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l. Introduccion

El tratamiento implantologico logra una alta tasa de exito en la clinica dental (>
90%) (Misch CE et al, 2008). Pero hay casos clinicos (carga inmediata, implante post
extraccion, elevacion de seno, enfermedades generales, la mala calidad del hueso, o
osteoposoris) que necesitan una osteointegracion rapida para evitar el fracaso del
tratamiento ( Naujokat H et al, 2016).

Topografia superficial y mojabilidad de titanio juegan un papel importante en la
formacion inicial del hueso. La rugosidad de la superficie del implante se ha demostrado
que influye en la calidad y la velocidad de osteointegracion, que puede explicarse por el
area de contacto mayor entre el hueso y los implantes, su efecto sobre las propiedades
humectantes o el aumento de la capacidad de retener el codgulo de sangre inicial
(Wennerbert et al, 1996; Abrahamsson et al, 2004; Hotchkiss KM et al, 2016). Las
investigaciones in vitro a nivel celular y molecular y la interpretacion histolégica de las
tesis eventos sugieren que las propiedades de superficie del implante influyen en la
formacion de hueso interfacial mediante la modulacion del fenotipo de células adherentes
(Guo et al, 2007).

Varios tratamientos se desarrollaron para lograr una osteointegracion mas rapida
tales como mecéanicos, quimicos o ambos. El tratamiento acido es uno de los mas
utilizados porque produce una superficie compleja irregular que mejora la adhesion y la
proliferacion celular. Ataque acido se produce por 4&cidos fuertes como el acido
clorhydric, &cido sulfarico H,SO, o &cido fluorhidrico HF.

El titanio tratado utilizando HF deja una superficie que mejora la adhesion célular
osteoinductora, la expresion de ARNm especifica del hueso (Guo et al, 2007) y mejorar
la diferenciacion osteoblastica por el aumento de la expresion de genes osteoblasticas
(Cooper et al, 2006, Lawande et al, 2016). En otro estudio se encontré que el tipo de
extraccion, la osteocalcina, y collage | expresion de genes fueron maés altos en los
implantes de fluoruro (Monjo et al, 2008). Las ventajas del tratamiento con HF se basan
en dos temas: las modificaciones topograficas y la posibilidad de fldor incorporan dentro
del TiO,. Se demostrd la incorporacion de fluor en la pelicula de 6xido s6lo a pH bajo
(Guo et al, 2007; He et al 2010). Al contrario, la incorporacién de fltor en la pelicula de
oxido no se determiné en otros estudios (Nakagawa et al, 2001; Rodriguez Rius et al,
2005; Korotin et al, 2012).

Sin embargo, varios aspectos estan aun sin resolver. Es importante conocer el
efecto de la cinética de grabado acido sobre el comportamiento de las células con el fin
de proponer un tiempo de ataque quimico Optimo para asegurar la maxima adhesion
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célular. Hay unas pocas obras en la literatura dedicada a determinar el efecto del tiempo
de grabado de superficies de titanio sobre la topografia y la osteointegracion.

Lamolle et al. (2009b) encontraron que los implantes de Ti inmersos en una
solucion de HF débil (0,2% v / v) revelaron cambios superficiales especificas
dependientes del tiempo correlacionados mejorando la biocompatibilidad. En este
estudio, se evaluaron la topografia, la quimica, la humectabilidad y la biocompatibilidad.
La topografia de la superficie se controld hasta 150s. Detectaron un aumento de
rugosidad de 90s a 120s y un aumento mas notable de 120s hasta 150s. No se han
publicado datos para tiempos superiores a 150s. Ademas, no se estudiaron los efectos de
los largos tiempos de grabado en la adhesion celular. En consecuencia, el tiempo de
grabado éptimo para lograr la adhesion celular mas alta es desconocido.

La hidrofobicidad de una superficie biomaterial es conocida por ser un factor
importante para mitigar el contacto celular. Las superficies hidréfilas suelen ser
necesarios para mejorar la adhesion celular. La medida de &ngulo de contacto permite
cuantificar la humectabilidad de una superficie solida. Hay varios métodos para
cuantificar angulo de contacto a pesar de la formacion de una sola gota sésil sobre el
sustrato diana es ampliamente utilizado. Sin embargo, el angulo de contacto de gotas
estaticamente estables depositados con una micropipeta de mano proporciona
informacion solo de los dominios de baja energia de la superficie debido a que el angulo
observado estd mas cerca del angulo de contacto de avance [de Gennes P. G. 1985]. En
lugar de ello, el &ngulo de contacto de retroceso esté relacionada con los dominios de alta
energia de superficies tales como 6xidos metalicos. La medicidn de avance y retroceso
angulos de contacto se lleva a cabo con métodos dindmicos basados en el movimiento
impulsado de meniscos o gotas [Sorokin DV, et al. 2011]. El grado de hidrofilicidad de
una superficie de biomaterial debe cuantificarse significativamente con retroceso de los
angulos de contacto en lugar de con angulos de contacto utilizando gotas estaticas.

El objetivo de este estudio fue investigar ain mas el efecto del tiempo de grabado
de HF en la topografia de Ti, quimica de la superficie, la humectabilidad y la adhesion
celular. Esto nos permitird disefiar el mejor tratamiento acido para mejorar la adhesion
celular.

|.1. Osteointegracion

Se puede definir la osteointegracion como la unidon directa entre el hueso vivo y la
superficie del implante dental cargado funcionalmente (Branemark, 1985). Mientras no
hay carga protética no existe una verdadera “integracion”, sino simplemente una
osteogénesis periimplantaria. se puede considera este fendbmeno bioldgico entre los



descubrimientos mas importante del tratamiento odontologico en el siglo pasado. Dicha
unién es tan fuerte que si quisiéramos posteriormente separar el titanio del hueso seria
imposible, tan s6lo podriamos extraer el implante extrayendo al mismo tiempo el hueso
que lo rodea.

I.1.1. Fisiologia de osteointegracion

La integracion dsea del implante se basa en el proceso de formacion de hueso por
autoinduccion, descrito por Urist (1965), que injertd matriz désea desvitalizada y
descalcificada en 300 animales. Los histiocitos (La célula inductora es un histiocito
movil; la célula inducida es un histiocito fijo), células gigantes de cuerpo extrafio y
células inflamatorias de tejido conectivo fueron estimuladas por degradacion de los
productos de la matriz muerta para repoblar el area del implante, siendo los primeros méas
numerosos que ninguna otra forma celular. Estos transfieren actividad colagenolitica al
substrato para causar disolucion de la matriz. El proceso es seguido inmediatamente por
formacion de nuevo hueso por autoinduccion, en la cual tanto las células inductoras como
las inducidas derivan de células en crecimiento del hecho.

La sangre es el primer medio biologico que se contacta con el implante, esta
accion empieza con la formacion del coagulo para llevar el oxigeno a la zona, las
plaquetas sufre unas modificaciones morfologicos y bioquimicos como respuesta a la
superficie del implante, estos cambios tienen mucha importancia en el fenomeno de
osteointegracion; es que desde su activacion y su degranulacion liberado unos factores de
crecimiento como el factor conductor de crecimiento (PDGF) y el factor beta de
transformar el crecimiento (TGF-b), junto a otros factores vasculares como la histamina y
laserotonina; estos factores juegan gran papel en la migracion y la poliferacion de varias
celulas (Deuel et al, 1982; Gruber et al, 2002). Los factores de crecimiento (PDGF, TGF-
b) son mitogenicos y quemotacticos de los fibroblastos , y osteogenicos (Seppa et al,
1982; Lucas et al,1988; Pfeilschifter et al, 1990; Lind et al, 1998). Asi los osteogenicos se
transforman en osteoblastos y se pegan a la superficie del implante utilizando la fibras del
coagulo desde el primer dia y empieza producir el hueso creando una matriz pobre
mineralizada y a continuacion forma una capa de 0.5 mm rica en calcium, fosforo
(Meyer et al 2004; Murai et al, 1996), los osteoblastos que se quedan dentro de este
nuevo hueso seran osteocitos que extenden a 100-500 um. (Rigo et al, 2004 ; Fini et al,
2004; Soballe et al, 1993).

Pero las plaqutas no son el primer factor activo en este fenomeno sino la integrina
pegada a la superficie adsorbiendo fibrinogeno (Broberg et al, 2002). Aqui se demuestra
la impotancia de la topografia de la superficie del implante, una superficie con mayor
microtopografia ofrece mayor area y mayor adsorbcion fibrinogeno lo que explica el



aumento de las plaqutas adheridas a la superficie (Park et al, 2000).

I.1.2. Osteogenesis peri-implante

La poblacion celular osteogenica migra a través del andamio temporal criado por
el extravaso y la sangre coagulada. La cicatrizacion endodsea consta de tres fases:

La 6steoconducidn, la formacion de hueso de novo, y la remodelacion Gsea.

» La osteoconducidn: en esta fase se migra de las osteogenicas (potenciales células)
a la superficie del implante donde se va a situar la matriz.

» La formacién de hueso de novo en el implante empieza por la potencia de la
osteogenesis en contacto con el implante.

» La remodelacion dsea: es la renovacion del hueso mediante la destruccion por los
osteoclastos de pequefias unidades microscopicas de tejido, dispersas por el
esqueleto.

Existen dos tipos de osteogénesis: osteogénesis a distancia y osteogénesis de
contacto (Davies et al, 2003). En la primera, el tejido dseo se forma desde la superficie
del hueso circundante. En la segunda, la formacion de tejido 6seo se produce desde la
superficie del implante. Es decir, la formacion de hueso en la region periprotésica tiene
dos direcciones: desde la superficie del hueso circundante hacia el implante y desde la
superficie del implante hacia el hueso circundante (Puleo et al, 1999).

Tabla.l.1. mecanismos de control éseo en la interfase hueso-implante

Mecanismo Descripcion

Osteoinduccion | células precursoras se transforman en células osteogenicas

Osteogenesis | células osteogenicas forman sitio de deposicion de nuevo hueso

osteoconduccion | se forma hueso sobre la superficie del implante




En el 1996 y por la primera vez se ha detectado capa con 20-50 mm de
osteoblasteos, fibrillas de colegfeno calcificada, y area mineralizada en la interface
implante-hueso.( Murai et al, 1996).

Unos dias despues la implantacion, incluso los osteoblastos que estan en contacto
con la superficie del implante empieza echando maatriz de colageno directamente encima
la linea cemental formada tempranamente .(Murai et al, 1996).

Despues la la deposicion de la matriz calcificada empieza la disposicion de hueso
ondeado y huso trabecular (Franchi et al, 2005) para llenar la interface implante- hueso
en tres dimensiones, ofrece alta resistencia a la carga primaria del implante, su
arquitectura ofrece un andamio biologico de la adhesion celular y la deposicion del
hueso, esto es la fijacion biologica.

La formacion del hueso trabecular entre los dias 10-14 despues de la cirugia
asegura los tejidos anchorages que corresponden a la fijacion biologica. (Franchi et al,
2005; Probst et al, 1997). A los tres meses de la cirugia se puede encontrar una mezcla de
hueso ondeado y matriz lamellar alrededor de varios tipos de implantes (Rigo et al, 2004;
Chappard et al, 1999).

1.1.3. La remodelacion osea peri-implante

El hueso que contacta la superficie del implante sufre remodelaciones
morfologicas como la adaptacion a la carga mecanica. El volumen del hueso maduro en
implantes osteointegrados se confirma con la presencia de un espacio contiene a
osteoclastos, osteoblastos, celulas mesenquimales, y vasculares limfaticos en contacto
con la superficie del implante. El hueso remodelado se puede extender hasta 1 mm desde
la superficie del implante (Franchi et al, 2005; Chappard et al, 1999)

Los hueso cortical y trabecular tienen diferentes maneras de curarse por la forma
evolucionada y la funcion exquisita de este tejido. ElI hueso cortical depende a la
remodelacion osteonal, mientras el trabecular combina los fendmenos de
osteoconduccion y la formacion de hueso de novo fruto del contacto osteogénesis. De
hecho, se puede decir que el hueso trabecular, caracterizado previamente como el hueso
"de mala calidad", es mucho mejor que el cortical para conseguir la osteointegracion
(Davies et al, 2003).

I.1.4. Requisitos de osteointegracion

Para lograr la osteointegracion el material del implante tiene que ser



biocompatible (Williams D.F, 1987) que no libere productos corrosivos dando una
reaccién inflamatoria, en este caso se recomienda el Ti y las aleaciones biocompatible; la
temperatura del hueso no debe superar los 47 grados durante un minuto porque la
reparacion Osea debe realizar con la menor necrosis 6sea posible, aqui la experiencia del
cirujano juega un papel importante; el disefio macroscopico del implante tiene que lograr
una estabilidad inmediata en el hueso, y debe distribuir la carga funcional de una forma
uniforme; la calidad del hueso receptor controla el contacto superficial a corto plazo, y la
cantidad garantiza el tratamiento a largo plazo; siempre es recomendable tener una
mucosa alrededor del cuello del implante para lograr sellar los tejidos periimplantario y
higiene bucal facil, ademéas que la calidad de los tejidos blandos se considera de gran
importancia para medir la estética de la restauracion posterior; y lo ultimo se recomienda
que la carga funcional del implante tiene que ser dentro de una margen de 150um
(Ericsson et al, 2001).

1.1.5. Formas de aumentar la osteointegracion

Existen muchas formas para incrementar el hueso alrededor del implante.
Algunas, como la utilizacién de la hormona del crecimiento y el sistema adhesivo a la
fibrina marcaron un gran éxito.

Un estudio se prob6 una induccion acelerada de la osteogénesis junto con
proteinas precipitadas por etanol procedentes de polvo de hueso de rata desmineralizado.
Se demostraron los andlisis histologicos y bioguimicos una secuencia temporal de
diferenciacion condrogenica, formacion de cartilago calcificado, neovascularizacion,
diferenciacion osteoblastica, formacidn Gsea, remodelacion osteoclastica y desarrollo de
médula hematopoyética en 21 dias, incluso en ausencia de matriz 6sea (Davies et al,
2003).

En la exclusion del epitelio y el tejido conjuntivo de la region de la herida
consiste la regeneracion tisular guiada (RTG), interponiendo una membrana no
reabsorbibles o reabsorbible entre el colgajo y la superficie de la herida ola apdfisis
alveolar. Permitiendo la cicatrizacion y se protege el coagulo de fibrina que aparece,
permitiendo una neoformacion de cemento radicular, hueso alveolar y fibras del
ligamento periodontal con una orientacion funciona le insertadas en el cemento radicular
y hueso alveolar (Pontoriero et al, 1988).

Cuando se usa la RTG para reparar defectos 6seos creados durante la insercién
del implante se llama regeneracion ésea guiada (ROG), esta técnica ha logrado muy
buenos resulatados para producir nuevo hueso en éareas edentulas con deficiente o
irregular hueso alveolar previamente o durante la insercion del implante, es una rutina en
la clinica dental.



Un estudio piloto para evaluar el modelo del minipig adulto en implants
endooseos intaorales, y determinar los efectos del factor de crecimiento fibroblastico
acido (FGF-a, FGF-1) sobre la osteointegracion (Gallo et al, 2001). Se encontré que el
minipig es un modelo experimental valido para el estudio de los implantes dentales
comercializados para uso en humanos y el FGF-1 ayuda en aumentar el porcentaje de
osteointegracion en las primeras fases (de 1-3 semanas).

1.1.6. Factores sistémicos condicionantes en la osteointegracion

La formacion de hueso es un proceso complejo que incluye la migracion y
proliferacion del as células mesenquimales primitivas, la diferenciacion del las células
precursora son osteoblastos, maduracion de estos, formacion del a matriz, y finalmente,
mineralizacion.

En el proceso de osificacién endocondral hay unos pasos intermedios adicionales,
como la diferenciacion y el crecimiento de los condorcitos, formacion y mineralizacion
del cartilago, invasion vascular y resorcion de dicho cartilago. La osteogenesis es
controlada a madaltiples niveles, entre los que se distinguen la diferenciacion de
osteoblastos, proliferacion y formacion de la matriz (Reddi, 1982).

Las citoquinas son polipéptidos sintetizados por células hematolégicas o que
actlian sobre ellas para regular el crecimiento y la diferenciacion celular. Se consideran
factores de crecimiento las moléculas con la misma actividad, pero que actdan o son
sintetizadas por otros tipos celulares.

Factores de crecimiento secretados localmente y hormonas sistemicas controlan
los ciclos secuenciales de formacion y resorcion del hueso, como (BMP, PDGF, IGF-I,
IGF-1l, PTH, HGH, GH)

(IGF-1) Los factores de crecimiento insulin-like, (tambien llamado
somatomedina) e IGF-11 estimulan la formacion de colageno (McCarthy et al, 1989).

(BMP) Las proteinas morfogeneticas del hueso son factores reguladores del
crecimiento en la extendida familia TGF-p se ha demostrado en algunos estudio que
intervienen en la diferenciacion osteoblastica. (PDGF) El factor de crecimiento derivado
de plaguetas es un importante mitdgeno para las células de origen mesenquimal, estimula
la proliferacion de las células osteoblasticas e incrementa indirectamente la sintesis de
colageno, aunque también ejerce un efecto sobre éste, estimulando su degradacién
(Canalis et al 1989).



Junto con estos factores hay una gran cantidad de hormonas sistémicas
intervienen en la formacion de hueso, como la PTH, 1,25(0OH)2, -calcitonina,
glucocorticoides, insulina, tiroxina, hormona del crecimiento (HGH) y esteroides
gonadales (GH).

También no se puede negar el afecto de los factores sistémicos del paciente como
el sexo, la edad, condiciones médicas, y los habitos del paciente.

1.1.7. Factores locales condicionantes en la osteointegracion

Las respuestas bioldgicas tras la implantacién (contacto con la sangre, adsorcién
de proteinas y otra moléculas bioldgicas, adhesion celular, etc..) son debidas a la
interaccion entre el ambiente bioldgico y la superficie del material del implante.

Asimismo, las propiedades superficiales del implante determinan la respuesta de
las reacciones bioldgicas y los caminos particulares que eligen las células y el organismo
vivo y como consecuencia, la secuencia de eventos que llevan a una mejor o peor
osteointegracion, dichas propiedades se controlan con una serie de medida.

Las modificaciones de las caracteristicas superficiales fisicas aumentan la
habilidad de los materiales de suportar la formacion de hueso (Cochran et al, 1998;
Cochran et al, 1996), quimicas (lbnabddjalil et al, 1994; Hench et al, 1998), y bioldgicas
(Yukna et al, 1998).

El motivo de cambiar las caracteristicas superficiales es dirigir la migracion de las
células mesenquimales al implante, mejorar su adhesion y proliferacion, y estimular la
diferenciacion osteoblastica. Mucho de esto depende de la natura de la “biopelicula” que
forma sobre la superficie del implante por el afecto de su composicion quimica, carga de
superficie, y energia de superficie (Schwartz Z et al, 1993).

