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INTRODUCCION

La implantologia dental es una rama de la Odontologia que tiene como objetivo
reemplazar las funciones masticatorias, fonéticas y estéticas de los dientes perdidos
gracias a la colocacion quirdrgica de uno o varios implantes dentales en el hueso maxilar

o mandibular, y su posterior rehabilitacidon protésica implantorretenida.

Como ciencia moderna que es, esta en constante evolucién por la necesidad de
conseguir tratamientos predecibles a medio y largo plazo desde el punto de vista

funcional y estético.

Inicialmente, el principal éxito clinico de los implantes estaba basado en la
oseointegracién, definida por Branemark como la “conexion directa estructural y
funcional entre hueso vivo, ordenado y la superficie del implante sometido a carga
funcional” (1). Una vez conseguida cierta predictibilidad en este proceso bioldgico, fue
el desarrollo de estructuras prostoddncicas con un correcto ajuste pasivo y una estética
adecuada las que tomaron auge. En la ultima década han sido el manejo de los tejidos

blandos y la regeneracidn 6sea los objetivos que han copado las lineas de investigacion.

No por ello se han dejado de lado los estudios centrados en conseguir mejorar y
acelerar dicho proceso de oseointegracion entre el hueso y el implante. A tal fin se
han desarrollado lineas de investigacién centradas, no sélo en buscar materiales
biocompatibles, sino también en analizar cémo influye el disefio macro y

microscopico de los implantes.

Hoy en dia se realizan multiples investigaciones con el objetivo final de obtener
tratamientos cada vez mas rdpidos, predecibles, seguros y lo mas minimamente

invasivos posible, respondiendo a esa demanda que exigen los pacientes.

Una vez estudiado que el mejor disefio macroscépico del implante es roscado y con
forma de raiz, disponemos de una gran variedad en cuanto a longitud y didmetro del
cuerpo del implante; niumero, configuracidon y paso de la rosca; tipo de conexidn externa

o interna y diferentes formas geométricas de las conexiones (2).

Por otro lado, consideramos que el disefio microscépico de la superficie del implante
influye de manera determinante cuando éste es introducido en el lecho 6seo de los

maxilares y se pone en contacto intimo con sus componentes celulares. Aceptamos que
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la rugosidad y textura de esta superficie son las propiedades mas importantes que van
a influir en la respuesta celular del organismo (3) Y, actualmente, se puede emplear la
aplicacion de diferentes sustancias o moléculas sobre la superficie del titanio para

conseguir mejorar y acelerar la oseointegracion.

El primer eslabdn en el proceso de investigacion en este ultimo campo son los estudios
in vitro, que pueden proporcionarnos informacién sobre la primera respuesta de los
tejidos celulares circundantes tras la colocacion del implante, asi como desvelar el
comportamiento y proceso inicial que llevan a cabo las células osteoprogenitoras, que
son las que van a guiar un correcto desarrollo de la curacidon de los tejidos y posterior
remodelado dseo para poder conseguir una buena oseointegracidon. Sélo con la ayuda
de los estudios de crecimiento celular in vitro o la experimentacion animal podremos
obtener datos que nos ayuden a comprender estos procesos bioldgicos en el ser

humano.

El conocimiento de los periodos de esta respuesta celular y su influencia en el desarrollo
de una interfase hueso-implante estable y temprana, nos proporcionaria la informacién
necesaria para conocer en qué periodo de tiempo seria posible someter a carga los
implantes mediante la colocacién de la prdétesis. Cuanto mas reducidos sean estos
periodos de tiempo, mds temprana serd la rehabilitacién funcional y estética del
paciente y en consecuencia la mejora de su calidad de vida. La carga inmediata es uno

de los ejemplos a tener en cuenta actualmente.

Estas lineas de investigacion incluirian también los tratamientos de regeneracion dsea
guiada con auto, xeno o aloinjertos para reparar volimenes 6seos en los maxilares en

funcién de establecer mejores tratamientos implantoldgicos.
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2.1. OSEOINTEGRACION

La multitud de posibilidades rehabilitadoras que nos ofrece la implantologia oral ha
hecho que esta rama de la odontologia se haya desarrollado exponencialmente en los

ultimos 50 afios.

Para lograr el éxito clinico, funcional y estético del tratamiento implanto-protésico es
indispensable conseguir la unién firme, estable y duradera del implante al sustrato 6seo
gue lo engloba para luego poder colocar sobre él la restauracién prostoddéncica

correspondiente, con resultados estables tanto a corto como a largo plazo.
Para que se cumpla la oseointegracion del implante es necesario que se lleve a cabo un
proceso de remodelacidon en el interior del tejido éseo para formar hueso nuevo

alrededor de dicho implante.

Para entender mejor este proceso, debemos antes recordar ciertas bases de la biologia

y fisiologia dsea.

2.1.1. FISIOLOGIA OSEA

El tejido 6seo es un tipo de tejido conectivo formado por matriz extracelular

mineralizada y células especializadas (osteoblastos, osteocitos y osteoclastos) (Fig. 1).
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90% coldgeno tipo |

Sustancia osteoide
(proteinas)
Matriz extracelular 10% proteinas no
mineralizada colagenas

Componente inorganico
(hidroxiapatita)

Tejido 6seo
Osteoblastos
Células especializadas Osteocitos

Osteoclastos

Figura 1: Composicion del tejido éseo.

2.1.1.1. MATRIZ EXTRACELULAR MINERALIZADA

La matriz extracelular mineralizada estd formada por diversas sales inorganicas y por
sustancia osteoide (componente organico), producida por los osteoblastos y constituida
en un 90% por fibras de colageno tipo | (COLT-1), que representan la proteina estructural
fundamental de la matriz dsea. Mientras que el 10% restante esta compuesto por una
serie de proteinas no coldgenas de menor tamafio que modulan la mineralizacién y la

unién de las células a la matriz, proteinas entre las que podemos destacar (Fig. 2):

A. Glucoproteinas
* Fosfatasa alcalina (ALP): enzima producida por osteoblastos y que libera fosfato
inorgdnico a partir de ésteres fosféricos a un pH dptimo de 8,6 de forma que, por
un lado, aumenta la concentracion de iones fosfato necesarios para la
mineralizacion de la matriz organica y, por otro, bloquea la accién inhibidora que

los ésteres fosfdricos tienen sobre la mineralizacion.
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* Glucoproteinas con secuencia repetida RGD (Arginina-glicina-acido aspartico):
son la osteopontina, osteonectina, fibronectina, trombospondina y
sialoproteinas dseas.

La secuencia RGD es reconocida de forma especifica por las integrinas de
osteoblastos y osteoclastos, permitiendo el anclaje de las células éseas a la
matriz 6sea y su migracion sobre ella, llevando a cabo el proceso de

mineralizacion, remodelado y reparacion del hueso.

B. Proteoglucanos
Proteinas formadas por un nucleo proteico en el que se ensamblan
glucosaminoglucanos, macromoléculas sintetizadas por los osteoblastos.

En la matriz osteoide existen al menos cuatro tipos de estas moléculas:

* El condroitin sulfato, el proteoglucano de mayor tamafio y que cumple una

funcion estructural en las zonas de formacidn dsea.

* El hialuronano, que interviene en la morfogénesis dsea.

* Ladecorinay el biglucano, dos pequefios proteoglucanos que intervienen como

moduladores de factores de crecimiento.

C. Proteinas con acido y-carboxiglutdmico
Aminodcido modificado que se combina con dos iones Ca’* entre sus dos grupos

carbonilo. Distinguimos:

* La osteocalcina, sintetizada por los osteoblastos y cuyas concentraciones en

plasma tienen correlacidn con la mineralizacién.

* La proteina del osteoide con acido y-carboxiglutdmico, que inhibe la

mineralizacion del colageno en tejidos no dseos.
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D. Proteinas séricas retenidas en el mineral dseo

Entre ellas albumina, inmunoglobulinas, hemoglobina, aj-antitripsina, -
microglobulina, a)-SH-glucoproteina y apolipoproteina Apo A-1 que se encuentran en

el tejido dseo en cantidades significativas.

Fosfatasa alcalina
(ALP)

Glucoproteinas

Glucoproteinas con
secuencia RGD

Colageno tipo |

Proteinas de la

. ) Proteoglucanos
sustancia osteoide g

Proteinas no

colagenas

Proteinas con acido y-
carboxiglutdamico

Proteinas séricas
retenidas en el hueso

Figura 2: Principales proteinas constituyentes de la sustancia osteoide.

Por otro lado, la fase inorgdnica de la matriz extracelular del tejido 6seo estd compuesta
por sales, fundamentalmente de Ca?*, entre las que destaca la hidroxiapatita

[Ca,,(PO,),(OH),], pequefios cristales minerales de caracter alcalino que se integran

entre las fibras de coldgeno para formar un tejido rigido, flexible y resistente (4,5).

De esta forma, el colageno aporta el sustrato sobre el que se depositan los cristales de
hidroxiapatita y, a su vez, da al tejido la suficiente tenacidad para evitar la fragilidad de

la que se caracteriza el compuesto inorgdnico mineralizado.
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2.1.1.2. OSTEOBLASTOS Y OSTEOCITOS

Los osteoblastos derivan de la diferenciacion de células de tipo mesenquimatoso,
células progenitoras multipotenciales que originan también fibroblastos, condrocitos,

adipocitos y células musculares.

Los osteoblastos maduros observados al microscopio dptico son células grandes de
forma cuboidea y unos 20-30 um de diametro, con nucleo ovalado y citoplasma basofilo
azulado (tras tincién con hematoxilina-eosina) por su abundante contenido en ARN. A
microscopia electrénica muestran un notable reticulo endoplasmatico rugoso,

caracteristica propia de las células que desarrollan una intensa sintesis proteica (Fig. 3).

Su desarrollo esta controlado, en gran medida, por dos genes:

* El gen CBF Al (core-binding factor A1), especifico de los progenitores del
osteoblasto y que codifica el factor de transcripcién del mismo nombre. Este
factor regula la expresidn de genes de proteinas especificas de los osteoblastos
como: osteopontina, osteocalcina, coldgeno tipo |, sialoproteinas éseas y el
ligando del receptor-activador del factor nuclear-kB (RANK-L), que se describe
mas adelante.

* El gen Ihh (Indian hedgehog), que junto con el anterior, es necesario para el

desarrollo embrionario del hueso y la actividad de los osteoblastos.

Los osteoblastos son células metabdlicamente activas que expresan proteinas como:
osteocalcina, osteopontina, osteonectina y otros proteoglucanos y glucoproteinas,
ademads de factores sefializadores solubles como BMPs (proteinas morfogenéticas
Oseas), TGF-B (factor de crecimiento transformante beta), IGF | y Il (factor de
crecimiento semejante a insulina | y 1), IL-1 (interleuquina 1) y PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas).

La expresidn de estos productos por parte de los osteoblastos se produce durante la

formacidn, remodelacidn y reparacion dsea, ya que estas células son las responsables

11
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de la sintesis y secrecién de los compuestos orgdnicos e inorganicos de la matriz

extracelular del hueso.

Durante el proceso, muchos osteoblastos van quedando atrapados envueltos en matriz
osteoide, convirtiéndose en osteocitos incluidos en lagunas dseas. Los osteoblastos que
no quedan atrapados en el hueso por la accién osteogénica, pueden derivar a células
limitantes o de revestimiento, adoptando una morfologia aplanada.
En el hueso ya formado, los osteocitos incluidos en lagunas dseas de la matriz
mineralizada tienen forma estrellada, con numerosas y finas prolongaciones
comunicadas entre si y que discurren por una red de canales o conductos calcéforos
formados antes de que mineralice la matriz osteoide, permitiendo ademds su
comunicacion con la superficie 6sea (Fig. 3y 4).

: 7 1Y /('\
J J(I)STE%BLASTOS ,-J

' BQ‘l “Q

OSTEOCITOS

Figura 3: Osteoblastos y osteocitos (tomada de Anatpat-Unicamp).

Precisamente, una de las funciones principales de los osteocitos, es detectar los
estimulos mecanicos y las variaciones de tensién y morfologia ésea producidas por las

cargas que soporta la superficie, traduciéndolos en remodelado dseo.

Figura 4: Microfotografia de osteocitos en laguna dseas (tomada de Genomasur).

12
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Una etapa fundamental de este remodelado es la reabsorcion dsea por parte de los
osteoclastos, quedando los osteocitos fuera de las lagunas como células de
revestimiento en reposo.

2.1.1.3. OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos son células dseas que derivan embriolégicamente de células

progenitoras hematopoyéticas.

Morfolégicamente, son células enormes que pueden llegar a tener entre 20 y 100 um

de didmetro y multinucleadas, con mas de 10 nucleos por célula (Fig. 5).

28

. WD

Figura 5: Osteoclastos (tomada de Anatpat-Unicamp).

Los osteoclastos y sus células precursoras expresan en su superficie el receptor RANK
del ligando RANK-L, producido por los osteoblastos. A través de esta via, union receptor
RANK con RANK-L, ademads de la unidn de citoquinas como IL-1 e IL-6, TNF- a (factor de
necrosis tumoral a) o M-CSF (factor estimulador de colonias de macréfagos), los

osteoclastos se activan y diferencian.

Para entender mejor la accién bioldgica de los osteoclastos, debemos hablar de sus

principales reguladores, el sistema OPG/RANK/RANK-L (Fig. 6).

El receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kB) es una proteina presente en
la membrana de preosteoclastos y osteoclastos maduros, cuya activacion induce al

osteoclasto a reabsorber hueso y a no morir por apoptosis (muerte celular programada).

13
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El ligando encargado de activar el receptor RANK es RANK-L, una molécula anclada a la
membrana de los osteoblastos cuya principal funcidén es, mediante la unién a RANK,

estimular la diferenciacidn y activacion de los osteoclastos e inhibir su apoptosis.

Existe una tercera molécula en juego, la osteoprotegerina (OPG) o factor de inhibicion
de la osteoclastogénesis. La OPG se expresa en diferentes tejidos humanos ademas del
hueso, y su papel en éste es inhibir la maduracién y activacién de los osteoclastos al

unirse al ligando RANK-L de los osteoblastos e impedir la union de RANK.

Diferenciacion
y fusion

Precursor del
osteoclasto

Osteoclasto

RANK
<Op"'= activado
3 1

Reabsorclon
0s%ea

RANKL

osteoblasta/celule estramal

Figura 6: Sistema OPG/RANK/RANK-L (tomado de IQB. MedCiclopedia).

La reabsorcidn ésea es un complejo proceso que incluye la disolucién de la fase mineral
inorgdnica de la matriz ésea y la posterior degradacién de las proteinas de la fase
organica.

Tras la diferenciacidon y activacién de los osteoclastos, éstos se adhieren a la superficie
6sea mediante integrinas que reconocen de forma especifica proteinas de la matriz
osteoide. La desmineralizacidn se produce mediante la acidificacién (se alcanza un pH
de 4,4) del microespacio creado en la interfase superficie 6sea-osteoclasto mediante el
intercambio de iones y la actividad enzimatica, produciendo la disoluciéon del
componente mineral y la posterior degradacion de las proteinas de la matriz organica
gracias a proteasas como la catepsina K, secretada por osteoclastos, y la colagenasa,

secretada por osteoblastos (6,7) (Fig.7).
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capilar sanguineo

Anhidrasa
carbonica
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Foslap:sa acida g~

bomba de
_ protones

Fig. 7: Esquema de la reabsorcidn ésea (tomada de IQB. MedCiclopedia).

2.1.2. REMODELADO OSEO Y PROCESO DE OSEOINTEGRACION

El remodelado éseo se produce a lo largo de toda la vida, supone un continuo proceso
de reabsorcion y formaciéon en el que las zonas de hueso que son destruidas son
sustituidas por tejido 6seo recién formado. Este proceso podemos dividirlo en 3 fases:

reabsorcidn, inversién y formacién.

Cuando los precursores de los osteoclastos son atraidos a un lugar determinado del
hueso, se inicia la reabsorcidn principalmente por la accion de RANK-L, pero también
por citoquinas como IL-1, IL-6, TNF-a o M-CSF, que hacen que los preosteoclastos se
diferencien a osteoclastos. Mediante la disolucion de la fase mineral de la matriz
osteoide por la acidificacion del medio y la degradacidon de las proteinas de la fase
organica, comienzan a reabsorber el hueso, de forma que durante aproximadamente

dos semanas, labran una pequefia cavidad en él.

15
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Al finalizar esta fase de reabsorcidn, la cavidad labrada por los osteoclastos se tapiza por
células mononucleares, que terminan de degradar el coldgeno y depositan

proteoglicanos, lo que se conoce como fase de inversion, reposo o reversion.

Tras ello, comienza la fase de formacion, en la que se reclutan precursores de
osteoblastos que proliferan y se diferencian disponiéndose en monocapa sobre la zona
y comenzando a sintetizar osteoide que va rellenando la cavidad. Esta etapa se prolonga
entre 2 y 4 meses. La mineralizacion de las ldminas de osteoide se va produciendo poco

a poco, conforme se depositan las sucesivas capas.

Como resultado de todo el proceso de remodelacidn, se obtiene un pequefio volumen

de hueso nuevo que ha sustituido al hueso viejo (Fig. 8).

Preosteoclastos Osteoclastos Osteoblastos
mononucleados
Osteoclastos \ Preosteoblastos Osteocitos
activos ‘
<N, addis
Superficie de 2 \/ W

hueso en reposo Resorcién Reversion . ' ' Formacion de hyeso Mineralizacion

Figura 8: Esquema del remodelado éseo (tomada de McCauley L.K y Nohutcu R.M (8)).

Como hemos dicho anteriormente, para que se pueda conseguir la oseointegracion,
debe llevarse a cabo un proceso de remodelacién del tejido éseo circundante al

implante para formar hueso nuevo a su alrededor.

Los osteoclastos son los responsables de reabsorber la zona necroética producida por el
fresado déseo durante la preparacion del lecho receptor del implante. Junto a ellos

intervienen, como hemos visto, otras células que llegan a través del aporte vascular,
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como los osteoblastos, cuya tarea es crear hueso nuevo capaz de interactuar con la capa
de dxido de titanio de la superficie del implante para integrarlo biolégicamente.
Posteriormente, los osteoblastos se diferencian a osteocitos, que quedan incluidos en

la matriz 6sea mineralizada.

Si analizamos el proceso de oseointegracion desde un punto de vista ultraestructural,
debemos hablar también de la biointegracién, que se define como la unién bioquimica
directa entre hueso vivo y la superficie del implante, independientemente de cualquier
mecanismo mecanico de interunidn. De este modo, el espacio existente entre el tejido
6seo mineralizado y la capa de 6xido de titanio, aparece lleno de una matriz formada

por proteoglucanos y glucoproteinas (9).

Una red de coldgeno rodea los osteocitos insertandose en la capa de glucoproteinas y

fusionandose con la capa superficial de 6xido de titanio.

Las trabéculas 6seas crecen acercandose al implante y a través de los vasos sanguineos
se aporta nutricidn y elementos celulares para la remodelacion. De esta forma, aumenta
el nimero de fibroblastos y osteoblastos que, al acercarse al implante, se unen también
a la capa de éxido de titanio y forman sustancia fundamental que llena los espacios

trabeculares.

Por tanto, la interfase implante-tejido oral es una zona altamente dinamica sometida a
una intensa actividad remodeladora por parte de las células déseas y la matriz
extracelular (10). Para que se lleve a cabo esta actividad, es vital una buena
vascularizacion de la zona del lecho del implante, por lo que el fresado éseo y la insercion

del implante deben ser lo menos traumaticos posible.

Hoy en dia los nuevos disefios y tratamientos de superficie de los implantes y la continua
investigacion e innovacion en torno a ello, estan permitiendo en algunos casos reducir
los tiempos de oseintegracion y carga de los implantes, que de forma general, se

establecen en 2-3 meses en mandibula y de 4 a 6 meses en maxilar superior,
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permitiendo al paciente poder disfrutar de la restauracion de la funcién perdida en el

menor tiempo posible.

2.2. IMPLANTOLOGIA

2.2.1. EVOLUCION HISTORICA

Elhombre, desde sus inicios, se preocupd de reponer los dientes perdidos con diferentes
soluciones rehabilitadoras. Los materiales, instrumentos y procedimientos quirdrgicos y
protésicos necesarios han ido evolucionando ante la constante necesidad de lograr

rehabilitaciones mas eficaces y satisfactorias para los pacientes.

La primera sustitucidn artificial de un diente perdido de la que se tiene constancia es
una implantacién necrépsica realizada durante el Neolitico (hace unos 9000 afios) en
Argelia. El crdneo encontrado era de una mujer joven que presentaba un fragmento de

falange de un dedo introducido en el alveolo del segundo premolar superior derecho.

Los restos antropoldgicos mads antiguos de implantes dentales colocados in vivo tienen
su origen en la cultura maya. Corresponden a una mandibula que data del afio 400 y
gue presenta tres fragmentos de concha introducidos en los alveolos de los incisivos.
Los estudios radioldgicos determinaron la formacion de hueso compacto alrededor de
los “implantes”, lo que hace suponer que fueron implantados en vida.

Existen antecedentes similares en el antiguo Egipto, donde se trasplantaban dientes

humanos y/o de animales o se implantaban piedras y metales preciosos (11-13).

Siguiendo la linea cronolégica, Abulcasis, médico y cirujano andaluz islamico, narra en
sus escritos del siglo X cdmo cuando se ha perdido uno o dos dientes, pueden reponerse
en los alveolos uniéndolos con hilos de oro, describiendo asi los primeros reimplantes

dentarios.
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Esta técnica fue desarrollandose durante varios siglos. Los nobles y clases pudientes
recibian trasplantes dentarios de donantes plebeyos, sirvientes y soldados.

Pero estas técnicas se fueron abandonando durante el siglo XIX ante los continuos
fracasos y problemas morales (extraer un diente a un pobre para implantarlo en un rico)
e higiénicos (posible transmisién de enfermedades), dejando paso a los primeros
implantes metalicos intraalveolares durante el siglo XIX y principios del XX con
materiales como platino, oro, plomo, plata o iridio en sus inicios (14).

Durante el siglo XX y paralelamente a otras investigaciones, se utilizaron diferentes
sistemas de implantes que podemos clasificar segin su modalidad de colocacién y

disefnio en:

-Implantes subperidsticos o yuxtadseos: se colocaban directamente sobre la cresta
alveolar, lo que provocaba muchos problemas de infecciones y fracasos debido a que
los implantes no penetraban en el hueso, sino que simplemente estaban cubiertos por

encia. Actualmente estdn totalmente en desuso (Fig. 9).

Figura 9: Implantes subperidsticos o yuxtadseos (tomada de Linkow LI (15)).

-Implantes intradseos: colocados dentro del hueso alveolar. Su disefio ha ido
evolucionando hasta los implantes actuales, con forma de raiz y roscados, similares a un
tornillo, bien cilindricos o bien cénicos, con diferentes disefios, tamafios y caracteristicas

macro y microscopicas, siendo los Unicos aceptados en la actualidad.
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Durante esta evolucidn se utilizaron diferentes disefios que fueron entrando en desuso

poco a poco, como por ejemplo: los implantes en forma de canastilla (Fig. 10), en espiral

(Fig. 11), en agujas (Fig. 12) o en laminas (Fig. 13) (15).
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Figura 12: Implantes en forma de agujas (tomada de Linkow LI (15)).
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Figura 13: Implantes en ldmina. A) corte de cresta dsea. B) radiografias periapicales.

C) ortopantomografia (tomadas de Linkow LI (15)).

Greenfield en 1910, introdujo la importancia de normas sanitarias de limpieza y
esterilidad y conceptos tan innovadores y actuales como la relevancia de la intima
asociacion entre hueso e implante, la curacion del tejido bucal y la inmovilidad del
implante, aconsejando un periodo de curacién de 3 meses sin ningun tipo de sobrecarga.

Sin embargo, el problema estaba en encontrar el material idéneo (16—-18).

No fue hasta 1952, cuando en Suecia el Dr. Branemark, considerado el padre de la

implantologia actual, descubridé de manera fortuita ese material idéneo tan ansiado: el

titanio.
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Branemark y su equipo estaban estudiando la anatomia y fisiopatologia de las lesiones
del tejido 6seo, la microcirculacion ésea y los problemas de cicatrizacidn de las heridas.
Con el objetivo de evaluar los cambios tisulares bajo condiciones experimentales
controladas, utilizaron la técnica de la microscopia in vivo, consistente en introducir una
camara en el organismo para la observacion del mismo. En este caso, el dispositivo
Optico estaba encerrado en tubos de titanio mecanizado y fue colocado en tibias de
conejo. De esta forma se podian observar los cambios circulatorios y celulares en el

tejido de un organismo vivo (16—-18).

Pero en el momento de su remocién pasado un tiempo, tras la cicatrizacién y la
remodelacidon del tejido éseo, descubrieron que el hueso se habia unido firme e
intimamente al titanio, y era imposible extraer los dispositivos dpticos envueltos en
tubos de titanio sin danar el hueso, ya que éste se habia unido firmemente hasta tal
punto que se rompia antes la uniéon hueso-hueso, produciendo una fractura, que la
union hueso-titanio. Este hecho supuso un hallazgo sorprendente, ya que hasta el
momento, no se creia posible que algin metal pudiese integrarse directamente en el

hueso (19,20).

Gracias a este hecho fortuito, Branemark desarrollé el concepto de “oseointegracién”
gue definid, como hemos citado anteriormente, como “la conexién directa estructural
y funcional entre hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga

funcional” (1).

Branemark resaltd entonces la necesidad de comprender los aspectos bioldgicos de los
procesos de cicatrizacidon y oseointegracion, cambiando la direccion de su trabajo y
rodeandose de expertos en fisica, quimica y biologia ademas de ingenieros y expertos
en materiales, que bajo su liderazgo sentaron las bases de la implantologia actual
desarrollando, no sélo los materiales idéneos, sino estudiando el disefio macroscépico
y microscépico mas propicio y las técnicas mas adecuadas para la insercion y

mantenimiento del implante.
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2.2.2. FACTORES QUE AFECTAN A LA OSEOINTEGRACION

Siguiendo la filosofia del Dr. Branemark, en 1981 Albrektsson y cols. definieron los

factores esenciales que afectan a la oseointegracion (21).

Material del implante.

Disefio macroscépico y dimensional del implante.
Calidad superficial del implante (disefio microscépico).
Estado del hueso receptor.

Técnica quirurgica.

o v A W N oE

Condiciones de carga del implante.

El material y disefio macro y microscopico del implante son factores en los que la
ingenieria tiene un papel significativo, por lo que, como bien apunté Branemark en el
nuevo rumbo de sus investigaciones, la evolucién en este sentido depende de la
formacidén de un buen y completo equipo multidisciplinar. De estos factores hablaremos

en profundidad mas adelante.

El estado del hueso receptor, la técnica quirldrgica y las condiciones de carga del
implante, son factores propiamente clinicos que dependen del odontélogo y del propio

paciente. Dentro de los factores clinicos, podemos comentar que:

A. El estado del hueso receptor es, probablemente, el Unico factor en el que los
ingenieros no pueden intervenir ni directa ni indirectamente, ya que es un factor
clinico que el odontdlogo u estomatdlogo debe estudiar cuidadosamente antes de la
intervencion quirdrgica para la colocacion del implante. Un hueso en malas
condiciones, por ejemplo por infeccidn local en la zona del implante tras una

extraccién, puede derivar en el fracaso del tratamiento.

B. En cuanto a la técnica quirdrgica, los implantes se deben insertar en el hueso de
manera que se provoque el menor trauma sobre los tejidos, para que puedan curar

y remodelarse adecuadamente, evitando ademas cualquier riesgo de infeccion
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periimplantaria con un ambiente quirdrgico lo mas aséptico posible. Principalmente
se debe tener en cuenta que el hueso es sensible al calor, por lo que para evitar el
sobrecalentamiento producido por el fresado 6seo, se debe irrigar con suero
fisioldgico abundante como refrigerante y utilizar una serie progresiva de fresas con
determinadas formas y velocidades de rotacién. Y, por otro lado, el lecho creado
debe ser ligeramente menor que el didmetro del implante para, en primer lugar,
lograr una estabilidad primaria del implante suficiente, y en segundo lugar facilitar al
maximo la colonizacion celular de la superficie del implante y ayudar a que se
produzcan los minimos micromovimientos posibles durante todo el proceso que

debe llevarse a cabo para alcanzar la oseointegracion.

C. Las condiciones de carga del implante se deben controlar no sélo para conseguir una

adecuada oseointegracion, sino para mantenerla a largo plazo.

Tras la formacién de nuevo hueso ordenado alrededor del implante, si son adecuadas la
magnitud, direccién y frecuencia de la carga recibida, se favorecera la remodelacion
6sea necesaria para el mantenimiento de esta oseointegracion, de forma que se llegue

a un estado estable con una distribucién favorable de las cargas funcionales en el hueso.

2.3. MATERIALES PARA LA FABRICACION DE IMPLANTES DENTALES

La mejora de la oseointegracidn a corto y largo plazo depende de multiples factores que
debemos tener en cuenta.

En el contexto de la biomedicina, el titanio y sus aleaciones, juntos con los aceros
inoxidables y las aleaciones de cromo-cobalto, han sido los metales histéricamente mas
utilizados para la fabricacion de implantes dentales, ademds de otras aplicaciones
biomédicas. Pero también se han utilizado otros materiales, como las ceramicas o la

circona.
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2.3.1. PROPIEDADES QUE DEBE CUMPLIR EL MATERIAL

A. Biocompatibilidad, ya sea un material bioinerte o bioactivo.

B. Buenas propiedades mecanicas para soportar las fuerzas de la masticacion y cumplir
correctamente la funcién de reposicién de los dientes.

C. Resistencia a la corrosion, ya que los fluidos orales son altamente corrosivos.

D. Radiopacidad, para poder controlar su relacion con el hueso y el medio vivo
circundante.

E. Ligereza.

F. Esterilizable.

G. Buena disponibilidad y facil procesado.

H. Econdmico.

2.3.1.1. BIOCOMPATIBILIDAD

En un sentido amplio, la RAE define “biomaterial” como: “material tolerado por el
organismo, utilizado para prétesis y otros fines”, es decir, un material natural o sintético
disefiado para actuar con sistemas bioldgicos con el objetivo de tratar, aumentar o
reemplazar algun tejido, 6rgano o funcién del cuerpo. Dentro de estas definiciones
entrarian, por ejemplo, los biomateriales utilizados para valvulas cardiacas, lentes de

contacto, prdtesis de cadera, etc., ademas de los implantes dentales.

Segln el origen o naturaleza del biomaterial, podemos clasificarlos en:

A. Biomateriales de origen bioldgico, como: colageno, hidroxiapatita o quitina.
B. Biomateriales de origen artificial, como: ceramicas, metales, polimeros o materiales

compuestos por alguno de los anteriores.

Los biomateriales poliméricos son utilizados en biomedicina, por ejemplo, para fabricar
catéteres, protesis cardiacas valvulares, cementos dseos o lentes de contacto.
Los biomateriales metdlicos se utilizan cuando es imprescindible que el material tenga

propiedades fisicas adecuadas para soportar carga, como ocurre en las prétesis de
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cadera o los implantes dentales. Estas propiedades fisicas adecuadas las poseen por
ejemplo las aleaciones de cobalto, cromo o titanio.

Mientras que las bioceramicas, pueden utilizarse en la fabricacion de implantes que no
soporten cargas, como en el caso de prétesis en cirugias de oido medio, o como
recubrimiento sobre otros biomateriales que si tengan capacidad para soportar cargas,
como los metales. La aplicacion como recubrimiento en tratamientos de superficie de
otros biomateriales, se lleva a cabo también con biomateriales de origen biolégico,

como los citados anteriormente (22,23).

Otra forma de clasificar los biomateriales es segun el caracter de la biocompatibilidad
gue manifiestan, distinguiendo entonces materiales bioinertes o bioactivos.

A grandes rasgos, los biomateriales bioinertes son materiales no téxicos y
biolégicamente inactivos, mientras que los bioactivos son biomateriales no toxicos pero

si biolégicamente activos.

Los biomateriales metdlicos y no metdlicos se han estudiado en el campo de la
rehabilitacion ortopédica desde comienzos del siglo XX.

En los afios 60 del siglo pasado, se estudié ampliamente la aplicacidon de ceramicas de
alta pureza de 6xido de aluminio, carbono, compuestos de silicio-carbono y aleaciones
con un grado intersticial extrabajo (ELI). Todos ellos materiales biocompatibles y
bioinertes, quimicamente estables dentro de organismos vivos.

A partir de la década de los 80, las investigaciones dieron paso al estudio de sustratos
bioactivos que pudiesen influir positivamente en la respuesta del organismo vivo al

biomaterial (2).

Todas estas investigaciones han sido la base a los estudios actuales, con el objetivo de
obtener un biomaterial ideal con modificaciones superficiales que influyan conveniente
y directamente en el comportamiento a corto y largo plazo de la interrelaciéon implante-

tejidos circundantes.
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2.3.1.2. PROPIEDADES MECANICAS

Las fuerzas ejercidas sobre la prétesis implantorretenida y, en consecuencia, sobre el
propio implante durante el desarrollo de las funciones que debe cumplir el complejo
implanto-prétesis, incluyen componentes de traccion (someter al material a dos fuerzas
opuestas y que en consecuencia tienden a alargarlo o estirarlo), compresién (someter
al material a dos fuerzas con la misma direccidon y sentido contrario, y que en
consecuencia tienden a acortarlo, deformarlo o disminuir su volumen) y cizallamiento
(deformacion lateral por el efecto de una fuerza externa tangencial a la superficie sobre

la que actua).

La fatiga es el proceso de cambio estructural permanente, progresivo y localizado que
ocurre en un material sujeto a tensiones variables en algin punto o puntos y que
produce deformaciones, grietas o la fractura completa tras un namero suficiente de
fluctuaciones. La resistencia a la fatiga se puede definir como el nivel de tensién que
produce la rotura después de un determinado numero de ciclos de carga (24).

Todos los fracasos consecuencia de la fatiga del material, se pueden explicar por las
leyes mecdnicas que correlacionan las dimensiones y forma del material, en este caso
del implante, con las propiedades mecanicas del mismo (25,26).

A mayor carga aplicada (en valor absoluto y por la repeticién de ciclos de carga), mayor
esfuerzo mecdnico y, por tanto, mayor posibilidad de exceder el limite de resistencia a

la fatiga del material (25-27).

Principalmente, debemos tener en cuenta la resistencia a la traccidon (definida
anteriormente), la ductilidad y el médulo de elasticidad del material.

La ductilidad es la capacidad que presentan algunos materiales, como los metales y sus
aleaciones, de deformarse plasticamente (de forma permanente e irreversible) sin
romperse al ser sometidos a una fuerza, permitiendo obtener alambres o hilos finos. Los
materiales no dductiles se califican como fragiles. La ductilidad es importante porque se
refiere al potencial de deformacién permanente de los pilares protésicos o de los
implantes en las zonas de grandes fuerzas de tension, principalmente en la conexién del

implante (2).
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Los metales poseen alta resistencia a la traccidn y ductilidad, mientras que, por ejemplo

las ceramicas y carbonos, son materiales fragiles con ductilidad nula o casi nula.

Los organismos que rigen los estandares de consenso para los metales, como la ASTM
(American Society for Testing and Materials), la 1SO (International Organization for
Standardization) y la ADA (American Dental Association), marcan un minimo de

ductibilidad del material del 8% para minimizar las fracturas por fragilidad (26,28-31).

El médulo de elasticidad de un material se define como la relacion entre la fatiga y la
correspondiente deformacion en un material sometido a un esfuerzo que esta por
debajo del limite de elasticidad del material. Indica la rigidez, cuanto mas rigido es un
material mayor es su médulo de elasticidad.

El modulo de elasticidad del implante es inversamente proporcional a la fuerza
transmitida a través de la interfase hueso-implante. Es decir, cuanto mayor es el médulo
de elasticidad del material, menor es la transmision de la fuerza a la interfase hueso-
implante y, por tanto, al hueso.

Lo ideal es que el mddulo de elasticidad del material sea lo mas similar posible al del
hueso (isoelasticidad) para que se produzca una distribucién uniforme de la tensién vy la

interfase hueso-implante resista todas las fuerzas, especialmente de cizallamiento.

2.3.1.3. RESISTENCIA A LA CORROSION

La ASTM (norma G15), define la corrosion como la reaccién quimica o electroquimica

entre un material, normalmente un metal, y su medio, que produce un deterioro del

material y sus propiedades.

En rasgos generales, segun el mecanismo de ataque podemos clasificar la corrosion en:

-Oxidacion directa o corrosion seca: proceso de corrosion en ausencia de electrolito y a

altas temperaturas. Se da en metales expuestos a gases y vapores calientes.
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-Corrosion electroquimica o himeda: proceso de corrosidon que se da cuando el metal
se encuentra en contacto con un medio de conductividad electrolitica, como puede ser

el agua, soluciones salinas o la simple humedad de la atmdésfera.

En concreto, los procesos de corrosidon en la cavidad oral se producen por corrosion
electroquimica o humeda. La resistencia a la corrosidon supone un factor de gran
importancia dada la gran capacidad corrosiva de los fluidos orales, que actian como
electrolitos, en especial la saliva, que contiene gran cantidad de iones (32).

Hay que tener en cuenta que los implantes, aunque intradseos, también se comunican
con la cavidad oral, donde las concentraciones de oxigeno y electrolitos son diferentes
de las de los fluidos de los tejidos, ademas de que el pH varia considerablemente por el
metabolismo bacteriano dentro de la cavidad oral (33—-37).

Electroquimicamente, la corrosioén es la pérdida de electrones por parte de los atomos
metalicos, alterando la estabilidad y la duracidn de la estructura.

En el medio oral, principalmente debemos tener en cuenta la corrosion galvanica, que
se produce cuando dos metales distintos entran en contacto dentro de un electrolito,
produciéndose la aparicion de corrientes entre los dos, como puede ocurrir en la
relacion del implante y la supraestructura protésica que soporta.

Este fendmeno depende de la pasividad de las capas de 6xidos que se forman sobre el
metal, es decir, la capacidad que otorga esta capa de dxidos al metal para permanecer
practicamente inerte en un medio en el que, de otro modo, se comportaria como un
metal activo y por tanto cederia sustancias al medio a través de mecanismos de

corrosién electroquimica (32).

Esta capa de dxidos tiene sdlo nanémetros de espesor y esta compuesta, generalmente,
por dxidos o hidréxidos de los elementos metdlicos con mayor afinidad por el oxigeno,
siendo los principales metales reactivos el titanio, el niobio, el circonio, el tantalio y las
aleaciones de éstos. Las propiedades quimicas de esta capa de dxidos juegan un
importante papel en la biocompatibilidad y capacidad de oseointegracion de los
implantes, ya que limita la interfase entre el medio bioldgico y la estructura metdlica,
determinando la respuesta del organismo y la resistencia a la corrosion del implante en

el medio oral (26).
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2.3.2. BIOMATERIALES PARA IMPLANTES DENTALES

Teniendo en cuenta las propiedades que debe cumplir el material utilizado para la
fabricacion de implantes dentales, varias organizaciones internacionales como la ASTM
o la I1SO, han establecido las bases para la estandarizacion de dichos materiales,
indicando que el titanio y sus aleaciones son el material de primera eleccién en la
actualidad, aunque se han utilizado también aleaciones de cromo, cobalto, aceros
austeniticos, niobio o aleaciones de circonio, ademdas de ceramicas, carbonos y

materiales poliméricos.

2.3.2.1. ALEACIONES DE Cr-Co

El primer uso biomédico de las aleaciones de cromo-cobalto fueron los implantes
dentales. Este hecho se dio gracias a su resistencia a la degradacion en el medio oral.
Pero actualmente se utilizan principalmente en cirugia ortopédica por sus propiedades
mecanicas, quedando su uso en implantologia relegado a la fabricacion de protesis
sobre implantes. En cuanto a su uso para supraestructuras de protesis sobre implantes
junto con implantes de titanio, no se ha observado corrosion galvanica significativa

entre ellos (32,38).

2.3.2.2. ALEACIONES DE Ni-Cr-Ti

El uso de las aleaciones de niquel-cromo-titanio como materia prima para los implantes
dentales se vio cuestionado por la susceptibilidad de las aleaciones de niquel a la
corrosidn, ademas de su dificultad para restablecer la capa pasiva de éxidos. Debido a
su pobre resistencia a la corrosion, se produce la liberacidn de productos de corrosion,
principalmente niquel, pudiéndose producir reacciones de hipersensibilidad y otras

reacciones tisulares que pueden llevar al fracaso del implante (39).
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2.3.2.3. CARBONO

Los implantes de carbono vitreo que comenzaron a usarse en la década de 1960, tenian
un moédulo de elasticidad muy similar a la dentina y al hueso pero, por otro lado, aunque
la rigidez era altamente adecuada, la ductibilidad y la resistencia a la traccién y la
compresidn eran muy deficientes. En consecuencia, el cuerpo de carbono del implante
era incapaz de soportar las cargas fisioldgicas en la cavidad oral, por lo que dejaron de

fabricarse (40).

2.3.2.4. CERAMICAS

En contraposicidn, los implantes cerdmicos que se usaron un tiempo durante la década
de 1960, tenian una buena resistencia maxima a la compresidn pero una rigidez
inadecuada en comparacion con el hueso. La fragilidad natural de la ceramica y su
consecuente susceptibilidad a fallo en tensién y cizallamiento, requeria disefios
geomeétricos del implante la mayoria de veces no compatibles con las limitaciones
anatdémicas del hueso disponible. EIl mddulo de elasticidad de los implantes ceramicos
era aproximadamente treinta y tres veces mayor que el del hueso cortical, lo que
producia escasez de estrés en la interfase hueso-implante. Esto resultaba inadecuado
ya que el implante, al ser muy rigido, absorbia una cantidad desproporcionada de carga
y el hueso en la interfase se volvia atrofico por desuso al no estimularse la remodelacion

Osea por carga funcional (41).

2.3.2.5. MATERIALES POLIMERICOS

Los materiales poliméricos comenzaron a usarse para la fabricacion de implantes
dentales durante los afios 30 del pasado siglo. Pero debido a su composicidn, los
cambios de temperatura o ambiente afectan a sus propiedades fisicas. Ademas,
presentan pobres propiedades mecanicas. En comparacién con el hueso, la mayor parte
de los polimeros tienen un mddulo de elasticidad inferior, con magnitudes cercanas a

los tejidos blandos.
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Por estas caracteristicas, los polimeros se han dirigido a su utilizacion como
recubrimiento en tratamientos de superficie de implantes y otras aplicaciones dentales
como la fabricacion de membranas para regeneracion tisular guiada, pero no para su

uso como materia prima para implantes dentales (2).

2.3.2.6 CIRCONA

El diéxido de circonio o circona (ZrO,) es un material ceramico biocompatible y estético, ya que
es de color blanco. Los implantes de ZrO, son bioinertes, radiopacos y presentan una alta
resistencia a la corrosion, a la flexién y a la fractura, aunque un médulo de elasticidad superior

(200 GPa) al del titanio (42,43).

Actualmente, hay pocas casas comerciales que comercialicen implantes de circona, y todos ellos
son monobloques implante-pilar (Fig. 14), lo que dificulta las opciones de rehabilitacion
protésica posterior (dando sélo opcidn a protesis cementadas) y practicamente obliga a realizar

una cirugia guiada para conseguir una paralelizacién y posicion del implante precisas.

Ademads, se recomiendan Unicamente para implantes unitarios o intermedios, nunca para
extremos libres ni arcadas edéntulas. Por el momento no se considera a la circona como material
sustitutorio del titanio, sino sélo como un material que poco a poco puede ir abriéndose paso

en el mercado.

Figura 14: Implante de circona (tomada de Bredent®).
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2.3.2.7. TITANIO

El titanio es un elemento quimico de simbolo Ti y numero atémico 22, perteneciente al
grupo de los metales de transicidn. Es el cuarto metal mds abundante en la superficie
terrestre y posee puntos de fusidon y ebullicion altos (1668,85 °C y 3287,85 °C,
respectivamente), que lo hacen por ejemplo adecuado para uso en estructuras
espaciales. Es un metal ligero (4,5 g/cms), tiene una densidad de un 45% menos que el
acero (7,8 g/cm3) y sélo un 60% mas que el aluminio (2,7 g/cm3).

La excelente biocompatibilidad del titanio y sus aleaciones esta bien documentada. El
titanio, como material bioinerte, tiene escasa o nula influencia en los tejidos vivos que
lo rodean, no cediendo ninguna sustancia en cantidades perjudiciales, por lo que no
provoca reacciones no deseadas en el medio bioldgico.

La mayoria de autores coinciden en explicar el alto componente bioinerte y la gran
biocompatibilidad del titanio, principalmente por su gran resistencia a la corrosion, lo
qgue permite ademads una favorable oseointegracion. Esto se fundamenta en que cuanto
menor sea la cantidad de residuos o sustancias cedidas al medio bioldgico por parte del
biomaterial, mayor sera el contacto entre el tejido circundante y dicho biomaterial, y

mejor la respuesta de estos tejidos a la presencia del implante (44).

Ademas, se ha estudiado que el mddulo de elasticidad del titanio (110 GPa) es incluso la
mitad o menos del de otros metales como el acero inoxidable de uso quirurgico o las
aleaciones de cromo-cobalto. Al tener un modulo de elasticidad mas proximo al hueso
(20 GPa), disminuye el fendmeno de relajacion de tensiones en el tejido d6seo
circundante, favoreciendo asi la remodelacion dsea necesaria para alcanzar y mantener

una correcta oseointegracion (45).

Por otro lado, el titanio es muy reactivo a altas temperaturas con el oxigeno, el nitréogeno
y el carbono. Sin embargo, a intervalos de temperatura corporal (alrededor de los 36
°C), es excepcionalmente resistente al ataque por 4acidos, bases, compuestos
halogenados, agua salada, gases corrosivos y medios organicos, ya que se crea la capa
superficial de 6xidos mencionada anteriormente. Al contrario que el titanio, el didéxido

de titanio (TiO,) es un compuesto estable que le aporta al titanio esa gran resistencia
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quimica y a la corrosidn. En contacto con el medio bioldgico, el titanio con su capa de
TiO, de entre 3-10 nm (46) es tan resistente a la corrosion como el niobio o el tantalio

y significativamente mas que el acero inoxidable o las aleaciones de cromo-cobalto (44).

Considerando las caracteristicas y propiedades comentadas anteriormente, queda
justificado el uso mayoritario y ampliamente extendido del titanio como principal
biomaterial para la fabricacion de implantes dentales, siendo actualmente el material
de eleccion por excelencia al cumplir de forma adecuada, a diferencia del resto de

materiales, todos los requisitos y cualidades que se requieren para este uso concreto.
2.3.2.7.1. GRADOS DE TITANIO Y ALEACION DE TITANIO

Segun las normas internacionales (ISO 5832-2 y ASTM F67-00) hay cuatro grados de
titanio CP (comercialmente puro) usados en odontologia (grados de 1 a 4) y un grado de
aleacion de titanio (grado 5).

El titanio comercialmente puro se compone de un minimo de 98,9% de titanio, siendo
el resto elementos intersticiales como el oxigeno (0), el nitrégeno (N), el carbono (C),
el hierro (Fe) o el hidréogeno (H). Segun la proporcion de elementos intersticiales se
distinguen 4 tipos o grados normalizados de titanio para aplicaciones biomédicas o

titanio quirurgico (Tabla 1).

ELEMENTOS INTERSTICIALES

Fe 0] N C H Ti
GRADO | 0,20 0,18 0,03 0,10 0,0125 99,47
GRADO 2 0,30 0,25 0,03 0,10 0,0125 99,30
GRADO 3 0,30 0,35 0,05 0,10 0,0125 99,18
GRADO 4 0,50 0,40 0,05 0,10 0,0125 98,93

GRADO 5 ALEACION DE TITANIO

Tabla 1: Composicidn de los distintos grados de titanio (en %), segiin normas ASTM.
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Conforme disminuye el grado de pureza del titanio comercialmente puro, o dicho de
otro modo, conforme aumenta el grado desde el grado 1 al grado 4 (mayor
concentracion de elementos intersticiales), aumenta la rigidez, resistencia mecanica y
dureza del titanio. Por otro lado, se vuelve menos fluido en estado liquido, disminuye la

ductibilidad, la resistencia a la corrosién y se dificulta su colado.

El grado 1 es el mas puro y por tanto, el mas maleable al ser el de menor contenido en
hierro y oxigeno. El grado 2 es mas comun y abundante que el 1. En los inicios de la
utilizacion del titanio para implantes dentales, todos ellos eran fabricados en titanio
grado 2, pero la demanda de mejores propiedades mecanicas y fisicas dieron paso a su
utilizacion en proétesis. El titanio grado 3 es el menos comun de los cuatro grados.

El 4 es el mas fuerte de los cuatro grados y el que mayor proporcidon de hierro y oxigeno
presenta. Por estas caracteristicas, se suele utilizar titanio comercialmente puro de
grado 2 y 4 para la confeccién de estructuras protésicas. El de grado 2 se utiliza
principalmente para protesis fija; mientras que el de grado 4 para prétesis removible,
cuando se necesita obtener la fabricacién de resortes, ganchos, etc., que requieren
cierta elasticidad pero a la vez resistencia a la corrosién que no pueden proporcionar

otras aleaciones.

