,
60V y 75V. Se observo que presentaban un patron similar de rugosidad con hoyos

que van de 2 a 5 um aproximadamente.

Fig.N° 34. Muestra imagenes de microscopia Optica a 400X, de titanio anodizado

(Primera Serie).

5.1.2 Resultados de la Segunda Serie

La Segunda Serie de ensayos se realizd con una partida de tornillos provista por el
fabricante, si bien se informé que su composicion era idéntica los resultados del

anodizado fueron distintos a los de la Primera Serie.

A diferencia de las muestras anodizadas de la Primera Serie, a simple vista tuvieron
un aspecto mate y color gris oscuro, sin embargo al moverlas, modificando el angulo
de la incidencia de la luz natural, ofrecian un aspecto tornasolado donde
predominaba el color rosado. La composicion fue analizada por (EDX) y mostré que
igualmente correspondian a titanio comercialmente puro tal como la primera serie
por lo que se infirid6 que probablemente diferian en su microestructura metalografica.

Al respecto el fabricante informé que los tornillos de esta segunda serie se
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maquinaron especialmente para esta segunda experiencia. Se sabe que los cambios
microestructurales producen fragmentaciones del grano, movimientos de atomos y
distorcion de la malla y que estos cambios podrian producir variaciones a nivel de la

superficie.(139)

5.1.3 Resultados del analisis de las superficies de titanio anodizadas mediante

SEM y EDX

La microscopia SEM permitio analizar la topografia superficial a mayor
magnificacion (Figs.N° 35-39). A la derecha de cada figura se analizan
comparativamente los cambios superficiales observados por SEM luego de la

anodizacion.

= El aspecto de la superfice anodizada a 10V,
*| observada a 3.000X con SEM, es uniforme con
= surcos deprimidos, separados por elevaciones,
~ que parecen seguir las lineas de pulido, se
~| observan sectores, donde las depresiones por
su color oscuro, parecen mas profundas y mas
anchas, y que varian entre 1y 4 um de ancho.

Ti anodizado a 10V

Fig.N° 35. Microfotografia obtenida mediante SEM. Muestra la superficie de
titanio anodizada al0V. 3.000X (SEM)
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El aspecto de la superficie de titanio anodizada
a 20V, observada a 3.000X con SEM, no es tan
uniforme, conserva el patron de surcos
deprimidos separados por elevaciones, con un
ancho entre 1 y 3 um, y lo diferente con
respecto a la condicién a 10V es la presencia
de hoyos de menos de @ 1 um distribuidos en
la superficie .

Ti anodizado 20V

Fig.N° 36. Microfotografia obtenida mediante SEM. Muestra la superficie de titanio
anodizada a 20V. 3.000X (SEM)

El aspecto de la superficie anodizada a 35V,
observada a 3.000X conm SEM, ya no es
uniforme, el patron de surcos paralelos
deprimidos v elevados vya no predomina, se
observan hoyos puntiformes similares a los
encontrados en la condicion a 20V, y la
presencia de elevaciones [ampollas)
redondeadas de @ 1,25pum.

Tiancdizado a 35V

Fig.N° 37. Microfotografia obtenida mediante SEM. Muestra la superficie de titanio
anodizada a 35V. 3.000X (SEM)
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B E| aspecto de la superficie anodizada a 60V,
observada a 3.000X con SEM, muestra una
el superficie completamente diferente a las
s anteriores donde predominan las elevaciones
§ de forma redondeada, que se ven en color
claro con un tamafio que varia entre @ 2 y 4
MM y una zona mas deprimida que las separa
en color gris.

Ti anodizado a 60V

Fig.N° 38. Microfotografia obtenida mediante SEM. Muestra la superficie anodizada
a 60V. 3.000X (SEM)

#¥ El aspecto de la superficie anodizada a 75V,
¥ observada a 3.000x con SEM, muestra una
@ superficie muy similar a la obtenida con 60V,
¥ pero con menor cantidad de elevaciones
redondeadas, las cuales parecen mas
separadas entre si, y con @ entre 5y 7 um.

Ti anodizado a 75V

Fig.N° 39. Microfotografia obtenida mediante SEM. Muestra la superficie de titanio
anodizada a 75V. 3.000X (SEM)
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5.1.3.1 Detalle de las superficies anodizadas a 60V sin y con cobertura de

politimol obtenidas por SEM, Figs. N° 40 y 41

En las figuras N° 40 y 41 se puede observar la transformacion de la superficie luego
de la electroformacion de politimol sobre la misma. A la derecha de cada figura se
analizan comparativamente los resultados obtenidos sin (Fig.N° 40) y con (Fig.N°

41) la cobertura de politimol.

Se observa una superficie con
ampollas abieras distribuidas
espacialmente de manera uniforme
de un @ aproximado de 4,00 pm. La
imagen irferior izguierda @&
50.000%, es el detale de estas

estructuras.

Fig. N° 40. Superficie anodizada a 60V sin cobertura de politimol. Superior
izquierda a 2000X, superior derecha a 6000X, inferior izquierda a 50000X
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Puede notarse una superficie con
ampollas distribuidas espacialmente
de manera uniforme, el espacio
entre las ampollas presenta otra
textura, visto a 50.000X en detalle se
observan unas estructuras globulares
que coalescen, y Que sugieren la
presencia del timol polimerizado
sobre la superficie.

Fig. N°41. Superficie de titanio anodizada a 60V con cobertura de politimol. Superior
izquierda 2000X y Superior derecha 6000X, inferior izquierda 50000X

5.1.4 Resultados Analisis de Espectro de Dispersion de Rayos X (EDX)
Muestra 10V

El analisis EDX de la muestra (Fig.N° 42) anodizada a 10V muestra la presencia de
flaor (F) 5,87% sobre la superficie y altas concentraciones de oxigeno atribuidas al

oxido de titanio superficial.
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Fig.N° 42. Gréfico de andlisis (EDX) Ti anodizado a 10V.

Elemento | At%

N K 0,00
O K 41,66
F K 5,87
Si K 0,43
P K 0,31
Ti K 51,73
Total 100,00

Tabla N° 2. Resultado de Porcentaje atomico. Analisis (EDX) Ti anodizado a 10V.
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Muestra 20V

Al igual que la muestra anterior, la muestra anodizada a 20V revela la presencia de

flaor (F) 5,51% y de oxigeno (O) 38,20%.

WSupport-d8973\shareddatal201541 506020V E1.spc

Label A

Conrts

0.50 Loo 1.50 2.00 2.50 3.00 350 4.00

Fig.N° 43. Grafico de analisis (EDX) Ti anodizado a 20V.