La ausencia de la ostoeintegracion tras afios de servicio causa la movilidad y
después la caida del implante. Todavia no se sabe exactamente las causas del fracaso,
pero en general, el fracaso se produce cuando el hueso receptor tiene baja densidad 0
poco volumen.

La calidad del hueso es determinante en implantologia dental representando un
indicador de fiabilidad para un buen tratamiento y insercion determinada (Leckholm,
2003). En la siguiente figura, las calidades de hueso 1 y 2 presentan mayor estabilidad y
mayor anclaje tras la insercion del implante dental debido a la mayor densidad y menor
porosidad del hueso cortical, (Gapski, 2003)



Fig.l.2. La calidad del hueso, tomada de (Leckholm, 2003).

Segun (Weyant y Burt, 1993), en un estudio realizado sobre 598 pacientes con un
total de 2098 implantes, la tasa de exito por implante a los 5,6 afios fue del 89,9%,
mientras que la tasa de exito por paciente fue del 78,2%.

1.2. El material del implante

1.2.1. Requisitos

El material utilizado en el implante dental debe ser un biomaterial (un material no
vivo reutiliza en un aparato medico y interactuar con un sistema bioldgico) segln
(Williams D.F, 1987). Lo cual deberd ofrecer la biocompatibilidad, la resistencia
mecénica, la resistencia a la degradacion, la conformabilidad, la disponibilidad para
asegurar buen comportamiento a corto y largo plazo. Entonces este biomaterial debe ser
un biocompatible.

Se puede definir la biocomptabilidad es la respuesta adecuada que el biomaterial
provoca en el tejido receptor (Williams D.F, 1987), esta respuesta puede tener diferente
caracter. Se puede definir un material bioinerte como un material que ni es toxico ni
biol6gicamente activo; mientras que un material bioactivo es un material que no es toxico
pero si es bioldgicamente activo (Williams D.F, 1987).

El material bioinerte durante su vida en servicio no cede ninguna substancia en
cantidades perjudiciales, por lo que no provoca reacciones adversas en el tejido.

1.2.2. Clasificacion de los materiales

Lemons (1990) dividié los materiales sintéticos para implantes dentales en tres
tipos basicos; metales y aleaciones, ceramica y carbon, y polimeros. Los materiales de



eleccion para los implantes dentales son el titanio y la aleacion titanio-aluminiovanadio.

Existen hoy en dia cuatro grupos diferentes de biomateriales utilizados en ciencias
biomédicas:

a) Metales y aleaciones metélicas, que representan el grupo mas usado
comercialmente, con el titanio y su aleaciones titanio-aluminio-vanadio (Ti6Al4V) como
el material mas recomendado para la utilizacion en implantologia.

b) Cerdmicos, también con amplia aplicacion;

c) Polimeros sintéticos, representados por los derivados de los compuestos de
poliuretano, politetrafluoroetilenos, polimetilmetacrilatos; los polimeros sintéticos han
sido completamente descartados por parte de los fabricantes de sistemas de implante
dentario y los Gltimos por ser utilizados en caso de injerto tisular.

d) Materiales naturales.

1.2.3. El titanio

El Titanio se considera el material estrella para los implantes por sus propiedades
fisicas, quimicas, bioldgicas y biomecéanicas, es que es un metal biocompatible, donde los
tejidos vivos toleran su presencia sin observar reacciones alérgicas del sistema
inmunitario. Esta biocompatibilidad junto a sus propiedades mecénicas (dureza, ligereza
y resistencia) le hicieron ideal para muchas aplicaciones médicas y odontoldgicas
(implantes dentales, vélvulas cardiacas, marcapasos, aros de anteojos, etc), con su
autoridad de la (American Standard for Testing Materials — ASTM), da las
especificaciones para el Titanio quirdrgico.

Por ser inerte, la formacion de capa del 6xido cuando se pone en contacto con
tejidos vivos, no se liberan iones causan reaccionar con los tejidos vivos, este oxido lo
protegen de la corrosion y favorecen la osteointegracion. La superficie del titanio permite
la adhesion Osea a través de un anclaje de anquilosis (osteointegracion). Por lo cual se
considera como bioactivo y es la mejor base para los implantes dentales funcionales.

1.2.3.A. Composicion quimica

El elemento quimico titanio con numero atomico 22 en la tabla periddica de los
elementos (figura 1.3). El titanio se consedera como un metal puro con diferentes grados
segun la American Society for Testing and Materials (ASTM), las especificaciones F67
estan relacionadas con el titanio comercialmente puro (c.p) (ASTM F67-00, 2002) las
que determinan cuatro grados de Ti c.p. para la aplicacion médica.
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Fig.1.3. Electrones del titanio

Los distintos grados se clasifican en funcion de la composicién quimica la
aleacion de Ti c.p. (Tabla 1.1). en funcion del aumento del grado (desde el | hasta el 1V)
aumenta la cantidad de elementos intersticiales, o que aumenta la resistencia mecanica y
disminuyen la ductilidad y la resistencia a la corrosion (Tabla 1.2).(Gil et al,1999)

Tabla 1.1 Lla composicion quimica de los grados del titanio

Grado deTic.p [ Nmax |C max H méax Fe méax O max Ti

Tic.p.Grado| |0.03 0.10 0.0125 0.20 0.18 Balance
Tic.p. Grado Il | 0.03 0.10 0.0125 0.30 0.25 Balance
Ti c.p. Grado 11l | 0.05 0.10 0.0125 0.30 0.35 Balance
Tic.p. Grado IV | 0.05 0.10 0.0125 0.50 0.40 Balance

1.2.3.B. Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanica del los cuatro grados del titanio segin la norma ASTM
F67-00 son muy buena para la industria de los implantes. Estas propiedades permiten el
fresado quimico, tiene buena resistencia a la traccion, y permite muchas formas en la
fabricacion de piezas.

Permite varias clases de tratamientos tanto termoquimicos como superficiales,
ademas de que es soldable, y tiene buena memoria de forma. Las propiedades mecanicas
de titanio se demuestran en la tabla 1.2




Tabla 1.2 Propiedades mecanicas requeridas, segun norma ASTM F67-00, para los
cuatro grados comerciales de titanio para aplicaciones biomédicas.

Grado | Resistencia Limite elé&stico al | Alargamiento Reduccidn area (%)
maxima de | 0.2% (MPa) (%)
traccion (MPa)
I 240 170 24 30
I 345 275 20 30
Il 450 380 18 30
v 550 483 15 25

1.2.3.C. Biocompatibilidad del Ti cp

El Ti c.p., es bioinerte por su alta resistencia a la corrosion y este factor provoca
su alta biocompatibilidad y su capacidad de llevar a cabo su funcién de anclaje protésico,
a largo plazo, de manera dptima, y conseguir la osteointegracion.

La presencia de una capa de oxido quimicamente estable (capa pasiva) evita la
reactividad del Ti c.p. esta capa protege el metal de la corrosién, la carga moderada de la
superficie bajo condiciones fisiolégicas de pH, la baja concentracion de moléculas
cargadas dentro de los productos de disolucion, y una constante dieléctrica para el oxido
de titanio que es proxima a la del agua.

Es clave el tipo de interaccion entre las proteinas y la superficie del implante, asi
como con las células que intervienen en los procesos de curacion y remodelacion del
tejido Oseo. Se resulta que la superficie de titanio no interactda excesivamente con las
proteinas de la matriz extracelular, pero interactla con las cadenas externas de las
moléculas proteicas. Después se relacionan los neutréfilos y los macréfagos con el
implante, se interaccionan los macréfagos con la superficie y segregan un cierto tipo y
numero de citoquinas (mensajeros biologicos moleculares) que atraen a los fibroblastos
para producir la encapsulacion del biomaterial con el tejido fibroso en dltima instancia
(Kasemo, 2002).

La superficie del material determina la respuesta biologica y la calidad de la
osteointegracion.




1.2.3.D. Propiedades fisicoquimicas

La capa de oxido de titanio determina las propiedades fisicoquimicas del Ti c.p.
Los agentes quimicos y bioldgicos no interaccionan directamente con el metal, sino con
esta capa estable de 6xido. Sobre la superficie del Ti c.p. se identifican varios 6xidos de
titanio son: (Ti3O, TiyO, Tiz0,, TiO, Ti,03, Ti30s y TiOy), se considera el didxido de
titanio TiO,, el mé&s estable entre ellos (cuando la oxidacion del titanio es +IV).

El espesor de la capa de oxido tendra de 2 a 10 nm después de 1 segundo de ser
expuesto al aire, formando una barrera sobre la superficie del metal (Lautenschlager et al
,1993). Con el tiempo se vuelve la capa méas espesa todavia, Mosser demostrd que la capa
de TiO, después de 5 afios se puede llegar a 200 nm (Mosser A. et al, 1992). Se demostro
que la mineralizacion en la interfase titanio-hueso es mas favorecida cuando la capa de
TiO, més espesad (Larsson C, 2000). Varios autores demuestran que Ca y P tienen la
capacidad de hacer enlaces con la capa de TiO,, lo cual ayuda el proceso de
mineralizacion y osteosintesis. Las proteinas séricas son adsorbidas con el mismo tipo de
mecanismo, presumiblemente a traves del calcio adsorbido por la superficie, en TiO, y
hydroxyapatita (Ellingsen J, 1990).

La carga negativa del oxigeno en el TiO tiene capacidad de cambio idnico, es
clave para alcanzar los iones calcio de los liquidos bioldgicos, esta capacidad se
consedera como base de la biocompatibilidad del titanio.

La habilidad del TiO, de adsorber macromoléculas acidas, como albumina y
glicosaminoglicanos, aumenta después la adsorcion de iones calcio a la superficie, de esa
forma cambiara del estado anidnico a cationico (Bernardi et al, 1968; Bernardi et al,
1972).

1.2.4. Disefio macroscépico, microscopico y nanoscopico

El disefio macroscopico de los implantes dentales y con el objetivo de adaptarse y
mejorar nuevos procedimientos clinicos (carga inmediata o precoz, hueso de mala
densidad) se modificd continuamente en los Ultimos afios y por motivos comercial de
fabricar una marca diferenciadora.

Existen diversos tipos de implantes roscados de raiz roscados, cilindricos,
perforados, impactados, rugosos, o lisos.
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Fig.l.2. Disefios de implantes roscados. Tomada de (Gonzalez, 2002)

El disefio macroscopico de los implantes se puede influir en aspectos clinico-
bioldgicos como aumentar la estabilidad primaria y del torque de insercion, adaptar unos
defectos anatomicos y alveolos postextraccion, mantener o reabsorbar de la cresta 6sea
marginal.

El disefio del implante afecta en la transmision de cargas en el proceso de
remodelado y estabilizacion del hueso receptor. Con el objetivo de mantener la
osteointegracion a largo plazo, que se podran alcanzar con éxito consiguiendo una
reparticion optima de la cargas.

Es fundamental para la osteointegracion del implante la obtencién de su
estabilidad primaria, sin embargo, el disefio macroscopico del implante influye en la
prediccion de como se consigue la osteointegracién y coémo se mantiene ésta a lo largo
del tiempo, soportando cargas funcionales.

Los implantes de tipo roscado ofrecen dos ventajas principales comparando con
los implantes impactados de tipo cilindrico, por eso son las preferidas en la
implantologia:

1. las roscas evitan los micromovimientos indeseables del implante hasta
consiguir la osteointegracion. a través de mejorar la estabilidad primaria, la cual es
fundamental para los implantes no sumergidos o en areas donde la densidad 6sea es baja.

2. Las roscas del implante afecta en la transferencia de cargas desde el implante
hacia el hueso circundante (las trabéculas 6seas se adhieren en los filos de las roscas.



El diametro, su longitud, asi como el paso y la altura de la rosca influyen también
en la estabilidad primaria y la osteointegracion.

1.3. Tratamientos de superficie de implantes dentales

Para mejorar la respuesta biologica (las interacciones material-biosistema) se
aplican varios tratamientos modificando la topografia y las propiedades fisicoquimicas de
la superficie del implante. La mayoria de los tratamientos transforman el caracter
bioinerte del titanio a un material bioactivo. La mayoria de los métodos tienen un efecto
principal, pero también tienen influencia sobre otras propiedades de la superficie.

Se puede clasificar los tratamientos aplicados sobre el Ti c.p. para aplicaciones
biomédicas segun la propiedad superficial en tres grandes grupos:

a) la limpieza de la superficie y la eliminacion de la capa nativa de la superficie,
preparandola para otro tratamiento.

b) la modificacion de la estructura y la topografia (lisa, rugosa, porosa), este objetivo se
puede conseguir a traves de varias tecnicas (pulido, arenado, grabado acido...)

c) la modificacién de la composicion y la estructura de la capa de 6xido o la formacion
controlada de un nuevo recubrimiento en la superficie, en la mayoria de los casos,
cambiando el carécter bioinerte del titanio por un material bioactivo.

En otra clasificacion se utiliza el caracter fisicoquimico fundamental del
tratamiento empleado para distinguir los siguientes métodos.

1.3.1. Tratamientos mecanicos

e Deshaste y pulido: ayudan a eliminar las capas nativas y los resto solidos
de contaminantes, y conseguir una superficie lisa y lista para recibir un
segundo tratamiento.

e Mecanizado y arenado: se realiza con un chorro de particulas sobre la
superficie del implante bajo presion, estas particulas tienen que ser mas
duras que el metal del implante, pueden ser de aluminio, silice, 6xido de
titanio o hidroxiapatita, la particulas pueden tener varios tamanos, sirve
para eliminar la capa nativa y los restos de contaminantes, incrementa la
reactividad superficial del implante, y por otro lado aumenta la rugosidad
de la superficie formando depresiones irregulares llamadas
macroretenciones (Sul YT, Byon E, Wennerberg A, 2008)., mejora la



adhesion celular, y introduce tensiones residuales; aunque es imposible
conseguir una superficie homogénea, y deja inadecuada pasivasion.

1.3.2. Tratamientos quimicos

Se considera el ataque acido “Fastite Acid Etch” la preparacion mas utilizada en
implantologia dental, se consiste en inmersion el implante en &cidos fuertes, como el
acido sulfdrico, el clorhidrico, el nitrico, y en particular se utiliza el fluorhidrico con el
TiO,, se consiste en desprender de particulas de metal de la superficie entre 0.5y 2 um,
elimina los contaminantes, las capas nativas, modifica la rugosidad superficial, puede
cambiar la composicion quimica y la morfologia de la superficie (Elias CN, 2010) y
proporciona mayor estabilidad a largo plazo, por el hecho de que las células se adhieren
maés facilmente a la superficie grabada (195,208,209 bauer). Esta técnica tiene la ventaja
de conseguir una superficie uniforme, controlar el grado de porosidad de la superficie, y
de permitir un adecuado método de limpieza de las impurezas superficiales generadas
durante su manufactura. El grado de grabado acido se puede controlar de varios metedos
como el tiempo de grabado, la concentracion del acido, y el acido utilizado. Otros autores
prefieran aplicar el doble grabado con acido clorhidrico y acido sulfarico (Bugea C et al,
2008). Tambien se puede combinar el grabado acido con otros tratamientos como el
tratamiento arenado (Rosales et al, 2010).

Existen otros tipos de tratamientos quimicos:

Limpieza con disolvente para eliminar los contaminantes de la superficie
conseguiendo una superficie limpia y lista para recibir un segundo tratamiento; Descarga
eléctrica sirve para modificar la topografia superficial a traves de aumentar la rugosidad;
Implantacién i6nica modifica la composicidn quimica superficial y mejora la resistencia a
la corrosién y al desgaste; Ataque alcalino aumenta la rugosidad superficial, mejora la
formacion de apatita, y hidroxila la superficie; Pasivado en acidos oxida la superficie y
minimiza la libracién de iones; Anodizado: consiste en exponer el matrial del implante a
voltage anodico en una solucion ionica (suele ser H,SO,4, H3PO,, acido acetico), esta
tratamiento modifica la estructura y la composicion del oxido, aumenta el tamano de la
capa de oxido y mejora la resistencia al corrosién, disminuye la libracion de iones,
aumenta la rugosidad superficial, y se obtiene una superficie porosa.

1.3.3. Descarga luminica



existen varios tratamientos luminicos como utilizando la ultravioleta, o plasma
spray. La ultravioleta consiste en exponer la superficie del implante un rayo ultravioleta,
limpia la superficie, elimina las capas negativas, graba, esteriliza, oxida, y nitrura la
superficie, y plasma spray consiste en recubrir la superficie con la plasma bajo alta
temperatura, esto produce particulas a la superficie los que fusionan formando un
deposito de micrometros a varios milimetros, y se puede producir de varios materiales
(titania, zirconia,o alumina). Este tratamiento suele ser combinado con otros tratamientos
como el ataque acido o el arenado (230,232 bauer )

1.3.4. Métodos de recubrimiento

En esta tecnica se utilizan materiales bioactivos son capaces a producir reacciones
favorables en los tejidos biologicos, pero no se puede utilizarlos como implante por sus
inconvenientes propiedades mecanicas.

Esta técnica consiste en adicion de material producidas en el tiempo cuando las
particulas esféricas del polvo del metal (titanio) o cerdmico (hidroxiapatita o HA) forman
una masa cohesiva con el nucleo metalico del cuerpo del implante, Piliar et al muestr6 en
dos trabajos en los afios 1983, 1998 que las superficies porosas aumentan no sélo el area
total y funcional de la superficie oseointegrable, sino también la adhesion biomolecular.

Existen varias formas de este tratamiento:
a) Tratamiento con plasma spray de titanio (TPS) o de hidroxiapatita (HA)
b) Tratamiento con oxidacion anddica

c) Tratamiento con deposicion asistida por haz iénico (lon Beam Assisted
Deposition)

Enlace de iones y/o moléculas activas por adsorcion fisicoquimica, por enlace covalente
con o sin espaciador, y por inclusién en materiales que actdan de portadores interacciona
selectivamente con las proteinas (Bagno A. y DiBello C, 2004; Lausmaa J, 2001).

|.4. Caracterizacion de la superficie

Cada una de las propiedades de la superficie da informaciones sobre la calidad del
implante, esto hace necesario el conocimiento amplio de las propiedades fisicoquimicas
y topograficas de la superficie del material, permitiendo a su vez el desarrollo de nuevos
disefios y procesos tecnoldgicas encaminados a la optimizacion de la respuesta



tisular (Jones F.H, 2001).

Las propiedades fisicas, quimicas y topograficas de la superficie intervienen de
forma decisiva en los procesos bidlogicos (interaccion proteica y celular) y las distintas
tecnologias aplicadas sobre ella, unidas a sus propiedades intrinsecas son objeto de
investigacion continua para favorecer la velocidad y la calidad de la respuesta del tejido
0seo.

La calidad superficial del implante dental depende de sus propiedades
fisicoquimicas y topograficas. Tanto unas como otras son relevantes en el
comportamiento bioldgico del Ti c.p.

1.4.1. Topografia

Cosiste en tres factores (la rugosidad, la dimension fractal, Y la Morfologia) la
topografia superficial puede considerarse la mas importante de las propiedades
superficiales que influyen en la respuesta del organismo a la presencia del implante.

