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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar superficies bioactivas, osteoinductoras y osteoconductoras para implantes

dentales de Ti c.p que favorezcan la osteointegracién de los dispositivos biomédicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Desarrollar combinaciones de tratamientos superficiales en titanio para implantes

dentales.

e FEvaluar la biocompatibilidad entre las superficies de Titanio modificadas

superficialmente y células madre mesenquimales (CMM) in-vitro.

e Caracterizar y comparar la influencia de los tiempos de cultivos y el comportamiento

biolégico de las CMM durante el cultivo in-vitro.

ALCANCE

El presente trabajo busca desarrollar superficies biocompatibles favoreciendo la
regeneracion osea a partir de la disminucién de los tiempos de cicatrizacién, y en
consecuencia los tiempos de osteointegracion del implante. Con las técnicas actuales, los
tiempos entre la primera y segunda fase de cirugia son de cuatro a seis meses.

El estudio de dichas superficies es evaluado mediante ensayos in-vitro con células madre
mesenquimales, particularmente el enfoque esta dado hacia la evaluacién de la interaccién
de las células con la superficie en estudio.

Se estudiaran las caracteristicas fisicas y quimicas de las superficies y como éstas impactan
en su biocompatibilidad. Para realizar la caracterizacion de las superficies y de los cultivos
celulares, se utilizaran las técnicas de Microscopia Optica, Microscopia Electronica de

Barrido y Espectroscopia Dispersiva en Energias.



RESUMEN CAPITULAR
CAPITULO 1: INTRODUCCION

Los biomateriales son esencialmente materiales utilizados y adaptados para su uso médico.
Como consecuencia de distintas afecciones médicas, en las ultimas décadas se ha
incrementado el uso de los biomateriales, ayudando de esta manera a mejorar la calidad de
vida de los seres humanos. [1]

Se define a los biomateriales como sustancias implantadas dentro del cuerpo o utilizadas
junto con él, disefiadas para tener propiedades que se asemejen a las del sistema bioldgico,
sean lo suficientemente estables para el uso previsto, y tengan niveles apropiados de
bioactividad, estando disenados para cumplir parcial o totalmente las funciones de los tejidos
y érganos enfermos, dafados o que funcionan mal. [2]

Particularmente, en el caso de implantes dentales, el incremento y la necesidad de su uso
esta relacionado con varios factores, que incluyen: el envejecimiento de la poblacion que
vive mas tiempo, la pérdida de dientes en relacion con la edad, las consecuencias de fallos
de protesis fijas, las consecuencias anatémicas del edentulismo (pérdida de piezas
dentales), pobres resultados de las protesis removibles, los aspectos psicoldgicos de la
pérdida de dientes, las ventajas de las restauraciones soportadas con implantes y un mayor
conocimiento de la poblacion. [3]

En los ultimos afos, se ha puesto mucho esfuerzo en el disefio y proceso de fabricacion de
implantes, sobre todo desde la ingenieria de superficies, que permitan una mayor
aceleracion y robustez del proceso de osteointegracion, contribuyendo a la disminucién de
la tasa de fracaso de los implantes por enfermedades periimplantarias. Se han desarrollado
multiples recubrimientos y tratamientos superficiales con el fin de estimular la osteogénesis
mediante la diferenciacion de las células madre mesenquimales a células osteoblasticas,
con el propoésito de conseguir una rapida y excelente calidad de osteointegracion. [4] - [8]

No obstante, existe disparidad en cuanto a los efectos de las caracteristicas superficiales
generadas por los recubrimientos o tratamientos superficiales en la induccion de la
diferenciacion de células madre mesenquimales hacia células osteoblasticas [8] [9]. En la
mayoria de los estudios realizados, se agregan factores de crecimiento exégenos o medios
estimulantes, como las proteinas morfogenéticas dseas, para estimular la diferenciacion de

las células madre mesenquimales. [10] - [13].

1.1. Implantes dentales de Titanio

El Titanio y sus aleaciones son ampliamente utilizados como biomateriales debido a que

cumplen con ciertos requisitos y ventajas frente otros materiales para esta aplicacion. Se



destaca su biocompatibilidad, lo que refiere a la aceptaciéon biolégica y capacidad del
material de ser utilizado en estrecha conexion con los tejidos vivos sin causar ningun tipo de
reaccion adversa (ya sea local o sistémica) sobre el organismo. [14] [1]. Dentro de los
aspectos funcionales de la utilizaciéon de los implantes dentales, también se incluyen la
transmision de las fuerzas desde las superficies oclusales de los dientes a través de la
corona, el puente y la region del conector del cuello del implante para asegurar la transmision
interfacial a los tejidos blandos y duros de soporte, sumado a que la parafuncién (nocturna
y/o diurna) puede ser enormemente perjudicial para el implante. Para soportar dichos
esfuerzos y ademas conservar la integridad de la pieza como implante dental, deben ser
consideradas las propiedades mecanicas del material a utilizar, tales como el limite maximo
de resistencia, la resistencia a la fatiga, dureza, resistencia al desgaste, y ductilidad [3].
Teniendo en cuenta las mencionadas solicitaciones, son destacables las propiedades
mecanicas del Titanio en comparacion con otras aleaciones utilizadas como implantes
metalicos (Tabla 1). El Titanio ademas presenta una relativa baja densidad (4,5 g/cm?), por
lo tanto, tiene una elevada relacion resistencia mecanica/peso. Se debe mencionar la
habilidad que presenta este material para pasivarse, es decir, formar espontaneamente una
pelicula de éxido (TiO-) inerte, adherente y muy estable sobre la superficie del metal. Lo que
le otorga excelentes propiedades respecto a resistencia a la corrosion en variados ambientes
y la caracteristica de ser un material bioinerte, ya que no genera ningun tipo de reaccién ni
modificacion en el entorno del organismo y tampoco desarrolla una unién directa, adherente

y fuerte con los tejidos duros y/o blandos. [15]

Tabla 1. Parametros representativos de las propiedades mecanicas de implantes metalicos [16]

Material Designacion Condicion Mddulo Limite Tension Limite de
ASTM de elastico dltima  fatiga (107
Young (MPa) (MPa) ciclos)
(GPa) (MPa)
Aceros — aisi316L Recocido 190 221 483 221-280
inoxidables
AISI 316 L Recocido 190 331 586 241-276
0 .
30%trabajadoen 55 5q, 930 310-448
frio
Aleaciones 30% trabajado en
de Ti F67 frio Grado 4 110 485 760 300
F136 Recocido 116 896 965 620

Recocido tratado

L 116 1034 1103 620-689
térmicamente

Es el Titanio seleccionado como el material de mejor opcién debido a su naturaleza inerte y

biocompatible, destacando como fue mencionado, su excelente resistencia a la corrosion.



En ausencia de movimiento interfacial o condiciones ambientales adversas, este estado
pasivado (oxidado) superficial minimiza los fenémenos de biocorrosion. En situaciones en
las que el implante estuviera colocado dentro de un receptor apropiado, lo suficientemente
estrecho en su sitio dentro del hueso, las areas ralladas o abrasionadas se repasivarian en
vivo. Al ser el medio bucal un medio acuoso, los fendmenos electroquimicos actuan
produciendo la repasivacién. Esta caracteristica es una propiedad importante a considerar
relacionada con el uso de titanio para implantes dentales [3]

El disefio del implante y las condiciones de la superficie afectan a la dinamica de la
osteointegracién, lo cual es un requerimiento fundamental para el éxito de los implantes
dentales. Se define osteointegracion como el anclaje directo entre los tejidos periimplantarios
y la superficie del implante mediante la formacion de tejido 6seo sin el crecimiento de tejido
fibroso. [17] [3]. Este proceso se desencadena por un mecanismo que comienza con
reacciones interfaciales (el cual sera abordado mas adelante).

Previo al estudio de la osteointegracion, el uso de prétesis implantosoportadas daba lugar
a menudo a la formacioén de una estructura fibrosa alrededor de los implantes, causando la
movilidad y la pérdida posterior del implante. La observacion de que el hueso puede crecer
sobre estructuras de Titanio origind un nuevo camino en el estudio del anclaje intradseo para
protesis dentales.

En el disefio de la interfase hueso-implante se presentan las siguientes cuatro fases
diferenciadas:

1. Integracion quirurgica.

2. Dinamica de curacion.

3. Periodo de carga precoz.

4. Periodo de carga tardia.

El periodo de curacion inicial de un implante (que no esta cargado inmediatamente) es la
fase del proceso de osteointegracién que esta afectada principalmente por la condicién
superficial del implante. Por regla general, las superficies rugosas aumentan el porcentaje
de contacto implante-hueso durante el proceso inicial de curacion del hueso.

Una vez que el implante se inserta en su sitio del hueso (Figura 1), se inicia una cascada
de acontecimientos bioldgicos. Al principio se produce la osteoconduccion, que implica el
reclutamiento y la migracion de células osteogénicas a la superficie del implante. En segundo
lugar, se produce la formacién de hueso nuevo, causa de la formacion de una matriz
interfacial mineralizada seguida de un proceso de remodelacion del hueso. Este fenébmeno
puede estar bajo la influencia de la microtopografia de la superficie [3]. El desarrollo del
tratamiento entonces estara fuertemente influenciado por los mecanismos bioldgicos e
interfaciales a ocurrir en la zona del implante. La segunda etapa del tratamiento de un

implante dental consiste en la colocacién de la corona al implante, lo que genera la aplicacién



de carga sobre el mismo. Por lo tanto, para esta instancia, el proceso de curacién debe haber
sido exitoso. Los tiempos de tratamientos dependeran fuertemente de los tiempos de
osteointegracién. Ademas, una temprana colocacion de la corona sobre implante dificultaria
el paso de Oxigeno, interrumpiendo la diferenciacion de las CMM al linaje osteoblastico,
impidiendo que se lleve a cabo la osteointegracion del implante. Por lo tanto, desde la ciencia
e ingenieria de los materiales, se busca el desarrollo de superficies que favorezcan la
actividad celular sobre la misma, generando una temprana osteointegracién y acortando los

tiempos de cicatrizacion de implantes dentales.