Elemento | At %

CK 7,19
NK 0,00
OK 38,20
F K 5,51
SiK 0,43
TiK 48,67
Total 100,00

Tabla N° 3. Resultado de Porcentaje atdbmico. Anélisis (EDX) Ti anodizado a 20V.
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Muestra 35V

En forma similar a las muestras anteriores la muestra anodizada a 35V presenta fltor

(F) 3,57% y oxigeno (O) 32,61%.
WSupport-d897 3\shareddata\201 54150604435V E1.spc
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Fig.N° 44. Gréfico de andlisis (EDX) Ti anodizado a 35V.

Elemento | At %

CK 6,11
NK 0,00
oK 32,61
F K 3,57
P K 0,32
TiK 57,40
Total 100,00

Tabla N° 4. Resultado de Porcentaje atdmico. Analisis (EDX) Ti anodizado a 35V.
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Muestra 60V

También en la muestra anodizada a 60V el analisis EDX indica la presencia de fluor

(F) 4,41% y oxigeno (O) 39,20%.

WSupport-d897 A\shareddata\201 541 50604\60Y El.spc
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Fig.N° 45. Grafico de analisis (EDX) Ti anodizado a 60V.

Elemento | At %

CK 21,36
OK 39,20
F K 4,41
P K 0,26
TiK 34,76
Total 100,00

Tabla N° 5. Resultado de Porcentaje atobmico. Anélisis (EDX) Ti anodizado a 60V.
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Muestra 75V

En forma similar en la muestra anodizada a 75V el analisis EDX indica la presencia

de fluor (F) 4,46% y oxigeno (O) 40,12%.

WSupport-d897 A\shareddatay201541 50604875V E1.spc
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Fig.N° 46. Gréfico de andlisis (EDX) Ti anodizado a 75V.

Elemento | At %

CK 15,39
NK 0,00
OK 40,12
F K 4,46
Si K 0,35
P K 0,30
K K 0,17
TiK 39,22
Total 100,00

Tabla N° 6. Resultado de Porcentaje atdmico. Andlisis (EDX) Ti anodizado a 75V.
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Muestra 60V+ politimol

En el caso de la muestra anodizada a 60V mas politimol la presencia de fluor (F) se

encontr6 enmascarada por la interposicion de dicha pelicula.

Muestra de Ti pulido

Para demostrar la ausencia de fluor en el Titanio control pulido se realizo el analisis

EDX donde se pudo constatar la ausencia de dicho elemento (Fig.N° 47)

kV:20.0 Tilt: 0.0 Take-off:42.5 Det: SDD Apocllo 40
Res:142 Amp.T:3.20 FS:9655 Lsec:23 13-Jul-2017 09:52:28
Counts
| Ti
8.9k
7.9k
6.9k
5.9k
5.0k
4.0k
3.0k
20k py

Ti
1.0 C

D —
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

kev

Fig.N° 47. Grafico de anélisis de (EDX). Titanio pulido

Elemento At. %
C 17,14
o 13,62
Ti 69,24
Total 100,00

Tabla N° 7. Porcentaje atomico. Analisis (EDX). Ti pulido.
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Concluido este analisis, y teniendo en cuenta como criterio de eleccion los valores de
At. % del elemento fluor, se decidi6 elegir las condiciones de 10V- 20V- 60V, cuyos
valores fueron similares (At. % 5,87- At. % 5,51- At. % 4,41) respectivamente, para
realizar los ensayos comparativos de adhesion bacteriana sobre estas superficies y
evaluar el impacto de la rugosidad superficial.

5.1.5 Resultados de la medicion de angulo de contacto

Los resultados experimentales para el titanio pulido y los anodizados a 10V, 20V, 60
V y el anodizado a 60 V con pelicula de politimol se muestran en la Fig.N°® 48. En la
Tabla N° 8 se reportan los valores obtenidos. Puede notarse que el menor angulo de
contacto se obtuvo en este ultimo caso mientras que el mayor se midio para el Ti

anodizado a 10V.

Fotos de 4ngulos de contacto en todas las condiciones

Ti pulido Ti anodizado 20V

Ti anodizado 10V

Ti anodizado 60V + Politimol

Ti anodizado 60V

Fig.N° 48. Fotos que muestran la forma de las gotas en las diferentes superficies.
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Condicion de la muestra Andlisis de forma de gota axisimétrico
de baja adherencia (LBADSA)

Ti pulido 57,1°

10V 82,2°

20V 38,4°

60V 47,0°

60V+Politimol 37,9°

Tabla N° 8. Valores de angulos de contacto obtenidos para las diferentes superficies.

Los resultados muestran que no existe una relacion directa entre el voltaje aplicado y
el angulo de contacto formado. Dicho angulo estaria relacionado de una forma
compleja, con la textura de la superficie, incluyendo su porosidad, ya que ésta varia
significativamente de un potencial a otro, tal como se evaluara en el apartado

correspondiente.

Seccion I1. Resultados de los ensayos de adhesion de bacterias

5.J1.1 Analisis de la adhesion bacteriana a las muestras de titanio por

microscopia de epifluorescencia y por SEM
5.1I.1.1 Resultado del primer ensayo piloto de la adhesion bacteriana

Las muestras tratadas mediante la tincion con naranja de acridina se observaron a
través de microscopia de epifluorescencia. En la Fig.N° 49 se muestran los resultados

obtenidos.
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Analisis comparativo de las imagenes obtenidas por
microscopia de epifluorescencia

Delrin® pulido

Ti anodizado 15V Tiancdizado S0V

Fig.N° 49. Imagenes obtenidas de muestras anodizadas (15V, 90V), muestras
pulidas sin anodizar y muestras de Delrin® pulido, que fueron sumergidas en los
cultivos bacterianos y observadas por microscopia de epifluorescencia. Comparacion

de la adhesion de las bacterias.

Comparando las iméagenes de la Fig.N° 49 puede notarse que la que presenta mayor
adhesion fue la superficie de Delrin® pulido, con formacién de conglomerados de @
2,6 um. En las superficies de titanio pulido los conglomerados de bacterias fueron

mas pequefios y con mayores areas sin cubrir por las bacterias.

En la superficie anodizada a 15V, la adhesion también fue alta, las bacterias se
vieron distribuidas en todo el campo de observacidon, pero con muy pocos

conglomerados y mas pequefios que en el titanio pulido.