La morfologia de la superficie del implante, incluyendo su microtopografia y su
rugosidad, son factores clave para su osteintegracién. Se ha demostrado que una mayor
rugosidad de la superficie incrementa el potencial de anclaje biomecanico. Los diferentes
estudios publicados muestran como las células osteoblasticas son capaces de diferenciar
no sélo entre superficies de diferente rugosidad, sino también entre superficies que, con
la misma rugosidad, tengan diferente topografia.

Es reconocido que, por ejemplo, aumentar la rugosidad del Ti c.p. por encima de
la obtenida al ser mecanizado, el implante mejora la respuesta osteoblastica in vitro y la
fijacion mecénica in vivo. De hecho, las superficies de los implantes de Ti c.p.
comerciales, en la mayoria de los casos, poseen topografias superficiales especialmente
disefiadas y manufacturadas atendiendo al conocimiento expreso de que los detalles
topograficos, tanto a escala micrométrica como nanomeétrica, supone un factor de calidad
relevante.

1.4.1. A. Rugosidad

La rugosidad, es el resultado acumulativo de algunos, o todos, de los siguientes
factores: la estructura cristalina, el proceso de fabricacion, y la ingenieria de superficies
aplicada, como puede ser el ataque acido, el recubrimiento con proyeccion por plasma o
el arenado, por poner algunos de los ejemplos méas empleados en implantes dentales.



La rugosidad superficial se puede describir y cuantificar por métodos topograficos
y se puede expresar como el resultado de efectuar mediciones sobre el perfil (2D o 3D)
de la superficie. Para ello, existen muchas técnicas de caracterizacion de la rugosidad
superficial, algunas de ellas sofisticadas y otras que sélo proveen de una informacion
limitada.

e Parametros estadisticos de rugosidad

La rugosidad de la superficie esta creada por valles y picos de amplitud variable y
espaciado superior a las dimensiones moleculares, estos picos y valles cambian la
rugosidad segun sus forma de ubicacion, altura, tamafio, por eso era necesario usar varios
parametros para dar una vision explica realmente la rugosidad de la superficie, aqui
explicamos unos parametros para facilitar una buena descripcion de la superficie.

Se puede dividir los parametros de rugosidad en tres grupos:
1. Parametros de amplitud:

Ra (Media aritmética de las desviaciones del perfil): es la media aritmética del
valor absoluto de las distancias desde la linea media al perfil. Esta linea media es una
linea de referencia para el célculo de los distintos pardmetros, que se determina por el
método de los minimos cuadrados respecto al perfil R, en cada longitud de muestra

(fig.1.1).

La unidad usada para medir Ra es micras (um) y es el pardmetro habitualmente
elegido para cuantificar de forma general la rugosidad de una superficie, y se calcula de
la siguiente férmula:
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Fig. I.1. Media aritmética de la desviaciones del perfil (Ra). (Gadelmawla et al, 2002)

Rq (Media de la raiz cuadrada de las desviaciones del perfil): es el valor medio de
la raiz cuadrada de las desviaciones del perfil respecto a la linea media, dentro de la
longitud de muestra. Este parametro es mas sensible que Ra a los valores extremos
debido a la operacién cuadréatica. Rq tiene un significado estadistico ya que estd asociado
a la desviacion estdndar de la distribucion de las alturas del perfil, y se calcula de la
siguiente formula:

Ry = \/ 7 [ oy a

Rt (Méxima altura del perfil): es un valor extremo, y describe la distancia entre la
altura del méaximo pico Rp y la mayor profundidad de los valles Rv, dentro de la longitud
de muestra.

Rpm: es la media de los picos mas altos en cada parte del perfil, y se calcula de la
siguiente formula:

i)

Rvm: es la media de los valles méas profundos en cada parte del perfil (Fig.1.2), y
se calcula de la siguiente formula:
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Fig.1.2. Los parametros (Rp, Rv, Rpm, Rvm, Rt). (Gadelmawla et al, 2002)
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Rz (altura de diez puntos): segin DIN es la media de sumar los 5 picos mas altos
y los5 valles mas bajos a lo largo del perfil. Este pardmetro mas determinado que Ra en el
caso de perfil con picos altos y valles profundos (Fig.1.3), y se calcula de la siguiente

formula:

Rypivy = % i‘}r ~ Dﬁ

Fig.1.3. Altura de diez puntos (Rz). (Gadelmawla et al, 2002) Tomada de (Gadelmawla et
al, 2002)

Rti la altura maxima pico-valle: es la distancia entre el pico mas alto y el valle
mas profundo en cada parte del perfil (Fig.1.4).



Fig.1.4. Altura méaxima pico-valle (Rti). (Gadelmawla et al, 2002)

Rtm: es la media de todas las distancias maxima entre los picos y valles en el
perfil, y se calcula de la siguiente férmula:

Ry: es el valor mas grande de la distancia entre el pico més alto y el valle méas
profundo (Rti) a lo largo del perfil.

Rsy: es la distancia mas larga entre las distancias calculadas entre los tres picos
mas altos y los tres valles mas profundos en cada parte del perfil.

Rsz: es la media de los cinco (Rsy) en el perfil (Fig.l.5), y se calcula de la
siguiente formula:

1 5
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Fig. 1.5. Altura del tercer punto (Rsy, R3z). (Gadelmawla et al, 2002)

Skewness Rsk area: es un valor demuestra la oblicuidad del area de la superficie,
se mide sobre la longitud de la evaluacién, sirve para distinguir entre dos superficies
tienen el mismo Ra o el mismo Rq pero con distintos bordes. Skewness es cero cuando el
perfil tiene el mismo nimero de picos y valles, es positivo cuando el perfil tiene picos
altos o valles planos, y es negativo cuando el perfil tiene picos planos o valles profundos,
y se calcula de la siguiente formula:
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Fig.6. Skewness (Rsk). (Gadelmawla et al, 2002)



Kurtosis Rku area: es un valor demuestra la curtosis del area de la superficie.
Describe la nitidez de un perfil, cuando Rku < 3 este significa que el perfil tiene pocos
picos altos y valles profundos, y cuando Rku > 3 este quiere decir que el perfil tiene
muchos picos altos y valles profundos (Fig.l.7), y se calcula de la siguiente formula:
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Fig.1.7. Kurtosis (Rku). (Gadelmawla et al, 2002)
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El factor de solidez del perfil k: es la proporcion entre la profundidad maxima de
valles y la altura maxima del perfil, y se calcula de la siguiente formula:

La amplitud de la funcion de densidad (ADF): representa la distribucion
histograma de las alturas del perfil (Fig.1.8), y se calcula de la siguiente férmula:

ADF(y) = \/ﬁ exp (znr )

q
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Fig.1.8. Amplitud de la funcion de densidad ADF. (Gadelmawla et al, 2002)

Funcion de auto correlacion (ACF): define la dependencia general de los valores
de los datos en una posicién a los valores de estos datos en otra posicion, y se calcula de

la siguiente férmula:

ACF(éx) = IE ﬁ yix)y(x + dox)dx

Correlacion de altura (B): describe la correlacion caracteristica de ACF, es la
distancia mas corta que el valor de ACF reduce a cierta fraccion.

Energia espectral de densidad (PSD): es importante para caracterizar la aspereza
amplitud y espaciamiento, y se calcula de la siguiente formula:

PSD(f) = Hﬁ:{:} exp(—i2nfy)dx 2



2. parametros de espacio:

Contar las regiones altas (HSC): es el numero de las regiones altas por encima de
la linea media (Fig.l.9).
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Fig.1.9. HSC por encima de linea elegida. (Gadelmawla et al, 2002)

Contar los picos (Pc): es el numero de los picos locales, los cuales se plantean a
través de elegir una banda tiene la misma distancia por arriba y por debajo de la linea
media (Fig.1.10).

r\ Upper Band

M
Lower Band

Fig.1.10. Pc dentro de una banda elegida. (Gadelmawla et al, 2002)

El espacio medio adyacente de los picos locales (S): es el espacio medio de la
parte méas alta del perfil medida entre dos adyacentes solo cuando la distancia vertical
entre los adyacentes picos es mayor o igual de 10% del Rt del perfil (Fig.1.11), y se
calcula de la siguiente formula:

I R
5=E§5"
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Fig.1.11. Espacio medio (S). (Gadelmawla et al, 2002)

Espacio medio de la linea media (Sm): es el espacio medio del punto mas alto del
perfil atravesando la linea media por arriba y por abajo (Fig.l1.12), y se calcula de la
siguiente férmula:

Sn-l S"

Fig.1.12. Espacio medio de la linea media (Sm). (Gadelmawla et al, 2002)

Numero de intersecciones del perfil de la linea media (n (0)): es el numero de las
intersecciones de la linea media en cada centimetro a lo largo del perfil (Fig.1.13), y se
calcula de la siguiente formula:

I n
n(Q) = I ;q
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Fig.1.13. Numero de intersecciones del perfil de la linea media (n (0)). (Gadelmawla et al,
2002)

Numero de los picos en el perfil (m): es el nUmero de los picos en cada unidad,
solo cuando la distancia entre los dos picos es mayor de 10% de la altura maxima del
perfil Rt (Fig.l.14), y se calcula de la siguiente formula:

ML
\J\‘/U% ZA0N VN

Fig.1.14. Numero de los picos en el perfil (m). (Gadelmawla et al, 2002)




Numero de los puntos de inflexién (g): es el numero de los puntos de inflexion
(Cuando el perfil cambia su sentido) del perfil en cada unidad (Fig.1.15), y se calcula de
la siguiente férmula:

l ]
g = E;gf

&n
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Fig.1.15. Numero de los puntos de inflexion (g). (Gadelmawla et al, 2002)

Media de radio de curvaturas (r ,): es la media de las curvaturas principales de los
picos a lo largo del perfil, y se calcula de la siguiente formula:

2yi = ¥i—1 — ¥i+1
F

1.4.1.B. Morfologia

La morfologia ayuda para saber la cristalinidad, Inclusiones, Vacantes, Limites
de grano, y Forma 2D y 3D de los detalles superficiales.

La morfologia de una superficie (ondulacion) da unas informaciones sobre la
topografia superficial ayuda en formar una imaginacion de la superficie lejos de los
valores numéricos de la rugosidad, mediante estudiar imagenes de dos dimensiones y tres
dimensiones sacadas de microscopias como la confocal (Plu) y la electronica del barrido
(SEM), La morfologia explica demuestra la posibilidad de tener dos topografias distintas
con los mismos valores de rugosidad.



1.4.1.C. Dimension fractal

Normalmente una superficie fractal tiene unas irregularidades que ocupan
“llenan” el espacio incrustacion (de tres dimensiones). Dimension fractal cuantifica
el trastorno en términos de la capacidad de llenar el espacio de la superficie, por lo
tanto una superficie fractal debe ocupar intrinsecamente mas espacio de una superficie
plana (es decir, el espacio topoldgico, dos dimensiones).

De hecho, una superficie fractal normalmente se convierte enel espacio de
llenado, peronolo hace de manera uniforme, es que ocupa solo ciertas regiones
del espacio incrustacion. Por lo tanto, la dimension fractal se relaciona con el grado de
compactacion de la estructura del espacio de llenado.

En geometria de fractales, la dimension fractal, es un ndmero real que generaliza
el concepto de dimensidn ordinaria para objetos geométricos que no admiten espacio

tangente.

La dimensién fractal es un exponente que da cuenta de cuan completamente
parece llenar un fractal el espacio conforme se amplia el primero hacia escalas mas y mas
finas. No existe una Unica dimension fractal sino una serie de dimensiones que
frecuentemente resulta equivalentes pero no siempre.

1.4.2. Quimica de superficie

La composicion quimica da informacion sobre la composicion atdmica y el estado
quimico de los elementos en el implante.

Existen varias tecnicas para evaluar la composicon quimica de superficie del
implante, Las mas utilizadas son (microscopia electronica de barrido EDX, X-Ray
Photoelectron Spectroscopy XPS).

La técnica XPS analiza la espectrometria de la superficie mediante determinar
las caracterizacion quimica de superficies. En esta técnica se detecta los elementos
livianos como O, C, N y explica la situacion de las combinacion quimica de los
elementos presentes en las superficies analizadas. A veces es obligatorio aumentar los
tiempos de medida para colectar suficiente cantidad de cuentas, especialmente en el caso
de los implantes odontoldgicos en que las superficies son rugosas o roscadas, porque una
gran proporcion de los fotoelectrones emitidos no alcanzan el analizador por lo que no
contribuyen a la sefial XPS.


http://es.wikipedia.org/wiki/Fractal
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1.4.3. Humectabilidad

Las propiedades mecanicas dan informaciones sobre la (elasticidad, plasticidad,
tensione residual)

La humectabilidad es un factor afecta en la respuesta de cuerpo extrafio, donde se
dividen los metales en dos grupos hidrofobicos o hidrofilicos, la superficie hidrofobica
tiene baja energia, es que inducen la respuesta (la fibrosis), por otro lado la superficie
hidrofilica con alta energia como el titanio, es que inducen la actividad mitética la que
favorece la ramificacion celular y la produccién de la matriz extracelular, por tanto Lim
concluye que la humectabilidad de una superficie predice su histocompatibilidad. Cuanto
mas humectable sea mayor formacion de pseudopodos y microvilli celulares y por tanto
mayor adhesion celular al implante.

e Angulo de contacto 6

Cuando se deposita una gota de liquido sobre una superficie solida, esta adopta
una forma controlada por la energia libre de las tres interfases involucradas sélidoliquido,
solido-vapor, y liquido vapor. El angulo de contacto es el angulo que forma la tangente
de la interfase liquido-vapor con respecto a la superficie solida (interfase solido-liquido)
en el punto de contacto o linea de tres fases.

El 4ngulo de contacto estd muy relacionado con los conceptos de extension y
mojado de tal forma que un liquido se extiende mas o menos sobre una superficie solida
segun sea el valor del angulo de contacto menor o mayor respectivamente. Asi, si el
angulo de contacto tiene un angulo muy pequefio, préximo a cero, se dice que el liquido
“moja” totalmente la superficie, puesto que se extiende completamente sobre la misma.

Por el contrario, si el angulo de contacto es proximo a 180° el liquido se
contraerd, pudiéndose observar claramente que la gota se separad e la superficie; en este
caso, el liquido se dice que no “moja” a la superficie solida.

El angulo de contacto que se mide experimentalmente no coincide, en general,
con el angulo de contacto de equilibrio o &ngulo de contacto de Young, sino que forma
parte de un intervalo de valores asociados a los posibles estados metaestables del sistema
(Neumann A.W. y Spelt J.K, 1996; Drelich J, 1997; Decker E.L, 1999).

Suponiendo gque una gota resbalara por un plano inclinado, se pueden definir dos
angulos de contacto. Uno el a&ngulo de contacto de avance, que es el que forma la gota en
el frente de avance. Otro es el angulo de contacto de retroceso, que es el que forma la
gota en la zona de retirada. Si esta gota resbalara sobre una superficie homogénea, lisa y
sOlida, el angulo de contacto de avance Yy retroceso serian iguales. Sin embargo, en las
medidas del angulo de contacto es posible observar diferencias entre el angulo de



contacto de avance y el angulo de contacto de retroceso. La diferencia existente entre el
angulo de contacto de avance y retroceso se denomina histéresis y responde a la
expresion:

H= ©a -Or

Donde H es la histéresis, ©a es el angulo de contacto de avance y Or es el angulo
de contacto de retroceso.

La aparicion de la histéresis en la medida del angulo de contacto puede estar
desencadenada por muchos factores pero todos ellos estan relacionados con la existencia
de irregularidades y heterogeneidades quimicas y morfoldgicas en el substrato. Entre las
causas que pueden provocar histéresis se encuentran la contaminacion tanto del liquido
como del substrato, la rugosidad de la superficie, la heterogeneidad quimica y
morfoldgica o la porosidad.

Las superficies reales no van a cumplir en general las condiciones de idealidad
con lo cual la validez de la ecuacion de Young es relativa. Por ello, en la bibliografia
(Johnson R.E, Dettre R.H, 1969; De Gennes P.G, 1985; Schwartz L, Garoff S, 1985; De
Coninck, 1994; Marmur A, 1994; Neumann A.W, 1996; Collet P et al, 1997) se pueden
encontrar multitud de formulaciones que tratan de justificar o completar la ecuacién de
equilibrio de Young para que incorpore las discrepancias encontrada sen las superficies
reales, intentando proporcionar un sentido fisico al valor del &ngulo de contacto.

El procedimiento mas habitual para la obtencidn del angulo de contacto se basa en
la visualizacion directa del angulo que forma la gota liquida depositadas obre la
superficie solida mediante el uso de un goniémetro (Neumann AW.y Good R.J, 1979).

La técnica utilizada en el estudios e basa en la geometria de la gota de liquido, se
determinan los pardmetros interfaciales a partir del perfil del a gota. El procedimiento
experimental depende del tipo del a interfase curva estatica objeto de estudio. El tipo
utilizado fue el del a gota sésil: se deposita un agota de liquido sobre una superficie sélida
e naire o bien inmerso en un liquido menos denso que el de la gota. Tradicionalmente
después de formar dicha interfases e colocaba un goniémetro para visualizarla.

En la actualidad, gracias al avance que se ha producido en la tecnologia
informatica, se ha optado por almacenar las imagenes del goniémetro directamente en el
ordenador para que se encargue de su analisis, y determine de una forma mucho mas
precisa y automatica el angulo de contacto utilizando técnicas de tratamiento digital de
imagenes.

La determinacion de la tension interfacial de la gota mediante esta técnica se hace
de manera indirecta utilizando la ecuacion de Young-Laplace y la imagen de la interfase



presente en la fotografia. Para ello, es necesario comparare el perfil de la gota
experimental con el que se obtendré a través de la ecuacion de Young-Laplace. Dado que
la resolucion exacta del a ecuacion de Young-Laplace es complicada, los resultados que
inicialmente se obtenian con esta técnica eran muy pobres. Sin embargo, actualmente, la
aplicacion del Anélisis Numérico combinado con el Tratamiento Digital de Imégenes
permite realizar ajustes mucho mas precisos. Entre los métodos numéricos destacar el
algoritmo ADSA (axisymetric Drop Shape Analysis) elaborado por el grupo del profesor
Neuman (Neumann A.W, Spent J.K, 1996) como uno de los métodos de ajuste mas
precisos que se han elaborado hasta ahora, y que es ampliamente utilizado por distintos
laboratorios (Noordmans J, Busscher H.J, 1991; Nahringbauer I, 1995).

Este método es un algoritmo numérico de ajuste muy preciso cuyo
funcionamiento se basa en la budsqueda del a curva, solucion de la ecuacion de Young-
Laplace, que mejor concuerda con el perfil experimental, lo que nos permite conocer de
modo indirecto los parametros interfaciales que caracterizan dicho perfil experimental
como la tension interfacial, el area interfacial, el volumen de la gota, el radio de contacto,
el &ngulo de contacto, el radio de curvatura del apice, etc.