A partir de cierta concentracidon de elementos intersticiales, ya no se considera al titanio
como comercialmente puro y se conoce como “aleacion de titanio”, siendo éste el
titanio grado 5. El titanio grado 5 o aleacion de titanio-aluminio-vanadio (Ti-6Al-4V o
Ti64) ha demostrado exhibir una de las mas atractivas combinaciones de propiedades
mecanicas y fisicas, resistencia a la corrosién y compatibilidad dentro de todos los
biomateriales metalicos (47). Esta aleacién esta formada por un 90% de titanio, 6% de
aluminio que disminuye el peso especifico y mejora el médulo de elasticidad, y un 4%
de vanadio que disminuye la conductividad térmica y aumenta la dureza (2).

La principal ventaja de la aleacién de titanio comparada con otros grados de titanio es
su resistencia. La aleacion de titanio (930 MPa de resistencia a la tensidn) es cuatro veces
mas fuerte que el grado 1 de titanio CP (240 MPa) y casi el doble de fuerte que el grado
4 (550 MPa). La resistencia maxima y la resistencia a la fatiga son consideraciones

fundamentales dadas las variaciones de los perfiles de carga a los que los implantes son
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sometidos en boca y las posibles fracturas de los componentes debido a materiales o
disefios inadecuados.

El médulo de elasticidad (rigidez) de los cuatro grados de titanio es similar (103 GPa), y
de la aleacidn de titanio sélo ligeramente mas alta (113 GPa). El titanio y su aleacion
tienen el moédulo de elasticidad mas cercano al hueso (20 GPa), ya que pesar de ser casi
6 veces mayor que el de la cortical 6sea, se asimila mas a la rigidez del hueso que el de
cualquier otro metal utilizado como biomaterial (2).

En la actualidad contindan las investigaciones en este campo, con el objetivo de mejorar

las propiedades del material y acortar el periodo de oseointegracion.

2.3.3. RESPUESTA CELULAR FRENTE AL MATERIAL

De forma sencilla, los primeros eventos a nivel quimico, molecular y celular en el

momento de la colocacidn del implante, son los siguientes (48-50):

A. La superficie del material entra en contacto con el agua y las proteinas de los fluidos
fisiolégicos. Silas propiedades superficiales son las adecuadas, las proteinas se adsorben

al material, es decir, quedan retenidas en su superficie.

B. Tras ello, las células interaccionan a través de uniones débiles no especificas con la

capa proteica adherida a la superficie del material.

C. Posteriormente, se forman interacciones adhesivas mds fuertes gracias a las
integrinas, proteinas de membrana de las células osteogénicas que, a su vez, reconocen

regiones especificas de las proteinas de la matriz extracelular ésea.

D. En funcidn de la densidad de estas adhesiones y su distribucion, las células

osteogénicas forman complejos moleculares mas estables denominados adhesiones

focales que conectan las proteinas extracelulares con el citoesqueleto celular.
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E. Por ultimo, las adhesiones focales se agrupan formando complejos de mayor tamafio
y se inician cascadas de sefializacién celular que modulan procesos como la

proliferacién, migracién o diferenciacion.

La excelente respuesta de la aleacidn de titanio en el organismo a corto y largo plazo se
debe a las propiedades especificas de su superficie, ya que es ésta la que interactuia
directamente con el medio desde que el implante dental entra en contacto con los
tejidos circundantes.

Como ya hemos comentado, el titanio y sus aleaciones producen una capa de dxidos
altamente protectores al exponerse al medio y reaccionar con el oxigeno. De esta forma,
se evita el contacto directo del metal con el medio circundante haciendo que la
superficie del implante no entre directamente en contacto con los tejidos, sino que lo
haga a través de la capa de déxidos de su superficie.

Por ello, las propiedades y caracteristicas quimicas y superficiales de esta capa de éxidos
y la superficie del implante, son los aspectos mds importantes desde el punto de vista
de la biocompatibilidad y la oseointegracion.

La modificacion de estas propiedades y caracteristicas tienen como objetivo aumentar
la rugosidad superficial y favorecer los procesos osteoinductivos, estimulando Ia
diferenciacidén de los osteoblastos, que son los responsables de la sintesis de matriz
6sea. Esto se consigue, ademds de incrementando el area superficial al aumentar la
rugosidad, mediante la estimulacién de la actividad quimica hidrofilica, aumentando la
humectabilidad para permitir que las células 6seas lleguen mas rapidamente a la
superficie, entrando en contacto osteogénico con ella y reduciendo asi el tiempo de

maduracién del hueso.

2.4. DISENO

El disefio del implante, tanto a nivel macroscdpico como microscdpico, es clave en
cuanto al comportamiento clinico de los mismos y el éxito final del tratamiento.
A nivel macroscopico, el disefio del implante es importante para una correcta

transmisién de cargas durante las funciones que debe cumplir el complejo implanto-
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protesis, ya que esto va a determinar el consecuente buen desarrollo del remodelado
6seo y la estabilizacion del hueso receptor, de forma que no sélo se logre la
oseointegracion, sino que se mantenga a corto y largo plazo.

El correcto disefio de los implantes puede compensar el riesgo de cargas oclusales
excesivas, pobres densidades dseas y, por otro lado, posiciones, nimero o tamafio de

los implantes no ideales (2).
2.4.1. DISENO MACROSCOPICO

Desde un punto de vista macroscépico, podemos dividir el implante en dos partes: el

Cabeza o conexion

—_

cuerpo y la cabeza o conexidn (Fig. 15).

Cuerpo

Figura 15: implantes dentales en los que distinguimos cuerpo y cabeza o conexién. A la izquierda, un

implante de conexidn interna. A la derecha, uno de conexién externa (tomada de Biomet 3i ®).

En cuanto al cuerpo, existen tres tipos de implantes:

A. Implantes cilindricos o impactados, bien de paredes paralelas o bien un cilindro
con forma cénica, frecuentemente con perforaciones con el objetivo de que se
cree hueso en su interior de forma que se consiga una retencién mecdnica. Se
introducen por friccién dentro de un lecho éseo preparado para tal fin. Fueron

muy utilizados en los afios 80, pero actualmente estan en desuso (Fig. 16).
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Figura 16: Implantes impactados (tomada de IMZ®).

B. Implantes con cuerpo similar a un tornillo, con rosca, pero que se introducen a

presion en el hueso, como los anteriores (Fig. 17).

Figura 17: Implante impactado con rosca y forma de raiz (tomada de Frialit®).

En el pasado, el disefio del implante se condiciond por la facilidad quirurgica de
colocacién, por lo que los implantes cilindricos o a presién, que son los mas
sencillos de insertar, fueron muy populares en la década de 1980, registrando
tasas de éxito iniciales elevadas (51,52). Sin embargo, tras 5 afios de carga, los
resultados publicados de los implantes cilindricos incluyen pérdidas de hueso
crestal y fallos del implante con una tasa de fracaso del 20%, relacionados con
condiciones de fatiga por sobrecarga y cargas perjudiciales de cizallamiento en
el hueso, por lo que los implantes a presién dejaron paso a los roscados con

forma de tornillo (53).
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Implantes con forma de tornillo, que se introducen roscados en un lecho dseo
preparado para ello y ligeramente mds pequeiio. Son los utilizados en la
actualidad y pueden presentar paredes paralelas o cénicas, ademas de rosca y
microtopografia superficial que aumentan la superficie de contacto hueso-

implante y permiten la fijacidn d6sea inicial y la consecuente obtencién de

estabilidad primaria (54).

Podemos encontrarlos con diferentes longitudes, diametros y caracteristicas

morfoldgicas segun la casa comercial.

A EARARAEE=EEER
,gg,”fjtﬁ qir'rgmrgg
Figura 18: Diferentes tipos de implantes (tomada de BTI®).

Respecto a la cabeza o conexidon del implante con la supraestructura protésica, existen
diferentes formas geométricas segun la casa comercial: cuadrada, hexagonal, octogonal,
dodecagonal, cénica, cénica-almendrada, etc. Y por otro lado, se clasifican en conexién

externa o interna dependiendo de si dicha figura geométrica esta presente o ausente en

la parte mds coronal (55) (Fig. 19-22).

Figura 19: Conexidn externa (izquierda). Conexion interna (derecha) (tomada Misch. Implantologia

contemporanea. 2009).
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Figura 20: Diferentes implantes de conexidn externa (tomada de Misch. Implantologia contemporanea.

2009).
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Figura 21: Detalle de diferentes conexiones externas (tomada de Misch. Implantologia contemporanea.
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Figura 22: Detalle de diferentes conexiones internas (tomada de Misch. Implantologia contemporanea.

2009).

Branemark desarrollé y patentd originariamente un disefio de cabeza de implante que
presentaba una conexion externa en la que de la parte mas superficial emergia un

hexdgono de 0,7 mm de alturay 2,7 mm de diametro (Fig. 23).
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Figura 23: Detalle de la conexién externa de Branemark (tomada de Misch. Implantologia contemporanea.

2009).

Mas tarde, se comprobd que esta conexion sometia al implante a un comportamiento
biomecanico desfavorable, principalmente cuando el implante es sometido a fuerzas
laterales excesivas, produciéndose un aflojamiento de la estructura implanto-prétesis,
progresiva deformacién del hexagono y gap en la interfase de unién del pilar protésico
y el propio implante. Consecuentemente, se produce una mayor transferencia de estrés
y micromovimientos al tornillo y al implante, lo que puede conducir a roturas o pérdida
de la oseointegracién, respectivamente.

Con el objetivo de disminuir estos inconvenientes y mejorar la estabilidad de la
conexion, se introdujeron diferentes cambios como la mejora del disefio del tornillo,
aumento de las dimensiones del hexdgono, la plataforma protésica y el torque de los

tornillos (2,56).

Sin embargo, los implantes de conexidn interna en los que la forma geométrica de la
conexion estd en el interior de la cabeza del implante y los aditamentos protésicos se
introducen en él, al recibir fuerzas no axiales sobre la estructura presentan una mejor
absorcién y distribucion de las mismas, ya que la conexién aporta mayor superficie de
contacto, mayor estabilidad en la zona de unidn pilar protésico-implante y menor gap
en comparacion con la conexion externa. Consecuentemente, se produce menor indice
de aflojamiento y fractura de tornillos. Por ello es la conexion mas utilizada actualmente

(57).

42



REVISION BIBLIOGRAFICA

En cuanto a disefio macroscépico, otro enfoque que se siguid en el pasado pretendia
reducir las complicaciones terapéuticas relacionadas con la placa bacteriana,
presentando una superficie metdlica pulida en la porcidn crestal del implante, ya que de
este modo se acumula menos placa que en las superficies rugosas (58).

El problema de esta filosofia fue que la porcidn crestal lisa se colocaba inicialmente por
debajo del reborde dseo y se fomentaba la pérdida de hueso marginal por la extensién
de una anchura bioldgica después de descubrir el implante en la segunda fase quirdrgica
y por las fuerzas de cizallamiento tras la carga oclusal (59).Por ello se pasé a dejar esta
parte crestal lisa por encima del nivel dseo, no teniéndola en cuenta dentro de los
milimetros totales de longitud del implante, sino siendo una parte independiente del
mismo. La intencidn es alejar la conexion implante-prétesis del hueso, y con ello alejar
la colonizacién bacteriana de la interfase hueso-implante, siendo los denominados

implantes “de cuello pulido” o tissue level (Fig. 24 y 25).

Comparacion de las alturas de cuello

Standard Standard Plus Bone Level

Figura 24: Implantes de cuello pulido o tissue level (tomada de Straumann®).
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Figura 25: De izquierda a derecha: 3 implantes de cuello pulido o tissue level y uno a nivel de hueso, sin

cuello pulido o bone level (tomada de Straumann®).
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En general un implante de titanio de cualquier forma y dimension puede oseointegrarse
siempre que se obtenga una buena estabilidad primaria gracias a una buena técnica
quirurgica que evite un trauma excesivo en el tejido éseo.

Sin embargo, el disefio macroscépico del implante influye enormemente en la forma en
la que se consigue la oseointegracién y como se va a mantener a largo plazo al ser
sometido el implante a cargas funcionales.

En la actualidad, como hemos comentado anteriormente, los Unicos implantes
aceptados son los roscados y en forma de raiz, que respecto a los cilindricos impactados
gue se utilizaron en el pasado, ofrecen gracias a la rosca del implante y al fresado de un
lecho ligeramente menor al didmetro del propio implante, una mejor estabilidad
primaria para evitar micromovimientos no deseados del implante hasta que se consiga

la oseointegracion.

En cuanto al disefio, no sélo influye la forma general del implante, sino también su
didmetro y longitud (parametros cuya eleccién estd sujeta a la cantidad de hueso
disponible). Pero principalmente se debe tener en cuenta posibles variables en cuanto
al disefio de la rosca (paso y altura de la misma) y el cuerpo del implante en toda su
longitud, ya que tienen un importante papel en la transmisidn del estrés oclusal y carga
de la protesis al hueso que lo soporta, pudiendo aumentar o disminuir el riesgo de
aflojamiento del tornillo, pérdida de hueso crestal, pérdida de hueso en el cuerpo del
implante, periimplantitis e incluso fractura del cuerpo del implante. Esta decisién es,
incluso, mas importante cuando los factores de fuerza son mayores de lo habitual (por
ejemplo en pacientes bruxistas), la densidad del hueso es pobre o el tamafio del cuerpo

del implante es menor.

En cuanto al disefio de la rosca, se pueden variar tres parametros de su geometria:

-Paso de rosca: es la distancia medida entre las espiras adyacentes de un implante.

Cuanto menor sea el paso de rosca, mads espiras tendra el implante y por tanto mayor

serd el area de superficie para el contacto hueso-implante por unidad de longitud del

cuerpo del implante (60) (Fig. 26).
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Figura 26: Implantes con diferentes pasos de rosca (tomada de Straumann® y Biomet 3i®).

-Forma de la rosca: es otra caracteristica importante en la geometria global de la rosca,
pudiendo ser, principalmente, cuadradas, en V, en arbotante y en arbotante invertido

(Fig. 27).
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Figura 27: A. Implante dental con rosca en forma de V. B. Implante dental con rosca cuadrada (tomada de

Misch. Implantologia contemporanea. 2009).

-Profundidad de la rosca: es la distancia entre el didmetro mayor y menor de la rosca,

siendo a mayor profundidad mayor el drea de superficie del implante.

Si atendemos al diseio del cuerpo del implante en cuanto a la forma general, debemos
considerar que el extremo apical del implante debe ser plano mejor que en punta, ya
gue la geometria puntiaguda tiene menor drea de superficie, incrementando asi el nivel

de estrés en esa regién del hueso (2).
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2.4.2. DISENO MICROSCOPICO

A nivel microscépico, los primeros eventos que se producen tras la colocacién del
implante en su lecho receptor (contacto con la sangre, adsorcién de proteinas y otras
moléculas, adhesion celular, etc.) dependen, como hemos comentado anteriormente,
de la interaccién de la superficie del material con el medio bioldgico. La respuesta del
medio receptor y los procesos que se produzcan en estos primeros momentos, se ven
influenciados por las propiedades superficiales del material y son los que pueden llevar

0 Nno a una buena y temprana oseointegracion.

Entre los factores a considerar en cuanto al disefio de los implantes, la calidad superficial
del implante (fisicoquimica y topografica) es de gran importancia. De hecho, todas las
interacciones bioldgicas y mecdnicas que se dan entre el implante y los tejidos
circundantes son a través de la interfase creada entre dichos tejidos y la superficie del
material implantado. Debemos pues, tener en cuenta tanto propiedades fisicoquimicas

como topograficas.

Para conocer las propiedades fisicoquimicas del titanio hay que conocer las propiedades
de la capa de éxido de titanio que se deposita sobre su superficie de manera natural y
espontanea, en contacto con el aire y otros medios. Consecuentemente, los agentes
guimicos y bioldgicos no interaccionan directamente con el titanio, sino con esta capa
estable de dxido de titanio que cubre su superficie.

Esta capa protege al material del aumento incontrolado de la oxidacion, reacciones
quimicas y bioldgicas indeseables y de la corrosion. Del andlisis de las propiedades

superficiales de la capa de 6xido de titanio se puede concluir principalmente que (3):

-la naturaleza protectora de la capa de Oxido deriva de su integridad natural y

estabilidad quimica en un amplio rango de pH, electrolitos y fluidos corporales.

-la capa superficial de 6xido de titanio se reconstituye rapidamente tras una pérdida

local de esta pasivacion, por ejemplo, por el efecto de desgaste mecanico.
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-la baja solubilidad de los dxidos de titanio y su escasa tendencia a formar compuestos
de titanio cargados, son aspectos muy relevantes para la biocompatibilidad del titanio,

al hacer que no se cedan sustancias perjudiciales al medio que lo rodea (61).

En cuanto a las propiedades topograficas, podemos decir que la rugosidad y textura
superficial son las mas influyentes en la respuesta del medio circundante tras la
colocacion del implante. En gran medida las casas comerciales se centran en ellas para
conseguir superficies especialmente disefiadas para favorecer el proceso de bio y
oseointegracion.

Por ello, son muchos los tratamientos de superficie que se han aplicado al titanio para
aplicaciones biomédicas, y su clasificacion se puede hacer desde distintos puntos de
vista. De forma sencilla y en funcidn de la propiedad superficial que principalmente
modifican o, dicho de otro modo, segln el efecto que persiguen, podemos distinguir dos

grandes grupos:

A) modificacion morfoldgica y topografica.
B) modificacion fisico-quimica, de la composicidn y la estructura de la capa de éxido o la

formacidn controlada de un nuevo recubrimiento en la superficie.

Siguiendo esta clasificacidon, los tratamientos mas significativos por ser los mas
empleados al haber obtenido buenos resultados de comportamiento bioldgico,

mecdnico y quimico, para cada uno de los grupos, son (3,62):

A) Arenado y grabado acido.
B) Recubrimiento con diferentes materiales (por ejemplo: hidroxiapatita, coldgeno,

materiales poliméricos o melatonina).

Como hemos dicho, la topografia superficial (rugosidad y textura) puede considerarse la
mas importante de las propiedades superficiales que influyen en la respuesta del
organismo a la presencia del implante, ademas de la mas ampliamente estudiada tanto
in vitro como in vivo. Se ha observado que al aumentar la rugosidad del titanio por

encima de la obtenida al ser mecanizado, el implante mejora la respuesta osteoblastica
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in vitro y la oseointegracion in vivo, ya que ésta se acelera, muestra mayor cantidad de
hueso en contacto con el implante y aumenta la resistencia al aflojamiento, puesto que

necesitan pares de torsidn superiores para su extraccion (63).

2.4.2.1. TRATAMIENTOS DE SUPERFICIE

2.4.2.1.1. PARAMETROS DE CARACTERIZACION DE LAS SUPERFICIES

En primer lugar, podemos definir la rugosidad superficial de forma general como el
conjunto de las irregularidades superficiales de paso relativamente pequefio,
correspondiente a las huellas dejadas en la superficie por el procedimiento de
elaboracidn u otras influencias. En el Sistema Internacional la unidad de rugosidad es el

micrémetro o micra (1 micra =1 um = 0,001 mm).

Para comenzar a analizar las diferentes opciones actuales de las que disponemos dentro
del campo de los tratamientos de superficie que pueden darse al titanio para implantes
dentales, debemos, en primer lugar, hablar de ciertos parametros que nos ayudan a

comparar y caracterizar las superficies.

Los parametros mas comunes y utilizados en general son parametros de descripcion
vertical del perfil (rugosidad en altura), como Ra, Rg, Ry o Rz. Pero también hay
parametros de descripcion horizontal como Pc (nimero de picos del perfil por unidad

de longitud) o HSC (nimero de crestas emergentes por unidad de longitud).

Ra: media aritmética de los valores absolutos de las desviaciones del perfil desde la linea
central. Se calcula en um y es el parametro habitualmente utilizado para cuantificar la

rugosidad de las superficies.

Rqg: media de la raiz cuadrada de las desviaciones del perfil, es el valor medio de la raiz
cuadrada de las desviaciones del perfil respecto a la linea media, dentro de la longitud
de la muestra. Este parametro es mas sensible que Ra a valores extremos debido a la

operacion cuadratica.
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Rz: altura de las irregularidades en diez puntos, o dicho de otro modo, media de los
valores absolutos de los cinco picos mas altos (Ypi), mas el valor medio absoluto de los
cinco valles mas profundos (Yvi), dentro de la longitud de la muestra. Este pardmetro es

sensible a los cambios pronunciados en las caracteristicas topograficas de la superficie.

Ry: altura maxima del perfil. Valor que describe la distancia entre el pico mas alto del

perfil (Yp) y el fondo del valle mas profundo (Yv) dentro de la longitud de la muestra.

2.4.2.1.2. ARENADO

Dentro de los tratamientos de superficie, el chorreado o arenado con particulas es uno
de los mas utilizados. El efecto conseguido varia principalmente en funcion del material
utilizado y el tamafio de las particulas.

Si analizamos la adhesion en funcién del Ra, parece claro que al aumentar la rugosidad
aumenta la adhesién, pero depende también del tipo de naturaleza y tamafio de las
particulas de proyeccion y del tipo de rugosidad obtenido (3).

Se han utilizado tamanos de particulas diferentes para el arenado del titanio y sus
aleaciones, desde unos pocos micrémetros que dejan rugosidades inferiores a Ra = 0,1
um (64), tamafios medios de entre 25-75 um obteniendo rugosidades de Ra = 0,15-0,5
um (25,26,65—-67) o mayores, entre 200-600 um, para rugosidades incluso de Ra = 2-6
um (27,68,69). Las particulas con las que se han obtenido mejores resultados para el
arenado de implantes dentales son las formadas por alimina vy silice, es decir, 6xidos
inertes y abrasivos. Y de entre estos dos, por ser el mas estudiado (65,66,70—-73), facil
de encontrar en el mercado y tener un coste asequible dentro del campo de los

abrasivos, el 6xido de aluminio o alimina es uno de los mas extensamente empleados.
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2.4.2.1.3. GRABADO ACIDO

Otro de los tratamientos de superficie mas usados es el grabado acido, que consiste en
banos de diferentes acidos: acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido
fluorhidrico, etc., de forma que se produce una microtexturizacion en la superficie del
titanio por sustraccién de materia sin dejar residuos. Ademas, de este modo se consigue
un tratamiento uniforme de la superficie y se controla la pérdida de la sustancia metalica

del cuerpo del implante (74).

Estos bafios pueden ser en un solo acido o una combinacion de ellos (técnica dual con
dos acidos o técnica tridcido) obteniéndose mejores resultados al combinarlos (25,64—
66,75). La rugosidad previa al grabado, la mezcla acida, la temperatura de bafio y el

tiempo de grabado son variables que afectan a dicho proceso.

2.4.2.1.4. COMBINACION ARENADO Y GRABADO ACIDO

El uso de un método dual, chorreado y grabado acido, presenta ciertas ventajas ya que
con el chorreado se consigue producir una macrotextura, que seguida del grabado acido
gue crea una microtextura, consigue obtener finalmente una superficie constituida por
huecos y agujeros uniformemente dispersos.

Hay publicaciones que apoyan esta técnica dual frente a utilizar sélo chorreado o sélo
grabado, ya que parece ser que favorece la oseointegracion (76—78), se mejoran las
propiedades osteoconductivas y la capacidad de inducir la proliferacién celular

(68,79,80).

2.4.2.1.5. RECUBRIMIENTO CON FOSFATO CALCICO
Como hemos comentado, la matriz extracelular mineralizada del tejido éseo esta
formada por componente organico (fundamentalmente colageno) y por componente

inorganico formado predominantemente por compuestos de fosfato de calcio,
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principalmente en forma de hidroxiapatita, perteneciente a la familia de los materiales
ceramicos (81).

En consecuencia, los compuestos de fosfato cdlcico utilizados como recubrimiento del
titanio para implantes dentales parecen dar buenos resultados en cuanto a contacto
hueso-implante y formacién de hueso nuevo periimplantario. Esto se basa en que el
fosfato célcico liberaiones Ca** y HPO,”, de forma que los fluidos corporales en contacto
con el implante se saturan de estos iones y el organismo precipita sobre la zona
nanocristales de apatita bioldgica que sirve de sustrato para los osteoblastos en la

produccién de hueso nuevo (82-85).

El fosfato cdlcico puede depositarse sobre la superficie del implante mediante distintas
técnicas como pulverizacion catddica, proyeccién de particulas (plasma spraying),
deposicidon electroforética o precipitacion biomimética. Esta ultima intenta simular el
proceso natural de precipitacion de cristales de apatita bioldgica a partir de fluidos
bioldgicos simulados (a temperatura y pH similares a los del organismo) (86). Otro
método es el proceso DCD® (Discrete Crystalline Deposition), que consiste en la
deposicion de cristales de fosfato de calcio a escala nanométrica sobre la superficie del
titanio. El fosfato calcico se suspende en una solucién en la que se sumerge el titanio,

induciendo a las particulas a “autoensamblarse” en la superficie.

La técnica de proyeccion de particulas ha sido una de las mads utilizadas, pero se han
relacionado fracasos clinicos de implantes por la delaminacién y desprendimiento del

recubrimiento depositado mediante esta técnica (87).

En resumen, podemos decir que en la actualidad la gama de diferentes disefios y
tratamientos de superficie disponibles en el mercado es muy extensa, no existiendo una

opcién claramente mas valida que otra, al menos, de forma consensuada y demostrada.
Se precisan estudios exhaustivos de caracterizacion de la morfologia y naturaleza

qguimica de la superficie resultante, para poder identificar cdmo éstas influyen en la

adhesion de proteinas y, finalmente, en el comportamiento celular.
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2.5. MELATONINA

2.5.1. DEFINICION, BIOSINTESIS Y FUNCIONES GENERALES

Dentro de los tratamientos de superficie mds novedosos se encuentra la aplicacion

tépica de melatonina sobre el implante.

La melatonina es una hormona sintetizada y secretada por la glandula pineal, un érgano
de aproximadamente 120 mg de peso con forma de cono aplanado situado entre los

tubérculos superiores del mesencéfalo, en la fosa pineal (Fig. 28).

. Pineal
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Figura 28: Localizacion anatdmica de la glandula pineal (tomada de Guardia Mufioz (88)).

Inicialmente se definié como una hormona que mediaba las variaciones anuales en la
capacidad reproductora de animales con ciclos de reproduccion estacionales, pero
actualmente se sabe que influye en numerosos aspectos de la biologia circadiana,
acciones mediadas por la union de la hormona a receptores de membrana (89,90),

ademas de estar relacionada con aspectos de la fisiologia intracelular (91,92).

En la actualidad, se considera a la melatonina no como una hormona en el sentido
clasico, sino como un protector celular conservado evolutivamente basandonos en dos

hechos:
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Por un lado, la melatonina no se sintetiza en un drgano especifico. Las enzimas
requeridas para la sintesis de la melatonina se encuentran, ademds de en la gldndula
pineal, también en otros tejidos como la retina, el timo, el bazo, los linfocitos B, los
ovarios, los testiculos y el intestino. Aunque es cierto que la melatonina extrapineal se
produce por drganos especificos para su uso propio, siendo Unicamente la melatonina

pineal la que sale al torrente sanguineo.

Por otro lado, la melatonina no actua en drganos diana especificos, sino que alcanza
diferentes tejidos y, al ser muy lipofilica, tiene la capacidad de actuar a todos los niveles
de la célula, ademds de acumularse en diversas organelas como el nicleo y la

mitocondria (93,94).

La melatonina participa en una gran variedad de procesos celulares, neuroendocrinos y
neurofisioldgicos. Entre ellos, podemos destacar el control del ciclo diario del suefio.
Muchos de los procesos bioquimicos y fisiolégicos de nuestro organismo estan sujetos
a un ciclo circadiano que se repite aproximadamente cada 24 horas, y que, como en el
caso de la sintesis y secrecion de la melatonina por la glandula pineal, estan
determinados por osciladores endégenos fotosensibles en el sistema nervioso central.
De esta forma la melatonina se produce de manera circadiana y no se almacena, sino
gue se libera a sangre al ser sintetizada y alcanza niveles maximos durante la noche,
induciendo el suefio al actuar sobre el sistema nervioso central por medio de receptores
especificos (ML-1, ML-2, ML RR). Por ello, el efecto regulador del ciclo circadiano sugiere
a la melatonina para el tratamiento del insomnio y la mejora de la calidad del suefio

(88).

Por otro lado, la melatonina esta considerada uno de los mas potentes y completos
antioxidantes conocidos, por su capacidad para eliminar, depurar o neutralizar radicales
libres, principalmente el radical hidroxilo (HO®), pero también radicales peroxilo (ROO),
peréxidos de hidrégeno (H,0,), 6xido nitrico (NO) y peroxinitritos (ONOO-) (95).

La elevada capacidad de difusion de la melatonina es una de sus principales

caracteristicas fisico-quimicas para explicar su gran efecto antioxidante, ya que al ser
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una molécula muy lipofilica puede atravesar cualquier membrana celular o de organelas
subcelulares, pudiendo actuar, como ya se ha mencionado, a todos los niveles celulares
(membrana, citosol, nucleo, mitocondria).

Esto unido a su alto potencial redox (alrededor de 0,74 V) que la dota de una alta
capacidad para ceder un electrén y reducir cualquier molécula a su alcance, hacen que
su capacidad antioxidante sea mas eficaz que la de otros antioxidantes conocidos

(89,96,97).

2.5.2. INFLUENCIA A NIVEL OSEO

A nivel de la formacién désea, la melatonina estimula la proliferacion y sintesis de
coldgeno tipo | en osteoblastos humanos cultivados in vitro (98) .

En cultivos preosteoblasticos, se ha observado que aumenta la expresion génica de la
sialoproteina dsea y otros marcadores proteicos de hueso, entre ellos la fosfatasa
alcalina (ALP) y la osteocalcina, de una manera dosis-dependiente, acelerando la
diferenciacién (99).

Por otro lado, se ha estudiado que gracias a su capacidad antioxidante puede interferir
e inhibir la reabsorcién ésea debido a la inhibicidn de la actividad osteoclastica, ya que
como hemos mencionado, uno de los mecanismos a través de los cuales los osteoclastos
reabsorben matriz ésea es a través de la produccidn de radicales libres y el intercambio
de iones.

Ademds, Koyama (100) observé que la aplicacidn tépica de melatonina en dosis entre 5
y 500 pM, disminuia de manera dosis-dependiente la expresion del ARNm de RANK,
ademas de aumentar los niveles tanto de OPG como del ARNm de OPG en lineas
celulares preosteoblasticas MC3T3-E1, inhibiendo asi la osteoclastogénesis al bloquear

la diferenciacidn de los preosteoclastos.

Por lo tanto, la melatonina podria ayudar a la oseointegracidn de los implantes gracias
a su efecto a nivel de la formacion dsea, estimulandola, y a nivel de la reabsorcion dsea,
inhibiéndola. Por lo que podria ser usada como un potencial agente terapéutico en
situaciones en las que sea favorable un aumento de la formaciéon dsea, como

cicatrizacidn de fracturas, osteoporosis u oseointegracion de implantes dentales.
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Estudios in vivo demuestran que tras 4 semanas de aplicacion local junto al implante,
aumenta el hueso, la densidad trabeculary el BIC (porcentaje de hueso en contacto con
el implante) (101). Y tras 2 semanas ya se observa aumento del BIC, aumento del hueso
total periimplantario y también del hueso interrosca, y disminucidn del tejido conjuntivo

total periimplantario e interrosca (89).

2.6. ESTUDIO DE EXPRESION GENICA. CUANTIFICACION DE ARNm ESPECIFICOS

2.6.1. SINTESIS PROTEICA

Como se sabe, los acidos nucleicos, acido desoxirribonucleico (ADN/DNA) y acido
ribonucleico (ARN/RNA), son polimeros de nucledtidos unidos en largas cadenas
mediante enlaces fosfodiéster. El ADN forma una doble cadena helicoidal (con uniones
por enlaces de puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, fuerzas de van der
Waals y electrostaticas). Mientras que el ARN forma una cadena sencilla plegada sobre

si misma, por lo que constituye una estructura menos estable.

El ADN contiene la informacion genética necesaria para la sintesis de proteinas,
responsables de la mayoria de funciones celulares. Esta informacién debe pasar por dos

procesos hasta llevarse a cabo la sintesis proteica: transcripcién y traduccién (Fig. 29).
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DNA RNA PROTEINAS

FUNCIONES CELULARES

Figura 29: Proceso para la sintesis proteica.

La transcripcion es el proceso mediante el cual el mensaje genético de un fragmento de
ADN es copiado, con las bases complementarias correspondientes, en una molécula de

ARN mensajero (ARNm).

La traduccion es el proceso mediante el cual se lleva a cabo la sintesis de proteinas

siguiendo las instrucciones contenidas en el ARNm.

Una vez realizada la transcripcion del cédigo genético contenido en el ADN y formado el
ARNm que contiene la informacion que determina la secuencia de aminoacidos de la
proteina, este ARNm viaja desde el nucleo celular, atravesando su envuelta, hasta los
ribosomas, donde los ARN de transferencia (ARNt) llevan los aminodcidos para su

incorporacion al polipéptido en crecimiento.

El ribosoma, del que forman parte los ARN ribosomales (ARNTr), lee el ARNm y ensambla
los aminodcidos suministrados por los ARNt a la proteina en crecimiento. Por lo tanto,
la expresidon de un gen puede estimarse cuantificando tanto el producto final, la proteina
traducida, como el intermedio, el ARNm especifico para la sintesis de la proteina en
cuestidon. Actualmente el andlisis de la expresion de multiples genes es mas factible

valorando la cantidad del ARNm especifico de cada gen presente en la muestra.
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2.6.2 PCR CUANTITATIVA O EN TIEMPO REAL

La llamada PCR (Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa) es
un procedimiento inventado en 1985 por Kary Mullis para sintetizar in vitro grandes
cantidades de una regién determinada de ADN. Es decir, consigue que un pequefio
segmento de ADN presente en una concentracion muy baja, que pasaria desapercibido
en un analisis cualquiera, se multiplique millones de veces y de este modo pueda ser

detectado con mayor facilidad.

Entre las diferentes aplicaciones de la PCR encontramos:
-modificaciéon del ADN amplificado (mutagénesis in vitro).

-PCR analitica: para determinar la presencia de una secuencia concreta de ADN en
una muestra. Por ejemplo para identificacion de mutaciones, andlisis forenses,

analisis de paternidad, diagndstico de virus, etc.

-PCR en tiempo real (RT-PCR) o PCR cuantitativa: permite determinar la expresién de
un gen en una muestra (organismo, tejido, célula) mediante la medicidn cuantitativa
de la fluorescencia emitida al afiadir un elemento fluorescente en la mezcla de

reaccion en la que se amplifica el ARNm de dicho gen.

De forma sencilla, podemos dividir el proceso de una PCR basica en los siguientes pasos:

-Recogida de la muestra, que puede ser ADN o ARN. En caso de ser ARN, debe
transformarse en ADNc (ADN copia o complementario del ARN de la muestra), ya

gue es mas estable.

-Desnaturalizacion: calentar la muestra a alta temperatura para que las dos cadenas

que forman la doble hélice del ADNc se separen.

-Acoplamiento o hibridacidn: afiadir al inicio y al final del fragmento de ADNc que
gueremos analizar los primers o cebadores, secuencias de ADN complementarias y

especificas para el gen estudiado.
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-Amplificacidn o extensién: duplicacién del segmento de interés de ADN gracias a
una enzima ADN-polimerasa termorresistente, generalmente la Taq polimerasa

aislada originalmente del organismo Thermus aquaticus (Fig. 30).

Este proceso de desnaturalizacion, acoplamiento y amplificacidn se repite cada vez que
termina un ciclo, aumentando exponencialmente la cantidad de ADN, lo que permite
obtener suficiente cantidad de ADN amplificado para realizar el estudio genético

correspondiente.

s Cuarto ciclo o
Gen de interés &=, AMPLIFICACION EXPONENCIAL
ércer ciclo -
/ < - 3
Segundo ciclo
e - —
== |
Primer ciclo e m—TTTTTT o= 30ciclos
DNA molde Y i e
</ N= < —
AN < —— L i rase—
2! copias 5 o7 pom— =
2 copias 4 : 2 =34000 millones de copias
2 copias 2 4 copias

Figura 30: Representacion de la amplificaciéon exponencial de un gen (tomada de IQB. MedCiclopedia).

Los métodos de PCR cuantitativa a tiempo real presentan diferentes ventajas respecto
a las técnicas convencionales de PCR, que requieren someter la muestra a electroforesis,

siendo un proceso menos fiable y exacto.

Como ventajas, podemos destacar que no se requiere la manipulacién después de la
reaccion de PCR, ya que los resultados estan disponibles en cuanto acaba la reaccién (a
tiempo real), es posible realizar la amplificacion y deteccién de un gen normalizador o
control (housekeeping gene o control positivo interno) en el mismo ensayo y hay

disponibles comercialmente cebadores y sondas fluorescentes, como las Tagman,
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especificas para la mayor parte de los genes de interés, siendo el ensayo muy especifico

y la metodologia altamente sensible.

Para llevar a cabo este proceso, necesitamos ADN polimerasa, un tampdn adecuado con
la concentracién de magnesio éptima, dos oligonucleétidos cebadores que acoten la
region a amplificar, una sonda fluorescente especifica y un termociclador, que permite
separar las dos cadenas de ADN a alta temperatura y acoplar los cebadores a

temperatura mas baja para empezar una nueva ronda de sintesis.

Como se ha indicado, en cada ciclo de reaccion se duplica el numero de moléculas que
sirven de sustrato para el siguiente ciclo y se produce por tanto una amplificaciéon del

producto.

Una de las sondas mds empleadas son las sondas TagMan, que estan disefadas para
alinearse con una secuencia diana situada entre las secuencias dianas de los cebadores.
La sonda estd marcada dualmente, con un marcador reporter (R) en el extremo 5" y con
un quencher (Q) en el extremo 3°. Mientras la sonda esta intacta, en su forma libre, la
fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el quencher. La Taq polimerasa
que estd sintetizando el nuevo segmento de ADN puede degradar (hidrolizar) la sonda
situada en ese fragmento, por lo que el reporter y el quencher se separan, de forma que
el quencher no puede absorber la fluorescencia del reporter y se produce un incremento

de la emision de fluorescencia (Fig. 31).
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Figura 31: Representacion del proceso de una PCR cuantitativa (tomada de Fernandez M. 2006 (102))

La cantidad de fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de
producto generado en cada ciclo de la reaccién de PCR y se puede utilizar como medida

III

cuantitativa. Este incremento de fluorescencia puede ser leido a “tiempo real” (durante
el transcurso de la reaccién) por un detector, tras lo que un programa de ordenador

calcula la emisién de fluorescencia ARn utilizando la ecuacion:

Siendo R," la emisiéon de fluorescencia del producto en cada punto y R, la emisién de

fluorescencia basal.

Para apreciar cdmo transcurre el proceso, generalmente se emplea un programa que
dibuja una grafica de amplificacion, donde los AR, se representan respecto al nimero

de ciclos de la amplificacidn.

En el proceso de PCR cuantitativa pueden introducirse variaciones debidas a pequenas
diferencias en las cantidades iniciales de ARN o a diferencias en cuanto a la eficiencia de
la sintesis de ADNc y la amplificacion en la reaccién de PCR. Es por ello que la PCR

cuantitativa requiere la correccion de estas variaciones experimentales mediante la
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normalizacién respecto a un gen control enddégeno (housekeeping gene). Un gen control
ideal es aquel que se expresa de forma constante en diferentes tejidos de un organismo,
en los diferentes estados de desarrollo y cuya expresidon no se ve afectada por ningln

tratamiento experimental.

2.7. LIMPIEZA Y ESTERILIZACION

A. Limpieza

Una superficie verdaderamente limpia es aquella que atdmicamente no contiene otros
elementos que no sean los propios del material que lo constituye.

Los contaminantes pueden ser particulas, peliculas continuas como aceite o huellas
dactilares, impurezas atomicas o capas moleculares causadas por la inestabilidad

termodinamica de la superficie.

Incluso después de reaccionar con el ambiente, las superficies como metales, dxidos o

ceramicas, tienden a disminuir su energia a través de la unidn de elementos y moléculas.

Una preparacion y esterilizacion defectuosas, no eliminar completamente gases
adsorbidos y residuos organicos e inorganicos, producen reacciones adversas del
receptor del biomaterial. Incluso implantes que parecen inicialmente funcionales,
pueden fallar atribuyéndose la posible causa a una limpieza y/o esterilizacidn deficiente
durante el proceso de fabricacién, o a un manejo inadecuado durante la cirugia de

colocacion de los implantes.

Si no se lleva a cabo un proceso de limpieza adecuado y minucioso sobre la superficie
del biomaterial, pueden permanecer restos de lubricantes usados durante la
fabricacion, residuos tras los diferentes tratamientos de superficie, disolventes de

limpieza y otras sustancias indeseables (37,103).
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B. Esterilizacion

La esterilizacidn por rayos gamma es un método establecido desde principios de los afios
70. Sin embargo, su uso biofarmacéutico y biomédico se ha incrementado
principalmente en los ultimos afos, reemplazando otros métodos mas establecidos y
costosos como el del éxido de etileno, que ademas, puede dejar residuos indeseables y

potencialmente téxicos como el etilenglicol o la etilenclorhidrina.

La radiacién gamma es uno de los tres tipos de radiacidn natural, junto con la alfay la
beta. Es una forma de radiacion electromagnética, como los rayos X o la luz ultravioleta,
con una longitud de onda corta (menos de una décima de nanémetro), es decir, una

longitud de onda energética por ionizacidn (alteracién de electrones).

Es un método fisico de esterilizacion, ya que los rayos pasan a través del material

eliminando las bacterias al romper el ADN bacteriano e inhibir la divisidon bacteriana.

La fuente mds comun de rayos gamma utilizada es la que proviene del isétopo radiactivo
Cobalto 60, aunque pueden usarse otros radionuclidos como el Cesio 137. El Cobalto 60
funciona como isétopo fuente y se obtiene especificamente para el proceso de radiaciéon
gamma a partir del Cobalto 59 no radiactivo.

Los fotones de alta energia se emiten desde el Cobalto 60 para producir ionizacién a
través de un material (alteracién de electrones). Este proceso no produce residuos ni
transmite radioactividad al producto esterilizado y se conoce como “proceso frio”,
porque apenas aumenta la temperatura del material esterilizado. Esto permite
esterilizar los implantes dentales en su envase y empaquetado final, ya que la
esterilizacién no depende de la humedad, temperatura, vacio o presién, como ocurre
en otros procesos como la esterilizacidon por vapor en autoclave o la esterilizacion por

calor seco.

Las variables a tener en cuenta en el proceso son el tiempo de exposicion y la dosis de

radiacion, es decir, cudnta energia se absorbe cuando el material estd expuesto a la
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fuente de radiacién. La medicion de la radiacion se expresa en kilograys (kGy), siendo

cada gray la absorcién de un joule de energia de radiacidn por un kilogramo de materia.

En contraposicion a otras técnicas como la esterilizacién de vapor, que puede originar
depdsitos de sustancias organicas que causan una mala adhesidn tisular, la reactividad
guimica de las radiaciones gamma es baja comparada con la de los gases, a menudo
altamente reactivos, por lo que el riesgo de inducir en el implante una reaccion quimica
perjudicial para el paciente, en este caso para las células, es minimo. Ademas no deja

residuos y es una técnica respetuosa con el medio ambiente (104).

En la industria se conocen los limites para la esterilizacion de los diversos tipos de
biomateriales, pudiendo ser todos ellos esterilizados adecuadamente. El control de la
limpieza, preembalado y esterilizacidon correctos ha supuesto un gran avance en la

implantologia dental contemporanea.
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3.1. JUSTIFICACION

En la actualidad, la demanda estética y funcional de los pacientes es cada vez mayor, lo
qgue desencadena un intento continuo por disminuir los tiempos de espera para la
oseointegracion entre la colocacion del implante y la restauracién protésica

implantorretenida.

La hipotesis de partida, basada en los trabajos citados anteriormente, es que se consigue
una mejor oseointegracion con implantes tratados, con mayor rugosidad que los
mecanizados. A partir de ello, este proyecto se justifica ya que apenas hay estudios que
combinen un patrén de rugosidad microtexturizada obtenida a través de grabado acido
dual con recubrimiento de la superficie del implante con fosfatos de calcio y adicion de
melatonina. Siendo ademas un campo todavia poco conocido y estudiado el de la
aplicacion de melatonina, no habiéndose realizado hasta nuestro conocimiento,

estudios in vitro con osteoblastos cultivados sobre titanio y adicién de melatonina.

Los estudios in vitro a corto plazo, realizados al cultivar osteoblastos sobre distintos
sustratos, son los Unicos que nos pueden ayudar a tener informacion sobre cudles son
los primeros eventos de reaccidn entre el implante y las células osteogénicas. Ademas
de ayudarnos a identificar y seleccionar aquellos sustratos mas convenientes para la
rapida curacidon y regeneracion del huésped vy, en ultima instancia, inferir en la respuesta

a largo plazo.

Ademds, las investigaciones publicadas hasta el momento parecen confirmar el efecto
osteogénico de la melatonina y su papel en el metabolismo 6seo, lo que clinicamente
puede traducirse en su utilizacidn como agente terapéutico en situaciones en las que se

desee un aumento de la formacién dsea.

De esta forma, nuestro trabajo se enmarca dentro de las actuales investigaciones y
tendencias en el ambito de la implantologia oral, dirigidas hacia la busqueda de nuevas
moléculas y tratamientos de superficie que influyan sobre el comportamiento celular y

consigan reducir, de este modo, el periodo de oseointegracidn y carga de los implantes,
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consiguiendo asi mejorar la calidad de vida de los pacientes, al poder disfrutar de sus

restauraciones protésicas sobre implantes en un menor periodo de tiempo.
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3.2. OBJETIVOS

En base a los antecedentes expuestos, los objetivos propuestos para el desarrollo de

este trabajo fueron los siguientes:

1. Estudiar la topografia superficial de discos de titanio grado 5 mecanizados, tratados
con técnica de grabado acido dual y grabado acido dual mas recubrimiento con fosfato

célcico.

2.- Analizar la influencia de la rugosidad del titanio sobre la adhesién, proliferacién,
morfologia y diferenciacién de células osteoblasticas humanas cultivadas in vitro sobre

dichos discos de titanio.

3.- Evaluar el efecto de la adiciéon de melatonina como tratamiento superficial del titanio

sobre la adhesién, proliferacion, morfologia y diferenciacion de dichas células

osteoblasticas humanas.
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Para llevar a cabo nuestro estudio, utilizamos 120 discos de titanio grado 5 o aleacion

de titanio (Ti6Al4V) mecanizados y con diferentes tratamientos de superficie.

En primer lugar, analizamos la topografia superficial y rugosidad de los discos mediante
microscopio Optico y microscopio confocal de escaneado laser. Posteriormente, se
lavaron y esterilizaron mediante rayos gamma para prepararlos para el cultivo in vitro
de células osteoblasticas humanas. Tras él, se observd mediante técnicas de
fluorescencia y microscopio electrénico de barrido, el comportamiento celular en las
diferentes superficies estudiando cémo la rugosidad y la adicién de melatonina influyé

en su morfologia, adhesion y proliferacién a corto plazo.

Por ultimo, se llevd a cabo una cuantificacion de ARNm especificos mediante una técnica
de PCR a tiempo real para correlacionar la expresidn génica de genes diana con su
consecuente sintesis de proteinas relacionadas con la diferenciacidon osteobldstica,

estudiando de nuevo la influencia de la rugosidad y la adicidn de melatonina.

A continuacidn, se describira de manera pormenorizada los materiales utilizados y su
preparacion para llevar a cabo el estudio, ademas de las diferentes técnicas y métodos

para la evaluacién del comportamiento celular.

4.1. DISCOS DE TITANIO

Los 120 discos de titanio grado 5 empleados en el presente estudio fueron:

-40 discos de 6 x 2 mm de titanio mecanizado (grupo M).

-40 discos de 6 x 2 mm de titanio tratado mediante grabado dacido dual (acido

fluorhidrico y acido clorhidrico) (grupo G).

-40 discos de 6 x 2 mm de titanio tratado mediante grabado dacido dual (acido

fluorhidrico y acido clorhidrico) y recubrimiento de fosfato calcico (grupo GF).
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4.1.1. FABRICACION Y TRATAMIENTO DE SUPERFICIE

Todos los discos fueron fabricados en las instalaciones de Biomet 3i® (BIOMET 3i Dental
Ibérica. Paterna. Espafia) a partir de las mismas varillas de titanio grado 5 o aleacién de
titanio, aluminio y vanadio (Ti6Al4V) utilizadas para la fabricacion de implantes dentales

(Fig. 33y 33).

Figura 32: Ay B. Varillas de Ti6Al4V (tomada en Biomet 3i®).
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Figura 33: Detalle de un implante dental fresado de una varilla de Ti6Al4V (tomada en Biomet 3i®).

4.1.1.1. MECANIZADO DE LOS DISCOS

Los discos fueron fresados y mecanizados a partir de dichas varillas en tornos

automaticos (Star Micronics ® . Otelfingen, Suiza) (Fig. 34).