En la superficie anodizada a 90V las bacterias se adhirieron menos, pero se observo
un conglomerado de bacterias grande de ¥ 4um. Estos agregados a menudo dan

cuenta de la no uniformidad de la textura superficial.
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5.11.1.2 Resultado del segundo ensayo piloto de adhesion de muestras con

y sin Delrin®

En este ensayo se evalu6 el efecto de la presencia del Delrin® sobre la adhesion de

las bacterias al titanio.

Analisis comparativo de las imagenes obtenidas por
microscopia de epifluorescencia

Muestra | Muestra Il Muestra 11l

Muestra IV Muestra ¥V Muesrta VI

Fig.N° 50. Muestras I, II, IIl y IV Ti pulido con formato de electrodo, muestras
V 'y VI Ti pulido tornillo solo sin Delrin®.

En la FigN°® 50 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia de
epifluorescencia. Pudo comprobarse que en las diferentes muestras no observamos
que el Delrin® presente en el borde de la muestra estuviera favoreciendo la adhesion
sobre el titanio. Se comprobd que la adhesion era similar, tanto en las muestras con

Delrin® como en las que no lo tenian.

5.11.2 Resultados de los ensayos A, B y C de la adhesion de bacterias
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5.11.2a Resultados del ensayo A de adhesion de bacterias utilizando

microscopia de epifluorescencia

En este caso se compar6 la adhesion de bacterias sobre electrodos anodizados a 10V,

20V, 60V y se lo compar6 con la adhesion sobre el titanio pulido.

Las bacterias formaron cimulos pequefios tanto en las muestras de Ti solamente
pulidas como en las de Ti anodizado a 10V. Las anodizadas a 20V revelaron
cumulos mas grandes y las anodizadas a 60V estaban dispersas, aisladas, sin formar

cumulos, tal como puede observarse en la Fig.N° 51.

Imagenes obtenidas por microscopia de epifluorescencia a 400X

Ti pulido {control) Ti ancdizado 10V
Ti anodizado 20V Ti ancdizado 60V

Fig.N° 51. Imégenes de microscopia Optica por epifluorescencia a 400x,

muestran la adhesion de las bacterias en las diferentes condiciones.

S5.11.2b Resultados del ensayo B de adhesion de bacterias para microscopia de

epifluorescencia

En este caso se repiti6 el ensayo anterior para la condicion de titanio anodizado a
60V y se lo comparé con el control de titanio pulido y con la muestra con cobertura

de politimol.
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La observacion al microscopio Optico a 400X mostré gran cantidad de bacterias
agrupadas en cumulos, sobre el titanio control pulido. En total acuerdo con las
experiencias previas, para las condiciones de anodizado a 60V se observd menos
cantidad de bacterias adheridas sobre la superficie y aisladas entre si, sugiriendo que
la topografia de la superficie del titanio anodizado favoreceria el aislamiento de las
bacterias. La condicion 60V+poliTOH también mostr6 muy poca adhesion de
bacterias sobre la superficie, estando mas aisladas que las correspondientes a las

muestras de 60V (Fig.N° 52).

Andlisis comparativo de las imdgenes obtenidas mediante microscopia de

epifluorescencia a 400X

Ti CONTROL ANODIZADO &0V

&0V + POLITINMOL

Fig.N° 52.Imégenes de microscopia Optica por epifluorescencia a 400X, muestran
la adhesion de las bacterias en las diferentes condiciones: Ti control pulido,

anodizado a 60V y anodizado a 60V+ cobertura de politimol.

La Fig.N° 52 permitié constatar que en presencia de la cobertura de politimol
formada sobre la superficie de titanio anodizada a 60V la adherencia bacteriana

decrecia.
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La disposicion de las bacterias sobre las superficies en las diferentes condiciones, nos
motivaron a realizar un nuevo ensayo de adhesion de bacterias (ensayo C), con el
proposito de observarlas por SEM a mayor magnificacion, utilizando la técnica de
punto critico para preservar la estructura de las bacterias adheridas, la cual nos
permitié ver los microorganismos con su forma conservada asi como la manera en

que se disponian sobre las superficies en las diferentes condiciones.

5.11.2c Resultados del ensayo C de evaluacion de la distribucion de bacterias

adheridas utilizando SEM

Este ensayo permiti6é observar con mayor magnificacion la distribucion y disposicion

de las bacterias sobre las superficies.

Fig N°33. Microfotografia detitanio anodizado a 60V . Las
flechas indican la presencia de bacterias (izq.). Detalle de
una ampolla ala derecha

En la Fig.N° 53. Microfotografia de Ti anodizado a 60V, a la izquierda se observan
pocas bacterias adheridas (flechas). A la derecha detalle a 50.000X mostrando una

ampolla abierta y ausencia de bacterias.
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Fig.N° 54. Microfotografia de Ti anodizado a 60V y cubierto por una pelicula de

politimol (izq.), detalle (der.). Se observan muy pocas bacterias adheridas (flechas)

Fig.N° 55. Distintas zonas de una muestra de Ti anodizado a 20V mostrando la

estructura 3D de las colonias.
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En la Fig.N° 53 y Fig.N° 54 se puede observar que la adhesion de bacterias a las
superficies anodizadas con y sin politimol es baja y con bacterias aisladas. En el caso
de la Fig.N° 55 se observa que en la superficie anodizada a 20V las bacterias pueden

adherirse con mayor facilidad y generar colonias 3D.

Las muestras de Ti pulido y Ti anodizado a 10V no pudieron observarse por SEM
porque se dafiaron en el proceso de metalizado previo, realizado en el laboratorio que

provee el servicio SEM.

5.11.3 Analisis estadistico de los datos correspondientes a las experiencias de

adhesion de bacterias Ay B

Como se explicd mas arriba se tomaron 20 fotografias (campos de observacion) con
la camara del microscopio Optico, por cada electrodo, para todas las condiciones
estudiadas. De esta manera utilizando la funcién de célculo de porcentaje de
superficie cubierta del software ImagePro 6.2 se obtuvo el valor para cada campo de
observacion. Estos datos son presentados por el programa en una planilla Excel y
posteriormente fueron volcados en una tabla encolumnados segun la condicion
ensayada. A los datos de cada columna se le caculd la media aritmética y el desvio

estandar.

Para poder expresar graficamente el resultado de los datos de cada condicion con
respecto al Ti control pulido (% respecto del control) se relativizaron los datos de la
siguiente forma, cada dato fue dividido por la media aritmética de los datos de Ti
control pulido correspondiente a cada condicion experimental y luego multiplicado

por cien para obtener el porcentaje. Los resultados se muestran en la Fig.N° 56.