Existen otras derivaciones del método ADSA, en nuestro estudio se utilizo el
ADSA-P que se adapta al perfil de la gota a partir de su proyeccién en el plano vertical.

El empleo del ordenador para la adquisicion de datos conlleva, ademas del
proceso de adquisicion de imagenes, un posterior andlisis digital de las iméagenes para
extraer aquella informacion relevante, que en este caso, equivale a la obtencion de las
coordenadas de perfil experimental de la gota.

De medidas interfaciales a partir de las coordenadas experimentales obtenidas a
través del tratamiento digital de imégenes. Por lo tanto, la aplicacion del método ADSA
consiste en buscar el mejor ajuste posible entre las coordinadas experimentales y teoricas.

El dngulo de contacto se forma entre la superficie de un liquido en contacto con
una superficie solida. ElI &ngulo de contacto se varia segin la competicion entre las
fuerzas moleculares liquido —liquido y las fuerzas liquido-solido, y segun del sélido y del
liquido de que se trata. También afecta la superficie del solido (liso, limpieza)

Si el &ngulo de contacto es menor que 90°, la superficie liquida se mantiene poco
contacto con la superficie del sélido y subira por un tubo estrecho.

Si el angulo de contacto es mayor que 90°, el liquido se extiende y se hundira en
un tubo. Si 6= 90°, el liquido no ascendera ni bajara. El ascenso o el hundimiento de un
liquido en un tubo estrecho.



1.4.4. Adhesion, diferenciacion y proliferacion celular

La adhesion celular es la capacidad celular de unirse a elementos del medio
externo o a otras células. La adhesion celular resultado de las fuerzas electrostaticas y
otras interacciones inespecificas por moléculas especificas en adhesion celular.

Se utilizan varias lineas como la linea MG-63, esta es una linea tipificada de
osteoblastos, que se obtuvo a partir de tejido 6seo humano, procedente de un varon
caucasiano de 14 afios con osteosarcoma (ATCC: CRL-1427); la cual, fue proporcionada
por la ATCC (American Type Culture Collection), MG-63 es la linea utilizada en el
Centro de Instrumentacion Cientifica de nuestra Universidad (Rosales et al, 2010)

Otros autores utilizan la linea MC3T3-E1 (DSMZ, Braunschweig, Germany),
también es una linea de osteoblastos se usa in modelo vitro (Lamolle et al, 2009b, He F,
2010, Lumetti S et al, 2016).

1.5. Cultivo celular

El cultivo celular es un proceso cada vez tiene mas beneficios en la implantologia
dental, es el juez que puede valorar el éxito o la utilidad de los tratamientos superficiales
de los implantes dentales.

1.5.1. Proteinas relacionadas con la adhesiéon celular

Proteinas colagenicas (colageno tipo |1 97% Yy colageno tipo V 3%) forman 90%
de la matriz extracelular y 10% lo forma proteinas no colagenicas (osteocalcina 20%,
osteonectina 20%, sialoproteinas dseas 12%, proteoglicanos 10%, osteopontina,
fibronectina, factores de crecimiento, proteinas Oseas morfogeneticas, etc). Estas
proteinas estan sintetizadas por el hueso y tienen un papel importante en la adhesion de
los osteoblastos en la superficie del implante.

Proteinas como Arg-Gly-Asp y secuencias poliacidicas, la osteopontina y la
sialoproteina Osea participan en la adhesion célular y en el enlace mineral (Butler,
Ritchie, 1995).

En estudios empiricamente sobre la adhesion celular se aislé diversos grados de
pureza y caracterizadas de las proteinas como fibronectina, laminina, epibolina,
epinectina y vibronectina. Y recientemente se aisl6 el tripeptido arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) (Ruoslati, 1987). RGD son receptores de la superficie celular por las
integrinas, que pueden reconocer sélo una simple proteina que contenga el peptido RGD,
por esto se necesita células diferentes con diferentes integrinas para reconocer a



diferentes proteinas RGD.

Por eso se utilizan biomateriales de recubrimiento con sustancias que promuevan
el anclaje de una poblacion celular deseada a otras o bien el anclaje celular no especifico
por incorporacién de peptidos con la secuencia RGD en polimeros del la superficie del
los implantes, lo que ofrece un mecanismo de enlace entre el tejido duro del organismo y
el biomaterial, sin embargo la debilidad intrinseca de las lineas celulares va en contra de
esta posibilidad (Brunski, 1999).

Existen proteinas Gseas con propiedades quimiotaticas determinante en adhesion
celular, como Arg-Gly-Asp con una potencia especial de fijar los receptores de la
membrana celular como integrinas (fibronectina, osteopontina, sialoproteina Osea,
trombospondina, colageno tipo I, vitronectina), (Grzesik, Robey, 1994).

Otros estudios de inmunocitoquimica demuestran que la capa interfacial electrén
densa contiene muchos glicosaminoglicanos (Linder , 1985), en especial manera la
osteopontina y la sialoproteina dsea asi como proteinas plasmaticas , como a2
glicoproteina HS (Nancy et al, 1998; Ayuhawa et al, 1998).

Estudios demuestran el role de la osteopontina como proteina predominante de las
glicoproteinas in vitro (30) y vivo (31), mientras se ha visto en cultivos de hueso la
restringida presencia de sialoproteina 6sea (26, 29). La ausencia o la penuria de proteinas
sericas, como la albumina, indica una deposicion selectiva de moléculas en la interfase
(Nancy A. et al, 1998).

La formacidn de hueso en la region periimplantaria va en dos direcciones: no solo
hacia en biomaterial si no hacia el mismo tejido éseo.

En experimentos que consisten en cultivar células 6seas en discos recubiertos con
proteinas de matriz extracelular, se ha visto que los osteoblastos humanos adhieren
preferentemente a la fibronectina respeto al colageno tipo I, IV, la vitronectina pero
débilmente a la laminina y colageno de tipo V. En contaste, no adhieren al colageno tipo
I11 (Gronthos S. et al, 1997).

Otros experimentos utilizan peptidos sintetizados artificialmente como GRGDS
(Gly-Arg-Gly-Asp-Ser) (Grzesik W.J, Robey P.G, 1994), o RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser)
(Puleo D.A, Bizios R, 1991). Después de mezclar el péptido al medio de cultivo se
demostro que el péptido RGDS inhibe parcialmente la adhesién de las células dseas de
calvaria de rata a discos recubiertos de fibronectina de una forma dosis dependiente
aunque el peptido control RGES tiene un efecto minimo sobre la adhesion celular (Puleo
D.A, Bizios R, 1991). Un peptido GRGDS casi completamente bloquea la adhesion a la
sialoproteina 0sea y la vitronectina y disminuye ligeramente la adhesion a la fibronectina,
el colageno tipo | y la trombospondina (Grzesik W.J, Robey P.G, 1994).



1.5.2. Proteinas del citoesqueleto

El citoesqueleto es un sistema de filamentos responsables del mantenimiento y los
cambios en la forma celular, existe en el citoplasma de las células, ademas de dirigir la
locomocion celular, el movimiento de varios elementos en el citoplasma, la integracion
de los organulos citoplasmaticos mas importantes, la division celular, la organizacion de
los cromosomas y el movimiento, y la adhesion de una célula a una superficie o con otras
células.

Los contactos focales o placas de adhesion son los sitios de adhesion entre el
cultivo celular y la superficie del substrato, también se puede definirlos como junciones
cerradas donde 10-15 nm separan la superficie del substrato y la membrana celular.

Los contactos focales se forman en células de baja movilidad y estd promovida
en vitro por proteinas de matriz extracelular como fibronectina, vitronectina.

En la parte exterior de los contactos focales parecen unas proteinas receptoras
especificas como las integrinas. Donde en la parte interior de los contactos focales
parecen proteinas trabajan como mediadoras de la interaccion entre los filamentos de
actina y las proteinas receptoras de membrana (integrinas), estas proteinas son la talina,
paxillina, vinculina, tensina.

Se participan muchas proteinas (integrina, proteinas del citoeskeleto, proteinasas,
proteinas kinasas y fosfatasas, moléculas sefialantes etc) con vinculina y talina en la placa
de adhesion. Estas proteinas tienen un papel muy importante en la sefial de transduccién.

La arquitectura de citoskeleto de la actina es determinante para mantener la forma
de la célula y la adhesion celular. Cuando se organiza en largos bultos, la F-actina suporta
protrusiones en forma de dedo de la membrana del plasma conocidas como filopodia; y
cuando se organiza en forma de red, eso suporta protrusiones en forma de hoja Ilamadas
lamellipodia. Si se presentan unidas en bultos con las placas de adhesion, las fibras
sometidas a estrés de actina podrian transmitir fuerzas al substrato (Zigmond, 1996).

1.5.3. Moléculas de adhesién

Moléculas de adhesion celular (MAC) son proteinas localizan en la superficie de
la membrana celular conlapotencia de unirse con otra célula, en el caso de unirse con la
matriz exracelular se llama el proceso adhesion celular.

Son proteinas receptores transmembrana, tienen tres dominios

e Intracelular: interacciona con el citoesqueleto.



e Transmembrana;: atraviesa la membrana.

e Extracelular: interacciona con la matriz extracelular (union heterofilica), con otras
MAC, o con proteinas del mismo tipo (union homofilica).

Estas proteinas pertenecen a diferentes familias. La mayoria de estas proteinas entran
en cinco familias fundamentales son las selectinas, las inmunoglobulinas, cadherinas,
integrinas, y los receptores de linfocitos. Entre ellas, solo las caderinas y las integrinas
han sido descriptas hasta ahora en células osteoblasticas. También se puede clasificar
estas familias a base de la dependencia del calcio, es que entran las inmunoglobulinas y
las integrinas bajo de MACs independientes de calcio.

Las inmunoglobulinas son homofilicas o heterofilicas, es que pueden unirse a las
integrinas o a otras inmunoglobulinas diferentes.

La familia de las integrinas estd compuesta por 24 heterodimeros de dos
subunidades unidas de forma no covalente denominadas o y . Se describio 16 sub-
unidad o y 8 subunidad B. La diversidad de estructuras esta asociadas con varias
posibilidades de enlace con el ligando. Cada sub-unidad esta compuesta por un largo
dominio extracelular, un dominio transmembrana y un corto dominio citoplasmatico.

Las integrinas son heterofilicas que se unen a las MACSs tipo inmunoglobulina o a
la matriz extracelular ha sido demonstrado que las integrinas interactuan directamente
con el substrato de titanio (Gronowics y McCarthy, 1996).

Cuando atraviesa la integrina la membrana forma una interfase entre los
compartimentos entra y extra celulares y puede trasladar los ligandos externos a
informaciones internas que se meten en varias procesos (adhesion celular, migracion
celular, y consecuentemente la regulacion del crecimiento celular y la diferenciacion).

El agrupamiento y la ocupacién por parte de la integrina provoca el reclutamiento
de la tensina y la adhesion focal de la kinasa, su fosforilacion y sucesivamente el
reclutamiento de talina, vinculina, y a-actina, (Craig y Johnson, 1996).

Existen factores como iones y la accion de agentes reguladores intracelulares asi
como extracelulares afectan en el numero de integrinas en la superficie de la célula, y su
afinidad para las proteinas en la superficie del substrato (Damsky, 1999). Los cambios
numéricos de estos factores (iones y sus distribuciones en la superficie de las células)
pueden producir un cambio en el fenotipo por alteracion de la expresion génica
(Gronowics y McCarthy, 1996).

Las su-unidades de integrina al y o5 son los dominantes en el hueso y todos los
tipos de células 6seas parecen en células de cultivo (Hughes, 1993).

1.5.4. Influencia del material sobre la adhesion celular



Las caracteristicas de una superficie como la topografia, la composicion quimica,
y la energia superficial juegan papel importante en la adhesion celular, es que determinan
si las moléculas son absorbidas por la superficie, ademas de dirigir y orientar las
moléculas (Boyan, 1996).

Caracteristicas superficiales como la morfologia, la capacidad de proliferaciéon y
la diferenciacion son determinante en la primera fase de adhesion de las proteinas. Otras
caracteristicas termodinamicas de la superficie, permite la interacttan con el bio ambiente
alrededor a través de formar una capas reactivas.

Los efectos sobre la superficie producidos por las técnicas utilizadas en la
preparacion de la superficie y de esterilizacién tienen un papel importante sobre la
adhesion celular in vitro (Baier et al, 1982; Stanford et al, 1994; Vezeau et al, 1996 ).

El titanio comercialmente puro c.p tienen un espesor de oxido de 2-6 nm antes de
implantacién, aun que este espesor del oxido es de 2a 3 veces méas anchos en implantes
desinsertados. Analizando la composicion quimica del oxido, se detecté unos cambios
causados por incorporacion de Ca, P, y S (Lausmaa et al, 1988; Sundgren et al, 1985).

Se demostrd que se consigue mejor adhesion celular en superficies hidrofilicas
que en superficies hidrofobicas (Altankov, Groth, 1994).

La absorcion y la modificacion estructural de las proteinas en el material esta
influenciada por la energia de la superficie (Boyan et al, 1996) es que en las superficies
cargadas positivamente contraen contactos muy estrechos con las células que forman la
membrana celular del substrato, mientras que en superficies cargadas negativamente se
encuentran contactos focales entre células y substrato (Shelton et al, 1998).

Estudio in vitro sobre la influencia de la vitronectina en la adhesion celular
demostré que la presencia de vitronectina en una regién cargada positivamente en células
Oseas es determinante para la distribucién, la adhesion y la proliferacion (Thomas et al,
1997).

(Altankov, Groth, 1994) habl6 sobre la importancia de la adsorcion de la plasma
fibronectina en la adhesién celular, es que la conformacion de la plasma fibronectina
afecta las conformaciones del dominio celular y la afinidad de la fibronectina con su
receptor de superficie celular (luliano et al, 1993).

Evaluando la adhesion celular en materiales polimetilmetacrilado pero
con grados distintos de rugosidad. Se encontré que la adhesién celular tenia
relacion con el grado de rugosidad y la hidrofobicidad, es que la componente
apolar de la energia de superficie incrementa significativamente con la
rugosidad aunque la componente basica disminuye y (Lampin et al, 1993).



I1. Justificacion y objetivo

11.1. Justificacion del trabajo

Con todo el éxito que esta teniendo el implante dental en restaurar al diente en los
pacientes que tienen ausencia de unos o todos los dientes seguimos teniendo casos de
riesgo donde no se puede garantizar este tratamiento como en los pacientes que sufren
infecciones o tumores afecta en el metabolismo del hueso, pacientes diabéticos y
pacientes fumadores, 0 en casos de necesidad de carga mediata, por eso se necesita
buscar soluciones para mejorar la osteointegracion y conseguir una adhesion celular mas
rapida, lo que requiere investigar mas en los temas que pueden influir en la
osteointegracion y la adhesion celular, temas como el material empleado para fabricar el
diente, el tratamiento que recibe la superficie, el disefio macroscdpico del implante, y la
técnica quirurgica.

En este trabajo se eligid el titanio porque es el mas utilizado por su estabilidad,
compatibilidad, y se eligio el acido fluorhidrico para grabar la superficie por su afecto en
mejorar la adhesion celular a través de aumentar la dimension fractal y la humectabilidad
de la superficie.

Otros estudios evaluaron el afecto del tiempo de grabado acido (Lamolle et al,
2009b) pero el tiempo de grabado acido no iba suficiente para determinar el mejor tiempo
de grabado, por eso en este trabajo se grabd la superficie mas tiempo hasta 10 minutos.

11.2. Objetivo

El objetivo principal de este estudio es evaluar el afecto del tiempo de grabado
acido en la topografia (rugosidad, morfologia, y dimension fractal), la humectabilidad, la
quimica de la superficie del titanio, y la adhesion celular; Ademas de evaluar el efecto de
las diferente escalas de medida.



[11. Materiales y métodos

Este trabajo se realizo en la Universidad de Granada con la colaboracion entre la
Facultad de odontologia en el laboratorio de investigaciones y la Facultad de ciencias en
el departamento de fisica aplicada. En primer lugar se describen los materiales utilizados
en este estudio, la preparacion de la muestra, las técnicas de grabacion acida, y
posteriormente los experimentos realizados, tabla 111.1:

Tabla 111.1. Disefio del trabajo

Barras de Ti c.p grado 11 —144 discos

l
Pulir+ultrapulido+pasivado

l
24  discos | 24  discos | 24  discos | 24 discos | 24 discos | 24 discos
(control) grabados por | grabados por | grabados por | grabados por | grabados por

2min 3min 5min 7min 10min

3 discos por |3 discos por |3 discos por |3 discos por | 12 discos por
grupo para el | grupo para XPS | grupo para | grupo para | grupo para el
confocal EDX ADSA cultivo celular

111.1. Materiales utilizados

En este estudio se utilizé barras de titanio comercialmente puro Ti c.p. Grado Il
(Manfredi Pure Titanium, S. Secondo di Pinerolo, Italia), tabla 111.2:

Tabla 111.2. Composicion quimica y porcentaje de los elementos en el Ti c.p grado Il

composicion

N%max

C%max

H%max

Fe%max

O%max

Ti %

Ticp Grado Il

0.03 0.10

0.0125

0.30

0.25

Balance

Las cristalinas del Ti tienen una forma hexagonal como muestra la imagen
obtenida del microscopio electronico de barrido (fig.I11.1)




Fig. l11.1: Imagen del microscopio electronico muestra la cristalina hexagonal del Ti.

I11. 2. Preparacion de los especimenes

Los discos se han obtenido a partir de la mecanizacion de barras de 2 cm por un
didmetro de 3-4 mm del material referido. Se cortaron en un micrétomo Accutom 50
(Struers, Alemaia) (Fig. 111.2) utilizando discos de corte diamantados (C.F.Schroder,

Alemana).




Fig.I11.2.Micromoto Accutom utilizado para cortar las barras del titanio

Una vez obtenidos los discos se realizaron pulido métalo grafico manualmente
con discos de SiC de 400, 800, 1000, 1200, 2000, 2500, 4000 grit (Fig. 111.3).

Fig.I11.3. Discos abrasivos utilizados en el pulido.

El ultrapulido se realizé manualmente con particulas de oxido de aluminio de (1,
0,3, 0,05) um (Buehler, Munich, Germany). (Fig. 111.4) hasta llegar a un pulido espejo o
métalo grafico (Fig. 111.5).
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Fig.111.4. Particulas de aluminio utilizadas en el ultrapulido.



Fig.I11.5. Discos de titanio después el ultrapulido

Posteriormente se lavaron en un bafio ultrasonido (Selecta, Barcelona, Spain), Se
dividio la muestra (144 discos) en 6 grupos de estudio (24 discos en cada grupo) en
funcién de la accion recibida, el primer grupo se quedé sin grabar (pulido espejo), se
considerd como control para comparar el afecto del grabado acido en el resto de los
grupos. Se utilizo el acido fluorhidrico (Banreac) al 10% para grabar los discos a distintos
tiempos. Los grupos de estudio fueron:

Grupo 1: Control (pulido espejo).
Grupo 2: Grabado por 2 min.
Grupo 3: Grabado por 3 min.
Grupo 4: Grabado por 5 min.
Grupo 5: Grabado por 7 min.
Grupo 6: Grabado por 10 min.

