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Resumen

Este estudio presenta los resultados de las pruebasin vitrode la biocompatibilidad
de sustratos de titanio biofuncionalizados con diferentes tipos de recubrimientos.
Se identificaron los parametros de recubrimiento mediante electroespraypara los
grupos de hidroxiapatita, alginato yun compuesto hidroxiapatita/alginato. Se realizé
caracterizacion morfolégica con microscopia electronica de barrido (SEM) y
perfilometria. Posteriormente se evalud la biocompatibilidad a través de la prueba
de apatita bone- like por medio de un fluido corporal simulado y los resultados se
observaron a través de difraccion de rayos X (DRX). Se muestra en el analisis de
DRXque para todos los grupos evaluados hubo formacién de apatita, sin embargo
teniendo en cuenta las caracteristicas morfolégicas y quimicas,el compuesto
hidroxiapatita/alginato presento mejores resultados sobre los sustratos de titanio.
Adicionalmente se observa que el recubrimiento del alginato potencia las
caracteristicas bien conocidas que presenta los recubrimientos de hidroxiapatita.
Por lo anterior se considera que estos revestimientos compuestos podria tener
aplicaciones potenciales en el campo de la ingenieria de tejidos para servir de
vehiculo y espaciadores en la entrega de factores de crecimiento, medicamentos,
que pueden impulsar efectivamente la regeneracibn 6sea y mejorar la

oseointegracion de los implantes dentales.
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Abstract

This present study involves the results of in vitro tests of the biocompatibility of
titanium substrates bio-functionalized with different types of coatings. The coating
parameters through electrospray for groups of hydroxyapatite, alginate and a
hydroxyapatite/alginate compound were identified. The morphological
characterization was performed through scanning electron microscopy (SEM) and
profilometry. Subsequently, biocompatibility was evaluated by applying Bone
Apatite-Like Test through a simulated body fluid and the results are observed by X-
ray diffraction (XRD). The analysis XRD proved that apatite formation occurred for
all of the evaluated groups. However, the hydroxyapatite/alginate composite
showed better results on titanium substrates because of its morphological
characteristics. Furthermore, it has been demonstrated that the features of
hydroxyapatite coatings were powered by the alginate coating. Therefore, findings
revealed that such composite coatings could have many potential applications in
the field of tissue engineering so as to be used as spacers on growth factors,
prescription delivery; which can effectively boost bone regeneration and improve

osseointegration in dental implants.

Keywords: Alginate, Titanium, Hydroxyapatite, Electrospray
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Obijetivos

Objetivo General
Determinar in vitro la biocompatibilidad de sustratos de titanio
biofuncionalizados con hidroxiapatita, alginato, compuesto

hidroxiapatita/alginato y sustrato sin biofuncionalizar.

Objetivos Especificos

» Establecer los pardmetros para el recubrimiento mediante electrospray de
hidroxiapatita, alginato y compuesto hidroxiapatita/alginato sobre sustratos
de titanio.

» Realizar caracterizacion morfolégica de los recubrimientos sobre los
sustratos de titanio mediante SEM y perfilometria

 Evaluar y comparar de manera indirecta la biocompatibilidad de los

sustratos de titanio modificados.
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Introduccioén

Segun los resultados del Estudio Nacional de Salud Bucal del Ministerio de Salud
del afio 1999 -ENSAB Ill, la poblacién entre los 15 a 19 afios tiene un 3,9% de
dientes perdidos por caries, las personas de 35 a 44 afios un 8% y los mayores
de 55 afios un 16,2%. La necesidad de rehabilitar pacientes con protesis, fue de
un 22,3% para el maxilar superior y de un 46,6% para el maxilar inferior (1). En el
campo de la rehabilitacién oral y la cirugia oral y maxilofacial existen mdultiples
alternativas de tratamiento para rehabilitacién de los dientes perdidos, entre ellos
se cuenta con la realizacion de implantes dentales oseointegrados como uno de
los procedimientos protésico-quirargico utilizados con mas frecuencia y de mayor
éxito (2). La introduccion de los implantes dentales inicio con el trabajo accidental
de Branemark en 1969, el observé que una pieza de titanio incrustado en el hueso
de conejo presento una fuerte unién con el tejido 6seo y de dificil eliminacion. Esto
llevé a una cuidadosa caracterizacion de la interface formada por el tejido 6seo y
la superficie de implantes de titanio, demostrando la excelente oseointegracion (3).
Los implantes dentales basados en el trabajo Branemark fueron introducidos en
1971 (4). En la actualidad existen multiples investigaciones que han dado lugar a
un alto porcentaje de tasa de supervivencia y longevidad. Sin embargo, Se puede
deducir que el progreso en la oseointegracién de implantes dentales ha sido lento
y gradual. Después de mas de 4 décadas se continua usando casi las mismas

aleaciones y protocolos descritos en las obras de Branemark (3)
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En el 2003, se realizaron mas de 700.000 procedimientos de implantes dentales
en los Estados Unidos y mas de 1,3 millones de procedimientos en Europa (5). La
tasa de éxito de los implantes dentales va del 90 al 95 % en multiples estudios. El
porcentaje de fracaso es muy bajo, aproximadamente 5 %, en su mayoria
probablemente debido procesos infecciosos, el rechazo, la pérdida 6sea acelerada
y la mala oseointegracién que conllevan a la perdida del implante (6). La causa
mas frecuente de fracaso es la formacion Osea insuficiente alrededor del
biomaterial inmediatamente después de la implantacion (3); Si la oseointegracion
no es adecuada el organismo produce una respuesta inflamatoria a cuerpo
extrafio, si esta se torna crénica, hay osteolisis y se altera la estabilidad a largo
plazo del implante dental. Como la superficie del implante es la que entra en
contacto con el tejido 6seo, la naturaleza mecanica de la conexion hueso-implante

estd influenciada en gran medida por las propiedades de su superficie (7).

El objetivo y la tendencia actual es la creacidon de nuevos implantes o la
regeneracion de érganos completos, sin embargo debido a la enorme escala y la
complejidad global este objetivo esta mucho mas alla del alcance de la tecnologia
actual, por lo tanto la necesidad de un implante sintético para hacer frente a
multiples factores fisicos y biologicos impone grandes restricciones sobre la
eleccion de materiales adecuados. La primera via prometedora para solucionar lo
anterior es a través de la ingenieria de superficies, que incluye la topografia y/o
revestimientos a nanoescala para una mejor y mas rapida oseointegracion de los

implantes disefiados para funcionar durante toda la vida del paciente (3).

Una alternativa o estrategia complementaria es la BIOFUNCIONALIZACION de la
superficie de implantes dentales la cual es definida como el injerto o producto
guimico de tratamiento molecular de un implante o de recubrimiento de superficies
para mejorar la adhesion celular y promover la mineralizacion, la produccion de
proteinas de la matriz y marcadores celulares (3). Para entender las funciones
especificas de las células y el proceso de oseointegracién la nanotecnologia nos
ofrece nuevas formas de interactuar con células y moléculas biolégicas (8). Hay
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una fuerte creencia de que los materiales a nanoescala produciran una nueva
generacion de materiales de implante con una alta eficiencia y alto volumen. La
nanoescala en el procesamiento de materiales es realmente una nueva frontera
(3). Existen multiples medios fisicos y quimicos para lograr la modificacion de
superficie de los implantes dentales, sin embargo no todos tienen la capacidad de
producir recubrimientos de tamafio nano, por lo tanto con una novedosa técnica
como el electrospray se pueden producir recubrimientos en los que puede

controlarse el espesor, composicion quimica y porosidad, entre otras variables

(9).

La mayoria de los procesos de biofuncionalizacion del titanio se han
desarrollado desde 1990 siendo los recubrimientos con hidroxiapatita (HA) o
fosfato de calcio los mas frecuentemente desarrollados y varios de ellos
comercializados. En recientes estudios Wang y colaboradores realizaron
revestimientos compuestos de alginato/quitosano capa por capa que fueron
preparados sobre sustratos de titanio a través de electrodeposiciéon, observaron en
la prueba Indirecta de citotoxicidad in vitro no tuvieron efectos significativos sobre
la viabilidad celular. Por otra parte, el ensayo de citocompatibilidad exhibié que los
recubrimientos no eran toxicos para las células L929. Sin embargo, los resultados
revelaron que el recubrimiento de alginato era mas beneficio para el cultivo de
células de revestimiento de quitosano. Los resultados indicaron que el método
propuesto puede ser utilizado para fabricar revestimientos compuestos y estos
revestimientos podrian tener aplicaciones potenciales en campo de los andamios

de ingenieria de tejidos (10).

Al mismo tiempo Clavijo y colaboradores (11) encontraron que los recubrimientos
de solucion de alginato sobre los sustratos de titanio presentaron viabilidad celular,
sin embargo en los anadlisis de la bioactividad celular mostraron que el
comportamiento celular no difiere de los sustratos de titanio sin recubrimiento.
Ademas se concluyd que a pesar de que las células mesenquimales son una

buena alternativa para evaluacién de los recubrimientos, seria de mayor importe
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realizar los analisis de bioactividad con células ya diferenciadas en linaje 6seo. A
su vez el alginato incorporado sobre el titanio puede servir de molécula de enlace
para la incorporacion de medicamentos o factores bioactvos. Teniendo en cuenta
que los anteriores estudios conllevan a un gran aporte en el estado del arte de la
biofuncionalizacion de superficies, es innegable la necesidad de continuar
realizando estudios y experimentos que lleven a encontrar los pardmetros ideales
para recubrimiento de titanio, realizar analisis de biocompatibilidad mas precisos
para asi contribuir al desarrollo de los recubrimientos de titanio que induzcan a la
proliferacion de células 6seas y de esta manera lograr disminuir el inconveniente

en la falla de oseointegracion de los implantes dentales.
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1. Marco Tedrico

En la actualidad nos encontramos direccionados a la produccion de nuevos
implantes o la regeneracion de érganos completos para la rehabilitacién dental, sin
embargo los requisitos impuestos por la enorme escala y la complejidad global del
disefio estan mucho mas alla del alcance de la tecnologia actual, por lo tanto se
hace necesario continuar mejorando los implantes sintéticos con los que contamos
para hacer frente a mudiltiples factores fisicos y biolégicos (3). El titanio
comercialmente puro Tlcp y las aleaciones de titanio son actualmente los
materiales de eleccion para los implantes dentales (10),Tlcp tiene varios grados de
pureza, que se clasifican de 1 a 4. La clasificacion se relaciona con la resistencia a
la corrosion, ductilidad y fuerza. TICP grado 1 tiene la mas alta pureza, la mas alta
resistencia a la corrosion, formabilidad y la fuerza mas baja, mientras que el grado
4 ofrece la maxima resistencia y conformabilidad moderado. La mayoria de los
implantes dentales estan hechos de TICP grado 4 o grado 5 que es la aleacion
Ti6Al4V (Titanio Aluminio, Vanadio) porque es mas fuerte que los otros grados
(12).

El Ti forma una pelicula protectora y estable de 6xido. Esta pelicula puede
proporcionar una excelente resistencia a la corrosion y pueden adsorber proteinas
e inducir la diferenciacion de las células 6seas (13), contradictoriamente la
corrosion también constituye una de las posibles causas de fracaso de los
implantes después de un éxito inicial, dado por la liberacion de iones/particulas

que se presenta en el medio biolégico (14). La integracion de titanio al hueso es
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generalmente muy buena y habitualmente no produce una fibrointegracién que
seria perjudicial para el éxito terapéutico. Sin embargo, hay algunas areas de
preocupacion con respecto al uso de titanio en las que se encuentra la estabilidad
a largo plazo, la respuesta de la cicatrizacion, asi como la osteointegracion de los
implantes dentales (13). La aleacion de Ti puede presentar una oseointegracion
insuficiente debido a su baja osteoconductividad y superficie subdptima,
resultando en el aumento del aflojamiento aséptico y el fracaso prematuro

subsiguiente de los implantes.