Finalmente con los datos de las dos experiencias se realizd un andlisis de varianza
(ANOVA de una via) y posteriormente un test de comparaciones multiples de

Bonferroni, utilizando el software Graphpad prism 5.
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Fig.N° 56. Grafico comparativo de la adhesion bacteriana (% respecto del control de
adhesion sobre titanio pulido) en las diferentes condiciones en valores relativos (A,
B, C, D, E, F son las letras con que se designaron las muestras). El eje de ordenadas

corresponde a % de bacterias adheridas respecto al Control.

Resultados experiencia B

100
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60 .
M Seriesl
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60V

60V+Politimol

PORCENTAIJE DE BACTERIAS ADHERIDAS

Ti control

Fig.N° 57. Grafico comparativo de la adhesion bacteriana (% respecto del control de
adhesion sobre titanio pulido) en las diferentes condiciones (anodizado a 60V y
anodizado a 60V y luego cubierto por politimol) en valores relativos al control de
titanio. El eje de ordenadas corresponde a % de bacterias adheridas respecto al

Control de titanio pulido.
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Resultados de adhesion de bacterias en valores relativos Experiencias A y B
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Fig.N° 58. Grafico comparativo de la adhesion de las bacterias en las diferentes
condiciones ensayadas en las experiencias A y B en forma conjunta en valores
relativos. El eje de ordenadas corresponde a % de bacterias adheridas respecto al

Control de titanio pulido.

La Fig.N° 58 y la Tabla N° 9 nos muestran que las bacterias se adhirieron en la
condicion 60V un 36,28% y en la condicion 60V+PoliTOH un 7,30% del valor del

control de titanio pulido con una importante disminucion respecto a dicha condicion.

5.11.4 Test de comparaciones multiples de Bonferroni para los datos de las

experiencias Ay B

En la tabla N° 9 se muestran los resultados del test de comparaciones multiples de
Bonferroni para los datos de las experiencias A y B. En la primera columna de dicha
tabla se indican las comparaciones realizadas y en la tercera y cuarta fila la
significancia de las diferencias. Asi por ejemplo el titanio control pulido se compara
con el titanio anodizado a 10V y se indica que la diferencia entre los valores de

adhesion de bacterias no es significativa. Por otra parte la comparacion de titanio
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control pulido con la muestra anodizada a 60V indica una diferencia significativa con

un grado de significacion de **** p < 0,001.

Number of families 1

Number of comparisons per 10

family

Alpha 0,001

Bonferroni’s multiple Mean Diff. | Significant? | Summary

comparisons test

Ti control vs. 10V 24,96 | No ns
Ti control vs. 20V -68,33 | Yes Ak
Ti control vs. 60V 63,71 | Yes ok ok
Ti control vs. 60V+ poliTOH 92,7 | Yes oAk
10V vs. 20V -93,29 | Yes lololo
10V vs. 60V 38,75 | No ns
10V vs. 60V+ poliTOH 67,74 | No *x
20V vs. 60V 132 | Yes oA
20V vs. 60V + poliTOH 161 | Yes Hokkx
60V vs. 60V + poliTOH 28,99 | No ns

Tabla N° 9 con resultados del test de Bonferroni utilizando Graphpad prism 5.

*#%* indica un grado de significacion p<0.001 y ** p<0.05 para diferencias entre las

condiciones indicadas.

El andlisis estadistico muestra que no existe significacion en la diferencia de
adhesion entre el titanio control y las muestras anodizadas a 10V (Til0V). Sin
embargo, son significativas las correspondientes a la condicion de 20V (mayor que el

control), 60V y 60V + poliTOH (menor que el control). Cuando se comparan las

117



distintas condiciones de polarizacion puede verse que en los casos de la comparacion
de condicion 20V con respecto a la de 60V, de 10V con respecto a 20V y de 20V con
respecto a la condicion 60V + poliTOH la diferencia es significativa con un grado de
p<0.001. Por otra parte, para 10V vs 60V + poliTOH es significativa pero con un
grado de significacion menor. Consecuentemente las condiciones 60V y 60V +
poliTOH son las de menor adhesion bacteriana y por lo tanto més apropiadas para su
utilizacion para implantes, mientras que la de 20V presenta condiciones
significativamente mas desfavorables respecto a la colonizacion bacteriana. Si bien la
Fig.N° 58 muestra un menor porcentaje de la superficie cubierta por bacterias sobre
la condicién de titanio anodizado a 60V + poliTOH respecto a la anodizada a 60V sin

dicha pelicula (7,30% vs. 34,28%) la diferencia no resulta ser significativa.

Seccion III. Resultados del analisis de rugosidad utilizando AFM y su relacion

con la adhesion bacteriana
5.I11.1 Observaciones por AFM y parametros de rugosidad

Las Figs.N° 59, 60, 61 y 62 muestran las imagenes por AFM de Ti pulido, Ti
anodizado a 10V, Ti anodizado a 20V, Ti anodizado a 60V y en la parte inferior de
las mismas se muestran las tablas con los correspondientes parametros (Ra, Rq,
Rmax., Wa, Wq, Wmax.alt., Sq, Sz, Ssk, Str, Sds y Sdr) que caracterizan la

rugosidad.
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Ti pulido

109.4 A

-161.4 nm
Ra=17% 1 nm Wa=1523 nm
Rg=22%2 nm Wo=17%4 nm

Rmax.=284 + 24 nm

Wmaxalt=75%13 nm

Imagenes AFM y Parametros de rugosidad y ondulacion.

5q=22,1+157 nm

52=202,2 + 20,82 nm

Ssk=-0,05+ 0,22

Str=0,34+ 0,07

Sds=26,24+ 2,32 um?*

Sdr=0,06

Fig.N° 59. Imagen de AFM vy tablas con los valores de los parametros calculados.