Los especimenes que recibieron grabado acido se pasivaron en un ataque quimico
con una disolucién de acido nitrico (Panreac, Barcelona, Espafia) al 30% durante 3 min,
finalmente, todos los discos se lavaron en ultrasonidos con acetona (Panreac, Barcelona,
Espafia) al 70% durante 20 min y se secaron en estufa a 37° durante 24h, y sucesivamente
se lavaron en agua destilada por 30 min y secaron en estufa a 37° durante 24h.

En este capitulo hablamos de los instrumentos utilizados y explicamos las
técnicas usadas para hacer las medidas y sacar los resultados.



111.3. Rugosidad y dimension fractal

Para este propdsito se utilizé el microscopio Confocal de luz blanca PLp,

Scanning ElectronMicroscope Leo1430-VP (Carl Zeiss,Oberkochen,Germany)., el

microscopio confocal es un instrumento muy importante para la determinacion

cuantitativa de la rugosidad y la dimension fractal de la superficie de los discos, se utilizd
cinco objetivos (x100, x200, x500, x1000, y x1500) escaneando distintas areas (58x43

pm?, 117x86 um?, 292x214 pm?, 584x428 pm?, y 776x642 pm?)

Tabla.ll1.3. Los parametros de la topografia

Parametro descripcion Unidad
Ra Media aritmética de las desviaciones del perfil pm

Rq Media de la raiz cuadrada de las desviaciones del perfil | um

Rt Maxima altura del perfil Hm

Rp La altura del méximo pico Hm

Rv La profundidad del mayor valle pHm
Rsk Simétrica de la distribucion de los picos (skewness) -

Rku Se forma de la distribucion de los picos (kurtosis) -

DF

Se evaluaron valores de siete parametros de descripcion vertical (o en altura) del

perfil: Ra, Rq, Rp, Rv, Rt, Rsk area, Sku area, descritos en la table anterior.




Fig. 111.9 Imagen del microscopio confocal de luz blanca

Se utilizaron tres discos de cada tiempo, se realizaron 3 medidas en cada uno de
los discos.

Andlisis estadistico:

Para evaluar si las diferencias entre los valores obtenidos eran estadisticamente
significativas se han llevado a cabo comparaciones multiples con ANOVA con post hoc
de Tukey, considerando como factor las cuatro superficies y como variables dependientes
los valores de angulo de contacto, los valores de rugosidad obtenidos con el microscopio
confocal, los valores de rugosidad obtenidos con el microscopio de fuerzas atémicas. Se
considera que las diferencias son estadisticamente significativas siempre que el p-valor <
0,05, y un intervalo de confianza al 95%.

Todos estos tests estadisticos se llevaron a cabo con la ayuda del programa SPSS.

I11.4. Morfologia de la superficie

Para evaluar la morfologia de las superficies estudiadas se utilizaron dos
microscopios (el microscopio confocal, y el microscopio electronico de barrido) para
obtener una imaginacion cercana a la actualidad y formar mejor entendimiento a los
resultados de la rugosidad.



111.4.1. Morfologia con el microscopio confocal

Se estudiaron todas las imagenes sacadas del microscopio confocal (perfil,
bidimesiones, tridimensiones) para observar los cambios morfoldgicos en cada uno de los
tiempos estudiados con la ayuda de los analisis de los parametros de la rugosidad. Las
siguientes figuras (fig.111.8, fig.111.9, fig.111.10, fig.lll. 11) ensefian una muestra de las
imagenes de dos y tres dimensiones y los perfiles.

Z (pm)

Fig.111.10: Imagen perfil observa la topografia de la superficie grabada 2 min con el
objetivo x1000 del microscopio confocal.

Fig.111.11: Imagen perfil observa la topografia de la superficie grabada 10 min con el
objetivo x500 del microscopio confocal.



Fig.I11.12: Imagen tridimensional observa la topografia de la superficie grabada 10min
con el objetivo x1000 del microscopio confocal.
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Fig.111.13: Imagen bidimensional observa la topografia de la superficie grabada 2 min con
el objetivo x1500 del microscopio confocal.



111.4.2. Morfologia con microscopio electronico de barrido (MEB)

La morfologia de la muestra estudiada fue analizada también con la microscopia
electrdnica de barrido.

El microscopio electronico de barrido de alta resolucién, modelo Hitachi, S-510,
es el que se uso en el presente estudio, dotado de:
-Tension de aceleracion de 25 kv.
-Rangos de aumentos de 20x a 150.000x a 5 mm de distancia de trabajo.
-Control manual de todas las funciones.
-Detector de SE, con resolucién de 7 nm a 25 kv.
-Detector de BSE tipo semiconductor de cuatro cuadrantes con resolucién de Z=1.
-Detector de EDX, Rontec, M Series, Edwin, Si (Li).
-Sistema de microanalisis Edwin de Rontec.
-Camara de infrarrojos GW con monitor LCD.

Aparte de dos unidades, unidad de metalizacion con oro NANOTECH
SEMPREP2, y la unidad de evaporacion con carbon POLARON CC7650.

Todas las muestras necesitan un tratamiento de deshidratacion que les proporciona
estabilidad en medios de vacio que no contaminen la columna y estabilidad en el tiempo
por ello los tratamientos son invasivos e irreversibles.

Fig.I11.14. Microscopio Electrénico de Barrido Hitachi



La microscopia electronica de barrido se utilizo para el analisis morfoldgico de las
diferentes superficies. La obtencion de estos discos requirio del montaje y pulido previo
de las muestras descrito anteriormente.

Tres discos de cada tiempo utilizaron para observar la morfologia con el
microscopio electronico de barrido usando 4 aumentos (500, 1000, 2000, 5000) segun lo
siguiente:

Los especimenes, se cementaron en portamuestras de aluminio para MEB y se
cubrieron con carbon durante 1 minuto utilizando la unidad de evaporacion con carbon
POLARON CC7650.

Se llevo a cabo un analisis morfoldgico de la superficie, y un andlisis cuantitativo
de la amplitud de los poros de las superficies grabada utilizando un programa
informatico.

Las iméagenes obtenidas proporcionan informacion morfologica y cualitativa; con
ayuda de algunos tratamientos de imagen se logra extraer algunos datos semi-
cuantitativos y cuantitativos pero siempre son indirectos.

Las siguientes figuras ofrecen imagenes tridimensionales a varios aumentos de
superficies estudiadas.

Fig.111.15: Imagen tridimensional observa la morfologia de la superficie grabada 2 min
con magnificacién de 500x del microscopio electrénico.



Fig.111.16: Imagen tridimensional observa la morfologia de la superficie grabada 7 min
con magnificacion de 1000x del microscopio electronico.

[11.5. Quimica de la superficie

La caracterizacion quimica de las superficies se analizd sobre 3 discos de cada
grupo de la muestra estudiada. Se utilizé el Espectrémetro de Fotoelectrones de Rayos-X
Kratos Axis Ultra-DLD, compuesto de:

- Camara de analisis con accesorio de calentamiento (hasta 600 °C) y enfriamiento (hasta-
150 °C) de las muestras.

- Fuente de rayos-X de doble &nodo (Mg/Al). Potencia 450 W.

- Monocromador Al Ka. Potencia 600 W.

- Manipulador de muestras automatico de alta precision (x, y, z, 9).

- Cémara de admision de muestras.

- Analizador hemisférico de electrones conectado a un detector DLD (delay-line
detector).

- Candn de iones con entrada de gas integrada (Ar) para decapado y desbastado de
superficies.

- Fuente de electrones para neutralizacion de cargas.

- Sistema de video-microscopio.

- Célula de reaccion catalitica de alta temperatura.

- Sistema de generacion y medida de ultra alto vacio (10-9 torr) compuesto de bomba
turbomolecular (cdmara de admision) y bomba iénica con bomba de sublimacion de



titanio (camara de analisis).
- Computador y Software para adquisicion y procesado de datos.

Photoelectron Spectroscopy X-ray (XPS) Permite el analisis de una region de la
muestra (300 pm x 700 um) o de un punto determinado (110 pum, 55 pum, 27 pm o 15 um
de didmetro). El equipo dispone de un cafion de iones que permite combinar su elevada
sensibilidad superficial con el ataque ionico (ion-etching), de manera que se obtiene la
composicion quimica en funcion de la profundidad (depth profiles).

La técnica ARXPS (Angle-Resolved XPS) permite analizar la composicion
superficial de una muestra con resolucion angular.

El modo map permite obtener mapas superficiales rastreando una energia determinada.

Esta técnica Identifica todos los elementos presentes en las superficies (excepto H
y He). Determinacion cuantitativa de la composicion elemental de la superficie.

Fig.111.17. Espectrometro de Fotoelectrones de Rayos-X Kratos Axis Ultra-DLD



Fig.111.18: El porcentaje de Los elementos en la superficie grabada segun los analisis
quimicos del microscopio electronico.
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Fig.111.19: El porcentaje de Los elementos en la superficie lisa segun los analisis
quimicos del microscopio electrénico.



111.6. Medida del angulo de contacto 0

Se utilizd el método (Axisimetric Drop Shape Analisis-Profile) ADSA-P (gota,
burbuja) en la medida de la humectabilidad de las superficies del titanio con agua
destilada, sacando el angulo de avance de la gota y retroceso de la burbuja.

Para la planificacion del método ADSA-P y el procesamiento de las gotas y las
burbujas, se ha utilizado un instrumento que consta de varios elementos. En la (figura
1.19) se muestra un esquema del dispositivo para la técnica ADSA-P del laboratorio de
Fisica aplicada de la Universidad de Granada.

Set-up
Mioro- INTER-
Injector FACIAL
ocontrol RESULTS
Micro-injector ﬁ DINATEN
program
Uight
Captive Bubble )
Light Diff- k Frame ADSA
Sourc user Sessile Drop Microscope i
\\\ 4, 4
:—,, \S—
| %

Thermostatized Cells

| Vibration Isolation Table |

Fig.111.6. Esquema del dispositivo utilizado para medir el angulo de contactote una gota
sésil conla técnica ADSA-P.

1° Mesa antivibratoria (Fig 3.6). Todo el dispositivo se montdé en una mesa
antivibratoria Vibraplane (Kinetic System, Boston, MA, EE.UU.) para evitar pérdidas en
la precision de las medidas causadas por las vibraciones procedentes del edificio. La
mesa esta construida con un papel de acero procedentes del edificio. La mesa esta
construida con un panel de acero inoxidable con taladros roscados (n-6) para poder
montar cualquier elemento. Este panel estd apoyado sobre cuatro patas que tenian un
mecanismo neumatico nivelador.



2° Microposicionador de superficies y gotas (Narishige, Tokio, Japon). Esta
compuesto por tres tornillos micrometricos que permiten mover libremente la superficie
en cualuier direccion. ElI microposicionador permite también alinear la horizontal de la
superficie donde se apoyan las gotas sesiles ola rejilla utilizada en el proceso de
calibracion.

3° Microscopio. Es una de las piezas claves del dispositivo experimental para la
adquisicion de imagenes Optimas cuyo objetivo debe tener una ausencia casi absoluda de
distorsiones geométricas en todo intervalo de aumentos utilizados. Se ha utilizado un
objetivo en el microscopio que permite ampliar los aumentos hasta en un factor 6 sin
ninguna pérdida apreciable; se trata de un objetivo Apo-Zoom Wild 400076 (Leica
Instruments GMBH, Nussloch, Alemania) con una distancia focal de 200 mm y una
apertura 1:6. la imagen que se obtienes e almacena en el ordenador. Fisicamente, la
imagen se captura desde una cdmara de video digital. EI microscopio lleva adaptado una
fuente de luz halégena anular modelo GLS 150 (Leica Instruments GMBH, Nussloch,
Alemania).

4° Camara de video. Se utiliz6 una camara CCD (charge couple device) de alta
resolucion modelo SSC-M370CE (Sony, Tokio, Japdn) con una resolucion de 752x582
pixeles en un area de 6,3x4,7 mm, con una sensibilidad de 0,3 lux.

5° Tarjeta Digitalizadora. Se ha utilizado una tarjeta digitalizadora de 768x576
pixeles para la tarjeta DT-3155 (Data Translation Frame Grabber Board, Malboro,
EE.UU.) y una sensibilidad de 0,3 lux, con buffer de memoria (frame memory), para su
posterior tratamiento o presentacién en la pantalla del ordenador. Dependiendo del
modelo de FG el buffer de memoria puede estar ubicado en la propia tarjeta
digitalizadora o en la memoria RAM del ordenador. Finalmente, si se necesita visualizar
la imagen digital en un monitor, habra que realizar una nueva conversion de la imagen
digital a una sefial analdgica, ya que la mayoria de los monitores actuales, basados en
tubos de rayos catddicos, requieren una entrada de ese tipo.

6° Ordenador. Para el procesamiento y analisis de imagenes se han utilizado un
conjunto de ordenadores PCs: un PC 486 DX-33 con 4 Mb RAM, un PC 486 DX2-66
con 8 Mb RAM y un Pentium 100 con 16 Mb de RAM.



7° Reticula de calibracién. Es otro de los elementos necesarios en el instrumento
para poder analizar las gotas en las imagenes. La visualizacion de la reticula a través

de la cdmara CCD tiene un doble fin. Por un lado permite calibrar las gotas sesiles de las
inmagenes para conocer con exactitud las dimensiones fisicas de las mismas. Por otro
lado, permite conocer y corregir mediante software la posible distorsion geométrica que
pudiera tener el dispositivo optico. En este caso, se ha optado por una rejilla que contiene
reticulas cuadradas de 0,25 mm de lado (Graticules Limited, Tonbridge, Reino Unido).

8° Plomada. Consiste en un hilo de nylon del cual cuelga un objeto pesado que se
introduce en una cubeta de agua para amortiguar las oscilaciones. Se utiliza antes de
iniciar la experiencia y antes de colocar la reticula para corregir la posible inclinacion que
tenga la alineacidn vertical de la cAmara. La imagen de este hilo es visualizada por la
camara, y el programa Contacto (Holgado, 1996) analiza las coordenadas de dos puntos
de la plomada frente a la vertical de la cAmara de video.

9° Programas informaticos Dinaten, Imgdisp, Adsad. Facilitan al usuario todas las
operaciones de captura, almacenamiento, procesamiento y analisis de las imagenes. Por
otra parte, permiten evaluar los parametros interfaciales (tension interfacial, angulo de
contacto, volumen medio, radio de contacto, etc.) de cualquier gota sésil.

10° Instrumental para deposito y creacion de las gotas y las burbujas. Es necesario
para depositar la gota en la superficie de estudio o para la creacion de una gota pendiente.
Para el dep6sito de una gota sobre una superficie se han utilizado un inyector conectado
con un almaceén y este almacén se llena agua en el caso de la gota, y se queda vacia en el
caso de la burbuja.

Tres discos de cada tiempo fueron preparados para realizar esta medida haciendo
un agujero en el centro de los discos (la medida del agujero es 1 mm), se hizo dos medida
para cada, una para obtener el angulo de avance de la gota y la otra para obtener el angulo
de retroceso de la burbuja.

El proceso de obtencion las medidas interfaciales con la técnica ADSA-P sigue
varias fases:



1° Posicionamiento del microscopio. EI microscopio se posiciona horizontal,
paralelo al plano horizontal.

2° Célculo del angulo de rotacion. Para la evaluacion de la (gota o burbuja)
pendiente, en la primera fase se calcula el angulo de rotacion de la cAmara mediante la
visualizacion y evaluacion.

3° Calibrado. Se introduce la imagen que contiene la rejilla y se extraen los puntos
de insereccion (puntos control) para conocer la transformacion geométrica a aplicar en
cada zona de la imagen.

4° Visualizacion de la (gota o burbuja). Se visualiza la imagen de la (gota o
burbuja) a analizar y se extrae automaticamente mediante el programa Contacto el perfil
de la gota. Se corrigen las coordenadas del perfil con el angulo de rotacion de la camara
obtenido en la primera fase. Se aplica la transformacion geométrica para cada punto del
perfil y se obtienen las coordenadas fisicas definitivas en cm libres de distorsiones.

5° Determinacion del angulo de contacto.

Mediante la técnica ADSA y con las coordenadas fisicas de la gota se calcula el
angulo de contacto.

111.6.1.Angulo de contacto de avance

El protocolo de trabajo utilizado para obtener medidas precisas de los parametros
interfaciales en el caso de la gota fue el siguiente:

1) Limpiar exhaustivamente todos los recipientes, superficies y utensilios que se
van a utilizare n la experiencia y seguir las normas de limpieza y trabajo del laboratorio.

2) Comprobar que todos los dispositivos (ordenadores, camaras CCD, inyector,
termostato, etc..) funcionan correctamente.

3) Calibrar el instrumento en funcion del tipo de experiencia a realizar.

4) Montar en la mesa antivibratoria los elementos necesarios en funcién del tipo
de experiencia a realizar la medida.

5) Se coloca el disco a analizar encima del microposicionador después pegar lo a
un bloque preparada para recibirlo.



6) Se inyecta una gota inicial de 10 ul Se captura la imagen utilizando el
programa Dina Ten teniendo en cuenta que la imagen debe estar bien enfoca da y
contrastada.

7) Se guarda la imagen y después se abre con el programa para apuntar la
referencia de las dimensiones de la gota.

8) Se inyecta la IRS y mientras el programa automaticamente se captura cada 1
segundo y salen las medidas directamente.

9) Se guarda los datos y se encarga el programa del analisis y obtencién de
medidas sobre las imagenes capturadas de perfil lateral.
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Fig.111.7: El angulo de contacto del avance de la gota de cada imagen capturada de las
superficies pulidas.

Para obtener el angulo de avance de la gota se calcula la media de los valores
desde el principio hasta que empieza el angulo bajar en funcién del tiempo (los valores
existen entre las barras en la Fig.111.7).

111.6.2.Angulo de contacto de retroceso de la burbuja cautiva

El protocolo de trabajo utilizado para obtener medidas precisas de los parametros
interfaciales en el caso de la burbuja fue el siguiente:



1) Limpiar exhaustivamente todos los recipientes, superficies y utensilios que se
van a utilizare n la experiencia y seguir las normas de limpieza y trabajo del laboratorio.

2) Comprobar que todos los dispositivos (ordenadores, cdmaras CCD, inyector,
termostato, etc..) funcionan correctamente.

3) Calibrar el instrumento en funcion del tipo de experiencia a realizar.

4) Montar en la mesa antivibratoria los elementos necesarios en funcion del tipo
de experiencia a realizar la medida.

5) Se pone el bloque con el disco pegado en un cubo transparente lleno de agua.

6) Se inyecta una burbuja inicial de 10 um Se captura la imagen utilizando el
programa Dina Ten teniendo en cuenta que la imagen debe estar enfocada y contrastada.

7) Se guarda la imagen y después se abre con el programa para apuntar la
referencia de las dimensiones de la burbuja.