Figura 34: Fresadora SR-20 Star Micronics ® (tomada en Biomet 3i®).
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4.1.1.2. BANOS DE ULTRASONIDOS

Tras el mecanizado, todos los discos se lavaron en cubas de ultrasonidos industriales
(ATU Ultrasonidos®. Valencia. Espafia) (Fig. 35-37) con una solucién jabonosa a una
temperatura controlada de 60°C para eliminar restos de aceite y otros posibles residuos
del proceso de mecanizado. Tras ello, se secaron en horno de conveccion forzada (JP
Selecta®. Barcelona. Espaia) (Fig. 38).

Los ultrasonidos son ondas acusticas producidas mediante vibraciones mecanicas que
forman micro-burbujas que se comportan como miles de minusculos cepillos. De este
modo, esta cavitacidon arranca la suciedad sin dafiar o rayar la superficie a limpiar,

incluso en zonas de dificil acceso.

Figura 35: Cubas industriales de ultrasonidos (tomada en Biomet 3i®).

Figura 36: Soporte para limpieza en cuba de ultrasonidos (tomada en Biomet 3i®).
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Figura 38: Horno de conveccién forzada (tomada en Biomet 3i®).

Tras ello, 40 discos seleccionados aleatoriamente fueron separados para constituir el

grupo M o grupo control.

4.1.1.3. GRABADO ACIDO DUAL

Tras los lavados en ultrasonidos y secado en horno de conveccién forzada, se procedid

al tratamiento de grabado 4cido dual de los 40 discos del grupo G y los 40 del grupo GF

(a los que posteriormente se les aplicé un recubrimiento de fosfato célcico).
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Los 80 discos se grabaron con acido fluorhidrico (HF) durante un minuto. Tras ello,
pasaron por un lavado rapido con agua destilada y se volvieron a grabar, esta vez con
acido clorhidrico (HCI), consiguiendo una topografia superficial de poros entre 1-3 um

de didmetro (Fig. 39y 40).

Figura 39: Soporte de los discos para el tratamiento de grabado 4cido (tomada en Biomet 3i®).

Figura 40: Procedimiento de grabado acido (tomada en Biomet 3i®).

Posteriormente, los discos se pasaron a una disolucién de bicarbonato en agua para

neutralizar la accidon del acido y se volvieron a lavar en agua destilada.

A continuacion se pasivaron con acido nitrico (HNO3) para obtener una superficie

homogénea (Fig. 41) y se lavaron de nuevo con agua destilada, dando por finalizado el
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proceso de grabado acido dual. Tras ello, los 40 discos del grupo G terminaron su
tratamiento de superficie, mientras que los 40 discos del grupo GF pasaron a la segunda

fase, el recubrimiento con fosfato calcico mediante un proceso de DCD®.

Figura 41: Pasivacidn con &acido nitrico (tomada en Biomet 3i®).

4.1.1.4. RECUBRIMIENTO CON FOSFATO CALCICO

Para el recubrimiento de los discos del grupo GF, se utilizé hidroxiapatita

[Ca10(PO4)s(OH); ], una forma de fosfato calcico, en suspension de etanol al 99,5%.

Se procedio al secado y molienda de la hidroxiapatita para disminuir el tamafio de los
cristales a escala nanométrica (20-100 nm de didmetro). Posteriormente, se suspendié
en una soluciéon a pH bdsico y concentracion de particulas inferior a 0,5%, en la que se
sumergieron los discos. De esta forma, se obtuvo una deposicidn de cristales de
hidroxiapatita a escala nanométrica, con una distribucién uniforme y homogénea sobre
los poros creados por el grabado dacido, dando por finalizado el tratamiento de

superficie.
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4.1.2.MICROSCOPIA OPTICA

Tras la preparacién de los discos, se numeraron e identificaron en envases individuales
del 1 al 40 los 40 discos de cada grupo, pudiendo de este modo hacer un seguimiento

concreto y adecuado de cada uno de ellos en cualquier momento de la investigacion.

Se escogieron al azar 2 discos de cada grupo y fueron observados y fotografiados
empleando un microscopio 6ptico (OPMI Pico Dental, Carl Zeiss®. Oberkochen.
Alemania) para observar las superficies y las diferencias entre ellas a pocos aumentos

(35x).

4.1.3. MICROSCOPIA CONFOCAL DE ESCANEADO LASER

Posteriormente, se midid la rugosidad superficial de todos los discos empleando un

microscopio confocal de escaneado laser (MicroSpy Topo. Fries Research & Technology

GmbH®. Bergisch Gladbach. Alemania) (Fig. 42).

Figura 42: Microscopio confocal de escaneado laser MicroSpy Topo® (tomada en Biomet 3i®).
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Se realizaron 3 mediciones superficiales aleatorias en cada disco analizando el valor
medio de rugosidad (Ra), parametro habitualmente elegido para cuantificar la rugosidad
de las superficies, con un objetivo de 100x (Fig. 43). Obteniendo de este modo un total
de 360 mediciones.

Los datos obtenidos fueron procesados con el programa de anadlisis FRT Mark Il (Fries
Research & Technology GmbH®), para la evaluacién y presentacion de informes de

medicidn (Fig. 44 y 45).

Figura 43: Disco sobre soporte de medicion del microscopio confocal (tomada en Biomet 3i®)

=loix

Figura 44: Imagen de una ventana del programa FRT Mark lll durante el andlisis de la medicién de un disco

mecanizado (tomada en Biomet 3i®).
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Figura 45: Imagen de una ventana del programa del programa FRT Mark lll durante el analisis de la

medicién de un disco del grupo G (A) y del grupo GF (B) (tomada en Biomet 3i®)

4.1.4.LIMPIEZA

Tras las mediciones realizadas con el microscopio confocal de escaneado laser, todos los
discos volvieron a lavarse para eliminar posibles residuos introducidos durante su
manipulacion.

Los 40 discos del grupo M y los 40 del grupo G, se lavaron de nuevo en cubas de
ultrasonidos industriales con una solucidn jabonosa a una temperatura controlada de
60°C y se secaron en horno de conveccién forzada.

Mientras que los discos del grupo GF, para no afectar al recubrimiento de hidroxiapatita,
se lavaron con agua a un pH ligeramente basico a 70°C durante 15 minutos, y

posteriormente se secaron en horno de conveccion forzada.

4.1.5. ESTERILIZACION POR RAYOS GAMMA

Tras el secado, todos los discos fueron introducidos en su empaquetamiento individual
final sellado en sobres de pldstico transparente y esterilizados mediante rayos gamma

en Steris Corporation (Steris Corp. Applied Sterilization Technologies®. Harwell. Reino
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Unido) manteniéndolos estériles hasta que se procedié a la apertura para ser empleados

en los cultivos celulares.

El proceso se llevo a cabo utilizando como fuente de radiacién el isdtopo Cobalto 60 con
una dosis de radiacién gamma entre 25 y 38 kGy (condiciones indicadas para implantes
de titanio). Las condiciones de esterilidad tras el proceso se garantizan durante 5 afios,

siempre que el empaquetamiento original se mantenga integro y sellado.

4.2. CULTIVO CELULAR IN VITRO DE LA LINEA CELULAR MG63

4.2.1 CULTIVO CELULAR

Para el cultivo in vitro se selecciond la linea celular comercial MG63 (ATCC, referencia
CRL-1427), con caracteristicas osteoblasticas y obtenida a partir de un osteosarcoma

humano.

Las células se cultivaron rutinariamente en frascos en un medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle Medium) conteniendo un 10% de suero fetal bovino
(inactivado por calor tras tratamiento durante 30 min a 56°C) (Fig. 46), glutamina 2 mM,
piruvato sédico 1 mM, aminodacidos no esenciales a una concentracidon 1x, penicilina
(100 unidades/mL) (Fig. 47) y estreptomicina (100 ug/mL). Fueron incubadas a 37°C en
una atmosfera de 5% C0O,/95% aire y al 100% de humedad relativa. El medio se cambié
cada 2-3 dias y cuando las células alcanzaron una densidad igual al 85-90% del estado
de confluencia (es decir, cubriendo aproximadamente el 85-90% de la superficie sobre
la que estaban adheridas) se trataron con una disolucion de tripsina-EDTA (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc®. Waltham. EEUU) (Fig. 48). Se resuspendieron en medio de

cultivo y se sembraron en nuevos frascos a una dilucién de 1/5.
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Figura 46: A) Medio de cultivo DMEM. B) Suero fetal bovino.
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Figura 48: A) Glutamina. B) Penicilina-Estreptomicina. C) Tripsina-EDTA.
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Figura 49: Manipulacidén de los cultivos celulares trabajando en condiciones de asepsia en el interior de

una cabina de flujo laminar.

4.2.2 SIEMBRA PARA LOS ENSAYOS

Los discos de titanio previamente esterilizados, se distribuyeron colocando un disco por

pocillo en placas de 24 pocillos (superficie de cada pocillo, 1.9 cm?).

Con el fin de humectar los discos, se afadié a cada pocillo 1 mL de PBS precalentado a

37 °C. Las placas se mantuvieron en el incubador a 37 °C durante 1 hora.

Las células MG63, cultivadas en las condiciones descritas, se trataron con una disolucién
de tripsina-EDTA para levantarlas del frasco de cultivo, se resuspendieron con medio de
cultivo y se determind su concentracién mediante contaje de una alicuota en un
hemocitdmetro. Las células se diluyeron con medio de cultivo para obtener una

suspension de 6.400 células/mL.

Se retird el mililitro de PBS de cada pocillo y se afiadié a cada uno 1,5 mL de la suspensién
de células. Por tanto, las células se sembraron a una densidad aproximada de 5.000
células/cm?®. Durante el proceso de siembra la suspension de células se agitd

regularmente para que se mantuviesen distribuidas homogéneamente por todo el
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volumen, evitando su sedimentacién. Las placas se introdujeron en el incubador y se

mantuvieron en las condiciones descritas. El medio de cultivo se cambid cada 2-3 dias.

Para determinar el efecto de la melatonina sobre las células MG63, en el medio de
cultivo de la mitad de los discos de cada grupo se afiadié melatonina (melatonina en
polvo. Sigma® San Luis. EEUU) (Fig. 50). Se prepard una disolucion de melatonina 100
mM disuelta en etanol al 96%, apto para cultivos celulares, que se esterilizé mediante
filtracion a través de un filtro de 0.2 um de tamafio de poro. Las alicuotas se
mantuvieron a -20 °C hasta su uso. Cuando fue necesario cambiar el medio de cultivo
conteniendo melatonina, se sacd del congelador una alicuota de melatonina 100 mM y
se anadid al medio de cultivo el volumen necesario de manera que la concentracion final
fuese 50 uM. El resto del volumen de esa alicuota de melatonina se desechd. Al ir
disuelta en etanol, la concentracion final de éste en el medio de cultivo fue del 0.048 %.
Para evitar que cualquier efecto que esta concentracion de etanol pudiese tener en las
células pudiese ser atribuido a la melatonina, al medio de cultivo de las células cultivadas

en ausencia de melatonina también se le afiadié la misma cantidad de etanol.

Figura 50: Melatonina en polvo Sigma®.
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4.2.3. ANALISIS DE ADHESION, PROLIFERACION Y MORFOLOGIA CELULAR

4.2.3.1. DISTRIBUCION DE LOS DISCOS

Los discos se colocaron en placas de cultivo de 24 pocillos. La distribucion se realizé
colocando en cada una de ellas 5 discos de cada grupo (en orden consecutivo del 1 al

20) (Figura 51).

Como se ha mencionado, en la mitad de los discos de cada grupo se llevd a cabo la

adicion de melatonina a una concentracion final de 50 uM.

GF1 | GF2 | GF3 | GF4 | GF5 GF6 | GF7 | GF8 | GF9 | GF10
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GS G10
M1 |M2 |M3 | M4 | M5 M6 M7 M8 | M9 | M10
GF11 | GF12 | GF13 | GF14 | GF15 GF16 | GF17 | GF18 | GF19 | GF20
Gll G12 | Gl13 | Gl14 | G15 Gl6 4 G17 | G18 |4 G19 | G20
M11 | M12 | M13 | M14 | M15 M16 | M17 | M18 | M19 | M20

Figura 51: Representacion de la distribucion de los discos del 1 al 20 en las placas de cultivo.
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4.2.3.2. PROCESADO DE LOS DISCOS

Tras concluir el periodo de incubacién (24 y 72 horas) se seleccionaron 5 discos sin
adicién de melatonina y 5 con adiciéon de melatonina de cada grupo y tiempo de cultivo.
Es decir, un total de 30 discos para el andlisis de adhesion y otros 30 discos para el de
proliferacién. Tras ello, estos mismos 60 discos se emplearon para el estudio de
morfologia celular.

Se retird el medio de cultivo de cada pocillo y se lavaron los discos dentro de los pocillos
con 1 mL de PBS preenfriado a 4°C, proceso que se repitié hasta un total de 3 veces. Tras
retirar el PBS, se fijaron las células 30 minutos con glutaraldehido al 2,5 % en PBS, a
temperatura ambiente.

Se retird el glutaraldehido y se lavaron de nuevo 4 veces con PBS, tras lo que se tifieron
con 1,5 mL de eosina (Merck® Darmstandt. Alemania) disuelta al 2% en agua desionizada
(obtenida por el sistema de desionizacién MilliQ) y acidulada ligeramente con acido
acético (0,7 g de eosina disueltos en 35 mL de agua de calidad MilliQ, a lo que se
afiadieron 10 mL de acido acético glacial).

Tras incubar 3 minutos, se retird la eosina y se afiadié 1,5 mL de PBS en cada pocillo. Se
retird el PBS y se anadié de nuevo 1,5 mL. Este proceso de lavados se repitio dos veces
mas.

Por ultimo, se incubaron con una disolucion de 30 uM del fluoréforo DAPI, disuelto en
PBS y mantenido en oscuridad a 4°C. Las muestras se mantuvieron en esta disolucién a

4°C hasta su observacién con el microscopio de fluorescencia.

Posteriormente, los discos se observaron con un microscopio de fluorescencia (Leica DM
4000 B. Leica Microsystems®. Wetzlar. Alemania). Se tomaron imagenes con la camara
digital DFC-310 XF (Leica Microsystems®), empleando los sistemas de filtros adecuados
y el software Leica Applications Suite version 4.4.0 (Leica Microsystems®) (Fig. 52 y 53).
Para ello, se fueron colocando los discos de forma individual sobre un portaobjetos para
su observacion, manteniendo siempre una capa de liquido cubriendo la superficie de las
células, ya que para su observacion al microscopio no se colocé cubreobjetos sobre los
discos para evitar dafiar las células, por lo que se vigild, si el tiempo de observacion se

alargaba, que la superficie del disco no llegase a secarse.
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4.2.3.3. ANALISIS DE ADHESION Y PROLIFERACION CELULAR

Para el analisis de adhesion y proliferacidon celular se tomaron entre 13-15 fotografias
(para abarcar la superficie completa del disco) de cada uno de los 30 discos para el
analisis de adhesidén tras 24 horas y de los 30 para el analisis de proliferacion tras 72
horas. Se empled el objetivo 5x y filtro para la excitaciéon y emision propias del fluoréforo
DAPI. Las fotos se tomaron de forma secuencial recorriendo la totalidad de la superficie
de “arriba a abajo” y de “izquierda a derecha” (entre 3-4 fotos de lado a lado y 4
repeticiones de izquierda a derecha o derecha a izquierda). De forma que con el
programa Photoshop CC version 2015.1 (Adobe Systems Incorporated®. Mountain View.
EEUU) (la funcién automatica de Merge), se generé la imagen total compuesta del drea
superficial de cada disco (Fig. 54). Las imagenes calibradas se analizaron con el programa
Image-Pro Plus versién 6.0.0.260 (MediaCybernetics®. Washington. EEUU). Se
descompuso la imagen en las diferentes capas de colores y en la correspondiente al azul
se fijaron los umbrales de intensidad para seleccionar de forma automatica las zonas
correspondientes a los nucleos celulares tefidos con el DAPI. La imagen fue examinada
para corregir posibles errores cometidos durante la seleccidon automatica. Tras convertir
la imagen a una imagen en blanco y negro, se conté automdticamente el nimero de
particulas (nucleos) presentes en toda la superficie del disco. Mediante el mismo
programa se determind la superficie util del disco, lo que permitié calcular la densidad

celular (estimada como nimero de nucleos por unidad de superficie) (Fig. 55-57).
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Figura 52: Microscopio de fluorescencia Leica DM 4000 B.

'LEICA DM4000 B

Figura 53: Detalle del andlisis de un disco en el microscopio de fluorescencia Leica DM 4000 B.

Figura 54: Fotografia del disco completo G6 (5X).
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Figura 55: Microfotografia de un disco del grupo G mostrando la fluorescencia debida al DAPI.

Figura 56: Microfotografia de un disco del grupo G mostrando la fluorescencia debida a la eosina.

Figura 57: Composicion de las microfotografias mostradas en las figuras 55 y 56.
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4.2.3.4. ANALISIS DE LA MORFOLOGIA CELULAR

Para llevar a cabo el analisis morfométrico, se emplearon los 60 discos del estudio de
adhesion y proliferacion celular. En cada uno de ellos se seleccionaron al azar 5 regiones
empleando el objetivo 10x y se tomaron 2 imagenes de cada una de ellas, una con los
filtros adecuados para ver la fluorescencia debida al DAPI (regién de longitud de onda
del azul); y otra con los filtros adecuados para la fluorescencia debida a la eosina (region
de longitud de onda del verde). Ambas imagenes al superponerse nos dan una imagen
compuesta mas clara para el correcto estudio de los diferentes patrones morfoldgicos
al poder determinar la presencia de una o mas células (uno o mas nucleos observados
al incorporar el fluoréforo DAPI) y su morfologia (superficie celular observada al tefiirse
las proteinas celulares con eosina) (Fig. 58).

Las imagenes se analizaron con el programa Image-Pro Plus. En cada una de las 5
fotografias compuestas de cada disco se delimitd el citoplasma celular de las células
MG63 cultivadas, obteniendo valores del area total de la célula y el indice de redondez
(Fig. 59). Tras ello, se seleccionaron las 500 primeras mediciones de cada grupo (M, Gy

GF y sus respectivos grupos en que se adicioné melatonina) para su analisis estadistico.

Figura 58: Microfotografia compuesta de parte de la superficie del disco G6 a 10X.
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Figura 59: Delimitacién del citoplasma celular de algunas células del disco G6 mostradas en la figura 58.

4.2.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

4.2.4.1. PROCESADO DE LAS MUESTRAS PARA SU OBSERVACION A SEM

Para el estudio con microscopio electrénico de barrido (SEM) (Jeol JSM 6300. Oxford
Instruments Ltd®. Abingdon. Reino Unido) se prepararon 12 discos seleccionados al azar
(2 discos de cada grupo por cada tiempo de cultivo, uno con adicién de melatonina y
otro sin adicién de melatonina) de entre los discos utilizados para el analisis de adhesion
y proliferacién celular tras 24 y 72 horas de cultivo, respectivamente. La toma de
imagenes a SEM se realizé Unicamente tras el cultivo para poder optimizar la
informacién obtenida de los discos empleados en el estudio, ya que para la observacién
a SEM tienen que procesarse recubriéndolos con oro, como veremos a continuacion, y
tras ello no habrian podido utilizarse para el cultivo. Pero en las mismas imagenes pudo
realizarse un andlisis cualitativo de las diferentes superficies, ya que al ser periodos

cortos de cultivo, los discos presentaban parte de la superficie libre de células.

93



MATERIAL Y METODO

Las muestras para observacién con SEM deben cumplir dos condiciones: estar secas y

ser conductoras.

El proceso de secado debe llevarse a cabo preservando al maximo la estructura original
de la muestra.

Para ello, tras realizar el analisis morfométrico el medio acuoso de los discos se sustituyd
por etanol absoluto hasta realizar el proceso de “punto critico” mediante el cual se
deshidratan las células en atmdsfera de CO, de manera controlada para la perfecta
conservacion del estado y morfologia celular, proceso que se llevd a cabo con un secador

de punto critico Polaron E300 (Quorum Technologies®. Lewes. Reino Unido) (Fig. 60).

Figura 60: Secador de punto critico Polaron E3000 (tomada de Servicio de Microscopia Electrénica UPV).

Finalmente, los discos se orificaron mediante un proceso en bajo vacio para hacer
conductora su superficie y poder observarla a SEM. Para ello, las muestras se adhirieron
a un soporte metdlico mediante una tira adhesiva. Una vez fijadas, se introdujeron en
un equipo de metalizacién y gracias a la técnica de evaporizacién se depositd una
finisima capa de oro sobre la superficie de dichas muestras. Para el proceso de
orificacidn se utilizé un recubridor Bal-Tec. Modelo SCD 005 (Leica Microsystems®) (Fig.

61).
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Figura 61: Recubridor Bal-Tec. Modelo SCD 005 (tomada de Servicio de Microscopia Electrénica UPV).

A continuacidn, se introdujeron las muestras orificadas en el SEM.

Las imagenes obtenidas a través de un microscopio dptico son imagenes de la muestra
a mayor aumento, mientras que las obtenidas por el SEM se forman por radiaciones
emitidas por la propia muestra, de este modo, la imagen que observamos no
corresponde a la muestra ampliada y visualizada a través del microscopio electrdnico,
sino que es una imagen formada a partir de la informacién recibida y analizada de dichas
radiaciones.

Estas radiaciones provenientes de la muestra son provocadas por el haz de electrones
emitido desde el propio microscopio electrdnico. El funcionamiento de este microscopio
se basa en un haz de electrones procedentes de un filamento que es acelerado y
focalizado mediante una serie de lentes electromagnéticas hacia una muestra.

Debido a la interaccion que sufren estos electrones con la muestra, se generan una serie
de sefiales que, convenientemente recogidas y amplificadas, permiten obtener
informacién de ésta tanto desde un punto de vista microscdpico como de su
composicidn quimica.

Los aumentos que se pueden conseguir con este microscopio oscilan entre 10x y

200.000x.
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Las seiiales o radiaciones emitidas desde la muestra son de tres tipos y cada de ellas se

recoge gracias a un detector diferente:

-Detector de electrones secundarios: recoge los electrones que la muestra emite debido
a lainteraccion con el haz incidente. El nimero y la intensidad con que estos electrones
alcanzan la pantalla fluorescente son inversamente proporcionales a la distancia que
han recorrido desde su punto de emision. Por tanto, su proyeccién sobre la pantalla
representa fidedignamente la topografia de la muestra. Esta representacion nos aporta
la morfologia o relieve de la superficie de la muestra con la tipica imagen en blanco y
negro. Es la sefial mas adecuada para la observacion de la muestra por ser la de mayor

resolucion.

-Detector de electrones retrodispersados: recoge los electrones procedentes del haz
incidente que son dispersados por la superficie del material en la misma direccién de
llegada. La intensidad de retrodispersion del electrén es directamente proporcional a su
masa atdémica, por lo que elementos diferentes se observan con mas o menos brillo

seglin sean mas o menos pesados.

Asi como los electrones secundarios nos aportaban informacion sobre la morfologia de
la muestra, los electrones retrodispersados nos ayudan a tener una imagen
composicional, es decir, nos estan indicando la presencia de elementos pesados en la

muestra que variaran su brillo en funcién de su nimero atéomico.

Los d4tomos mas pesados, con mayor probabilidad de emitir electrones
retrodispersados, proporcionan imagenes claras y, por el contrario, los atomos con
menor numero atémico proporcionan imagenes mas oscuras. De esta forma,

obtenemos también una imagen de la superficie pero de menor resolucion.

-Detector de rayos X: recoge los fotones que la muestra emite en forma de radiacién X
debido a la interacciéon con el haz incidente. Estas sefiales son recogidas en un

espectrometro de RX, que separa las lineas de energia emitidas por los diferentes
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elementos contenidos en la muestra, y por comparacion con patrones, permite
identificar dichos elementos tanto de forma cualitativa como cuantitativa, ya que la

intensidad de la radiacién es proporcional a la concentracién del elemento.

Por tanto, desde un punto de vista practico, estas imdgenes pueden aportan
informacién microestructural mediante imagenes electrénicas, bien de electrones
secundarios o de electrones retrodispersados, e informacidn analitica o composicional

mediante la sefial de rayos X caracteristicos (Fig. 62).

Figura 62: Microscopio electrénico Jeol JSM 6300 (tomada de Servicio de Microscopia Electrénica UPV).

Se obtuvieron diferentes imagenes de diversas zonas de la superficie de los 12 discos

seleccionados aleatoriamente a 25x, 100x, 500x, 1000x, 1500x, 2000x, 3000x,
4000x%,5000x%, 6000x y 7000x.
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4.2.5. DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA. CUANTIFICACION DE ARNm ESPECIFICOS

Para la cuantificacion de ARNm especificos se empled el resto de discos de cada grupo
(discos del 21 al 40), que se cultivaron en placas de 24 pocillos de forma analoga a la

descrita en el apartado 4.2.3.1.

4.2.5.1. PURIFICACION DEL ARN TOTAL

Con el fin de determinar si el crecimiento de las células sobre los diferentes discos
provocaba cambios en la expresion de genes relacionados con la diferenciacién
osteobldstica de las células, se cultivaron las células MG63 sobre 5 discos de cada
grupo sin adicién de melatonina y 5 con adicion de melatonina, de forma andloga a la
descrita en el apartado 4.2, durante 1 y 5 semanas. Obteniendo un total de 30 discos
para el cultivo de 1 semana y 30 para el de 5 semanas. A tiempos largos de cultivo la
poblacion de células que crecen sobre el disco sera minoritaria con respecto a la que
poco a poco crezca sobre la superficie de plastico del pocillo no cubierta por el disco.
Para evitar la posible influencia que factores que secreten estas células tengan sobre
las crecidas sobre los discos, los discos se pasaron a una placa nueva el dia 3 (placas
mantenidas en cultivo en total 1y 5 semanas) y los dias 13 y 23 (placas mantenidas en

cultivo en total 5 semanas) de cultivo.

Cuando se cumplid el tiempo de cultivo (1 y 5 semanas) las células crecidas sobre los
discos (o sobre cubreobjetos de vidrio) fueron lisadas y este lisado procesado con el
fin de obtener ARN. Se prepard una placa nueva de 24 pocillos, conteniendo 1 mL de
TBS frio en cada pocillo, y se mantuvo sobre hielo. Los discos de transfirieron a estos
pocillos y, procesando disco a disco, se retird el TBS del pocillo empleando una pipeta
automatica y se afladieron 75 uL de TBS previamente esterilizado y conteniendo 0,02%
del detergente Triton X-100. Con ayuda de la punta de plastico de una pipeta
automatica de 100 ulL se raspé la superficie del disco, succionando y echando el liquido
varias veces sobre la superficie del disco con el fin de lisar las células y recoger el
material solubilizado. Este volumen se pasé a un tubo de 500 uL mantenido en hielo.

Se afadieron 75 ulL mds de TBS conteniendo Triton X-100 sobre el disco, se repitié el
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proceso de raspado y este volumen se pasé de nuevo al tubo (volumen total final

tedrico recogido de la células lisadas, 150 ulL).

Para lisar totalmente las células, los tubos con las muestras se congelaron con
nitrégeno liquido y se descongelaron rapidamente introduciéndolos en un bano de

agua, a 37 °C; este proceso se repitio dos veces mas.

Para obtener ARN total, 25 uL del lisado de las células se pasaron a un tubo de 1,5 mL
y se afladieron 500 uL de TRIzol (ThermoFisher Scientific). Tras agitar brevemente, se
mantuvo 15 min a temperatura ambiente y posteriormente a -20 °C, hasta que se
purificé el ARN.

Para purificar el ARN se siguid el protocolo recomendado cuando se emplea el reactivo
TRIzol, y se utilizaron los reactivos adecuados y se tomaron todas las precauciones
necesarias para trabajar con ARN. Asi, tras dejar que la muestra se atempere a
temperatura ambiente, se afadieron 100 ulL de cloroformo, se agit6 el tubo breve pero
vigorosamente, se incubé 3 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000xg
durante 10 min, a 4 °C. Se pasaron 200 ulL de la fase superior, acuosa, a un nuevo tubo
y se afiadié 1 ulL de glucégeno (200 ug/ul), para favorecer la precipitacion del ARN, y
250 ul de isopropanol. Tras incubar 10 min a temperatura ambiente se mantuvieron
15 min a -20 °C. Tras centrifugar en las mismas condiciones descritas en el paso
anterior el sedimento, que corresponde al ARN precipitado, se lavé dos veces con
etanol a 75 %, se dej6 secar a temperatura ambiente, se disolvié en 25 uL de H,0 y se

mantuvo a -80 °C hasta su uso.

4.2.5.2. RETROTRANSCRIPCION Y PCR CUANTITATIVA DE GENES ESPECIFICOS

La cantidad total de ARN presente en las muestras y su pureza se determind midiendo
la absorbancia de las disoluciones empleando un espectrofotémetro NanoDrop. Para
obtener el ADN copia o complementario (ADNc) a partir del ARN se utilizé el kit de
transcripcién inversa TagMan Reverse Transcription (ThermoFisher Scientific®). Se

emplearon 200 ng del ARN total y la retrotranscripcion se realizé en un volumen final de
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35 ul, siguiendo el procedimiento recomendado por la casa comercial. Las muestras de
ADNCc obtenidas se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.

Se cuantificéd la expresion de los genes de la fosfatasa alcalina (ALP), colageno tipo |
(COLT-1) (en concreto el gen que codifica las cadenas proteicas alfa-1), osteocalcina
(OCN), endopeptidasa transmembrana ligada al cromosoma X y osteonectina (Tabla 2).
Como gen doméstico (housekeeping) normalizador se empledé el gen GAPDH. La
cuantificacién de cada gen se realizé por triplicado, empleando placas de 384 pocillos y
los ADNc obtenidos segun se ha indicado. Se emplearon los TagMan gene expression
assays especificos de cada gen y la TagMan® Universal PCR Master Mix, asi como las
condiciones recomendadas por la casa comercial. La reaccién de PCR se realizé en un

termociclador 7900HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems® Foster City. EEUU).

SIMBOLO DEL GEN PROTEINA QUE CODIFICA

ALPL ALP (fosfatasa alcalina)

COLIAL COLT-1 (cadena alfa-1 del colageno tipo 1)
BGLAP OCN (osteocalcina)

PHEX Endopeptidasa transmembrana

SPARC Osteonectina

Tabla 2: Genes evaluados en la RT-PCR.

Mediante el programa de analisis del termociclador 7900HT Real-Time PCR System se
calculd el valor de Ct (ciclo umbral, cycle threshold) de cada muestra amplificada y, para
normalizarlos, se le resté el correspondiente al gen GAPDH, obteniendo el valor dCt
(ACt). Se obtuvo el valor promedio de las 3 réplicas analizadas de cada muestra
experimental (descartando posibles valores anémalos). Como estado de referencia se

considero el nivel de expresidn que mostraban las células crecidas sobre los discos M en
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cada unade las situaciones experimentales (cultivo de las células durante 1 o 5 semanas,
y en ausencia o presencia de melatonina). Para estimar la expresién relativa de cada gen
con respecto a ese estado de referencia se restod a cada valor de dCt el correspondiente
al valor promedio de dCt de ese mismo gen calculado en las células cultivadas en los 5
discos M, obteniéndose el valor ddCt (AACt). Por ultimo, se calculé el valor promedio de
fold change (“veces de cambio, nUmero de veces”, proporcién en que un gen se expresa
en una muestra con respecto a la expresion observada en otra tomada como referencia)

considerando el valor 279" de los 5 discos de cada grupo experimental.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa SPSS versidn Statistics
Standard 21.0 (IBM®. Nueva York. EEUU) y el programa GraphPad Prism versién 6.01
(GraphPad Software® San Diego. EEUU).

A. ANALISIS ESTADISTICO DE RUGOSIDAD

La rugosidad fue una de las variables respuesta primaria del estudio estadistico. Se midid
en um y se obtuvo, para cada disco, como el promedio de 3 valores consecutivos, por lo
gue se calculd el coeficiente de correlacion intraclase para evaluar el grado de
reproducibilidad entre esas 3 mediciones. El andlisis descriptivo proporciond los
estadisticos mads relevantes para la variable rugosidad: media, desviacién estandar,
minimo, maximo y mediana. Se proporcionaron también los intervalos de confianza al

95% para la rugosidad media.

La normalidad de la variable se contrasté mediante test de Kolmogorov-Smirnov. La
homogeneidad de las varianzas en los diferentes grupos se evalué mediante test de
Levene. Se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor para determinar si el nivel
medio de rugosidad puede o no considerarse homogéneo en los distintos grupos. Las
comparaciones multiples a posteriori estuvieron basadas en la prueba T2 de Tamhane,

para ajustar los resultados a la heterocedasticidad detectada. El nivel de significatividad
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empleado en los analisis fue el 5% (p<0,05). Para un nivel de confianza del 95% y
considerando un tamafio del efecto a detectar f=0,25 (medio), la potencia alcanzada con
el test F del modelo lineal general es 0,68 para detectar diferencias en las medias de

rugosidad de los grupos.

B. ANALISIS ESTADISTICO DE ADHESION Y PROLIFERACION

Para el estudio estadistico de adhesion y proliferacion celular en los 60 discos
seleccionados para ello, se tomd como variable primaria la densidad celular
(células/mm?), obtenida con los datos de recuento total de células por disco vy la
superficie total neta del disco (mm?). Se aplicaron pruebas no paramétricas de Mann-

Whitney. El nivel de significatividad empleado en los analisis fue el 5% (p<0,05).

C. ANALISIS ESTADISTICO DE LA MORFOLOGIA CELULAR

Se tomo como variables primarias del estudio morfolégico el area e indice de redondez
celular. Los datos corresponden a los tomados en los 60 discos seleccionados para el
estudio morfoldgico. Se realizaron mediciones delimitando el citoplasma celular de 500
células por grupo (M, G y GF y sus respectivos grupos en los que se adicioné con
melatonina) Y para los dos tiempos de cultivo, 24 y 72 horas. Por tanto, la muestra para
el analisis estadistico estuvo constituida por datos de un total de 6000 células (500
células x 6 grupos x 2 tiempos de cultivo). El valor del drea (en pm?) se obtuvo marcando
el perimetro de cada célula y la redondez considerando el valor calculado por el
programa (relacidon entre el diametro de un circulo que tuviese la misma area que la
medida en la célula y el eje mayor medido en esa célula), siendo el valor 1 el
correspondiente a un circulo perfecto y estando relacionado un valor superior a 1 con
una menor redondez. Se aplicaron pruebas no paramétricas de Mann-Whitney. De

nuevo el nivel de significatividad empleado en los analisis fue el 5% (p<0,05).
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D. ANALISIS ESTADISTICO DE MARCADORES DE DIFERENCIACION MEDIANTE
CUANTIFICACION DE ARNm ESPECIFICOS

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en la cuantificacion de los ARNm se

-ddCt

realizd comparando los valores de 2 mediante la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney, con un nivel de significatividad de los andlisis del 5% (p<0,05).
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5.1. RUGOSIDAD SUPERFICIAL

5.1.1. MICROSCOPIA OPTICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO

Las imdgenes tomadas con microscopio Optico, nos muestran cdmo ya a pocos
aumentos pueden apreciarse claramente diferencias entre los discos mecanizados
(grupo M) (Fig. 63) y los discos tratados (grupos G y GF) (Fig. 64).

Los discos mecanizados muestran una superficie brillante en la que se aprecian
claramente las lineas concéntricas regulares tipicas del proceso de mecanizado de los
discos. Mientras que en los discos tratados, la superficie presenta un patréon punteado

arenoso mate, caracteristico tras el proceso de grabado acido.

Figura 63: Fotografia de la superficie de un disco del grupo M tomada con microscopio 6ptico a 35x.

Figura 64: Fotografia de la superficie de un disco del grupo G tomada con microscopio dptico a 35x.
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Las microfotografias tomadas con SEM nos muestran, ya a mayores aumentos, estas
diferencias en la superficie. En los discos del grupo M, de nuevo se aprecian las lineas
gue produce el mecanizado (Fig. 65.A), mientras que en los discos tratados, tanto del
grupo G como del grupo GF, se observa una microtexturizacion caracteristica con

pocillos irregulares o pequefias oquedades (Fig. 65.B).

30pm

Figura 65: Microfotografias tomadas con microscopio electrénico de barrido a 2000x. A) Imagen de un

disco del grupo M. B) Imagen de un disco del grupo G.

5.1.2. MICROSCOPIA CONFOCAL DE ESCANEADO LASER

Tras medir la rugosidad de todos los discos del estudio mediante microscopio confocal
de escaneado laser, obtuvimos un total de 360 valores de Ra (Tablas 1-3 de Anexos).

En primer lugar, realizamos un estudio de homogeneidad de las medidas. Para cada
disco se realizaron, como se ha explicado anteriormente, 3 mediciones en 3 puntos
distintos elegidos al azar. Debido a la posible heterogeneidad de la superficie del disco,
se calculd el coeficiente de correlacion intraclase (CCl) para evaluar el grado de

reproducibilidad entre las 3 mediciones (Tabla 3):
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CCl
17 vs. 22 0,89
13 yvs. 32 0,83
23 ys 32 0,88
media 3 comparaciones 0,87

Tabla 3: Reproducibilidad entre mediciones: coeficiente de correlacién intraclase (CCl).

Se obtuvieron valores entre 0,80 y 0,90, lo que se interpretaria como una bastante alta

reproducibilidad, segun la referencia siguiente (Tabla 4):

Rango CCl Reproducibilidad
>0,90 Muy buena
0,71-0,90 Buena
0,51-0,70 Moderada
0,31-0,50 Mediocre

<0,30 Mala/muy mala

Tabla 4: Correspondencia del rango CCl con la reproducibilidad de las mediciones.

5.1.2.1. ESTUDIO DE LA RUGOSIDAD MEDIA (Ra)

Los resultados del analisis de rugosidad media (Ra), nos muestran que los discos mas
rugosos fueron los del grupo GF, con un Ra de 0,354 £ 0,088 um; seguidos de los del
grupo G con un Ra de 0,266 + 0,037 um; y por ultimo los discos del grupo M, con un Ra

de 0,131 £ 0,052 um (Gréafico 1).
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Gréfico 1: Representacion grafica del Ra de los diferentes grupos.

La siguiente tabla (Tabla 5) presenta los datos de rugosidad obtenidos de los diferentes

grupos de estudio.

GRUPO
Total Control M TestG Test GF
N 120 40 40 40
Media 0,251 0,131 0,266 0,354
Desviacién tipica 0,111 0,052 0,037 0,088
IC 95% 0,230-0,2M 0,115-0,148 0254-0278  0,327-0,383
Minimo 0,063 0,063 0,213 0,225
Maximo 0,585 0,359 0,349 0,585
Mediana 0,256 0,120 0,257 0327

Tabla 5: Rugosidad segun grupos de estudio.
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Para cada uno de los grupos puede completarse la informaciédn mediante la estimacion
del intervalo de confianza al 95%: (0,115 — 0,148) para el grupo M, (0,254 — 0,278) para
el grupo Gy (0,327 — 0,383) para el grupo GF.

Para el grupo G, la mediana fue de 0,257 um, es decir, la mitad de los discos utilizados
en el estudio presentaron un nivel superior de rugosidad. Para el grupo GF, fue de 0,327
um, mientras que para el grupo M fue de 0,120 um. El siguiente grafico de cajas y

bigotes representa éstos y otros resultados del estudio estadistico.

0,604

0,504

0,404

T
o
.go,ao- T
g
4
° 1L
0,204
0,104
0,009
T T T
Grupo M Grupo G Grupo GF

Grafico 2: Grafico de cajas y bigotes de los resultados de rugosidad.

La caja concentra al 50% de los casos, siendo la mediana la linea horizontal que la divide.
Los bordes superior e inferior de la caja se corresponden con el 12 y 32 cuartil, por debajo
de los cuales estd el 25% y 75% respectivamente de la muestra. Los “bigotes” se
extienden hasta los valores en un rango aceptable, por encima de los cuales estan los

atipicos (circulados) y los extremos (estrellados).

Se verificd la hipdtesis de normalidad y homogeneidad de varianzas, para una aplicacién
fiable del posterior modelo ANOVA. El test de Kolmogorov-Smirnov concluyé que sdlo
en el grupo G puede aceptarse un ajuste suficiente a la normal (p=0,175). En los otros
dos grupos, se advirtié una cierta asimetria a la derecha (p<0,001). El test de Levene

concluyéd que existe heterogeneidad de las varianzas (p<0,001). Es decir,
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independientemente del nivel medio de rugosidad de cada grupo, la variabilidad

observada no es comparable.

Aunque la muestra por grupo fue de tamafio moderado (n=40), las desviaciones
detectadas hicieron adecuada la transformacién de la variable respuesta. Con una
transformacién de la familia Box-Cox de potencia -0,9 se consiguid la normalizacién de
la variable, pero no la homogeneidad de varianzas. Esto permitid la aplicacidn fiable del
modelo ANOVA, pero para controlar el problema de la heterocedasticidad, se utilizd una
prueba de comparacidon multiple especifica para este tipo de situaciones, el test T2 de

Tamhane.

Se encontraron diferencias significativas en la rugosidad media de los 3 grupos

(p<0,001).

Para comparaciones dos a dos, éstos fueron los resultados:

CONTROL M TESTG TEST GF
CONTROL M
TESTG <0,001***
TEST GF <0,001*** <0,001***

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Tabla 6: Comparacion de rugosidad media entre pares de grupos. Resultados test T2 de Tamhane.

La rugosidad media del grupo G fue significativamente superior a la del control
(p<0,001).
La rugosidad media del grupo GF fue significativamente superior a la del control
(p<0,001).
La rugosidad media del grupo GF fue significativamente superior a la del grupo G

(p<0,001).
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5.2. ANALISIS DE ADHESION Y PROLIFERACION CELULAR

La totalidad de los datos de densidad celular (células/mm2) obtenidos tras el recuento
celular en los discos de los diferentes grupos de estudio mediante microscopia de
fluorescencia, se muestran en las tablas 4-7 de Anexos, asi como los datos necesarios
para el cdlculo de la densidad celular por grupo (nimero total de células por disco y
superficie total neta del disco). Mientras que la siguiente tabla y el siguiente grafico,
recogen los promedios y desviacién estandar (SD) de densidad celular por grupo, en

presencia y ausencia de melatonina (Tabla 7; Gréficos 3 y 4).

DENSIDAD CELULAR (células/mm?)
MEDIA DESV. ESTANDAR

GRUPO M 84,40 39,52
GRUPO G 89,28 35,93
24H GRUPO GF 53,51 16,43
(ADHESION) GRUPO M + M 129,51 28,92
GRUPO G + M 125,50 35,36
GRUPO GF + M 93,10 59,92
GRUPO M 364,70 61,92

GRUPO G 306,46 201,83
72H GRUPO GF 161,26 79,71
(PROLIFERACION) | GRUPO M + M 611,60 74,07

GRUPO G + M 444,37 125,59
GRUPO GF + M 109,22 63,89

Tabla 7: Promedios y desviacién estandar de densidad celular obtenidos en los diferentes grupos tras 24

y 72 horas de cultivo, tanto en ausencia como en presencia de melatonina.
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Grafico 3: Representacion grafica de los promedios y desviacidn estandar de densidad celular tras 24y 72

horas de cultivo en ausencia de melatonina.
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Grafico 4: Representacion grafica de los promedios y desviacidn estandar de densidad celular tras 24y 72

horas de cultivo en presencia de melatonina.

Tras analizar los datos obtenidos mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney
aplicado a cada pareja de grupos, pudimos extraer varias apreciaciones. Por un lado, no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la densidad celular entre
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los diferentes grupos sin adicion de melatonina tras 24 horas de cultivo (p>0,05) (Tabla
8 Anexos). Sin embargo, a las 72 horas de cultivo en ausencia de melatonina, la densidad
celular del grupo M fue significativamente mayor que la del grupo GF (p<0,01), aunque
no hubo diferencias significativas entre los grupos My G, ni entre G y GF (p>0,05) (Tabla
9 Anexos). Como podemos ver en la Tabla 7 y el Gréfico 3, la proliferacién fue mayor en

el grupo M, seguido del G y menor en el grupo GF.

Por otro lado, tras 24 horas de cultivo en presencia de melatonina no se observaron
diferencias significativas entre los grupos (p>0,05) (Tabla 10 Anexos), aunque fue mayor
la adhesion en el grupo M, seguido del G y posteriormente del GF. Y tras 72 horas de
cultivo (Tabla 11 Anexos), se observaron diferencias significativas (p<0,05) en la
proliferacién entre todos los grupos, siendo de nuevo mayor en M, seguido de G y por
ultimo de GF.

Ademads, se observé un aumento de la adhesion y proliferacion celular en todos los
grupos (excepto en el grupo GF tras 72 horas de cultivo) si comparamos los grupos en
presencia de melatonina respecto a sus homdlogos sin melatonina. Aunque sélo se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo M respecto al grupo
M con melatonina tras 72 horas de cultivo (p<0,01) (Tabla 12 y 13 Anexos).

Por ultimo, como era de esperar la densidad celular aumenté en todos los grupos de 24
a 72 horas con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), tanto en ausencia
(Tabla 14 Anexos) como en presencia de melatonina (Tabla 15 Anexos). La excepcién fue
el grupo GF en presencia de melatonina, en el que se produjo un aumento pero sin que

se alcanzase una diferencia estadisticamente significativa.

5.3. ANALISIS MORFOLOGICO

5.3.1. ANALISIS CON MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

El analisis morfoldgico se llevé a cabo con los datos de darea celular total e indice de
redondez obtenidos tras delimitar el citoplasma celular de 500 células MG63 de cada
grupo de estudio en ausencia y presencia de melatonina, tras 24 y 72 horas de cultivo.

Los datos recogidos se muestran en las tablas 16-27 de Anexos.
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5.3.1.1. AREA CELULAR

En el siguiente grafico de cajas y bigotes (Grafico 5), podemos apreciar cémo en todos
los grupos, y fundamentalmente en el grupo GF, hay un nimero de células con areas

elevadas por encima de la media.
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Grafico 5: Grafica de cajas y bigotes que representa los valores de area celular obtenidos en los diferentes

grupos.

Los siguientes graficos representan los promedios y desviacidn estandar del area celular

obtenidos (Gréficos 6y 7):
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Grafico 6: Representacion grafica de los promedios y desviacion estandar del area celular tras 24 y 72

horas de cultivo en ausencia de melatonina.
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Grafico 7: Representacion grafica de los promedios y desviacion estandar del area celular tras 24 y 72

horas de cultivo en presencia de melatonina.

Como podemos observar, las células del grupo M presentaron mayor area celular media
gue el resto de grupos, tanto en ausencia como en presencia de melatonina. Y a su vez,
las del grupo G mayor superficie que las del GF. Por otro lado, un mayor tiempo de

cultivo provoco una disminucion de la superficie celular media en cada grupo. En cuanto
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al posible efecto de la melatonina, en su presencia todos los grupos mostraron una

superficie celular inferior, tanto a 24 como a 72 horas de cultivo.

De igual modo que con el analisis de adhesion y proliferacion celular, tras analizar los
datos obtenidos mediante el test de Mann-Whitney, pudimos observar diferentes
apreciaciones. Por un lado, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en el area celular entre los diferentes grupos, tanto en ausencia (p<0,0001) (Tabla 28
Anexos) como en presencia de melatonina (p<0,0001) (Tabla 29 Anexos) tras 24 horas
de cultivo. Y lo mismo tras 72 horas de cultivo en ausencia (p<0,0001; Tabla 30 Anexos)
y presencia de melatonina (p<0,001; Tabla 31 Anexos). Como se ha mencionado, el
mayor tamafo promedio corresponde a las células del grupo M, seguidas de las del

grupo Gy por ultimo de las del grupo GF, como se puede observar en los Graficos 6y 7.

Por otro lado, si comparamos cada grupo en ausencia y presencia de melatonina a
cualquier tiempo de cultivo, podemos apreciar como la melatonina provocd una
disminucion en el tamafio de las células de todos los grupos respecto a sus homaélogos
sin melatonina, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001; Tablas 32y 33

Anexos).

Ademas, el area celular disminuyd en todos los grupos al pasar de 24 a 72 horas de
cultivo, aunque sdlo con diferencias estadisticamente significativas en los grupos M
(p<0,0001) y G (p<0,05) en ausencia de melatonina y el grupo M en presencia de

melatonina (p<0,0001; Tablas 34 y 35 Anexos).

Estas observaciones pueden verse plasmadas en los siguientes graficos de distribucion
de frecuencias (Graficos 8-11). Podemos apreciar cdmo la linea que representa las
células del grupo M, se sitla siempre mas a la derecha de la grafica (células de mayor
area), seguida de la linea que representa al grupo G y posteriormente al GF. Y cémo al
aumentar el tiempo de cultivo de 24 a 72 horas, las lineas muestran un desplazamiento
a la izquierda (las células de la muestra en general reducen su tamafio). Ademas se
aprecia que las graficas tras 72 horas de cultivo son mas estilizadas, presentan una
menor dispersion en las areas celulares medidas, lo que podria indicar que el tamafio de

las células de cada grupo se vuelve mas homogéneo. Cuando las células se cultivaron en
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presencia de melatonina (Graficos 9 y 11) el resultado fue similar al ya descrito en las
células cultivadas en su ausencia, si bien cabe destacar que en todos los grupos, y tanto
en los cultivos tras 24 como tras 72 horas, se produce un desplazamiento de las curvas

de distribucion de frecuencias hacia la izquierda, hacia valores de area celular menores.
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Grafico 8: Representacion del area celular tras 24 horas de cultivo en ausencia de melatonina.
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Grafico 9: Representacion del drea celular tras 24 horas de cultivo en presencia de melatonina.
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Grafico 10: Representacion del area celular tras 72 horas de cultivo en ausencia de melatonina.
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Grafico 11: Representacion del area celular tras 72 horas de cultivo en presencia de melatonina.
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5.3.1.2. INDICE DE REDONDEZ CELULAR

Se siguio el mismo tipo de analisis para el estudio del indice de redondez de las células.