Ti anodizado a 10V

228.7 nm

5g=45,78 2,88 nm

52=368% 11,33 nm

2311 nm
Hight S0um
Ra=39% 3 nm Wa=40%4 nm
Rg=50 %3 nm Wag=49% 4 nm

Ssk=0,06+ 0,10

Rmax=418+10 nm

Wmax.alt=178 £ 15nm

Str= 0,51+ 0,07

Sds=22,06 + 0,35 pm?*

Imdgenes AFM y Pardmetros de rugosidad v ondulacion. | 38r=0,10

Fig.N° 60. Imagen de AFM Yy tablas con los valores de los parametros calculados.
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Ti anodizado a 20V

5q=49,54 1,12 nm
52=417,6+ 19,17 nm

= + 1 ] = xr
Ra=39+ 1 nm Wa=55+4 nm Sek=-0,51= 0,10 nm
Rg=50 %1 nm Wg=63=4 nm
- Str=0,3420,04
R =502x17 Wmaxalt=237+12
il b i MM | [5ds=23,56% 1,03 pm®

Imagenes AFM y Parametros de rugosidad y ondulacion. | sgr=0,09

Fig.N° 61. Imagen de AFM vy tablas con los valores de los parametros calculados.
Ti anodizado a 60V

! Mﬁﬁﬂfn

=450.3 nm
Haight A0 pm
5g=8E8,02 £+13,26 nm
5z= (90,6 96,26 nm
Ra=72% 10 nm Wa=199% 22 nm 55"{:':'_,2?1 D,.lg
Rg=92 £13 nm Wg=240+ 24 nm Str=0,43 £ 0,04
Rmax.= 1045 £ 57 nm Wmax.alt=884 £ 76 nm Sds= 20,86+ 2,37 pm?
Imagenes AFM y Parametros de rugosidad y ondulacign. | 30r=0.3

Fig.N° 62. Imagen de AFM y tabla con los valores de los pardmetros calculados.
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5.111.2. Comparacion de los valores de los parametros de rugosidad obtenidos

En las tablas N° 10, 11 y 12 se comparan los valores de los parametros Ra, Rq,

Rméx., Wa, Wq, Wmax.alt., Sa, Sq, Sz, Ssk, Str, Sds y Sdr obtenidos en las distintas

condiciones.

a) Parametros R (Ra, Rq, Rmax)

Parametro Ti pulido 10V 20V 60V

Ra 17+ 1 nm 39 + 3 nm 39+ 1 nm 72 + 10 nm
Rq 22 + 2 nm 50 + 3 nm 50 £ 1 nm 92 + 13 nm
Rmax 284+ 24nm |418+10nm |502+ 17nm | 1049 + 97 nm

Tabla N° 10. Parametros del perfil de rugosidad (R) para superficies obtenidas

aplicando distintos potenciales.

b) Parametros W (Wa, Wq, Wmax)

Parametro Ti pulido 10V 20v 60V

Wa 154+ 3 nm 40 £ 4 nm 53 £ 4 nm 199 £+ 22 nm
Wy 17+ 4 nm 49 + 4 nm 63 + 4 nm 240 £+ 24 nm
W maéx. altura | 75 + 13 nm 178 £ I5Snm | 237+ 12nm | 884 &+ 76 nm

Tabla N° 11. Parametros de ondulacion (waviness) para superficies obtenidas

aplicando distintos potenciales.
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¢) Parametros de superficie S (Sa, Sq, Sz, Ssk, Str, Sds, Sdr)

Pardmetro Ti pulido 10V 20V 60V

Sa 16,6 £1.0 38,8+2,4 39,9+1.0 67,5+9,1

Sq 22,1£1,57nm 49,78+2,88nm | 49,54+1,12nm | 88,02+13,26nm
Sz 202,2+£20,82nm | 368+11,33nm | 417,6£19,17nm | 690,6+96,26nm
Ssk -0,05+0,22 0,06+0,10 -0,51+0,10 0,27+0,13

Str 0,34+0,07 0,51+0,07 0,34+0,04 0,43+0,04

Sds 26,24+2.32um” | 22,06+£0,35um” | 23,56+1,03um” | 20,86+2,37um”
Sdr 0,06 0,10 0,09 0,3

Tabla N° 12. Parametros de rugosidad superficial S para superficies obtenidas

aplicando distintos potenciales.

Puede observarse que en la mayoria de los casos de todos los pardmetros R, W y S

los valores decrecen en el sentido 60V > 20V > 10V > Ti pulido excepto por Ssk y

Sdr.

5.11.3 Comparacion del porcentaje de bacterias adheridas en las distintas

condiciones de anodizado

Como puede verse en la Fig.N° 63 los porcentajes de bacterias adheridas no crecen

mondtonamente con el potencial aplicado, es asi como de acuerdo a la figura el

porcentaje corespondiente al Ti pulido > Ti anodizado a 10V > Ti anodizado a 60V

pero el Ti pulido < Ti anodizado a 20V.
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PORCENTAIJE DE BACTERIAS ADHERIDAS
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60V

Fig.N° 63. Porcentajes de bacterias adheridas sobre superficies obtenidas aplicando

distintos potenciales respecto al control de Ti pulido.

Ti pulido 10V 20V 60V
1-Ssk 1,05+0,22 0.94+0,10 1,51£0,10 0,73+0,13
1-Str 0,66+0,07 0,49+0,07 0,66+0,04 0,57+0,04
Sds 26,24+2.32um” | 22,06+0,35um” | 23,56+1,03um” | 20,86+2,37um”
Sdr 0,06 0,10 0,09 0,3
% de area | 99,9+ 8,7% 77,9+ 13,5% | 1783 +15,1% | 36,9 +3,7%
cubierta por
bacterias

Tabla N° 13. Comparacion de los pardmetros de rugosidad superficial de 1- Ssk, 1-

Str, Sds y Sdr con el porcentaje de bacterias adheridas para superficies obtenidas

aplicando distintos potenciales (Fig. N°63).
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Las Tablas N° 10, N° 11 y N° 12 muestran los valores de los parametros
relacionados con la rugosidad (Ra, Rq, Rmax; extendidos en Sa, Sq, Smax) y los de
ondulacion (Wa, Wq, Wmax) y se puede observar que presentan una variacion que
mayoritariamente crece con el potencial aplicado y no sigue la variacion de la
colonizacidn bacteriana para cada condicion. Asi por ejemplo los valores de Sa son
similares para 20V y 60V y sin embargo la adhesion bacteriana presenta valores
maximos y minimos respectivamente para dichas superficies. Por el contrario, la
oblicuidad (1-Ssk), anisotropia (1-Str), densidad de cumbres (Sds) y area
desarrollada (Sdr), si bien no muestran diferencias significativas al comparar los
distintos potenciales, puede observarse que varian de forma similar que el nimero de
bacterias, siendo menores los correspondientes a la condicion 60V y mayores los
correspondientes a 20V (Tabla N° 13). Es decir, las bacterias tenderian a adherir
sobre superficies mas extendidas y anisotropicas que presenten mesetas en la parte
superior. Entre los pardmetros mencionados el que mejor se relaciona es 1-Ssk ya
que su valores maximo y minimo coinciden con los méximos y minimos para la

adhesion bacteriana tal como puede verse en las Figs.N° 63 y N° 64.