Con el fin de mejorar la osteointegracion, reducir el tiempo necesario para cargarlo
y aumentar la tasa de éxito de los implantes de aleacion de Ti, se han utilizado
diversos métodos de modificacion de superficie. La incorporacion de elementos
bioactivos como el calcio (Ca), silicio (Si), zinc (Zn) y estroncio (Sr) es el método
mas utilizado y util (15). Sin embargo los tratamientos quimicos superficiales y
morfologicos actuales estan controlados a nivel de micrones, pero la respuesta del
tejido es dictada principalmente por procesos controlados en nanoescala. La
comprension y el control de las reacciones a nivel nano es la clave para el
desarrollo de nuevas superficies de implantes que eliminaran el rechazo,

promocionara adhesion e integracion en el tejido circundante.

Por lo anterior los nuevos estudios de Bioingenieria e ingenieria de materiales
estdn encaminados la modificacion de la topografia y/o revestimientos a
nanoescala. No existen pautas comunmente aceptados para el disefio de las
topografias de superficie o la deposicion de recubrimientos y la evidencia clinica
es a menudo contradictoria (3). En la actualidad a nivel mundial, hay 80 empresas
productoras de 220 diversos implantes dentales por lo que la comparacion es a

menudo dificil (6).
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1.1Rugosidad superficial de los implantes dentales

Se ha demostrado que la rugosidad de la superficie de los implantes de titanio
esta intimamente relacionada con la fijacion biomecanica y por consiguiente con la
tasa de oseointegracion. Segun las caracteristicas de la escala de las rugosidades
de la superficie se puede dividir en tres niveles: topografias macro, micro y
nanomeétricas (16).

El nivel macro se define por las caracteristicas topograficas en el rango de
milimetros a decenas de micras. Esta escala esta directamente relacionada con la
geometria del implante, con el tipo de rosca y el tratamiento de superficie
macroporosa que dan rugosidad de la superficie de mas de 10nm. Numerosos
informes han demostrado que tanto la fijacion temprana y la estabilidad mecanica
a largo plazo de la proétesis se ven beneficiadas por un alta rugosidad en
comparacion con superficies lisas. Lo anterior es dado por un enclavamiento
mecanico entre la superficie del implante y crecimiento de hueso. Sin embargo, un

riesgo importante puede ser el aumento en la perimplantitis (16).

El perfil micro topografico de los implantes dentales se define como la rugosidad
de la superficie en el intervalo de 1-10nm. Esta rango de rugosidad maximiza el
enclavamiento entre el hueso mineralizado y la superficie del implante. Algunas
teorias sugieren que la superficie ideal debe presentar poros hemisféricos de

aproximadamente 1,5nm de Profundidad y 4nm de diametro (16).

La principal indicacion clinica para el uso de un implantes con una superficie
rugosa esta dada en los casos donde se presenta una cantidad 6sea insuficiente o
limitaciones anatémicas, los implantes cortos disefiados con una superficie rugosa

han demostrado resultados clinicos superiores a las superficies lisas (15-16).

Las superficies en el rango nanométrico juegan un papel importante en la

adsorcion de proteinas, adhesion de las células osteoblasticas y por lo tanto la
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tasa de oseointegracion. Sin embargo, esta topografia es dificil de producir con
tratamientos quimicos. Ademas, la superficie topografia nano éptima para la
adsorcion selectiva de proteinas que conducen a la adhesion de las células
osteoblasticas y la rapida aposicion 6sea es desconocida. Varios métodos han
sido desarrollados con el fin de crear una superficie rugosa y mejorar la
oseointegracion de los implantes dentales de titanio. Estos métodos utilizan
plasma rociado de titanio, deposicion con particulas de ceramica, grabado acido y
anodizado (16).

Grabado acido: un meétodo para hacer rugosa la superficie de los implantes
dentales de titanio es por medio de grabado con acidos fuertes como HCI, H,S,,
HNO3 y HF. Este produce micro poros en las superficies de Ti con tamafios que
van de 0,5 a 2 micras de diametro y se ha demostrado que mejora en gran medida
la oseointegracion.La inmersion de los implantes de titanio durante varios minutos
en una mezcla de HCI concentrado y H,SO4(grabado &cido dual) vy el
calentamiento por encima 100-C se emplea para producir una superficie
microrrugosa.Este tipo de superficie promueve la osteointegracion rapida,
manteniendo el éxito a largo plazo de mas de 3 afios. Se ha encontrado que las
superficies duales de grabado acido mejorar el proceso de osteoconductivad a
través de la unién de fibrina y células osteogénicas, resultando en la formacién de

hueso directamente sobre la superficie del implante.

Sin embargo, los tratamientos quimicos pueden reducir las propiedades
mecanicas del titanio. Por ejemplo, el grabado &cido puede conducir a la
fragilizacion por hidrégeno del titanio, creando micro grietas en su superficie que
podria reducir la resistencia a la fatiga de los implantes. De hecho, los estudios
experimentales han informado de la absorcion de hidrégeno por titanio en un
entorno bioldgico. Esta fragilizacién por hidrogeno de titanio también se asocia con

la formacién de una fase hibrida quebradiza, lo que lleva a una reduccion en la
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ductilidad del titanio. Este fendmeno esta relacionado con la aparicion de
mecanismos de fractura en implantes dentales (16).

Plasma rociado: Un método de pulverizacion de plasma de titanio (TPS) se ha
utiizado para la produccion de superficies de implantes en bruto. Este
métodoconsiste en inyectarpolvos de Ti en una antorcha de plasma a alta
temperatura. Las particulas de Ti se proyectan sobre la superficie de los
implantes, donde se condensan y se fusionan entre si, formando una pelicula
alrededor de 30 micras de espesor con una rugosidad promedio de alrededor de
7micras, lo que aumenta el area superficial del implante.

Sin embargo, las particulas de titanio a veces se han encontrado en el hueso
adyacente a estos implantes. Los iones metalicos liberados desde los implantes
pueden ser el producto de la disolucion y el desgaste, y pueden ser una fuente de
preocupacion debido a sus potencialmente dafiinos efectos carcinogénicos locales
y sistémicos. Sin embargo, los efectos adversos locales y sistémicos de la

liberacion de iones de titanio no han sido universalmente reconocidos(16).

Anodizacion : También se pueden producir superficies con micro-o nano-poros
por medio de anodizacion potenciostatica o galvanostatico de Ti en acidos fuertes
(H2S0., H3sPO4, HNOs, HF) a alta densidad de corriente (200 A/m?) o potencial
(100 V). La anodizacion produce modificaciones en la microestructura y la
cristalinidad de la capa de oxido de titanio. El proceso de anodizacion es bastante
complejo y depende de varios parametros tales como la densidad de corriente, la

concentracion de acidos, la composicion y temperatura del electrolito.

Se han propuesto dos mecanismos para explicar oseointegracién en los procesos
de moadificacién de superficie te Ti por anodizacion: enclavamiento mecanico a
través del crecimiento 0seo en los poros y la union bioquimica. Modificaciones a la
composiciéon quimica de la capa de oOxido de titanio se han probado con la

incorporacion de magnesio, calcio, azufre o fosforo.Se ha encontrado que la
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incorporacion de magnesio en la capa de 6xido de titanio conduce a un valor de

par de eliminacién mayor en comparacion a otros iones.

Arenado: Otro enfoque para hacer rugosa la superficie de titanio consiste en
chorro de los implantes con particulas ceramicas duras. Las particulas de
ceramica se proyectan a través de una boquilla a alta velocidad por medio de aire
comprimido. Dependiendo del tamafio de las particulas ceramicas, diferentes
rugosidades de superficie se pueden producir en los implantes de titanio. El
material de voladura debe ser quimicamente estable, biocompatible y no debe
obstaculizar la oseointegracion de los implantes de titanio. Varias particulas
ceramicas se han utilizado, como por ejemploAlimina, Oxido de Tiy particulas de
Fosfato de Calcio (16).

La Alumina (Al,O3) se utiliza con frecuencia como un material de voladura y
produce rugosidad de la superficie. Sin embargo, el material de limpieza es con
frecuencia incrustado en la superficie del implante y el resto se mantiene incluso
después de la limpieza ultrasénica, pasivacion acido y esterilizacién. La alimina
es insoluble en acido y es por tanto dificil de eliminar de la superficie de titanio. En
algunos casos, estas particulas se han liberado en los tejidos que rodean y han

interferido con la oseointegracion de los implantes (12).

1.2Modificaciones quimicas de la superficie

Ademas de las modificaciones morfolégicas de las rugosidades superficiales de
los implantes, numerosas modificaciones quimicas de superficies han sido
investigados para obtener una interaccion optima con el tejido. El tejido biolégico
interactda principalmente con las capas atdmicas mas externas de un implante.
Por lo tanto los tratamientos fisico-quimicos estan disefiados para causar

interacciones de superficie directamente con la naturaleza quimica del hueso, con
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el fin de mejorar e influir en la formaciéon de nuevo de hueso. Convirtiendo una

superficie comiunmente bioinerte en bioactiva (18).

Para modificar la quimica de una superficie de titanio el método mas utilizado es la
aplicacion de recubrimientos. Estos materiales de revestimiento son compuestos
bioactivos capaces de promover la unidn celular, la diferenciacion y la formacion
de hueso. Los materiales bioactivos mas comunes son los fosfatos de calcio (CP),
tales como hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico (TCP) vy vidrios bioactivos.
Cuando se implanta, estas ceramicas bioactivas forman una capa de apatita
carbonatada (HCA) en su superficie a traves de la disolucion y precipitacion (3). La
Incorporacion de carbonato en la estructura cristalina induce una mayor
reactividad hacia el hueso. Un aumento de la velocidad de disolucién después de
la implantacién conduce a un aumento de la liberacion de iones de calcio y fosfato,
por lo tanto, aumenta la saturacion de los fluidos corporales, facilitado la aposicion
de apatita bioldgica sobre la superficie del implante (19). Al mismo tiempo, las
fibrillas de colageno se pueden incorporar en los aglomerados de apatita. La
secuencia de eventos es poco conocida pero parece ser: la adsorcion de restos
biologicos por la accién de los macréfagos, la unidn de las células madre y su

diferenciacion, la formacion de la matriz y finalmente la mineralizacion completa

(3).

Para el procesamiento de los recubrimientos sobre superficies de implantes
metélicos diversas técnicas han sido investigados, entre las que encontramos la
pulverizacion de plasma, revestimiento de sol-gel, deposicién electroforética,
implantacion de iones y la precipitacion biomimético entre otros. La finalidad es
combinar las propiedades mecéanicas de los metales y en especial la del titanio
con las propiedades bioldgicas de los revestimientos (18).