Figura 1. Implante dental insertado en el sitio del hueso. [3]

1.2. Métodos de modificacion de superficie

Como se ha mencionado, las caracteristicas superficiales tienen gran influencia en la
interaccion del implante para con el organismo. Existen métodos de modificacién de
superficie realizados para mejorar las caracteristicas del Titanio como biomaterial
aumentando su bioactividad, lo cual refiere a interacciones o efectos que los materiales
ejercen sobre las células con el fin de conducir o activar a las células hacia respuestas o
comportamientos especificos. [18]. Particularmente en los implantes dentales, dicho
comportamiento refiere a la adhesion y actividad celular, es decir, proliferacion,
diferenciacion y produccién de matriz extracelular, orientando a lograr la osteointegraciéon
del implante, disminuyendo los tiempos de tratamiento y la probabilidad de fracaso de los
implantes. La bioactividad del material se ve fuertemente influenciada por las caracteristicas
superficiales. Un principio fundamental de la biologia celular consiste en que lo que una
célula toca tiene un papel importante en la determinacion de lo que una célula hace.
Dependiendo de la aplicacion especifica, un método adecuado de modificacién de superficie
puede resultar en un aumento o reduccién de la adsorcién de proteinas, alteracion de la

trombogenicidad superficial, control de adhesion celular, crecimiento y diferenciacion,



modulacion de la encapsulacion fibrosa, etc. [14]. En los implantes dentales de Titanio se ha
obtenido una buena osteointegracion con modificaciones en la topografia de la superficie,
sin embargo, se contintia con el estudio de una gran variedad de recubrimientos inorganicos

y organicos para alcanzar una mejora en la integracion del tejido. [7]

Por lo tanto, se buscan establecer las mejores condiciones superficiales para lograr
actividad celular sobre la superficie. Las propiedades de la superficie como la composicion
quimica, topografia (rugosidad), carga superficial, energia superficial y mojabilidad, tienen

influencia en la respuesta biolégica de un material implantado. [14]

La composicidon quimica es de importancia ya que define los grupos funcionales que
tendran interaccién con las biomoléculas presentes en el organismo, las cuales tendran
mayor afinidad a determinadas superficies. En superficies de Titanio, los efectos bioldgicos
de la quimica superficial estan relacionados principalmente con la estructura de la capa de
oxido de titanio (TiO2). La adicion de iones tales como Calcio, Azufre, Fésforo, o Magnesio
a la capa de oxido de titanio nativo a través de los métodos de oxidacion electroquimica se
utilizan ampliamente para modificar la superficie quimica de los implantes metalicos. [14]. La
composicién quimica de la capa de adsorcion de la superficie puede impactar en la
progresion del linaje de las células, por lo que elementos presentes en la superficie

beneficiarian el linaje a diferenciar. [14] [19].

La topografia y rugosidad superficial del implante es un factor clave que afecta la
adhesion, morfologia celular, auto orientacion, proliferacién y diferenciacion, y tiene una
influencia significativa sobre la sefalizacion celular de células adherentes al implante.
Ademas, se genera una mayor area superficial para la interaccion con las células [14].
Todos los materiales de implante destinados a aplicaciones bioactivas deben contener
caracteristicas topograficas complejas. Este aspecto esta inspirado en procesos bioldgicos
que ocurren naturalmente en la remodelacion ésea: la reabsorcion de la superficie del hueso
viejo por los osteoclastos proporciona una superficie topograficamente muy compleja donde
se deposita la nueva matriz 6sea. Se ha demostrado que la rugosidad de la superficie induce
diferenciacion de CMM a un fenotipo osteoblastico y mejora la maduracion de los
osteoblastos. Sin embargo, como exactamente la rugosidad de la superficie induce la
diferenciacion de CMM es un mecanismo que aun no esta claro. [20]

La topografia de la superficie también se puede alterar creando estructuras porosas (por
ejemplo, revestimientos porosos) de los biomateriales metalicos. Como resultado, el material
poroso del implante puede adherirse fuertemente al hueso creciendo hueso en los poros
interconectados. Se han realizado estudios donde concluyen que el tamano de poros en el
rango de 200-500um mejora la osteointegracién [14]. Esta mejora se relaciona con que la

formacion de poros sobre la superficie de Titanio incrementa ademas la hidrofilicidad de la



superficie y la adsorcion de proteinas, con un efecto significativo en la diferenciacion y
bioactividad celular logrando buenas caracteristicas de adhesion. La superficie porosa
resulta entonces una superficie biomolecular con gran potencial para aplicaciones de

implantes 6seos. [21]

En cuanto a la carga superficial, se tiene en cuenta el papel de las interacciones
electrostaticas en muchos eventos biolégicos, ya que la presencia de carga superficial en la
interfase solido-solucién es una de las principales propiedades metalicas que modulan tanto
la adsorcion de proteinas como la adhesién celular. Las superficies cargadas positivamente
promueven la adhesion celular, mientras que las superficies cargadas negativamente la

reducen.

Por ultimo, la energia superficial y mojabilidad de la superficie tendran gran influencia en
el comportamiento del biomaterial en el organismo.

La superficie de un material es la terminacion de una estructura tridimensional extendida y
por lo tanto, generalmente representa un aumento de energia, es decir, la energia superficial.
Sobre los recubrimientos superficiales de los biomateriales metalicos, a escala atdmica, esta
energia esta presente como enlaces quimicos no enlazados. La energia de enlace de la
molécula superficial es menor que la energia de enlace asociada con una molécula de fase
masiva, los enlaces quimicos se disponen en el espacio fuera del material sélido y daran
como resultado que los atomos de la superficie tengan mayor energia que los atomos del
interior. Los atomos de la superficie intentaran reducir la energia libre reorganizandose y/o
uniéndose a cualquier molécula reactiva disponible, como aire o agua en una superficie
metalica, para alcanzar un estado de energia mas favorable. El término energia superficial
también esta estrechamente relacionado con la mojabilidad. Mientras que la energia
superficial describe las interacciones con distintos materiales, la mojabilidad de la superficie
(es decir, la hidrofilicidad e hidrofobicidad) describe estas interacciones con liquidos. La
mojabilidad es el grado en que una superficie solida es mojada por un liquido, generalmente
expresado como angulo de mojado. Dado que liquidos (como por ejemplo el agua) tienen
una gran capacidad de mojado, un material de alta energia superficial puede tener mayor
interaccion con los liquidos y, en consecuencia, sera mas hidrofilico. Para superficies de
implantes de Titanio, el angulo de contacto las mediciones dan valores que van de 0°
(hidrofilico) a 140° (hidrofébico). Se ha demostrado que al aumentar hidrofilicidad se induce
un mayor contacto hueso-implante, diferenciacion de osteoblastos, produccion de factores
de crecimiento y expresién de genes osteogénicos.

Cuando se coloca un material de implante dentro del cuerpo humano, la mojabilidad del
material se encuentra entre los primeros y mas importantes eventos que tienen lugar por los

fluidos fisiologicos. Esto controla la adsorcion de proteinas, seguido de la adhesién de las



células a la superficie del implante. Por lo tanto, la mojabilidad de la superficie se considera
un criterio importante que tiene influencia en la biocompatibilidad del implante.

Las caracteristicas superficiales mencionadas afectaran entonces al comportamiento
superficial del biomaterial, ya que cada una aportara modificaciones en el comportamiento
biolégico y ademas se relacionaran unas con otras, como por ejemplo, se menciona que los
tres factores mas importantes que afectan la mojabilidad de una superficie son su

composicién quimica, topografia microestructural y carga superficial.

La busqueda de las mejores condiciones superficiales para los implantes dentales estara
dada por el estudio de la modificacién de estas caracteristicas superficiales, sin afectar las
propiedades volumétricas de la pieza (resistencia, relacion densidad/peso,
biocompatibilidad), con el fin de lograr superficies bioactivas, osteoinductoras vy
osteoconductoras para implantes dentales de Ti c.p que disminuyan los tiempos de

osteointegracién de los dispositivos biomédicos. [14] [22]

Dentro de esta busqueda, existen distintos métodos de modificacion de superficie, los

cuales pueden ser quimicos y/o mecanicos, entre ellos;

Granallado con particulas de fosfato de Calcio o blastinizado (B):

El blastinizado o blasting, es una técnica de proyeccion de particulas que genera una
deformacion plastica localizada y también una remocién de material. Es una técnica
ampliamente utilizada para la remocion de contaminantes gruesos y como operacion de
terminacién superficial en la manufactura de componentes metalicos.

Se agrega fosfato de Calcio sobre la capa de 6xido de titanio y se obtiene en la superficie
una modificacion quimica inorganica, la cual podria estimular la regeneracién ésea y
aumentar el entrelazamiento quimico entre las proteinas de la matriz 6sea y los materiales
de la superficie, generando también modificaciones de carga superficial. El tratamiento de
blastinizado crea una superficie rugosa irregular con surcos, crestas, valles, etc. (Figura 3
(a).) [23] [24].

Anodizado por plasma quimico (APQ):

El anodizado por plasma quimico (APQ), es utilizado para modificar las superficies de Ti-
CP en aplicaciones biomédicas. Mediante la combinacion de una modificacién quimica y
morfolégica en un proceso simple, se modifica la composicion del recubrimiento (con
agregado de Ca/P), la microestructura, y ademas se produce una porosidad sobre la
superficie que es beneficiosa para la posterior osteointegracion. [25]

Es una técnica avanzada que produce recubrimientos ceramicos sobre superficies

metalicas con 6xidos nativos dieléctricos muy adherentes (como el Aluminio, Titanio,



Magnesio, entre otros). Se exhibe una topografia caracteristica de microporos, la mayoria
presentan una geometria circular, aunque también se pueden observar formas elipsoidales
e irregulares (Figura 3 (c).) La porosidad es generada durante la etapa de ruptura dieléctrica
del tratamiento de anodizado por plasma quimico.