1-Ssk

1,8

1,4
1,2

0,8 W 1-Ssk
0,6
0,4

0,2

Ti pulido 1o0v 20V 60V

Fig. N° 64. Variacion del pardmetro de rugosidad para superficies obtenidas

aplicando distintos potenciales.

124



Podemos notar al comparar los dos graficos (Figs.N° 63 y 64) que al disminuir el
valor del parametro 1- Ssk, como ocurre en las condiciones 10V y 60V, disminuye el
porcentaje de area cubierta por bacterias, mientras que en la condicion 20V al
aumentar el valor del parametro 1- Ssk aumenta el porcentaje de area cubierta por
bacterias, y las variaciones en los graficos son similares. Esto nos esta indicando que
existiria una estrecha relacion entre la oblicuidad de los picos y la adhesion de las
bacterias. Algo similar ocurre cuando observamos la variacion con el potencial de 1-

Str, Sds y Sdr si la comparamos con la observada en la Fig.N° 63.

En un futuro préoximo se espera poder repetir los ensayos y obtener, al aumentar el
nimero de muestras, una correlacion entre dichos pardmetros y la adhesion

bacteriana.
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Capitulo 6
DISCUSION

En los ultimos afios diversos grupos de estudio se dedicaron a la investigacion de las
fallas en la oseointegracion de los implantes dentales de titanio por causa de las
infecciones bacterianas.(140-143) Se ha observado que las mismas pueden ocurrir
por contaminacion durante la técnica de colocacidon quirargico-implantologica, en la
fase de exposicion del implante al medio bucal durante la colocaciéon de los tornillos
cicatrizales y durante su desempefio funcional como soporte protético generando
mucositis y peri-implantitis.(100) Para encontrar soluciones a estas problematicas,
diferentes investigadores han trabajado en el desarrollo de estrategias que permitan
inhibir o disminuir la adhesion inicial de los microorganismos retrasando el proceso
de formacién del biofilm y dando oportunidad a la accion de los agentes
antimicrobianos y al sistema inmune del paciente portador del implante dental.(144—
146) Una de estas estrategias es la modificacion de las propiedades de la superficie
del titanio, como por ejemplo la modificacion de la quimica superficial mediante un
proceso electroquimico de anodizado. La utilizacién de un electrolito que en su
composicion contenga flior, de conocidas propiedades antimicrobianas, en dicho
proceso de anodizacién podria ser una estrategia prometedora. Al respecto, las
investigaciones realizadas por Arenas y colaboradores(147) se han enfocado sobre
una situacion similar pero aplicada a los implantes de titanio para uso ortopédico. En
el presente trabajo se ha utilizado un protocolo de anodizado basado en el reportado
por dichos autores, pero con las modificaciones apropiadas de forma de poder
aplicarlo a los tornillos de cierre. Ademds también se prob6 una condicidn en la que
se recubrid con timol mediante un proceso de electropolimerizacion sobre la
superficie de titanio previamente anodizada a 60V que condujo a la formacién de una
pelicula electropolimerizada. Se investigd en ese caso si dicha cobertura seria capaz
de inhibir la adhesion de las bacterias. Con ese fin se tomd como base un trabajo

similar realizado por Bertuola y colaboradores sobre una superficie de cobre.(123)

Los resultados de la exposicion de las muestras anodizadas a los cultivos bacterianos
permitieron comprobar que, tal como se describe en la bibliografia, la interaccion

entre una superficie y una célula bacteriana estaria mediada por un arreglo complejo
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de interacciones fisicas y quimicas, y cada una de ellas se encontraria afectada por
las caracteristicas del ambiente al cual estdn expuestos, tanto el sustrato de titanio
como las bacterias.(83) En particular, en el presente trabajo, dentro de los factores
que podrian afectar la adhesion bacteriana se analizaron la tension superficial, la
composicion de la superficie (presencia de agentes antimicrobianos) y la topografia

superficial.

Considerando que la energia superficial podria condicionar la adhesion bacteriana, ya
que su influencia sobre la misma aun se encuentra en discusion en la bibliografia, se
realizaron medidas de tension superficial. El analisis comparativo de la variacion de
la hidrofilicidad para las distintas condiciones ensayadas, con respecto al porcentaje
de superficie cubierta por bacterias adheridas, permitié comprobar que no existe una
relacion directa entre la hidrofilicidad y la adhesion bacteriana para las situaciones
evaluadas. Pudo comprobarse que superficies con similares energias superficiales
presentaban distinto grado de adhesion microbiana. Asi por ejemplo, la condicion de
titanio anodizado a 20V con valor de angulo de contacto de 38,4° fue la superficie en
la que mas se adhirieron las bacterias mientras que la condicion de titanio anodizado
a 60V + poliTOH con un valor de 4ngulo de contacto muy similar de 37,9° fue la
superficie con mucho menor adhesion de microorganismos. Nuestros resultados
guardan similitud con un trabajo de Diaz y colaboradores que investigaron la
organizacion de Pseudomonas fluorescens sobre superficies nano/microestructuradas
quimicamente diferentes y que concluyeron que la estructura de los agregados de las
bacterias estudiadas dependia fuertemente de la topografia de la superficie, mientras
que no encontraron un vinculo claro con las propiedades fisico-quimicas (carga y
angulo de contacto) de la superficie.(74) Los resultados obtenidos en el presente
trabajo pueden explicarse considerando que, tal como se menciond previamente, la
adhesion bacteriana es un fendmeno complejo donde intervienen multiples factores
entre ellos las propiedades fisico-quimicas de la superficie del sustrato, de la
superficie del microorganismo, y del medio, todos interrelacionados e incluso
algunos enmascarando a otros.(67)

Con respecto al efecto de la composicion superficial sobre la colonizacion
microbiana, particularmente de la presencia del fluor en la composicion del 6xido

formado por anodizado, el analisis del Espectro de Dispersion por Rayos X (EDX)
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confirmo la presencia del elemento fltior en la superficie de las muestras anodizadas.
Las mismas presentaron valores similares de porcentaje atomico en las distintas
condiciones, a 10V (5,87%); a 20V (5,51%); a 60V (4,41%). Sin embargo, la
presencia de este elemento no garantizd la disminucion de la adhesion bacteriana
para todas las condiciones analizadas cuyo contenido de fltor era similar respecto al
control sin tratar (0%). Por este motivo pudo concluirse que no existia una estrecha
relacion entre ambos parametros de analisis (presencia de flior vs adhesion
bacteriana). Esto difiere de la interpretacion de los resultados que realizaron Arenas y
colaboradores que atribuyeron una significancia estadistica en la disminucién de la
superficie cubierta por las bacterias sobre las superficies tratadas con flior, y la
relacionaron con la presencia de fluor en la capa de 6xido formada anddicamente

sobre el titanio, sin analizar en detalle el efecto de la rugosidad.