8) Se inyecta la IRS y mientras el programa automaticamente se captura cada 1
segundo y salen las medidas directamente.

9) Se guarda los datos y después se encarga el programa del analisis y obtencion
de medidas sobre las imagenes capturadas de perfil lateral.

El angulo de retroceso de la burbuja se calcula la media de los valores desde el
principio hasta que empieza el angulo subir en funcion del tiempo (los valores existen
entre las barras Fig.I11.8),

Fig.111.8: El angulo de contacto del retroceso de la burbuja de cada imagen capturada de
las superficies tratadas por 3 minutos.



La media de los angulos de avance y retroceso obtenidos se utilizé para calcular el angulo
Young como en la sieguiente formula (Morra M et al,1990):

€0S0zpp =Ry cosO
pp y

donde Ry es la propocion de la area real al aparente de la superficie (Wenzel RN, 1936).

111.7. La disolucion del Ti

Para evaluar el afecto del tratamiento aplicado en el porcentaje de peso perdido
del titanio de la masa principal, se tomaron tres discos lisos y después de pesarlos
utilizando una balanza ultra sensible se grabaron durante 2min con HF y se pasivaron en
un ataque quimico con una disolucion de acido nitrico (Banreac) al 30% durante 3 min,
finalmente, todos los discos se lavaron en ultrasonidos con acetona (Banreac) al 70%
durante 20 min y se secaron en estufa a 37° durante 24h, y sucesivamente se lavaron en
agua destilada por 30 min y secaron en estufa a 37° durante 24h; y después se tomd el
peso (este proceso se repitio después de cada grabacion acida .

Después se grabo la muestra 1min mas para llegar a 3min de grabacion (pasivado
Yy peso).

Se grabd la muestra 2min mas para llegar a 5min de grabacion (pasivado y peso).
Se grabd la muestra 2min mas para llegar a 7min de grabacion (pasivado y peso).

Se grabo la muestra 3min mas para llegar a 10min de grabacién (pasivado y
peso).

Se calculé el porcentaje del peso perdido con respeto a la masa principal.

111.8. Respuesta celular

Cuatro discos de cada grupo fueron sumergidos in osteoblastos MG-63 del banco
de la células en el Centro de instrumentacion cientifica de la universidad de Granada, .

Medio de cultivo: EMEM con BSS de Earle + 2 mM GLUTAMINA modificado
conteniendo: 1.0 mM piruvato sédico, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales (NEAA),
1.5 g/L de bicarbonato sédico y suplementado con 10% Suero bovino fetal inactivado.
Este medio estd formulado para su uso en atmosfera con 5% de CO2.

Procedimineto de subcultivo: Dividir los cultivos confluentes sembrando a 1:4
hasta 1:8 a una densidad de 1-3x10000células/cm2 usando tripsina/EDTA, 0.25%, 0.03%



respectivamente. Se incuban a 37 C y 5% de CO2. El medio debe renovarse cada 2-3
dias.

I11. 8.1. El cultivo celular

Las células utilizadas en nuestro estudio se suspenden en medio DMEM
suplementado con un 10% de SBF y se ajustan a una densidad celular de 2x105
células/ml. Dicha suspension celular se dispone en placas de cultivo de 24 pocillos
(Falcon, Becton Dickinson Labware, N.J., USA), a razén de 2 ml/pocillo; en las que
previamente se han dispuesto los discos de titanio con las distintas superficies estudiadas.
Posteriormente, las placas se incuban a 37° C en atmdsfera de CO2 (5%), Los discos son
recogidos a 24 horas, con objeto de determinar el nimero de células adheridas a la
superficie del disco. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se recogen los discos
y se tratan con 2 ml de una solucion de Tripsina-EDTA a 37°C durante 10 minutos con
agitacion. Transcurrido este tiempo, se neutraliza la actividad enzimaética con 2 ml de
medio de cultivo suplementado al 10% con SBF. La suspension celular obtenida se
deposita en un frasco universal y se centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos en frio.

El sedimento, asi obtenido, se suspendié en 100 ul de PBS, para proceder al
recuento del numero de células, para lo cual se utilizd un citometro de flujo (Ortho
Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic System, Raritan, USA).

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Los resultados se han expresado en n° células/ml.

Analisis estadistico:

Para evaluar si las diferencias entre los valores obtenidos eran estadisticamente
significativas se han llevado a cabo compararaciones multiples con ANOVA con test de

Tukey, considerando como factor el tratamiento de superficie y como variable
dependiente el valor de adhesion celular.

Por otro lado se han llevado a cabo comparaciones multiples con el mismo tipo de
analisis considerando como factor los intervalos de tiempo y como variable dependiente
la adhesion celular.

Se escogio6 el intervalo de confianzaal 95%. Las diferencias son estadisticamente
significativas siempre que el p-valor < 0,05.

Todos estos tests estadisticos se llevaron a cabo con la ayuda del programa SPSS.



111.8.2. Morfologia celular

El cuarto disco de cada serie se utilizo para evaluar la morfologia. Después del
periodo de incubacién de 24 horas, el medio de cultivo se retird y se tratd el disco con 4%
glutaraldehido (Agar Scientific, Reino Unido) en PBS (pH 7,2) durante 20 minutos para
fijar las células, seguido de deshidratacion en alcoholes graduados, inmersién durante 10
min en hexametildisilazano, secado al aire, revestimiento con paladio de oro, y se
visualizaron por medio de microscopio electrénico de barrido (Leo 1430-VP, Carl
Zeiss,Oberkochen,Germany). Las muestras fueron fotografiadas en formato digital,
empleando la mayor resolucion posible (300dpi) en extension tif.



V. Resultados
IV.1. Disolucion del Ti

Analizando los datos conseguidos de las medidas del peso después de cada
grabacion acida corresponde con el tratamiento aplicado, se encontré que hay una
relacion directa entre el tiempo de grabado y el porcentaje del peso perdido (Tab.IV.l) y
(Fig.1V.1).

Tab.IV.1. Disolucion del Ti en masa y altura

Tiempo de grabado min 2 3 5 7 10

Disolucion de masa (%) pg 0.021 0.042 0.061 0.093 0.123
(0.004)a | (0.005)b | (0.006)c | (0.004)d | (0.005)e

Disolucion de altura(%) um 0.007 0.012 0.015 0.065 0.085
(0.002)a | (0.003)b | (0.005)b (0.002)c | (0.006)d

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE: Desviacion
estandar.
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Fig.1V.1. El porcentaje del peso perdido en funcion del tiempo de grabado.




IVV.2. Topografia

IV.2.1. Rugosidad

En este apartado se muestran los pardmetros de rugosidad obtenidos (Ra, Rq, Rp,
Rv, Rt, Rsk, Rku) con el Microscopio confocal utilizando los 5 objetivos x100, x200,
x500, x1000, x1500, cada uno de los pardmetros tuvo sus propias modificaciones
depende al tiempo de grabado y el objetivo utilizado.

La rugosidad Ra se muestra en las tablas (1V.2.1/ 1V.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4/ IV.25) y
en la grafica IV.2.1 donde a x100 se observa que se produce un incremento progresivo en
funcion del tiempo de grabado. Este incremento se estabiliza a los 5 min, obteniendo
valores similares a los 5y 7min. A x200 y x500 se observa la misma tendencia descrita,
el efecto producido por el grabado acido es similar. La rugosidad se incrementa hasta los
5min, y lo mismo por x1000 y x1500.

La rugosidad Ra fue diferente en funcién del aumento observado, los valores
fueron mayor cuanto menor fue el aumento del objetivo utilizado. La rugosidad mas baja
se observd a x1000 y x1500, siendo los valores similares, y la rugosidad mas alta se
observo a x100, bajo los aumentos x200 y x500 los valores fueron mas bajos que a x100
pero similares entre ellos.

La rugosidad Rp se muestra en las tablas (1V.2.1/ 1IV.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4/ 1V.2.5)
y en la grafica IV.2.2 donde a x100 se observa que se produce un incremento progresivo
entre el control y la muestra grabada. Este incremento se estabiliza obteniendo valores
similares a los 3, 5 y 10min y un valor méximo a los 7min. A x200 se observa que se
produce un incremento progresivo en funcién del tiempo de grabado hasta los 3min
donde estabiliza el incremento obteniendo valores similares. A x500, x1000, x1500 se
observa incremento entre el control y la muestra grabada, pero no se nota cambio en Rp
en la muestra grabada obteniendo valores similares.

La rugosidad Rp fue diferente en funcion del aumento observado, los valores
fueron mayor cuanto menor fue el aumento del objetivo utilizado. La rugosidad méas baja
se observé a x500, x1000 y x1500, siendo los valores similares, y la rugosidad mas alta
se observo a x100, bajo los aumentos x200 los valores fueron mas bajos que a x100.



La rugosidad Rq se muestra en las tablas (1V.2.1/ 1V.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4/ IV.25) y
en la grafica IV.2.3 donde a x100 se observa que se produce un incremento progresivo en
funcion del tiempo de grabado, obteniendo valores similares a los 2 y 3min, yalos 5y
7min. A x200 y x500 el efecto producido por el grabado acido es similar. La rugosidad se
incrementa hasta los 5min, a x1000 y x1500 se observa la misma tendencia descrita.

La rugosidad Rq fue diferente en funcion del aumento observado, los valores
fueron mayor cuanto menor fue el aumento del objetivo utilizado. La rugosidad méas baja
se observo a x1000 y x1500, siendo los valores similares, y la rugosidad mas alta se
observo a x100, bajo los aumentos x200 y x500 los valores fueron mas bajos que a x100
pero similares entre ellos.

La rugosidad Rv se muestra en las tablas (IV.2.1/ 1V.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4/ IV.25) y
en la grafica 1VV.2.4 donde a x100 se observa que se produce un decremento progresivo en
funcién del tiempo de grabado. Este decremento se estabiliza a los 5 min, obteniendo
valores similares a los 5, 7 y 10min. A x200 se observa la misma tendencia descrita, el
efecto producido por el grabado acido es similar. La rugosidad se incrementa hasta los
5min, a x500, x1000 y x1500 se observo un decremento entre el control y la muestra
grabada, pero no se nota cambio en funcion del tiempo en la muestra grabada obteniendo
valores similares.

La rugosidad Rv fue diferente en funcidon del aumento observado, los valores
fueron menor cuanto mayor fue el aumento del objetivo utilizado. La rugosidad mas alta
se observé a x500, x1000 y x1500, siendo los valores similares, y la rugosidad mas baja
se observo a x100, bajo los aumentos x200 los valores fueron mas altos que a x100.

La rugosidad Rt se muestra en las tablas (1V.2.1/ 1V.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4/ IV.2.5) y
en la grafica IV.2.5 donde a x100 se observa que se produce un incremento progresivo en
funcion del tiempo de grabado. Este incremento se estabiliza a los 5 min, obteniendo
valores similares a los 5, 7 y 10min. A x200 se observa la misma tendencia descrita, el
efecto producido por el grabado acido es similar. La rugosidad se incrementa hasta los
5min, a x500, x1000 y x1500 se observ6 un incremento entre el control y la muestra
grabada, pero no se nota cambio en funcion del tiempo en la muestra grabada obteniendo
valores similares.



La rugosidad Rt fue diferente en funcion del aumento observado, los valores
fueron mayor cuanto menor fue el aumento del objetivo utilizado. La rugosidad mas baja
se observd a x500, x1000 y x1500, siendo los valores similares, y la rugosidad mas alta
se observo a x100, bajo los aumentos x200 los valores fueron méas bajos que a x100.

La rugosidad Rsk se muestra en las tablas (1V.2.1/ IV.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4] IV.2.5)
y en la grafica IV.2.6 donde se nota que la Rsk es mayor de cero (positiva), salvo cuando
utilizamos el objetivo x500 y el objetivo x200 en los tres ultimos grupos (grabado por
5,7,10 min) donde fue negativo.

La rugosidad Rsk fue diferente en funcion del aumento observado. El valor mas
alto de Rsk fue a los 2min utilizando el objetivo x100, y el valor mas bajo fue a los 2min
utilizando el objetivo x500.

La rugosidad Rku se muestra en las tablas (1V.2.1/ IV.2.2/ 1V.2.3/ IV.2.4/ 1V.2.5)
y en la grafica IV.2.7 donde a x100 se observé un incremento significativo entre el
control y el grupo 1(grabado por 2min) donde marca su valor maximo, después empieza a
bajar hasta los 5min donde estabiliza obteniendo valores similares en 5, 7 y10min, A
x200, x500, x1000 y x1500 se observa la misma tendencia descrita, el efecto producido
por el grabado acido es similar.

La rugosidad Rku fue diferente en funcion del aumento observado, los valores
fueron mayor cuanto menor fue el aumento del objetivo utilizado. La rugosidad méas baja
se observo a x200, X500, x1000 y x1500, siendo los valores similares, y la rugosidad mas
alta se observo a x100. La rugosidad Rku fue siempre > 3, salvo a los 10min utilizando el
objetivo x1500.

Los datos de rugosidad se muestran en las tablas: (IV.2.1/ IV.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4/
IV.2.5), y en las graficas (I\V.2.1/ 1V.2.2/ IV.2.3/ IV.2.4] IV.25/ IV.2.6/ IV.2.7) se
muestran graficas de cada uno de los parametros de rugosidad



Tabla IV.2.1. Parametros de rugosidad obtenidos en area (58x43 um?) en los destintos tiempos
de grabado [ media (DE)]

Tiempo | Ra Rq Rp Rv Rt Rsk Rku

0 2.0(0.2) |25(0.2)a |14.0(0.2) |-15.4(0.1) |29.5(0.3) |0.06 2.2 (0.4)
a a a a (0.01) a a

2 42)b [6(2)b 64 (16)b |-41(13)a |101(14)b |1.2(0.8)b [11(7)b

3 5(2)b [6(2)b 72(5)c | -46(10)b |113(10)b [2.2(0.8)c |16 (6)b

5 6()c |8(1)c 70(2)c |57 (#)c | 127(19)c (0804 b [7(2)¢

7 71)c 9(1)c 82 (8)d -57(8) c 139 (10)c | 0.9(0.5)b |8(2)c

10 8(2)c 11 (2)d 65(10)b |-62(12)c |128(17)c |0.5(0.3)d |5(2)c

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE: Desviacion
estandar.

Tabla IV.2.2. Parametros de rugosidad obtenidos en area (117x86um?) en los destintos tiempos
de grabado [ media (DE)]

Tiempo Ra Rq Rp Rv Rt Rsk Rku
0 1.2(0.1) [1.8(0.2) [7.7(0.1) |-8.6(0.2) |16.3(0.4) |0.05(0.02) |2.0(0.4)
a a a a a a a
2 2(1)b  |3(1)b [|26(5)b |-22(4)b [49(6)b 0.6(0.6)b |7(5)b
t3 3(2c |4(@)c [3404) [-25(2b [56(06)c |09(0.7)b [11(6)c
c

5 4(N)c |5@)c [36(5B)d [-31(6)c |67(9d |-03(0.4)c |5(1)d
7 5(2)d |6(2)d |38(8)d |-32(5)c |70(12)d |-0.4(0.3)c |5(2)d
10 5(1)d |7(1)d |36()d |-28(4)c |65(6)d -0.2(0.3)c |3(1)a

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE: Desviacion estandar.




Tabla IV.2.3. Parametros de rugosidad obtenidos en area (292x214um?®) en los destintos tiempos
de grabado [ media (DE)]

Tiempo | Ra Rq Rp Rv Rt RSk RKu
0 0.7(0.1)a |09(0.1)a [3.1(0.1)a |-3.1(0.1) |6.2(0.2)a |-0.01 1.9(0.2)
a (0.02)a a
2 1.3(0.7)b [1.8(0.7)b [8(3)b -13(#b [21(4)b [-05(05b|7(4)b
3 1.7(02)b [22(04b [11(2Qc [-13(B)b [24(®)b [-1(1)c [9(@)b
5 3()c 4(1)c 11(2) c -17(4)c |28(5)c |-0.6 (0.3)b |3.5(0.9)c
7 39(.9c |5(1)d 13(2) c -16(3)c |30(4)c |-04(0.3)b|3(1)c
10 47(0.8)d |6(1)d 14 (3)c -2013)d |34()c |-0.5(0.1)b|3.2(0.4)c

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE: Desviacion estandar.

Tabla 1V.2.4. Parametros de rugosidad obtenidos en area (584x428um?) en los destintos tiempos
de grabado [ media (DE)]

Tiempo | Ra Rq Rp Rv Rt Rsk Rku
0 06(.1)a |08(0.1)a |16(2)a |-15(0.2) |3.2(0.2) |-0.01 1.8(0.3)
a a (0.01)a a

2 15(0.3)b |1.9(0.3)b [12(5)b -13(2)b |24(6)b [-01(0.9)b [7(5)b

3 1.7(03)b |24(04b [14(4)b [-13(2)b [27(@)b [0.1(05)b |6(2)b

5 24(04)c [30(02)c [14(@)b [-15(3)c |29(2)c |0.1(0.2)b [3.6(0.7)c
7 2.2(0.4)c [3.0(0.6)c [16.2(05)b [-17(2)c |33(8)c |-0.2(0.9)b [5(2)b
10 3.4(08)d [4(1)c 146)b [-16(5)c |31(8)c |0.2(05)b |3.0(0.6¢

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE: Desviacion

estandar.




Tabla IV.2.5: 1Parametros de rugosidad obtenidos en area (776x642um?) en los destintos

tiempos de grabado [ media (DE)]

Tiempo | Ra Rq Rp Rv Rt Rsk Rku
0 0.4(0.1)a |05(0.2)a [0.9(0.2) |-0.8(0.1) |1.7(0.2) |-0.02(0.01)a |1.7(0.3)a
a a a
2 0.9(02)b [13(02)b [6(#)b |-5(@)b [12(4)b |-0.01(1.18)a |6(4)b
3 14(04)c [1.8(04c [9(@c [5@b [12(5)b [07(07)b [6(@3)b
5 19(0.4)d |24(0.5)d [9(3)c |-7(2b |17(3)c |04(04)b 3.5(0.5)¢c
7 15(0.7)c |19(0.8)c [8(3)c |-7(3)b [19(10)c |0.9(0.9)b 6(4)b
10 29(0.7)e |4 ()e 10(3)c [-7(3)b [16(5)c |0.4(04)b 25(05)c

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE: Desviacion estandar.
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Gra IV.2.1: Rugosidad Ra de las superficies grabadas a destintos tiempo.
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Gra IV.2.2: Rugosidad Rp de las superficies grabadas a destintos tiempo.
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Gra IV.2.3: Rugosidad Rq de las superficies grabadas a destintos tiempo.
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Gra IV.2.4: Rugosidad Rv de las superficies grabadas a destintos tiempo.
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Gra IV.2.5: Rugosidad Rt de las superficies grabadas a destintos tiempo.
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Gra IV.2.6: Rugosidad Rsk de las superficies grabadas a destintos tiempo.
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Gra.lV.2.7: Rugosidad Rku de las superficies grabadas a destintos tiempo.



e Evaluar el efecto de la escala de medida

Utilizar varias escalas de medida (micra y sub-micra) demostré cambio en el valor
de la rogusidad de la misma muestra, el valor mayor de Ra en cada muestra se registro
con el objetivo X100 y el menor con el objetivo X1500, los valores obtenidos utilizando
los objetivos X1000, X1500 son similares, tambien los valores obtenidos utilizando los
objetibos X200, X500 son similares, el cambio mayor siempre se registro utilizando el
objetivo X100.