En el siguiente grafico de cajas y bigotes (Grafico 12), podemos apreciar cémo en todos
los grupos, y fundamentalmente en el grupo GF, hay un ndmero de células con indice

de redondez elevado por encima de la media.

12,50
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7,50

REDONDEZ
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T

Grupo M Grupo GF Grupo G

Grafico 12: Grafica de cajas y bigotes que representa los valores obtenidos del indice de redondez celular

en los diferentes grupos.

Los siguientes graficos representan los promedios y desviacidon estdndar de indice de

redondez obtenidos (Graficos 13 y 14).
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Grafica 13: Representacidn grafica de los promedios y desviacion estandar del indice de redondez celular

tras 24 y 72 horas de cultivo en ausencia de melatonina.
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Grafica 14: Representacidn grafica de los promedios y desviacion estandar del indice de redondez celular

tras 24 y 72 horas de cultivo en presencia de melatonina.
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De nuevo, tras analizar los datos mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney
pudimos observar varias apreciaciones. Por un lado, tras 24 horas de cultivo tanto en
ausencia (p<0,0001) como en presencia de melatonina (p<0,01), las células del grupo G
fueron significativamente mas “redondas” que las del resto de grupos (presentaron un
menor indice de redondez, mas cercano a 1). A continuacién encontramos las células
del grupo GF vy, por ultimo, las del grupo M, sin diferencias significativas entre ellos
(p>0,05) (Tablas 36 y 37 Anexos). Tras 72 horas de cultivo en ausencia de melatonina, se
repitié exactamente el mismo patrén (Tabla 38 Anexos), mientras que tras 72 horas de
cultivo en presencia de melatonina, se obtuvieron diferencias significativas entre la
redondez de las células de todos los grupos, siendo las del grupo G significativamente
mas “redondeadas” que las del grupo GF (p<0,0001) y las del grupo M (p<0,01),
mientras que las del grupo M fueron significativamente mas redondas que las del grupo

GF (p<0,0001; Tabla 39 de Anexos).

Por otro lado, si comparamos cada grupo en ausencia y presencia de melatonina,
podemos apreciar cdmo en los grupos en los que se adiciond melatonina las células
fueron significativamente mas “redondas” que sus homdlogas cultivadas en ausencia de
melatonina, tanto tras 24 horas (p<0,01) como tras 72 horas de cultivo (p<0,05; Tablas

40y 41 Anexos).

Ademads, si comparamos como cambia el indice de redondez celular de cada grupo tras
estar las células 24 o 72 horas en cultivo, vemos cdmo éste disminuye. Las células se
hacen mas redondeadas, con diferencias estadisticamente significativas en todos los
grupos en ausencia de melatonina (p<0,0001), y mas redondeadas, con diferencias
significativas en presencia de melatonina en los grupos M (p<0,0001) y G (p<0,01), pero

sin diferencias en el grupo GF (p>0,05) (Tablas 42 y 43 Anexos).

5.3.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Tras 24 horas de cultivo, las células osteoblasticas ya estaban activamente adheridas a
las superficies tratadas y mecanizadas. Las microfotografias con microscopio electrénico

de barrido permiten observar de nuevo las diferencias en las superficies y como éstas
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afectan a las células. En los discos del grupo M las células osteoblasticas adoptaron una
disposiciéon de forma concéntrica siguiendo las lineas de mecanizado (Fig.66 ), mientras

que en los discos tratados se dispusieron aleatoriamente por la superficie (Fig. 67).

Figura 66: Microfotografia de un disco del grupo M tomada con microscopio electrénico de barrido a

100x%.

Figura 67: Microfotografia de un disco del grupo G tomada con microscopio electrénico de barrido a 100x.
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A microscopia electrdnica de barrido podemos apreciar cémo las células osteoblasticas
se adaptan a la superficie del titanio aplandndose y emitiendo extensiones
citoplasmaticas, que le sirven para adherirse mejor a la superficie y desplazarse por ella
(Fig. 68 y 69). Las células crecidas sobre discos del grupo M mostraron generalmente
una morfologia mas fusiforme, elongada, en comparacién con el aspecto de las células
crecidas sobre discos de los grupos G y GF, de morfologia por lo general mas
redondeada. Estas diferencias fueron menos patentes cuando aumentd el tiempo de

cultivo.

40pm

Figura 68: Microfotografia de un disco del grupo M tomada con microscopio electrénico de barrido a

1.500x.

Figura 69: Microfotografia de un disco del grupo GF tomada con microscopio electrénico de barrido a

1.500x.
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Cabe sefialar cdmo las caracteristicas de estas células pueden variar segun la fase del
ciclo celular en que se encuentran. El hecho de que las muestras fuesen analizadas
cuando los cultivos celulares estaban en la fase de crecimiento activo, hizo que se
observasen abundantes células que estaban en division. Al comenzar la divisién celular
las células, que crecen adheridas al sustrato, pierden la mayor parte de los contactos
gue establecen con la superficie de cultivo, dejan de estar aplanadas, retraen las
extensiones citoplasmaticas y adoptan una morfologia esférica. Tras la divisidn, las dos
células hijas originadas van separdndose, emiten de nuevo una gran cantidad de
proyecciones citoplasmaticas para adherirse al sustrato, volviendo poco a poco a

aplanarse (Fig. 70-73).

! 10pm

Figura 70: Microfotografia de un disco del grupo M tomada con microscopio electrénico de barrido a

2.000x.
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10pm

Figura 71: Microfotografia de un disco del grupo M tomada con microscopio electrénico de barrido a

2.000x.

Figura 72: Microfotografia de un disco del grupo GF tomada con microscopio electrénico de barrido a

2.000x.
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40pm

Figura 73: Microfotografia de un disco del grupo GF tomada con microscopio electrénico de barrido a

2.000x.

5.4. CUANTIFICACION DE ARNm ESPECIFICOS

La cuantificaciéon de la expresion relativa de diferentes genes relacionados con la

diferenciacidon osteoblastica, proporciond los distintos valores pddct

que se muestran en
las tablas 44-47 de Anexos, tomando como gen de control enddégeno normalizador
GAPDH. Los siguientes graficos (Graficos 15-18) representan el valor medio de Fc (fold
change) o “veces de cambio” de los genes seleccionados, tras 1y 5 semanas de cultivo
de las células MG63 en ausencia y presencia de melatonina sobre los discos de los
diferentes grupos de estudio comparandolos, segln se describe en el apartado 4.2.5.2,,

con el nivel de expresion que mostraron las células crecidas en las mismas condiciones

sobre discos del grupo M.
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ALPL BGLAP COLIA1 PHEX SPARC

Grafico 15: Cuantificacién de la expresidon relativa de los diversos genes tras 1 semana de cultivo en
ausencia de melatonina. Se representa el valor medio y desviacion estandar de Fc o “veces de cambio” de

los diferentes genes tomando como control la expresién medida en discos M.
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Grafico 16: Cuantificacién de la expresidon relativa de los diversos genes tras 1 semana de cultivo en
”

presencia de melatonina. Se representa el valor medio y desviacién estandar de Fc o “veces de cambio

de los diferentes genes tomando como control la expresién medida en discos M.
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Grafico 17: Cuantificacion de la expresion relativa de los diversos genes tras 5 semanas de cultivo en
ausencia de melatonina. Se representa el valor medio y desviacion estandar de Fc o “veces de cambio” de

los diferentes genes tomando como control la expresién medida en discos M.
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Gréfico 18: Cuantificacidn de la expresion relativa de los diversos genes tras 5 semanas de cultivo en
”

presencia de melatonina. Se representa el valor medio y desviacién estandar de Fc o “veces de cambio

de los diferentes genes tomando como control la expresién medida en discos M.
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Del mismo modo que en andlisis anteriores, tras analizar los datos obtenidos mediante
test de Mann-Whitney (Tablas 48-67 Anexos), pudimos extraer diferentes
apreciaciones. Si comparamos la expresidon de cada gen entre los diferentes grupos de
estudio tras 1 semana de cultivo en ausencia de melatonina, puede observarse cémo la
mayor expresion relativa se obtuvo para el gen BGLAP en el grupo GF, aunque en general
no se aprecio un claro patrén de expresion (Grafico 15) entre los grupos. En el caso de
las células cultivadas durante 1 semana en presencia de melatonina, el gen PHEX en el
grupo GF mostré el mayor incremento en expresién relativa, con diferencias
estadisticamente significativas con el grupo M y con el grupo G (p<0,05) (Tabla 61
Anexos). Seguido de la expresién relativa del gen ALPL, que fue también superior en el
grupo GF, aunque sin diferencias estadisticamente significativas con los otros grupos
(Tabla 58 Anexos). Si comparamos la expresidén relativa de los genes en las células
crecidas durante 1 semana en ausencia o presencia de melatonina, puede observarse
como (con la excepcion de los genes ALPL y COLIAL en el grupo G y BGLAP en el grupo
GF) la melatonina aumenté la expresidon de los genes en todos los grupos tras 1 semana

de cultivo (Grafico 16).

Por otro lado, tras 5 semanas de cultivo en ausencia de melatonina (Grafico 17), en el
grupo GF se observé una mayor expresion relativa de todos los genes, siendo de nuevo
mayor la del gen PHEX, con diferencias estadisticamente significativas tanto con
respecto al grupo M (p<0,05) como con respecto al grupo G (p<0,01; Tabla 56 Anexos).
Seguida de la expresion del gen SPARC y del gen COLIAl, aunque sin diferencias
estadisticamente significativas con los otros dos grupos (Tablas 55y 57 Anexos). Tras 5
semanas de cultivo en presencia de melatonina (Grafico 18), de nuevo fue mayor el
incremento de la expresion relativa del gen PHEX en el grupo GF, con diferencias
estadisticamente significativas con el grupo G (p<0,05). Aunque PHEX también se
expresd mas en el grupo GF que en el grupo M, esta gran diferencia con el grupo M no
fue estadisticamente significativa (p=0,0556; Tabla 66 Anexos). Ademas, la melatonina
provocd un aumentd de la expresidon del gen PHEX en todos los grupos tras 5 semanas

de cultivo en presencia de melatonina, respecto a sus homodlogos sin melatonina.
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6.1. DISCUSION DEL MATERIAL Y LA METODOLOGIA

La implantologia es un area de la odontologia gracias a la cual pueden resolverse
problemas de estética, retencién, soporte y estabilidad de las prétesis, sobre todo, en
casos de desdentados con maxilares atréficos, imposibles de solucionar con alto grado
de satisfaccidn por técnicas convencionales. Esto es el resultado de la oseointegracién
de los implantes y el buen manejo de los tejidos blandos que se han ido desarrollando a
lo largo de la historia ante la necesidad de restituir los dientes perdidos. La investigacion
en este campo ha mejorado increiblemente en multiples aspectos relacionados con el
éxito final del tratamiento, hasta el punto de que la sustitucidn de las piezas dentales en
pacientes con edentulismo total o parcial hace que mejore significativamente su
capacidad para la masticacion, la fonacién y la estética y, por tanto, la aceptacion desde
un punto de vista psicolégico del tratamiento, haciendo que el paciente se sienta mas
seguro en su actividad cotidiana y vea menos deteriorada su imagen estética y la

consecuente aceptacién social.

El material utilizado para la fabricacion de un implante dental debe ser un biomaterial,
ya que no ha de ser mutagénico, carcindgeno, antigénico ni téxico, y si esterilizable y de
facil procesado. Ademas de tener un buen comportamiento en el organismo vivo a corto
y largo plazo, hay que tener en cuenta que el material va a estar expuesto a fluidos orales
con gran capacidad corrosiva y que actuan como electrolitos, y debe tener capacidad de
soportar las cargas masticatorias y, con frecuencia, parafunciones nocturnas y/o diurnas
en pacientes bruxistas, por lo que se compromete exponencialmente la supervivencia
del sistema implantoprotésico. Por todo ello, como se ha mencionado anteriormente,
el material debe cumplir diferentes propiedades, ademas de la biocompatibilidad, como
resistencia a la traccion, la compresion y el cizallamiento, presentar buena ductibilidad,
maddulo de elasticidad adecuado, resistencia a la corrosién, buena disponibilidad del

biomaterial, etc.

El titanio es el material por excelencia utilizado actualmente para la fabricacion de
implantes dentales por su magnifica biocompatibilidad, sus propiedades mecanicas y su

resistencia a la corrosidn, presentando mejor respuesta tanto in vitro como in vivo que
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otros biomateriales. El titanio favorece la oseointegracidén gracias a que el hueso es
capaz de crecer de forma ordenada en contacto directo (no adherido) con el implante,
como sefialan Thomsen y Ratner (105,106).

La adicion de elementos intersticiales posibilita la modificacion y mejora de las
propiedades estructurales y superficiales del titanio y, en concreto la aleacion de
Ti6Al4V o titanio grado 5 utilizada en nuestro estudio, es una de las mas ampliamente
estudiadas y empleadas, tanto para estudios in vitro (107-110) como in vivo
(82,111,112). Sin embargo, algunos autores han utilizado otros tipos de titanio, como
Chen (113) el de grado 1; Pereira da Silva (114), Lohmann (74), Brentel (115), Kim (116),
Gittens (117) o Schwartz (75) el de grado 2; Gil (118) o Aparicio (119) el de grado 3; o
Lotz (120) y Sohn (121) el de grado 4.

Los discos de titanio grado 5 empleados en nuestro estudio in vitro presentaban un
diametro y un grosor de 6 y 2 mm, respectivamente, para adecuarse al tamafio de los
pocillos de cultivo donde posteriormente iban a ser colocados para realizar el cultivo in
vitro. El tamano de los discos de titanio descrito en diferentes articulos es dispar.
Esfahanizadeh (122) utilizé discos de 9 x 1 mm, mientras que Meng (123) de 4 x 2 mm,
Lotz (120) de 5 x 1 mm, Schneider (124) de 12,5 x 4 mm y Marinucci (110) de 25 x 5 mm,
todos ellos fresados a partir de barras de titanio de diferentes grados. Por otra parte,
Chen (113) utilizé rectangulos de titanio de 10 x 20 x 1 mm, en lugar de discos. Al igual

que Du (125), de 10x 10 x 1,3 mm.

Ademds del material en si, las caracteristicas de su superficie tanto topograficas
(rugosidad superficial) como fisico-quimicas, son fundamentales de cara a las
interacciones moleculares que se producen en primera instancia entre las proteinasy la
superficie del implante.

Por ello, las investigaciones actuales se centran en controlar las distintas propiedades
asociadas a la calidad superficial del material para mejorar la relacién implante-tejido
vivo. Esto se fundamenta en que la rugosidad y composicidn quimica de la superficie del
implante van a determinar la tendencia a adsorber diferentes atomos o moléculas de

forma que, si modificamos la superficie del implante, se puede promover la unién de
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diferentes tipos de células con el objetivo de mejorar tanto la biocompatibilidad como
la estabilizacion del implante y, en definitiva, la oseointegracidn a corto y largo plazo.
Dentro de los diferentes tratamientos de superficie disponibles en la actualidad, el
grabado acido es uno de los mas utilizados, obteniéndose una microtexturizacion en la
superficie del titanio sin dejar residuos. Puede llevarse a cabo con un solo acido o con
una combinacién de ellos, como el grabado acido dual llevado a cabo en nuestro estudio
mediante acido fluorhidrico y acido clorhidrico. Gil (118) optd por un tratamiento de
grabado acido unicamente con acido fluorhidrico para uno de los grupos de su estudio.
Mientras que otros autores también realizaron un grabado acido dual mediante
diferentes acidos. Como es el caso de Schwartz (75), con un grabado de 4cido
fluorhidrico y acido nitrico. O Balloni (126), con un grabado de acido fluorhidrico y acido
clorhidrico, como el llevado a cabo en nuestro estudio. Por otro lado, diversos autores
como Cho (127), Lohmann (74), Gittens (117) o Cochran (77) eligieron una combinacién
de acido clorhidrico y acido sulfurico.

También se han empleado diferentes sustancias de recubrimiento de los implantes
dentales, siendo los fosfatos de calcio de especial importancia, ya que son los principales
componentes de los tejidos duros del cuerpo humano, tanto del hueso como el esmalte
y la dentina de los dientes. Desde el afio 1970, cuando se comenzaron a sintetizar,
caracterizary aplicar, se han estudiado ampliamente como materiales para la reparacién
O0sea (128). Por ello, en uno de los grupos de nuestro estudio realizamos un
recubrimiento de hidroxiapatita, una forma de fosfato calcico, mediante un proceso de
DCD® con el que se consiguio una deposicion de cristales a escala nanométrica sobre la
superficie de titanio grado 5, al igual que en el estudio de Mendes (82).

Otros autores como Du (125) o Habibovic (85), utilizaron un proceso de precipitacién
biomimética utilizando una solucidn de fosfato cdlcico a pH y temperatura similares a
los del cuerpo humano. Mientras que Chen (113) empleé un método de deposicién
electroforética para llevar a cabo un recubrimiento con fosfato calcico sobre discos de
titanio grado 1. La adicion de fosfato cdlcico se realizd sobre discos grabados
previamente, al igual que en nuestro estudio, pero en este caso con acido sulfurico, de
forma que se aumentd la superficie para la deposicion de fosfato calcico sobre los poros

de la superficie creados por el grabado acido.
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La forma clasica de deposicion ha sido mediante proyeccion de particulas, pero esta
técnica se ha asociado con problemas clinicos asociados a la delaminacién del

revestimiento (115,129,130).

La rugosidad superficial del implante es un factor de significativa influencia en diversos
procesos, desde la adsorcion de proteinas, pasando por la adhesidn y proliferacion tanto
de osteoblastos como de osteoclastos, hasta la mineralizacién de la matriz extracelular
del tejido 6seo.

La rugosidad superficial se puede valorar de forma cualitativa y cuantitativa mediante
diferentes técnicas. De forma cuantitativa podemos diferenciar métodos de contacto o
métodos Opticos (sin contacto). En el caso de las técnicas de contacto, como la
perfilometria de contacto, las medidas pueden verse modificadas si se produce cierta
distorsién de la superficie ensayada al paso del puntero palpador (131). Esto no ocurre
con técnicas Opticas sin contacto como la interferometria. O también la microscopia
confocal ldser, que ademds proporciona una alta resolucién comparada con la
perfilometria por contacto, que posee una resolucién limitada, o con la perfilometria
Optica, que aunque posee mayor resolucidon, es muy lenta para conseguir perfiles
tridimensionales (132).

De forma cualitativa, disponemos de la microscopia electrénica de barrido, que nos
proporciona informaciéon morfoldgica con alta resolucidn y alta profundidad de foco,
ademas de la capacidad para realizar analisis quimico local (basado en la energia de
dispersién de rayos X). Pero esta informacion es Unicamente cualitativa, que aunque
util, resulta insuficiente para comparar las diferentes superficies de forma objetiva si no
se acompafia de un método cuantitativo. Y aun mas en el caso de querer correlacionar
la respuesta bioldgica con la rugosidad superficial.

Por todo ello, para evaluar la rugosidad superficial de los discos de titanio de nuestro
estudio, previo al cultivo celular medimos la rugosidad de todos los discos con un
microscopio confocal de escaneado laser como método cuantitativo, al igual que otros
autores (108,133). Posteriormente, también se llevé a cabo una observacién y toma de
imagenes de las superficies a diferentes aumentos mediante SEM, como método
cualitativo. Esta parte se realizé tras el cultivo para, como se ha comentado, poder

optimizar la informacion obtenida de los discos empleados en el estudio, puesto que
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para la observacion a SEM tienen que procesarse recubriéndolos con oro, y tras ello no
habrian podido utilizarse para el cultivo.

Algunos autores simplemente utilizan un método cuantitativo, como en el caso de Li
(107) o Aparicio (119) que utilizaron un perfildmetro de contacto. O Kim (134), que
empled un perfildmetro éptico. Otros autores optan, como en nuestro caso, por
combinar un método cuantitativo con otro cualitativo, como Marinucci (110), Kim (116),
Mustafa (133) o Park (135), que combinaron un perfildmetro 6ptico como método
cuantitativo y SEM como método cualitativo. O Lotz (120), que combiné al igual que en
nuestro estudio, el microscopio confocal ldser como método cuantitativo y el

microscopio electrénico de barrido como método cualitativo.

El método de esterilizacion de nuestros discos previo al cultivo in vitro fue mediante
rayos gamma. Este proceso, con alta capacidad penetrante, se realiza en frio, lo que
permite que el material pueda ser esterilizado en su empaquetamiento final
manteniéndolo estéril hasta que se proceda a la apertura del mismo para su utilizacion.
Ademas, no deja residuos ni transmite radiacién al producto esterilizado, ventajas que
hacen de esta técnica una de las mas utilizadas actualmente en la industria de implantes
dentales. Diferentes autores han utilizado este método con una dosis de radiacién de
aproximadamente 25 kGy, al igual que en nuestro estudio, como Gittens (117), Lotz
(120), Kim (136), Sohn (121), Gardin (137), Fleisschman (109) o Marinucci (110).
También puede llevarse a cabo la esterilizacién por calor humedo en autoclave, como
en el caso de Kim (116), entre otros autores (33,74,108,115,127). A 121 °C durante 15
minutos, como especifican Olivares-Navarrete (108) y Brentel (115) en la metodologia

de sus estudios.

Para el cultivo in vitro sobre discos de titanio en nuestro estudio seleccionamos, al igual
gue otros muchos autores (82,109,116,121,123,124,134,138,139), la linea celular
comercial MG63, con caracteristicas osteoblasticas. Aunque las células de la linea celular
comercial MG63 son células con origen en osteosarcoma humano, se ha demostrado
gue tienen un comportamiento comparable a los osteoblastos humanos convencionales
u otras lineas celulares con caracteristicas osteoblasticas como la MC3T3 utilizada por Li

(107) o da Silva (114) en sus respectivos estudios. Estas células muestran numerosos
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rasgos osteobldsticos, como mostrar altos niveles de actividad de ALP o sintesis de
osteocalcina durante su diferenciacion (75,134,140-142).

Se han utilizado también células mesenquimales pluripotenciales, como en el estudio de
Balloni (126), Lotz (120) o Zhang (143), pasando por células 6seas mandibulares
humanas obtenidas durante cirugias de molares (98,133,144), hasta adipocitos como en
el estudio de Gardin (137) o fibroblastos gingivales humanos (HGFs) en el de Yamano

(145).

En nuestro estudio nos inclinamos por la adicion de melatonina a la mitad de las
muestras del cultivo celular in vitro, como mecanismo para mejorar la respuesta
osteoblastica y, en ultima instancia, la oseointegracidon. Basandonos en la capacidad de
esta sustancia para estimular la formacion ésea y reducir la reabsorcion, al estar
implicada en el desarrollo del hueso a través de la inhibicién de la diferenciacién
osteoclastica, tal y como afirmaron Cardinali y Juknat (146,147), y la estimulacion de la
diferenciacién osteoblastica, como afirmaron Radio y Suzuki (148,149), siendo incluso
utilizada como agente terapéutico en el tratamiento de la osteoporosis (99,100).

En nuestro caso, la adicidon de melatonina se llevd a cabo a una concentracion final de
50 uM, para lo que se utilizd melatonina 100 mM en polvo disuelta en etanol al 96%. La
concentracion final de etanol en el medio de cultivo fue 0.048%. Para evitar que
cualquier posible efecto que el etanol pudiese tener en las células, fuese atribuido a la
melatonina, se afiadid esta misma concentracién de etanol al medio de las células
cultivadas en ausencia de melatonina. Autores como Radio (148), Satué (150) o Panzer
(151), también realizaron una dilucion de melatonina en etanol. Sin embargo, otros
como Liu (152) lo hicieron diluyendo la melatonina en dimetilsulféxido (DMSO), que
también afiadieron al medio de cultivo de las células en ausencia de melatonina. Varios
autores han empleado en sus estudios diferentes concentraciones de melatonina para
intentar encontrar la concentracién mas idénea. Nakade (98), ya en el afio 1999, llevé a
cabo un cultivo de células dseas humanas aisladas de hueso mandibular por digestién
con colagenasa (células HOB-M) y células de la linea celular osteobldstica humana SV-
HFO. Las células se sembraron en pocillos de cultivo afiadiendo al medio melatonina
entre 5y 100 uM, concluyendo que la concentracién idénea era 50 uM. Del mismo

modo, Pérez (153) realizd un cultivo de células madre mesenquimales adultas (CMM-
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ah) procedentes de aspiracion de médula dsea de la cresta iliaca, afladiendo melatonina
al medio de cultivo. Las concentraciones fueron 0,01 uM (concentracion fisioldgica), 50,
100 y 150 uM (concentraciones farmacoldgicas). Finalmente se concluyé que la
concentracion mas adecuada era 50 uM, la empleada en nuestro estudio. Hay que
considerar, sin embargo, que diversos autores utilizaron melatonina a una
concentraciéon muy inferior. Como Radio (148), a 50nM (0,05 wM) para el cultivo de
células mesenquimales humanas, al igual que Sethi (154), también para células
mesenquimales. O Roth (99), para el cultivo de células osteoblasticas MC3T3,
procedentes de calota de rata recién nacida. Park (155), entre 12,5 y 100 nM también
para células MC3T3. Zaminy entre 0,01 y 10 nM para células ADSCs. O Matsumura (156)

a 100 nM para células de osteosarcoma humano Saos2.

Tras la esterilizacion de los discos con rayos gamma, éstos se extrajeron de su
empaquetamiento colocandose en placas de cultivo de 24 pocillos y se procedid a la
siembra de las células MG63 en suspensidn a 6400 células/mL, para una densidad final
aproximada de 5000 células/cm?. Otros autores que también seleccionaron la linea
celular MG63 para el cultivo in vitro sobre discos de titanio, realizaron siembras a
diferentes densidades. Lincks y Schwartz (33,75) sembraron 9300 células/cm?, Kim
(116), Gittens (117) y Olivares-Navarrete (108) 10000 células/cm?, Kim (134) 18000
células/cm?, Fleischmann (109) 20000 células/pocillo, Meng (123) 10° células/pocillo y
Orsini (36) 3 x 10° células/pocillo. Por otro lado, Balloni (126) realizé una siembra de
células mesenquimales sobre discos de titanio a una densidad de 1 x 10° células/mL, 3 x

10* células/pocillo.

Tras la siembra, se cultivaron las muestras para el estudio de adhesién y proliferacion
celular durante 24 y 72 horas, respectivamente. A las 24 horas se puede evaluar una
primera adhesion a las diferentes superficies y, tras 72 horas, comparar la tendencia
proliferativa de las células MG63 con caracteristicas osteobldsticas en respuesta a las
diferentes superficies y la adicion de melatonina. En nuestro estudio, se realizd un
recuento celular mediante la observacion y toma de fotografias con microscopio de

fluorescencia de un total de 60 discos, abarcando la totalidad del disco. Siendo uno de
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los estudios mas exhaustivos y completos realizados hasta el momento. Este método,
en el que no se produce el lisado de las células, ademas de ser fiable, nos permitio utilizar
las mismas muestras para el estudio morfoldgico, para el que empleamos, como se ha
descrito, tanto microscopia déptica de fluorescencia como SEM.

Numerosos autores han llevado a cabo el cultivo de células MG63 sobre diferentes
superficies de titanio para posteriormente evaluar la proliferacion. La metodologia de
estudio, asi como los tiempos de cultivo tras los que se realizé la medicién, son diversos.
Orsini (36), realizé una estimacién del niumero de células a las 24 horas de cultivo
mediante un ensayo MTT, basado en relacionar la cantidad de células presentes con la
actividad mitocondrial que exhiben. Sohn (121) también empled un ensayo MTT similar
para estimar el nimero de células, en este caso tras 72 horas de cultivo.

Por otra parte, Kim (136) estimo las células adheridas tratando las muestras tras 72
horas de cultivo con tripsina y EDTA, de manera que las células perdieron el contacto
con la superficie y quedaron en suspension, tras lo que se tomd una muestra de esta
suspension y se contd, con ayuda del microscopio, el nimero de células por unidad de
volumen. Como este método supone el provocar que las células se separen del sustrato
al que estan adheridas para poder hacer la cuantificacion, impide que las mismas
muestras puedan utilizarse en la caracterizacion morfoldgica de las células adheridas al
soporte. De forma similar, Kim (134) estimé el numero de células tras 72 horas de cultivo
tratando las muestras con tripsina y EDTA y contando las células en suspensién con
ayuda de un contador Coulter.

Por otro lado, algunos autores han realizado el recuento de células MG63 una vez
alcanzado el estado de confluencia, es decir, una vez que cubrian totalmente la
superficie sobre la que crecian. Kim (116) y Olivares-Navarrete (108), al igual que Gittens
(117), estimaron la cantidad de células MG63 a las 24 horas de que el cultivo hubiese
alcanzado la confluencia. Pero hay que resaltar que el criterio para determinar si las
células habian alcanzado la confluencia fue el que ésta se hubiese alcanzado en un grupo
de muestras control en el que las células se hicieron crecer directamente sobre la
superficie de plastico de los pocillos de una placa de cultivo (por lo que puede
visualizarse este hecho observando la placa de cultivo con un microscopio invertido), y
suponiendo que esto también habia ocurrido en las muestras en que las células habian

crecido sobre discos de titanio (en las que es imposible verificar el estado de crecimiento
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de las células empleando simplemente la observacién con un microscopio invertido,
dada la obvia opacidad del titanio). En el caso de Kim y Olivares-Navarrete, la evaluacion
de la proliferacion se llevé a cabo resuspendiendo las células mediante tratamiento con
tripsina y EDTA y empleando un contador Coulter. En el caso del trabajo de Gittens, la
estimacion del numero de células se realizé lisandolas y cuantificando la cantidad de

ADN presente en el lisado.

El estudio de los diversos patrones morfoldgicos de las células MG63 sobre las diferentes
superficies de los discos de titanio, se llevo a cabo mediante el andlisis de 5 regiones
tomadas al azar fotografiadas en cada uno de los 60 discos utilizados para el estudio de
adhesion y proliferacién celular tras 24 y 72 horas. Se analizo el area total e indice de
redondez de 500 células de cada grupo de estudio, con y sin adicién de melatonina.
Complementariamente, se realizaron fotografias a diferentes aumentos mediante
microscopia electrénica de barrido en un total de 12 de los 60 discos observados con el
microscopio de fluorescencia. El analisis del area total e indice de redondez de 500
células por grupo, da como resultado un estudio morfolégico objetivable con alta
potencia estadistica al disponer de un gran nimero de valores. Por su parte, el andlisis
de los diferentes patrones morfoldgicos observados en las imagenes a SEM, supone un
buen complemento grafico para evidenciar los datos numéricos anteriormente

recogidos.

La mayor parte de los autores (36,107,121,126,134) han llevado a cabo Unicamente un
estudio de los patrones morfoldgicos a través de imdagenes obtenidas con SEM, pero
cabe plantearse la duda de si las imagenes tomadas son totalmente representativas y si,

por tanto, las conclusiones obtenidas son realmente validas.

Para llevar a cabo la cuantificacion de ARNm especificos y poder correlacionar la
expresion génica de genes diana con su consecuente sintesis de proteinas relacionadas
con la diferenciacion celular de los osteoblastos, se empled la técnica de PCR
cuantitativa a tiempo real. Para ello se emplearon un total de 60 discos de los diferentes

grupos, 30 tras 1 semana de cultivo y 30 tras 5 semanas. Se cuantificd la expresién de
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los genes que codifican la fosfatasa alcalina (ALP) (gen ALPL), cadena alfa del coldgeno
tipo | (COLT-1) (gen COLIA1), osteocalcina (OCN) (gen BGLAP), endopeptidasa

transmembrana ligada al cromosoma X (gen PHEX) y osteonectina (gen SPARC).

Las fosfatasas alcalinas son un buen indicador de la diferenciacién osteobldstica que
conduce a la formacion, maduracidn y mineralizacién de la matriz extracelular (33,109).
La enzima ALP estd producida por los osteoblastos para permitir la mineralizacién de la
matriz extracelular al aumentar la concentracidn de iones fosfato e inhibir la accion de

los ésteres fosforicos (107).

El gen COLIA1 codifica el componente principal de la proteina COLT-1, que como se ha
comentado con anterioridad, representa el 90% de la sustancia osteoide de la matriz

extracelular mineralizada.

La osteocalcina, una proteina modificada que en su composiciéon presenta acido y-
carboxiglutdmico, es un marcador del fenotipo osteoblastico debido a su presencia en
la matriz extracelular madura (157). Se une con alta afinidad a calcio e hidroxiapatita,

siendo un modulador de la formacidn de sus cristales (108,140).

La endopeptidasa transmembrana que codifica el gen PHEX pertenece a la familia de las
endopeptidasas de la membrana integral del tipo Il dependientes del zinc. Esta proteina
estd implicada en la mineralizacion del hueso y de la dentina a través de la regulacién

de la reabsorcion del fosfato (158—-160).

La osteonectina es una glucoproteina con secuencia repetida RGD secretada por
osteoblastos durante la formacion dsea. Permite el anclaje de las células éseas a la
matriz dsea para llevar a cabo la mineralizacion de la misma, como se ha visto

anteriormente.

Como gen de control enddgeno utilizamos GAPDH, al igual que otros muchos autores

(100,110,116,123,126,145,150,153,154,156,161,162).

Distintos autores han evaluado la cantidad de ARNm de diferentes genes diana en
células MG63. Meng (123) eligio, al igual que nosotros, el nivel de ARNm de COLT-1y
OCN, e incluyé también RUNX2, otro marcador de diferenciacidn. Por otra parte, Gittens

(117) empleé como marcador de diferenciacién el nivel de produccién de osteocalcina.
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Cuantificar el nivel de producciéon de OCN es una manera de valorar la diferenciacién
distinta a los niveles de ARNm OCN. La produccién de osteocalcina, asi como el nivel de
COLT-1 o la actividad de ALP, son marcadores bioquimicos de la actividad y la
diferenciacién osteoblastica (163). De este modo, Lincks (33) empleé la actividad de ALP
y la produccién de OCN y COLT-1. Fleischmann (109), ademas de la actividad de ALP,
observé los niveles de expresién génica de ALP, OCN, COLT-1, RANKL y OPG
(osteoprotegerina), otros marcadores de diferenciaciéon de osteoblastos. Mientras que
Olivares-Navarrete (140), selecciond como marcadores de diferenciacion de células

MG63 el nivel de ARNm de BMP 2 y 4 (proteinas morfogenéticas 6seas 2 y 4).

Por otro lado, Li (107) utilizd como marcador de diferenciacion de células osteoblasticas
MC3T3, la actividad de ALP, en lugar de la cuantificacién de ARNm ALP. Bang (161),
empled la cantidad ARNm de ALP y OCN, coincidiendo con nuestro estudio, ademas de
RUNX2 y OPN (osteopontina). Mientras que Balloni (126), ademas de la actividad de ALP
observo, al igual que nosotros, la expresion de genes ALP, COLT-1y OCN. Ademas incluyé
RUNX2, OPN, BSP (sialoproteina dsea), BMP2 y OSX (osterix), otros marcadores de
diferenciacién osteoblastica. Por ultimo, Satomura (144), evalud la cantidad de ARNm
de COLT-1, OCN, OPN y BSP, coincidiendo con algunos de los marcadores seleccionados

para nuestro estudio.

6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Como se ha comentado anteriormente, se llevd a cabo un andlisis cuantitativo de la
rugosidad mediante microscopia confocal laser realizando mediciones de cada disco en
3 puntos distintos elegidos al azar. Debido a la posible heterogeneidad de la superficie
del disco, se comprobd el nivel de reproducibilidad mediante un estudio de
homogeneidad de las mediciones. Tras ratificar la alta reproducibilidad, se realizé el
estudio estadistico correspondiente obteniendo diferencias estadisticamente
significativas entre la rugosidad media (Ra) de los 3 grupos de estudio. Siendo mayor la
Ra del grupo GF con un valor de 0,354 + 0,088 um, seguido del grupo G con 0,266 + 0,037

y, por ultimo, el grupo control M con una Ra de 0,131 + 0,052 um.
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Por otro lado, se utilizé la microscopia electrdnica de barrido como método de andlisis
cualitativo de las diferentes superficies. En los discos del grupo M, se apreciaron
claramente las lineas tipicas que produce el proceso de mecanizado. Mientras que en
los discos del grupo G y GF, se observé una microtexturizacidén con pocillos irregulares,

sin apreciar diferencias entre ambos.

La rugosidad depende directamente del tratamiento de superficie aplicado. Parece claro
que los discos mecanizados, sin ningun tipo de tratamiento adicional, tendran una Ra
inferior a los discos tratados, ya sea por arenado, grabado &acido, proyeccién o
recubrimiento con diferentes materiales, etc. La rugosidad del titanio mecanizado sera
menor en caso de que haya sido pulido tras su fresado, como corrobordé Park (135)
realizando un analisis de adhesion plaquetaria sobre discos de titanio pulidos con una
maquina pulidora Ecomet-5 (Buehler®). Ademas de los discos pulidos, utilizd discos
mecanizados y discos tratados con grabado acido dual mediante acido fluorhidrico y
clorhidrico, al igual que en nuestro estudio. La rugosidad de los discos fue evaluada
cuantitativamente en 3 discos de cada grupo mediante perfildmetro dptico, y
cualitativamente mediante SEM. Obtuvo valores de Ra de 0,489 um para el grupo de
grabado acido dual, 0,308 pum para los discos mecanizados, y 0,026 um para los discos
pulidos.

Yamano (145), obtuvo resultados de rugosidad dentro del mismo rango que los nuestros
y los de Park. En su estudio, utilizd un microscopio de fuerza atéomica (AFM) para
cuantificar la rugosidad de discos de titanio grado 4 mecanizados y tratados mediante
arenado con particulas de 6xido de aluminio de 250 um y posterior grabado acido dual
con acido clorhidrico y acido sulfurico. Se midieron 3 discos de cada grupo, obteniendo
un valor Ra de 0,293 um para los discos mecanizados y 0,768 um para los discos
tratados.

Por otro lado, Kim (134) empled en su estudio discos de titanio grado 5 pulidos y discos
arenados. Tras el mecanizado, la mitad de los discos se pulieron mediante lijas de papel
con oxido de aluminio. Mientras que el resto de discos se arenaron con particulas de
oxido de aluminio. La rugosidad fue evaluada cuantitativamente con un perfildmetro de
contacto en 5 discos de cada grupo elegidos al azar. Se obtuvieron valores de Ra de 0,18

pum para los discos pulidos, y de 2,95 um para los discos arenados.
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Schwartz (75), realizé a todos los discos de su estudio un pretratamiento que consistia
en desengrasado con bafo en acetona y predecapado con una solucion de fluoruro de
amonio al 2%, acido fluorhidrico al 2% y &cido nitrico al 10% a 55 °C durante 30
segundos. Posteriormente, se realizé decapado con acido fluorhidrico al 2% y acido
nitrico al 10% a temperatura ambiente durante 30 segundos. Como grupo control, utilizé
parte de estos discos e incluyd dos grupos mas. Un grupo en el que los discos pretratados
por decapado eran arenados con particulas de 250-500 um de 6xido de aluminio a 5 bar
de presidén, y posteriormente grabados con acido clorhidrico y acido sulfurico. Y otro
grupo en el que tras el decapado, los discos eran arenados del mismo modo que los
anteriores y posteriormente pulverizados con plasma de hidruro de titanio. La rugosidad
de los discos fue evaluada mediante un perfildmetro dptico, obteniendo unos valores
de Ra de 0,60 um para los discos decapados, 3,97 um para los discos arenados y
grabados y 5,21 um para los discos arenados y pulverizados con hidruro de titanio. Para

obtener estos datos, se realizaron 6 mediciones en 3 discos diferentes de cada grupo.

Diversos autores, al igual que nosotros, emplearon discos mecanizados en su estudio
ademas de discos tratados. Por ejemplo Kim (116), utilizé discos de titanio grado 2
mecanizados y arenados con diferentes tamafios de particulas de 6xido de aluminio.
Cada grupo estaba formado por 36 discos, siendo los grupos: discos mecanizados, discos
arenados con particulas de 6xido de aluminio de 50 um, de 75 um, de 125 um y de 250
um. La rugosidad se evalué cuantitativamente con un interferémetro éptico en 10 discos
de cada grupo y cualitativamente con SEM, al igual que en nuestro estudio. Los valores
de Ra obtenidos fueron de 0,6 um para los discos mecanizados, 1 um para los discos
arenados con particulas de éxido de aluminio de 50 um, 1,4 um para los discos arenados
con particulas de 75 um, 2,1 um para los arenados con 125 um, y 3,2 um para los
arenados con particulas de 250 um de 6xido de aluminio. Tras el andlisis cualitativo a
SEM observaron, al igual que nosotros, que los discos mecanizados presentaban ranuras
y surcos tipicos del proceso de mecanizado. Por otro lado, los discos arenados
presentaron un patrén aspero e irregular, con aspecto reticulado y socavado por el

chorro a presion de 6xido de aluminio.

Como hemos comentado anteriormente, Lotz (120) combind el microscopio confocal

laser como método cuantitativo y el microscopio electrénico de barrido como método

147



DISCUSION

cualitativo, al igual que en nuestro estudio. Se evaluaron con microscopio confocal 3
discos de cada grupo, siendo los grupos: discos arenados con particulas de 250 a 500 um
de oxido de aluminio y posterior grabado con dacido clorhidrico y sulfurico; discos
arenados y grabados del mismo modo, pero mantenidos posteriormente en atmdsfera
de nitrégeno para evitar el contacto con el aire y en solucion de NaCl al 0,9% hasta su
esterilizacién por rayos gamma; y por ultimo, discos con el mismo tratamiento de
arenado y grabado que los anteriores, pero mantenidos en solucion de NaCl al 0,9%
durante 5 semanas, tras lo que se lavaron en agua y se envasaron en papel de aluminio
para su esterilizacidon. Segun los autores, que midieron el angulo de contacto con un
gonidmetro CAM 250 (Ramé Hart®), sélo los discos del segundo grupo eran hidrofilicos,
mientras que los otros dos eran hidrofébicos. Los resultados de rugosidad fueron
similares sin diferencias estadisticamente significativas entre los 3 grupos, siendo los
mas rugosos el tercer grupo con un valor Ra de 1,79 um, seguido del segundo grupo con
1,74 umy, por ultimo el grupo de discos Unicamente arenados y grabados con un Ra de
1,65 um. La observacidn de las diferentes superficies con SEM, confirmo la observacion
cuantitativa con microscopia confocal, encontrandose superficies de topografia muy

similar entre los 3 grupos de ensayo.

Podemos observar la variabilidad de resultados de rugosidad (Ra) segun los autores
consultados. Las diferencias obtenidas segun los diferentes autores en los resultados
cuantitativos de Ra, pueden atribuirse a diversas variables. Por un lado, al proceso de

tratamiento de superficie aplicado.

En el arenado es de gran importancia el tamafio y naturaleza de las particulas, asi como
la presién, tiempo de proyeccién, dngulo de incidencia del haz de particulas o distancia
entre la boquilla y la superficie. Por otro lado, durante el proceso de grabado acido se
debe considerar la rugosidad superficial previa al grabado, tipo de acido y concentracién
del mismo, ademas de las diferentes combinaciones de acidos. El tiempo y temperatura

del bafio 4cido también van a influir en el resultado final en cuanto a rugosidad.

Se deben tener en cuenta también las posibles diferencias debidas a los diversos
métodos de limpieza de la superficie tras el tratamiento aplicado, ya que pueden quedar

impurezas, especialmente tras el arenado. Estos procesos pueden incluir bafos,
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empleando o no ultrasonidos, en agua desionizada, tricloroetileno o etanol al 70%,
neutralizacién con soluciones de bicarbonato de sodio, etc.

(33,107,116,121,134,136,145).

Y, por ultimo, al margen del tratamiento de superficie en si, puede existir variabilidad
en los resultados obtenidos debido a la diferente metodologia empleada para evaluar
cuantitativamente la rugosidad. Bien sea con perfildmetros de contacto, perfildmetros
Opticos, interferometro 6ptico, AFM o microscopio confocal de escaneado laser.
Ademas, el numero de discos analizados, asi como el nUmero de mediciones en cada
disco, son como hemos visto muy dispares segln autores, aunque la tendencia parece
ser analizar sélo un pequefio nimero de muestras, con lo que la potencia estadistica de
algunos de los estudios es cuestionable. Sin embargo, en nuestro estudio, al realizar un
analisis de todos los discos con 3 mediciones en cada uno de ellos, ademas de un estudio
de homogeneidad de los valores obtenidos, la potencia estadistica se considera alta y,

por tanto, los datos obtenidos fiables.

Tras el andlisis de los resultados obtenidos en nuestro estudio, se observé una tendencia
de mayor densidad celular en el grupo M (los discos menos rugosos), seguida del G y
posteriormente del GF (los mds rugosos). Se encontraron diferencias significativas tras
72 horas de cultivo sin melatonina entre el grupo M y el GF. Y entre todos los grupos
tras 72 horas de cultivo en presencia de melatonina. Adema3s, se observé un patrén de
aumento de la densidad celular, tanto a 24 como a 72 horas de cultivo, en los grupos
con adicion de melatonina comparados con sus homélogos en que no se adiciond
melatonina al medio de cultivo, aunque sdélo con diferencias significativas en el grupo M

tras 72 horas de cultivo.

Balloni (126), realizé el cultivo in vitro de células mesenquimales hMSCs sobre discos
mecanizados y discos grabados con acido fluorhidrico y acido clorhidrico, como los
utilizados en nuestro estudio. Tras 24 y 48 horas de cultivo, concluyd que no se

observaban diferencias significativas de adhesion y proliferacidn celular entre los grupos
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de estudio, aunque los resultados de densidad celular obtenidos si fueron ligeramente

mayores en el titanio mecanizado, del mismo modo que en nuestro estudio.

Kim (116) cultivé células MG63 sobre discos mecanizados y arenados con diferentes
tamafos de particulas. Evalud la densidad celular 24 horas después de alcanzar el estado
de confluencia en el grupo control (plastico de los pocillos de cultivo, tras 6-7 dias de la
siembra), obteniendo menor densidad celular conforme aumentaba la rugosidad, con

diferencias estadisticamente significativas.

Del mismo modo, Olivares-Navarrete (140) realizé un cultivo también de células MG63
sobre discos de titanio grado 5 mecanizados y grabados. Como grupo control se empled
el correspondiente a células crecidas directamente sobre el plastico de los pocillos de
las placas de cultivo. Tras 24 horas de que este grupo control alcanzase el estado de
confluencia, se midio la densidad celular obteniendo, al igual que en nuestro estudio y
en el de los autores anteriores, menor densidad celular en los discos mds rugosos, en
este caso los grabados. Al igual que Gittens (117), que también cuantificé la densidad
celular de células MG63 24 horas después de que se alcanzase la confluencia en las
células crecidas sobre el plastico de los pocillos de las placas de cultivo, observando, al

igual que otros autores, menor densidad celular en los discos rugosos.

Diferentes autores estudiaron la proliferacion en discos de titanio tratados con
recubrimiento de hidroxiapatita. Kim (136), llevé a cabo el cultivo de células MG63 sobre
discos de titanio grado 4 pulidos, tratados con arenado y grabado 4acido, con
recubrimiento de nitrato de titanio y con recubrimiento de hidroxiapatita, al igual que
en nuestro estudio. Los discos mds rugosos fueron los tratados con hidroxiapatita,
seguidos de los arenados y grabados. La proliferacidon se evalud a las 72 horas de cultivo,
obteniendo el resultado mas bajo con diferencias estadisticamente significativas en los
discos tratados con hidroxiapatita, seguidos de los discos arenados y grabados.

Coincidiendo con los datos de mayor rugosidad, al igual que en nuestro estudio.

Del mismo modo, Du (125) realizé el cultivo con células mesenquimales humanas sobre
discos mecanizados y discos con recubrimiento de hidroxiapatita mediante deposicién

biomimética, pero sin llegar a cuantificar la rugosidad de los discos. Se realizd un
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recuento celular tras 24 horas de cultivo y no se obtuvieron diferencias significativas

entre los grupos.

Sin embargo en el estudio de Chen (113), se cultivaron células mesenquimales de conejo
sobre rectangulos de titanio grado 1 pulidos y tratados con recubrimiento de
hidroxiapatita mediante electroforesis. No se analizd cuantitativamente la rugosidad de
las superficies, pero si se cuantificd la proliferacion tras 96 horas de cultivo,
observandose un mayor numero de células en los discos con hidroxiapatita que en los

discos pulidos. Aunque cabe sefialar que tan sdlo se evaluaron 3 muestras de cada

grupo.

La disminucidn de la produccidn de melatonina con la edad se ha sugerido como uno de
los motivos del envejecimiento del sistema inmunolégico y el desarrollo de neoplasias,
por lo que algunos autores defienden su posible uso como agente terapéutico
antitumoral, aunque no se ha podido demostrar de forma exacta el mecanismo de

accion.