Los multiples factores involucrados en la adhesion celular reversible e irreversible
dificultan la caracterizacion del rol y la importancia que tiene cada factor individual
en el proceso de adhesion, algunos de ellos no detectables por técnicas de andlisis de
rutina. Asi por ejemplo, en los ensayos de anodizado con tornillos de la misma marca
comercial pero de partidas de fabricacion de distintas fechas, fue interesante
constatar que los mismos mostraron resultados distintos con respecto al color y al
brillo dependiendo de la partida. Esto permitié comprobar que las distintas partidas
pueden presentar pequefias modificaciones en las impurezas y/o en la
microestructura metélica, no detectables a través de microscopias SEM o analisis
EDX, pero que alteran significativamente los resultados obtenidos luego de la
anodizacion. Al respecto, se ha reportado que los cambios microestructurales
producen fragmentaciones del grano, movimiento de atomos y distorsion en la

malla.(139)

Se sabe que la topografia superficial ocupa un lugar preponderante entre las
caracteristicas del sustrato que condicionan notoriamente la adhesion bacteriana. (74)
Con el fin de obtener superficies con diferentes texturas superficiales, los protocolos
disefiados para su aplicacion en el presente trabajo, incluyeron distintos potenciales
de anodizacion que condujeron a distintas texturas superficiales. Asi por ejemplo,

cuando se analizaron las superficies anodizadas por microscopia electronica de
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barrido (SEM), se pudo observar que en el caso de las anodizadas al potencial de
10V la superficie fue uniforme con elevaciones y depresiones que parecian seguir las
lineas de pulido; con el potencial de 20V el patrén fue mas heterogéneo, las
elevaciones y depresiones fueron mas espaciadas y ademas se observo la presencia
de hoyos de menos de @=lum. A partir del potencial 35V aparecieron en la
superficie algunas elevaciones similares a ampollas de aproximadamente @ 1,25 pm,
muy separadas entre si; con el potencial de 60V la superficie se vio completamente
diferente: predominaron las elevaciones similares a ampollas distribuidas
uniformemente en toda la superficie con un @ entre 2 y 4 um. Cuando fueron
observadas en detalle a 50.000X parecia, por su aspecto, que las ampollas hubieran

explotado.

Una vez obtenidas las distintas topografias superficiales mediante el proceso de
anodizado, las diferentes superficies fueron expuestas a los cultivos bacterianos y
observadas por microscopia de epifluorescencia, mostrando comportamientos que
diferian de acuerdo al potencial aplicado. Asi por ejempo, en el caso del Ti pulido y
el anodizado a 10V se observo que las bacterias formaron cumulos pequefios. Las
anodizadas a 20V revelaron agregados mas grandes y las anodizadas a 60V estaban
dispersas, aisladas, sin formar cimulos, sugiriendo que, bajo estas condiciones, si
bien no habia significativas diferencias en la composicion superficial, si existian en
la topografia de la superficie obtenida a dicho potencial que generaba esta
disposicion de aislamiento. Estos resultados permitieron comprobar que existia una
importante relacion entre la topografia superficial asociada a un determinado
potencial y la colonizacion bacteriana cuando se pudo comprobar que las
dimensiones caracteristicas del relieve son similares a las de las bacterias en
diametro/longitud (aprox. 1 um), la adhesion se ve dificultada.

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de disminuir ain més la colonizacion
bacteriana se realizaron ensayos en los cuales, mediante la electropolimerizacion del
timol, se form6 una cobertura polimérica. Cabe recordar que el timol es un
compuesto fendlico de propiedades antimicrobianas que logra electropolimerizarse
sobre ciertas superficies metalicas (Bertuola et al, 2017). Mediante dicho proceso se
formé una capa adherida sobre la superficie de titanio anodizado a 60V

(60V+poliTOH) y se encontré que la adhesion disminuia hasta 7,3+0,8% bajo estas
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condiciones. Las bacterias adheridas eran pocas y mas aisladas que en las muestras

anodizadas a 60V pero sin la cobertura polimérica.

Al realizarse el estudio comparativo de la superficie cubierta por bacterias sobre las
distintas superficies a través de microscopia de epifluorescencia pudo constatarse
que: en la condiciéon anodizado a 10V se llegd a 75,03% de la superficie
correspondiente al control (Ti pulido); en la condicion 20V fue 168,32%, es decir,
mayor que el valor del control de Ti pulido; en la condicion 60V fue de 36,28%
(valor minimo para superficies anodizadas) y en la condicion 60V + poliTOH fue de
7,30% con respecto al titanio pulido (menor que la superficie anodizada a 60V que
no tiene la capa polimérica). El andlisis estadistico a través del test de comparaciones
multiples de Bonferroni permitié concluir que las diferencias eran estadisticamente
significativas (p< 0,001) para las condiciones 60V y 60V + poliTOH con respecto al
control del titanio pulido. Estos resultados concuerdan con lo reportado en literatura
donde se informa que texturas diferentes pero de dimensiones caracteristicas
similares han mostrado también la reduccion de la adhesion bacteriana.(74,133,148)

Teniendo en cuenta la influencia significativa de la topografia superficial sobre la
adhesion microbiana se procedioé a evaluar los distintos factores que caracterizan a la
rugosidad y textura superficial. Primeramente se estudiaron distintos parametros que
describen la rugosidad tanto respecto a sus alturas en un plano determinado (Ra, Rq,
Rmax) y otros asociados a la estructura 3D de la textura (ondulacion o waveness:
Wa, Wq, Wmax y Sdr, Sa, Sz, Ssr, Str, Ssk, Sq, Sds). Luego de un andlisis detallado
de las relaciones entre el porcentaje de superficie cubierta por bacterias adheridas y
dichos parametros pudo constatarse que parametros de uso frecuente para describir la
rugosidad tales como Sa, presentaban valores que crecian con el potencial, a
diferencia del nimero de bacterias adheridas que no presentaba la misma tendencia,
ya que mostraba un maximo en potenciales intermedios (20V) y luego disminuia.
Asimismo, se observaron valores maximos para Ra de 60V, donde la adhesion
bacteriana fue minima. Por otra parte, pudo comprobarse que la oblicuidad (1-Ssk),
anisotropia (1-Str), densidad de cumbres (Sds) y area desarrollada (Sdr), si bien