Cuanto mas lisa es la superficie menos diferencia hay en las diferentes escalas, y
cuando mayor es la rugosidad encontr6 mas diferencia entre las escalas, como en la
siguiente grafica (Gra.IV.2.8).
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Gra.lV.2.8. El cambio de la rugosidad Ra al respecto a la escala de medida.



IV.2.2. Morfologia

e Morfologia con la microscopia confocal de luz blanca

Los resultados morfologicos del microscopio confocal se encuentran en las
figuraslV.2.1 a IV.2.10 con imagenes tridimensional y bidimensional. El tiempo de
grabado influy6 en la morfologia de las areas escaneadas, se encontré un cambio
significativo entre el control y las superficies grabadas, donde el control se presenta una
superficie lisa con la presencia de irregularidad por su estructura cristalina.

Fig. IV.2.1. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (area escaneada 58x43 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min
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Fig. IV.2.2. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (area escaneada 117x86 um?).
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.3. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada 292x214 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.4. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada 584x428 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.5. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada 776x642 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.6. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada 58x43 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.7. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (area escaneada 117x86 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.8. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (rea escaneada 292x214 um?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.9. Imagenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada 584x428 um?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



Fig. IV.2.10. Imégenes de microscopia confocal de las superficies de Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada 776x642 pm?)
A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min



En el grupo2 (grabado por 2 min) la superficie empieza sufrir un cambio
significativo donde se ve una superficie con muchos picos y valles, en el grupo3 (grabado
por 3min) se observo que los picos y valles son menos de lo que se encontrd en el
grupo2, en el grupo4 (grabado por 5min) se nota que los picos y valles son menos de lo
que se encontro en el grupo3, no se observo cambio entre el numero do los picos y valles
entre los ultimos tres grupos donde mantienen valores similares, y esto se ve claramente
en la figura 1VV.1.7.Se observé otros cambios en las superficies estudiadas de ser lisa en el
control con un perfil plano a superficie rugosa con perfil de muchos picos y valles en los
grupos (2 y3) a superficie mas rugosa pero con menos picos y valles y con un perfil
cortado donde los picos y valles se hacen planos teniendo imagenes de islas en los grupos
(4,5,y6).

e Morfologia con microscopio electronico de barrido (MEB)

Los resultados morfoldgicos del microscopio electronico se encuentran en las
figuras IV.2.11 a IV.2.13.

El tiempo de grabado influyé en la morfologia evaluada con el microscopio
electronico, en el control presenta un aspecto suavemente ondulado, donde se ve
superficie lisa con pequefias irregularidades con valles de didmetro pequefio entre
0.05y 0.1 um producidas por el ultra pulido con las particulas de oxido de aluminio.

Las superficies grabadas han presentado un patron de rugosidad homogéneo y
ordenado debido a su estructura cristalina, ademas se han detectado poros de
didametro pequefios entre 0.05 y 0.1 um en estas cinco superficies, no ha habido
diferencias significativas entre el tamafio de los poros de las cincos superficies. El
proceso de grabado produce areas de depresion cercanas entre ellas, cubiertas
uniformemente por micro poros. Los micro poros son Unicamente producidos por
el proceso de grabado &cido, se nota el aumento lineal de los micro poros con el tiempo
de grabado; Esto se ve claramente en las siguientes figuras.



Fig. IV.2.11 Iméagenes de MEB de las superficies estudiadas a distintos tiempos (&rea
205x155 pm? ). A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min.



Fig. 1V.2.12. Imagenes de MEB de las superficies estudiadas a distintos tiempos (area
410x310 pm?). A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min.
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Fig. 1V.2.13. Imagenes de MEB de las superficies estudiadas a distintos tiempos (area
820x620 pm?). A: control, B: 2min, C: 3min, D: 5min, E: 7min, F: 10min.



IVV.2.3. Dimension fractal y factor Wenzel

Los resultados obtenidos de la dimension fractal y factor Wenzel se encuentran en
las graficas 1V.2.9 y IV.2.10 El tratamiento aplicado tuvo su efecto sobre la dimension
fractal y factor Wenzel de las superficies estudiadas, se detecté un cambio significativo
de la dimension fractal entre el control y la muestra grabada, notando una gran subido a
los 2 min, sigue subiendo el valor de la dimensidon fractal hasta los 7min, después baja a
los 10 min igualando el valor conseguido a los 2 min. Los cambios de factor Wenzel
siguen la misma tendencia como se puede ver en las siguientes graficas.
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Gra 1V.2.9. La dimension fractal de las superficies estudiadas.

1.40
1.35—-
1.30—-
1.25—-
1420—- /
1_15_- } }/

] i

1.10 o
1.05
T

1.00

RW ()

Tiempo (min)

Gra IV.2.10. Factor Wenzel de las superficies estudiadas.



IVV.3. Quimica de la superficie

Los resultados de la quimica de la superficie se encuentran en la tabla IV.3. El
tiempo de grabado influyd en la quimica de las superficies estudiadas, donde se detecto
cambio cualitativo y cuantifico entre las superficies estudiadas, se observo la presencia
del aluminio Unicamente en el control y desaparece en las muestras grabadas; se detecto
la presencia del fluor solamente en el segundo grupo y desaparecio en el resto de los
grupos. Se observd una contraposicion entre el carbono y oxigeno, se observé la
presencia del el nitrégeno en todas las muestras estudiadas; la siguiente tabla (Tabla 1V.3)
demuestra los cambios de los elementos quimicos en la muestra estudiada:

Tabla IV.3: Porcentaje de cada elemento en las superficies estudiadas
medidas con el XPS.
Tiempo | control | 2 min 3 min 5 min 7 min 10 min
O (1s) 27 29 53.5 52.5 44.5 48
Ti(2p) |7 4 15 16 15 17
C (1s) 60 62 30 30 39.5 34
N(ls) |35 4.5 1.5 1.5 1 1
Al (2p) |25 0 0 0 0 0
F (1s) 0 1/2 0 0 0 0

IVV.4. Humectabilidad

Los resultados de la humectabilidad se encuentran en la tabla y la grafica 1V.4.El
tratamiento aplicado influyd en la humectabilidad de las superficies estudiadas. El angulo
de avance de la gota y el angulo retroceso de la burbuja, se sacd la media de los dos
angulos y se utiliz6 la ecuacién Wenzel para calcular el angulo Young; analizando los
valores de los angulos (avance, retroceso y la media) se encontré que los angulos de
contacto fueron menores de 90° el angulo mas grande siempre lo tuvo el control, no
detectd cambio en el tercer y el cuarto grupos, el angulo menor se detecté a los 7 min de
grabado.



Tabla IV.4: Angulos de contactos de avance, retroceso, media, y Young. (media [DE])

TIEMPOmin | AVANCE | RETROCESO MEDIA YOUNG
0 87 (5)a 28 (3)a 58(5)a 58 (2)ab
2 85 (5)a 27 (4)a 57(5)a 61 (2)b
3 76 (5)b 27 (5)a 52(6)b 56 (4)bc
5 73 (5)bc 25 (4)a 50(6)bc 56 (5)bc
7 63 (4)d 18 (4)b 43(6)d 54 (5)cd
10 70 (4)c 20 (3)b 46(4)dc 51 (6)d

Los valores con la misma letra son estadisticamente similares (P>0,05). DE:
Desviacion estandar.
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Gra IV.4. Los angulos de contacto Young, avance y retroceso.




1VV.5. El cultivo celular

Los resultados de adhesion celular a través del nimero de las células adheridas a
la superficie se encuentran en la grafica IV.5. El tiempo de grabado influyo6 en el nimero
de las células adheridas a la superficie en la muestra estudiada. Se encontré mucha
diferencia entre el control y las superficies grabadas, el numero de las células pegadas era
mayor en el grupo 5 (grabado por 7min), se encontrd también que después de 7 min de
grabacion el numero de las células en las superficies empieza a minimizar como sale en
la siguiente grafica
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Grafica IV.5. Los resultados del cultivo celular

IVV.6. Morfologia celular

Los resultados morfologicos de las células se encuentran en la figura 1V.6. Las
células se pegan mas a la superficie grabada que a la superficie lisa (control), en las
superficies grabadas las células ocupan mas area de la superficie que en el control, los
nicleos estan mas visible en las superficies grabadas que los ndcleos que estan en el
control, las células pegadas extendié en forma poligonal en la superficie del control,
mientras que en una forma mas alargada forma unidireccional en las superficies grabadas,
aunque se nota que las celulas estdn més crecidas y desarrolladas en el cuarto y el quinto
grupo de la muestra (grabadas por 5min, y 7min).



Control 2min

Fig. IV. 6. Imagenes de MEB . de las células pegadas a las superficies del Ti grabadas a
distintos tiempos (4rea escaneada: 205x155 pm?).



V. Discusion

Este trabajo ha demostrado que el tiempo de grabado acido condiciona la
topografia del titanio, humectabilidad, quimica superficial, y la respuesta celular. La
adhesion celular primaria que garantiza la interface hueso-implante tiene que ser lo mas
rapido posible. Este trabajo ofrece una oportunidad para conseguir rapida adhesion
celular entre los 5 y 7 min de grabacion. Este efecto estuvo relacionado con los cambios

de la topografia, humectabilidad, y la quimica superficial durante el grabado acido.

La metodologia utilizada en el estudio de la muestra es determinante para obtener
conclusiones. En este trabajo se realizaron una caracterizacion topografica utilizando el
microscopio confocal de luz blanca, esta técnica no se modifica la caracteristica de la
superficie, es que emplea de luz de excitaciobn de menor intensidad, reduce de la
concentracion de oxigeno en el espécimen, el direccionamiento del 100% de la luz hacia
el dispositivo de registro (camara, pelicula,...) para reducir al maximo el tiempo de
exposicién, emplea mecanismos de medicion de la exposicién Optima (automatica) para
reducir la iluminacion al méaximo, también la luz blanca es segura para la superficie (no
afecta a la topografia); permite estudiar la muestra directamente sin aplicar o cubrirla con
materiales como el carbon en el caso de utilizar el microscopio electronico; y por otro
lado esta técnica facilita datos de mucho pardmetros de rugosidad, dimensién fractal,

imagenes de dos y tres dimensiones de la superficie a varios aumentos.

Se utiliz6 varias escalas de medidas para mejor entendemiemto de los cambios
en el angulo de contacto y la respuesta celular. Las sefiales topogréaficas microscopicas se
pueden utilizar para controlar con precision la adhesion, la morfologia, la migracion y la
diferenciacion en una amplia variedad de tipos de células que van desde fibroblastos a la
matriz extra ceélular, asi como ser aplicados para medir las fuerzas generadas por células
(Nikkhah M et al, 2012).

Para evaluar la humectabilidad se utiliz6 el método ADSA-P con la técnica
dinamica estudiando el angulo avance de la gota y el angulo retroceso de la burbuja; la
potencia de esta técnica es que no se necesita introducir ningun parametro interfacial

inicial para hacer la medida, la Unica cosa necesaria es obtener la relacion pixel-



centimetro de la imagen digital, la densidad del liquido y la gravedad local; el método
dinamico es el mas utilizado en las aplicaciones industrial (Kubiac et al, 2011), porque
ofrece resultados mas fiables que la técnica estatica (gota sesil), en un estudio de
(Lamolle et al, 2009b) para evaluar el afecto del tiempo de grabado en la humectabilidad
se encontrd que la muestra grabada es menos humectable que el control y esto esta en
contra de la practica cientifica; es que el sistema de la gota sésil consiste en tres fases, la
superficie solida donde se pone la gota, el liquido utilizado para formar la gota y su
vapor, y asi se forman tres interfaces interfaz liquido-vapor (la superficie de la gota),
interfaz solido-liquido (el s6lido mojado), interfaz solido-vapor (solido sin mojar); y la
ecuacion Young-Laplace relaciona la curvatura media de la superficie de la gota con la
diferencia de presiones entre los lados de la interfaz; en este sistema la gota se alcanza la
superficie y se anclaje a la superficie porque no tiene energia para avanzar, en la técnica
gota —burbuja la linea de contacto avanza desde las zonas que ya esta mojada o retrocede
desde de la zona que ya estd seca hasta llegar a su posicidn actual, en este sistema el
angulo de contacto manifiesta la resistencia al movimiento de la linea de contacto.(
Rodriguez et al, 2010)

Para evaluar la quimica de la superficie se utilizd la espectroscopia
fotoelectronica de rayos X , XPS 0 ESCA (Espectroscopia Electrénica para Analisis
Quimico), es el método de caracterizacion de superficies mas ampliamente utilizado que
el microscopio electronico del barrido MEB, es que la onda de e- puede proporcionar
informacion cualitativa y cuantitativa de todos los elementos presentes, excepto Hy He y
explica la situacion de las combinacion quimica de los elementos presentes en las

superficies analizadas.

En un estudio para evaluar la composicién quimica de la superficie de titanio
grabada con acido hidrofluorico y pasivado posteriormente con acido hidrofluorico y
acido nitrico, el microscopio electronico solo pudo detectar titanio en la superficie, sin
embargo utilizando la técnica XPS se detecto titanio y otros elementos como carbon
(Martinez et al, 2007).

Evaluando la adhesién celular se utilizd la linea MG-63 de osteoblastos, que se

obtuvo de tejido 6seo de un vardn caucasiano de 14 afios con osteosarcoma (ATCC:



CRL-1427) del banco de las células en la universidad de Granada, esta linea es una de las
mas utilizadas en estudios bioldgicos aunque se trata de una linea de origen tumoral,
varios estudios han demostrado su capacidad para proporcionar una respuesta similar a la
de osteoblastos diferenciados. Esto es, la capacidad para sintetizar fosfatasa alcalina,
osteocalcina y otras proteinas dependientes de vitamina K cuando su diferenciacion se ve
estimulada con calcitriol. (Bonewald et al, 1992); otros autores (Lamolle et al, 2009b,
Lumitte et al, 2016) utilizan la linea MC3T3-E1 (DSMZ, Braunschweig, Germany), esta
es una linea de osteoblastos se usa in modelo vitro en ratones en funcion American Type
Culture Collection (ATCC, CRL 1661, Rockville, MD, USA). ( Reigosa et al, 2008).

En este trabajo se encontré que el grabado acido afecta en la topografia,y estos
cambios han sido relacionados con el tiempo de grabado; evaluando la rugosidad se
encontrd que los pardmetros (Ra, Rq, Rp, Rv, Rt) incrementan en funcién del tiempo de
grabado acido, es que consigue su valor maximo a los 10 min de grabado, esto esta
relacionado con la perdida de masa, la que tiene relacion directa con el tiempo de
grabado. El grabado acido erosiona la superficie, después quita la capa de oxido TiO,, y
finalmente empieza el acido quitanando las cristalinas de la superficie del titanio dejando
la superficie con méas huecos y poros produciendo una superficie con mas irregulares con
muchos picos y valles, por lo tanto se aumenta la rugosidad; este incremento de
rugosidad favorece la adhesion celular y el numero de celulas adheridas a la superficie
incrementa en funcion del tiempo de grabado. Esta demostrado que los osteoblastos
prefiere pegarse a superficies de titanio con estructura nanometrica 0 sub-micron

comparando con superficie lisa (Kahan et al, 2008).

Aunqgue a los 10 min de grabado se ha reducido la adhesion celular, esto esta
relacionado con la irregularidad superficial, es que la celula no prefiere una superficie tan
irregulada, en un estudio anterior se ha encontrado que el arenado con el grabado acido
producen superficie mas rugosa que la superficie solo grabada, y en la superficie solo
grabada conseguimos mas adhesion celular (Rosales et al, 2010). En otros estudios se ha
demostrado que la superficie muy rogusa reduce el contacto entre el hueso y el implante
(Blanco et al, 2010).



Rsk este parametro es sensible a los profundos valles o a los altos picos. Una
superficie con picos altos y valles profundos tiene zero Rsk. Rsk es negativo cuando el
perfil presenta picos retirados o valles profundos, y Rsk es positivo cuando presenta el
perfil valles rellenados o picos altos (Gadelmawla et al, 2002). Inicialmente la superficie
pulida presenta Rsk cerca de cero, pero despues del grabado Rsk era negativo en todos
los grupos grabados. Realmente entre 2-7 min no hubo diferencia. Otros estudios
detectaron mas celulas adheridas a superficie con Rsk negativo pero con menos rugosidad
(Lamolle et al, 2009a; Rosales et al, 2010). Osteoblastos adhiere mas facil a superficies
con Rsk negativo. Curiosamente a los 10 min de grabado sube el valor de Rsk respeto a
los otros grupos y se acerca de zero, y la adhesion celular es menor. Esto demuestra el

efecto de parametro Rsk en adhesion celular.

Kurtosis Rku describe la nitidez del perfil (Gadelmawla et al, 2002). Las
superficies con Rku superiores de 3 tienen "picos" agudos (leptocdrticas), mientras que
las superficies con Rku inferiores de 3 indican "picos" méas redondeados con "hombros"
mas amplios (platicurtica). En este estudio, el tiempo de grabado reduce RKku
progresivamente de 18 en la superficie no grabada a 3,2 (distribucion gaussiana) después
de 10 min de grabacion. La mejor adhesion celular fue encontrado después de 5-7 min.
Donde Rku obtuvo valores 5-6. (Lamole et al, 2009b, Biomaterialia acta) encontraron
mayor resistencia-bond-implante en la muestra grabada con valor Rku (5,9). Ademas,
(Lamole et al 2009b, biomateriales) encontré que la adhesion célular fue mayor cuando
se eleva Rku 3,2-3,6 . Osteoblastos prefieren superficies lisas pero leptocurticas

superficies no Gaussianos o platicurtica.

También se analiz6 factor wenzel (Rw) y se encontrd que el grabado produce un
aumento de la area en funcion del tiempo, con un valor maximo a los 7 minutos de
grabado. Factor wenzel (Rw) se redujo después de 10 min. Este factor se expresa el
contacto real de una superficie. A partir de este parametro, se puede concluir que la
mayor superficie de contacto se alcanza después de 5-7 min. Tiempos de grabado mas
largo (10 min.) Reduce el area de contacto real. La adhesion celular se relaciona con el
area de contacto (Erwin A. Vogler. 1989). Mayor tiempo de grabado puede reducir la

area y la adhesion célular.