Se ha estudiado el efecto de la melatonina en la inhibicion de la proliferacidon de células
cancerosas, como células de cancer de prostata y ovario, células de melanoma o
carcinoma hepatocelular, de cancer de mama, colon y recto (164). Estos estudios se
basan en que la melatonina puede influir en la proliferacidon celular inhibiéndola o
favoreciéndola segun el tipo de células estudiadas, la concentracion de melatonina
empleada y el tiempo de cultivo. Panzer (151), ya en el afio 1997, realizo el cultivo in
vitro de diferentes células de origen tumoral para observar el posible efecto
antiproliferativo de la melatonina como tratamiento antineoplasico. Utilizd células de
carcinoma cervical, de cancer de mama, células linfoblastoides y células MG63, como
las utilizadas en nuestro estudio, procedentes de un osteosarcoma humano. No se
observo influencia en la proliferacion, ciclo celular o morfologia de ninguno de los tipos
celulares del estudio, pero es necesario destacar que la concentracidon de melatonina
aplicada fue entre 107 y 0,1 uM, lo que supone dosis que apenas alcanzan las

concentraciones fisioldgicas o incluso inferiores.

Liu (165), en el afio 2013, seiiald la influencia que tendria para tal fin la concentracién a

la que se emplease la melatonina. En su estudio, cultivd células MG63 con diferentes
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concentraciones de melatonina, desde 1 nM (0,001 uM) a 10 mM (10000 puM). Sus
resultados demostraron que sélo a partir de 1-2 mM, se obtenia una tendencia de
disminucion de la proliferacidn, pero sin diferencias estadisticamente significativas. Y no
era hasta 4 mM, que esta disminucion de la proliferacion se volvia significativa en
comparacion con el grupo control en ausencia de melatonina. Ademas apuntaron, como
se ha comentado, que este efecto depende no sdélo de la concentracién de melatonina,
sino también del tipo celular. También Liu (166), dos afios antes, habia llevado a cabo
un estudio in vitro con osteoblastos fetales humanos de la linea celular hFOB-1. Utilizé
concentraciones de melatonina entre 1 nM y 1 mM, observando que la concentracién
de 1 mM disminuia la proliferacién, a diferencia de lo observado con las células MG63.
También se observé que las concentraciones por debajo de 1 mM, no sélo no disminuian
la proliferacién, sino que la aumentaban, aunque sin diferencias estadisticamente

significativas.

Estas investigaciones demuestran que la melatonina a la concentracion utilizada en
nuestro estudio no tiene un papel de inhibicién de la proliferacidn, ni siquiera teniendo
en cuenta el posible origen tumoral de la linea celular, como las células MG63
empleadas en nuestro estudio, por lo que esta posible influencia en los resultados

obtenidos queda descartada.

A la hora de comparar nuestros resultados con otras investigaciones, se debe tener en
cuenta la concentracion de melatonina empleada. Como hemos comentado, algunos
autores (99,148,154-156,167) utilizan concentraciones muy bajas de melatonina en sus
estudios, todos ellos menores de concentraciones farmacoldgicas y algunos incluso por
debajo de concentraciones fisioldgicas. Por lo que sus resultados en cuanto a la
influencia de la melatonina en el comportamiento celular, no son comparables a los
nuestros a pesar de ser estudios metodoldgicamente similares. Nos centraremos pues

en los estudios que emplean melatonina a concentraciones farmacolégicas.

Como se ha mencionado, Nakade (98) realizd el cultivo de células humanas
mandibulares (HOB-M) y de células de la linea celular osteoblastica humana (SV-HFO).
Las células se cultivaron en ausencia de melatonina (grupo control) y en presencia de 5,

10, 50 y 100 uM de concentracién de melatonina. La dosis con que se observé un mayor
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nivel de proliferacién en ambos tipos celulares a las 72 horas de cultivo fue 50 uM. Pero
de nuevo se observaron variaciones segun el tipo celular, ya que las células SV-HFO
exhibieron un aumento progresivo de la proliferacién de 0 a 50 uM para luego
descender ligeramente a 100 uM de concentracion. Mientras que las células HOB-M no
experimentaron cambio en capacidad proliferativa de 0 a 5 uM, pero luego ésta
aumentd rdpidamente alcanzando un maximo a 50 uM, para luego descender, a una
concentracion de 100 uM, aproximadamente a los mismos niveles de proliferacion que

las HBO-M a 100 pM.

En el estudio llevado a cabo por Pérez (153) con células madre mesenquimales adultas
y empleando concentraciones de melatonina entre 0,01 y 150 uM, todas las dosis de
melatonina provocaron un ligero aumento de la proliferacion respecto al grupo control
a las 72 horas de cultivo, pero sin diferencias significativas, de forma similar a nuestro
estudio, en el que como se ha comentado sélo se observé un aumento estadisticamente

significativo en el grupo M.

Del mismo modo, Zhang (143) realizé el cultivo de células mesenquimales humanas
(hMSCs) en ausencia de melatonina (grupo control) y empleando concentraciones de
0,01, 1 y 100 pM. La densidad celular se vio aumentada en todas las dosis en
comparacion con el grupo control tras 24 horas, pero tras 48 y 96 h apenas se aprecid
diferencia, por lo que concluyeron que la melatonina, aunque si incrementaba los
valores, parecia no afectar significativamente a la proliferacidon de células hMSCs. Algo
similar muestra el estudio de Son (162) con células MC3T3 y melatonina a 10, 50, 100 y
250 uM. Tras 24, 48 y 72 horas. Se observo que la proliferacién aumenté ligeramente en
los grupos tratados con melatonina, pero también sin diferencias estadisticamente
significativas, lo que de nuevo se corresponde con los resultados obtenidos en nuestro

estudio.

De similar manera, Satomura (144) cultivé osteoblastos humanos obtenidos de hueso
mandibular o hueso iliaco adicionando al medio de cultivo melatonina a
concentraciones finales entre 1 y 200 puM. Se evalud la proliferacidn tras 5 dias de
cultivo, obteniendo mayores niveles de densidad celular en las dosis a partir de 50 uM,

con diferencias estadisticamente significativas.
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Las imagenes tomadas con SEM de los diferentes discos de nuestro estudio, muestran
como las células MG63 adoptaron una disposicion completamente distinta en las
superficies mecanizadas y las superficies tratadas. En los discos mecanizados, las células
se dispusieron de forma concéntrica siguiendo las lineas y microsurcos que produce el
mecanizado. Mientras que en las superficies rugosas, tanto del grupo G como del GF, lo

hicieron disponiéndose aleatoriamente por la superficie.

Tras el andlisis de los resultados de area celular obtenidos en nuestro estudio, las células
de mayor area fueron las del grupo M, seguidas de las del grupo G y por ultimo las del
grupo GF, con diferencias estadisticamente significativas tanto tras 24 como 72 horas
de cultivo, en ausencia y presencia de melatonina. Ademas, la melatonina tuvo un efecto
reductor del tamafio celular en todos los grupos respecto a sus homadlogos en ausencia
de melatonina, con diferencias estadisticamente significativas. De forma similar, al
aumentar el tiempo de cultivo de 24 a 72 horas se redujo el tamafio celular en todos los
grupos, aunque sélo con diferencias estadisticamente significativas en los grupos My G
en ausencia de melatonina y M en presencia de melatonina. Como se indicé en el
correspondiente apartado, se observo también que, comparando las células cultivadas
durante 24 0 72 horas, el area celular se volvia mas homogénea a mas tiempo de cultivo,
observandose un estrechamiento de las respectivas graficas de frecuencia, una menor

dispersién de las medidas.

En cuanto al indice de redondez, fue significativamente menor, mas préximo a 1 (células
mas redondeadas) en el grupo G, tanto a 24 como a 72 horas de cultivo en ausencia y
presencia de melatonina. Tras 24 horas de cultivo en ausencia y presencia de
melatonina, al igual que tras 72 horas de cultivo en ausencia de melatonina, las células
mas redondeadas, tras las del grupo G, fueron las del grupo GF y, por ultimo, las del
grupo M, sin diferencias significativas entre ambos grupos. Mientras que tras 72 horas
de cultivo en presencia de melatonina, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos. Ademas, las células de las muestras cultivadas en
presencia de melatonina, fueron significativamente mas redondeadas que sus

homalogas sin melatonina. Y el aumento del tiempo de cultivo de 24 a 72 horas también
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disminuyd el indice de redondez haciéndolas mas redondeadas, con diferencias
estadisticamente significativas en todos los grupos en ausencia de melatonina y en los

grupos G y M cuando la melatonina estuvo presente en el medio de cultivo.

Balloni (126) observé los diferentes patrones morfolégicos de las células mesenquimales
de su estudio con SEM. Concluyé que los discos mecanizados presentaban células
aplanadas con largas prolongaciones en todas direcciones, mientras que en los grabados

las células eran mads cuboidales, con prolongaciones mas cortas.

Por otro lado, Orsini (36) llevé a cabo un estudio en el que analizaba la respuesta de las
células osteoblasticas MG63, cultivadas sobre discos de titanio mecanizado y tratados
mediante arenado con particulas de aliumina y posterior grabado acido dual con acido
fluorhidrico al 1% y acido nitrico al 30%. Los autores sélo especifican la rugosidad media
(Ra) del grupo de discos tratados, siendo de 2,15 um, pero en la publicacidn no se
especifica cuantos discos se midieron, cudntas mediciones se realizaron de cada disco
medido, ni qué método se utilizd para ello. El analisis morfoldgico se llevd a cabo a través
de la observacién de imagenes con el microscopio electrénico de barrido, de nuevo sin
especificar cuantas imagenes fueron tomadas y de cuantos discos. Tras él, concluyeron
gue las superficies mecanizadas presentaban células con una morfologia mas aplanada,
mientras que en las superficies rugosas las células tenian una morfologia irregular y gran
cantidad de pseuddpodos. Segun su interpretacidon esto podria mejorar la adhesién

inicial y, por tanto, favorecer una mejor oseointegracion in vivo.

Del mismo modo Kim (134), como hemos visto anteriormente, empled en su estudio
discos de titanio grado 5 mecanizados y arenados sobre los que cultivé células MG63.
Se evalud la morfologia mediante imagenes tomadas con microscopia electrénica de
barrido a las 24 horas de cultivo, al igual que en nuestro estudio, concluyendo que las
células crecidas en los discos pulidos eran aplanadas y alargadas, mientras que en los
discos arenados podian apreciarse células con margenes irregulares y gran cantidad de

filopodios.

En el ya mencionado estudio de Kim (136), tras el analisis morfolégico realizado
mediante la observacién de diferentes imagenes tomadas con SEM, percibieron una

mayor “interaccién célula-célula” en las superficies de menor rugosidad (titanio pulido),
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mientras que en las de mayor rugosidad, las tratadas mediante arenado y grabado acido
y las tratadas con recubrimiento de hidroxiapatita, apreciaron una mayor “interaccion
célula-matriz”. Pero hay que tener en cuenta que en este estudio no se especifica
cuantas imagenes se analizaron para llegar a estas conclusiones, ni de cuantas muestras
se tomaron imdagenes. Tampoco se da informacién de los valores de rugosidad, ya que
tan sélo indica qué grupo de discos es mas rugoso que otros, pero no especifica en qué
se basa para llegar a esa conclusion, si se ha medido la rugosidad de una o varias
muestras de cada grupo ni mediante qué metodologia. Ademads, tampoco se aporta

informacidén acerca del método de deposicidn del recubrimiento de hidroxiapatita.

Sohn (121) realizo el cultivo in vitro de células osteobldsticas MG63 para observar el
comportamiento sobre discos de titanio grado 4. Un grupo de discos fue tratado por
anodizado y otros por anodizado y recubrimiento con hidroxiapatita de diferentes
tamafios de particula: 1 um, 100 nm y 500-700 nm. Los autores tampoco aportan en
este caso ningun dato de rugosidad ni el tipo de proceso con el que se depositd la
hidroxiapatita. La morfologia fue observada mediante microscopia electrénica de
barrido, de nuevo sin indicar el nimero de discos observados ni cuantas imagenes se
tomaron de cada uno de ellos. Tras ello, concluyeron que las superficies anodizadas y
anodizadas y recubiertas con particulas de hidroxipatita de 1 um y 100 nm, mostraban
patrones morfoldgicos con “interaccion célula-matriz”. En el caso de las superficies
anodizadas, se observaron células pequefas, redondas y con pseuddpodos cortos,
mientras que en el caso de los discos tratados con particulas de hidroxiapatita de 1 um,
las células mostraron gran cantidad de largos pseuddpodos. Por otro lado, detallan que
los discos tratados con particulas de hidroxiapatita de 500-700 nm presentaron un

patrén morfoldgico con “interaccidn célula-célula” y practicamente sin pseuddpodos.

Du (125) realizé un estudio morfolégico a partir de imagenes tomadas con SEM. Sus
observaciones fueron que las muestras mecanizadas presentaban células que se
extendian ampliamente sobre la superficie, con gran cantidad de filopodios, mientras
que las muestras con hidroxiapatita presentaban células con un esparcimiento minimo
y menor cantidad de filopodios. En el estudio llevado a cabo por Chen (113) se evalud la
morfologia también con SEM. Dedujeron Unicamente que tras 48 horas de cultivo, las

muestras de titanio pulido presentaban células alargadas con forma ahusada, mientras
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gue las muestran con hidroxiapatita presentaban células distribuidas aleatoriamente

por la superficie y en las que podian observarse pseuddpodos.

En la mayoria de los estudios en que los autores emplean melatonina como suplemento
o aditivo en los cultivos celulares no se realiza un andlisis morfoldgico de ningun tipo. En
el ya citado estudio de Pérez (153), se observé la morfologia celular mediante SEM con
imagenes de las células tomadas tras 3 y 7 dias de cultivo. A los 3 dias, las células del
grupo control (sin adicién de melatonina) estaban separadas ocupando el espacio de
pocillo disponible y presentando un aspecto alargado. Las células de los grupos con
melatonina presentaron este mismo aspecto, observdndose células de forma aislada o
formando grupos pequefios y dispersos. Mientras que a los 7 dias, las células cultivadas
en ausencia de melatonina mostraron un aspecto aplanado y alargado con algunas
prolongaciones citoplasmaticas, de forma similar a las células cultivadas en presencia de
melatonina, que exhibieron una forma aplanada y prolongaciones citoplasmaticas
delgadas sobre la superficie del plastico. Los autores concluyeron que no se observaban
diferencias morfoldgicas ni estructurales en las células de los grupos tratados con

diferentes dosis de melatonina, ni entre ellos ni respecto al grupo control.

Tras analizar los resultados de la cuantificacion de la expresion de los diferentes genes
relacionados con la diferenciacién osteobldstica, se aprecié una tendencia de mayores
niveles de expresion en el grupo GF, el de mayor rugosidad y en el que se observaron
menores niveles de adhesién y proliferacion celular. Tras 1 semana de cultivo en
ausencia de melatonina, el gen que mostré un mayor incremento en la expresién
relativa fue BGLAP en el grupo GF, aunque sin diferencias significativas con el resto de
grupos. Tras 5 semanas de cultivo en ausencia de melatonina todos los genes mostraron
una mayor expresion relativa en el grupo GF, aunque sdélo con diferencias
estadisticamente significativas con el resto de grupos en el caso del gen PHEX. Ademas,
cabe destacar que en general la melatonina aumenté la expresion relativa de los genes

tras 1 semana de cultivo. Y del gen PHEX en todos los grupos tras 5 semanas de cultivo.

Diversos autores han cuantificado en sus estudios con células MG63 la expresidn génica

de diferentes ARNm para evaluar la diferenciacién osteobldastica. Meng (123) realiz6 el
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cultivo de estas células sobre discos de titanio mecanizados, discos arenados y grabados
y un tercer grupo de discos tratados por grabado electroquimico. Cuantificé tras 1, 3, 5
y 7 dias de cultivo los ARNm de OCN, COLT-1 y RUNX2. Se observé una tendencia que
apuntaba a mayores niveles de expresion relativa de todos los genes estudiados en los

discos tratados y con mayor rugosidad que los mecanizados.

De forma analoga, Fleischmann (109) empled en su estudio discos de titanio grado 5
mecanizados, tratados con recubrimiento de nitruro de titanio y otros con
recubrimiento de politetrafluoroetileno. Cuantificé tras 1 semana de cultivo, al igual que
en nuestro estudio, diferentes ARNm observando mayores niveles de expresion relativa
de ALP, OCN y OPG en los discos tratados, con diferencias estadisticamente
significativas. Por otra parte, también observaron mayores niveles de expresion de
COLT-1 y RANKL en discos tratados respecto a los mecanizados, aunque sin diferencias
significativas. Los autores no aportaron datos de rugosidad, pero si se evalud la
proliferacién tras 48 horas de cultivo, que fue menor en los discos tratados en

comparacion con la observada en los mecanizados, al igual que en nuestro estudio.

Lincks (33) llevo a cabo el cultivo sobre discos de titanio grado 5 pulidos y rugosos por
lijado con 6xido de aluminio. 24 horas después de que las células crecidas sobre la
superficie de plastico de los pocillos de las placas de cultivo alcanzasen la confluencia,
se evalué la densidad celular, la actividad de ALP y la produccion de OCN y COLT-I. Los
resultados mostraron una menor densidad celular en los discos rugosos, pero mayor
actividad de ALP y produccién de OCN y COLT-1 vy, por tanto, mayor diferenciacién, de

forma similar a nuestro estudio.

En el ya citado estudio de Olivares-Navarrete (140), se realizé una cuantificacién de los
ARNm de BMP 2 y 4 tras el mismo periodo de cultivo en el que se estimé la densidad
celular, es decir, 24 horas tras que las células alcanzasen el estado de confluencia en el
grupo control. Los resultados obtenidos fueron mayores niveles de expresidn relativa de
BMP 2 y 4 en los discos grabados, coincidiendo de nuevo con la mayor rugosidad y la
menor densidad celular. Un resultado equiparable es el descrito en el estudio de Kim

(116), en el que se obtuvieron mayores niveles de expresion de RUNX2 y menor
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proliferacién celular en los discos arenados con mayor tamafio de particula y, por tanto,

mMas rugosos.

De forma similar Gittens (117), como se ha mencionado, utilizé como marcador de
diferenciacién la produccién de OCN, obteniendo como resultado mayores niveles en
las células crecidas sobre superficies rugosas, que mostraron a su vez menor

proliferacion.

Sin embargo Kim (134), cuantificé el ARNm de COLT-1. La densidad celular observada
fue menor en los discos arenados, los mas rugosos, pero no se apreciaron cambios en la
cantidad de ARNm COLT-1 expresado comparando los discos mecanizados y los
arenados. Hay que sefalar que los mismos autores indican que seguramente este
resultado se debiese al tiempo de cultivo en el que se realizé la observacién, tan sélo 24

horas, y que probablemente se observasen cambios a tiempos de cultivo mas largos.

Por otro lado, Balloni (126) en su comentado estudio de células mesenquimales hMSCs,
midid la expresidn de diferentes genes tras 15 dias de cultivo. Los resultados obtenidos
fueron mayores niveles de expresion de RUNX2, BMP2, OSX, BSP, ALP y COLT-I en los
discos grabados con respecto a los no tratados, con diferencias estadisticamente
significativas. Ademds, comprobaron una mayor actividad enzimatica de ALP en discos
grabados respecto a los mecanizados. Estos cambios observados coinciden con la mayor
rugosidad de estos discos y la menor densidad celular obtenida. Sin embargo, el nivel de

expresion relativa del ARNm de OPN, fue mayor en los discos mecanizados.

Bang (161), cuantificd la expresion de diferentes genes ARNm tras 2 y 3 semanas de
cultivo de células MC3T3 sobre discos de titanio mecanizado y discos tratados por
arenado y posterior grabado acido. Ademas, también cuantificé la actividad de ALP,
obteniendo mayores niveles de actividad de ALP y de expresion génica relativa de

RUNX2, OPN, OCN y ALP vy, por tanto, mayor diferenciacion, en los discos rugosos.

En el comentado estudio de Du (125), se cuantificé el ARNm de COLT-1, ALP y OCN tras
72 horas de cultivo. Las muestras de titanio con hidroxiapatita mostraron una mayor
expresion relativa de COLT-1 y ALP que las muestras mecanizadas, pero menor de OCN,

aunque en todos los casos las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Por otro lado, Satomura (144) evaluo la cantidad relativa de ARNm de COLT-1, OCN, OPN
y BSP. La adicion de melatonina aumentd la expresion génica relativa de todos ellos, de

forma similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio tras 1 semana de cultivo.

Pérez (153) evalué la cantidad relativa de ARNm de COLT-1 y OCN. Como se ha
mencionado anteriormente, segun los autores la concentracién ideal fue la de 50 uM (la
empleada en nuestro estudio), ya que en esas condiciones a los 14 dias de cultivo se
observaron altos niveles de expresion relativa de los genes cuantificados. Cuando se
empled una concentracion de 100 uM se obtuvieron resultados similares, aunque
menos patentes, mientras que la dosis de 150 uM no tuvo efecto sobre la expresion

génica de forma significativa.

De forma analoga, Zhang (143) describié en los resultados de su estudio de expresion
génica mayores niveles relativos de los ARNm de ALP, OPN y OCN a los 12 dias de cultivo
con melatonina, de forma dosis dependiente. En un estudio similar, Son (162) cuantificé
la cantidad relativa de los ARNm de ALP, COLT-1, OCN y OSX tras 1, 3, 7 y 14 dias de
cultivo, observando un mayor nivel de expresion relativa de forma dosis-tiempo

dependiente.

Sin embargo, en el ya citado estudio llevado a cabo por Nakade (98), tras 4 dias de cultivo
midieron diferentes marcadores de diferenciacion osteobldstica. Se observd un
aumento significativo de la produccién de COLT-1 en las muestras en que se adiciond 50
y 100 uM de melatonina al medio de cultivo, pero no de la actividad de ALP ni la

producciéon de OCN.

En general, en los estudios consultados los mayores niveles de expresidn relativa de
genes o la mayor cantidad de proteinas relacionadas con la diferenciacién osteoblastica
y la mineralizacidn, suelen mostrarlos las células cultivadas sobre los discos de titanio
de mayor rugosidad empleados en el correspondiente trabajo. A la hora de comparar
los resultados es necesario tener presente la variabilidad en cuanto a los tiempos de
cultivo, los ARNm o proteinas cuantificadas, la diferente metodologia de cuantificacidn,
la superficie en la que cultivan las células, la linea celular empleada, etc. Por otro lado,
la adicién de melatonina parece incrementar la expresién de los diferentes genes,

aungue de nuevo se deben considerar las variables antes mencionadas, ademas de que
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los cultivos celulares in vitro con adicién de melatonina publicados han sido llevados a
cabo sobre placas de cultivo y no sobre titanio, por lo que los resultados, tanto para la
expresion génica como la densidad celular y la morfologia deben ser comparados con

cautela.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio in vitro, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

1. Al estudiar la topografia superficial de los discos de titanio observamos que:

1.1. Cuantitativamente, la menor rugosidad se obtuvo en los discos mecanizados (grupo
M), seguido de los discos tratados con grabado acido dual (grupo G) y, por ultimo, los
mas rugosos los tratados con grabado acido dual y recubrimiento con fosfato calcico

(grupo GF).

1.2. Cualitativamente, el proceso de mecanizado generd surcos concéntricos en la
superficie de los discos. Mientras que el tratamiento de grabado acido dual, seguido o
no de recubrimiento con fosfato calcico, generd una superficie microtexturizada, con

multiples oquedades o pocillos irregulares.

2. Al analizar la influencia de la rugosidad del titanio sobre el comportamiento de las
células osteobldsticas humanas cultivadas in vitro sobre discos de titanio apreciamos

que:

2.1. Las caracteristicas superficiales de los discos no influyeron significativamente en la
adhesién inicial de las células. Sin embargo, una vez adheridas, las células proliferaron
mas rapidamente sobre las superficies menos rugosas (grupo M), siendo menor la

proliferacién conforme aumento la rugosidad de los discos (grupos G y GF).

2.2.A. El area celular fue significativamente mayor cuando las células se adhirieron y
proliferaron sobre una superficie menos rugosa (grupo M) y disminuyd conforme
aumentaba la rugosidad superficial (grupos G y GF).

2.2.B. El indice de redondez fue significativamente mayor en las células cultivadas sobre
discos tratados con grabado acido dual (grupo G), en comparacién con las cultivadas

sobre discos mecanizados o con recubrimiento de fosfato calcico.
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2.3. El crecimiento de las células sobre discos tratados mediante grabado acido dual y
recubrimiento con fosfato cdlcico (grupo GF) provocd una mayor expresion del gen
PHEX, pudiéndose relacionar con un fenotipo de células osteoblasticas mas

diferenciadas.

3. Al analizar la influencia de la adicion de melatonina sobre el comportamiento de las
células osteoblasticas humanas cultivadas in vitro sobre discos de titanio observamos

que:

3.1. La adicién de melatonina aumentd, aunque no significativamente, la adhesién inicial
de las células. Una vez adheridas, la adicién de melatonina hizo que las células
proliferaran mas, aunque sélo de forma significativa en el grupo de discos mecanizados

(grupo M).

3.2.A. El area celular fue significativamente menor cuando las células se adhirieron y
proliferaron en presencia de melatonina.
3.2.B. El indice de redondez fue significativamente menor cuando las células se

adhirieron y proliferaron en presencia de melatonina.

3.3. Tras 1 semana de cultivo en presencia de melatonina, aumento la expresién de los
genes PHEX y SPARC en todos los grupos, siendo mayor la expresion del gen PHEX en el
grupo GF. Tras 5 semanas de cultivo en presencia de melatonina, aumenté la expresién

del gen PHEX en todos los grupos.
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N2 Disco Medicion Ra(um)

1 1 0,181
1 2 0,162
1 3 0,171
2 1 0,153
2 2 0,063
2 3 0,071
3 1 0,161
3 2 0,071
3 3 0,088
4 1 0,146
4 2 0,107
4 3 0,102
5 1 0,114
5 2 0,142
5 3 0,114
6 1 0,077
6 2 0,056
6 3 0,055
7 1 0,137
7 2 0,135
7 3 0,125
8 1 0,205
8 2 0,225
8 3 0,148
9 1 0,178
9 2 0,16
9 3 0,223
10 1 0,155
10 2 0,12
10 3 0,09
11 1 0,079
11 2 0,08
11 3 0,071
12 1 0,138
12 2 0,097
12 3 0,078
13 1 0,123
13 2 0,179
13 3 0,142
14 1 0,068
14 2 0,065
14 3 0,076
15 1 0,118
15 2 0,141
15 3 0,171
16 1 0,116
16 2 0,1
16 3 0,095
17 1 0,126
17 2 0,085
17 3 0,093
18 1 0,088
18 2 0,103
18 3 0,091
19 1 0,093
19 2 0,084
19 3 0,215
20 1 0,115
20 2 0,115
20 3 0,148

Tabla 1: Medidas de rugosidad media (Ra) de los discos del grupo M.

185

21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
25
25
25
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
30
30
30
31
31
31
32
32
32
33
33
33
34
34
34
35
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
38
39
39
39
40
40
40

W N EFP WNREPWNREREWNRPRWNRWNRWNRERWNRWNERWNRWNRPRWNERWNRWNERWNRWNRERWNRERWNRWNREREWNPRE

0,11
0,105
0,101
0,113
0,121
0,118
0,105
0,106
0,076
0,093
0,098
0,095
0,149
0,06
0,06
0,091
0,138
0,094
0,146
0,088
0,079
0,159
0,123
0,122
0,133
0,191
0,178
0,122
0,121
0,073
0,248
0,219
0,207
0,454
0,314
0,31
0,163
0,105
0,095
0,122
0,106
0,159
0,14
0,217
0,251
0,07
0,147
0,086
0,125
0,1
0,091
0,189
0,189
0,182
0,148
0,14
0,193
0,132
0,1
0,151



N2 Disco Medicion Ra (um)

1 1 0,215
1 2 0,209
1 3 0,214
2 1 0,184
2 2 0,236
2 3 0,227
3 1 0,275
3 2 0,293
3 3 0,338
4 1 0,25
4 2 0,255
4 3 0,281
5 1 0,226
5 2 0,23
5 3 0,219
6 1 0,293
6 2 0,331
6 3 0,257
7 1 0,241
7 2 0,375
7 3 0,313
8 1 0,338
8 2 0,318
8 3 0,292
9 1 0,23
9 2 0,206
9 3 0,223
10 1 0,28
10 2 0,356
10 3 0,346
11 1 0,255
11 2 0,257
11 3 0,254
12 1 0,336
12 2 0,269
12 3 0,297
13 1 0,275
13 2 0,249
13 3 0,284
14 1 0,343
14 2 0,218
14 3 0,238
15 1 0,321
15 2 0,311
15 3 0,277
16 1 0,227
16 2 0,226
16 3 0,226
17 1 0,232
17 2 0,236
17 3 0,246
18 1 0,293
18 2 0,258
18 3 0,291
19 1 0,246
19 2 0,235
19 3 0,241
20 1 0,331
20 2 0,308
20 3 0,276

Tabla 2: Medidas de rugosidad media (Ra) de los discos del grupo G.
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21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
25
25
25
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
30
30
30
31
31
31
32
32
32
33
33
33
34
34
34
35
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
38
39
39
39
40
40
40

W NEFRP WNREPWNREREWNRPRWNERWNRWNRERWNRWNERWNRWNRWNRWNRWNERWNRWNRERWNRERWNRWNREREWNPRE

0,205
0,229
0,232
0,274
0,248
0,323

0,23
0,228
0,231
0,254
0,258
0,263
0,233
0,243
0,235

0,32

0,32
0,294
0,244
0,239
0,268
0,241
0,243
0,249
0,212
0,234
0,224
0,315
0,315
0,318
0,294
0,359
0,394
0,297
0,291
0,308
0,219
0,221
0,232
0,214
0,222
0,239
0,254
0,243
0,234
0,226
0,228
0,264
0,247
0,262
0,237
0,403
0,286
0,255
0,241

0,26
0,267
0,274
0,333
0,266



N2 Disco Medicion Ra(um)

1 2 0,662
1 1 0,41
1 3 0,481
2 1 0,654
2 2 0,531
2 3 0,446
3 1 0,315
3 2 0,296
3 3 0,27
4 1 0,316
4 2 0,275
4 3 0,337
5 1 0,368
5 2 0,318
5 3 0,332
6 1 0,357
6 2 0,339
6 3 0,297
7 1 0,56
7 2 0,481
7 3 0,495
8 1 0,28
8 2 0,29
8 3 0,26
9 1 0,435
9 2 0,549
9 3 0,396
10 1 0,527
10 2 0,477
10 3 0,474
11 1 0,298
11 2 0,246
11 3 0,315
12 1 0,767
12 2 0,623
12 3 0,364
13 1 0,3
13 2 0,383
13 3 0,295
14 1 0,347
14 2 0,257
14 3 0,364
15 1 0,34
15 2 0,263
15 3 0,272
16 1 1,461
16 2 0,254
16 3 0,258
17 1 0,317
17 2 0,325
17 3 0,293
18 1 0,474
18 2 0,467
18 3 0,466
19 1 0,439
19 2 0,524
19 3 0,383
20 1 0,412
20 2 0,411
20 3 0,473

Tabla 3: Medidas de rugosidad media (Ra) de los discos del grupo GF.
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21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
25
25
25
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
30
30
30
31
31
31
32
32
32
33
33
33
34
34
34
35
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
38
39
39
39
40
40
40

W N EFP WNREPWNREREWNRPRWNERWNRWNRERWNRWNERWNRWNRPRWNRWNRERWNERWNRWNRERWNRERWNRWNREREWNPRE

0,345
0,323
0,318
0,534

0,33
0,451
0,292
0,293
0,338

0,25
0,255
0,281
0,226

0,23
0,219
0,351
0,332
0,332
0,306
0,323
0,299
0,318
0,299
0,368
0,281
0,281
0,289
0,297
0,305
0,519
0,263
0,264
0,238
0,294
0,323
0,434

0,31
0,325
0,346
0,319
0,281
0,258
0,309
0,315
0,301
0,321
0,294
0,297
0,402
0,391
0,387
0,381
0,373
0,321
0,369
0,296
0,273
0,307
0,264
0,281



Total células en disco SD Superficie neta util (mm2) Densidad neta células (células/mm2) sD

M1 3356,00 30,45 110,21
M2 1126,00 27,92 40,33
M3 1490,00 28,82 51,70
M4 2255,00 26,63 84,68
M5 3727,00 27,59 135,09
Media M, 24 h (+- SD) 2390,80 1134,31 28,28 84,40 39,52
GF1 1652,00 28,48 58,01
GF2 1226,00 27,40 44,74
GF3 853,00 28,45 29,99
GF4 2167,00 30,07 72,07
GF5 1771,00 28,23 62,74
v
Media GF, 24 h (+- SD) 1533,80 507,30 28,52 53,51 16,43
G1 2454,00 29,20 84,05
G2 3385,00 30,72 110,19
G3 3749,00 28,42 131,92
Ga 2422,00 28,69 84,42
G5 103500 28,90 35,81
Media G, 24 h (+- SD) 2609,00 1053,36 29,19 89,23 35,93

M11 9918,00 31,04 319,48
M12 8028,00 28,02 286,48
M13 11165,00 28,09 397,42
M14 9872,00 v 27,65 357,02
M15 12907,00 29,23 441,57
v
Media M, 72 h (+- SD) 10378,00 1803,15 28,81 360,39 61,45
GF11 7630,00 29,47 258,90
GF12 6211,00 2823 219,99
GF13 4869,00 29,96 162,53
GF14 2336,00 21,59 84,67
GF15 2250,00 28,05 80,23
Media GF, 72 h (+- SD) 4659,20 2370,61 28,66 161,25 79,71
G11 10667,00 30,03 355,24
G12 17802,00 28,46 625,44
G13 4552,00 29,71 153,20
G14 8162,00 29,39 277,72
G15 3571,00 30,31 117,80
Media G, 72 h (+- SD) 8950,80 5705,33 29,58 305,83 202,51

M6 2510,00 27,9 89,78
M7 3717,00 27,60 134,69
M8 4054,00 30,12 134,60
M9 4398,00 25,94 169,55
M10 3164,00 26,60 118,93
Media M, 24 h +melatonin 3568,60 746,64 27,64 129,51 28,92
GF6 1287,00 30,08 42,78
GF7 3135,00 29,a1 106,61
GF8 2014,00 31,26 64,43
GF9 1609,00 26,85 59,93
GF10 5474,00 28,55 191,73
Media GF, 24 h +melatonii 2703,80 1698,65 29,23 93,10 59,92
G6 3504,00 27,55 127,18
G7 3980,00 28,03 139,99
G8 2130,00 28,27 75,35
G9 4980,00 29,02 171,62
G10 3213,00 28,34 113,38
Media G, 24 h +melatonina(+- SD) 3561,40 1044,18 28,32 125,50 35,36
72 h + melatonina
M16 19226,00 27,79 691,76
M17 16964,00 27,50 616,90
M18 13599,00 21,72 490,67
M19 16571,00 26,80 618,32
M20 17413,00 27,19 640,35
Media M, 72 h +melatonin 16754,60 2035,72 27,40 611,60 74,07
GF16 1599,00 30,52 52,40
GF17 2107,00 29,63 71,11
GF18 6173,00 28,74 214,80
GF19 2739,00 30,77 89,03
GF20 3334,00 28,07 118,78
Media GF, 72 h +melatonii 3190,40 1790,71 29,54 109,22 63,89
G16 13476,00 27,88 48337
G17 15786,00 28,97 544,98
G18 6513,00 28,88 225,49
G19 13475,00 28,68 469,89
G20 14353,00 28,81 498,13
Media G, 72 h +melatonina(+- SD) 12720,60 3596,37 28,64 444,37 125,53

Tabla 4-7: Datos recogidos para el estudio de adhesién y proliferacién celular.
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Table Analyzed Data 1

Column B 24 h GF
VS, VS,
Column A 24hM
Mann Whitney test

P value 0,3095
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A,B 33,00, 22,00
Mann-Whitney U 7

Difference between medians

Median of column A 84,68
Median of column B 58,01
Difference: Actual -26,67
Difference: Hodges-Lehmann -26,67

Tabla 8: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacidn entre pares de grupos tras 24 horas de

cultivo sin melatonina.

Table Analyzed Data 1
Column E 72h GF
vS. vs,
Column D 72hM
Mann Whitney test

P value 0,0079
Exact or approximate P value? Exact
P value summary *
Significantly different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column D.E 40,00, 15,00
Mann-Whitney U 0

Difference between medians

Median of column D 378,6
Median of column E 162,5
Difference: Actual -216
Difference: Hodges-Lehmann -206,3

Tabla 9: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacidn entre pares de grupos tras 72 horas de

cultivo sin melatonina.

Table Analyzed Data 1
Column H 24 h melatonina GF
vs. vs,
Column G 24 h melatonina M
Mann Whitney test

Pvalue 0,2222
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column G.H 34,00, 21,00
Mann-Whitney U 6

Difference between medians

Median of column G 1346
Median of column H 64,43
Difference: Actual -7017
Difference: Hodges-Lehmann -54,5

Table Analyzed Data 1
Column C 24h G
vs. Vs,
Column A 24hM
Mann Whitney test

P value 0,8016
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A,.C 29,00, 26,00
Mann-Whitney U 1

Difference between medians

Median of column A 84,68
Median of column C 84,42
Difference: Actual -0.26
Difference: Hodges-Lehmann 0,26

Table Analyzed Data 1
Column F 72h G
vs. Vs,
Column D 72h M
Mann Whitney test

P value 0,3095
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column D,F 33,00, 22,00
Mann-Whitney U 7

Difference between medians

Median of column D 378,6
Median of column F 2777
Difference: Actual -100,8
Difference: Hodges-Lehmann -100,8

Table Analyzed Data 1
Column | 24 h melatonina G
Vs, vs,
Column G 24 h melatonina M
Mann Whitney test

P value 0,8444
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column G.I 28,00, 27,00
Mann-Whitney U 12

Difference between medians

Median of column G 1346
Median of column | 127,2
Difference: Actual -7.42
Difference: Hodges-Lehmann -5,55

Table Analyzed

Column C
Vs,
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Table Analyzed

Column F
VS,
Column E

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column E,F
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column E

Median of column F
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Table Analyzed

Column |
vs.
Column H

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column H,I
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column H

Median of column |
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

24h G
Vs,
24 h GF

0,0952
Exact

ns

No
Two-tailed
19,00, 36,00
4

58,01
84,42
26,41
39,31

Data 1

72h G
VS,
72h GF

0,2222

Exact

ns

No
Two-tailed
21,00, 34,00
6

162,5
2777
115,2
96,34

Data 1

24 h melatonina G
vs,
24 h melatonina GF

0,2222
Exact

ns

No
Two-tailed
21,00, 34,00
6

64,43
127,2
62,75
48,95

Tabla 10: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacion entre pares de grupos tras 24 horas de

cultivo con melatonina.
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Table Analyzed

Column K
vs.
Column J

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column J K
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column J

Median of column K
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina GF
Vs,
72 h melatonina M

0,0079

Exact

Yes
Two-tailed
40,00, 15,00
0

618,3
88,03
-529,3
-527.8

Table Analyzed

Column L
vs.
Column J

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column J,L
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column J

Median of column L
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina G
vs,
72 h melatonina M

0,0317
Exact

Yes
Two-tailed
38,00, 17,00
2

618,3
4834
-135
-146,8

Table Analyzed

Column L
vs.
Column K

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column KL
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column K

Median of column L
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina G
vs,
72 h melatonina GF

0,0079

Exact

Yes
Two-tailed
15,00, 40,00
0

88,03
4834
3843
380,9

Tabla 11: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacion entre pares de grupos tras 72 horas de
cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column G
Vvs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,G
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column G
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

24 h melatonina M
vs,
24hM

0,1508
Exact

ns

No
Two-tailed
20,00, 35,00
5

84,68
1346
49,92
49,45

Table Analyzed

Column H
Vs,
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column B,H
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column H
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

24 h melatonina GF
vs,
24 hGF

0,3095

Exact

ns

No
Two-tailed
22,00, 33,00
7

58,01
64,43

6,42
18,69

Table Analyzed

Column |
Vs,
Column C

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column C.|
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column C

Median of column |
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

24 h melatonina G
vs,
24h G

0,2222

Exact

ns

No
Two-tailed
21,00, 34,00
6

84,42
1272
42,76
38,54

Tabla 12: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacion de grupos sin melatonina con sus homaologos
con melatonina, tras 24 horas de cultivo.

Table Analyzed

Column J
vs.
Column D

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column D J
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column D

Median of column J
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina M
vs,
72hM

0,0079

Two-tailed
15,00, 40,00
0

378,6
618,3
2388
2429

Table Analyzed

Column K
vs.
Column E

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column E,K
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column E

Median of column K
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina GF
vs,
72hGF

0,3095
Exact

ns

No
Two-tailed
33,00, 22,00
7

162,5
88,03
-73.5
-43,75

Table Analyzed

Column L
vs.
Column F

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column F.L
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column F

Median of column L
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina G
vs,
72hG

0,3095
Exact

ns

No
Two-tailed
22,00, 33,00
7

2717
4834
205,7
188,7

Tabla 13: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacion de grupos sin melatonina con sus homélogos
con melatonina, tras 72 horas de cultivo.
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Table Analyzed

Column D
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,D
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column D
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72hM
Vs,
24hM

Two-tailed
15,00, 40,00
0

84,68
378,6
2839
278,2

Table Analyzed

Column E
vs.
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column B,E
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column E
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72hGF
Vs,
24 hGF

0,0079

Two-tailed
15,00, 40,00
0

58,01
162,5
104,5
104,5

Table Analyzed

Column F
vs.
Column C

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column C.F
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column C

Median of column F
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72hG
Vs,
24h G

Two-tailed
16,00, 39,00
1

84,42
2777
1833
193,3

Tabla 14: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacion de grupos en ausencia de melatonina tras 24

horas de cultivo con sus homologos tras 72 horas de cultivo.