Pulverizaciéon de plasma: Es la técnica de revestimiento mas comunmente
utilizado para fosfatos de calcio (3-18), Es una técnica en la cual las particulas de

ceramica de HA se inyectan en una antorcha de plasma a alta temperatura y
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proyectadas sobre la superficie del Ti, donde se condensan y se fusionan entre si,
formando una pelicula (19). A su vez también conduce a una modificacién de la
superficie en términos de rugosidades superficiales mas altas. Por lo tanto los
recubrimientos de hidroxiapatita pueden combinar topografia de la superficie con
efectos quimicos

Sin embargo, la pulverizacion por plasma muestra algunas desventajas en
investigaciones a largo plazo (19). Para lograr una cobertura completa del material
de sustrato el espesor de los recubrimientos de plasma - rociado generalmente
excede las 50 micras (3). En los implantes dentales esto resulta en un tiempo
relativamente pobre de unién entre el plasma de recubrimiento pulverizado de
apatita y el titanio. Se requiere pre-tratamientos adicionales del Ti para lograr una
rugosidad y por lo tanto un mejor enclavamiento mecanico de las capas
depositadas, a pesar de lo anterior se obtiene una morfologia muy irregular de los
revestimientos, lo que conlleva a un pobre control del espesor del revestimiento,
con mayor riesgo de fractura (19). También se ha informado de la liberacion de
particulas y la delaminacion de las capas depositadas que produce fragmentos
flotantes. Incluso se ha demostrado que la descomposicion térmica parcial de HA,
que conduce a la formacion de otros fosfatos de calcio, incluyendo 22-62 % de
fosfato de calcio amorfo altamente soluble, aTCP , B - TCP , fosfato de tetracalcio,
y Oxido de calcio durante el procedimiento de recubrimiento genera cambios
incontrolables en la composicion y cristalinidad del material inicial de fosfato de
calcio debido a las altas temperaturas involucrados en el proceso de fabricaciéon
(3). Esto significa que es muy dificil para recubrir la apatita de carbonato deseado,

ya que su estructura se descompone durante la pulverizacion de plasma.

Revestimiento de sol-gel: Es un método de revestimiento generalmente de
fosfato de calcio el cual se prepara sumergiendo el sustrato en calcio (por lo
general sales de nitrato) y geles de fosforo. Es un procedimiento econémico y
técnicamente simple de realizar. Esta técnica ofrece ciertas ventajas, debido a la

homogeneidad quimica alta, una estructura de grano fino y baja temperatura de
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cristalizacion del revestimiento resultante (20). Por otra parte, estos recubrimientos
formados muestran estructuras porosas, menos densas y reportan una pobre
adhesion al material de sustrato. Esta pobre adhesion es un factor perjudicial que
limita su uso (21). Por lo tanto, estos recubrimientos deben ser sinterizados a altas
temperaturas para mejorar su fuerza de adhesion y densidad. Al igual que en la
técnica de pulverizacion de plasma dependiendo de las temperaturas de
sinterizacion se pueden obtener diferentes fosfatos de calcio (22). En ensayos in
vitro se han experimentado recubrimientos de hidroxiapatitafluorada con diferentes
contenidos de fluoruro preparados por métodos sol-gel y se ha demostrado que
puede mejorar la viabilidad de las células, sin embargo el alto contenido de
fluoruro disminuye la solubilidad lo que se manifiesta en una disminucién de la
liberacion de calcio en el medio de cultivo. Para aplicaciones clinicas, se sugiere
gue un contenido moderado de fluoruros puede ser adecuado para establecer un
compromiso entre la unién celular, la proliferacién, la deposicion de apatita y la

resistencia a la disolucion (17).

Recubrimientos biomiméticos de fosfato de calcio: En este método
biomimético, se precipitan cristales de apatita de fosfato de calcio sobre la
superficie de Ti a partir de fluidos corporales simulados (SBF) que forma un
recubrimiento a temperaturas fisiolégicas y en condiciones de pH que se
mantienen a alrededor de 7,4(16-18). La deposicion de apatita por inmersion en
soluciones fisiologicas, a partir de pruebas de biocompatibilidad in vitro, se adapta
a fin de lograr deposiciones que estan cerca de la composicion y la quimica de

hueso natural (22).

1.3Biofuncionalizacién de la superficie:

Se ha descrito la Incorporaciéon de particulas biolégicamente activas en los
implantes dentales de Ti, estos pueden estar recubiertos con agentes
estimulantes de hueso, para mejorar la adhesién celular, promover la

mineralizacién y la produccién de marcadores celulares y proteinas de la matriz
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(3). Los candidatos légicos para el injerto molecular son proteinas presentes en la
matriz extracelular tales como factores de crecimiento con el fin de mejorar el
proceso de cicatrizacion del hueso a nivel local. La superfamilia del factor de
crecimiento transformante (TGF-B) y en particular, las proteinas morfogenéticas
O0seas (BMP), factor de crecimiento derivado de plaquetas TGF-B1 (PDGF) y
similar a la insulina (IGF-1 y 2) (3), fibronectina (FN), la vitronectina (VN), o
laminina (LN), para nombrar unos pocos (25). Ultimamente, el enfoque ha
cambiado al uso de dominios de sefalizacion, compuestas de varios aminoacidos.
Estos dominios estan presentes a lo largo de la cadena de las proteinas de la
matriz extracelular y son los que interactian con los receptores de la membrana
celular. Desde Pierschbacher y Ruoslahti encontraron que la secuencia Arg-Gly-
Asp-Ser (RGDS) tal vez es el dominio de sefializacion mas conocido derivado de
la fibronectina, la laminina, el colageno de tipo | y la osteopontina(16). Sin
embargo, también se han utilizado otras secuencias tales como Tyr-lle-Gly-Ser-
Arg (YIGSR) o Arg-GluAsp-Val (REDV) (25). El uso de un péptido corto es mas
conveniente porque las largas moléculas se pueden plegar y como resultado los

dominios de union pueden no estar disponibles.

Los procedimientos mas simples para funcionalizar la superficie de Ti implican la
inmersion del material en una solucién que contiene las moléculas deseadas con
el fin de promover la adsorcion en la superficie. Las desventajas son la
relativamente pobre adhesion.

Aunque la mayor parte de los documentos apoyan la idea de que la
funcionalizacion puede mejorar y acelerar la oseointegracion, la clave esta en
adaptar las técnicas de funcionalizacién a las superficies de aleaciones dentales,
para ser capaz de crear superficies que se mostraran diferentes moléculas con
distribucion espacial controlada y el grado requerido de adhesion. Por otra parte,
es probable que aun carezcamos de los datos in vivo necesarios para seleccionar

meétodos de unidn y densidades de superficies optimas (3).
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Otros métodos de modificacién de la superficie, como el tratamiento alcalino, el
tratamiento con acido han sido reportados en un intento de formar una superficie
bioactiva en implantes metalicos a base (16). También recientemente la
deposicion de nanoparticulas de HA por medio de electrospray se ha venido
estudiando, ya que es un proceso sencillo y econdémico, capaz de depositar
recubrimientos de fosfatos de Ca como la HA(26).

1.4Electrospraying o electrospray:

El electrospray (pulverizacion electrohidrodinamica) es un proceso de generacion
de gotas y carga simultanea por medio de un campo eléctrico. Es un método de
atomizacion de liquido por fuerzas eléctricas, donde se producen gotitas que se
auto-dispersan (9). Las gotas producidas por electrospray estan altamente
cargadas, lo que impide su coagulacién y promueve la auto-dispersion. Las gotitas
pueden ser extremadamente pequefias en casos especiales por de bajo de
nandémetros. La carga y el tamafio de las gotitas pueden ser controlados hasta
cierto punto por la tension y la velocidad de flujo. El electrospraying tiene algunas
ventajas sobre los sistemas mecanicos convencionales de pulverizacion con
gotitas cargadas por induccién. Por ejemplo, La distribucion del tamafio de las
gotas suele ser estrecha, con una desviacion estdndar baja; Las gotitas pueden
ser del mismo tamafio sélo por goteo y micro goteo. Las Gotitas cargadas se auto-
dispersan en el espacio, lo que se traduce en ausencia de aglomeracion de la gota

y ausencia de coagulacion (9).

En la figura 1 se observan los componentes del equipo deelectrospray los cuales
son: Una aguja con diametro interior variable, una placa circular plana donde se
posicionan los sustratos, una fuente de alta tension continua conectados a la placa
circular y a la aguja, una bomba con posibilidad de modificar la tasa de velocidad
de flujo que impulsa a través de una jeringa las soluciones.Dos multimetros
conectados a las lineas de conexion de la aguja y la placa de las fuentes de

alimentacion, los cuales miden la intensidad de la corriente. Por ultimo una caAmara
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conectada a un monitor para poder observar el liquido cuando esta saliendo de la

aguja.

El funcionamiento del electroespray en las caracteristicas de goteo, regimenes
multijet o cono de chorro estan determinados por la intensidad del campo eléctrico
en la salida de la aguja.Mientras que las caracteristicas de deposicion que
determinan las propiedades morfolégicas como la porosidad, la rugosidad de la
superficie del depdsito formado estdn determinados por el campo eléctrico en la

superficie de la placa (27).

Figura 1. A. Diagrama esquematico de la configuracion del proceso de deposicion
electrospray (26). B. Suspension liquida por medio de electrospray en el modo de cono de

chorro estable. (25).
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El electrospray tiene multiples aplicaciones en diferentes procesos industriales,
tales como la pintura, la microencapsulacion, electroemulsification, la produccion
de polvo fino 0 micro y nano deposicion de pelicula delgada preparada a partir de
soluciones o suspensiones coloidales. Recientemente, el electrospray empezo a

tener interés en procesos de microfluidos y nanotecnologia (9).

En los ultimos afios ha sido de gran interés la utilizacion de la técnica de
electrospay para deposicion de nanoparticulas de HA. Como se habia dicho
anteriormente, Los fosfatos de calcio, en particular los revestimientos de
hidroxiapatita (HA), se han utilizado ampliamente debido a su gran parecido con la

fase mineral inorganica que se encuentra en los huesos y los dientes, asi como su
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capacidad para promover la aposicion 6sea directa. Hasta ahora, los implantes
metalicos recubiertos de HA han sido el enfoque mas exitoso. Como se reviso en
el apartado anterior existe diversos métodos de deposicion de revestimientos, Sin
embargo, estos métodos implican alta temperatura extrema, son de alto costo o
técnicamente  complicados. Por todo lo anterior la pulverizacion
electrohidrodindmica ha recibido mucha atencién recientemente, ya que es un
proceso capaz de depositar recubrimientos de CP. Leeuwenburgh et al. Han
demostrado la capacidad para producir recubrimientos de CP, con Ca y soluciones
de sal precursora de P y mezclando ambos en la boquilla de pulverizacién (28).