En comparacion con la superficie de Titanio mecanizada, la superficie tratada por APQ tiene
menor angulo de contacto (mayor hidrofilicidad), y mayor micro rugosidad. Sin embargo, si
la capa de 6xido es relativamente gruesa en la superficie, se ve afectada la adhesion de las

células, lo que podria relentecer el proceso normal de osteogénesis. [7] [26]

Grabado acido con previo granallado con particulas de fosfato de Calcio:

El grabado acido (GA), es un tratamiento llevado a cabo mediante un ataque con fuertes
acidos como como acido nitrico, acido fluorhidrico y acido sulfurico, o sus combinaciones. El
tratamiento de GA con previo granallado modifica la topografia, incrementando la
hidrofilicidad y energia superficial. Estas caracteristicas ademas se relacionan con la quimica
superficial, que puede ser modificada incrustando determinados elementos segun el tipo de
acido utilizado [19]. Se crea una rugosidad y composicion que disminuyen los tiempos de
osteointegracion a través de un mayor contacto entre el hueso y el implante. [27]

En la Figura 3 (e). se observa la topografia obtenida mediante el tratamiento de GA.

Tratamiento alcalino en NaOH

El tratamiento alcalino es un tratamiento quimico que crea una capa con estructura de red
tridimensional con poros de tamano nanométrico [20]. Esta se desarrolla en forma de pluma,
compuesta de un hidrogel de titanato de Sodio. Su desarrollo consiste en mantener la
superficie de Ti mojada en una solucibn con concentracion molar y temperatura
determinadas por un cierto periodo de tiempo', de esta forma los iones de Sodio y Oxigeno

seran incorporados en la superficie con una profundidad de 1 um (Figura 2). [28]

' Las condiciones de concentracién, tiempo y temperatura del tratamiento alcalino estaran
definidas por la investigacion a realizar.



NaOH solution

Sodium hydrogen titanate
Na®

Figura 2. Cambios estructurales de la superficie de Titanio sujetos al tratamiento alcalino en NaOH [28].

La estructura observada corresponderia al hidrogel de titanato de sodio. Segun Wei y
colaboradores, el espesor de hidrogel de titanato aumenta al aumentar la concentracién de
hidréxido de Sodio en la solucion acuosa. Segun Camargo y colaboradores, el tratamiento
alcalino genera una superficie bioactiva, con una composicion superficial que influencia
positivamente la capacidad de formacion de una matriz mineralizable, resultando esta mucho
mas rapida en comparacion con superficies de Titanio sin tratamiento alcalino. [29]

Cuando las gotas de agua se depositan en la superficie de las muestras tratadas con NaOH
se dispersan rapidamente, este resultado indicaria una alta energia superficial, adhesividad
y mojabilidad de las superficies. Caracteristicas superficiales que podrian acortar los tiempos
de cicatrizacion y en consecuencia los tiempos de osteointegracion de los implantes. [30]

En las figuras 3, (b), (c) y (d) se observan imagenes de superficies de Titanio con tratamiento

alcalino en NaOH.
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1.3.

Figura 3. Imagenes SEM, correspondientes a las superficies en estudio. a). Blasting (1000x)
[31] b). Blasting con tratamiento alcalino. ¢). Anodizado por plasma quimico [32]. d).
Anodizado por plasma quimico y tratamiento alcalino. e). Grabado acido [33] f). Blasting con
grabado &cido y tratamiento alcalino.

Células madre mesenquimales: actividad celular

Células Madre (C.M.). Las células madre son células indiferenciadas que tienen
capacidad para autorrenovarse, ser clonogénicas y diferenciarse en distintas estirpes
celulares [34]. Estas se clasifican segun su origen (embrionario o adulto), el tejido
sobre el que asientan (los nichos proveen a las células troncales las condiciones
necesarias para regular su fisiologia y preservar su estado de "célula troncal". Estos
pueden ser: médula 6sea, piel, tejido adiposo, cordén umbilical, foliculo piloso,
intestino, sistema nervioso y diente), potencial de diferenciacion (totipotenciales,

pluripotenciales, multipotenciales, oligopotenciales, unipotenciales). [35]

Células madre mesenquimales: Los nichos de las células madre adultas llamadas

células madre mesenquimatosas, se hallan en el tejido conjuntivo laxo del adulto.
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Estas células dan origen a células diferenciadas que funcionan en la reparacion y
formacion de nuevo tejido, como es el caso de la cicatrizacion de heridas y del
desarrollo de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacion). Las células madre
dentales tienen potencial de multidiferenciacién y por tanto pertenecen al grupo de
células madre adultas, tienen la capacidad de formar células con caracter
osteo/odontogénico, adipogénico y neurogénico [35]. En la cavidad oral podemos
encontrarlas en la pulpa, en el foliculo dental y en el tejido conectivo gingival entre
otros. La pulpa posee células mesenquimaticas indiferenciadas que derivan del
ectodermo de la cresta neural, constituyendo una verdadera reserva celular, poseen
capacidad de diferenciarse en nuevos odontoblastos o fibroblastos segun el estimulo

que actue sobre ellas. [36]

Diferenciacién: Resulta de la especializacién estructural y funcional de células
individuales. La capacidad de una célula de diferenciarse en distintos tipos celulares
se denomina potencia (por ej. La CMM es multipotente y de ella derivan osteoblastos,

fibroblastos, condroblastos, etc.). [37]

Osteoblasto: El osteoblasto es la célula formadora de hueso diferenciada que secreta
la matriz 6sea. Al igual que sus parientes cercanos, el fibroblasto y el condroblasto, el
osteoblasto es una célula secretora versatil que conserva la capacidad de dividirse.
Secreta tanto el colageno tipo | (que constituye el 90 % de la proteina ésea) como las
proteinas de la matriz 6sea, que constituyen la matriz no mineralizada inicial, llamada
osteoide. A medida que se deposita la matriz osteoide, el osteoblasto queda
finalmente rodeado por ella y, por lo tanto, se convierte en un osteocito. El osteoblasto

también es responsable de la calcificacion de la matriz 6sea. [38]

Adhesion: La adhesion celular a la superficie del implante se define como el primer
paso fundamental a ocurrir en las funciones biolégicas para el desencadenamiento de
un mecanismo de osteointegracion [39]. En la caracterizacion celular, una condicion

necesaria de las CMM es su adherencia a una placa de plastico (placa de Petri).

Actividad celular: El término refiere a la actividad biolégica que desarrolla la célula
sobre la superficie, es decir, crecimiento, sintesis de proteinas, comunicacién
intercelular. Con el microscopio electronico se ve que los osteoblastos poseen
proyecciones citoplasmaticas muy delgadas que se introducen en el osteoide
producido por la célula y entran en contacto con las proyecciones similares de
osteocitos vecinos mediante uniones de hendidura. Esta formacion inicial de uniones
entre un osteoblasto y los osteocitos contiguos (como asi también entre los
osteoblastos contiguos) permite que las células vecinas dentro del tejido 6seo se

comuniquen [38].



* Matriz extracelular: Los espacios intercelulares estan ocupados por un material
producido por las células. Este material extracelular recibe el nombre de matriz
extracelular. La indole de las células y de la matriz varia de acuerdo con la funcion del
tejido. Por lo tanto, para la clasificacion del tejido conjuntivo no sélo se tienen en cuenta
las células sino también la composicién y organizacion de la matriz extracelular. Por
ejemplo, el hueso tiene una matriz mineralizada por Calcio y moléculas de fosfato que

estan asociadas con las fibras de colageno [38].

* Mineralizacién: La mineralizacion se lleva a cabo en la matriz extracelular del hueso
y del cartilago, y en la dentina, el cemento y el esmalte de los dientes. Es un fenédmeno
regulado por células. En los sitios donde se inicia la mineralizacién de hueso, cartilago,
dentina y cemento, la concentracion local de iones Ca*? y PO, 2 en la matriz deben
exceder el nivel del umbral normal. Varios acontecimientos son responsables de esta
mineralizacion: la fijacién de Ca*? extracelular por la osteocalcina y otras sialoproteinas
crea una concentracion local alta de este ion. La concentracion alta de Ca*? estimula
los osteoblastos para que secreten fosfatasa alcalina (ALP), que aumenta la
concentracion local de iones PO, 3. La concentraciéon alta de PO, 2 estimula el
aumento adicional de la concentracién de Ca*? en donde se iniciara la mineralizacion
[38].

La osteogénesis, es el proceso de formacién del hueso nuevo, lo cual es esencial para la
funcién ésea normal. Se requiere una poblacion de células osteoprogenitoras renovables
(células precursoras de osteoblastos) que son sensibles a los estimulos moleculares que las
transforman en células formadoras de tejido 6seo. Las células osteoprogenitoras derivan de
células madre mesenquimatosas de la médula 6sea que tienen el potencial de diferenciarse
en diferentes tipos celulares, incluidos fibroblastos, osteoblastos, adipocitos, condrocitos y

células musculares [38].

En la colocacién de implantes dentales, las células osteoprogenitoras, son las que migran
hacia la superficie del implante desde el tejido circundante, siendo un evento clave para la
osteointegracion, para la cual es necesaria la diferenciacion de CMM a osteoblastos. Por lo
tanto, el estudio realizado in-vitro en CMM proporciona buena informaciéon acerca de la

interaccion implante-células [19].

Importancia de la osteointegracién del implante

La osteointegracién es un requerimiento fundamental para el éxito de los implantes
dentales. Como ya ha sido mencionado, se define como el anclaje directo entre los tejidos
periimplantarios y la superficie del implante mediante la formacion de tejido éseo sin el

crecimiento de tejido fibroso. Este proceso se desencadena por un mecanismo en cascada



que comienza con las reacciones interfaciales de la superficie del implante, las células
sanguineas, el tejido conectivo y las CMM provenientes del mismo.