Table Analyzed

Column J
vs.
Column G

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column G.J
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column G

Median of column J
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina M
Vs,
24 h melatonina M

Two-tailed
15,00, 40,00
0

1346
618,3
4837

498

Table Analyzed

Column K
vs.
Column H

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column HK
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column H

Median of column K
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina GF
vs,
24 h melatonina GF

0,5317
Exact

ns

No
Two-tailed
24,00, 31,00
9

64,43
89,03

24,6
1217

Table Analyzed

Column L
vs.
Column |

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column |,L
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column |

Median of column L
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

72 h melatonina G
vs,
24 h melatonina G

0,0079

Two-tailed
15,00, 40,00
0

127,2
4834
356,2
356,5

Tabla 15: Test de Mann-Whitney para densidad celular: comparacion de grupos en presencia de melatonina tras 24

horas de cultivo con sus homologos tras 72 horas de cultivo.
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M 24h AREA REDONDEZ 101 4037,98 2,34 201 2765,29 2,79 301 1556,27 1,62 401 2662,56 2,98
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4 1107,14 238 105  1597,03 356 205 4374,20 213 305 114959 2,32 405 133552 3,55
5 503220 299 106  3751,01 341 206 4754,57 219 306 201560 3,86 406 3077,73 187
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88 217012 336 188 252501 165 288 270925 354 388 2769,53 1,74 490 1803,34 044
89 237049 366 189 181183 332 289 2581,90 2,88 389 275510 2,06 491 190607 162
%0 223889 250 190 243926 241 290 3846,10 3,89 390 210220 2,14 192 1904,37 3,81
91 290368 218 191 236030 281 291 203173 2,07 391 821,86 2,25 493 150533 3,95
92 151807 387 192 273218 212 292 450835 1,99 392  2047,01 2,26 194 2199,84 330
93 181183 2,96 193 228983 189 293 279755 2,76 393 3723,00 4,97 495 170,70 7,73
94 220153 234 194 286038 1,79 294 1844,94 228 394 217521 4,01 496 196041 3,68
95 2570,01 360 195 270161 2,76 295  2868,02 3,85 395 140175 3,04 497 2096,25 4,03
96 1904,37 2,50 196 2566,62 2,13 29 2547,94 2,72 396 1091,85 2,66 498 2780,57 2,68
97 329169 2,72 197 2711,80 3,14 297 149854 2,02 397 195532 3,65 499 2319,55 7,72
98 3511,59 1,88 198 128288 392 298  3729,79 401 398  1462,88 2,40 500 117251 3,18
99 3329,05 260 199 2002,01 557 299 2802,65 1,89 399 2002,01 1,68 PROMEDIO  2421,34 2,99
100 179825 1,70 200 474523 361 300  3057,36 339 400 3146550 1,77 sb 806,81 1,15

Tabla 16: Valores de area e indice de redondez del grupo M sin adicidon de melatonina tras 24 horas de
cultivo.
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M 24h M AREA REDONDEZ 101 2456,24 1,86 201 2430,77 2,47 301 2463,88 3,25 401 1526,56 2,73

1 176174 1,73 102 1966,35 3,80 202 1923,90 2,39 302 221,72 3,41 402 1877,20 3,20
2 154269 1,77 103 2102,20 2,78 203 2003,71 2,52 303 217437 2,41 403 365253 1,95
3 1369,49 2,09 104 1744,76 3,05 204 3576,96 1,87 304 131854 4,02 404 1140,25 1,53
4 122940 2,51 105 1903,52 6,29 205 2477,47 1,76 305 427317 2,70 405 1242,98 3,09
5 833,75 2,62 106 2201,53 2,36 206 1529,95 1,65 306 256322 2,08 406 1266,75 2,82
6 1495,14 2,29 107 3825,73 2,57 207 2216,82 3,40 307 3131,22 3,13 407 1012,04 2,37
7 1221,75 2,67 108 971,29 1,45 208 2428,23 2,85 308 3886,86 1,80 408 2240,59 4,53
8 1774,47 2,05 109 3187,26 1,86 209 2712,65 2,42 309 2590,39 2,81 409 1371,18 3,03
9 875,35 2,57 110 986,57 2,67 210 2847,65 3,32 310 2516,52 2,11 410 1547,78 2,56
10 2296,63 3,00 111 1497,69 4,18 211 2062,29 2,14 311 2576,81 2,58 411 159872 2,96
11 1322,79 337 112 1732,87 1,95 212 1827,11 2,69 312 177447 2,42 412, 291557 2,55
12 127949 2,39 113 1095,25 3,02 213 2902,83 1,72 313 1939,18 2,46 413| 262180 2,35
13 185,73 2,48 114 237474 1,46 214 320084 1,58 314 2187,95 2,81 414 1383,92 2,69
14 101968 2,37 115 1907,77 1,78 215 1788,91 2,10 315 2093,71 1,93 415| 188315 337
15 148156 2,43 116 1754,94 1,83 216 1723,53 3,17 316 239681 3,01 416 1990,13 351
16 216163 2,50 117 1698,91 1,93 217 2064,84 2,56 317 3077,73 1,55 417, 2491,05 2,88
17 2360,30 1,95 118 225927 3,63 218 2469,83 1,50 318 3278,10 2,55 418 228474 186
18 1657,31 1,78 119 1872,11 2,24 219 331971 1,73 319 3537,06 2,28 419 195277 319
19 203003 176 120 177957 3,00 220 284255 1,89 320  1057,89 434 420 128543 2,94
20 150448 1,56 121 212597 4,59 21 231191 3,32 321 250549 1,68 :g ;gﬁi? ;Z;
21 1316,00 3,85 122 1984,18 1,74 222 3199,14 1,91 322 201560 1,68 s 201795 Tes
22 175410 183 123 2744,06 3,35 223 2015,60 2,82 323 184749 2,17 FREETYTET o
23 160467 2,13 124 310151 2,07 224 176513 2,42 324 2402,75 2,38 sl 260567 Yo
24, 2108,99 2,58 125 2401,06 1,94 225 223550 2,77 325 261926 1,54 w2l 1o15.a1 240
25 1377,98 3,12 126 4649,29 331 226 2558,13 2,24 326 1574,10 2,09 227 161995 Te1
26 1636,08 2,17 127 1297,32 2,27 227 3246,69 2,80 327 2652,37 2,67 428 299283 320
27, 185938 1,80 128 3894,50 1,78 228 1670,04 4,06 328 114364 2,38 w29l 157316 3
28] 213701 6,05 129 146882 1,62 229 2948,68 2,20 329 161570 2,07 230 239631 )
29 314566 3,09 130 2425,68 2,72 230 2367,09 1,78 330 303698 2,56 1] 542951 225
30| 116827 2,63 131 3553,19 1,66 231 2941,89 2,80 331 4103,36 2,66 432 207528 e
31 123109 214 132 4132,23 2,48 232 234672 3,27 332 318641 2,89 433 236200 e
32, 189758 2,05 133 1579,20 2,50 233 4172,98 2,22 333 327301 2,51 231l 122919 310
33 107,77 2,65 134 4122,04 232 234 2698,22 4,01 334 169042 3,13 25| 133052 261
34] 291812 1,53 135 313037 2,94 235 3469,14 2,60 335 2608,22 3,39 136 189209 Y62
35 288076 2,69 136 143146 2,62 236 1837,30 2,51 336 3464,04 2,67 237 218201 208
36 216078 2,83 / /
g Z 137 2511,43 2,23 237 3266,22 2,81 337 356168 2,84 38| 171929 214
37| 179570 281 138 260058 1,99 238 216078 2,37 338 150873 2,45 29| 158172 316
38] 176768 2,99 139 316688 2,80 239 11249 3,62 339 379686 2,17 210 185428 227
39, 81846 4,66 140 170061 3,68 20 164542 1,84 340 4201,00 2,67 441 204956 262
4‘; 1309'23 ;24 141 157665 1,30 241 286038 1,91 341 230257 233 442 268208 2,08
22 1‘;;;‘2’; 3'7‘; 142 3053,96 2,43 242 2050,41 1,67 342 1957,01 2,38 443 1479.86 356
wsl1eoc09 s 143 265831 3,56 243 1063,83 2,76 343 1683,63 2,80 a4 179485 2,93
wal 27ease e 144 2228,70 4,19 24 2357,76 1,67 344 118015 2,65 445 195447 225
ws| 228134 e 145 3127,83 2,11 245 182711 3,30 345 576321 3,10 a6 287821 220
o e Lot 146 1845,79 2,23 246 2506,34 1,88 346 2907,08 2,25 447 1980,79 2,35
y RETITY a8 147 193579 1,90 247 2340,77 2,77 347 206314 2,30 448 1879,75 1,97
P BT or 148 3177,92 1,63 248 162504 331 348 2474,07 2,00 449 1934,09 3,08
BT 314 149 283831 1,27 29 3742,52 2,32 349 163863 5,23 450  1187,79 1,93
ol 189-85 50 150 104261 1,99 250  2180,31 1,68 350  2429,07 2,60 451 2440,11 2,06
T Tos 151 1518,07 1,42 251 3259,42 1,91 351 2110,69 2,79 452 892,33 2,55
> ’ 152 3514,13 2,02 252 3516,68 3,08 352 2842,55 1,72 453 2769,53 232
52 2047,86 2,10
23 139408 53 153 2958,02 2,48 253 4023,55 1,44 353 1807,58 2,92 454 2331,44 2,02
sl 109 173 154 1916,26 1,81 254 308537 3,34 354 2517,37 1,69 455 1981,64 2,78
. 2308'5 1 3’ n 155 2378,13 1,63 255 2524,17 2,12 355 1281,19 2,63 456 1981,64 3,24
6| 154 4'39 1’70 156 1827,11 1,72 256 1132,61 2,23 356 1845,79 6,95 457 172438 2,69
57 1738’81 1’93 157 1994,37 2,23 257 4565,23 2,37 357 3584,60 1,85 458 1886,54 2,52
8 1699’76 2'61 158 1989,28 2,60 258 2633,69 1,72 358 1442,50 2,77 459 2089,46 1,87
50 2312’76 2'55 159 3136,32 2,32 259 2813,68 3,20 359 1985,88 1,97 460 1193,74 2,34
50 T 49' 28 2‘57 160 1763,43 2,04 260 1421,28 2,32 360 3020,85 2,58 461 3104,90 1,70
o1 1609’76 2' 29 161 114195 2,38 261 1666,65 2,23 361 219474 1,92 462 1799,94 3,47
62 137798 342 162 4528,72 2,13 262 1536,74 1,93 362 204192 3,08 463|  1709,10 2,62
e3| 184579 333 163 209541 3,17 263 2187,95 1,94 363 265237 2,89 464|  1248,92 142
eal 200256 345 164 4341,09 1,76 264 1939,18 2,07 364 2599,73 2,72 465 1576,65 185
65| 177957 229 165 1529,10 3,60 265 1376,28 3,56 365 917,80 3,13 466 1181,00 174
6| 2266.06 301 166 3417,34 232 266 2389,17 2,46 366 1160,62 2,03 467, 1700,61 2,07
o7 115977 455 167 1971,45 1,90 267 3479,32 2,55 367 1557,97 1,54 468 902,52 3,59
’ ’ 168 259548 1,66 268 1542,69 1,95 368 1527,40 3,15 469 2088,61 170
68 168108 2,63 ’ ’ ’ ’ . ’ 470 1011,19 3,44
6ol 133552 180 169 4647,59 1,94 269 129817 3,05 369 287736 4,00 . :
20 298547 1 170 332905 1,43 270 237049 413 370 149514 2,25 471 169,19 291
71l 1a85.80 268 171 231361 3,16 271 1373,73 4,83 371 4021,00 1,92 2;; 1352'32 i'gz
172 248341 1,82 272 211493 2,18 372 2412,09 1,82 : :
72 2502,09 2,09 : ' , ) 2 )
73| 201642 308 173 175155 1,62 273 3348,57 1,57 373 1259,96 2,22 g: ;gzg':; 5'2;
94 790.25 3.4 174 288755 1,91 274 1861,07 2,19 374 162844 1,99 e EETTYT: e
75| 172438 2.5 175 3059,90 3,42 275 2186,25 3,54 375 173117 3,54 g 8
. ) 477 2508,03 1,82
76 130241 2,05 176 413817 2,46 276 2392,57 1,52 376 216842 2,89 sl 53105 80
o el Y- N 3| N - 7 ) 7 - . ) R -
78 1423,82 2,80 2 3 d 2 2 2 480 244351 1,77
79 118525 351 179 189843 2,54 279 3942,04 2,19 379 1896,73 2,29 81| 168108 56
80 142128 3,05 180 2273,70 1,78 280 2311,06 1,91 380 1299,02 3,31 282 3826.10 247
81 1094.40 383 181 2476,62 3,06 281 2586,14 2,81 381 2468,98 1,54 83| 2592.94 178
82 100186 158 182 312867 1,93 282 221597 2,20 382 1540,14 2,56 asal 212295 163
83 919,50 318 183 2285,59 1,63 283 1602,12 2,33 383 2060,59 2,92 85| 327471 153
84 1652,21 3,09 184 1586,84 2,22 284 1768,53 2,21 384 1848,34 2,39 486 2008,80 3,11
85 715,73 2,93 185 2013,90 2,00 285 1644,57 2,29 385 2230,40 2,18 487 118609 171
86 225248 2,23 186 1752,40 2,07 286 3074,34 1,81 386 1162,32 2,42 488 113600 318
87 170740 3,84 187 3278,95 2,18 287 2041,92 2,90 387 203852 2,18 289 935,63 4.67
88 253011 1,99 188 5008,43 2,64 288 1845,79 3,56 388 1994,37 1,92 490 175919 295
89 456863 5,25 189 2543,69 2,08 289 1896,73 2,01 389 1868,71 1,86 491 178636 447
90 143741 2,27 190 153165 2,50 290  2768,69 2,87 390 268124 2,30 492 2307.66 1.94
91 170655 2,42 191 3119,33 2,17 201 2467,28 2,19 391 213191 2,25 193 122175 2,51
92 180419 3,85 192 313377 1,85 292 1904,37 2,36 392 2814,53 2,39 194 138562 332
93 199522 2,98 193 139411 1,36 203 2779,72 3,77 393 238153 2,62 495 1591,08 2,80
94 1952,77 1,97 194 2550,49 2,90 204 2010,50 2,45 394 2227,00 2,10 196 1237,04 2,16
95 110544 2,13 195 1402,60 2,87 295 2171,82 3,86 395 1781,26 2,46 497 108336 2,38
9% 175325 2,42 196 2948,68 2,64 296 2118,33 3,67 396 1948,52 2,44 498 231021 237
97 149429 1,90 197 3374,89 4,86 297 247577 2,40 397 1401,75 2,57 499 2173,52 2,75
98 159533 2,03 198 3479,32 2,45 208 1378,82 4,68 398 1752,40 1,73 500 2424,83 2,33
99 207927 1,72 199 158938 1,88 299 3281,50 1,76 399 2852,74 2,64 Promedic  2170,48 2,54
1000 1575,80 1,9 200 181098 2,68 300 1919,66 2,15 400 2058,90 2,53 sD 802,89 0,76

Tabla 17: Valores de area e indice de redondez del grupo M con adicién de melatonina tras 24 horas de
cultivo.

193



G24h  AREA REDONDEZ 101 1948,52 3,25 201 1546,93 2,50 301 2543,69 2,70 401 1959,56 4,07

1 169042 2,09 102 2909,62 2,90 202 2037,67 3,31 302 168448 3,88 402 1674,29 2,29
2 126845 1,77 103 2420,58 3,13 203 203937 1,77 303 140175 1,75 403 186277 2,04
3 2067,39 1,99 104 2890,10 1,96 204 284340 5,02 304 207503 2,49 404 274661 2,95
4 109949 3,03 105 2221,91 2,24 205 1793,15 3,32 305 121411 1,90 405 2513,13 1,92
5 1137,70 2,50 106 3216,12 2,43 206 2700,76 2,21 306 2055,50 1,76 406 1557,12 2,43
6 1231,09 2,25 107 3071,79 2,63 207 2131,91 2,73 307 1441,65 1,84 407 3012,36 1,41
7 2064,84 2,42 108 2345,02 3,05 208 2114,08 1,91 308 2176,06 2,16 408 1490,90 2,01
8 1287,98 5,19 109 2769,53 1,89 209 2295,78 2,52 309 2354,36 4,30 409 3062,45 137
9 2067,39 2,96 110  2070,78 2,81 210 2452,00 1,97 310 3043,77 1,69 410 1739,66 1,70

10 185173 3,76 111 1553,72 3,78 211 2796,70 1,70 311 1900,98 2,55 411 203597 1,55
1 117251 1,47 112 3319,71 2,09 212 1893,34 3,14 312 1883,15 2,67 412, 300641 1,68
12 219219 1,74 113 1879,75 1,71 213 127185 1,99 313 424005 1,65 413| 123619 3,60
13 132024 1,30 114 171844 2,43 214 175664 1,89 314 143826 3,31 414 191456 194
14 235691 2,78 115 1384,77 1,62 215 2391,72 2,62 315 2547,09 2,50 415] 139326 149
15 1560,52 3,44 116 2626,05 2,18 216 1503,63 3,62 316 291047 2,73 416 1980,79 2,45
16 1707,40 1,97 117 376884 2,10 217 241549 2,29 317 2063,99 135 417, 261416 2,39
17 1449,29 2,36 118 354385 2,39 218 1768,53 2,39 318 2086,07 232 418 197824 2,05
18 1994,37 197 119 1382,22 2,79 219 610,45 2,05 319 1739,66 2,47 2;3 ;Zg'gg i'ig

19 291217 2,90 120 1656,46 1,51 220 178891 2,56 320 177872 1,91 2 2
20 222870 157 11 170061 437 21 68517 2,02 321 1547,78 2,66 Zi; ;ZZ::; i'zg
21 292830 3,38 122 1007,80 1,92 222 129137 1,68 322 221682 3,51 ORI R a6
22 131430 1,94 123 147561 3,12 223 282642 2,81 323 2559,82 1,61 RS TYT) 2o
23 147052 1,51 124 1900,98 3,41 224 187126 2,94 324 126336 2,32 a5 353706 s
24 2603,13 2,28 125 1661,55 2,65 225 227455 2,12 325 1180,15 2,58 w6l 213701 175
25 191541 1,97 126 1766,83 1,56 226 356168 2,70 326 161570 1,64 w7 207503 228
26 2107,29 154 127 1557,12 2,08 227 1302,41 2,45 327 2224,46 1,49 w8 136sed 39
27, 103751 2,94 128 2473,22 2,22 228 203258 2,34 328 1029,87 3,92 w20l 1eaacy 93
28| 167683 3,10 129 683,47 2,58 229 1642,02 2,52 329 1277,79 2,38 30| 250228 266
291 274,06 1,51 130 103751 2,08 230 2357,76 2,54 330 2642,18 2,76 31| 130666 22
30f 188509 189 131 1462,88 1,95 231 132788 2,70 331 276699 2,63 w32 11034 o1
31 201899 2,41 132 772,62 1,82 232 1444,20 3,35 332 156137 4,40 133 223295 To
32, 161910 189 133 124383 231 233 278482 2,83 333 272114 2,20 w3a 141024 180
38| 250964 3101 434 408638 1,55 234 189588 217 334 163863 4,04 w55 1289.20 218
34 321952 404 135 1664,10 3,01 235 138562 3,58 335 1880,60 2,41 136 350734 792
35| 125741 326 136 71318 2,04 236 1187,79 4,43 336 129647 3,13 237 136760 Toa
36 307603 367 137 250039 1,31 237 150448 1,86 337 175155 3,55 238 279416 223
37] 11201 195 133 171589 1,54 238 1447,60 2,37 338 227455 2,64 439 231021 1,56
38 248681 415 139 2718559 2,25 239 154523 1,95 339 1579,20 2,13 440 165051 194
39 211918 175 140 117,32 1,77 20 161146 2,46 340 193579 2,04 441 1739.66 188
“2 g;g,zs ;;5 141 430458 3,03 241 1510,42 2,05 341 1101,19 2,38 a2 232295 253
22 2133’2? Z'ZZ 142 2564,07 2,71 242 1362,69 2,19 342 96535 3,63 443 188739 195
g ’ 143 118185 2,22 243 1654,76 6,45 343 1643,72 2,53 244 138477 2,39

43 1099,49 2,79 g '
: : 144 1069,78 1,74 244 215823 2,37 344 987,42 2,06 445 255133 2,49
:: ;izi'gi ;ég 145 1184,40 3,88 245 1469,67 3,70 345 142043 3,54 446 176513 2,59
aol 302034 13 146 1620,80 3,37 246 170146 2,33 346 1231,09 2,39 447 161316 2,09
T S0ma0 e 147 2170,97 2,08 247 1350,81 2,90 347 147137 1,88 448 1867,02 2,25
YT BTV e 148 1350,81 2,02 248 1147,04 1,59 348 139411 2,53 449 3032,73 2,28
2ol 150245 1 149 1899,28 1,85 249 153844 2,69 349 2064,84 2,78 450 244436 3,39
ol 205128 i 150 1799,09 1,96 250 1322,79 3,00 350 1773,62 2,89 451 2203,23 3,71
il 1oazod 335 151 1481,56 2,58 251 1797,40 3,10 351 1272,70 2,59 452 2102,20 2,25
oI 250163 Se1 152 1523,16 1,91 252 113940 2,73 352 222785 2,50 453 1847,49 2,13
sl 225879 366 153 2103,90 1,82 253 208182 3,18 353 113685 4,76 454 2763,59 1,86
sl 182579 252 154 1309,20 3,79 254 168532 2,53 354 1591,08 1,88 455 183730 3,90
’ ’ 155 2828,97 2,29 255 2626,05 2,61 355 1569,01 3,17 456 2027,48 2,51

55 192220 2,15 g g g ’ ’ g

56 2364.55 161 156 1608,06 3,24 256 1313,45 4,76 356 1523,16 4,77 457 1119,87 2,19
57 2819'63 1’7 4 157 1852,58 3,71 257 1763,43 2,79 357 2935,94 2,48 458 1249,77 2,43
8 25 46'2 4 1’ 6 158 2618,41 2,32 258 1243,83 2,79 358 1739,66 2,24 459 2388,32 2,67
59 2885'85 2'28 159 1279,49 2,84 259 2513,13 2,45 359 1093,55 2,66 460 1720,13 2,62
50 2078’ 2 2‘17 160 1675,14 2,01 260 3173,67 3,60 360 935,63 1,72 461 1543,54 2,64
61 1765'98 2‘07 161 2109,84 4,05 261 1462,03 2,51 361 1722,68 1,93 462 2025,78 3,18
62 233823 371 162 2662,56 2,15 262 1941,73 3,36 362 1810,13 1,37 463|  2896,89 2,24
e3l 105619 162 163 216587 1,45 263 617,24 2,80 363 227964 1,52 464| 246728 162
64| 2243.99 170 164 174985 2,38 264 2609,92 2,22 364 2050,41 1,92 465 2003,71 1,98
65| 263794 260 165  2557,28 2,08 265 137373 137 365 288161 1,81 466 1376,28 212
6l 222653 207 166 198588 3,52 266 254539 2,40 366 144844 1,75 467, 2067,39 2,80
67 180079 331 167 1997,77 4,21 267 1871,26 2,35 367 125232 1,60 468 241124 2,22
sl 141703 371 168 2626,90 2,79 268 1602,97 2,42 368 1844,09 3,58 469 239766 187
ol 293934 376 169 241209 3,86 269 125487 2,23 369 193324 1,92 e o

170 940,72 1,98 270 1063,83 2,20 370 3123,58 2,51 g g

70 1462,88 1,54 ) g g g ) 2

71| 163948 424 171 275255 2,38 271 1212,41 2,17 371 2144,65 2,30 ZZZ ;392'35 ‘2"22
22l 1617.40 258 172 2230,40 1,90 272 201560 2,88 372 224144 3,16 47i 13‘5)0'30 z'gg
73| 2088.61 3.23 173 2308,51 2,34 273 2104,74 3,23 373 2278,80 2,07 e 303330 o
7al 224738 451 174 1706,55 2,44 274 1885,70 3,06 374 133383 1,79 r EEETYTET T
75| 184834 181 175 995,91 3,26 275 217946 2,38 375 149599 1,80 a7 20 Soe
76 1422,13 1,52 176 1725,23 1,52 276 1590,23 1,92 376 1107,98 2,85 178 2026'63 3‘85
77 1405,14 2,23 177 1925,60 1,62 277 1807,58 2,65 377 1623,34 1,65 79l 2 482’ <6 2’ 63
78 145184 475 178 1591,08 1,80 278 1959,56 2,30 378 3073,49 3,01 180 255049 230
79 103072 2,36 179 231021 2,09 279 554,42 3,79 379 961,95 1,31 81 1967.20 171
80 184664 5,06 180  2013,05 3,04 280 178891 3,12 380 182032 1,92 252l 170910 269
81 244945 2,92 181 123364 1,57 281 224653 2,33 381 230851 3,24 283 198843 287
82 260992 3,40 182 2705,01 2,18 282 1800,79 1,81 382 168278 2,05 284 1927.90 3,60
83 159448 477 183 995,06 2,25 283 2371,34 2,67 383 2142,10 2,31 85| 281708 207
84 1436,56 4,51 184 1242,13 3,45 284 2314,46 2,09 384 1884,00 2,21 486 1628,44 1,95
85 230257 4,37 185 2262,66 1,41 285 169127 1,54 385 3189,80 2,41 487 204531 199
86 216418 2,83 186 1622,50 3,11 286 325348 3,39 386 188739 1,96 488 275680 346
87 126930 8,20 187 274576 3,79 287 2221,06 2,45 387 1056,19 3,99 a8 1817.77 165
88 1867,87 2,58 188 2069,93 1,97 288 2290,68 3,11 388 157580 2,36 490 256916 180
89 1850,04 2,18 189 247832 4,57 289 185173 2,15 389 1479,01 1,88 401 283916 182
90 4096,57 1,72 190 1825,41 2,25 290 2346,72 1,96 390 1310,05 2,74 492 1344,86 2,30
91 268039 2,82 191 238153 1,34 291 203597 1,85 391 269737 2,59 493 186956 1,99
92 238577 3,39 192 2609,07 3,52 292 3256,03 2,08 392 1527,40 1,53 494 237474 3,82
93 241124 2,61 193 3080,28 5,41 293 2008,80 1,87 393 167514 1,68 495 2542,84 135
94 235776 2,48 194 252586 1,89 294 181268 1,70 394 174561 1,50 496 1282,04 1,77
95 2864,63 1,54 195 1934,09 1,39 295 2206,63 2,18 395 2052,10 1,97 497 101968 2,54
9% 201135 1,79 196 2279,64 1,89 296 1809,28 2,59 396 2990,28 2,33 498 1700,61 1,94
97 1802,49 1,78 197 2319,55 2,87 297 173287 1,85 397 281623 1,89 499 2169,27 1,87
98 124043 1,70 198 2002,01 3,05 298 1959,56 1,76 398 1593,63 2,06 500 124892 2,85
99 2469,83 2,08 199 1431,46 3,02 299 1177,60 1,88 399 2027,48 2,68 PROMEC  1972,53 2,53
100 3757,81 1,63 200 3027,64 3,12 300 3096,41 2,81 400 282812 2,00 sD 623,97 0,85

Tabla 18: Valores de area e indice de redondez del grupo G sin adicién de melatonina tras 24 horas de
cultivo.
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G 24h MIAREA REDONDEZ 101 1813,53 3,23 201 1305,81 2,53 301 3289,14 3,36 401 2789,06 1,90

1 175919 2,72 102 780,26 2,74 202 179145 2,18 302 1544,39 3,15 402 307858 1,39
2 921,20 2,10 103 2716,90 231 203 173372 2,45 303 145439 2,74 403 2072,48 1,84
3 272623 1,82 104 1294,77 1,81 204 116147 2,00 304 273812 1,45 404 1916,26 2,25
4 1037,51 2,50 105 1114,78 231 205 142213 2,04 305 760,73 2,64 405 1524,01 2,71
5 1632,68 1,92 106 1583,44 1,41 206 1128,36 1,69 306 125741 3,17 406 138562 2,36
6 2272,00 2,66 107 1107,98 1,32 207 2235,50 1,99 307 2401,91 1,71 407 3211,88 1,68
7. 2250,78 2,07 108 1834,75 1,68 208 789,60 2,31 308 1602,97 2,71 408 2818,78 1,46
8 1327,03 2,44 109 1637,78 5,26 209 1094,40 2,42 309 1035,82 3,04 409 1485,80 1,88
9 131345 2,05 110 2002,01 1,92 210 854,12 2,28 310 2390,02 2,13 410 1479,86 1,75
10 2058,05 2,17 111 1484,95 3,49 211 1158,08 1,96 311 2616,71 1,89 411 224314 2,30
11 2522,47 3,36 112 1430,62 2,21 212 1979,94 3,11 312 1120,72 1,83 412, 1585,14 2,58
12 1773,62 1,96 113 892,33 2,09 213 1402,60 2,79 313 1248,92 1,75 413 1417,88 3,05
13 2080,97 2,98 114 1284,58 1,63 214 120053 3,12 314 2897,74 1,88 414 202918 318
14 2682,08 2,89 115 2039,37 1,64 215 1740,51 2,25 315 189928 137 A15] 163778 1,54
15 1529,10 2,27 116 1429,77 1,80 216 1849,19 1,73 316 1706,55 1,69 416 202918 279
16 133637 3,53 117 2093,71 3,02 217 1766,83 2,54 317 145694 3,92 417, 197399 154
17 217352 6,07 118 140854 2,73 218 1438,26 2,78 318 720,83 1,39 418 1411,09 193
18 1139,40 2,18 119 129053 2,15 219 141024 2,38 319 1397,50 1,91 419 206909 2,15
19 2070,78 2,95 120 995,91 2,32 220 1692,97 2,39 320 164627 2,47 420 318386 1,58
20 1906,92 1,64 121 122345 3,23 21 197145 1,54 321 87195 2,71 Zi; ;iggi: ﬁ‘f,f,
21 1201,38 3,04 122 1542,69 3,18 222 2006,26 2,33 322 171334 1,74 s a7e10s 60
22 1412,79 2,48 123 264133 3,73 223 211578 2,07 323 861,77 1,93 oal 2960.57 b
23| 141958 2,55 124 113176 2,88 224 133722 3,20 324 1098,64 1,47 w5 1maz o0 Yoo
24| 2092,86 2,79 125 142892 2,04 225 194598 2,13 325 212427 1,36 w6l 202728 202
25| 792,99 3,15 126 152571 2,41 226 228474 1,96 326 1902,68 1,34 w7 204277 Y4
26 2463,04 2,10 127 1450,14 2,93 227 127354 1,81 327 1664,95 3,64 028 299623 324
27 1850,04 2,85 128 1405,99 2,16 228 1366,94 1,88 328 1011,19 1,79 a0l 123231 To1
28| 1749,00 211 129 2013,05 3,14 229 1490,05 2,44 329 922,05 4,01 w0l 22100 230
29{ 130241 2,45 130 2300,02 1,84 230 1899,28 4,49 330 122940 2,20 Bl 252417 140
30| 1217,51 3,32 131 1580,89 2,26 231 992,52 2,26 331 227455 1,45 432 239002 324
31 158853 2,23 132 1986,73 2,08 232 1614,85 1,63 332 1586,84 2,60 133 125062 213
32 118525 3,27 133 2204,08 1,57 233 911,01 2,98 333 188145 2,71 23al 143316 Toa
33 172862 1,90 134 1857,68 2,48 234 318216 1,78 334 123024 1,48 435 22860 220
34 134401 2,44 135 3942,89 5,53 235 234332 2,15 335 237474 1,82 6| 159787 226
;Z iiz'gi iz; 136 1591,08 2,47 236 279585 1,70 33 211578 2,17 237 1ee627 Tes

Z Z 137 1529,10 2,21 237 143571 1,62 337 233653 1,65
) 2 2 ) ) 2 438 1483,26 2,09
37, 115723 3,50 138 1871,26 2,14 238 1017,14 1,87 338 1898,43 1,68 5| 220323 234
38 149514 237 139 181777 1,37 239 1949,37 1,51 339 1492,59 2,00 a0 147986 188
ig iiigx ;gi 140 2862,08 3,51 20 150873 2,64 340 1696,36 2,53 a1 81762 236
! ) 141 1872,96 3,42 241 1036,67 2,01 341 148326 1,83 412 118100 2,02
j‘é ;2222 ;2: 142 2182,01 2,04 22 125147 2,70 342 1349,96 2,39 443 115977 196
SR s 143 1844,09 2,24 243 2317,85 2,27 343 219814 2,57 444 112666 1,92
2 2 144 1543,54 1,79 244 1619,95 1,79 344 1840,70 2,63 445 130071 2,59
:: i:gz'ii ;;2 145 173881 2,27 245 3230,56 1,35 345 1484,10 3,44 a6 161231 216
e 25831 e 146 2104,74 2,74 246 115553 1,63 346 155033 1,83 447 153080 217
a7 209795 o 147 180334 1,47 247 1404,30 2,02 347 141024 1,87 448 166834 2,21
28| 108251 o 148 2190,50 2,51 248 1503,63 2,22 348 142213 231 449 1023,08 3,66
9 1784'66 4'56 149 2436,72 1,68 249 1741,36 1,92 349 761,58 2,16 450 1774,47 2,95
T RETIE] f 150 1306,66 2,06 250  1577,50 1,73 350  1884,00 2,67 451 239511 1,77
i 333128 s 151 1222,60 331 251 2292,38 2,15 351 173202 2,49 452 1816,92 2,10
T 196206 o 152 1289,68 2,20 252 142552 1,93 352 171164 1,66 453 116911 2,64
3T 233503 Tor 153 823,56 4,07 253 1749,00 2,36 353 288500 1,62 454 132024 1,70
cal 278001 179 154 1379,67 2,22 254 1013,74 2,35 354 132958 2,30 455 2508,88 1,54
55| 250634 Los 155 202324 2,56 255 2288,98 1,87 355 107317 151 as6 171504 300
6| 37 45'77 1'30 156 1369,49 4,82 256 1237,04 1,74 356 2107,29 1,72 457 198758 2,42
57 2345’02 3'08 157 656,30 2,60 257 1632,68 1,71 357 2276,25 2,05 458 2158,23 2,13
5| 263700 ps 158 1619,10 2,13 258 1636,08 2,90 358 187381 1,88 459 122175 1,62
59 916’ 10 2'33 159 1392,41 2,72 259 1747,30 2,56 359 1484,10 1,67 460 2084,37 1,59
60 1398’35 2'85 160 2323,79 2,12 260 1532,50 1,35 360 1366,09 1,62 461 2189,65 1,84
r 1217‘51 2'13 161 2378,98 2,52 261 2539,45 1,91 361 182541 1,70 462 1106,29 2,62
62| 1 422‘13 2'02 162 117336 2,46 262 1265,90 2,73 362 2401,06 1,57 463 2145,50 2,02
63| 156306 191 163 1584,29 1,62 263 172013 2,63 363 194513 1,85 464 242568 1,58
61| 225417 220 164 2051,26 1,91 264 1506,18 3,20 364 2363,70 2,85 465 1688,72 241
65| 123849 260 165 1793,15 2,87 265 178042 2,14 365 104431 1,99 466 184834 177
s6| 1177.60 184 166 1027,33 2,03 266 1411,09 2,93 366 2250,78 2,56 467, 221172 194
67| 1293.42 184 167 1407,69 1,77 267 1427,22 2,24 367 247917 1,76 468 1863,62 1,80
o8| 133807 216 168 1847,49 2,74 268 1422,97 1,99 368 855,82 3,70 469 109695 2,80
oo 201305 yea 169 202154 2,78 269 140,80 2,76 369 145863 2,40 470] 102563 478
o] 232808 y97 170 1594,48 2,78 270 222446 2,27 370 189843 3,68 A71] 207418 215
711 101035 139 171 1467,97 3,05 271 1144,49 2,34 371 2187,10 2,41 :;Z i7§7'ii 2‘§§
72| 1320.24 318 172 1642,02 2,06 272 130411 3,12 372 167429 1,92 47i 1322'75 i'ss
73| ssso3 2.90 173 2294,08 1,43 273 1067,23 1,94 373 1699,76 1,52 e Lo

7al 87875 152 174 2102,20 2,30 274 182541 1,77 374 2102,20 1,76 - .

) ) 476 203088 2,50

75| 1503.63 275 175 828,65 233 275 1632,68 2,70 375 1564,76 3,47
) ) 477 191117 2,58
76 97384 338 176 1552,03 234 276 2029,18 2,85 376 248256 232 el 116797 o
77 1515,52 2,48 177 1931,54 2,20 277 1896,73 2,39 377 1546,08 1,84 479 16 47’ 97 1’ 65
78 1877,20 253 178 1511,27 2,46 278 1692,12 1,75 378 1363,54 2,83 280]  2002.01 112
79 1965,50 247 179 1422,13 237 279 904,22 1,53 379 2368,79 1,91 81 223800 322
80 131345 188 180  1437,41 1,89 280 2031,73 2,02 380 1260,81 1,88 52| 18534 19
81 1659,00 172 181 1321,09 2,25 281 2544,54 2,20 381 1592,78 1,66 83| 1995.22 251
8 188315 2,29 182 173881 1,42 282 1242,98 2,24 382 1620,80 2,17 154 215993 190
83 142637 2,42 183 1140,25 2,64 283 1241,28 1,75 383 177617 2,84 285 170428 265
84 117336 2,29 184 1504,48 1,93 284 1818,62 1,28 384 163353 1,88 485 232634 198
85 115723 1,98 185 1000,16 1,64 285 1656,46 2,25 385 1790,60 2,46 187 862,61 262
86 1102,89 2,67 186 892,33 3,86 286 1959,56 2,42 386 188145 1,50 488 215823 227
87 128713 2,72 187 852,43 2,30 287 1536,74 2,73 387 172778 1,72 a9 372894 229
88 795,54 337 188 1434,01 1,29 288 1559,67 4,87 388 1589,38 2,57 490 169042 184
89 125062 2,99 189 1066,38 2,12 289 111138 2,13 389 129817 1,87 101 123873 224
90 177872 1,59 190 184579 1,34 290 1521,46 2,14 390 239596 331 492 12039 422
91  1708,25 2,12 191 1236,19 2,60 291 1158,08 2,72 391 1502,78 2,06 493 257256 2,74
92 147052 2,60 192 1186,09 2,30 292 1663,25 1,75 392 221087 2,56 194 125487 1,90
93 1620,80 1,87 193 903,37 2,99 293 1063,83 4,60 393 133637 4,63 495 170740 2,71
94 1428,07 2,20 194 135590 3,06 204 278312 1,66 394 176343 133 496 175579 2,06
95 1650,51 2,05 195 163268 3,46 295 2311,06 2,29 395 2999,62 2,22 497 1802,49 2,49
96 229323 3,43 196 1047,70 1,86 296 1799,09 1,53 396 1699,76 334 498 273642 2,27
97 1453,54 1,89 197 1322,79 1,9 297 171,64 1,77 397 202663 1,77 499 2063,14 2,26
98 1916,26 2,27 198 1226,00 2,64 208 221342 2,97 398 1527,40 2,64 500 122515 3,45
99 3153,30 3,60 199 2091,16 2,12 299 1207,32 2,09 399 1801,64 359 Promedi  1726,98 2,35
100 151297 2,76 200 2409,55 2,19 300 235691 3,05 400 119034 2,08 D 551,75 0,69

Tabla 19: Valores de area e indice de redondez del grupo G con adicidn de melatonina tras 24 horas de
cultivo.
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GF 24h  AREA REDONDEZ 101 2405,30 1,40 201 1611,46 2,83 301 950,91 2,31 401 1563,06 2,35

1 971,29 3,10 102 3162,64 2,89 202 235096 2,70 302 867,71 2,07 402 792,99 1,62
2 3437,72 4,06 103 360158 2,92 203 133298 2,21 303 273557 3,92 403 844,78 2,63
3 246134 6,80 104 1924,75 1,96 204 287651 5,31 304 252926 7,44 404 1849,19 234
4 202578 1,49 105 152571 2,49 205 2256,72 1,74 305 1860,22 4,87 405 742,90 1,78
5 139326 1,96 106 1512,97 2,50 206 1377,98 3,12 306 1256,56 2,91 406 1200,53 2,26
6 1209,02 1,78 107 3857,99 2,24 207 1850,88 2,40 307 1486,65 3,56 407 807,43 4,07
7 162419 1,87 108 1693,81 2,71 208 1524,01 2,42 308 1604,67 4,07 408 1190,34 3,20
8 237728 1,88 109 2022,39 3,93 209 1777,87 3,69 309 767,52 2,10 409 1539,29 4,88
9 111902 2,42 110 2293,23 1,92 210 1583,44 2,30 310 1871,26 3,47 410 2946,13 3,03
10 1372,03 422 111 4346,18 2,65 211 2120,03 2,97 311 1466,27 2,25 an 703,00 3,18
1 777,71 2,92 112 2951,23 3,07 212 112412 3,33 312 1306,66 2,63 412 152825 3,93
12 239087 2,51 113 1463,73 2,31 213 1914556 4,15 313 111393 1,93 413| 177532 2,59
13 2074,18 2,04 114 375441 3,71 214 226691 2,14 314 1772,77 2,71 414 203682 3,62
14 152995 2,10 115 3782,43 6,25 215 1540,14 2,95 315 341395 5,17 415| 163184 2,56
15 185938 2,79 116 3404,61 3,51 216 152995 2,76 316 143571 2,83 416 1540,99 187
16 59857 2,78 117 882,99 1,98 217 1102,04 2,51 317 241464 4,19 417, 110204 2,69
17 130326 2,94 118 1922,20 1,60 218 125826 5,05 318 1339,77 1,30 418 124638 137
18 173202 3,73 119 1250,62 2,43 219 734,41 461 319 1461,18 5,61 419 234332 2,47
19 849,03 3,63 120 2122,57 1,68 220 85667 2,77 320 98572 1,87 420 902,52 535
20 211408 3,40 121 991,67 4,10 21 122 2,97 321 176513 482 22 is;‘ég; ‘;'ji
21 125147 2,65 122 1999,47 2,38 222 1113,93 1,76 322 2100,50 2,00 23 1107'98 3’21
22 129477 4,07 123 1284,58 1,94 223 968,74 2,24 323 2394,26 2,71 P 2148‘05 1'88
23| 149344 2,89 124 159,18 3,92 224 1367,79 4,28 324 1492,59 2,64 425 99761 e
24| 158344 2,82 125 144505 2,44 225  1378,82 1,90 325 675,83 3,25 w26l 301575 370
25| 165985 2,05 126 1855,13 4,79 226 3076,88 3,05 326 1229,40 2,58 47| 157580 30
26 169551 377 127 225927 2,53 227 2020,69 1,95 327 1000,16 2,38 228 235436 220
27 264812 2,24 128 1900,13 2,85 228 874,50 1,85 328 138137 3,29 420l 134826 ea
28| 137628 3,29 129 1259,11 3,01 229 221851 5,61 329 1416,18 2,29 230 1002.40 371
29| 132194 2,07 130 1961,26 5,60 230 638,47 1,55 330 1534,20 1,62 =1 111647 253
30| 161570 234 131 212173 1,55 231 2099,65 2,49 331 1053,65 1,92 232 187551 ree
31 165985 2,92 132 157325 2,81 232 190947 2,47 332 933,93 2,39 233 2628.60 25
32 195532 183 133 1503,63 1,45 233 1749,00 3,45 333 621,49 2,44 232 132958 392
33 2168 2,06 134 1147,04 5,65 234 180758 3,59 334 629,13 1,46 235 272708 w18
34 161740 3,20 135 2922,36 4,53 235 151976 3,85 335 781,96 3,64 236 309302 238
35 10015 2,51 136 974,69 3,28 236 207503 1,57 336 1096,10 1,93 237 1749.00 254
36 2043561 2,53 137 130751 2,09 237 967045 2,41 337 885,54 2,81 =8 153674 s

37 1776,17 2,74 ! 2
z g 138 1051,10 2,01 238 1527,40 7,55 338 111817 2,71 439 318,46 153

38 1425,52 3,14 ’ ”
g g 139 1911,17 3,38 239 12149 1,46 339 138562 1,94 40 197399 531
39 156476 520 140 1687,02 2,18 240 124977 1,70 340 115723 2,97 a1 183730 232
42 1499,39 2,25 141 123024 3,08 241 128883 1,41 341 124807 2,89 12 129307 169
Zz 2118,33 271 142 2372,19 3,10 242 122090 321 342 1366,09 2,51 243 670,98 278
- 325'81 1’?2 143 189334 2,07 243 1231,09 135 343 175579 1,91 144 120087 295
s 1252’17 e 144 315754 1,62 284 1467,97 1,81 344 293255 2,71 145 163863 252
o R s 145 1484,10 1,74 285 662243 1,64 345 145948 3,98 146 252841 2,50
PR e 146 1291,37 2,30 246 2426553 2,72 346 137967 4,33 247 181268 3,73
IRV iy 147 264812 3,23 247 157410 2,37 347 126845 2,17 248 211748 351
AR e 148 1834,75 2,27 248 1250,62 2,56 348 121241 1,82 449 255813 3,27
2o 21002 e 149 1647,12 1,78 249 2143,80 1,99 349 1462,88 2,83 450  1892,49 1,56
s sscor o 150 1768,53 3,73 250 184749 4,49 350 113261 2,49 451 1630,14 5,79
i Ta0m i 151 158344 1,74 251 207418 7,37 351 1359,30 5,42 452 174815 3,75
T 1525 o3 152 907,61 2,23 252 284255 4,94 352 154,52 4,02 453 1960,41 3,09
o o % 153 354809 1,93 253 137373 3,06 353 1029,87 2,07 454 1017,14 1,86
4l 102508 1 154 2048,71 331 254 827,80 2,79 354 648,66 2,24 455 143231 4,48
55| 135675 i 155 2185,40 2,23 255 119374 2,55 355 1614,01 2,17 456 132534 2,20
6| 13 13’ s 4'99 156 1471,37 2,18 256 2683,78 5,78 356 1285,43 3,59 457 2852,74 1,68
=71 212597 S50 157 2013,90 2,89 257 777,71 2,45 357 114279 1,96 458 1341,47 1,98
e[ 133077 e 158 1287,98 4,00 258 1907,77 2,65 358 108591 1,95 459 1810,98 4,07
so| 177 1'93 4' 1 159 1250,62 2,71 259 1691,27 4,52 359 1243,83 2,42 460 2423,98 2,08
60 1539'29 2'73 160 2088,61 2,16 260 1847,49 2,66 360 1078,27 5,24 461 2205,78 4,86
61| 223550 361 161 1411,94 2,15 261 180334 2,98 361 196550 3,45 462 986,57 7,15
62| 206909 2580 162 1270,15 4,61 262 1262,51 6,61 362 1183,55 3,36 463|  1709,95 2,01
63| 159957 303 163 152571 2,78 263 2463,88 2,29 363 1029,87 2,25 464 1741,36 157
ca| 20277 177 164 2063,14 3,20 264 1687,87 5,64 364 109695 2,11 465 184,24 3,61
65| 173266 156 165  1211,57 2,63 265 1202,23 1,50 365 112581 2,26 466 112751 2,22
66| 152061 219 166 1778,72 2,86 266 1928,15 2,86 366 108166 4,39 467, 146627 2,04
o7 113345 373 167 1327,88 1,68 267 184834 3,65 367 1442,50 4,58 468 122091 559
I 1307 168 1466,27 2,80 268 2181,16 4,89 368 113685 3,84 469 133807 3,01
ol rasas 523 169 124638 314 269 258190 5,14 369 1552,03 298 470 10910 150
70| 161146 ats 170 2110,69 282 270 213786 3,04 370 1023,93 23 471 19213 2,60
711 240021 727 171 2179,46 2,51 271 112412 1,89 371 118270 4,06 2;2 iiu";g 3'32
72| 343507 346 172 1251,47 2,98 272 119713 1,74 372 1014,59 2,96 472 242:’88 :'0:
73| 2906.23 342 173 211663 3,93 273 166325 2,13 373 111563 1,54 e R o
7a| 1685.32 358 174 171674 2,30 274 873,65 2,24 374 1619,10 2,12 e EEETyyy e

75| 299198 aa3 175 182117 1,87 275 797,24 3,04 375 934,78 2,02 : g
, , 477 2429,07 3,08
76 159448 390 176 1923,05 6,94 276 2000,31 1,51 376 878,75 237 sl i7eeas e
o | N7 N | 7 B 1| 7 7 B - ) 7. 7
78 1393,26 4,11 1" ” ” . ’ . 480 2629,45 2,11
79 154269 33 179 1506,18 3,54 279 734,41 2,01 379 151127 2,38 81 120647 298
80 115298 149 180  1941,73 1,73 280 142467 2,64 380 2002,86 2,50 82| 250379 239
81 186871 3,83 181 2029,18 513 281 1327,03 2,74 381 103157 1,82 83| 103157 156
8 192051 3,33 182 2307,66 3,54 282 732,71 3,25 382 1694,66 1,53 84| 209201 377
83 212682 2,26 183 168532 1,80 283 183815 3,33 383 3290,84 2,09 485 209286 197
84 203085 3,30 184 1723,53 1,87 284 142637 3,36 384 194937 1,78 486 106553 223
85 281114 1,95 185 1979,94 2,41 285 195022 2,99 385 1749,00 2,51 487 126505 257
86 187381 275 186 1649,66 1,78 286 2182,01 3,40 386 140599 2,66 488 136354 311
87 866,01 4,9 187 1868,71 2,34 287 12149 2,36 387 1517,22 2,07 489 166919 206
88 173627 3,65 188 1994,37 1,79 288 2181,16 3,13 388 2360,30 2,12 490 249105 214
89 221936 3,08 189 2087,76 2,00 289 132958 3,44 389 1648,82 4,18 491 130666 348
90 160382 5,02 190 1692,97 2,59 290 1959,56 2,11 390 961,10 2,10 492 127524 191
91 227880 4,48 191 1491,75 2,29 291 1619,10 5,86 391 1057,89 2,55 293 207588 2,55
92 178721 3,95 192 158344 2,33 292 154948 1,75 392 1046,85 4,66 194 292576 3,53
93 110629 1,51 193 1340,62 1,98 293 101968 1,66 393 1602,97 2,81 495 115638 2,88
94 219219 3,02 194 217521 4,11 204 278227 1,90 394 142722 2,34 49 130496 2,02
95 1441,65 2,69 195 2032,58 1,61 295 1536,74 2,57 395 1340,62 2,07 497 2341,62 2,86
96 1743,91 1,75 196 1802,49 1,99 296 1677,68 1,88 396 2251,63 1,65 498 1490,90 1,73
97 171759 2,89 197 1291,37 3,21 297 163948 7,20 397 1640,33 3,77 499 133128 3,29
98 141533 477 198 182541 1,98 298 143146 2,32 398 125062 4,41 500 172693 2,24
99 212937 163 199 141618 2,28 299 2015,60 4,16 399 1366,09 321 Promedic  1687,96 2,97
100 212512 2,59 200 1547,78 3,47 300 188145 3,31 400 1801,64 135 sD 740,44 1,25

Tabla 20: Valores de area e indice de redondez del grupo GF sin adicién de melatonina tras 24 horas de
cultivo.
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GF 24h M AREA REDONDEZ 101 1287,13 1,82 201 1417,03 2,26 301 1560,52 2,01 401 1043,46 1,88