En los trabajos de Thiana et al. Proponen la técnica de revestimiento mediante
deposicion con electrospray y refieren que es un enfoque rentable para técnicas
de revestimiento tradicionales, ademas se muestra que es posible producir un
revestimiento uniforme que consiste de nanocristales de hidroxiapatita (nHA)
sobre un sustrato de titanio. Ellos realizaron un proceso de electrodeposicion de
nano particulas de HA mediante la técnica de electroespray donde tuvieron en
cuenta los parametros de recubrimiento como: un didmetro interno de la aguja de
300 micras, una tasa de flujo de 20 pl/min. Se aplicé un voltaje de 4,7KV, una
distancia entre la aguja y el sustrato de 20mmy un tiempo de pulverizacion de 60s.
Posteriormente realizaron un tratamiento térmico con calor a 124 ° C durante 2 h.
luego realizaron una prueba de biocompatibilidad indirecta donde encontraron que
estos recubrimientos nHA desencadenaron un proceso de precipitacion de apatita
temprano en el fluido corporal acelularsimulado. Adicionalmente realizaron cultivos
celulares donde observaron que las células de osteoblastos humanos presentaron
una buena fijacion sobre los recubrimientos. Por lo tanto, estos resultados
indicaron la bioactividad mejorada in vitro por medio de la técnica de

electroespray(28).
Los estudios en animales han demostrado que en comparacion con los implantes

no revestidos, los implantes con una capa delgada de CP han mejorado

notablemente la unién del tejido 6seo durante un periodo de varios meses.
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Ademas, numerosos estudios histolégicos proporcionan evidencia de que los
implantes revestidos producen una interfaz mas fiable con el hueso favoreciendo
la oseointegracion. Sin embargo, hay informes contradictorios sobre la eficacia de
los revestimientos de HA, ya que La mayoria de los estudios indican que las
técnicas de recubrimiento disponibles actualmente proporcionan la adherencia
inadecuada de los revestimientos del CP a las aleaciones de Ti. La fuerza de
adhesion entre comillas, 15-30 MPa son muy bajos afectando la estabilidad
mecanica del revestimiento. Por lo tanto, la cuestion de la utilidad de revestimiento
no se ha resuelto completamente (29-3).

Idealmente, los recubrimientos deben tener una fuerte adhesion al implante y una
buena fijacion al hueso. Su microestructura y su tasa de disolucion deben ser
programados para coincidir con el proceso de curacion in vivo, adicionalmente
gue puedan servir de modelo para el suministro in situ de las drogas Yy los factores
de crecimiento en los momentos requeridos (3). Teniendo en cuenta lo anterior
han venido surgiendo inquietudes sobre el tipo de revestimiento que deben
complementar la superficie de Ti de los implantes dentales. Hoy por hoy se ha
venido estudiando un biomaterial que puede llegar tener beneficios sobre la

oseointegracion como lo es los recubrimientos con Alginato.

En un estudio reciente de Wang et al. 2014. Donde realizaron recubrimientos por
medio de electrodeposicion de alginato / quitosano capa por capa sobre sustratos
de titanio encontraron que en la prueba de citotoxicidad in vitro los recubrimientos
no eran toxicos para las células. Los resultados indicaron que el método propuesto
puede ser utilizado para fabricar revestimientos compuestos de alginato/quitosano
capa por capa sobre la superficie de titanio a temperatura ambiente y estos
revestimientos compuestos podria tener aplicaciones potenciales en el campo de

la ingenieria de tejidos (29).
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1.5Alginato

El alginato es un polisacarido anionico distribuido ampliamente en las paredes
celulares de las algas marinas pardas (Phaeophyceae, incluyendo Laminaria
hyperborea, Ascophyllumnodosum, entre otros). Estas sustancias corresponden a
polimeros organicos derivados del &cido alginico. Las ventajas que presenta el
alginato son la biocompatibilidad, baja toxicidad, costo relativamente bajo, similitud
con los tejidos humanos. Por lo anterior ha sido ampliamente investigado y

utilizado para muchas aplicaciones biomédicas (30 - 31).

El componente principal del alginato es la sal sédica del acido alginico. Su
estructura quimica contiene bloques compuestos de 2 unidades monomeéricas
repetitivas: p-D-manuronato (unidades M) y a-L-guluronato (unidades G) unidas
mediante enlaces 8 (1-4) (31).

Los Hidrogeles de alginato debido a su similitud estructural a las matrices
extracelulares de los tejidos vivos permite amplias aplicaciones en la curacion de
heridas, la administracién de agentes bioactivos tales como farmacos y proteinas,
el trasplante de células en ingenieria de tejidos como por ejemplo trasplantes de
islotes células de Langerhans para el tratamiento de la diabetes tipo 1, trasplante
celular de condrocitos como tratamiento de la incontinencia urinaria y el reflujo
vesicoureteral, regeneracion de tejidos como vasos sanguineos, cartilago y hueso,

ademas de promover regeneracion periodontal (30).

En la ingenieria biomédica se han encontrado mdultiples utilidades y se ha
observado propiedades a nivel de regeneracion ésea, por ejemplo se ha utilizado
en lesiones Oseas donde el tratamiento con geles de alginato han encontrado
potencial en la regeneracion 6sea por factores osteoinductivos, células formadoras
de hueso o combinacion de ambos. Dentro de las ventajas del alginato respecto a

otros materiales; presenta mayor propiedades de regeneracion Osea Yy
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cartilaginosa debido a su capacidad de ser introducido en el cuerpo de una
manera minimamente invasiva y la liberacion controlada de factores de induccién
de tejido (por ejemplo, BMP, TGF-B). EIl Alginato ha demostrado ser util en
modelos animales para la entrega de factores de crecimiento que pueden impulsar
efectivamente la regeneracion 6sea (por ejemplo, proteinas morfogenéticas 6seas)
(30).

En el estudio de Weng et al. Donde realizo un estudio experimental con células
estromales de médula 0sea, después de haber realizado induccion por la via de
los osteoblastos in vitro y mezclando con geles de calcio reticulado de alginato, se
observo que presento reparacion de defectos Gseos alveolares horizontales en
perros (32).

El alginato también se ha combinado con materiales inorganicos para mejorar la
formacion de tejido 6seo. Estudios donde se combina compuestos de alginato /
hidroxiapatita (HA) se han podido lograr estructuras porosas interconectadas que

mejora la adhesion de células de osteosarcoma (30).

Debido a las caracteristicas osteoinductivas que se han observado con materiales
como el alginato y los fosfatos de calcio més puntualmente con la hidroxiapatita
resulta interesante realizar investigaciones sobre los beneficios que puede tener
las propiedades de estos revestimientos sobre la oseointegracion de los implantes

dentales.
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2.Materiales y M étodos

2.1Tipo de estudio:
Estudio experimental cualitativo in vitro.
Variables del estudio:
o Variable independiente: recubrimiento del material (HA, alginato y
compuesto HA + alginato)
o Variable dependiente:
Morfologia de los recubrimientos

Biocompatibilidad indirecta
2.2Materiales utilizados:

* 16 discos de Ticp de 20mm de diametro por 1mm de espesor.

» Papel metalografico de diferente tamafio de grano.

e Solucion Salina al 0.9%, Etanol al 95%, agua destilada,
polivinilpirrolidona SIGMA ALDRICH, acetona al 99,5%, alcohol isopropilico.

* Recubrimientos:  Solucion de alginato de sodio W201502
SIGMA ALDRICH,hidroxiapatita no sinterizada, pureza del 98% tamarfo de
particula promedio 20Nm.

* Pruebas biocompatibilidad: Lactato de Ringer 30%, Albumina Bovina 30%
SPINREAC ®
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2.3 Preparacion de sustratos de Titanio:

A. Los sustratos de Ti fueron sometidos a un proceso de limpieza y pulido
secuencial por medio de papel metalografico de tamafios de grano de P600,P
800,P 1000 y P1500 FEPA con abundante irrigacion.

Ultrasonido con Acetona al 99,5% durante 20 minutos a 30° C

Ultrasonido con alcohol isopropilicodurante 20 minutos a 30° C

Ultrasonido con agua destilada durante 20 minutos a 30° C

moo

Secado a temperatura ambiente.

2.4Proceso de electrodeposicion:

Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de electrospray de la facultad de
medicina de la Universidad Nacional. El montaje del electroesprayestaba
compuesto de una aguja de acero inoxidable marca Upchurch referencia U 1145
% X 0.8mm X 5mm con un diametro interno de 0.8 mm y un colector o
plataformapara el sustrato. La aguja se conectd a una fuente de alto voltaje
Spellman CZE 1000R vy el colector se conecté a un polo a tierra,se utilizé una
bomba KDS 100 con una jeringa de 21 mm de diametro para impulsar el liquido
hacia la aguja a través de un capilar. Se determin6 para cada ensayo la tasa de

flujo, Voltaje y distancia entre la aguja y el sustrato.

La intensidad de la corriente eléctrica que llega a la aguja para equilibrar la carga
de eyeccién y la corriente recogida en el colector se midi6 mediante dos
multimetros que se insertaron en las lineas de conexion de la aguja y la plataforma

a las fuentes de alimentacion.

La salida del liquido se visualizo utilizando una camara filmadora conectada a una

pantalla de television, para supervisar la deposicion del liquido. Ver figura 2 .
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Figura 2: Montaje de Electrospray.

Se tomaron en cuenta 4 grupos para realizar la electrodeposicion:el primer grupo 4
discos de titanio recubiertos con particulas de HA, el segundo grupo 4 discos de
titanio recubiertos con soluciéon de alginato, el tercer grupo 4 discos de titanio
recubiertos con un compuesto de hidroxiapatita/alginato y finalmente un cuarto
grupo o grupo control consistente en 4 discos de titanio sin recubrimiento de

superficie.
Grupo #1: Deposicion de solucion de hidroxiapatita:

Se manejo la solucion de hidroxiapatita en polvo al 6% peso /volumen, 0,6 gr de
hidroxiapatita disueltos en 10ml Etanol al 95%, Posteriormente se sometid la
solucién a ultrasonido durante 20 minutos a 30° C. (para efectos practicos esta
solucién sera llamada mas adelante el apartado solucion HAL).Se realizo el
proceso de electrodeposicion mediante la técnica de electrospraycon el

sobrenadante de la solucion de Hidroxiapatita.
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Grupo #2: Deposicién de alginato:

Se realizaron 8 ensayos donde se compararon diferentes variables como la
cantidad y concentracion de polimero y de solvente (Solucion Salina al 0.9%,
Etanol al 95%, Lactato de Ringer al 30%, agua destilada y polivinilpirrolidona), con
el fin de obtener una muestra que no se precipitara, con adecuada conduccion
eléctrica y optimas condiciones para manejo en el equipo de electrospray.

Posteriormente seprocedid a realizar el recubrimiento mediante la técnica

deelectrospray durante 45 minutos.

Grupo #3: Deposicion de compuesto hidroxiapatita/al ginato:

Se realizaron 6 ensayos donde se compararon diferentes variables como la
cantidad y concentracion de polimero y de solvente (Solucion Salina al 0.9%,
Etanol al 95%, Lactato de Ringer al 30% y agua destilada), Buscando el balance
ideal entre las dos soluciones para obtener unos parametros en los cuales se
adquiera una adecuada configuracion cono- chorro spray y un flujo continuo sobre

los sustratos mediante la técnica de electroespray.

2.5Tratamiento térmico de los sustratos

Los sustratos ya recubiertos fueron sometidos a calor en el horno Miditherm
BEGO ®perteneciente al laboratorio dental de la facultad de odontologia de la
Universidad Nacional. Para facilitar la adhesion de los recubrimientos a los

sustratos. Los ensayos fueron realizados por grupos de la siguiente manera:
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Grupo #1: sustratos recubiertos con hidroxiapatita y sustratos recubiertos
con compuesto hidroxiapatita/alginato:

Las muestras fueron llevadas al hornoa temperaturas de 60, 120, 180, 240°c las
cuales iban aumentando gradualmente en un tiempo de 5 minutos y finalmente
una temperatura constante a 600°c durante 20minutos para completar un total de

45 minutos, luego se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente.
Grupo #2: sustratos recubiertos Alginato:

En este grupo las muestras fueron llevadasal horno iniciado desde 60°c
aumentando en intervalos de 60°c hasta completar 240°c, las cuales iban
aumentando gradualmente en un tiempo de 5 minutos para completar un total de
25 minutos. Las temperaturas utilizadas fueron debido a que los polimeros
cambian de fase a diferentes temperaturas y el cambio vitreo del alginato esta
entre 200 y 300 grados.