En las condiciones ideales, luego de la colocacién de un implante de Titanio, se forma un
coagulo de sangre entre la superficie del implante y las paredes del lugar donde se efectud
la osteotomia. Las proteinas plasmaticas son atraidas al area, las plaquetas se activan y se
liberan citoquinas y factores de crecimiento. Comienza la angiogénesis y las células madre
mesenquimales migran a través de la estructura de fibrina del coagulo hacia el sitio de la
osteotomia y la superficie del implante. Estas células se diferencian en osteoblastos y
comienzan a depositar osteoide (matriz mineralizable). El tejido éseo es un tejido conectivo
y como tal estd compuesto por células y matriz extracelular. Existen cinco tipos de células
presentes en el tejido éseo: las células osteoprogenitoras, los osteoblastos, los osteocitos,
las células de revestimiento éseo y los osteoclastos.

La formacion de tejido 6seo ocurre a partir de las células osteoprogenitoras (células
mesenquimales indiferenciadas) las cuales se diferencian en células osteoblasticas, a partir
de distintos estimulos biolégicos que se originan en el interior de las células
osteoprogenitoras. Las células osteoblasticas secretan colageno y distintas proteinas que
compondran la matriz 6sea. Con el tiempo, la matriz se mineraliza (aumento en la
concentracion de Ca*?y fosfatos), y las células rodeadas con matriz extracelular que quedan
incluidas en lagunas denominadas osteoplastos, pasan a llamarse osteocitos. El hueso en
este estadio tiene caracteristicas membranosas y crece por un fendmeno llamado
crecimiento aposicional en donde los osteoblastos secretan mas matriz sobre la previamente
formada, haciendo crecer esta estructura y dando, gradualmente, la configuracién final al
hueso [38].

La importancia de este mecanismo se debe a que una incorrecta osteointegracion del
implante podria concluir en el fracaso del tratamiento, generando efectos adversos en la
salud del paciente. A su vez, el estudio del desarrollo de una superficie osteointegrable en
tiempos mas acotados, aseguraria el éxito del implante, generando beneficios al disminuir
los tiempos de tratamiento y las probabilidades de la presencia de enfermedades
periimplantarias [3].

Se describe el mecanismo de osteointegracion en etapas;

1. Formacion del coagulo de sangre en el sitio de la osteotomia.

N

Las células sanguineas que estan presentes generan una sefnal que atrae a las CMM
hacia el sitio (las CMM tienen la caracteristica de ser receptoras y migrar).

Migracion de las CMM hacia el sitio de osteotomia y superficie del implante.
Adhesion de las CMM a la superficie.

Diferenciacion de las CMM al tipo de célula osteoblastica.

o0 s~ w

Maduracién de las células diferenciadas (se desarrollan como células osteoblasticas).



7. Las células diferenciadas generan colageno, que luego genera la matriz mineralizable.

8. La matriz finalmente crecera formando la estructura del hueso.

Se presenta dicho mecanismo en la Figura 4, de forma resumida. Haciendo principal

hincapié en las etapas donde es determinante el rol de la superficie.
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Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo en cascada de osteointegracion
[Elaboracion propiaj.

Se logra entender la importancia de las caracteristicas superficiales mencionadas en el
apartado 1.2. Siendo que deben de ser adecuadas para lograr la adhesién y diferenciacion
celular, principales eventos dentro del mecanismo de osteointegracion del implante. La
caracteristica que distingue el tejido éseo de otros tejidos conjuntivos es la mineralizacion
de su matriz, que produce un tejido muy duro capaz de proporcionar sostén y proteccién. La
composicion quimica del mineral formado durante el proceso de osteointegracion es fosfato
de Calcio en forma de cristales de hidroxiapatita [Ca10(PQO4)s(OH)2]. La matriz 6sea contiene
sobre todo colageno tipo | junto con otras proteinas (no colagenas) de la matriz. Las
proteinas son biopolimeros (macromoléculas organicas), constituidas basicamente por
carbono (C), Hidrogeno (H), Oxigeno (O) y Nitrégeno (N); aunque pueden contener también
Azufre (S) y Fosforo (P) y, en menor proporcion, Hierro (Fe), Cobre (Cu), Yodo (Y) y
Magnesio (Mg). La formacion de la matriz mineralizada es un buen indicador del

comportamiento osteointegrable del implante [38].

Cultivo de células

El cultivo de células esta formado por células disgregadas directamente de un tejido vivo,
de un cultivo primario o de una linea celular. Son células que se mantienen en suspensiéon o
crecen formando una monocapa. Por lo general son cultivos que contienen uno o pocos tipos

celulares.



El pequefio fragmento de tejido u 6rgano a partir del cual crecen las células ubicadas en las
zonas mas periféricas se denomina explante primario. Y los cultivos en los cuales las
células crecen desde un explante o se aislan mediante tratamiento mecanico o enzimatico,
son los cultivos primarios. Desde este cultivo primario, las células siguen creciendo por un
nuamero limitado de generaciones hasta que entran en senescencia (en el caso de una linea
celular finita). Las células derivadas de un cultivo primario pertenecen al cultivo secundario.
De esta forma se realizan pasajes celulares, que consisten en un ciclo donde las células
crecen y se dividen mediante el mecanismo de mitosis. A medida que aumenta el nimero
de pasajes, se homogeniza el tipo celular a CMM, y se libera de otros tipos de células como
pueden ser fibroblastos u otros tipos celulares incluidos en los pasajes iniciales del cultivo,
provenientes del explante primario.

El estudio in vitro consiste en células aisladas que no estan organizadas como tejidos,
derivadas de células dispersas obtenidas a partir del tejido original. En la mayor parte de los
experimentos es necesario utilizar un Unico tipo celular para reducir la variabilidad. Para ello
se pueden dejar a las células crecer (utilizar células correspondientes a un pasaje alto, que
podria ser un pasaje siete u ocho), controlar la composicién del medio de crecimiento, o

separar las células mediante gradientes de densidad [40].

Obijetivos del cultivo de células:

o Aislar células de diferentes tejidos que conserven las caracteristicas morfoldgicas y
funcionales similares a la situacion in vivo.

e Lograr que las células proliferen de forma indefinida in vitro, constituyéndose en una
herramienta (amplificacion).

e Caracterizar los efectos del medio ambiente sobre la célula y determinar sus
mecanismos.

e Reconstruir a la célula y su medioambiente como una unidad funcional.

e Reconstruir la célula y su medio en tejidos y érganos.

[41]

Ventajas del cultivo de células:

e Estudiar el comportamiento celular sin las variaciones que ocurren en el cuerpo o
animal entero y evitar los problemas legales, éticos y morales de la experimentacion
con animales.

e Uniformidad en las muestras y reproducibilidad entre experimentos causada por el
mantenimiento de las caracteristicas de las células por varias generaciones.

e Exposicion de los cultivos a diferentes reactivos en concentraciones definidas.



Desventajas del cultivo de células:

e Para mantener células saludables y experimentos reproducibles se requiere el
desarrollo de técnicas estandarizadas.

o Requiere tiempo de aprendizaje de la técnica séptica de trabajo.

e A lo largo del cultivo puede ocurrir desdiferenciacion y seleccién, y muchas de las
funciones celulares se pueden perder.
[41]

CAPITULO 2: TECNICAS DE CARACTERIZACION

El estudio del comportamiento celular sobre las superficies de Titanio es de relevada
importancia ya que se aborda el analisis desde distintos aspectos y se brinda un mejor
beneficio para el estudio posterior de los dispositivos biomédicos in-vivo. Las técnicas de
caracterizaciéon como ser Microscopia Optica, Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y
Espectroscopia de dispersién de energia (EDS) seran las herramientas utilizadas en el

presente trabajo para caracterizar el comportamiento celular.

A partir del analisis de las distintas técnicas de caracterizacion se evalua el comportamiento

de las células sobre las superficies para su uso en el campo de la biomedicina.
2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM, siglas en inglés de Scanning Electron
Microscopy) es utilizado para el examen y analisis de caracteristicas microestructurales de
objetos solidos. Este equipo se caracteriza por su alta resolucién (de 20 a 50 A) y por la
apariencia topografica de la imagen de la muestra, resultado de su gran profundidad de foco
[42].

Para obtener una imagen por microscopia electronica de barrido, se enfoca un haz de
electrones muy fino sobre la superficie de la muestra sélida [43]. Debido a las interacciones
que se producen entre el haz primario de electrones y la muestra (dentro de la regién
conocida como volumen de interaccién) se pueden generar diversos tipos de sefales.

Aquellos que resultan de interés para la técnica de SEM, corresponden a:



e Electrones retrodispersados: Corresponden a aquellos electrones del haz primario que
interactuan de forma elastica? (debido al alto campo Coulombiano existente en las
cercanias del nucleo de los atomos de la muestra) y que terminan desviando su

trayectoria [42].

e Electrones secundarios: Son aquellos electrones de valencia® de los atomos de la
muestra que, por medio de una interaccion inelastica* con el haz incidente, reciben la
energia suficiente para ser eyectados como electrones secundarios de baja energia.
(<50eV) [42].

Los electrones retrodispersados de alta energia son utiles porque la intensidad de la sefial
retrodispersada refleja la densidad de masa o el numero atémico promedio de la muestra y
no solo la topografia de la superficie. Las regiones mas brillantes son, por lo tanto, una
indicacion clara de una zona mas densa o con un numero atémico medio mas alto. Mientras
que, la sefal electronica secundaria es la mas util para construir una imagen topografica de
alta resolucion. Puesto que los electrones secundarios son generados con bajas energias
(del orden de los eV), sélo alcanzan a abandonar la muestra los que fueron originados en
una delgada capa, de unos pocos nm, sobre la superficie de la muestra. [44]

Las sefales generadas provienen de distintas profundidades de la muestra, tal como se
muestra en la Figura 5. Volumen de interaccién y volumenes a partir de los cuales emergen
cada una de las sefiales utilizadas en SEM (electrones secundarios y retrodispersados) y en

la técnica de espectroscopia dispersiva en energias (rayos X caracteristicos). Extraido de

2 Interacciones elasticas: Son aquellas en donde la modificacion en la energia cinética del electron
incidente es despreciable y existe un cambio en la trayectoria de este.