1 198503 2,03 102 103921 2,22 202 138392 5,10 302 125147 1,75 402 886,39 3,99
2 929,69 2,81 103 1080,82 3,24 203 126251 1,75 303 1700,61 3,98 403 129053 2,92
3 122685 1,70 104 160721 2,13 204 577,34 1,88 304 244436 3,79 404 927,99 1,61
4 83375 2,08 105 108421 2,33 205 102478 3,42 305 1606,36 3,99 405 3557,43 1,78
5 118,70 1,62 106 1400,90 1,56 206 1064,68 1,91 306 1586,84 4,70 406 1080,82 1,90
6 1427,22 1,46 107 673,28 2,71 207 757,33 2,27 307 2409,55 3,18 407 816,77 1,74
7 135590 2,13 108 1580,04 1,97 208 1293,92 1,93 308 1104,59 3,40 408 2705,01 2,00
8 1507,88 1,86 109 1098,64 2,13 209 1062,14 2,61 309 1797,40 2,83 409 960,25 3,25
9 125232 1,96 110 992,52 2,53 210 1286,28 2,53 310 1598,72 2,48 410 1256,56 5,16
10 198164 1,65 111 1422,97 2,21 211 918,65 2,43 311 1302,41 2,93 411 945,82 1,72
11 254115 2,48 112 1224,30 2,15 212 1355,90 1,58 312 3496,30 2,32 412 197315 2,83
12 125317 2,02 113 1951,92 2,09 213 1417,88 2,25 313 2429,07 2,98 413 1081,66 3,25
13 1800,79 3,26 114 195362 2,02 214 1061,29 1,69 314 2009,65 1,82 414 130156 3,07
14 947,52 3,60 115 1343,17 3,03 215 584,13 6,89 315 299538 4,59 415] 103157 184
15| 72168 2,77 116 1306,66 1,64 216 147561 2,42 316 137118 1,82 416 153165 169
16 73017 3,83 117 933,93 1,95 217 1807,58 2,23 317 121326 1,18 417, 107148 2,26
17 1203,92 2,72 118 761,58 2,01 218 123024 2,63 318 151127 1,26 418 859,22 2,63
18 1030,72 3,20 119 1812,68 2,45 219 175919 3,46 319 906,76 1,92 419 107063 140
19 153335 1,28 120 1372,03 1,75 220 1296,47 1,85 320 1001,01 2,23 420 143571 162
20 652,90 1,98 121 787,90 2,29 21 138647 4,84 321 200880 1,85 4;; 125;'4; ;2:
21 539,98 175 122 1943,43 2,36 222 2796,70 2,56 322 453042 1,69 223 12;7';9 zéo
22| 1204,77 2,32 123 1479,01 2,26 223 1457,78 3,54 323 1091,00 1,73 al 277038 16
23| 173542 2,61 124 1410,24 1,95 224 1598,72 1,67 324 127864 3,06 sl 125273 b
24| 1147,04 1,88 125 1857,68 1,31 225 1304,9 2,56 325 1450,99 2,63 w6l 1i5a 138
25| 223295 4,92 126 809,13 2,07 226 845,63 3,40 326 1006,95 3,65 w7 2saaca Wi
26 1613,16 1,94 127 1312,60 2,74 227 174221 2,79 327 954,31 3,38 428 180219 06
27, 1791,45 2,09 128 1474,76 3,46 228 108336 2,84 328 128288 3,76 429 150343 Lo8
28 98572 150 129 923,74 3,13 229 232125 2,60 329 213191 1,93 : ’
29| 93903 239 430 1057,04 2,27
4 g 130 1685,32 3,55 230 1006,10 1,26 330 1667,49 3,22
30 152231 2,90 431 134996 2,17
g g 131 216927 2,04 231 900,82 2,13 331 251652 3,56
31| 1169.96 187 432 124892 1,91
, / 132 115808 1,99 232 283746 4,60 332 1902,68 2,14 w33 116572 313
32, 83714 152 133 155033 2,17 233 105450 2,07 333 173287 3,47 232 105280 s
33| 54593 3,84 134 211663 1,50 234 156731 3,26 334 130411 2,30 ’ ’
34 142807 2,05 435 871,95 2,36
) 4 135 116572 2,52 235 1788,06 2,90 335 124468 2,36
35 198928 1,62 436 72422 325
, z 136 1259,11 2,16 236 1060,44 1,56 336 168957 2,62 237 1709.10 338
36 947,52 2,82 137 176938 2,09 237 766,67 3,28 337 152146 1,83 ; '
g ) Z g , Z 438 198758 2,57
z; 1;@%‘:’1‘; z';: 138 1654,76 185 238 1389,01 2,80 338 185513 2,51 w39 167259 301
¢ g 139 1312,60 2,03 239 1497,69 1,90 339 924,59 2,43
2 , f . ) , 440 183730 2,27
39| 184070 436 140 145524 2,65 240 189588 2,92 340 1209,02 2,68 441 169551 217
40| 158259 157 141 594,32 2,42 241 123958 3,57 341 122430 2,78 22| 79130 2,85
41 1196,28 1,72 = 2
ol 2iioes Lo 142 1519,76 2,00 242 205550 1,61 342 248935 1,92 243 146033 1,88
’ ’ 143 887,24 2,56 243 964,50 1,73 343 124638 1,64 240 834,60 213
43 1369,49 3,02 g .
IR Tos 144 1180,15 3,45 244 1032,42 2,80 344 972,14 2,44 245 084,87 272
BT o 145 881,29 3,01 245 1492,59 1,42 345 141,94 1,72 446 1960,41 219
o oo o1 146 1200,53 2,53 246 1247,22 2,15 346 123449 2,20 447 174985 2,89
BT T3 147 130156 1,82 247 1167,82 2,39 347 1603,82 2,28 448 952,61 2,30
e 127100 300 148 972,99 2,75 248 140175 2,83 348 1631,84 1,94 449 2167,57 1,59
’ g 149 2366,25 1,69 249 1040,91 2,53 349 118355 3,01 450 134232 3,59
49 1429,77 1,66 , ,
o 129555 oot 150 1967,20 4,34 250 798,94 1,30 350 196126 2,57 451 135335 3,12
1 133383 30 151 121326 2,41 251 152825 3,62 351 1624,19 1,57 452 1539,29 2,59
5| 145099 319 152 1040,06 3,11 252 2727,93 2,10 352 167344 1,78 453 1280,34 3,10
sl 98203 T8l 153 2122,57 2,83 253 2237,19 2,73 353 103921 3,06 454 1369,49 3,10
4| 104176 Loy 154 935,63 3,34 254 196381 2,24 354 986,57 2,82 455 132873 3,94
| 19 32' 8 2'5 o 155 1545,23 2,41 255 1760,89 1,73 355 1569,86 4,55 456 1781,26 4,89
6 961’ s 5’18 156 1079,12 2,54 256 1854,28 2,96 356 1624,19 2,30 457 121581 3,58
57 zseelss 2'77 157 1517,22 1,90 257 2004,56 1,81 357 1435,71 2,06 458 1212,41 2,14
8 1537'59 3'63 158 1739,66 2,67 258 978,08 2,40 358 2110,69 2,12 459 2329,74 2,83
! : 159 1858,53 1,92 259 1338,92 2,13 359 952,61 1,90 460 1242,13 2,54
29 735,26 1.87 160 1453,54 2,34 260 1000,16 1,95 360 2594,63 2,86 461 1318,54 2,10
60  1888,24 2,12 Z 2 : 2 4 - . §
61| 124298 yaa 161 146543 3,45 261 1148,74 2,71 361 1236,19 1,85 462 1835,60 2,08
62 3 46' P 5 20 162 1162,32 2,20 262 1405,14 1,77 362 1004,40 2,57 463 2119,18 181
' § 163 1346,56 2,38 263 1023,93 1,74 363 1254,87 2,31 464| 122855 2,78
63 138901 2,65 465 161316 2,13
ea| 150024 228 164 186192 1,62 264 1377,98 1,91 364 1122,42 1,90 ) g
’ i 165 970,44 1,35 265 1647,97 1,80 365 152146 3,22 466 1569,86 2,68
65 1200,53 47 467 121751 2,57
6| 102223 121 166 1296,47 2,82 266 1027,33 1,48 366 124553 2,06 f .
671 1529.10 334 167 1799,94 2,18 267 1972,30 2,28 367 804,03 4,03 468 990,82 2,25
g g 469 899,12 4,49
168 1008,65 2,08 268 1750,70 1,50 368 2008,80 411 ! G
68 970,44 2,77 g / g . g g
oo 136779 o 169 748,00 2,64 269 161061 2,96 369 1489,20 2,37 470 1696,36 213
20l 78535 >7a 170 2018,14 2,10 270 155033 2,01 370 118440 2,72 471 971,29 3,55
71| sosas 1a1 171 112412 2,16 271 117081 1,73 371 1377,98 2,22 :;2 1383,07 1,96
72 143146 221 172 148241 1,89 272 1310,05 1,79 372 275935 2,37 473 i;z‘;';g i'zi
73 320631 246 173 1909,47 1,70 273 1822,87 2,62 373 200031 1,66 i osaas on
74 158174 207 174 158344 2,50 274 809,13 1,86 374 183985 1,92 el 130011 Je1
75 92374 248 175 102393 2,20 275 188145 2,62 375 130581 3,73 P TIEETETET) 210
76 106808 115 176 1579,20 3,15 276 1540,14 1,46 376 129137 2,09 478l 140005 o
P e omomed s omogen am m e 45 4 onoe
78 1653,91 2,11 ) g g Z g ’ 480  1653,06 1,94
79 1973,99 1,58 179 1209,87 3,71 279 2206,63 1,71 379 1821,17 2,99 51| 109053 016
80 134232 1,46 180  1169,96 3,05 280 1559,67 3,47 380 873,65 2,87 152 545,63 326
181 207842 2,07 281 134826 2,49 381 971,29 2,24
81 2120,03 2,64 483 1066,38 2,62
82 172862 1,77 182 1061,29 2,61 282 129817 3,68 382 1790,60 4,01 184 910,16 3ot
83 67328 257 183 1203,92 2,77 283 1316,00 2,44 383 1190,34 1,78 ’ '
, 3 485 2503,79 2,16
84 1032,42 1,79 184 1281,19 1,89 284 2753,40 2,84 384 1526,56 3,12 486 1557,97 1,99
85 1567,31 1,46 185 134571 1,51 285 3002,17 1,49 385 154523 2,87 487 151127 267
86 97638 2,10 186 116147 2,10 286 2723,69 1,83 386 1027,33 2,63 488 978,08 304
87 1381,37 1,61 187 172438 1,82 287 1057,89 1,65 387 135505 1,95 489 147646 190
88 1524,86 133 188 879,59 2,01 288 821,01 4,34 388 1324,49 2,89 490 145014 195
89 1199,68 2,48 189 1221,75 2,53 289 1231,94 3,86 389 121836 2,49 401 115128 3,78
90 76837 2,68 190 122091 2,43 290 735,26 2,77 390 113345 2,82 192 126081 2,48
91 11249 1,92 191 1511,27 1,44 291 1017,99 2,49 391 1130,06 1,67 293 141533 2,52
92 669,88 1,38 192 1357,60 2,16 292 1181,00 2,51 392 162759 2,57 294 2560,67 1,97
93 1196,28 2,28 193 112921 4,84 293 939,03 4,80 393 198588 2,36 495 162250 2,28
94 1299,02 2,45 194 1361,84 2,54 294 108421 1,34 394 109525 3,04 496  1197,13 1,39
95 961,10 3,19 195 790,45 2,42 295 1501,08 1,30 395 2151,44 3,48 497 108931 1,90
9 1093,55 2,07 196 826,95 2,48 296 1209,02 2,88 396 1412,79 2,86 498 1456,09 2,29
97 1192,89 1,74 197 1080,82 1,46 297 155967 1,75 397 279246 3,41 499 126336 2,72
98 1102,89 2,26 198 117845 4,09 298 140430 2,80 398 2587,84 1,78 500 143486 4,11
99 1120,72 2,82 199 123534 2,08 299 130241 3,79 399 1296,47 2,36 Promedioc  1419,35 2,50
100 117336 1,44 200 118864 1,86 300 2547,09 2,42 400 490,74 181 sD 505,23 0,82

Tabla 21: Valores de area e indice de redondez del grupo GF con adicién de melatonina tras 24 horas de
cultivo.
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M72h  AREA REDONDEZ 101 1321,09 1,98 201 2065,69 2,20 301 1459,48 2,34 401 2305,12 2,48

1 208522 2,21 102 1799,94 3,27 202 280265 1,90 302 217267 4,05 402 2037,67 1,71
2 186532 2,43 103 2637,94 1,70 203 2683,78 1,88 303 1835,60 2,94 403 158599 2,34
3 2369,64 2,35 104 234927 1,83 204 199522 1,81 304 2603,97 3,45 404 294359 1,94
4 1689,57 1,77 105 2906,23 2,36 205 1704,00 2,85 305 354385 1,49 405 3289,99 2,14
5 1594,48 2,58 106 2389,17 2,51 206 1689,57 2,22 306 1707,40 3,48 406 1742,21 1,59
6 2039,37 2,00 107 2422,28 2,13 207 3208,48 1,89 307 1949,37 2,36 407 1082,51 1,95
7 1597,87 2,70 108 1349,96 1,55 208 2062,29 2,15 308 2981,79 1,93 408 237898 1,61
8 1684,48 2,68 109 1458,63 2,53 209 2334,83 2,34 309 3413,10 2,65 409 2388,32 2,38
9 2143,80 3,40 110 1703,15 2,30 210 2254,17 2,27 310 1288,83 2,54 410 1887,39 2,56

10 247492 1,50 111 1143,64 4,01 211 2250,78 2,43 311 117845 4,4 411 1829,66 1,98
11 142977 2,82 112 1681,93 2,69 212 1797,40 1,99 312 231955 1,84 412, 198928 2,51
12 103327 1,57 113 1849,19 2,92 213 122855 1,58 313 2911,32 2,16 413| 144080 2,05
13 1766,83 152 114 2991,13 2,97 214 2235550 2,02 314 222021 1,69 414 1777,02 2,16
14 1929,00 132 115 2137,01 2,10 215 149514 2,04 315 3036,13 2,62 415  1858,53 1,82
15 1636,93 231 116 1884,00 1,71 216 252501 1,67 316 2789,06 1,95 416 1539,29 129
16 1338,07 2,79 117 1720,98 2,14 217 1867,87 2,08 317 443618 2,19 417, 2503,79 L75
17 134486 2,12 118 1013,74 3,53 218 2607,37 1,46 318 1352,50 2,82 418 2322,10 150
18 151552 2,63 119 1584,29 1,56 219 2063,14 2,02 319 1568,16 3,15 419 1681,08 1,99
19 3012,36 2,08 120 2041,92 2,66 220 1744,76 2,56 320 322037 2,18 420 1300,71 1,99
20 323905 204 121 143656 2,42 221 170146 2,26 321 230936 2,08 42 1‘;7;'? i'gg
21 110034 3,05 122 1857,68 3,73 222 150873 4,91 322 1278,64 2,18 223 ;1;5'8; i
22 145524 2,67 123 169127 2,79 223 1214,96 2,04 323 3061,60 2,60 a2al 133156 Tos
23 162504 1,94 124 1872,11 2,05 224 1908,62 2,18 324 1580,04 3,52 sl 213t o8
24| 2067,39 1,88 125 1762,59 2,22 225 1180,15 1,73 325 275255 2,50 aol 120647 325
25| 224059 2,82 126 1940,03 2,71 226 213955 2,36 326 2961,42 2,63 a7 238577 J1a
26 1097,80 437 127 2007,11 2,28 227 215823 3,22 327 252841 1,73 228 1796.55 175
27, 214125 3,97 128 165731 2,93 228 1988,43 2,36 328 159023 2,30 425 184400 179
28| 3308,67 L77 129 118185 2,49 229 2030,88 2,90 329 11074 2,65 g ’
2 2709.25 266 430 1051,10 2,67
g 2 130 222955 1,88 230 151042 3,40 330 2794,16 2,00
30 151637 3,45 431 344282 2,42
g G 131 1565,61 1,68 231 1680,23 2,94 331 2052,10 2,18
31| 143911 223 432 211918 1,51
g 2 132 1591,08 4,06 232 2619,26 2,57 332 1400,90 1,71 233 2309.36 333
32 157410 137 133 247832 2,17 233 1362,69 2,65 333 149599 2,16 g ’
33 197569 250 434 2026,63 2,69
g Z 134 276869 2,08 234 214040 2,23 334 327641 1,68
34 2492,75 3,00 435 2124,27 1,91
d c 135 2089,46 2,51 235 2055,50 1,87 335 128034 2,05 236 185173 232
35 1266,75 2,8 5 5
Z 2 136 2096,25 2,02 236 1811,83 2,36 336 1669,19 2,67
36| 175240 y17 437 130581 2,27
s 2 137 2614,16 2,44 237 127185 2,13 337 142637 1,81
37 272454 3,18 438 203343 2,45
s 2 138 2140,40 2,12 238 193494 3,31 338 3048,02 1,53 239 217437 145
38 153844 2,40 139 2283,89 2,45 239 1586,84 339 339 257681 1,88
39 1339,77 2,43 440 3266,22 2,69
g g 140 1940,88 3,22 240 204361 2,17 340 1294,77 2,45 441 209880 146
40 1552,03 2,46 g ’
g . 141 250039 1,93 241 174051 2,57 341 180334 2,24
a1l 138901 187 442 198503 2,72
g ’ 142 211069 2,58 242 246219 2,80 342 1597,03 2,32 243 132364 164
42 3076,03 2,74 , ,
s ’ 143 239851 4,16 243 171844 2,05 343 1366,09 1,76 a4 1372,03
43 298434 2,61 | 1,67
PEETTIYT e 144 1839,00 1,91 244 1792,30 2,90 344 222276 2,22 245 223040 2,33
w5l sai7a o 145 1959,56 2,23 245 242653 2,41 345 2721,14 1,89 246 129562 422
2ol 305736 a0 146 3533,66 1,61 246 189334 2,08 346 2153,99 2,71 27 183475 163
o 2sem So1 147 187636 2,47 247 181438 2,38 347 2531,81 2,85 448 1862,77 2,52
28l 224399 586 148 210135 2,23 248 278652 1,87 348 1977,39 1,44 449 3662,71 2,85
2ol 308283 162 149 289180 1,79 249 261501 2,08 349 159533 3,55 450 1200,53 2,45
’ ’ 150 2086,92 3,33 250  2041,07 2,61 350  1399,20 5,23 451 2662,56 2,26
50 180843 2,04 3
il 120854 Lag 151 2562,37 2,46 251 3352,82 1,94 351 1532,50 1,53 452 228983 2,07
s . 152 2709,25 2,97 252 285698 1,83 352 229578 3,32 453 238153 2,58
52 1369,49 1,96
= 326961 239 153 281538 1,80 253 1547,78 3,37 353 1682,78 1,55 454 1732,02 2,55
sl 16632 19 154 114874 2,65 254 2884,15 1,79 354 2540,30 2,13 455 1406,84 2,48
55 2030'88 1'67 155 1916,26 2,04 255 1731,17 1,64 355 1461,18 2,81 456 1725,23 2,20
g ’ 156 1659,00 4,10 256 2847,65 1,66 356 1957,86 1,97 457 1982,48 1,59
56 1884,85 3,97 ’ g ’ ’ g ’
57 309217 250 157 1124,12 2,13 257 2594,63 2,24 357 2511,43 2,77 458 1384,77 2,34
g g 158 2549,64 2,00 258 2760,20 1,82 358 103921 2,13 459 2202,38 1,65
58 2524,16 2,02
159 1540,99 2,47 259 2002,01 2,37 359 2428,23 2,31 460 2023,24 2,94
59 214635 3,74
sol 383222 2.60 160 2153,99 2,23 260 1826,26 1,86 360 1866,17 2,42 461 232379 141
61 1556'27 3’07 161 1568,16 2,86 261 2183,70 1,75 361 734,41 4,66 462 2211,72 3,04
g : 162 1746,45 2,34 262 1153,83 2,61 362 1872,96 2,52 463 142552 2,16
62 203427 3,25 6 911,1 1,78
63l 231785 288 163 2885,85 1,87 263 2503,79 2,10 363 1972,30 1,78 464] 191117 .7
eal 219275 y1a 164 1890,79 1,96 264 2306,81 1,87 364 233823 2,95 465 1795,70 2,68
5| 204107 29 165 1877,20 2,19 265 1423,82 2,74 365 1377,98 2,28 466 1384,77 2,39
el 262775 293 166 1457,78 3,20 266 126166 2,87 366 178042 3,23 467 221172 145
167 2617,56 3,08 267 1372,03 2,60 367 206144 2,89 468 2165,87 2,62
67 214465 2,27 469 222531 1,48
168 268633 2,29 268 1687,87 2,31 368 134571 2,37 z .
68 215314 325 470 2051,26 2,40
o] 141533 3.66 169 2177,76 1,54 269 181523 2,69 369 1341,47 2,22 2 :
ol 127239 S0 170 286717 2,15 270 2154,84 2,48 370 2017,29 2,01 471 194258 216
71| 350734 343 171 2193,04 3,82 271 397431 2,50 371 255728 2,00 Z;g ;iiz'gz i'ii
172 269822 2,31 272 275850 1,85 372 224144 2,40 g ’
72 2149,74 185 474 233823 1,78
73 22483 301 173 191456 1,92 273 172268 2,30 373 231191 2,74 T T a1
74 203343 346 174 2992,83 3,28 274 2454554 2,08 374 148071 1,63 BT o
175 247832 2,82 275 3206,79 2,05 375 967,04 2,11 g ’
75 232804 1,99 2477 300,66 203
76 280095 277 176 333584 2,25 276 1908,62 1,87 376 273897 2,37 478l 160636 233
T M N T 1 T ) . | 1. -
78 2595,48 2,89 G g 2 2 & 2 480 4251,94 1,88
79 205123 191 179 164117 2,38 279 2047,01 2,17 379 215654 2,09 wail 148241 1
80 149429 142 180  2856,14 2,50 280 1486,65 2,08 380 1452,69 2,41 42| 182,66 220
81 328574 2,70 181 1973,15 2,18 281 2183,70 3,74 381 125232 2,57 83| 1373.73 253
82 251907 2,20 182 320339 2,05 282 166749 2,62 382 2278,80 1,65 28| 1526.56 211
83 239596 2,08 183 193579 1,55 283 1613,16 1,98 383 1707,40 2,81 485 100101 257
84 2033,43 2,40 184 3030,19 1,79 284 1993,52 1,71 384 1987,58 2,66 486 1687,87 2,16
85 185853 234 185 443533 2,46 285 1771,93 2,28 385 2092,86 2,10 487 196041 218
8 120138 2,85 186 3786,67 2,65 286 1454,39 2,22 386 147137 2,47 488 176343 220
87 186447 2,49 187 247917 2,38 287 147731 2,63 387 2339,08 2,03 489 233568 238
88 187975 2,79 188 276104 321 288 136694 1,84 388 365253 1,85 490 147816 2,50
89 1633553 2,34 189 3154,99 1,86 289 2610,77 1,39 389 189334 1,78 191 250671 193
9 215144 2,36 190  1851,73 2,13 290 217012 2,17 390 1497,69 2,88 192 270416 1,46
91 203088 2,86 191 219304 2,80 291 173032 2,12 391 1202,23 2,37 293 2226,16 1,52
92 143826 2,79 192 191881 2,55 292 222021 1,95 392 1587,69 1,79 294 2392,57 212
93 156561 1,97 193 260143 2,04 293 2530,96 3,26 393 171674 3,13 295 1590,23 211
94 315160 2,54 194 914,40 5,66 294 281878 1,63 394 1777,87 2,00 296 2778,87 212
95 207758 2,90 195 230596 372 295 172098 1,76 395 1569,86 3,26 297 149429 2,77
9  1503,63 2,18 196 1803,34 2,15 296 1098,64 1,74 396 1929,00 2,90 298 2052,95 2,96
97 175834 1,99 197 3142,26 2,78 297 1360,15 3,18 397 2698,22 3,81 499 1496,84 1,66
98 180164 2,50 198 124638 4,10 298 1692,97 2,16 398 2607,37 2,89 500  1575,80 2,18
99 231955 2,78 199 1371,18 2,74 299 216927 2,62 399 1537,59 2,96 PROMED|  2059,40 2,39
100 133213 2,43 200 175155 2,39 300 162419 3,67 400 293594 2,13 sD 609,58 0,63

Tabla 22: Valores de area e indice de redondez del grupo M sin adicion de melatonina tras 72 horas de
cultivo.
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M 72h M AREA REDONDEZ 101 1358,45 3,00 201 1803,34 1,38 301 1677,68 1,89 401 1687,87 2,72

1 172268 2,61 102 152231 2,07 202 1418,73 4,77 302 174561 268 402 117506 3,10
2 1357,60 2,30 103 1033,27 2,09 203 127354 2,48 303 1250,62 3,40 403 1469,67 2,32
3 124722 2,18 104 1389,01 234 204 1382,22 1,46 304 129562 215 404 106893 2,59
4 943,27 1,86 105 1162,32 2,84 205 1979,94 1,68 305 128458 1,79 405  1111,38 2,68
5 1497,69 1,70 106 2420,58 232 206 191541 1,81 306 185173 2,04 406 118864 234
6 1681,08 2,12 107 1581,74 2,25 207 1211,57 2,04 307 1575,80 2,95 407 1326,18 2,52
7 1351,66 2,93 108 5241,91 4,00 208 2088,61 2,17 308 1820,32 1,33 408 989,12 3,26
8 236285 1,83 109 283576 3,09 209 212852 2,15 309 1500,24 2,26 409 1397,50 2,79
9 1967,20 2,40 110 1483,26 1,90 210 2016,45 1,91 310 1919,66 2,02 410 183475 2,17
10 142467 2,04 111 130411 2,37 211 1302,41 2,60 311 1869,56 326 411 1389,86 1,50
11 128883 2,12 112 1902,68 2,36 212 113176 1,89 312 1567,31 1,97 412 113345 2,03
12 103836 1,73 113 1327,03 235 213 2690,58 1,39 313 165136 138 413 182032 2,01
13 2014,75 2,08 114 2356,91 1,56 214 251568 2,61 314 1376,28 2,86 414 127694 173
14 1857,68 1,84 115 2012,20 2,15 215 1692,97 1,73 315 1760,89 28| 415 | 160636 2,63
15 171504 234 116 1599,57 2,98 216 909,31 2,02 316 1593,63 171 416 1989,28 158
16 189843 2,10 117 1805,04 1,72 217 243162 1,51 317 1412,79 218 417 121326 3,03
17 1559,67 2,45 118 1400,90 247 218 229747 1,61 318 2044,46 187 418 123958 176
18 125402 140 119 1029,02 180 219 211324 246 319 174051 194 419 150024 2,67
19 169636 286 120 2207,47 184 220 203428 159 30 134656 2,90 420 243247 2,32
20 209880 278 11 211748 201 221 209456 201 31 127354 2,17 Zi; ﬁﬁ;ii ;é;
21 175325 2,13 122 1819,47 1,52 222 2543,69 2,70 322 137458 226 0 oe 38
22 959,40 191 123 1889,94 1,96 223 151891 4,34 323 211833 282 o5
23 114789 1,48 124 178551 2,48 224 287566 1,96 324 1256,56 275 O larser 38
24, 1008,65 2,44 125 1079,97 2,57 225 2184,55 2,12 325 2429,07 213 aiess 138
25 154948 1,73 126 1608,06 221 226 2674,44 1,97 326 165731 228 0 e n
26| 1116,47 2,00 127 2418,04 1,78 227 172862 2,71 327 1147,04 3,40 . .
27| 134656 216 428 1372,88 2,02
) z 128 104261 3,43 228 262095 3,61 328 1366,09 147 o9 177193 176
28| 119798 1,62 129 187890 2,22 229 1181,00 2,80 329 119204 L7 a0 183306 206
29{ 201390 2,30 130 1594,48 2,74 230 2100,50 2,03 330 142807 2,66 g .
30 193324 233 431 1871,26 2,11
g g 131 2221,06 2,27 231 189928 2,98 331 1878,05 281 40 asaon Tel
31 751,39 2,48 g 3
, z 132 217182 2,42 232 3908,08 2,44 332 1622,50 187 433 132194 203
32 145439 1,70 g /
. / 133 2131,06 1,95 233 900,82 3,06 333 1478,16 171 434 107902 184
33| 1417,03 201 134 273982 256 234 259888 187 334 152656 257 435 100950 192
34 1996,07 1,55 g .
z Z 135 1630,14 2,18 235 1603,82 2,37 335 1029,02 240 436 93478 157
35 192305 L3 136 246134 2,66 236 149514 1,90 336 132449 176 ; ’
, | , 3 , 2 437 1421,28 1,89
36 187805 198 437 797,04 147 237 374677 2,15 337 853,27 281 435 186532 207
37 125487 372 4 :
4 s 138 2024,94 2,14 238 219219 2,36 338 1170,81 333 430 | 127609 281
38 212767 183 439 161061 2,09 239 247407 330 339 175664 138 a0 152316 Lot
39 220578 L8740 1847,49 212 240 2026,63 221 340 95431 247 a1 156986 258
4‘; 1519'35 1'29 141 102138 2,73 241 149684 2,00 341 1857,68 225 412 118694 231
22 2;;’2‘3’ iag 142 192051 340 242 192560 2,05 342 1062,99 351 413 173627 167
R Lo 143 257426 1,96 243 321188 1,63 343 203852 173 as4 141618 204
g ’ 144 272539 1,93 244 259633 1,72 344 973,84 322 ass 215908 1,79
2‘; Zggg'gé z':g 145 149854 306 245  2060,60 2,69 345 175749 171 446 121921 232
a6l 176004 e 146 1494,29 2,65 246 696,20 3,18 346 1884,00 233 447 103157 2,05
T Tor 147 1694,66 1,69 247 2913,87 2,00 347 2599,73 149 448 131685 1,89
P RTY Vel 148 2356,06 2,30 248 146033 5,15 348 1203,08 2,71 449 100101 1,80
sl 103557 200 149 2339,93 1,39 249 262945 1,70 349 1400,90 2,03 450  2047,86 1,89
’ ’ 150 148835 2,43 250  1810,13 2,22 350 171504 154 451 165816 1,76
50 183136 2,99
151 1643,72 2,49 251 150533 2,10 351 207503 256 452 1597,87 1,93
51 1552,03 2,09
3 ’ 152 1530,80 2,17 252 1406,84 1,98 352 118609 292 453 138816 2,48
52 173881 1,85
=3 153693 173 153 984,87 2,84 253 733,56 2,43 353 131854 1,90 454 1852,58 2,21
2l 199607 25 154 182881 2,10 254 167514 1,88 354 1606,36 184 455  1548,63 1,59
= 129673 Y17 155 2296,63 1,79 255 2540,30 1,88 355 978,08 252 456 338169 1,60
el 305 4'81 2'30 156 1420,43 2,82 256 1475,61 3,09 356 2253,32 1,66 457 2009,65 2,19
7| 187296 310 157 1608,91 2,84 257 173542 2,87 357 674,13 3,83 458 144250 1,90
8 2052’10 2’ " 158 2332,28 2,15 258 2413,79 2,28 358 1445,90 1,55 459 210644 2,18
50 120 4’77 2’66 159 1784,66 2,40 259 1814,38 2,67 359 1121,57 2,53 460 247832 1,91
50 977’23 2‘35 160 1962,11 2,00 260 2986,04 2,42 360 2637,94 1,93 461 2114,08 1,58
ol 1 480'71 2‘93 161 181692 3,01 261 101544 2,10 361 2429,07 155 462 152146 2,58
62 152656 247 162 2553,03 1,79 262 1834,75 4,26 362 2513,98 1,95 463 130241 2,43
63 154523 218 163 183136 2,36 263 915,25 2,33 363 1203,08 2,18 464 261416 167
eal 109610 285 164  1788,06 2,69 264 237389 2,75 364 394120 2,27 465 1760,04 2,00
3 3 466 163353 2,78
165  2007,96 2,35 265 197824 2,49 365 2288,14 2,63 g .
65  1507,88 2,00 . g g & g 2
66l 197569 262 166 2189,65 2,40 266 1586,84 4,44 366 150024 264 467 19629 213
o7 212173 540 167 168363 2,81 267 132958 2,11 367 190522 2,76 468 92884 2,67
sl 183075 >1a 168 3301,03 1,9 268 199437 1,99 368 2247,38 217 469 150618 2,88
o] 2013.05 33 169 132100 212 269 1265,05 1,90 369 1690,42 222 470 709,79 2,24
ol 149765 170 170 161231 394 270 2041,07 193 370 2227,00 284 471 128713 261
71 1757.49 196 171 3132,07 2,39 271 219219 2,14 371 298434 2,57 :;Z E“s'“ i'i"
72l 132618 256 172 211918 1,59 272 137628 2,79 372 497446 3,34 47i 142‘;':3 1'92
73| 1653.06 2.86 173 1957,86 2,88 273 147901 2,79 373 157240 280 o1s
7al 152656 3.07 174 221,72 2,02 274 177957 2,37 374 189843 295 0 Yo
75| 100016 245 175 2137,01 1,87 275 223889 2,65 375 224823 4,12 ’ ”
, , 477 1429,77 1,90
176 1244,68 2,66 276 192560 1,73 376  2066,54 2,30
76 143061 2,69 478 1973,15 1,95
-
T > 179 152656 179 279 141194 225 379 3638,94 264 450 200626 1.60
79 208691 2,34 . 2 . 2 g g 481 224059 1,96
80 115723 4,20 180  1648,82 3,49 280 181098 2,35 380 229832 190 e 190777 203
81 131005 3,14 181 2538,60 2,07 281 161825 2,55 381 216927 225 o3 1g7esi T8
82 217521 1,84 182 2408,70 3,46 282 130326 1,83 382 1739,66 259 4ss 184579 168
83 177702 238 183 191456 1,86 283 2002,01 3,45 383 2142,10 2,19 e [ is1127 217
84 1431,46 2,78 184 1498,54 2,85 284 1247,22 2,17 384 2384,08 1,79 486 2016,45 1,92
85 210135 1,92 185 1793,15 2,39 285 1464,58 2,05 385 234842 281 487 158429 230
86 126081 2,09 186 247153 1,95 286 2767,84 1,70 386 221342 253 438 233238 166
87 130156 2,04 187 147816 3,82 287 217946 1,79 387 152146 229 439 212512 398
88 115638 3,40 188 1163,17 2,81 288 219135 2,12 388 2846,80 152 490 135081 185
89 135845 2,83 189 233823 1,70 289 1752,40 1,36 389 2547,09 210 491 277803 383
90 203343 2,50 190 2530,11 1,52 290 1562,21 2,38 390  1805,89 261 490 191371 316
91 1901,83 3,09 191 2018,99 2,22 291 318301 2,12 391 222021 234 193 143911 2,60
92 202918 3,33 192 1906,92 2,90 292 162334 2,17 392 197569 154 404 154523 146
93 144335 2,00 193 1764,28 1,92 293 113091 1,96 393 225417 200 495 131430 1,34
94 1600,42 2,12 194 220578 2,94 294 231021 2,31 394 242143 180 496  1024,78 2,64
95 967,89 3,06 195 210135 1,92 295 1237,89 2,35 395 142467 348 497  2069,93 2,56
96 1784,66 1,97 196 228134 1,58 296 158938 1,59 396 205635 232 498 216503 2,18
97 146712 2,92 197 2857,83 1,68 297 250124 1,80 397 1669,19 169 499  2333,98 1,57
98 156391 2,19 198 991,67 1,97 298 1640,33 2,68 398 253605 227 500 169806 2,43
99 204361 2,25 199 157495 2,03 299 1021,38 2,27 399 1727,78 2,21 Promedic  1770,96 2,31
100 165816 3,34 200 2018,14 1,75 300 1372,03 1,76 400 1923,05 1,82 sD 566,67 0,58

Tabla 23: Valores de area e indice de redondez del grupo M con adiciéon de melatonina tras 72 horas de
cultivo.
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G72h AREA REDONDEZ 101 2697,37 2,06 201 1782,11 1,66 301 1632,68 1,66 401 2926,61 1,76

1 977,23 198 102 171844 191 202 155967 2,18 302 237813 2,22 402 281453 1,92
2 212937 180 103 2277,10 158 203 1930,69 2,79 303 267954 1,82 403 1667,49 2,29
3 113,08 1,98 104 159533 2,64 204  1850,88 163 304 290283 1,83 404 171589 2,18
4 125147 2,04 105 1559,67 224 205  1887,39 230 305 209965 2,52 405 157325 1,74
5 1490,05 1,95 106 1678,53 2,76 206 1406,84 1,65 306 1704,85 2,43 406 1298,17 1,25
6 103921 179 107  2845,10 1,82 207 2876,51 164 307  1517,22 2,62 407 191286 2,36
7 1907,77 212 108 2506,34 2,11 208 2185,40 2,24 308 2576,81 3,24 408 2293,23 2,22
8 2255,87 187 109 959,40 3,80 209 2648,97 1,69 309 2407,00 1,74 409 2472,37 1,88
9 1829,66 287 110 164712 211 210 1194,59 167 310 277378 1,74 410 289519 2,16
10 1023,08 175 111 1551,18 2,00 211 188230 2,43 311 1799,09 1,61 411 205805 1,53
11 1309,20 2,13 112 232549 2,03 212 117251 2,73 312 224738 1,82 412 188315 171
12 152401 140 113 137967 1,83 213 1720,98 2,93 313 181098 1,90 413 2217,67 191
13 1317,69 153 114 1242,98 19 214 247917 157 314 155882 3,13 414 124553 1,80
14 126675 212 115 1959,56 1,92 215 130666 145 315 138647 2,21|| 415]  1609,76 2,49
15 213446 204 116 108591 151 216 1769,38 402 316 1802,49 187 416 125147 2,40
16 226012 169 117 149939 145 217 135675 207 317 2041,92 296 417 152061 2,16
17 187211 186 118 149854 211 218 174391 317 318 244181 183 M8 132194 4,01
18 241549 186 119 155882 207 219 156561 255 319 300047 187 419 195871 2,72
19 125572 143 120 105,95 168 220 194598 449 320 229153 186 420 336131 271
20 123619 194 121 189164 124 221 166580 351 321 167683 1,96 42 182;2; ;;g
21 1187,79 201 122 212342 2,43 222 244351 2,53 322 3116,79 3,00 :23 386'65 oo
22 939,88 215 123 187041 2,76 223 1857,68 2,13 323 1429,77 L78 e 1rsage 3o
23 2563,22 136 124 1656,46 157 224 1203,08 514 324 2183,70 200 00 Y18
24 1990,13 163 125  1569,01 1,88 225  1642,02 2,12 325 1736,27 209 e a0 280
25 718,28 283 126 223125 1,85 226 1790,60 1,82 326 1850,04 213 s T84
26 955,16 341 127 178042 2,12 227 1799,09 1,67 327  2863,78 195 e 17750 548
27, 1489,20 253 128 129222 2,04 228 1382,22 154 328 1887,39 215 10 31347 Log
28| 155288 235 129 186871 181 229 224653 204 329 1972,30 1,97 ’ ’
29 1430,62 1,84 430 1932,39 1,39
) 2 130 1479,01 1,88 230 144590 306 330 168872 2,50
30 161485 1,34 431 141448 2,39
g , 131 151552 166 231 305226 2,00 331 142467 303 43 100522 Teo
31 143486 291 43 114874 255 232 197569 250 332 199352 2,80 ’ ’
32| 136694 230 433 2092,86 2,15
, 2 133 118440 147 233 170570 2,49 333 2046,16 2,22
33| 126882 198 434 123024 4,29
) . 134 227115 143 234 193154 2,08 334 208861 229 435 110459 242
34 124807 481 435 127504 1,93 235 165136 2,72 335 2112,39 1,9
35| 208267 152 436 1346,56 2,02
o secas Jog 136 229153 1,8 236 176343 2,76 336 1469,67 149 437 173032 2.06
2 2 137 230342 184 237 973,84 165 337 1642,02 2,15
, , , X , 2 438 1715,04 2,10
z; ggé:g 1:? 138 161825 186 238 100016 228 338 2789,06 2,77 435 244605 339
g . 139 660,55 3,35 239 148580 452 339 258020 197 a4 198928 211
39 199777 205 440 165985 231 240 122260 454 340 146458 177 441 308537 123
40, 2039,37 2200 141 180079 164 241 118355 458 341 1653,06 193 a2 131090 258
41 1090,15 1,81 g ’
o 1927e Vo5 102 530,64 307 242 306585 2,93 342 2034,28 156 443 194937 1,59
al iese9s T 13 102722 1,84 243 214635 1,49 343 1580,04 236 444 305311 168
2l 130241 Leo 144 128713 172 244 101035 245 344 5017,77 379 445 220918 166
ST Leg 145 20835 2,35 245  1599,57 192 345 257850 221 446 244945 2,17
a6l 110208 Sy 146 110119 1,82 246 1456,09 3,40 346 203512 163 447 155542 1,47
ol 18248 o 147 273127 1,89 247 293594 2,02 347 3059,05 165 448 1379,67 2,28
BT o, 148 177617 160 248 197315 2,45 348 2640,48 2,07 449 202494 1,81
R 1ye 149 168957 1,50 249 1389,01 1,78 349 2505,49 19 450  2213,42 1,83
T 174 150 144675 1,70 250 967,04 2,77 350  1402,60 376 451  1557,97 1,88
o 99336 1g 11 177872 1,84 251 239851 1,49 351 195871 2,18 452 229238 1,86
T 100270 Jap 152 180758 145 252 2004556 2,02 352 1800,79 2,46 453 1614,01 2,40
s 203cE2 33 153 186447 162 253 157665 2,80 353 218455 3,44 454 224908 1,93
sal1859.00 Joq 154 268293 1,98 254 2952,93 2,05 354 242568 2,99 455 125147 1,82
55| 150193 177 155 164882 1,93 255 110459 322 355  2057,20 201 456  1417,88 2,03
6 169 4’ 6 2'23 156 1383,07 2,03 256 2693,12 2,15 356 1434,86 2,08 457 1839,00 2,46
7| 128034 1og 157 196890 160 257 272878 2,47 357 252417 161 458 2002,01 2,25
58 2 43'51 1’51 158 1716,74 2,45 258 1649,66 1,59 358 1488,35 3,03 459 930,54 1,97
50 2235'50 1’93 159 1160,62 1,46 259 1352,50 3,36 359 2476,62 1,79 460 2803,50 1,65
§ 5 160 1487,50 1,90 260 1523,16 2,40 360 2527,56 2,57 461 1605,52 1,35
60 200541 2,14 g ’ g g : 2
161 2536,90 1,43 261 158853 1,90 361 241124 1,39 462 135590 311
61  1490,05 2,52
62| 1663.25 175 162 310066 169 262 2104,74 2,43 362 2588,69 2,78|| 463  1213,26 1,49
eal 2930.00 1ag 163 128968 377 263 103582 257 363 1717,59 1,81 464 144420 2,04
eal 130835 363 164 167344 161 264 2289,83 146 364  1973,99 1,75 465 236625 164
65| 105280 535 165 246813 1,72 265 3734388 2,18 365  2570,86 1,50 466 114195 2,51
o6l 242228 S04 166 2007,11 205 266 1137,70 222 366 129817 2,06 467 170315 154
67| 106978 S15 167 151552 332 267 1659,00 1,96 367 310066 2,02 468 152656 1,88
e8] 150862 52, 168 252586 1,96 268 122345 1,89 368  1882,30 1,75 469 137373 239
ol 125524 Lsa 169 203682 330 269 130156 323 369 118,00 453 470 116742 258
2ol 126081 Y67 170 208795 181 270 195277 315 370 381724 208 471 90252 2,66
71l 183730 169 171 211239 2,31 271 255388 358 371 1444,20 2,14 2;2 ;934'53 2,79
72 155118 246 172 235351 1,70 272 242313 1,9 372 1687,02 2,57 4; 186222 i";i
73 171334 202 173 117760 2,00 273 248681 252 373 2026,63 181 erees on
74 134062 1og 174 152401 2,35 274 2920,66 217 374 187466 29 0 38
75 213955 156 175 1550,33 145 275 257681 1,98 375 1764,28 167 10053 o1
17 1365,24 161 27 1719,2 1,4 7 2788,21 2,82 ’ ’
76 214040 2,00 6 365, 6 6 9,29 6 376 88 8. 78] 237898 Lo
77 1777.87 35y 177 222531 2,04 277 321018 168 377 201135 195 0 213448 7
178 2054,65 1,78 278 183475 2,90 378 108251 3,73 ’ ’
78 242483 1,59 480  2758,50 1,93
79 142213 200 179 1630,99 199 279 179655 205 379 213786 196 e 230342 218
80 164882 195 180  1576,65 1,99 280  3291,69 1,79 380 199437 568 43 220323 239
81 146967 185 181 241549 156 281 202578 197 381 197230 279 483 231097 L6
82 127694 219 182 127949 2,35 282 192984 19 382 323820 321 4en 104088 Yot
83 203512 162 183 115128 1,82 283 2637,09 1,9 383 1516,37 208 4e5 154778 220
84 2529,26 1,50 184 1259,96 1,87 284 1891,64 2,64 384 1532,50 3,20 486 3816,39 1,40
85 217861 181 185  2091,16 165 285 248171 1,84 385  4881,92 3,82\ g7 100016 146
86 267020 188 186  1939,18 2,11 286 219644 234 38  1537,59 254 488 150448 258
87 143316 191 187 146882 2,14 287  1549,48 232 387 201645 155 489 186447 226
88 130920 150 188 117845 191 288 275086 2,02 388 151212 227 490 351923 155
89 134911 230 189 207248 1,78 289 242313 201 389 263454 269 191 183306 1,88
90 115638 1,74 190  2084,37 146 290 347253 254 390  1152,98 252 497 148071 193
91 1316,00 187 191 167344 1,98 291 2958,02 2,17 391 203937 L71 493 176598 1,97
92 107487 158 192 3573,57 198 292 4099,12 225 392 2053,80 197 a94  1327,88 2,05
93 113685 3,15 193 167429 1,84 293 2599,73 367 393 2147,20 336 495 222446 131
94 2030,03 226 194 289944 175 294 246473 239 394 151042 177 496 182456 2,76
95 114364 201 195 151637 1,87 295 235351 2,02 395 118525 2,44 497 1321,09 3,57
9% 163184 231 196 197994 1,99 296  5376,06 188 396 211154 158 498 1344,86 2,21
97 201475 2,18 197 2193,89 2,46 297  2605,67 191 397 2763,59 1,39 499 2403,60 1,60
98 769,22 239 198 145439 149 298 257850 2,70 398 2076,73 1,8 500  2503,79 2,58
99 2191,35 1,79 199 119034 146 299 1917,96 2,12 399 1808,43 1,59 Promed  1889,35 2,19
100 2022,39 162 200 148326 139 300 888,93 2,79 400  2339,08 3,75 sD 634,44 0,64

Tabla 24: Valores de area e indice de redondez del grupo G sin adicién de melatonina tras 72 horas de
cultivo.
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G 72h MIAREA REDONDEZ 101 2567,47 2,29 201 1528,25 1,84 301 1676,83 3,49 401 2198,99 4,02

1 141533 19 102 232040 2,56 202 1220,06 1,90 302 1179,30 242 402 174136 3,40
1434,01 1,76 103 954,31 2,27 203 178551 2,49 303 1632,68 2,19 403 187805 2,00
3 137543 207 104 179315 1,58 204 1405,99 2,29 304 127864 228 404 214889 3,47
4 977,23 229 105 121666 1,57 205 1022,23 2,16 305 2672,75 234 405 208522 1,63
5 2995,38 1,49 106 1672,59 2,02 206 1224,30 1,95 306 1964,65 1,93 406 2664,26 2,56
6 1405,14 2,54 107 1436,56 1,56 207 1175,06 2,45 307 2246,53 1,66 407 2049,56 2,39
7 1535,05 3,68 108 2235,50 2,97 208 2108,14 2,24 308 1984,18 2,63 408 953,46 3,17
8 1134,30 2,33 109 1302,41 2,73 209 1729,47 2,46 309 1875,51 2,22 409 2648,12 3,49
9 1829,66 2,20 110 1383,92 1,79 210 1248,07 2,51 310 1544,38 2,22 410 103412 2,95
10 193069 1,66 111 1113,08 3,29 211 2184,55 1,89 311 125826 2,03 411 344961 2,85
11 968,74 2,32 112 1613,16 2,23 212 1577,50 1,99 312 1591,08 1,93 412, 1912,02 2,61
12 939,88 2,02 113 1555,42 2,06 213 1114,78 4,00 313 1216,66 2,34 413 2179,46 2,45
13 114195 379 114 159023 2,69 214 1581,74 2,29 314 1624,19 2,24 414 1593,63 2,28
14 2800,10 163 115 2064,84 1,42 215 1656,46 2,23 315 144844 2,26 415 166749 2,44
15 1227,70 260 116 138392 1,46 216 1227,70 3,07 316 837,14 1,97 416 153335 231
16 2104,74 253 117 128968 1,22 217 2106,44 2,99 317 1387,31 1,98 417, 218540 2,25
17 1634,38 160 118 166834 1,52 218 2648,12 1,67 318 161485 200 A8 187211 2,45
18 222531 166 119 221851 1,61 219 153250 2,08 319 147561 214 419 199947 1,56
19 155797 202 120 154693 169 220 153165 361 30 119798 200 420 137713 178
20 233908 164 121 170485 2,07 221 215908 242 321 2092,86 2,21 42 léiggg ;;g
21 3067,54 1,60 122 1624,19 1,82 222 1407,69 2,32 322 2114,93 2,11 :23 1648'82 Tes
22 125572 2,17 123 2140,40 1,72 223 242058 1,90 323 198333 1,95 102323 17
23 155288 2,16 124 2768,69 1,37 224 213531 2,10 324 172183 1,96 sl 127s6a s
24 1504,48 2,36 125 2989,43 1,80 225 168532 3,56 325 1429,77 2,51 sl 221389 22
25 161655 2,67 126 1265,05 1,21 226 141448 2,89 326 117591 1,91 w27l 2se171 196
26 148750 2,02 127 1023,08 1,97 227 993,36 2,63 327 1388,16 2,45 ¢ .
a . 2 a . & 428 999,31 1,62
27, 171334 2,53 128 1639,48 1,27 228 3149,05 3,70 328 1424,67 1,95 w29 193323 199
28| 149005 28 139 134911 1,70 229 2695,67 1,91 329 2094,56 232 230l 122325 279
29| 165221 214 430 1991,82 1,28 230 1665,80 1,83 330 144165 1,78 231 185853 21a
30f  3003,02 224 431 182202 1,28 231 130751 2,44 331 1768,53 1,51 43| 185938 Yol
31 123958 339 13 167514 1,48 232 211663 3,20 332 165136 2,43 233 200031 548
32 123873 1,89 , Z
2 . 133 113261 1,48 233 1900,13 3,01 333 490,74 2,75
X , , , ) 2 434 178891 1,71
38] 151467 3907 134 140599 112 234 183390 158 334 138731 172
3 212767 150 435 894,88 2,29
. . 135 1306,66 1,88 235 1767,68 237 335 1640,33 3,78
35| 203173 180 436 1068,08 1,78
. Z 136 1201,38 2,93 236 1520,61 2,00 336 1857,68 2,82
36 126967 2e1 437 2361,15 1,62
: Z 137 1137,70 1,67 237 1403,45 2,19 337 1537,59 197| " 23s] 161485 155
37 195701 213 438 243926 128 238 1587,69 2,78 338 99506 2,27
38 195118 256 439 2293,23 1,84
2 ) 139 1473,92 1,96 239 1059,59 2,50 339 967,89 294 420 300302 150
zz lgii'gi i';‘; 140 154863 201 240 147561 184 340 132024 285 441 153165 192
’ ’ 141 1484,10 1,39 281 2256,72 3,25 341 2407,00 167 a4 159023 153
Z; i;g;fé i'z 142 103667 167 242 103321 368 342 116317 18 a3 1560,52 155
FrREETITED Les 143 146543 2,03 243 154184 1,80 343 2252,48 155 aaa 215484 154
PRI T 1 957,71 1,58 244 1332,98 2,62 344 103412 200 445 184239 146
2 L 145 1056,19 1,76 245 112751 1,99 345 151891 226 446 273812 2,36
:Z i;;;';g i‘gg 146 1892,49 1,52 246 122515 1,77 346 2370,49 240 447 203852 2,38
o seres S M7 185343 1,45 247 1782,96 2,02 347 142382 2,07 448 2373,89 1,38
BT S1e 148 206399 2,04 248 1553,72 1,96 348 1217,51 2,17 449 144505 2,08
o770 LD 699,60 1,85 249 1304,96 2,09 349 179145 187 450  2304,27 1,68
s 207673 Tos 150 155288 1,80 250 122515 3,25 350 216,72 151 451 2213,42 2,11
il 1m05.03 J1y  1s1 214889 2,46 251 1394,96 2,04 351 2137,01 166 452 113345 235
o 230172 Jay 152 121666 2,60 252 2367,09 1,83 352 1069,78 1,74 453 125402 2,09
sl 108154 Jas 153 128288 1,65 253 2671,05 1,92 353 1901,83 2,29 454 3812,99 231
. . 154 2418,04 2,84 254 2665,10 2,06 354 1781,26 219 455 184664 1,72
54 144929 3,62 a . : 2 : a
155 3138,01 1,69 255 2120,88 1,92 355 1594,48 1,93 456 1580,89 1,76
55 257511 2,18
56 1800.79 160 156 1815,23 1,48 256 1223,45 2,43 356 1262,51 2,97 457 1544,39 1,86
§ : 157 1283,73 2,38 257 1118,17 1,78 357 1954,47 2,22 458 1158,93 3,00
57 115468 1,48
158 131345 3,54 258 153505 2,12 358 1442,50 1,85 459 824,41 2,69
58 195447 2,17
159 1280,34 1,80 259 2654,07 1,47 359 1551,18 2,35 460 1181,00 1,99
59 279585 2,32
0 2294.93 179 160 1147,89 2,50 260 1959,56 1,82 360 1018,84 2,15 461 1234,49 2,41
61 1057'89 2'35 161 152825 2,04 261 1814,38 2,50 361 1372,03 2,16 462 102393 2,04
62 154269 255 162 1198,83 1,86 262 1593,63 3,13 362 172523 2,00 463|  1630,99 2,19
3l 175834 238 163 1355,05 1,74 263 130835 2,11 363 1813,53 1,91 464 132873 2,74
cal 145048 162 164 191881 1,54 264 1201,38 1,61 364 1114,78 2,17 465 1169,11 192
65| 150533 196 165 232295 1,85 265 1101,19 2,00 365 1609,76 1,68 466 1232,79 2,43
6| 1es8.82 Ja1 166 123534 2,42 266 1058,74 1,72 366 1278,64 1,98 467, 1422,97 230
67 129986 >10 167 118270 1,87 267 1855,98 2,54 367 1872,11 2,02 468 139835 197
e 92290 31a 168 120562 180 268 127524 3,81 368 686,02 242 469 23059 2,06
169 242823 2,19 269 1822,02 1,92 369 2279,64 220 470 121581 2,05
69 148580 2,53
2ol 136015 Jay 170 131854 198 270 208692 252 370 120138 188 47t 107742 271
71l 129392 249 171 1099,49 2,76 271 212342 2,42 371 127694 205 472 117760 3,16
72 150108 403 172 182372 232 272 217521 2,48 372 189334 2,30 :;31 égg';i ;'g‘;
73 200616 201 173 2069,93 2,01 273 1401,75 2,43 373 125911 222 om0 i
74 136269 276 174 150873 1,69 274 1736,27 2,06 374 118694 200 eo
75 984,03 183 175 198079 2,07 275 1632,68 2,60 375 1895,03 220 2291 i
17 1703,1 2,24 27 1279,4 2,2 7 1253,17 2,7 d g
7% 121072 304 6 03,15 6 9,49 6 376 53 0 475 189503 219
77 146033 230 177 195532 1,69 277 1962,11 2,18 377 1504,48 198 0 177es 150
O e T T ) T Y ) T I ¥ . - B 1
= o o 180 186787 190 280 234587 2,08 380 181098 . 281 235,63 247
80 129817 2,53 ) . . g . 2350 48 141703 217
181 220578 1,60 281 1688,72 2,60 381 1936,64 2,03
81 991,67 1,51 483 1644,57 1,75
82 131600 210 182 183136 2,15 282 1788,91 2,23 382 121411 198 4es 183730 183
83 192815 230 183 105874 2,46 283 1688,72 2,21 383 191286 1,98 e 134901 210
84 1362,69 218 184 163608 2,97 284 2813,68 2,41 384 203852 292 4g5 122001 263
85  1962,96 184 185 147986 1,57 285 3325,65 1,49 385 2098,80 283 457 130486 256
86 301321 201 186 197315 2,70 286 2010,50 2,82 386 3049,71 193 4e8 301745 217
87 169551 184 187 196550 2,22 287 1753,25 1,59 387 1270,15 185 g9 227540 332
88 133807 256 188 197994 1,72 288 1909,47 2,21 388 1881,45 219 490 112751 243
89 1164,87 204 189 118440 1,86 289 1321,09 2,44 389 1903,52 221 491 102648 267
% 197060 213 190 279840 2,90 290 1510,42 2,69 390 2092,01 196 40 176513 2,40
91 144420 1,87 191  1917,11 1,9 291 153589 2,51 391 1824,56 165 493 125911 174
92 181013 233 192 113261 2,14 292 907,61 2,40 392 858,37 542 404 128119 2,57
93 1141,10 252 193 252671 2,74 293 1602,12 1,76 393 1720,98 166 495 250124 2,01
94 175579 1,81 194 163184 1,85 294 1501,08 2,85 304 1463,73 175 496  1400,90 162
95 2102,20 1,87 195 179485 2,16 295 1573,25 1,91 395 146288 203 497 113261 1,82
9% 221682 1,77 19 122175 1,83 296 1045,16 517 396 1662,40 201 498 175834 1,84
97 135930 185 197 2260,12 1,85 297 144929 2,45 397 1754,10 294 499 1332,98 2,40
98 204446 204 198 1790,60 2,63 208 1411,09 2,16 398 1392,41 1,92 500 134,86 2,24
99 140430 19 199 1427,22 2,44 299 134317 2,04 399 261586 1,68 Promedi  1661,49 2,20
100 1692,97 258 200 143741 2,25 300 226521 1,74 400 144165 2,02 sD 507,03 0,55