2.6 Analisis de biocompatibilidad indirecta

A. Prueba de biocompatibilidad de control positiva:

Se realizo un andlisis mediante pruebas de formacion de apatita bone-like,
se utilizaron 1 disco de Ti recubierto con HA, 1 disco de Ti recubierto con
alginato, un disco de Ti recubierto con Compuesto hidroxiapatita/alginato y
1 disco de titanio sin recubrimiento como control. previo enjuague de las
muestras con agua desionizada los anteriores fueron sometidos a Lactato
de Ringer 30%, como fluido corporal simulado (SBF), en este caso cada
muestra fue sumergida en 30 ml de SBF en una botella de vidrio a
temperatura ambiente por un periodo de 25 dias sin agitacion.

Seguidamente las muestras fueron lavadas suavemente en agua destilada
y se secadas a temperatura ambiente. La formacion de apatita bone-like se

comprobd mediante difraccion de rayos X.
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B. Prueba de biocompatibilidad de control negativa:
Se realizo una prueba adsorcidon de proteinas, por lo tanto las muestras se
lavaron con agua desionizada previamente. Luego se tomo 3 discos de Ti
recubiertos con HA, 3 discos de Ti recubiertos con alginato, 3 discos de Ti
recubiertos con compuesto hidroxiapatita/alginato y 3 discos controles y
sumergieron en 2.1 ml de Albumina Bovina 30% en una botella de vidrio a
temperatura ambiente por un periodo de 2 horas.
Posteriormente las muestras fueron lavadas suavemente en agua destilada
y se secadas a temperatura ambiente para ser analizadas mediante SEM
con sonda de espectrometria de dispersion de energia de rayos X donde

se obtuvo la medicién de la capa de proteina adsorbida.

2.7Caracterizacion del material:

A. Caracterizacion morfoldgica:

* Microscopio electronico de barrido (SEM) PHENOM TM perteneciente al
laboratorio de caracterizacion de la universidad ECCI Bogota.

» Perfilometria en un equipo DEKTAK 150 Veeco perteneciente al laboratorio
de difraccion de rayos X facultad de ciencias departamento de fisica de la
Universidad Nacional.

Ambas caracterizaciones morfologicas se realizaron antes de someter las
muestrasa las pruebas de biocompatibilidad indirecta.

B. Caracterizacion Quimica:

« SEM con sonda de espectrometria de dispersion de energia de rayos X
equipo TESCAN perteneciente al laboratorio de caracterizacion de
materiales de facultad de ciencias departamento de fisica de la Universidad
Nacional. para la prueba de biocompatibilidad de control negativa,

absorcion de proteina.
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» Difraccion de rayos X para la prueba de biocompatibilidad de control
positiva, apatita bone-like.
Los ensayos de difraccibn de rayos-X se han llevado en un
equipoPANalyticalX"Pert PROPerteneciente al laboratorio de difraccion de
rayos X facultad de ciencias departamento de fisica de la Universidad
Nacional.El barrido de las muestras se realizo con un rango entre 10° y 80°,
una mascara de 10mm, un antiscatter a 2°, un tamafo de paso 0,02s y un

tiempo de paso de 60s para un total de tiempo por muestras de 12minutos.

2.8 Metodologia de analisis

Se realizo un analisis cualitativo comparativo para la caracterizacion morfologica y
para la caracterizacion quimica con el fin de determinar qué elementos muéstrales
son diferentes de otros en funcién de cantidad de formacion de apatita y absorcion

de proteina evaluado para los 4 grupos.
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3. Resultados

3.1 Electrodeposicion hidroxiapatita

Para obtener la preparacion de la solucion de hidroxiapatita fue suficiente 1 Unico
ensayo (Fig. 3)consistente en: 0,6 gr de hidroxiapatita disueltos en 10ml Etanol al
95% (HA1), Se realizo el proceso de electrodeposicion con el sobrenadante de la
solucibn de Hidroxiapatitasiguiendo los pardmetros de procesamiento
referenciados en el articulo de Thiana y colaboradores (35) ver tabla 3-1-1.
Obteniendo un recubrimiento uniforme y conadecuadaconductividad para el
proceso de deposicion mediante la técnica de electrospray.

Figura 3: Sustratos recubiertos con hidroxiapatita.




Tabla 3-1-1. Parametros de procesamiento de HA.

PARAMETRO CIFRA DEFINITIVA

Distancia Aguja-Sustrato 2.5 cm

Flujo 1,2 mi/h
Voltaje 5 KV
Corriente eléctrica 20 pA
Tiempo de deposicién 10 Min

3.2 Electrodeposicion alginato

Para obtener la adecuada solucion con alginato fue necesario realizar 8 ensayos
descritos en la tabla 3.2.1. Observando que la concentracion de soluto y
solvente,el tiempo y el mecanismo de preparacion para la mezcla influyen
circunstancialmente para que no se presente precipitacion y ademas permitiera
una correcta conductividad eléctrica logrando asi una configuracion cono-chorro

spray y un recubrimiento uniforme.

Con la formula realizada inicialmente diluyendo 0,05g de Alginato en polvo + 5ml
de etanol al 95% (ensayo A6) y dejando en reposo a temperatura ambiente
durante 24 horas se observo una solucién en gel que no presentaba precipitacion
sin embargo no era conductora y adicionalmente no se obtuvo una conformacion
de cono-chorro estable, por lo tanto a la solucidén anterior fue necesario adicionar
2ml de solucion salina al 0.9% +2ml de etanol (Ensayo 8). Con este nuevo ensayo
durante la exposicion a la técnica de electrospray se obtuvo una configuracion

adecuada y un recubrimiento homogéneo (Fig. 4) por lo tanto se procedio a
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realizar el recubrimiento durante 45 minutos con los parametros de recubrimiento

establecidos en la tabla 3-2-2.

Figura 4: Sustratos recubiertos con Solucion de alginato.

Tabla 3-2-1: Parametros de procesamiento de alginato.

PARAMETRO CIFRA DEFINITIVA

Distancia Aguja-Sustrato 3 cm

Flujo 1,5 mi/h
Voltaje 11 KV
Corriente eléctrica 40 pA
Tiempo de deposicion 45 in
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Tabla 3-2-2: Ensayos de solucion de alginato.

ENSAYO

POLIMERO/

DISOLVENTE/

PREPARACION PARA

RECUBIMIENTO
EN

RESULTADO

CANTIDAD CANTIDAD MEZCLA ELECTROESPRAY
Al Alginato H20 destilada 5mlI| Ultrasonido 10 NO Precipitacién
polvo0,0010g | + Etanol 95% 5ml | minutos a 30°C
Alinat Solucién salina 20 minutos de Precipitacion
A2 olvgomgocl)o 0.9%, 5ml + reposo al medio NO
P ' 91 Etanol 95% 5ml ambiente
Alginato H20 destilada 7ml| 20 minutos de Precipitacion
A3 I gO 0010 +0,025mg reposo al medio NO
POIVOL., 9 polivinilpirrolidona ambiente
) 20 minutos de Patron de
Ad Alginato Etanol 95% 10ml | reposo al medio Sl recubrimiento de
polvo0,05¢g .
ambiente solo Etanol
) 24 horas de
A5 | Alginato 1,0 yestilada 5mi | reposo al medio NO Precipitacion
polvo0,05¢g .
ambiente
, 24 horas de No formacion de
A6 | Alginato e o 95%5ml | reposo al medio S| cono estable
polvo0,05¢g .
ambiente
20 minutos de Obstruccion
A7 ENSaY0 | Etanol 95%2ml | reposo al medio s Capilar de
A6 2ml . iy
ambiente conduccion
Solucién salina 20 minutos de Adecuado patron
A8 igszzﬁ 0.9%, 2ml + reposo al medio Sl de recubrimiento

Etanol 95%, 2ml

ambiente
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3.3 Electrodeposicién compuesto hidroxiapatita/algi nato

Tabla 3-3-1: Ensayos compuestohidroxiapatita/alginato.

ENSAY POLIMERO/ PREPARACION PARA | RECUBIMIENTO EN
0 CANTIDAD DISOLVENTE/ CANTIDAD MEZCLA ELECTROESPRAY | RESULTADO
., 20 minutos de Precipitacion
1 Solucion Solucion HA1 0,8ml | reposo al medio NO
A80,8ml .
ambiente
- Solucién salina 20 minutos de Precipitacion
Solucién )
2 ASLMI 0.9%, 0.5ml + reposo al medio NO
solucién HA1 1,5ml ambiente
. 20 minutos de Precipitacion
3 Alginato solucién HA1 1,5ml | reposo al medio NO
polvo0,0010g .
ambiente
- Solucién salina 20 minutos de Precipitacion
Solucion :
4 0.9%, 1.25ml + reposo al medio NO
A62.5ml . .
Alginato polvo0,3g ambiente
Solucién No formacion
A810ml + L, Ultrasonido 20 de cono
5 . ) Sl
H20 destilada solucion HA1 10m| Minutos a 30°C estable
5mi
H20 destilada 3ml, 20 minutos de Adeguaéjo
i 0 . patron de
6 Solucion _Etan_ol 95_/02m|, reposo al medio Si recubrimiento
A81ml hidroxiapatita polvo .
2gr ambiente

Se realizaron 6 ensayos descritos en la tabla 3.3.1. En los primeros 4 ensayos se
observaba que la union de las dos soluciones no presentaban adecuada dilucion y
por el contrario presentaban precipitacién(Fig. 5). Se observo que la mezcla entre
polimero y disolvente con la que se obtuvieron mejores resultados fue el ensayo #
6 y adicionalmente presento una adecuada dispersion sobre los discos de titanio
(Fig.6) al someterse a la técnica de electrospray con los parametros descritos en
la tabla 3.3.2.
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Figura 5: Ensayos de compuesto hidroxiapatita/alginato.

A.Ensayo # 1. B.Ensayo # 2C.Ensayo # 3D.Ensayo # 4; se observa precipitacién de las soluciones.
E.Ensayo # 6: se observa adecuada integracion de los elementos de HA y alginato sin
precipitacion.

Figura 6: Sustratos recubiertos con compuesto hidroxiapatita/alginato
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Tabla 3-3-2: Parametros de procesamiento de compuesto hidroxiapatita/alginato:

PARAMETRO CIFRA DEFINITIVA

Distancia Aguja-Sustrato 3 cm

Flujo 1,5 mi/h
Voltaje 10 KV
Corriente eléctrica 30 HA
Tiempo de deposicidn 15 in

3.4 Caracterizacion

3.4.1 Microscopio electrénico de barrido
Titaniosin recubrimientoal SEM

Las muestras del grupo control que no presentaban ningun recubrimiento de
superficie se les realizo caracterizacion morfolégica mediante microscopio
electronico de barrido SEM a 500, 3000 y 5000x (Fig. 7), Observandose que el
titanio presenta multiples grietas, alteraciones en la topografia resultado del
proceso de limpieza con los diferentes materiales metalograficos, estas a manera

de grietas y fisuras con profundidades variables.
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Figura 7: Micrografia deSustrato de Ti sin recubrimiento al SEM.A. 500x, B.3000x y
C.5000x

Sustratos recubiertos HA, alginato y compuesto HA/a lginato a 500x

En un acercamiento a 500x se puede evaluar que el sustrato que presenta
recubrimiento con Alginato ha presentado desprendimiento del material posterior
al tratamiento térmico. Presentando un porcentaje de recubrimiento cercano al
70%. Para el grupo de sustratos biofuncionalizados con hidroxiapatita y el
compuesto hidroxiapatita/ alginato se observa un porcentaje de recubrimiento del
100% sin desprendimiento del material depositado

Figura 8: Micrografia deSustrato con recubrimiento al SEM. 500x

A.Recubrimiento con Alginato B. Recubrimiento con HA. C.Recubrimiento compuesto HA/alginato
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Sustratos recubiertos HA, alginato y compuesto HA/a lginato a 3000x y 5000x

Para evaluar la morfologia del recubrimiento se realiz6 un acercamiento a 3000x y
5000x. Donde se evidencio que el recubrimiento con alginato (Fig. # 8 A) presenta
con configuracién similar a fibras, con presencia de grietas y fisuras. Por otro lado
el recubrimiento con hidroxiapatita presenta una disposicion mas homogénea con
mayor superficie de sustrato recubierto sin embargo no presenta una rugosidad
tan marcada como los sustratos recubiertos con HA/alginato. El anterior se
observa en la Fig. 9 C sin grietas ni fisuras, con zonas alternante de baja
rugosidad y rugosidad pronunciada.