Dimension fractal es una herramienta Gtil para caracterizar una superficie.
Aunque hay mucho esfuerzo dedicado al desarrollo y fabricacion de nanotextured o
estructurados superficies (Webster et al, 2006), los procesos de texturizacion
convencionales proporcionan superficies rugosas al azar. Ademas, estas superficies
rugosas son generalmente auto-afines, es decir, no es un trastorno anisotropico porgue la
superficie se mantiene estadisticamente invariante bajo dilataciones de las X, y, z
coordenadas pero por diferentes factores de escala (Mandelbrot, 1983). Dimensién fractal
proporciona una medida de estos sistemas fuertemente desordenados independiente de la
escala, independientemente de la escala de observacion. Dimension fractal surge como un
indice mas apropiado de trastorno de superficie (Chappard et al, 2003) en lugar de los
pardmetros de rugosidad de amplitud. Sin embargo, un solo exponente no es suficiente
para la descripcion completa de las superficies fractales. En este trabajo, la informacion
parcial proporcionada por la dimension fractal fue refinada por los valores de curtosis y
asimetria, y confirmada por imagenes SEM. Alternativamente, lacunaridad se convierte
en una contrapartida de la dimension fractal, ya que s6lo describe la textura de una
superficie fractal (Mandelbrot, 1983). Superficies fractal teniendo mismas dimensiones
fractales pueden parecer muy diferentes, debido a que tienen diferentes lacunaridad. En
este trabajo se encontré que Df experiment6 un aumento dependiente del tiempo, excepto
en el ultimo tiempo de grabado. Lamolle (2009b) también encontré un aumento
progresivo. Ademas, se encontrd una relacion positiva entre el DF y la adhesién celular
(Df superior se relaciona con una mayor adhesion celular) de acuerdo con otros estudios
(Rosales et al, 2010).

Creando una superficie con mas irregularidad, dicha superficie ofrece mas
contacto con las células, por otro lado el aumento de la rugosidad mejora la
humectabilidad, y estos dos cambios mejoran la adhesion y la proliferacion celular.
(Rupp et al, 2004, Hotchkiss KM et al, 2016) en un trabajo evaluaron las modificaciones
en las propiedades de la superficie del titanio después del grabado acido o el arenado;
encontraron que la superficie cambia de ser una superficie hidrofobia a superficie

hidrofilia adsorbiendo gran cantidad de la fibronectina por los cambios en la micro


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hotchkiss%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26675126

estructura lo que mejora la humectabilidad lo que afecta en el inicial contacto con los
tejidos y la respuesta biologica inicial de la adsorcion de la proteina, esta adsorcién
condiciona el contacto y este contacto condiciona la adhesion celular. También la
topografia y la humectabilidad afectan directamente en la adhesion celular.
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Fig.V.1. Grafica comparativa de Ra,Rq con el &ngulo de contacto.

El grabado acido modificé la composicion quimica de la superficie hasta los 3min
de grabado cuando se establiz6. Analizando los datos de la espectrometria XPS de los
elementos en la superficie se encontrd (oxigeno, carbon, nitrégeno, aluminio, flior, y

titanio).

El aluminio parecié en el control por el ultra pulido donde se uso particulas de
aluminio y desaparecid después en la muestra grabada por el afecto del acido utilizado
(HF) que va limpiando la superficie grabada de las particulas integrada y esto muy
importante porque un biomaterial no puede contener aluminio es que presenta una
citotoxicidad muy elevada, incluso se usa el aluminio como guia para medir la
citotoxicidad de los materiales (Gomez et al, 2007), esta citotoxicidad impide la adhesion
celular y la osteointegracion (el primer objetivo y la condicion mas importante para
conseguir un tratamiento exitoso).



El nitrogeno aparece en cada una de las muestras estudiadas sin tener gran cambio
en el porcentaje entre las muestras estudiadas, este nitrogeno no viene del acido nitrico
utilizado en el proceso del pasivado pero viene el nitrégeno de la atmosfera donde forma
mas que 78%.

F se observd solo después de 2 min. de inmersién HF. La capa de &xido
superficial Ti reacciona primero con los iones de fluoruro de la solucion que a partir de
entonces grabadas de distancia debido al fuerte efecto de la corrosion de la HF en 6xido
de Ti (Lamolle et al, 2009b).

TiO,+ HF — TiF4 + Hy + O,

El espesor de la capa de TiO, es mayor al comienzo del grabado acido. Es un
tiempo necesario para disolver la capa pasiva del Ti. 0,2% de HF necesita
aproximadamente 150 s. (Lamolle et al, 2009b). Cuando la capa de TiO, original es
disolver, la posibilidad de fijacion F se reduce y entonces no se detecta. Estos resultados
son consistentes con otras investigaciones (Nakagawa et al, 2001; Rodriguez Rius et al,
2005; Korotin et al, 2012). Los mecanismos que acttan de fltor en la superficie en las
células adherentes aiin no estan aclarados (Cooper et al, 2003; Guo et al, 2007). Tal vez
los beneficios de grabado HF a la superficie Ti se basan en los cambios en la topografia
de la superficie a nivel micro y nanométrica cuenta mas que la presencia de iones F. De
hecho todos los estudios que utilizaron una F que contiene superficie preparan este
Superficies similitud por HF grabado de una superficie lisa del ti (Monjo et al, 2008,
Lamolle et al, 2009b, He et al, 2010; Li et al, 2011). Entonces, ellos estan comparando
una superficie lisa con F con una rugosa sin F, que contiene mas aspera superficie Ti
después de tratamiento de la IC. Como se sefiald anteriormente, la topografia influye
drasticamente la union de las células (Kahang et al, 2008). Sera interesante comparar
rugosidad de superficies similares con y sin contenido de F para aclarar mejor el efecto

real F.

El oxigeno se aumentd después del grabado. La concentracion de oxigeno en la

superficie tratada es mucho mayor que para la muestra no tratada, debido a que el



tratamiento con é&cido elimina las capas superficiales contaminadas, aumenta su
reactividad, y proporciona una mejor pasivacion y la formacion de gruesa capa de TiO,
proteccion (Korotin et al, 2012). La formacion de una gruesa capa de TiO, también
contribuye a una mayor adhesion celular (Park J, et al. 2009).

XPS revel6 incremento en el contenido de Ti y O, y un contenido disminuido de
C, que era consistente con informes anteriores (Lamolle et al, 2009b; Li et al, 2010;
Korotin et al, 2012). La presencia del carbono en todas las superficies estudiadas en
inevitable, como los hidrocarburos atmosféricos, contaminacion orgénica y el CO, se
adsorbe facilmente sobre superficies de titanio expuestas. Sin embargo, la presencia de
carbono se reduce progresivamente con el tiempo de grabado. De 3 min. tiempo de
inmersion, los valores de carbono se estabiliza y constante en el tiempo. Ahora bien, el
origen es exclusivamente del CO, atmosférico. La reduccion de C aumenta la energia
superficial y el potencial de bio-aceptabilidad de una superficie de Ti (Korotin et al,
2012). Esto contribuye a explicar la adhesion célular mas alta encontrada después de los

grupos grabados superiores a 3 min.

Humectabilidad también fue influenciada por el tiempo de grabado.
Humectabilidad era reducida y obtuvo su valor minimo a los 7 min. Despues, se aumento
de nuevo a los 10 min, dando la cuenta que todos los angulos eran menores que 90°.
Wettabity de una superficie de expresar una relacion entre tres fases (liquido, sélido y
gas) que se relacionan en la ecuacion de Young-Laplace (Rauscher M. Dietrich S., 2008).
Variaciones de cada fase producen una modificacion del angulo de contacto. En este
estudio el liquido (agua) y el gas (aire) son constantes. Entonces, las variaciones del
angulo de contacto estan relacionados con las modificaciones de sustratos sélidos. El

solido se puede modificar la quimica y la topografia (irregularidades o rugosidad).

En la misma quimica de titanio, nanémetros (menos de 100 nm) y sub-micras
(mas a 100 nm) estructuras superficiales altera la energia superficial y la humectabilidad.
Rugosidad y humectabilidad se relacionan en la ecuacion de Wenzel (Khang et al, 2008).
Las irregularidades de la superficie del solido influye en las mediciones de angulo de

contacto. Este es expreses en la ecuacion de Wenzel (Wenzel, 1936):



C0SOapp= Rw * cosb,

Cuando Rw (factor de Wenzel) da el area aparente, y 6app consulte el angulo de
contacto en la superficie rugosa y 6y (angulo de contacto Young) se refiere a la verdadera
superficie lisa, ideal. Esta ecuacion indica que si el &ngulo de contacto medido sobre una
superficie lisa es menor que 90 °, que se reduce alin mas por rugosidad, mientras que si es
mayor que 90 °, se incrementa. En este estudio, el &ngulo de contacto sobre una superficie
lisa de Ti era menor que 90 ° (superficie pulida no grabada), a continuacién, rugosidad
reduce el angulo de contacto y por lo tanto aumenta la humectacién. En este estudio,
angulo de contacto medido en la superficie sin grabado al agua fuerte o superficie lisa
(6app) fue de menos de 90 °; luego como la rugosidad se aumenta después del grabado
acido angulo de contacto (8y) se redujo segun factor de Wenzel, excepto a los 10 min de

inmersién, cuando el angulo de contacto y la rugosidad se aumentaron.

La quimica también influye en el angulo de contacto y luego en la
humectabilidad. Como se sefial6 anteriormente, los elementos quimicos varian después
del grabado y son relativamente estables después de 3 min de grabado. Las variaciones
iniciales del 4ngulo de contacto también se deben a las variaciones quimicas. Angulo de
contacto Young (0y) se define por una superficie ideal. Si las variaciones de una
superficie se basan Unicamente en las irregularidades (Factor Wenzel (Rw)) entonces, 0y
debe ser constante. 6y aument6 después del grabado debido a los cambios quimicos (Al
eliminacion, reduccion de C, F presencia) y luego disminuy6 y después de 3 min (Ti, O,
C, estabilizacion N). Después de 3, 5y 7 min. 0y estd demostrando relativamente estable
que al mojar las variaciones se debié exclusivamente a factores topograficos. Sin
embargo, después de 10 min. e incluso después de la hora 7 de inmersion, 6y disminuye

mostrando que hay cambios en la energia de superficie.

Rugosidad mayor se detectd después de 10 min de inmersion, disminuyo
humectabilidad en contra de que la ecuacién Wenzel predice. Como se concluyé Kubiak

et al, 2011, los pardmetros de rugosidad mas influyentes se refieren a la forma y



distribucion de los picos. Para los picos mas altos (alto Rp, Rv o RT) la mocion de la
linea de contacto puede ser bloqueado por las asperezas de la superficie. Por lo tanto, en
una superficie muy rugosa, un &ngulo de contacto mayor se puede observar. Esta
conclusion fue corroborado por Kubiak et al (2011), concluyeron que el factor Kr
(Rt/2Ra) aumenta, el grado de propagacion aumenta bruscamente. Sin embargo, los
nuevos aumentos de Kr producen efectos decrecientes sobre dispersion. Entonces, para
superficies muy rugosas, no se espera ninguna mejora adicional en la humectacion. Esto
explica por qué al final de 10 min de inmersion, la humectacion se reduce en esta

superficie muy rugosa.

En este estudio se utilizé una técnica de angulo de contacto dinamico y desde el
angulo de contacto de avance y retroceso. La superficie no es homogénea y luego esta la
histéresis (diferencia entre el avance y retroceso de angulo de contacto). El angulo de
contacto se puede calcular a partir de una gota equilibrada sobre superficies ideales. Sin
embargo, para las superficies reales los valores medidos del angulo de contacto
generalmente son distintos al valor de equilibrio esperado. La diferencia puede ser
atribuida a la superficie no uniformidad, la histéresis de angulo de contacto, la
heterogeneidad quimica, y rugosidad de la superficie fisica (Kubiak et al, 2011). El
titanio es quimicamente heterogéneo y rugoso, entonces se espera la histéresis y una

técnica dinamica es necesaria para la obtencién de datos correctos

Existen pocos estudios que determinaron el angulo de contacto en funcion del
tiempo de grabado. Lamolle (2009b) concluy6 que el grabado se incrementé angulo de
contacto y luego reducir la humectacion. Creemos que el método utilizado en este estudio
(medicion del angulo de contacto estatico) no es capaz de obtener datos validos. El
aumento de la topografia y la rugosidad produce un incremento de la humectabilidad
como se sefialé anteriormente. El efecto del grabado acido en él humectabilidad se
determind en otros estudios de obtencion de una reduccién de angulo de contacto

(humectacion aumento) después del grabado acido (Rosales et al, 2010).



La humectabilidad de la superficie de un material de implante juega un papel
clave en su éxito, ya que modula la adsorcién de proteinas y por lo tanto influye en la
adhesion celular y la integracion del tejido en la interfaz. Humectabilidad despueés se
relaciona con la adhesién celular (Khang et al, 2008). Humectabilidad de la superficie
guia a los primeros eventos que ocurren en la interfaz de biomaterial / bioldgica, tales
como la interaccion de agua y proteinas con biomaterial y estos eventos guian ain mas la
respuesta (Kieswetter et al, 1996). En este estudio, la adhesion celular se relacionaba con
la humectabilidad, y humectabilidad mas baja se obtuvo después de 5 min. de grabado y
asi la adhesion celular. Esta conclusion fue corroborada en otros trabajos (Rosales et al,
2010).

Al nivel de cultivo celular se encontr6 mucha diferencia entre el control y las
superficies grabadas no solo en el nimero de las células pegadas y la ubicacion de las
células en la superficie, pero también en el desarrollo y el crecimiento de las células; se
encontraron los mejores resultados en las muestras grabadas por 5 y7min, el nimero
reducido de las células en control vuelve por un lado a la topografia de la superficie lisa y
por otro lado a las particulas de aluminio integradas en la superficie por el proceso del
ultra pulido, la citotoxicidad del aluminio es un factor muy decisivo en la adhesion

celular.

Hay estudios concluyeron que el desarrollo y proliferacién celularse
incrementaron en las superficies del Ti grabadas por 5 minutos mas que las superficies
arenadas y grabadas (Rosales et al, 2010). En otro estudiose utiliz6 HF 0.2 y elmejor
tiempo para que las células se adjunten a la superficie era el 150s, pero la rugosidad se
analizo hasta 150 s no mas, entonces no es posible saber si la mayor rugosidad reducira la

adhesion celular (Lamolle et al, 2009b).

(Anselme y Bigerelle, 2005) en un estudio sobre la adhesion celular de los
osteoblastos a varias superficies se encontraron que los osteoblastos humanos se extendio

mas intimamente en la superficie con baja rugosidad que en las superficies rugosas, pero



la energia de adhesion (AP) de los osteoblastos humanos a largo plazo sobre superficies
de titanio puro se relaciona con varios parametros de rugosidad. Esta correlacion con la
rugosidad confirma una vez més que los osteoblastos humanos son més sensibles a la

organizacion y la morfologia de la rugosidad que a su amplitud sobre la superficie.

En un estudio para estudiar el afecto de la rugosidad de la superficie del ti en la
respuesta celular y la adsorcion de las proteinas se encontrd que la células muy sensible a
la rugosidad de la superficie es que la adhesion y la proliferacion celular se incrementa
con el incremento de la rugosidad; y utilizando la técnica XPS mostr6 que la albimina se
adsorbié en la superficie lisa y la superficie rugosa une una mayor cantidad de la
proteinas (la superficie rugosa une fibronectina 10 veces mas de lo que une la superficie
lisa); esta adsorcion diferencial de las dos proteinas sobre superficies lisas y rugosas de

aleacion de Ti explica la diferencia en adhesion celular. (Deligianni et al, 2001)

(Martin et al, 1995) estudiaron el afecto de la rugosidad en la proliferacién y la
diferenciacion de los osteoblastos utilizando la linea MG 63 sobre titanio; aplicaron cinco
tratamientos y las clasificaron en cinco grupos segun la rugosidad de la superficie menos
rugosa al mas rugosa. Encontraron una capa de oxido TiO, sobre todas las superficies
estudiadas en un rango de 100 A en la superficie menos rugosa hasta 300 A en la
superficie mas rugosa; en la comparacion de los cultivos celulares se encontré que el
numero de las células esta reducido en la superficie mas rugosa y incrementado en la
superficie menos rugosa, cuando el numero de ceélulas en los otros grupos era
equivalente; La timidina de incorporacién fue inversamente proporcional a la rugosidad
superficial. La actividad especifica de alcalina fosfatasa se disminue con el aumento de la
rugosidad superficial, con excepcion de las células cultivadas en CA. Existe una

correlacion directa entre la rugosidad superficial y el ARN y la produccion de CDP.

Se encuentra una relacién directa entre la dimension fractal con los resultados del

area de contacto.

Analizando los datos se encontr6 que los cambios en la dimension fractal y el area

de contacto coinciden con la humectabilidad la que se presenta por el angulo de contacto.



Los resultados del cultivo celular presentada en el numero de las células pegadas

demuestra una relacion directa con la humectabilidad y la topografia de la superficie.

La modificacion de la superficie del titanio cuando se exponea la HF esta
influenciada tanto por el tiempo de exposicion y la topografia de la superficie inicial. Un
buen control de estos dos pardmetros da la mejor reproducibilidad de este método de

modificacion de la superficie. (Lamolle et al, 2009Db).

Entra el flior en la estructura dsea y dental, y varias investigaciones estudiaron su
afecto en la adhesion celular y la osteoconduccion, pero aun no se puede confirmar el

papel que puede jugar en la adhesion celular.

V1. Conclusiénes

El grabado acido mejora las propiedades de la superficie, y el tiempo de grabado

afecta todas las propiedades de la superficie.

e Lamasa ha sufrido una pérdida de una forma lineal en funcion del tiempo.

e Los parametros de rugosidad (Ra, Rq, Rp, Rv, Rt) demostraron un incremento en
funcidn del tiempo, aunque a partir de los 5 min de grabado acido no hubo cambio
significativo, Rkumayorde3,el control tuvo el valor mas grande, después baja de

una forma lineal hasta que iguale a 3 (superficie gausiana) en el ultimo grupo



(grabado por 10 min) , teniendo a un dominio igualado de los picos y valles en la
superficie, Rsk es menor de cero en todas las superficies estudiadas aunque se
acerca al cero cuando se graba la muestra durante 10 minutos; esto también se
explica por el afecto de grabado acido en la superficie lisa transforméandola en una

superficie agujerada con muchos picos y valles.

La morfologia se cambia de tener una superficie lisa con pocas irregulares en el
control a una superficie agujerada con picos y valles en la muestra grabada,
aunque este cambio esta mas claro a partir de los 5 minutos de grabado.

La dimensidn fractal se incrementd mucho en la muestra grabada y tuvo su valor

maximo a los 7min de grabado.

La quimica de la superficie tuvo cambios cualitativo y cuantitivo, el aluminio
aparece solo en el control, el floro aparece solo en el segundo grupo, se not6 una

contra posicion entre el oxigeno y el carbono.

La humectabilidad ha sido mejor en la muestra grabada y tuvo su mejor valor

entre 5y 7min de grabado.

Los resultados del cultivo celular coinciden con los resultados de la
humectabilidad. Las células estdn méas crecidas y desarrolladas en el cuarto y el
quinto grupo de la muestra (grabadas por 5min, y 7min).
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