3 Los electrones de valencia corresponden a los electrones periféricos y mas débilmente unidos al
nucleo.

4 Interacciones inelasticas: Son aquellas en donde existe un cambio de energia de los electrones
incidentes, pero cuyo cambio de trayectoria resulta despreciable. .
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Los componentes principales de un SEM son; el sistema de vacio, la fuente y la columna de

electrones, la camara porta muestras y el sistema de adquisicion y procesamiento de
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Figura 6. Diagrama esquematico de un microscopio electronico de barrido con detector de rayos X
adosado. Extraido de [43].

Los electrones se aceleran en un rango de voltaje de hasta 30kV. Un par de bobinas



electromagnéticas denominadas lentes condensadoras, demagnifican el haz una cierta
cantidad dada por la corriente aplicada a las mismas, mientras que un segundo par de
bobinas, llamadas lentes objetivo concentran el haz hasta una seccidon minima, que puede
variar de 1nm a 500nm. Un par de bobinas de deflexion electromagnéticas permiten realizar
el barrido del haz de electrones en la muestra en sincronismo con la impresion en la pantalla
del monitor de visién de la imagen [44]. Las sefales que salen de la superficie de la muestra
se recolectan por medio de detectores, se codifican y almacenan en forma digital.
Finalmente, la reconstruccion de la imagen a partir del procesamiento de la informacién

recibida aparece sobre la pantalla del monitor en escala de grises.

Mediante la técnica de microscopia electronica de barrido se caracteriza la adhesion de las
células sobre la superficie de forma cualitativa. Buscando identificar la forma, cantidad

(cualitativa), y disposicion de estas [14].

2.2. Espectrometro dispersivo en energias (EDS)

Mas de la mitad de los SEM cuentan con capacidad analitica por rayos X, mediante el
agregado de un detector de rayos X dispersivo en energias (EDS, siglas en inglés de Energy
Dispersive Spectrometer). De esta manera puede obtenerse informacién topografica y
composicional rapida, eficiente y simultaneamente de la misma area donde se obtiene la
imagen de SEM [42].

La informacién sobre la composicion quimica y de las caracteristicas microestructurales de
los materiales es a menudo de primordial importancia y se ha dedicado un gran esfuerzo a
la técnica de microanalisis con sonda de electrones (EPMA, siglas en inglés de Electron
Probe Microanalysis) para complementar resultados obtenidos con otro tipo de técnicas. Asi,
el microanalisis con sonda de electrones es una técnica de caracterizacion no destructiva
para determinar la composicién quimica de distintos tipos de materiales organicos e
inorganicos con una resolucién espacial entre 0,1y 1um.

Como se menciond anteriormente, en la interaccidon del haz de electrones con la materia se
generan multiples fendmenos, entre ellos la interaccion inelastica con los nucleos, en la cual
la particula incidente experimenta un cambio en su direccion inicial, y en algunos casos se
emite un cuanto de radiacién y la particula interactuante pierde una cantidad equivalente de
energia incidente, dando lugar al espectro continuo o Bremsstrahlung. Por otro lado, la
interaccion inelastica del electrén incidente con los electrones de los niveles atémicos
internos del atomo da lugar al espectro de rayos x de lineas caracteristicas de los elementos
presentes en una muestra. De dicha interaccidn, se originan vacancias que se ocupan
mediante el decaimiento de electrones procedentes de niveles mas externos; cuando estas

vacancias se llenan de manera radiativa, se emite un foton caracteristico. Debido a la



conservacion de la energia, la energia de este fotdon es igual a la diferencia de energia del
atomo entre el estado inicial y final, por lo que, es caracteristica de dicho decaimiento y del
elemento en el cual se produjo.

La deteccién de los rayos X caracteristicos emitidos por la muestra puede llevarse a cabo
mediante espectrémetros dispersivos en energias (EDS) o espectrometros dispersivos en
longitudes de onda (WDS, siglas en inglés de Wavelength Dispersive Spectrometer). En
ambos sistemas, la deteccion se basa en el efecto fotoeléctrico: el fotén de rayos X es
absorbido por un atomo con la posterior expulsion de uno de los electrones unidos a ese
atomo. Dicho fotoelectron tiene una energia cinética igual a la energia del fotdn menos la
energia de enlace del electron al atomo y el atomo queda en un estado excitado
correspondiente a la energia de enlace del electrén emitido. El fotoelectrén se dispersa
inelasticamente en el detector, depositando energia y creando como resultados portadores
de carga. Estos portadores de carga se utilizan de diferentes maneras en los detectores,
permitiendo el analisis composicional [44].

Los limites de deteccién de la técnica permiten asegurar la presencia de elementos por
encima de este limite. La no deteccion de elementos no asegura que los mismos no estén
presentes en la composicidon quimica, si no que la técnica no los ha detectado. Por lo tanto,
es posible asegurar que los elementos no presentes en los resultados obtenidos se

encuentran en cantidades por debajo del limite de deteccion de la muestra.

2.3. Microscopia optica

La microscopia es el estudio de la fina microestructura y morfologia de objetos con el uso
de un microscopio [45].

En el microscopio éptico el objeto a analizar es iluminado y la luz que es reflejada o
trasmitida es recolectada por un sistema de lentes que forman la imagen. La imagen puede
revelar finos detalles de la muestra, en un rango de magnificaciones de 2x a 2000x. La
resolucion se encuentra en el orden de los 0,5um, limitada por la naturaleza de la muestra,

las lentes y la longitud de onda de la luz [45].

Partes del microscopio:

Un esquema del microscopio éptico se presenta en la Figura 6. El microscopio consiste en
tres sistemas especificos: el sistema de iluminacién, el cual provee la fuente de luz que
ilumina la muestra, la zona de la muestra dénde se ubica la muestra y se controla la posicion
del area a observar a partir de las coordenadas en x, y y z, y el sistema de imagen el cual
transfiere la magnificacion e imagen sin distorsionar del plano de observacion al sistema de

adquisicion de imagenes [46].
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Figura 7. Principales componentes del microscopio optico de reflexion [46].

Aperture

Dentro de la microscopia Optica se presentan distintas clasificaciones;

En las ciencias médicas se utiliza microscopio Optico por transmisién, y se hace uso
frecuente de imagen de contraste, uso de tintes fluorescentes, microscopia de campo oscuro
e interferencia diferencial de contraste.

En la geologia se trabaja principalmente por transmision, puliendo las muestras minerales
a un espesor muy fino y montadas en un soporte para su observacién. La fuente mas
utilizada para el contraste es la luz polarizada.

Para muestras metalurgicas se utiliza microscopio por reflexion, y el contraste de la imagen
dependera de la muestra y de los efectos Opticos asociados a la absorcion y reflexion de la
luz incidente.

Polimeros y plasticos pueden ser observados por reflexion o transmision.

Ceramicos y semiconductores son generalmente observados por reflexion [46].

El microscopio 6ptico por contraste invertido de fases es el equipo utilizado para la
observacién y control de células y tejidos en cultivo. Dos factores propios de los cultivos
celulares generan la necesidad de uso del microscopio invertido:

+ EIl grosor de los soportes fisicos (placas de Petri), hace inviable su colocacion y
observacién en los microscopios opticos convencionales.

» La ausencia de color, y por lo tanto de contraste, de las células en cultivo.

Se denominan microscopios invertidos (Figura 8), porque tal como su nombre lo indica, la
estructura optica del microscopio estd colocada al revés que en un microscopio
convencional. Este cambio de configuracién fisica hace que sea posible la utilizacién en el
condensador de 6pticas de mayor longitud focal que permiten la separacién del condensador

de la platina dejando espacio libre suficiente para posibilitar la colocacion de las placas de



cultivo. Mientras que para visualizar las células vivas y sin tefiir se requieren configuraciones
Opticas especificas. La técnica de microscopia de contraste de fases proporciona un método
excelente para mejorar el contraste de las células vivas sin tefir. Esta se basa en el
aprovechamiento de las pequefias diferencias de densidad 6ptica que existen en los bordes
de las membranas biolégicas (membrana citoplasmatica, nuclear, etc.) y el resto del
citoplasma celular y el sustrato. Teniendo en cuenta que los bordes de membranas
biolégicas de las células son practicamente esféricos, cualquier rayo de luz que pase por
estas zonas tendra que atravesar mas materia que el rayo que pase por el centro de la célula.
Estas zonas de densidad éptica superior alteran levemente la fase de la luz difractada por el
espécimen, entonces la aceleracion de la luz directa (no difractada por las células) generara
una diferencia entre las ondas de luz difractada y directa que llegan al ocular, produciendo

efectos de interferencia detectables por el ojo humano. [47]

La técnica de microscopia Optica invertida es utilizada para realizar el conteo de células y
el control de estas durante las etapas de cultivo y ensayos. Se logra caracterizar

cualitativamente las células sobre la superficie de la placa de Petri.

Figura 8. Esquema de un microscopio invertido en vista lateral. [47].

2.4. Método de conteo de celular: camara de Neubauer

En cultivos de células generalmente es necesario determinar el niumero de células (para la
estandarizacion de las condiciones, la estimacidon de reactivos de tincidon requeridos o
experimentos de cuantificacién). La cantidad de células es esencial para evaluar la cinética
de crecimiento celular [48]. Existen distintos métodos de conteo celular, entre ellos: método
manual, semi automatico y automatico.