Figura 9: Micrografia deSustrato con recubrimiento al SEM. 5000x

A.Recubrimiento con alginato B. Recubrimiento con HA. C.Recubrimiento compuesto HA/alginato

3.4.2Perfilometria

Se tomaron para cada muestra 3 puntos al azar. Inicialmente se evalud el grupo
control (sustratos de titanio sin recubrimiento) observando que el Ti presenta picos

y valles relacionado con tratamiento de limpieza de los discos.
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Figura 10: Grafica perfilométrica de grupo control (Ti sin recubrimiento)\
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Figura 11: Grafica perfilométrica de los sustratos con recubierto.
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Al realizar la comparacion de los diferentes grupos de sustratos con recubrimiento
se puede resaltar que el compuesto hidroxiapatita/alginato presenta mayor numero
de rugosidades e irregularidades en la superficie, presentando picos muy
pronunciados seguidos de valles. Complementariamente presenta un espesor
promedio de recubrimiento de 1833,213 micras, siendo el recubrimiento con mayor
espesor (Fig. 11 C).

Al realizar la valoracion de los sustratos biofuncionalizados con alginatose observo
que presenta un espesor promedio de 80,8423 micras,adicionalmente se observa
una irregularidad de la superficie intermedia (Fig. 11 A).

Para el grupo correspondiente a los sustratos recubiertos con hidroxiapatita se
observaque presenta pocas zonas de irregularidad, disminucion de frecuencia de
picos y valles, sin embargo el espesor promedio para este grupo es de 1223,2705
micras, lo que significa que el recubrimiento es aproximadamente 1.5 veces

mayor al grupo biofuncionalizado con alginato (Fig. 11 B).

3.5 Pruebas de biocompatibilidad

3.5.1 Prueba de biocompatibilidad control positivo (Apatita bone-like)

El sustrato de titanio sin biofuncionalizar y los 3 sustratos recubiertos con alginato,
hidroxiapatita y compuesto hidroxiapatita/alginato fueron sumergidos durante 25
dias en lactato de Ringer al 30% como un fluido corporal simulado (SBF),
posteriormente se evalu6 la formacibn de apatita bone-likerealizandose la
caracterizacion quimica por medio dedifraccion de rayos X.

Para evitar sesgos al evaluar la formaciéon de apatita con los grupos que contienen
recubrimiento con hidroxiapatita y compuesto hidroxiapatita/alginato. Se realizo
difracciébn de rayos X a la hidroxiapatita en polvo que fue utilizada para los

recubrimientos y se comparo con el sustrato recubierto con hidroxiapatita
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sumergido en el SBF, donde se observo un patrén similar en los angulos de
difraccion entre 30 y 36° (Fig. 12). Estos picos evaluados por medio de la base

Pdf2 concuerdan con dos tipos de hidroxiapatita, hidrato fosfato de calcio Ca8
(PO4)6 (H20)2 e hidroxido fosfato de calcio Ca9 (PO4)6 (OH)2.

Figura 12: DifractogramaA. sustratos con recubierto HA. B. hidroxiapatita en polvo
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Al realizar el analisis comparativo (Fig. 13), se observa un patron similar en los
angulos de difraccion entre en las 4 muestras que exhibieron lineas de difraccion

en 35, 38, 40, 53, 63, 71, 76 y 77°, que caracterizan la fase hexagonal del 6xido de
titanio correspondiente al material de los discos.
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Figura 13: Difractograma prueba de apatita bone-like
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formacién de hidroxido fosfato de calcio (apatita), magnesio mas no de sodio.

Para los recubrimientos con hidroxiapatita se observa formacién de titanato de

sodio,titanato de calciocon una configuracién ortorrombico. También se observa

formacion de fosfato de calciohexagonal.
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En el grupo compuesto de hidroxiapatita/alginato, hay formacion de titanato de
sodio en mayor concentracion que los sustratos recubiertos con HA, presencia de
titanato de calcio. La formacion de apatita se observa como fosfato de calcio
hexagonal similar a la encontrada en el grupo de recubrimientos con

hidroxiapatita Unicamente.

El recubrimiento que presento mayor formacion de titanato de calcio fue el
recubrimiento con alginato, también presento formacién de titanato de sodio,
hidroxifosfato de calcio Hexagonal en menor medida comparativamente que los
recubrimientos con HA y compuestos HA/alginato pero en mayor medida que

titanio sin recubrimiento.

La configuracion cristalografia para el fosfato de calcio en los 4 grupos es de tipo

hexagonal.

Tabla 3-5-1: prueba apatita bone-like, comparacién de sustratos mediante difraccion
rayos X

TiatantoNa | Configuracion Titanato | Configuracion Hidroxi Na Mg
cristalografica Ca cristalografica fosfato
de
calcio
Sin =5 Romboédrico | - + - ++
recubrimiento
Alginato + Romboédrico | +++ Cubico ++ + +
Hidroxiapatita | ++ Anortico ++ Ortorrombico | +++ ++ | ++
Compuesto +++ ortorrombico | ++ Orthorhombic | +++ + ++
HA/alginato

*Analisis realizado por medio de HighScore Plus.
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3.5.2Prueba de biocompatibilidad control negativo ( Adsorcién proteinas)

Se realizo una prueba adsorcién de proteinas, por lo cual se tomo 3 discos de Ti
recubiertos con HA, 3 discos de Ti recubiertos con alginato, 3 discos de Ti
recubiertos con compuesto hidroxiapatita/alginato y 3 discos controles y

sumergieron en 2.1 ml de Albumina Bovina 30% a temperatura ambiente.

Se observo que para ninguno de los 4 grupos presento adsorcion de albumina al
realizar la evaluacidbn quimica basica mediante el andlisis con sonda de

espectrometria de dispersion de energia de rayos X (Fig. 14).

Figura 14: EDS, prueba de adsorcién de proteinas

cps/eV } ) o . _cps/eV

TA B

A.Tisin recubrimiento B. Recubrimiento con alginato. C.Recubrimiento con HA D.Recubrimiento
con compuesto HA/alginato
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Se observa que el analisis del recubrimiento no presenta ninguna diferencia en su
composicion quimica con respecto alos sustratos de titanio sin recubrimiento. Las
muestras de hidroxiapatita y compuesto hidroxiapatita/alginato presentan los
mismos elementos quimicos dado por la composicidnde la hidroxiapatita en ambas
muestras. Sin  embargo las muestras revestidas con el compuesto
hidroxiapatita/alginato presentan azufre (S) en un 2.63% en sus componentes
relacionado con un componente de la albumina que no es significativo, dado que

no presenta ningun otro componente relacionado con la misma.

SEM HV: 10.0 kV WD: 13.27 mm 11 Y | VEGA3 TESCAN

View field: 41.5 ym Det: SE 10 pm SEM Fisica UNAL|

o4
i)
- SEM HV: 10.0 kV WD: 13.25 mm
View field: 416 ym Det: SE 100 pm

A. Alginato 3000xB.Alginato 3000x prueba EDSC. HA 500xD.Alginato 3000x prueba EDS
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En la figura 15 se observa la comparacion en el SEM de los recubrimientos de
alginato e hidroxiapatita antes y después de ser sumergidos en albumina para la
realizacion de la prueba de adsorcion de proteinas. Se observa que ambos grupos
presentaron desprendimiento del material de recubrimiento sobre todo las

muestras pertenecientes al grupo de recubrimiento con alginato.
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4)  Discusion

La fusion de la superficie de un implante dental con el hueso circundante juega un
papelcrucial en la longevidad y la funcion de la protesis sobre implantes. De
hecho, el evento biologico mas importante en la fase de curacion clinica de los
implantes dentales es la adhesion celular en la interfase entre el tejido huésped y
el implante. Esta union estructural y funcional del implante con el hueso estd muy
influenciada por las propiedades de la superficie del implante. En realidad, el éxito
de un implante dental es altamente dependiente de sus caracteristicas quimicas,
fisicas, mecéanicas y topograficas de su superficie. Estas diferentes propiedades
interactuar y determinan la actividad de las células unidas que se acercan a la
superficie del implante dental (42-43). Se informé que la fijacion primaria del
implante es fuertemente afectada por las caracteristicas de disefio y la macro-
escala del implante, mientras que las micro y nano-caracteristicas afectan la
respuesta celular. Ellos controlan el reclutamiento celular, la adhesién, la
orientacién, la morfologia, la formacion de contacto focal, la organizacion del
citoesqueleto e incluso la expresion de genes. Por otra parte, la absorcion de
proteinas y la conformacion también son moduladas por nanorugosidades de
superficie. Ademas, las nanorugosidades no aumentan el riesgo de contaminacion

bacteriana (43).

El proceso de modificacion de la superficie principal que se utiliza actualmente

para la realizacion de los implantes dentales en bruto son: revestimientos porosos
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por pulverizacion de plasma de Ti o sinterizacion, superficies con chorro de arena,
grabado éacido de superficies; superficies arenadas, laser de superficies para
obtener modificaciones en micro y nanoestructuras, superficies anodizadas,
obtenidos por oxidacion electroquimica en varios electrolitos y resultando en capas
de 6xido de titanio poroso, enriquecido con diferentes iones, tales como calcio o
fosforo (44-45-46).

En el presente estudio se utilizo una novedosa técnica consistente en un proceso
de generacién de gotas y carga simultanea por medio de un campo eléctrico,
llamado electrospray. Este es un método de atomizacion de liquido por fuerzas
eléctricas, donde se producen gotitas que se auto-dispersan. Las gotas
producidas por electrospray estan altamente cargadas, lo que impide su
coagulacion 'y promueve la auto-dispersion. Las gotitas pueden ser
extremadamente pequefias en casos especiales por de bajo de nandmetros lo que

permiten realizar recubrimientos sobre la superficie de titanio (9).

Para obtener los pardmetros adecuados en el proceso de deposicion por medio de
la técnica de electrospray realizamos diferentes ensayos con las soluciones de
alginato y el compuesto hidroxiapatita/alginato.