tampoco presentaban diferencias significativas al comparar los valores obtenidos
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para los distintos potenciales, siguieron un comportamiento similar al de la adhesion
bacteriana. Se notd ademés que los valores medios obtenidos variaban con el
potencial de una forma similar a lo observado en el caso del nimero de bacterias
adheridas, siendo menores los correspondientes a la condicion 60V y mayores los
correspondientes a 20V. Es decir, la adhesion bacteriana parecia manifestar una
preferencia hacia superficies mas extendidas y anisotrdpicas que presentan mesetas
en la parte superior. Entre los pardmetros mencionados el que mejor se relaciona es
1-Ssk ya que sus valores maximo y minimo coinciden con los maximos y minimos
para la adhesion bacteriana. El pardmetro Ssk representa un valor positivo o negativo
segun sean las caracteristicas de la topografia. Los valores de Ssk son negativos (1-
Ssk mayor que 1) cuando en la superficie los picos son amesetados y los valles con
fondo agudo, mientras que los valores positivos (1-Ssk menor que 1) son cuando los
picos son agudos y los fondos de los valles son amesetados.(149) La textura con los
picos amesetados (Fig.N° 65, superior) seria, de acuerdo a los resultados del presente
trabajo, una condicién mas favorable para la adhesion bacteriana que la de los valles
amesetados. El confinamiento en los valles probablemente dificulta la reproduccion
bacteriana por el mayor aislamiento y la dificultad de percepcion de sefiales quimicas
que condicionan el comportamiento colectivo (“quoérum sensing”). Nuestros
resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Truong y colaboradores en un
trabajo donde investigaron la influencia de la rugosidad superficial a nanoescala del
titanio comercialmente puro grado II sobre la adhesion de diferentes bacterias. Entre
ellas se ensayd con cultivos de Staphylococcus aureus, y utilizando parametros de
Rsk y Rk para caracterizar la topografia superficial, se mostré que la relacion entre
los valores de Rsk y la adhesion de las bacterias tiene una tendencia similar a la

encontrada en la presente investigacion.(150)
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Fig.N° 65. La figura representa como valores de Rsk o Ssk menores a cero (arriba)
presentan picos de puntas amesetadas con valles estrechos de fondo agudo, mientras
que valores de Rsk o Ssk mayores a cero (abajo) presentan picos de puntas agudas y

valles con fondo amesetado.

Se ha podido comprobar entonces que el analisis de los factores que influyen sobre la
adhesion es muy complejo e involucra a un numero importante de variables. Entre
ellos la textura fue el factor que mostr6 mayor impacto. Para caracterizar una textura
superficial es necesario contemplar un gran nimero de pardmetros. AUn cuando
ciertos pardmetros como Ra y Sa son los mas utilizados para describir la rugosidad,
ellos mostraron que no guardan una relacion directa con la adhesion bacteriana por lo
que es necesario utilizar otros pardmetros conceptualmente mas complejos. Esto
subraya la necesidad de completar, a nivel comercial, la informacioén acerca de las
caracteristicas de la superficie a la hora de describir las propiedades de un implante
incorporando nuevos parametros (Ssk, Sdr, Sds) ya que en la actualidad dicha

informacion se limita usualmente a reportar los valores de Ra o Sa.
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Capitulo 7

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo mostraron que la adhesion del Staphylococcus aureus a
la superficie del titanio anodizado alcanzaron valores maximos, superando
ampliamente a los del control sin anodizar en el caso de las superficies de Ti
anodizadas a 20V, mientras que mostraron valores minimos para las
correspondientes a 60V. Los valores decrecieron aiin mas para los anodizados a 60V
con cobertura de politimol, con diferencias estadisticamente significativas respecto al
control Ti pulido. Se analizaron distintos factores que podrian corresponder a esa
respuesta: la incorporacion de flior a la composicion del oxido obtenido por
anodizacion, la hidrofilicidad, la textura superficial, la cobertura superficial

mediante una capa polimérica antibacteriana.

Los resultados de los andlisis de Espectro de Dispersion por rayos X (EDX) realizado
a las muestras mostraron valores de % atomico del elemento flior muy cercanos en
las diferentes condiciones, sin embargo, la adhesién bacteriana cambiaba
significativamente. Esto nos permitié concluir que el flior no estaria asociado

directamente a la disminucion en la adhesion de las bacterias.

Se evalud luego detalladamente la influencia de los pardmetros relacionados con la
textura de la superficie. El andlisis de trece parametros que describen la textura
superficial permitié concluir que la relacion de los valores de los mismos no refleja
la misma tendencia que la adhesion bacteriana. La oblicuidad (1-Ssk), anisotropia (1-
Str), densidad de cumbres (Sds) y area desarrollada (Sdr), presentaban variaciones y
tendencias similares a las observadas en el numero de bacterias adheridas al variar el
potencial de anodizacion. Es decir, la adhesion bacteriana parecia manifestar
preferencia hacia superficies mas extendidas y anisotrdpicas que presentan mesetas
en la parte superior. Entre los pardmetros mencionados el que mejor se relaciona es
1-Ssk.

Por otra parte, se comprobo que la menor adherencia se obtenia sobre las superficies
anodizadas a 60V con cobertura de politimol. Este tipo de coberturas es promisoria
para su utilizacion tanto en las cabezas de los tornillos de cierre, como en los cuerpos

de los implantes dentales, para técnica de colocacion inmediata postexodoncia. En
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este caso al no existir rozamiento con el tejido 6seo, la pelicula no se desprenderia de
la superficie, lo que permitiria reducir el riesgo de infeccion por contaminacién. Sin
embargo, es necesario seguir investigando el comportamiento de estas superficies
frente a los procesos de oseointegracion para poder definir su aplicabilidad en la
clinica odontologica.

De los resultados del presente trabajo surge la importancia de realizar un estudio
detallado de la textura superficial y su correlacion con la adhesion bacteriana con el
objeto de disefiar biomateriales con superficies anti-biofilm y oseointegrables. Es
decir que el parametro de rugosidad superficial Sa (lisos, minimamente rugosos,
moderadamente rugosos, y rugosos) con que se clasifican los implantes dentales, no
es suficiente para describirlos adecuadamente. Se comprobd en este trabajo que
idénticos valores de Sa pueden corresponder a superficies cuyas texturas son muy
disimiles y las bacterias interaccionarian en forma distinta con las mismas, lo que
implicaria distinta susceptibilidad de adhesion bacteriana para superficies

caracterizadas por un mismo valor de Sa.
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