Los métodos automatizados (semi automatico y automatico), consisten en una camara

digital que obtiene una imagen y un procesador de informacién de datos que realiza el conteo



de la muestra en cuestién. Aunque la automatizacion del método facilita el proceso de
analisis de muestras, se encuentra limitado por la disponibilidad de opciones de tincién de
las células en analisis y puede ser impreciso en diferenciar algunos tipos celulares debido a
limitaciones de hardware y software. Sin embargo, estos métodos brindan la posibilidad de
analizar un amplio numero de muestras en un corto periodo de tiempo, con resultados
aceptables [48].

Mediante el método de conteo manual, las células se pueden contar directamente bajo el
microscopio con el uso de un hemocitémetro, el cual es un portaobjetos de vidrio grueso con
un area central disefiada como camara de recuento. El disefo exacto puede variar; se
describe aqui el Neubauer (Figura 9) [49]. La camara de conteo de Neubauer se utiliza
ampliamente para contar células en suspensién ya que su resultado se considera como una
buena estandarizacién, en un rango entre 20 y 50 células por m/ de solucién, como maxima
cantidad de conteo recomendada [49] [50]. El conteo manual bajo hemacitémetro ha sido el
método mas utilizado debido a su bajo costo y amplia versatilidad, pero por sobre todo cuenta
con una buena calidad de resultados obtenidos. Sin embargo, el procedimiento lleva mucho
tiempo, por lo que resulta dificultoso cuando se debe analizar una gran cantidad de muestras

y, al ser un método manual su efectividad depende de la habilidad del analista [48].
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Para el procedimiento de conteo, en primer lugar, se disuelven las células en solucién
salina y se colocan en el hemacitémetro. Con uso de la grilla mencionada (Figura 10) se
cuentan las células de los cuatro cuadrantes exteriores y del central. Se realiza un promedio

de lo contado, y se determina la cantidad células/ml segun el calculo:

. Células/ml = promedio contado por cuadrante x factor de dilucién x 10%.



. Células totales = células/ml x volumen original de células en suspension .

104 es el factor de correccién de volumen del hemacitémetro: cada cuadrante es de 1x1mm

y la profundidad es de 0.1Tmm. [49].

CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se detallaran los materiales y superficies de base utilizados, condiciones

de cultivo de células, ensayos in vitro y estudio de la pieza dental.

Es importante sefalar que la diferenciacion de CMM hacia un linaje osteoblastico en este
estudio es el resultado de las propiedades de la superficie y el microambiente que las
células produjeron in vitro y no es el resultado de factores osteogénicos afiadidos al medio

o del tratamiento con un medio osteogénico como se ha demostrado en otros trabajos [20].

El método experimental fue llevado a cabo en tres etapas:

Primera etapa: desarrollo y estudio de tratamiento bioactivo sobre Ti cp para implantes
dentales.
Segunda etapa: preparacién de los cultivos de CMM, ensayos in-vitro de las distintas
superficies bioactivas en los cultivos celulares, estudio, caracterizacion y comparacion de
las superficies obtenidas luego de los ensayos in-vitro.

Tercera etapa: estudio y comparacion de las caracteristicas morfologicas y
composicionales de una pieza dental °, con las superficies bioactivas estudiadas in-vitro en
CMM.

Los tratamientos superficiales estudiados sobre Ti cp fueron: blastinizado, anodizado por
plasma quimico y grabado acido. Se planteé una combinacion de estos tratamientos de
modificacion superficial, con un tratamiento alcalino en NaOH, los cuales segun bibliografia
mejorarian la bioactividad frente al medio biolégico [51]. Ademas, se agrega al ensayo una
superficie de Ti cp mecanizada sin tratamiento alcalino y una superficie de plastico como
muestra de control en placa de Petri. Los tiempos de ensayo in vitro fueron de 24 horas, 4
y 6 dias. La cantidad de muestras estudiadas fue un total de 23, las cuales fueron

identificadas como se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos supetrficiales y tiempos de cultivo de las muestras estudiadas

Superficie Tiempo de cultivo
Tratamiento superficial 24hs 4 dias 6 dias
1. Blastinizado B B24 B4 B6

5 Extraida en el hospital Universitario de la Facultad de Odontologia de la UNLP.



2. Blastinizado + BNa | BNa24  BNa4  BNa6
tratamiento alcalino

3 Blastinizado + anf)d!zado APQ APQ 24 APQ 4 APQ6
por plasma quimico

Blastinizado + anodizado

4, por plasma quimico + AQPNa | AQPNa24 AQPNa4 AQPNa6b

tratamiento alcalino

Blastinizado + grabado

5. .. GA GA 24 GA4 GA®6
acido
Blastinizado + grabado
6. acido + tratamiento GANa GANa 24 GANa 4 GANa 6
alcalino
7. Mecanizada (sin Mec. | Mec. 24 6 Mec. 6
tratamiento)
8. Placa de Petri Control | Control 24 Control4 Control 6

3.1. Superficies

Se utilizé6 como material de estudio Ti c.p ASTM Grado 4 (0.0039% N, 0.0112% C, 0.11%
Fe, 0.24% O, 0.00% H, Ti bal) en muestras cilindricas de 9mm de diametro (muestras: B,
BNay Mec.) y de 6mm de diametro (las muestras de GA, GANa, APQ y APQNa) todas con
un espesor de 6mm.

Las superficies de estudio de Titanio c.p fueron brindadas por la empresa Kinetical SRL.
Los tratamientos superficiales de blastinizado, anodizado por plasma quimico y grabado
acido, se realizaron en la empresa siguiendo el mismo procedimiento utilizado en la
fabricacion de implantes dentales. El blastinizado se realiza con particulas de fosfato de
Calcio, el grabado acido con &acido sulfurico y clorhidrico, mientras que el anodizado por
plasma quimico utiliza particulas de P y Ca.

El tratamiento superficial alcalino en NaOH fue realizado en el Laboratorio de
Investigaciones en Metalurgia Fisica (LIMF) de la facultad de Ingenieria de la Universidad
Nacional de La Plata.

Para poder obtener resultados contrastables se siguieron los mismos procedimientos
experimentales durante los ensayos in-vitro; la importancia radica en poder estudiar y

comparar el comportamiento celular en las distintas superficies bioactivas.

Tratamiento alcalino:

El tratamiento alcalino fue realizado sobre las muestras con las tres distintas superficies

brindadas por la empresa; blastinizado (B), grabado acido (GA) y anodizado por plasma

6 La muestra de Titanio mecanizada (Mec.) fue estudiada a tiempos de cultivo de 24 horas y 6 dias
ya que al no tener recubrimiento superficial estos ensayos bastaron para caracterizar el
comportamiento celular.
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quimico (APQ). Se utilizé una solucion acuosa 10M de hidréxido de Sodio con una
temperatura de tratamiento de 60°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de inmersion,
las muestras se lavaron en agua bidestilada a 30°C y luego fueron secadas durante 24

horas en un ambiente controlado de temperatura.

Antes de realizar los ensayos in-vitro, todas las muestras fueron esterilizadas a partir de

radiacion gamma.

3.2. Cultivo de células — ensayos in vitro

Los cultivos en células madre mesenquimales (CMM) se realizaron en el Laboratorio de
Biologia Molecular y Biotecnologia Odontoldgica de la Facultad de Odontologia de la
UNLP, segun protocolo aprobado por el comité de Bioética de dicha institucion. Las CMM
se obtuvieron de pulpas de terceros molares retenidos con indicacién de extraccién y de
dientes supernumerarios extraidos en el hospital Universitario de la Facultad de
Odontologia de la UNLP.

Para el cultivo se utilizaron células correspondientes a un pasaje 7 (P7), lo que significa
que las células se replicaron 7 veces luego del explante. Se utiliz6 como medio de cultivo
de las CMM DMEM-F12 suplementado con SFB al 10% y antibiéticos; se sembrd una
cantidad de células/muestra’ de 20.000 para las superficies de 9mm de didametro y 10.000
para las superficies de 6mm de diametro, adoptando como tiempos de ensayo 48 horas, 4
dias y 6 dias, en una incubadora (Thermo Scientific Series 3 Water Jacketed) a 37°C en
una atmaosfera controlada con 95% de aire y 5% de CO,. Como control de crecimiento se
utilizé un cultivo de células en placa de Petri con las mismas condiciones iniciales.

Una vez finalizado el tiempo de cultivo de cada ensayo, se realizé la fijacion en

formaldehido al 10% y una posterior deshidratacion en alcoholes al 35, 70, 96 y 100 %.

El equipamiento utilizado para el cultivo se presenta en la Figura 11:

7 El conteo para la cantidad de CMM a sembrar por superficie se realizé bajo el método de conteo
manual de Neubauer, desarrollado en el apartado 2.4. Método de conteo de celular: camara de
Neubauer.
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Figura 11. Equipamiento utilizado para la etapa de ensayo in-vitro. a). Estufa b). Microscopio 6tico c).
Campana. Las imagenes corresponden al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la
UNLP.

3.3. Estudio de la pieza dental

La pieza dental utilizada para comparar con los resultados obtenidos de los distintos
ensayos in-vitro, fue extraida en el hospital de la Facultad de Odontologia de la UNLP.

Se realiz6é una limpieza con alcohol, y un corte en sentido transversal y otro en sentido
longitudinal. El diente humano, la dentina y el esmalte presentan una estructura tipo

composito formada por cristales de hidroxiapatita (HAP) de tamafo nanométrico
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embebidos en una matriz de material organico [52] . La informacién obtenida de la imagen
topografica de SEM y el analisis composicional de EDS, permiten comparar las superficies
en estudio con la pieza dental, orientando los resultados a la formacion de matriz

extracelular y diferenciacion de células madre al tipo osteoblastico.

CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados fueron evaluados mediante las técnicas de caracterizacion de microscopia
electrénica de barrido (SEM), con imagenes topograficas. Se realizaron mapeos y espectros
de composicion mediante la técnica de espectroscopia de dispersion de energia (EDS), para
todas las superficies en estudio.