Sin embargo el recubrimiento que no presento inconvenientes tanto en la
preparacion de la solucion como en la electrodeposicion fue la hidroxiapatita. Los
fosfatos de calcio, en particular los revestimientos de hidroxiapatita, se han
utilizado ampliamente debido a su gran parecido con la fase mineral inorganica
que se encuentra en los huesos y los dientes, asi como su capacidad para
promover la aposicion Osea directa. Hasta ahora, los implantes metalicos
recubiertos de HA han sido el enfoque mas exitoso (27). Para el proceso de
electrodeposicion de hidroxiapatita tomamos como base los parametros
establecidos por Thiana et al. En su trabajo reportan que el proceso de deposicidn
de nano particulas de HA se llevo a cabo a temperatura ambiente. La suspension

de nanoparticulas de HA fue forzada a través de la aguja utilizando una bomba de
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jeringa automatica a una tasa de flujo de 20 pl/min. Se aplicé un voltaje de 4,7 KV
entre la aguja y el sustrato de Tiy se utilizd un tiempo de pulverizacion de 60 s. La
distancia entre la aguja y el sustrato se mantuvo a 20mm. En estos parametros de
procesamiento, se logr6 un modo de cono de chorro estable y por lo tanto, se
produjo un revestimiento uniforme. A diferencia de nuestro proceso de
electrodeposicion se utilizo un tiempo de deposicion de 10 minutos dado que con

tan solo 60s no se observaba un recubrimiento homogéneo.

Thiana et al. Reporta que estos recubrimientos de nanoparticulas de HA fueron
luego tratadas con calor a 124 ° C durante 2 h. en comparacion con nuestro
ensayo, se realizo una prueba piloto observando que el recubrimiento expuesto a
esta temperatura no presentaba una adecuada fijacion al sustrato por lo tanto se
realizo un tratamiento con calor a temperaturas de 60, 120, 180, 240°c las cuales
iban aumentando gradualmente en un tiempo de 5 minutos y finalmente una
temperatura constante a 600°c durante 20 minutos para completar un total de 45

minutos donde se obtuvo una adecuada fijacién.

Por otra parte para la obtencién de la solucion de alginato fue necesario realizar 8
ensayos (tabla 3.2.1). Observando que la concentracion de soluto y solvente, el
tiempo y el mecanismo de preparacion para la mezcla influyen circunstancialmente
para que no se presente precipitacion y ademas permita una correcta
conductividad eléctrica logrando asi una configuracién cono-chorro spray y un

recubrimiento uniforme.

Con la formula realizada inicialmente diluyendo 0,05g de alginato en polvo + 5ml
de etanol al 95% (ensayo A6) y dejando en reposo a temperatura ambiente
durante 24 horas se observo una solucién en gel que no presentaba precipitacion
sin embargo no era conductora y adicionalmente no se obtuvo una conformacion
de cono-chorro estable, por lo tanto a la solucién anterior fue necesario adicionar
2ml de solucion salina al 0.9% +2ml de etanol (Ensayo 8). Con este nuevo ensayo

durante la exposicion a la técnica de electrospray se obtuvo una configuracion
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adecuada y un recubrimiento homogéneo. Los parametros utilizados para la
electrodeposicion se basaron en los estudios previos de Clavijo vy
colaboradores(11): los parametros que no se modificaron fueron el diametro de la
aguja: 0.8mm, la velocidad de flujo: 1.5ml/h, elmicroamperaje: 40 pA y tiempo de
deposicion durante 45 minutos. Sin embargo se observo que con una
distanciaaguja-sustrato: de 3cm, un voltaje de 11KV se obtenia una mejor
configuracion cono-chorro espray a diferencia de la distancia aguja sustrato

del2cmy el Voltaje de la aguja a 20KV referidos por Clavijo y colaboradores.

Para realizar la fijacion del alginato a los sustratos se tuvo en cuenta que los
polimeros cambian de fase a diferentes temperaturas y el cambio vitreo del
alginato esta entre 200 y 300 grados(30 - 31). Por lo tanto las muestras fueron
llevadas al horno iniciado desde 60°c aumentando en intervalos de 60°c hasta
completar 240°c, las cuales iban aumentando gradualmente en un tiempo de 5
minutos para completar un total de 25 minutos. Se observo una adecuada fijacion
con los pardmetros mencionados sin embargo de las 4 muestras 1 presento

desprendimiento del material en casi un 40%.

Al analizar los resultados del tratamiento térmico recibido en ambos grupos, se
puede evidencia que para la fijacion de los recubrimientos de hidroxiapatita a los
sustratos, un tratamiento con calor a temperaturas de 60, 120, 180, 240°c y 600°c
durante un total de 45 minutos es adecuado. Sin embargo para realizar la fijacién
del alginato a los sustratos, una temperatura maxima de 240°c puede ser elevada
dado que se observa desprendimiento de un porcentaje considerable del material

de recubrimiento.

Finalmente para obtencidon del compuesto hidroxiapatita/alginato se realizaron 6
ensayos descritos en la tabla 3.3.1. En los primeros 4 ensayos se observaba que
al mezclar las dos soluciones presentaban precipitacion. Se observé que la mezcla
entre polimero y disolvente con la que se obtuvieron mejores resultados fue el

ensayo # 6 consistente en solucion de alginato utilizada para los recubrimientos
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del grupo de alginato a la cual se le adiciono 3ml de H20O destilada,2ml de Etanol
al 95%, 2gr hidroxiapatita en polvo. No se encontrd en la literatura pardmetros
para realizar la electrodeposicion del compuesto hidroxiapatita/alginato mediante
la técnica de electrospray por lo tanto se utilizaron parametros de recubrimiento
intermedios con las siguientes caracteristicas: el compuesto fue forzado a través
de la aguja utilizando una bomba de jeringa automatica a una velocidad de flujo de
1.5 ml/min. Se aplicé un voltaje de 10 KV entre la aguja y el sustrato de Ti, con
una corriente eléctrica de 30 pA y se utilizd un tiempo de deposicion de 15
minutos. La distancia entre la aguja y el sustrato se mantuvo a 3cm. De esta
manera se logro obtener un adecuado recubrimiento sobre los sustratos de Ti.
Para obtener una adecuada fijaciéon del compuesto a los discos de titanio se tomo
en cuenta los parametros de tratamiento térmico incluidos para el grupo de
sustratos recubiertos con hidroxiapatita Unicamente y se observo una adecuada

fijacion del mismo.

Al evaluar la caracterizacion morfolégica de los sustratos cabe destacar que las
muestras recubiertas con el compuesto hidroxiapatita/alginato son las que
presentanmayor numero de zonas alternantes de baja rugosidad y rugosidad
pronunciada, sin presencia de grietas ni fisuras. EI hecho de que el recubrimiento
no sea homogéneo y que la rugosidad sea irregular es propicio para la adhesiéon y
proliferacion de las células del linaje 6seo.Esta rango de rugosidad maximiza el

enclavamiento entre el hueso mineralizado y la superficie del implante (11).

Complementariamente el recubrimiento compuesto hidroxiapatita/alginato
presenta un espesor promedio de 1833,213 micras, siendo el recubrimiento con
mayor espesor. Teniendo en cuenta que las superficies en el rango nanométrico
juegan un papel importante en la adsorcién de proteinas, adhesion de las células
osteoblasticas y por lo tanto la tasa de oseointegracion. Sin embargo, esta
topografia es dificil de producir con tratamientos de superficie. Ademas, la

superficie topografia nano 6ptima para la adsorcién selectiva de proteinas que

64



conducen a la adhesién de las células osteoblasticas y la rapida aposicion ésea es
desconocida.

Al observar al SEM y en el andlisis perfilométrico,el recubrimiento con alginato,
presenta una configuracion similar a fibras, con presencia de grietas y fisuras. Con
espesor promedio de 80,8423 micras siendo este el que presenta menor espesor
de los 3 recubrimientos. Por una parte esta caracteristica puede ser beneficiosa
dado quela respuesta del tejido es dictada principalmente por procesos
controlados en nanoescala(3).Sin embargo también pueden presentar
complicaciones como en este caso desprendimiento del alginato en un 30% en el
acercamiento comparativo a 500x en el SEM. Teniendo encuenta que los
recubrimientos deben tener una fuerte adhesién al implante y una buena fijacién al
hueso. Su microestructura y su tasa de disolucién deben ser programados para
coincidir con el proceso de curacion in vivo, adicionalmente que puedan servir de
modelo para el suministro in situ de las drogas y los factores de crecimiento en los

momentos requeridos (3).

Por otro lado el recubrimiento con hidroxiapatita presenta una disposicion mas
homogénea con mayor superficie de sustrato recubierto. Presenta pocas zonas de
irregularidad, disminucién de frecuencia de picos y valles en comparacion con los
recubrimientos de alginato y compuesto hidroxiapatita/alginato. Presenta un
espesor de aproximadamente 1.5 veces mayor (1223,2705 micras) que el grupo
biofuncionalizado con alginato por lo cual no presento desprendimiento de los

sustratos.

4.1Pruebas de biocompatibilidad

Los sustratos con los diferentes recubrimientos se evaluaron mediante pruebas de
biocompatibilidad indirecta de control positivo y negativo.La prueba de control
positivo se realizo mediante la observaciéon de formacion de apatita similar al

hueso (apatita bone-like) en su superficie después de la inmersién en SBF.Para un
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material artificial unirse al hueso vivo, es esencial que tenga la capacidad de
formar unacapa de apatita similar al hueso biolégicamente activa en su superficie
(47).

La prueba de control negativa fue evaluada por la adsorcion de proteinas, este es
el evento casi inmediato que se produce tras la implantacion de los metales y
media la respuesta celular y las interaccionesposteriormente entre el implante y el
tejido (48). Ademas, se reconoce ampliamente que un determinante importante de
la interfasehueso- biomaterial es la union inicial, propagacion y el crecimiento de
los osteoblastos en la superficie del implante y que las mejoras en estos procesos
pueden conducir a una integracibn mas rapida y mas extensa aumentando la
estabilidad del implante a largo plazo (49).

Las pruebas in vitro de la adsorcién de proteinas ahora estan bien establecidos
para evaluar la biocompatibilidad de los biomateriales y son ampliamente
utilizados para evaluar la osteointegracion de las aleaciones de titanio (49-50).
Ademas, el mejor rendimiento de la formacion de apatita en aleacion de titanio en
SBF in vitro fue confirmada por el efecto benéfico sobre la osteoconduccién en el

experimento in vivo realizado por Lu et al. (51).

Prueba apatita bone-like:

El mecanismo por el cual se forma apatita cuando un sustrato de titanio es
sumergido en SBF fue explicado en el trabajo de L. Hao L. Lawrence L (ver figura
16). En un modelo diferentemediante la técnica de caracterizacion XPS (47): el
mecanismo de la formacion de apatita inicia comotitanato de sodio amorfo
formado en el metal de titanio. En el SBF, el titanato de sodio libera iones de Na +
a través del intercambio con iones H30O+ en el liquido para formar grupos Ti-OH
en su superficie. Los grupos Ti-OH formados se combinan inmediatamente con
iones Ca2 + en el fluido para formar titanato de calcio amorfo. Este titanato de
calcio mas tarde se combina con iones fosfato en el liquido para formar fosfato de

calcio amorfo con una baja relaciéon Ca: P. El fosfato de calcio se transforma en
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apatita, que exhibe una relacion Ca: P de 1,65 y contiene una pequeia
concentracion de Mg y Na, similar al mineral 6sea (52).