La combinacion de ambas técnicas permite un estudio puntual de la superficie, ya que brinda
informacion composicional mediante EDS del sitio especificado en la imagen topografica de
SEM. De esta forma se pueden obtener resultados de la matriz celular formada en cada

superficie a los distintos tiempos de ensayo [42].

4.1. Superficies

En las figuras 12 a 26, se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacién
realizada en SEM. Se presenta una imagen caracteristica a una magnificacion de 1600x
de cada muestra. En todas las superficies se evidencié adhesion, crecimiento y
comunicacioén intercelular. Se considera que a medida que se incrementa el tiempo de
cultivo aumenta la proliferacion celular en las distintas superficies; se estima que las
superficies BaNa y GANa tienen mayor crecimiento, asociado al aumento de la mojabilidad
superficial y la topografia obtenida mediante el método de modificacion de superficie,
generando un aumento de las caracteristicas bioactivas de la superficie.

Se cree que los micro huecos y los picos afilados formados en la superficie GA aumentan
el area superficial, beneficiando la proliferacion de células y la formacién de matriz
extracelular.

De los resultados obtenidos mediante las técnicas de caracterizacion SEM-EDS se
evidencia la presencia de elementos caracteristicos (C, Na, Ca, P) correspondientes a la
actividad biolégica de las CMM sobre la superficie. Es de importancia la similitud de
elementos que se encuentra entre las superficies ensayadas in-vitro y la matriz extracelular

original [38].

Los resultados obtenidos a partir del ensayo EDS son semi cuantitativos, a fin de
representar la presencia de determinados elementos sobre la superficie, pero sin
determinar cdmo estan presentes estos elementos en quimica composicional. Los

resultados se presentan en formato de tabla, donde se presentan los elementos



correspondientes la superficie original (sin ensayo en CMM), a 48 horas, 4 y 6 dias de
cultivo, y en graficos donde se representa la variacion composicional del elemento segun
el tiempo de ensayo. Los resultados presentados en color rojo indican que la deteccion del
elemento se encuentra sobre el limite de deteccion de la técnica.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos mediante SEM-EDS (imagenes
topograficas, tablas y graficos de composiciones quimicas) de las distintas superficies

bioactivas ensayadas in-vitro en CMM.

Superficie B

La muestra B (Figura 12) presenta adhesiéon celular, con la formacion de precipitados
sobre la superficie; estos precipitados corresponderian a la formacion de matriz extracelular
[53].

En las imagenes se observa la superficie cubierta mayoritariamente por compuestos
organicos (células y matriz). Las imagenes obtenidas de los distintos tiempos de cultivo
indicarian que la adherencia de las células aumenta con el tiempo de cultivo, en la figura
12c, correspondiente al ensayo a 6 dias, las células se observan muy adheridas a la
superficie. La presencia de C (Tabla 3) en la superficie, indicaria el desarrollo de actividad
bioldgica celular, dando lugar a la formacién del precipitado observado en la Figura 12. En
las muestras a 4 dias se puede observar una disminucion del wt% de Ti respecto a las
muestras a 48hs. La disminucidn en la concentracién masica del Ti indicaria que los datos
recolectados por la técnica de EDS provienen en su mayoria del precipitado y en menor
cantidad de la superficie base del Ti. Por lo tanto, que el precipitado formado es de mayor
volumen ya que abarca una zona mas amplia de la gota de interaccién del ensayo EDS
que el Ti base de origen de la superficie. Los precipitados estan compuestos por Na, Cl, P,

la presencia de estos elementos indicaria la formacion de matriz extracelular. [54]

En el ensayo a 6 dias se observa un aumento de wt% de Ti, esta observacion puede
derivar en tres teorias: la muerte celular, la diferenciacion de estas (las cuales al diferenciar
se despegan de la superficie) o podria ocurrir que al presentar gran adherencia las células
en la superficie, el fino espesor de estas genera que la gota de interaccién para recoleccion

de datos de la técnica, abarque mayor parte de la superficie base de Titanio.

La presencia de Cl en la superficie de la muestra B, aparece generalmente como elemento

de segregacion celular en la formacion de matriz extracelular [55].

La variacion de la concentracion de los elementos segun el tiempo de ensayo se encuentra

representada en el grafico de la Figura. 13.



Figura 12. Superficies B a distintos tiempos de cultivo. a). 48hs b). 2 dias c). 4 dias

Tabla 3. Resultados EDS - Superficie B

8 Superficie |48 horas |4 dias |6 dias
wt% wt% wt% |wt%

C - 44,6 25,4 22,3

Ti 91,8 37,7 539 |61,4

(0) 8,44 16,5 20,2 |16,2

cl - 0,4 0,2 -

Na - 0,3 0,3 -

Ca 0,12 0,1 - 0,1

P 0,35 0,2 - -

S - 0,2 -

Mg - - - -
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Figura. 13. Variacion de la concentracion wt% de los elementos segun el tiempo de ensayo en la superficie
B.

Superficie BNa

En la muestra BNa (Figura 14), al igual que en la superficie B, se observa la formacion de
un precipitado sobre la superficie, el cual evidencia menor porosidad que el precipitado
formado en B. Al igual que en la superficie B el aumento de tiempo de ensayo indicaria un
aumento en la adhesion de las células o de lo contrario la des adherencia de las mismas.
En el ensayo a 48hs se observa la presencia de los elementos Na, Ca, P, CI; la presencia
de estos elementos indicaria la posible formacion de una matriz mineralizada sobre la
superficie. Las estructuras de colageno mineralizadas contienen altos niveles de Ca y P
[56]. Este evento seria consecuencia de la actividad celular desarrollada sobre la superficie.
A diferencia de la superficie B, se observa Mg lo cual se podria asociar a secreciéon de
proteinas, como parte de la actividad celular desarrollada sobre la superficie.

La variacion de la concentracion de los elementos segun el tiempo de ensayo se encuentra

representada en el grafico de la Figura 15.



Figura 14. Superficies BNa a distintos tiempos de cultivo a). 48hs b). 2 dias c). 4 dias

Tabla 4. Resultados EDS — Superficie BNa

e Superficie |48 horas |4 dias |6 dias
wt% wt% wt% |wt%
C - 28 11,2 12,6
Ti 58,9 27.4 43,1 |40,1
(0] 38,46 35,3 43,7 44,9
cl - 3,4 0,1 0,2
Na 1,7 4,2 0,7 0,7
Ca 0,85 1,3 0,9 1,1
P - 0,1 0,2 0,2
Mg - 0,1 0,2 0,2
S - 0,1 - 0,1
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Figura 15. Variacion de la concentracion wt% de los elementos segun el tiempo de ensayo en la superficie
BNa.

Superficie GA

La muestra GA, presenta una mayor cantidad de células adheridas a la superficie en
comparacion con las muestras BA y BNa. Se observa que las células adquieren una
orientacion caracteristica, la cual estaria influenciada por la topografia de la superficie. El
precipitado encontrado en la superficie se identificaria como matriz extracelular con una
cierta porosidad (ver anexo, Figura 28), la cual se asemejaria estructura porosa de un
osteoide [57] [58].

La presencia de C, indica la presencia de actividad celular sobre la superficie. Ademas, la
presencia de Na y P a 48hs indicarian la formacion de una matriz mineralizada. Sin
embargo, a 4 y 6 dias estos elementos no estan presentes. Al igual que en la superficie B,
en el ensayo a 6 dias se observa un aumento de wt% de Ti. Esta observacion puede derivar
en las mismas tres teorias ya mencionadas.

La variacién de la concentracion de los elementos segun el tiempo de ensayo se encuentra

representada en el grafico de la Figura 17.
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Figura 16. Superficies GA a distintos tiempos de cultivo a). 48hs b). 4 dias c). 6 dias

Tabla 5. Resultados EDS — Superficie GA

o Superficie |48 horas |4 dias |6 dias
wt% wt% wt% | wt%
[ - 52,7 19,4 17,2
Ti 97,4 22,5 67,6 75,2
o 2,6 23,3 85 |75
cl - 0,5 1,6 0,1
Na - 0,7 - -
Ca - - - -
P - 0,1 - -
Mg |- - - -
S - 0,3 0,1 0,1
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Figura 17. Variacion de la concentracion wt% de los elementos segun el tiempo de ensayo en la superficie GA.



Superficie GANa

La muestra GANa (Figura 18), evidencia adhesion celular. La presencia de los elementos

Cl, Na, Mg, Ca, P y S, al igual que en la muestra BNa, indicarian la formacion de matriz, la

cual aparece en forma de precipitados de volumen considerable sobre la superficie y de

forma mas compacta a comparacion de la matriz porosa formada en la superficie GA, y con

cierta similitud al precipitado formado en la muestra de BNa.

La variacion de la concentracion de los elementos segun el tiempo de ensayo se encuentra

representada en el grafico de la Figura 19.

“LIMF - FI - UNLP

Figura 18. Superficies GANa a distintos tiempos de cultivo a). 48hs b). 4 dias c). 6 dias

Tabla 6. Resultados EDS — Superficie GANa

Superficie |48 horas |4 dias |6 dias
GANa

wt% wt% wt% | wt%
C - 22,4 12 22,2
Ti 62,4 35,2 40,7 18,3
(0) 35,4 39,1 45,8 |58
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Figura 19. Variacién de la concentracion wt% de los elementos segun el tiempo de ensayo en la superficie

Superficie control

GANa.

La muestra de control (Figura 20), presenta adhesién celular de forma aislada. No se

observa la formacion de precipitados sobre la superficie como en las superficies B, BNa,

GA y GANa. El estudio composicional se corresponde a la presencia de células adheridas

a la superficie, debido a la presencia de C.

La variacién de la concentracion de los elementos segun el tiempo de ensayo se encuentra

representada en el grafico de la Figura 21.
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Figura 20. Muestras de control en placa de Petri a distintos tiempos de cultivo a). 48 hs b). 4 dias c). 6
dias

Control (wt%)

Tabla 7. Resultados EDS — Superficie CONTROL.