Figura 16: Mecanismo formacion apatita bone-like
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un valor maximo positivo. A partir de entonces, se redujo al aumentar el tiempo de
remojo, alcanz6 un valor negativo de nuevo y finalmente convergido a un valor
negativo constante. Los grupos Ti-OH formados en la superficie de titanato de
sodio después de la inmersion en SBF estan cargadas negativamente y, por lo
tanto, combinar selectivamente ionesCa2 + cargado positivamente en el liquido
para formar titanato de calcio. A medida que los iones de calcio se acumulan en la
superficie, la superficie adquiere gradualmente una carga global positiva. Como
resultado, la superficie cargada positivamente se combina con los iones fosfatos
cargados negativamente para formar fosfato de calcio amorfo. Este fosfato de
calcio se transforma espontaneamente en la apatita, debido a que la apatita es la

fase estable en el medio ambiente corporal (47).

En nuestro estudio el sustrato de titanio sin biofuncionalizar y los 3 sustratos
recubiertos con alginato, hidroxiapatita y compuesto hidroxiapatita/alginato fueron
sumergidos durante 25 dias en SBF teniendo en cuenta la evaluacion de L. Hao L.
Lawrence L. con el fin de alcanzar un valor negativo constante en el cual los
grupos Ti-OH formados en la superficie de titanato de sodio se combinen
selectivamente con iones Ca2+ cargado positivamente en el liquido para lograr la
formacidntitanato de calcio y de esta manera favorecer la formacion de apatita.

Los patrones de difraccion de rayos x observados, muestran la presencia de
hidroxiapatita (hidroxi-fosfato de calcio con una configuracién cristalogréafica
hexagonal) en las cuatro condiciones evaluadas. Se empleé el criterio de la altura

media de la intensidad de la curva de difraccion, donde se evidencia que el grupo
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donde se presento mayor formacion de HA fueron los grupos recubiertos con
hidroxiapatita y el compuesto hidroxiapatita/alginato. Cabe destacar que como los
dos recubrimientos que presentaron mayor formacién de apatita se encontraban
recubiertos con hidroxiapatita, para evitar resultados erréneos se realizo difraccion
de rayos X a la hidroxiapatita en polvo que fue utilizada para los recubrimientos y
se comparo con los recubrimientos sumergidos en el SBF, donde se observo un
patrén similar en los angulos de difraccion entre 30 y 36° (Fig. 12). Teniendo en
cuenta lo anterior se pudo evaluar que las muestras correspondientes a los
recubrimientos de HA y compuesto HA/alginato muestran alturas de intensidad de
la curva de difraccibn mas elevadas, patrones de hidroxi-fosfato de calcio en
angulos de difraccion diferente en comparacion al andlisis realizado a la
hidroxiapatita en polvo y adicionalmente contiene una pequefia concentracion de

Mg y Na, similar al mineral ésea.

La muestra que presento menor formacion de Ha fue la del grupo control que no
presentaba recubrimiento de superficie en comparacion con las otras 3 muestras.
Lo que nos ayuda a concluir que los tres recubrimientos de superficie realizados
presentan un mayor bioactividad en las pruebas de biocompatibilidad indirecta de
control positivo.

Llama la atencidén que el grupo de recubrimiento con alginato fue el que mostro en
las lineas de difraccion mayor intensidad en cuanto a la formacion del elemento de
titanato de calcio que como ya se menciono antes,este mas tarde se combina con
iones fosfato en el liquido para formar fosfato de calcio amorfo con una baja
relacion Ca: P. para posteriormente transformarse en apatita. Adicionalmente
también se observé presencia de formacion de hidroxiapatita, Na y Mg en menor
intensidad que los grupos que contienen recubrimiento de Ha y compuesto
HA/alginato sin embargo mayor formacién que el grupo control. Esto comprueba
que el alginato aumenta la biocompatibilidad de los sustratos de titanio.Lo anterior
concuerda con el estudio realizado por Wang et al (10). Donde realizaron

recubrimientos por medio de electrodeposicion de alginato/quitosano capa por
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capa sobre sustratos de titanio donde refieren que los resultados indicaron que el
método propuesto puede ser utilizado para fabricar revestimientos compuestos de
alginato/quitosano capa por capa sobre la superficie de titanio a temperatura
ambiente y estos revestimientos compuestos podria tener aplicaciones potenciales

en el campo de la ingenieria de tejidos.

Prueba adsorcion de proteinas:

Las moléculas implicadas en la adhesion celular y la propagacion incluyen
moléculas de la matriz extracelular, receptores transmembrana y componentes del
citoesqueleto intracelulares. La fibronectina entre otras es una proteina de la
matriz extracelular que se muestran para mediar en la unién de células a los
sustratos, esta proteina se encuentra en muchas matrices extracelulares y en el
plasma sanguineo y sirve como una molécula de union entre el sustrato y la
membrana celular de las células dependientes de anclaje. Se sabe que el ligando
fibronectina conecta a la membrana celular a través de receptores de integrina. La
activacion de las integrinas desencadena reacciones citoplasmaticas y por lo tanto
estimula la via de sefalizacion intracelular, posteriormente, las funciones celulares

tales como la proliferacion y la diferenciacion (54).

Por otro lado, la albumina humana es una proteina no adhesiva para osteoblastos,
por lo tanto se puede utilizar como prueba de biocompatibilidad de control negativa
(55). La albumina es el principal componente proteico de suero y domina la
adsorcion de los fendmenos en los implantes médicos en la primera etapa de
contacto con los fluidos corporales. Albumina de suero humano o albumina de
suero bovino se utilizan a menudo como un agente de pasivacion para evitar la

adhesion de las células y la formacion de trombos (51).

En nuestro estudio se realizo una prueba de adsorcion de proteinas, donde se
tomo 3 discos de Ti recubiertos con HA, 3 discos de Ti recubiertos con alginato, 3

discos de Ti recubiertos con compuesto hidroxiapatita/alginato y 3 discos controles
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y sumergieron en 2.1 ml de Albumina Bovina 30% en una botella de vidrio a
temperatura ambiente durante 2 horas. La finalidad de realizar la anterior prueba
es encontrar una evaluacion de biocompatibilidad de control negativa y poder
realizar un analisis comparativo con la prueba de apatita bone-like de control

positiva.

En el analisis con sonda de espectrometria de dispersion de energia de rayos X,
se observo que ninguno de los 4 grupos presentd adsorcion de albumina al
realizar la evaluacion quimica basica y teniendo en cuenta que la albimina es el
principal componente proteico de suero y domina la adsorcion de los fenomenos
en los implantes médicos en la primera etapa de contacto con los fluidos
corporales (51). Estos datos no se tuvieron en cuenta para realizar la conclusion
de biocompatibilidad in vitro dado que se cree que las condiciones en las cuales
fue realizada la prueba no eran similares al ambiente fisiolégico de los
componentes de la matriz extracelular. La anterior prueba se realizo a temperatura
ambiente por lo cual se tiene a consideracion que esto pudo haber influenciado

significativamente en los resultados.

En el trabajo de Lu et al. Donde realizaron la prueba de adsorcién de proteinas
con albumina de suero humano. Refieren que se realizo una diluciéon de 1 mg/ml
de albumina enun buffer de fosfato salino. Las muestras individuales se
transfirieron a una placa de cultivo. A continuacion, se afiadieron 2,5 ml de
solucion de albumina preparada. Se procedié con la adsorcién durante 1 hora en
una incubadora a 37°C. Después de que la adsorcion se completo, las muestras
se secaron con N e inmediatamente transferidas a un elipsometro para la medicion
de la capa de proteina adsorbida. Se encontré6 que el espesor de la capa de
albumina en el Ti-6Al-4V no tratada es mas alta que en el laser de CO2, la
densidad de potencia laser aplicada en el experimento se correlaciona
negativamente con cantidades de albumina, se inhibe la adsorcion de en las

muestras que recibieron tratamiento de superficie con laser CO2.
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Comparativamente con lo anterior se observa que en nuestro estudio tanto las
muestras con tratamiento de superficie como los grupos control no presentaron
ningun porcentaje de adsorcion de proteina y se cree que el hecho de no haber
realizado la prueba a 37°, no diluir la albumina bovina al 30% en un buffer fosfato
salino y no realizar un secado en N, pudo haber influenciado significativamente en
el resultado de la prueba. Ademas se observo que al retirar las muestras después
de 2 horas en la albumina, los sustratos con recubrimiento de hidroxiapatita y
alginato presentaron desprendimiento del material de recubrimiento. Por lo cual se
decidi6 no tomar en cuenta estos resultados y solo realizar el analisis de

biocompatibilidad indirecta Gnicamente con la prueba de apatita bone-like.

La biofuncionalizacion de las superficies mediante la técnica de electroespray es
un enfoque idoneo para realizar recubrimientos de sustratos de titanio dado que se
pueden realizar revestimientos uniformes y reproducibles incluso a nivel de

nanoparticulas.

Por ultimo al evaluar las caracteristicas morfolégicas y quimicas llegamos a la
conclusién de que el recubrimiento que presento mayores propiedades favorables
fue el recubrimiento del compuesto hidroxiapatita/alginato sobre los sustratos de
titanio. Se observa que el recubrimiento del alginato a pesar de no ser el que
presenta mayor aumento en las caracteristicas de biocompatibilidad, si potencia
las caracteristicas bien conocidas que presenta los recubrimientos de
hidroxiapatita exclusivamente. Por lo anterior y teniendo en cuenta que el alginato
es un polimero se considera que estos revestimientos compuestos podria tener
aplicaciones potenciales en el campo de la ingenieria de tejidos para servir de
vehiculo y espaciadores en la entrega de factores de crecimiento, medicamentos,
que pueden impulsar efectivamente la regeneracion Osea y mejorar la
oseointegracion de los implantes dentales. Lo anterior ha sido demostrado por Liu

et al. Al ser utilizados en modelos animales (29). Incluso recientemente Bosco et
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al 2015 demostré que el alendronato (bifosfonato) vinculado a nanocristales de
hidroxiapatita tiene potencial terapéutico y puede ser considerado como un
material constituyente atractivo de revestimiento para implantes ortopédicos y

orales para su aplicacién en pacientes con osteoporosis (53).
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5.Conclusiones

1)

2)

3)

4)

Los parametros de procesamiento para realizar recubrimiento de superficies
de titanio con hidroxiapatita, alginato y compuesto hidroxiapatita/alginato
fueron éptimos.

El recubrimiento que presento mayores propiedades favorables fue el
recubrimiento del compuesto hidroxiapatita/alginato sobre los sustratos de
titanio. las muestras recubiertas con el compuesto hidroxiapatita/alginato
son las que presentan una morfologia de superficie propicia para la
adhesion y proliferacion de las células del linaje 6seo.

Es beneficioso realizar biofuncionalizacion de la superficie de titanio
mediante la técnica de electroespray ya que con esta se aumenta la
bioactividad en las pruebas de biocompatibilidad indirecta.

El recubrimiento del alginato a pesar de no ser el que presenta mayor
aumento en las caracteristicas de biocompatibilidad, si potencia las
caracteristicas bien conocidas que presenta los recubrimientos de

hidroxiapatita exclusivamente.
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6.Recomendaciones

Para observar mayores resultados en el tratamiento de rehabilitacion oral con
implantes de oseointegracion, es indispensable realizar nuevos estudios respecto

a los recubrimiento de superficie de los implantes.

A los nuevos grupos de investigacion se recomienda continuar trabajando con la
biofuncionalizacion de superficies de titanio mediante la técnica de electroespray
con las soluciones de hidroxiapatita y alginato. En especial poder ejecutar ensayos
con el recubrimiento compuesto hidroxiapatita/alginato y realizar analisis con
cultivos celulares del linaje 6seo e incluso ensayos in vivo en modelo animal. De
esta manera poder contribuir en mejorar la union intima del implante de titanio al

hueso en las fases de oseointegracion.
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