48 horas |4 dias |6 dias
Control.
wt% wt% wt%
C 70 84,3 91
(0] 19 15,5 9
N 10,9 - -
Ca - 0,1 -
P - 0,1 -
cl - - 0,1

©
oS
1

®
=]
1

~
o
1

@
=]
1

—=—C

——Ca
—v—P

Tiempos de cultivo (dias)

Figura 21. Variacion de la concentracion wt% de los elementos segun el tiempo de ensayo en la superficie

Superficie APQ

control.
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La muestra APQ (Figura 22), presenta adhesién celular y formacion de precipitado de
forma aislada sobre la superficie, resultando zonas no cubiertas por células pudiéndose
apreciar la topografia caracteristica de la superficie base. (Anexo, Figura 29).

Se evidencia la presencia de Ca y P en la superficie, estos elementos son fundamentales
en el proceso de mineralizacion de la matriz. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la
superficie base cuenta con dichos elementos (tabla 9, primera columna) por lo tanto, esta
informacion no indicaria necesariamente la existencia de actividad celular desarrollada por
las células. Por lo contrario, una disminucion en el %wt de Ca y P a medida que aumenta
el tiempo de ensayo (Figura 23), este resultado podria indicar que no se desarrolla la

actividad celular que si se presenta en las muestras de B, BNa, GA y GANa.

Figura 22. Superficies APQ a distintos tiempos de cultivo a). 48hs b). 4 dias c). 6 dias

Tabla 8. Resultados EDS — Superficie APQ

Superficie |48 horas |4 dias | 6 dias
wt% wt% wt% | wt%

APQ




C - 33,6 15,7 6,4
Ti 38,1 16,5 23,8 |31,1
(o) 46,8 33,2 46,3 |48,4
cl - 3,8 1,5 0,3
Na (0,4 4 2,9 0,5
Ca |8,2 5,2 5,7 7,5
P 6,5 3,4 4,1 5,6
Mg |- - - 0,1
S - 0,2 - 0,1
N - 0,1 - -
.
~

Figura 23. Variacion de la concentracion wt% de los elementos segtn el tiempo de ensayo en la supetrficie
APQ.

Superficie APQNa

La muestra APQNa (Figura 24), presenta una superficie similar a la muestra APQ. Se
observa adhesion celular y formacién de precipitado sobre la superficie de forma aislada.
Como se observa en la imagen topografica tomada por SEM, gran parte de la superficie no
esta cubierta por células. EI comportamiento en el analisis composicional es similar al de
la muestra de APQ; con la presencia de elementos Ca y P los cuales disminuyen su

porcentaje composicional al aumentar el tiempo de ensayo (Figura 25), y los presentes en

Tiempos de cultivo (dias)

la superficie pueden ser propios de la superficie base.
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Figura 24. Superficies APQNa a distintos tiempos de cultivo a). 48hs b). 4 dias c). 6 dias

Tabla 9. Resultados EDS — Superficie APQNa

Superficie | 48 horas |4 dias |6 dias
APQNa

wt% wit% wt% | wt%
C - 24,4 14,2 229
Ti 43,3 23,3 244 |27,8
(0] 48.7 46,6 56,3 |44
cl - 0,2 0,3 0,3
Na 3 1,1 1,2 1,5
Ca 4,6 3,6 2,9 3,2
P 0,4 0,5 0,5 0,3
Mg - 0,2 0,2 -
S - 0,1 - -




50 —-C
—o—Ti
—a—Cl
—v—Na
—+—Ca
—<—P
——S
—e—Mg

40

30

BAPQNa(wt%)

Tiempos de cultivo (dias)

Figura 25. Variacién de la concentracion wt% de los elementos segun el tiempo de ensayo en la superficie
APQNa.

Superficie Mec.

La Figura 26, se corresponde a la imagen de la superficie mecanizada con ensayo a 48 h
y 6 dias de cultivo en células. Se observa una disposicion preferencial de las células
adheridas a la superficie, distinguida de la disposicion original de una CMM, la cual se
presenta de forma entramada y paralela, (anexo, Figura 30). La pérdida de la disposicion
original de la célula como CMM podria indicar que ocurre una diferenciacién. Sin embargo,
no se observa en la superficie la formacion de precipitado como si en las superficies
estudiadas. Del analisis composicional a 48 h de cultivo, se presentan pocas cantidades
de Ca, P, Mg y CI. Del ensayo a 6 dias, no se evidenciaron cantidades considerables de

los elementos caracteristicos que permiten la formacion de matriz extracelular.
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Figura 26. Superficies Mec a distintos tiempos de cultivo a). 48hs b). 6 dias

Tabla 10. Resultados EDS — Superficie Mec.

48 horas |6 dias
Mec.

wt% wt%
C 29,3 14,6
Ti 47,5 72,4
(0] 20,2 13,1
cl 1 -
Na 1,5 -
Ca 0,1 -
P 0,1 -
Mg 0,1 -
S 0,2 0,1

4.2. Tiempos de ensayo

De los resultados obtenidos para el ensayo a 48 h, se observa la formacion de un
precipitado que se podria asociar a una matriz mineralizada. Este fenédmeno indicaria una
temprana diferenciacién temprana de las células sobre la superficie, mecanismo necesario

para la satisfactoria osteointegracion del implante dental [38].

Al aumentar los tiempos de ensayo, a 4 y 6 dias, se logr6 una buena adhesion de las células.
Sin embargo, la resolucion de la técnica en estudio no permite identificar claramente la forma
y distribucion del precipitado formado sobre la superficie. Segun lo observado no se logra
identificar si las células estan fuertemente adheridas sobre la superficie, han diferenciado o
se han despegado. Sin embargo, el estudio composicional de la superficie da indicios que
existio formacion de matriz debido a la presencia de Na, Ca, y P, principalmente. Los

resultados obtenidos en el ensayo a 6 dias fueron similares a los de 4 dias.

4.3. Tratamiento alcalino

Segun los resultados presentados en el apartado 4.1. se puede destacar el
comportamiento de las superficies que fueron tratadas con NaOH. Se observa en las
muestras BNa y GANa (Figura 14 y Figura 18), que existe una excelente adherencia de las
células sobre la superficie, y ademas la presencia de elementos que indicarian el desarrollo
de una matriz mineralizada, como ClI, Na, Mg, Ca, P y S se presenta mejorado en estas
superficies.

Por otro lado, la muestra APQNa, no presentd el mismo comportamiento que las muestras

BNa y GANa. Esto indicaria que, si bien el tratamiento alcalino es satisfactorio para



comportamiento bioldgico de las CMM sobre la superficie, el sustrato base influiria en las
caracteristicas superficiales del recubrimiento bioactivo y en consecuencia en los procesos

de diferenciacion de las CMM.

4.4. Analisis de la pieza dental

En la Tabla 11 se presentan los resultados del analisis de EDS realizado sobre la cara
interior de la pieza dental. En la misma se puede observar similitud de los elementos
presentes en la composicion quimica de las superficies estudiadas in-vitro.

La similitud se presenta mayormente con las superficies de BNa y GANa debido a la

presencia de Ca, Na, P, Mg, Cly S.

Tabla 11. Resultados EDS —Pieza dental

Diente. | wt%
C 56,2
o 25,7
Ca 11,3
P 5,6
S 0,6
Mg 0,3
Na 0,3
cl 0,1

En la Figura 27, se observa la superficie de la matriz celular mineralizada presente en la
pieza dental, la cual recubre la zona 6sea [38]. La Figura 27 b). y c)., corresponden a la
predentina.

Las imagenes obtenidas permiten observar las similitudes entre la matriz extracelular y los
precipitados formados en las superficies en estudio. Presentando formas porosas vy

precipitados interconectados con la matriz.
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Figura 27. Imagenes SEM de la pieza dental. a). Borde de la pieza dental b) y c). Predentina

CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

Luego del andlisis de los resultados arrojados por las distintas técnicas de caracterizacion
se detallan las conclusiones abordadas; ademas de presentar distintas lineas futuras que
podrian sumar conocimiento al estudio de los tratamientos superficiales para implantes

dentales.
De las muestras estudiadas se concluye que:

e Las superficies biocompatibles desarrolladas mediante el tratamiento alcalino en
NaOH favorecen la adhesion y actividad celular sobre la superficie.

e Se logra la adhesion celular en todas las superficies.

e No se observaron efectos citotdxicos en ningun caso.



e En todas las superficies se evidencié adhesion, crecimiento y comunicacion
intercelular, considerado este como uno de los factores mas importantes para la

diferenciacion celular.

e Se observa que el tratamiento superficial tendra gran efecto en la disposicion y

actividad metabdlica celular.

e Se evidencié que las muestras BAPQ y BAPQNa presentaron una menor
actividad celular en la superficie en comparacion a las demas superficies de

estudio.

e Se observa que existié una diferencia en la quimica superficial antes y después

del ensayo in vitro.

Se propone como trabajo a futuro, la caracterizacion de la matriz segregada por las células
adheridas a las superficies modificadas en cultivo in vitro, y determinar si existe
diferenciacion celular sobre la superficie estudiada. Se propone la caracterizacion de las
superficies a partir del uso de microscopio confocal, logrando mayor especificidad para
muestras biologicas. Ademas, contribuiria a la investigacion la realizacién de ensayos in
vitro siguiendo los mismos procedimientos a mayores tiempos de cultivo, a fin de obtener

informacién del comportamiento celular sobre las superficies modificadas.
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7. ANEXO

Formacion de matriz porosa en la superficie GA a mayores aumentos (6000x).

Figura 28. Superficie GA a 6000x

Superficie APQ base sin ensayo con CMM in-vitro. Se observa la topografia superficial

a fin de comparar la superficie ocupada por las células luego del ensayo in vitro.

Figura 29. Superficie APQ

Disposicion caracteristica en forma entramada y paralela de las células madre

mesenquimales adheridas sobre una placa de Petri.
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Figura 30. CMM sobre placa de Petri.
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