Tabla 25: Valores de area e indice de redondez del grupo G con adicidn de melatonina tras 72 horas de
cultivo.
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GF72h  AREA REDONDEZ 101 1286,28 1,79 201 1329,58 3,38 301 680,92 2,81 401 1926,45 1,80

1 163778 1,99 102 2062,29 2,97 202 239596 2,12 302 1816,07 1,94 402 2892,64 2,63
2 136779 2,59 103 237134 1,55 203 183051 2,12 303 1321,94 1,75 403 1709,10 3,56
3 11371 1,65 104 1332,98 1,68 204 2297,47 2,74 304 1702,30 1,59 404 1994,37 1,82
4 161316 2,85 105 160551 2,59 205 1074,02 2,22 305 2030,88 3,18 405 1942,58 2,86
5 118864 1,92 106 174985 1,66 206 1730,32 2,84 306 3466,59 2,00 406 272114 3,29
6 1295,62 1,62 107 1949,37 2,04 207 2727,08 2,01 307 1843,24 3,49 407 2713,50 1,64
7 2040,22 1,88 108 1091,00 1,92 208 1658,16 2,99 308 1214,11 2,94 408 1710,80 3,79
8 2221,91 1,82 109 1527,40 2,12 209 1782,11 1,86 309 1867,02 2,09 409 1809,28 3,34
9 235691 1,85 110 1214,96 2,14 210 1495,14 3,02 310 2154,84 2,43 410 2022,39 1,90
10 1560,52 2,36 111 184579 1,80 211 1198,83 2,29 311 2677,84 1,96 411 2010,50 2,33
11 1077,42 1,48 112 1194,58 2,62 212 1822,87 4,92 312 1808,43 1,96 412 229323 152
12 2401,06 231 113 1489,20 1,59 213 961,95 1,49 313 138816 2,39 413 867,71 251
13 164372 239 114 1772,77 1,95 214 2117,48 3,12 314 1082,51 1,84 414 1440,80 153
14 1754,10 2,00 115 1820,32 2,83 215 1580,89 2,68 315 849,03 337 415  1031,57 2,94
15 218625 2,26 116 2069,93 2,20 216 1973,99 1,96 316 142382 2,10 416 217267 4,59
16 173372 1,70 117 191456 2,54 217 127439 2,77 317 1595,33 1,87 417, 101884 2,95
17 17829 18 118 149005 1,53 218 221597 2,16 318 1490,05 156 418 205805 2,82
18 137967 154 119 106553 144 219 109015 3,71 319 1608,06 240 419 190013 3,58
19 193749 315 120 194428 3,02 220 1207,32 231 320 741,20 233 420 296821 2,08
20 28217 116 121 164542 247 221 151467 160 321 163948 1,58 22 ;z‘;‘;g iz‘l’
21 1366,09 2,42 122 2071,63 2,96 222 2555,58 2,05 322 1878,05 1,98 23 1547'78 1'61
22 940,72 173 123 185853 2,57 223 1959,56 1,65 323 1382,22 2,10 4 1068'93 Y14
23 152825 2,65 124 146882 2,35 224 115128 2,81 324 169721 2,15 w25 1041 a3
24, 256067 217 125 1688,72 2,40 225 154099 1,81 325 1886,54 3,66 226l 205890 a5
25 184749 2,9 126 242823 1,96 226 174645 2,98 326 223465 2,82 427 138936 3%
26 145609 2,09 127 1733,72 2,03 227 1880,60 2,53 327 1468,82 2,56 428 180332 o1
27, 227115 2,63 128 2564,92 2,13 228 1552,03 1,62 328 104431 2,66 429 138 66 Toa
28| 160127 1,92 129 3276,41 2,72 229 2237,19 1,97 329 2294,93 2,77 230 192228 302
29| 104006 2,83 130 217267 2,33 230 1927,30 3,20 330 1248,07 2,63 31 197992 260
30| 138816 225 131 100865 3,01 231 1406,84 1,73 331 151552 2,32 132 133892 286
31 167853 2,05 132 305056 2,75 232 1157,23 2,33 332 236285 1,77 233 140599 40

32 1642,87 2,05 " B
g ) 133 1802,49 2,15 233 2542,84 2,47 333 113855 1,95 38| 120260 274
38] 113091 2347 134 334093 203 234 216842 272 334 159787 168 435 184070 235

34 2125,12 2,24 . ”
2 2 135 1915,41 3,67 235 1189,49 2,52 335 2086,07 1,51 236 203512 242
35| 145524 188 136 225587 237 236 193324 213 336 103412 168 437 255133 179
36| 165900 L7077 137 165646 160 237 154608 181 337 95261 249 435 130928 175
37, 134062 3130 438 1749,00 226 238 173117 204 338 132618 224 430 191711 258
38 17591 2150 439 135505 181 239 153505 328 339 120562 192 a0 197315 190
39 155542 164 140 1687,02 2,88 240 2013,90 2,75 340 133383 249 a1 97978 190
42 1515,52 2,53 141 1946,83 2,33 241 1490,05 137 341 155033 2,46 412 140005 1.80
22 ﬁzzgz i;‘i 142 168872 226 242 141279 1,63 32 121326 215 443 118440 227
. - 143 2636,24 4,49 243 1593,63 2,58 343 3198,29 2,11 444 1549,48 1,93
22 i:iz;: i'gg 144 213276 176 244 150618 201 344 114449 274 as5 167768 2,28
5 1388'16 2'03 145 1296,47 2,49 245 1588,53 2,83 345 828,65 4,35 446 1471,37 2,22
P REETTT 17 146 177617 3,01 246 2104,74 2,23 346 1360,15 2,96 247 128883 1,64
T i 147 2063,14 1,98 247 1017,14 2,57 347 2097,10 3,20 448 1866,17 2,39
a8 105155 Tas 148 1479,01 2,21 248 2007,11 2,09 348 1821,17 1,70 449 2621,80 1,78
9 1452'03 2'07 149 1709,10 2,06 249 1314,30 2,46 349 1459,48 1,50 450 1421,28 2,46
w0l 12378 s 150 133552 2,80 250 3272,16 2,37 350 1079,97 3,23 451 1509,57 3,98
sl 215 Jas 151 2245,68 2,88 251 2066,54 1,72 351 984,87 3,74 452 2936,79 1,93
o 71 e 152 1404,30 2,55 252 1850,04 3,51 352 1567,31 4,68 453 1109,68 1,73
ss 153 o1 153 243162 1,90 253 2557,28 2,34 353 607,06 2,75 454 2092,01 2,09
T o 154 1151,28 3,24 254 1762,59 2,08 354 119034 3,24 455 3247,54 2,25
o5 161525 o 155 204531 3,18 255 1020,53 2,05 355 919,50 2,32 456 1226,00 1,87
6 136 6'9 " 1’ o 156 2474,07 1,90 256 2031,73 2,38 356 1985,03 3,01 457 1410,24 1,69
57 1152'93 2'08 157 2112,39 1,60 257 1501,93 3,03 357 1495,14 2,58 458 1799,94 1,89
8 973' 84 2'73 158 1972,30 1,80 258 1907,77 2,10 358 1720,13 2,16 459 1067,23 2,61
50 1 492'59 2'07 159 2067,39 2,39 259 1695,51 1,58 359 1333,83 4,75 460 1351,66 3,69
0 16 48'82 2' 15 160 2049,56 1,99 260 1370,33 2,36 360 1372,88 2,56 461 1141,10 189
61 1219’21 396 161 221342 1,70 261 2182,01 3,04 361 124553 2,35 462 144505 140
62 132449 323 162 1281,19 2,90 262 2251,63 2,52 362 1724,38 3,05 463|  1949,37 2,26
63l 164627 a5 163 1473,07 2,38 263 1642,87 1,58 363 117591 2,85 464 617,24 2,30
g g 465 113176 3,28

164 2072,48 1,87 264 2271,15 1,75 364 1212,41 2,03 . g

64 1597,87 3,07 . ” . ’ ’ ’

65| 126251 yaa 165  1597,87 3,06 265 2860,38 1,47 365 121581 2,46 466 826,95 2,07
: s 467 1839,00 2,40

166 1878,90 1,71 266 1681,93 2,09 366 1873,81 4,17 g '

66 3104,05 2,54 ’ ! ” ’ ” ’

67 13286 26 167 183475 3,79 267 944,12 2,12 367 982,33 2,29 468 183645 1,69
sl 223380 S5 168 209371 306 268 123873 2,77 368 1076,57 446 469 170400 1,94
’ ' 169 1417,03 234 269 1362,69 2,06 369 1254,02 1,48 470 142043 185
69 723,37 3,44 - . g 5 : g 471 868,56 2,36

70l 163778 161 170 1782,96 3,21 270 967,04 2,30 370 1259,11 2,50 2 2
71 208607 187 171 118525 4,02 271 1167,42 2,48 371 1468,82 1,67 j;z ﬁig'n i'ii
72| 121836 207 172 2346,72 1,50 272 1607,21 2,39 372 1040,06 1,74 472 1688’32 o3
73] 110204 249 173 2350,96 2,84 273 1282,04 2,38 373 1878,05 3,62 sl T7ea0 o1y
74 217776 176 174 1863,62 2,05 274 1169,11 3,34 374 837,14 2,09 el 1eo3aa o

75 225672 253 175 1876,36 1,93 275 1303,26 1,93 375 2216,82 2,02 < s
\ ) 477 111053 2,73
76 172438 203 176 1552,88 1,84 276 1482,41 2,53 376 2272,85 1,98 w78l 17574 170
N e e
78 211239 190 4 : : d : d 480 117506 3,03
79 211324 2,30 179 1272,70 2,65 279 1799,94 2,27 379 2062,29 4,05 w1 151552 150
80 131345 272 180  1379,67 2,86 280 151552 3,33 380 1574,95 2,52 w52 142297 160
81 244605 198 181 801,48 2,68 281 797,24 2,61 381 750,54 1,79 83| 190947 247
82 143401 1,90 182 1917,96 2,30 282 142552 1,99 382 174391 2,04 484 1400,90 212
83 132618 2,60 183 142552 2,68 283 1211,57 2,59 383 1422,13 1,73 485 172353 150
84 808,28 2,00 184 1936,64 2,01 284 837,14 2,79 384 4857,30 1,91 486 110629 190
85 1782,96 2,77 185 187,11 2,11 285 892,33 1,91 385 2423,13 1,84 487 926,29 381
86 124468 3,72 186  1969,75 2,10 286 2602,28 1,44 386 1900,98 2,28 438 144929 1.90
87 171080 2,80 187 920,35 2,54 287 1957,01 2,33 387 2018,14 2,65 489 134911 2,00
88 173457 1,74 188 2577,65 2,09 288 2553,03 1,70 388 1304,9 1,61 490 129053 219
89 217097 167 189 1456,94 2,22 289 1971,45 1,52 389 1631,84 4,48 291 114789 2,01
90 200711 1,53 190  1737,96 1,83 290 2523,32 2,77 390  1332,98 2,48 192 107912 186
91 182711 2,19 191 1884,00 2,11 291 1487,50 2,58 391 820,16 1,74 493 1011,19 1,79
92 158429 2,51 192 1771,08 1,79 292 131345 1,62 392 213361 2,42 294 910,16 2,49
93 135675 1,95 193 1693,81 2,60 293 906,76 3,16 393 1339,77 1,99 495 180164 2,64
94 230512 231 194  1373,73 2,10 294 1220,06 1,73 394 135845 2,04 196 2847,65 1,96
95 1596,18 2,39 195 1659,85 1,71 295 2577,65 4,85 395 1090,15 2,19 497 975,53 2,40
96 1327,88 4,04 196 1636,93 2,05 296 1435,71 2,13 396 1514,67 2,78 498 1692,97 1,30
97 135675 177 197 1574,10 2,22 297 155882 1,69 397 1677,68 1,56 499 1010,35 2,13
98 176853 2,72 198 178126 1,73 298 1634,38 2,31 398 3213,58 1,54 500 759,03 3,55
99 1909,47 2,34 199 198843 2,80 299 923,74 2,29 399 1642,87 3,30 Promedi  1659,85 2,36
100 1278,64 3,66 200 122515 2,85 300 1082,51 2,02 400 156391 2,72 sD 524,76 0,64

Tabla 26: Valores de area e indice de redondez del grupo GF sin adicién de melatonina tras 72 horas de
cultivo.
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GF 72h MEAREA REDONDEZ 101 1732,02 3,76 201 1406,84 1,62 301 1623,34 2,00 401 1257,41 3,72

1 2027,48 2,84 102 244945 1,78 202 1157,23 3,07 302 483,95 2,06 402 607,06 2,59
2 163948 2,75 103 140939 2,58 203 113176 3,47 303 845,63 2,81 403 162504 1,52
3 764,13 2,68 104 123364 4,68 204 137118 1,99 304 1487,50 3,76 404 1704,85 1,72
4 837,14 1,42 105 136184 3,81 205 1109,68 2,39 305 330273 1,60 405 775,16 3,82
5 187805 4,41 106 1179,30 2,79 206 1462,03 2,58 306 142637 1,74 406 517,06 2,24
6 1303,26 3,04 107 1001,86 2,38 207 1406,84 1,47 307 1777,02 3,53 407 1012,89 1,93
7 1221,75 1,77 108 1490,05 2,80 208 2681,24 1,69 308 1310,05 3,82 408 830,35 2,17
8 1304,96 5,23 109 1414,48 2,17 209 1681,08 3,80 309 1240,43 1,97 409 1794,85 2,29
9 1376,28 2,56 110 1358,45 2,65 210 2474,92 1,79 310 1500,24 5,38 410 232549 3,39
10 344366 3,28 111 1940,88 2,73 211 2372,19 2,55 311 1277,79 2,59 411 685,17 5,26
11 1002,70 2,32 112 634,23 3,44 212 2941,04 2,02 312 1563,91 2,63 412 1319,39 2,63
12 973,84 2,50 113 1017,99 2,64 213 1477,31 2,64 313 1252,32 1,69 413 1271,00 1,70
13 676,68 235 114 178042 5,17 214 1097,80 2,46 314 188145 1,64 414 123534 2,51
14 1001,01 2,08 115 1101,19 2,18 215 1321,94 3,80 315 1821,17 3,14 A15] 135675 1,34
15 117845 1,65 116 1064,68 3,34 216 2750,86 2,05 316 531,49 3,03 416 847,33 237
16 2890,10 1,57 117 966,20 2,28 217 841,39 5,48 317 2296,63 2,24 417, 128034 2,08
17 108336 2,20 118 1490,05 1,70 218 1487,50 1,80 318 861,77 1,62 418 1645,42 2,86
18 1517,22 2,08 119 754,79 234 219 2586,14 1,51 319 112666 2,83 419 128543 2,27
19 147561 2,01 120 136949 2,21 220 1000,16 3,04 320 124213 231 420 774,77 2,07
20 71318 2,36 121 72083 437 21 155797 174 321 115468 2,47 4; lggi'“ 2'27
21 796,39 2,36 122 602,81 3,48 222 1206,47 1,57 322 1585,99 1,57 :23 ;125';2 1’6;
22 844,78 176 123 179315 2,80 223 1612,31 2,26 323 1436,56 2,60 a2l 215553 Tos
23 1463,73 161 124 1653,06 1,87 224 1697,21 2,00 324 2350,9 1,53 a ioRsas Sa
24, 1603,82 1,90 125 109525 3,16 225  1788,06 2,03 325 2047,86 2,09 o o033 59
25 958,55 1,45 126 1978,24 2,58 226 1720,98 3,42 326 1550,33 1,91 427 215508 188
26| 1058,74 2,54 127 149175 3,61 227 1085,06 2,16 327 1199,68 1,33 a8l 115627 Joa
27, 264558 2,33 128 170570 2,49 228 125572 1,75 328 1694,66 2,20 49| 167089 25
28| 1058,74 159 129 1063,83 2,26 229 131345 2,72 329 1712,49 2,12 o T 32
29 103327 2,23 ) g
) g 130 1619,10 1,78 230 176513 1,51 330 1856,83 2,65
g g g g g g 431 753,09 2,23
30; 101204 2,60 131 101544 2,39 231 116317 2,51 331 757,33 2,67 232 143571 Loa
31 149599 2,67 132 1037,51 3,18 232 159278 2,64 332 131685 1,53 433 1526.56 30
32 162165 552 133 1367,79 2,07 233 2339,08 1,82 333 1066,38 1,76 234 150957 188
33 117421 193 134 148156 1,81 234 156137 2,61 334 1473,07 2,62 235 1109.68 189
34 784,50 2,14 , ,
g 2 135 1177,60 4,43 235 2238,04 2,10 335 696,20 2,20
, ) ) ) ) g 436 108421 321
35 116742 2,78 136 970,44 1,94 236 121666 5,40 336 236794 1,55 25| 80658 176
36 122685 2,54 137 1953,62 2,32 237 133807 229 337 73101 2,56 w38 120647 127
:; ﬂzz‘;z Z'ZZ 138 121581 3,28 238 864,31 2,96 338 121496 2,71 25| 131175 r17
: Z 139 142722 1,82 239 1091,00 1,77 339 104685 3,47 240 98912 241
39 976,38 1,71 g g
g g 140 1368,64 2,79 240 231870 3,63 340 229153 3,38 441 163778 241
40, 107572 2,49 141 111393 1,97 241 1840,70 1,84 341 243587 1,71 22| 1218.36 .
4 966,20 313 , 5
PR Tor 142 2041,07 1,97 242 2237,19 3,05 342 1357,60 3,07 443 107317 1,63
IR tes 143 142128 2,84 243 1061,29 5,32 343 976,38 2,60 144 123958 305
2 g 144 143486 1,32 244 3257,73 2,58 344 188824 1,80 445 113600 1,60
44 139071 2,61 G ’
e TTTY e 145 1030,72 3,64 245 2603,13 1,98 345 2137,01 1,58 446 788,75 1,69
PR T Los 146 931,39 2,98 246 1251,47 3,30 346 1191,19 375 447 2069,09 1,81
e BTV v 147 127439 2,33 247 185258 2,27 347 1111,38 3,47 448 1591,93 2,44
s i1o20r o 148 967,04 2,65 248 773,47 4,13 348 694,51 2,46 449 122430 2,30
ps 8111 Sae 149 1417,03 2,37 249 1130,06 2,38 349 135166 2,49 450 984,87 3,52
ol 134396 193 150 1082,51 1,78 250 984,87 3,22 350 705,54 1,73 451 2160,78 1,92
2 125568 by 151 1547,78 1,98 251 173542 3,74 351 674,13 3,65 452 298264 3,18
o 57535 138 152 1923,05 1,48 252 1232,79 4,29 352 691,11 2,48 453 1262,51 1,95
= 97269 S0 153 1542,69 3,10 253 770,07 3,01 353 1717,59 2,30 454 131854 1,54
’ g 154 1406,84 4,64 254 183645 3,07 354 137543 2,78 455 175155 2,10
54 1914,56 2,30 . g ’ ’ ’ ’
155 1569,01 4,82 255 1979,09 1,85 355 1417,03 1,49 456 1004,40 3,83
55 1149,59 3,01
156 891,48 3,32 256 1306,66 2,00 356 1021,38 2,32 457 131685 2,32
56 2687,18 2,70
57 171674 2.0 157 1177,60 2,28 257 1097,80 3,76 357 1957,86 1,96 458 966,20 3,30
s 856’67 2’36 158 1287,13 2,25 258 1091,85 1,85 358 1963,81 2,74 459 1304,11 2,39
50 25 41'15 1’5 4 159 1971,45 2,72 259 1140,25 1,92 359 1148,74 2,09 460 1401,75 2,09
o0 2165‘03 2'18 160 1766,83 2,49 260 1057,89 4,00 360 928,84 2,38 461 1342,32 2,58
61 578‘19 2'65 161 179825 3,55 261 832,90 2,35 361 1332,13 1,87 462 943,27 2,45
62 1799'09 5 5 162 103157 3,23 262 1536,74 2,50 362 1574,10 2,18 463 1534,20 2,53
63 162929 % 163 1187,79 3,85 263 1726,08 2,28 363 1641,17 2,24 464 1563,91 2,24
s 82016 238 164 1372,88 2,04 264 1653,06 2,36 364 1208,17 2,14 465 995,91 4,39
5| 118185 346 165 177447 3,96 265 1925,60 3,02 365 204871 2,69 466 1856,83 3,52
6l 152286 203 166 1507,88 1,41 266 1287,13 2,31 366 1098,64 4,07 467 2266,06 2,86
o7l 121296 291 167 1061,29 3,63 267 126336 2,30 367 1484,10 2,81 468 172947 343
8 99167 303 168 1507,88 2,53 268 3003,87 1,84 368 110544 3,61 469 874,50 4,62
ol 114249 a3 169 101035 2,59 269 140090 221 369 122430 150 470 222955 3,80
ol 138527 Y26 170 115638 243 270 240615 167 370 123024 2,00 471 149599 147
71l 1067.23 224 171 797,24 3,04 271 1450,99 2,14 371 148241 3,85 Z;z 985,72 4,99
7 761,58 147 172 191371 2,17 272 182711 2,58 372 1269,30 2,10 472 1‘3“;3‘;: izi
73 103242 432 173 201,75 4,61 273 1372,88 3,91 373 137458 3,33 i r e e
74 13839 317 174 121666 1,57 274 125317 1,73 374 1206,47 2,84 LT s
75 137882 348 175 956,86 1,41 275 805,73 3,65 375 1141,10 2,77 7 10016 ‘o
76 1687.87 204 176 1372,88 3,77 276 1865,32 3,72 376 971,29 1,73 s 8177 195
77 881,29 2,41 177 1402,60 2,03 277 1864,47 3,54 377 928,84 3,29 479 50 O' 08 z' 01
178 128458 4,85 278 2221,91 2,48 378 1216,66 1,88 ’ ’
78 2007,96 2,45 480 1007,80 2,28
179 1137,70 2,66 279 1660,70 2,52 379 113685 2,19 ’ ’
79 1440,80 2,08 481 154099 2,56
80 119374 1,93 180 137033 3,01 280 1301,56 3,60 380 241973 2,13 252 110459 150
181 111053 2,74 281 1186,94 2,10 381 1011,19 2,93 ’ ’
81 1524,86 1,51 483 719,13 2,07
82 913,56 2,26 182 1169,9 2,98 282 964,50 4,76 382 585,83 1,65 s 311933 2%
83 126845 1,45 183 143316 2,23 283 877,90 2,26 383 1636,93 1,71 285 1633,53 253
84 1833,06 2,90 184 1369,49 1,56 284 1327,88 3,01 384 2373,89 2,25 486 1278,64 2,90
85 139326 2,38 185 185768 2,30 285 143486 2,30 385 1244,68 2,19 487 150193 243
86 961,10 1,85 186 1992,67 1,62 286 2207,48 2,49 386 109185 1,84 488 148580 185
87 994,21 4,47 187  1850,88 1,81 287 2493,60 2,36 387 871,95 2,59 489 110629 197
88 143571 1,63 188 1665,80 2,21 288 829,50 3,37 388 182372 2,04 490 84224 212
89 112751 2,55 189 1344,86 2,23 289 169976 2,60 389 668,19 2,45 1 820,41 3.90
90 135930 2,43 190  1647,97 1,96 290 804,88 1,92 390 1321,94 2,04 492 90846 214
91 134656 2,48 191 157155 1,76 291 113176 2,76 391 118355 2,33 293 629,13 234
92 1486,65 3,04 192 199862 3,11 292 343687 1,72 392 1001,86 2,22 404 143741 3,38
93 611,30 3,21 193 1104,59 2,56 293 130241 2,66 393 1540,99 1,86 495 112072 1,41
9 787,05 2,53 194 138901 1,84 294 142467 2,68 394 1891,64 1,40 19 133807 2,20
95 874,50 2,51 195  1104,59 2,87 295 168957 1,62 395 1147,04 2,41 497 1249,77 3,12
% 993,36 3,69 196 1792,30 1,80 296 1248,07 1,60 396 164372 1,69 298 199013 3,63
97 707,24 1,87 197 1641,17 2,49 297 937,33 4,27 397 1296,47 2,79 499 1149,59 1,76
98 747,15 1,99 198 152146 1,87 298 1224,30 2,81 398 1263,36 2,97 500 200541 1,88
99 169551 2,54 199 1550,33 2,71 299 113091 2,66 399 655,45 3,60 Promedio  1393,14 2,56
100 601,96 3,21 200 114534 2,93 300 122091 3,82 400 856,67 1,76 SD 500,57 0,85

Tabla 27: Valores de area e indice de redondez del grupo GF con adicién de melatonina tras 72 horas de
cultivo.
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Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

GF 24 h
VS,
M24 h

< 0,0001
Approximate
»en)

Yes

Two-tailed
321095 , 179405
54155

2356
1569
-786,2

-727,6

Tabla 28: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion entre pares de grupos tras 24 horas de

cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column H
vs.
Column G

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column G H
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column G

Median of column H
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

GF 24 h + melatonina
Vs,
M 24 h + melatonina)

< 0,0001
Approximate|
Yes|

Two-tailed|
326647 , 173854
48604

2015}
1308]
-706,4
-680,9

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

G24h
VS,
M24 h

< 0,0001
Approximate

P

Yes

Two-tailed
292364 , 208136
828686

2356)
1898
-458,1

-416|

Table Analyzed

Column |
vs.
Column G

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column G,|
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column G

Median of column |
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

G 24 h + melatonina|
Vs,
M 24 h + melatonina

< 0,0001
Approximate|
Yes

Two-tailed
293057 , 207444
82194

2015}
1639
-375,3
-377,8)

Tabla 29: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion entre pares de grupos tras 24 horas de cultivo
con melatonina.

Table Analyzed

Column E
vs.
Column D

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column D.E
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column D

Median of column E
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Tabla 30: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion entre pares de grupos tras 72 horas de

Data 1

GF 72 h|
VS,
M72h

< 0,0001
Approximate|

rean]

Yes|

Two-tailed|
299176 , 201325
76075)

1991
1606
-384,6|
377

cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column F
vs.
Column D

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column D,F
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column D

Median of column F
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann
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Data 1

G72h
VS,
M72h

< 0,0001
Approximate

rea]

Yes|

Two-tailed|
272303 , 228197
102947

1991
1799]
-191,9]
-177.5]

Table Analyzed Data 1
Column C G 24 h
VS, Vs,
Column B GF 24 h|
Mann Whitney test
P value < 0,0001
Exact or approximate P value? Approximate|
P value summary b
Significantly different? (P < 0.05) Yes|
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column B,C 213088 , 287413
Mann-Whitney U 87838
Difference between medians
Median of column B 1569/
Median of column C 1898
Difference: Actual 3281
Difference: Hodges-Lehmann 313,7
Table Analyzed Data 1
Column | G 24 h + melatonina|
vs. Vs,
Column H GF 24 h + melatonina|
Mann Whitney test
P value < 0,0001
Exact or approximate P value? Approximate|
P value summary e
Significantly different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed|
Sum of ranks in column H,| 205580 , 294920
Mann-Whitney U 80330
Difference between medians
Median of column H 1308
Median of column | 1639
Difference: Actual 3311
Difference: Hodges-Lehmann 305,6
Table Analyzed Data 1
Column F G72h
Vs, VS,
Column E GF 72 h|
Mann Whitney test
P value < 0,0001
Exact or approximate P value? Approximate]
P value summary )
Significantly different? (P < 0.05) Yes|
One- or two-tailed P value? Two-tailed|
Sum of ranks in column E,F 223434 | 277066
Mann-Whitney U 98184
Difference between medians
Median of column E 1606}
Median of column F 1799
Difference: Actual 1927
Difference: Hodges-Lehmann 1995



Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Column K GF 72 h + melatonina Column L G 72 h + melatoninal Column L G 72 h + melatoninal
vs. Vs, vs. vs,| vs. Vs,
Column J M 72 h + melatonina| Column J M 72 h + melatonina Column K GF 72 h + melatonina|
Mann Whitney test Mann Whitney test Mann Whitney test
P value < 0,0001 P value 0,0009 P value < 0,0001
Exact or approximate P value? Approximate| Exact or approximate P value? Approximate Exact or approximate P value? Approximate|
P value summary e P value summary e P value summary e
Significantly different? (P < 0.05) Yes Significantly different? (P < 0.05) Yes| Significantly different? (P < 0.05) Yes|
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed|
Sum of ranks in column J K 303179, 197321 Sum of ranks in column J,L 265418 |, 235083 Sum of ranks in column K,L 209474 , 291026
Mann-Whitney U 72071 Mann-Whitney U 109833 Mann-Whitney U 84224
Difference between medians Difference between medians Difference between medians
Median of column J 1697} Median of column J 1697| Median of column K 1311
Median of column K 1311 Median of column L 1567 Median of column L 1567|
Difference: Actual -386,1 Difference: Actual -130,1 Difference: Actual 256
Difference: Hodges-Lehmann -373 .4 Difference: Hodges-Lehmann -104,2 Difference: Hodges-Lehmann 266,6|
Tabla 31: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion entre pares de grupos tras 72 horas de cultivo
con melatonina.
Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Column G M 24 h + melatonina| Column H GF 24 h + melatoninal Column | G 24 h + melatonina
VS, Vs, vs. vs, A Vs,
Column A M 24 h Column B GF 24 h| Column C G24h
Mann Whitney test Mann Whitney test Mann Whitney test
P value < 0,0001 P value < 0,0001 P value < 0,0001
Exact or approximate P value? Approximatel Exact or approximate P value? Approximate] Exact or approximate P value? Approximatel
P value summary e P value summary e P value summary i
Significantly different? (P < 0.05) Yes Significantly different? (P < 0.05) Yes| Significantly different? (P < 0.05) Yes|
One- or two-tailed P value? Two-tailed| One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed|
Sum of ranks in column A,G 275717 , 224784 Sum of ranks in column B,H 283820 , 216681 Sum of ranks in column C,| 280029 , 220471
Mann-Whitney U 99534 Mann-Whitney U 91431 Mann-Whitney U 95221
Difference between medians Difference between medians Difference between medians
Median of column A 2356 Median of column B 1569) Median of column C 1898}
Median of column G 2015 Median of column H 1308} Median of column | 1639]
Difference: Actual -340,9 Difference: Actual -261,1 Difference: Actual -258,1
Tabla 32: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion de grupos sin melatonina con sus homaélogos con
melatonina, tras 24 horas de cultivo.
Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Table Analyzed Data 1
Column J M 72 h + melatonina Column K GF 72 h + melatonina
VS, VS| VS, Vs, Column L G 72 h + melatonina|
Column D M72Hh Column E GF 27 h| vS. Vs,
Column F G72h
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value < 0,0001 P value < 0,0001 Mann Whitney test
Exact or approximate P value? Approximate| Exact or approximate P value? Approximate| P value < 0,0001
P value summary et P value summary et Exact or approximate P value? Approximate|
Significantly different? (P < 0.05) Yes| Significantly different? (P < 0.05) Yes| P value summary e
One- or two-tailed P value? Two-tailed| One- or two-tailed P value? Two-tailed| Significantly different? (P < 0.05) Yes|
Sum of ranks in column D,J 285866 , 214635 Sum of ranks in column E K 290553 , 209948 One- or two-tailed P value? Two-tailed
Mann-Whitney U 89385 Mann-Whitney U 84698 Sum of ranks in column F,L 277533 , 222967
Mann-Whitney U 97717
Difference between medians Difference between medians
Median of column D 1991 Median of column E 1606 Difference between medians
Median of column J 1697 Median of column K 1311 Median of column F 1799
Difference: Actual -294 Difference: Actual -295,5 Median of column L 1567

Tabla 33: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion de grupos sin melatonina con sus homaélogos con
melatonina, tras 72 horas de cultivo.
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Table Analyzed

Column D
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,D
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column D
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

M72h
VS,
M24 h

< 0,0001
Approximate

wen)

Yes|

Two-tailed|
284885 , 215615
90365

2356
1991
-364,7

-336,2)

Table Analyzed

Column E
vS.
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B.E
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column E
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

GF72h
vs,|
GF 24 h

0,6481
Approximate|

ns

No

Two-tailed
248165 , 252335
122915

1569
1606
36,93

16,13

Table Analyzed

Column F
vs.
Column C

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column CF
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column C

Median of column F
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

G72h
Vs,
G24h

0,0103]
Approximate)

o

Yes|

Two-tailed|
261971, 238529
113279

1898
1799
-98 49
-96,79

Tabla 34: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion de grupos en ausencia de melatonina tras 24 horas
de cultivo con sus homdlogos tras 72 horas de cultivo.

Table Analyzed

Column J
vs.
Column G

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column G,J
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column G

Median of column J
Difference: Actual

Data 1

M 72 h + melatonina
Vs,
M 24 h + melatonina

< 0,0001
Approximate|
Yes|

Two-tailed|
288680 , 211820
86570

2015)
1697
-317,8)

Table Analyzed

Column K
vs.
Column H

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column HK
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column H

Median of column K
Difference: Actual

Data 1

GF 72 h + melatonina
VS,
GF 24 h + melatonina

0,4551
Approximate|

ns

No|

Two-tailed|
253662 , 246838
121588

1308
1311
2,545

Table Analyzed

Column L
vS.
Column |

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column |L
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column |

Median of column L
Difference: Actual

Data 1

G 72 h + melatoninal
VS,
G 24 h + melatoninal

0,0569
Approximate

ns

No

Two-tailed|
258946 , 241554
116304

1639
1567|
-72,59|

Tabla 35: Test de Mann-Whitney para area celular: comparacion de grupos en presencia de melatonina tras 24 horas
de cultivo con sus homdlogos tras 72 horas de cultivo.

Table Analyzed

Column B
VS,
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmates P valua?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A8
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

GF24h
VE,
M24h

0,3659
Approximate|

ns

No

Two-tailed
254380, 246120
120870

2,725
2,708
-0,01698]
-0,05142]

Tabla 36: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular:

Table Analyzed

Column C
VS,
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P valua?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

G24n
Vs,
M24 h

<0,0001
Approximate)
Yes|

Two-tailed
284024, 216467
91217

2,725
2,34
-0,385
-0,37

Table Analyzed

Column C
VS,
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmats P valua?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B,C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of colurmn C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

Data 1

G 24 n|
Vs,
GF24h

< 0,0001
Approximate
Yes

Two-tailed
277754, 222746
97498

2,708
2,34
0,368
-0,3173)

tras 24 horas de cultivo sin melatonina.
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Table Analyzed Data 1

Column H 3F 24 h + melatonina

VS, VS,

Column G } 24 h + melatonina

Mann Whitney test

P value 0,1836

Exact or approxmates P valua? Approximate)
P value summary ns|
Significantly different? (P < 0.05) No

One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column G,H 258324, 244177

Mann-Whitney U 118827

Difference between medians

Median of column G 24

Median of column H 2,335
Difference: Actual 0,075
Difference: Hodges-Lehmann -0,06)

Tabla 37: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular:

tras 24 horas de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column E
VE.
Colurmn D

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)

Data 1

GF 72 h|
VE,)
M72h

0,1698
Approximate)
ns|

No

One- or two-tailed P value?

| Two-tailed|

Sum of ranks in column B.E
Mann-Writney U

Difference between medians
Median of column D

Median of column E
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

2656521 , 243979
118728

23
2,26
0,04
0,05

tras 72 horas de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column K
VE.
Column J

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column J K
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column J

Median of column K
Difference: Actual

Data 1

3F 72 h + melatonina
S,
} 72 h + melatonina

<0,0001
Approximate
Yes

Two-tailed
231154, 269346
105904

2,193
2,38
0,1871

Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Colurmn | G 24 h + melatoning| Colurmn | G 24 n + melatoning|
VS, VS, Vs. VE,
Column G $4 24 h + melatoning Column H GF 24 h + melatonina)
Mann Whitney test Yann Whitney test
P value <0,0001 P value 0,0071
Exact or approxmate P valua? Approximate) Exact or approxmates P valua? Approximate)
P value summary b P value summary hd
Significantly different? (P < 0.05) Yes Significantly different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in colurmn G,| 265841 |, 230659 Sum of ranks in column H,| 262541, 237959
Mann-Whitney U 105408 Mann-Whitney U 112708
Difference between medians Difference between medians
Median of column G 24 Median of column H 2,335
Median of column | 2,218) Median of colurmn | 2,218
Difference: Actual -0,1922 Difference: Actual 0,172
Difference: Hodges-Lehmann -0,1674) Difference: Hodges-Lehmann -0,109]
comparacién entre pares de grupos
Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Column F G72h Column F G 72h|
VE. VE, VE. Vs,
Column D M72h Colurmn E GF72h
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value <0.0001 P value < 0.0001
Exact or approxmate P value? Approximate Exact or approxmate P value? Approximate
P value summary . P value summary e
Significantly different? (P < 0.05) Yes Significantly different? (P < 0.05) Yes
Cne- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column O.F 2812347, 219153 Sum of ranks in column E,F 274488 , 226014
Mann-Wnitney U 43803 Mann-Wrnitney U 100764
Difference between medians Difference between medians
Median of column D 23 Median of column E 2,26
Median of column F 2,022| Median of column F 2,022
Difference: Actual -0,2784) Difference: Actual -0,2384|
Difference: Hodges-Lehmann -0,2281 Difference: Hodges-Lehmann -0,1767,
Tabla 38: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular: comparacidn entre pares de grupos
Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Colurmn L G 72 h + melatoning| Colurmn L G 72 n + melatoning|
VS, VS, VS, VS,
Column J } 72 h + melatoning Column K 3F 72 h + melatonina
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,0029 P value <0,0001
Exact or approxmate P value? Approximate Exact or approxmate P valua? Approximate
P value summary d P value summary b
Significantly different? (P < 0.05) Yes Significantly different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column J.L 263847 , 236653 Sum of ranks in column KL 281320, 219170
Mann-Whitney U 111403) Mann-Wnitney U 93620
Difference between medians Difference between medians
Median of column J 2,193 Median of column K 2,38
Median of column L 2n Median of column L z2n
Difference: Actual -0,0829] Difference: Actual 0,27
Difference: Hodges-Lehmann -0,09426 Difference: Hodges-Lehmann -0,26)

Difference: Hodges-Lehmann

0,1658

Tabla 39: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular: comparacion entre pares de grupos tras 72

horas de cultivo con melatonina.
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Table Analyzed

Column G
vS.
Colurmn A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,G
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column G
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

$ 24 h + melatonina
VS,
M24h

<0.0001
Approximate

Yes|

Two-tailed
281224, 219267
S4017

2,725
24
-0,315]
-0,33]

Tabla 40: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular: comparacion

Table Analyzed

Column H
vS.
Colurmn B

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B,H
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column H
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

Data 1

GF 24 h + melatoninal
V&,
GF24h

<0.0001
Approximate
Yes|

Two-tailed
278981, 221520
98270

2,708)
2,335
-0,373]
-0,332]

Table Analyzed

Column |
Vs,
Colurmn C

$ann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column C |
Mann-Wnitney U

Difference between medians.
Median of column C

Median of colurn |
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

Data 1

G 24 h + melatoning
VS,
G24n

0,003
Approximate|

Yes|

Two-tailed
263804 , 236696
111448

2,34
2,218]
-0,1222
-0,1197

homdélogos con melatonina, tras 24 horas de cultivo.

Table Analyzed

Column J
Vs,
Colurmn D

$ann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column D.J
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column D

Median of colurmn J
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

$ 72 h + melatonina
S,
M72h

0,0194
Approximate

Yes

Two-tailed
280831 , 239569
114319

2,3
2,193
-6.1071
-0,07873

de grupos sin melatonina con sus

Tabla 41: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular: comparacion

Table Analyzed

Column K
VS,
Colurmn E

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column E,K
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column E

Median of column K
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

3F 72 h + melatonina
vs,|
GF72h)

0,001
Approximatel
Yes|

Two-tailed
235389, 266132
110119

2,26
2,38
0,12
0,13

Table Analyzed

Column L
VS,
Colurmn F

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column F.L
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column F

Median of column L
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

G 72 h + melatoning
Vs,
G72n

0,0478
Approximate|

Yes|

Two-tailed
241210, 259290
115980

2,022
2n
0,08843
0,05799)

homdélogos con melatonina, tras 72 horas de cultivo.

Table Analyzed

Colurmn D
VS,
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,D
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column D
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

Data 1

M72h
VS,
M24h

<0.,0001
Approximate)

Yes|

Two-tailed
293388, 207113
81863

2,725]
2.3

de grupos sin melatonina con sus

0,425
0,43

Table Analyzed

Column E
vS.
Colurmn B

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B.E
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column E
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

GF72h
VS,
GF24h

<0.0001
Approximate)
Yes|

Two-tailed
289713, 210788
a5538)

2,708]
226
-0,448]
0,426

Table Analyzed

Column F
Vs,
Colurmn C

$ann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column C.F
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column C

Median of column F
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenhmann

Data 1

G72h
vs,
G24n

<0.0001
Approximate
Yes|

Two-tailed
283323, 171177
91927

2,34
2,022
-0,3184
0,273

Tabla 42: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular: comparacidn de grupos en ausencia de melatonina
tras 24 horas de cultivo con sus homoélogos tras 72 horas de cultivo.
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Table Analyzed

Column J
Vs,
Column G

$ann Whitney test

P value

Exact or approxxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column G,J
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column G

Median of column J
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

' 72 h + melatonina
VS,
1 24 h + melatonina

< 0.0001
Approximate
Yes|
Two-tailed

272571 , 227929
102679

241
2,193
0,217
-0,1831

Table Analyzed Data 1
Colurmn K 3F 72 h + melatonina
VE. Vs,
Column H 3F 24 h + melatonina
Mann Whitney test

P value 0,3614
Exact or approxmate P value? Approximate
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column H.K 248081 , 264419
Mann-Wnitney U 120831
Difference between medians

Median of column H 2,335
Median of column K 2,38
Difference: Actual 0,045
Difference: Hodges-Lehmann 0,04

Table Analyzed

Colurmn L
Vs,
Colurmn |

Yann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in columa I,L
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column |

edian of column L
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Data 1

G 72 n + melatoning|
Vs,
G 24 h + melatonina|

0,0016]
Approximate

Yes

Two-tailed
264884 , 235816
110568

2,218
21
-0,1078
-0,107|

Tabla 43: Test de Mann-Whitney para indice de redondez celular: comparacidn de grupos en presencia de
melatonina tras 24 horas de cultivo con sus homdélogos tras 72 horas de cultivo.

GRUPO M. 1 SEM EN AUSENCIA DE MELATONINA

PROMEDIO SD
ALPL 1,08645 0,54873
BGLAP 1,07007 0,39948
COLIAL 1,00716 0,13424
PHEX 1,01125 0,17639
SPARC 1,01583 0,19554
GRUPO G. 1 SEM EN AUSENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD
ALPL 0,64047 0,40153
BGLAP 0,93203 0,68665
COLIAL 0,75411 0,12790
PHEX 0,52399 0,30184
SPARC 0,68076 0,17466
GRUPO GF. 1 SEM EN AUSENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD
ALPL 0,94111 0,82324
BGLAP 1,65009 0,73265
COLIAL 0,54159 0,15587
PHEX 0,79144 0,26892
SPARC 0,49735 0,11526

Tabla 44: Valores promedio y desviacién estandar de 2_O|dCt obtenidos de los diferentes genes
estudiados. Grupos M, G y GF tras 1 semana de cultivo en ausencia de melatonina.
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GRUPO M. 5 SEM EN AUSENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD

ALPL 1,20131 0,79080
BGLAP 1,06625 0,41340
COLIA1 1,13455 0,55542
PHEX 1,04434 0,33776
SPARC 1,04047 0,31286

GRUPO G. 5 SEM EN AUSENCIA DE MELATONINA

PROMEDIO SD
ALPL 0,51684 0,36907
BGLAP 1,33689 1,24196
COLIAL 0,88067 0,53471
PHEX 0,59836 0,41072
SPARC 0,95861 0,72196
GRUPO GF. 5 SEM EN AUSENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD

ALPL 1,69857 2,40560
BGLAP 1,52137 0,96769
COLIA1 1,73088 1,41428
PHEX 2,13080 0,93029
SPARC 1,87578 0,63738

Tabla 45: Valores promedio y desviacidn estandar de 299 obtenidos de los diferentes genes

estudiados. Grupos M, G y GF tras 5 semanas de cultivo en ausencia de melatonina.

GRUPO M. 1 SEM EN PRESENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD
ALPL 1,12084 0,66548
BGLAP 1,19422 0,50927
COLIAl 1,06515 0,37600
PHEX 1,02546 0,26016
SPARC 1,05427 0,40659

GRUPO G. 1 SEM EN PRESENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD
ALPL 0,55407 0,41208
BGLAP 0,94026 0,62703
COLIAL 0,65547 0,14749
PHEX 0,82531 0,53670
SPARC 0,72934 0,35017
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GRUPO GF. 1 SEM EN PRESENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD

ALPL 1,31726 0,88397
BGLAP 1,28519 1,15948
COLIAl 0,96030 0,10117
PHEX 3,38780 1,84204
SPARC 0,98347 0,28577

Tabla 46: Valores promedio y desviacién estandar de 2_0|dCt obtenidos de los diferentes genes
estudiados. Grupos M, G y GF tras 1 semana de cultivo en presencia de melatonina.

GRUPO M. 5 SEM EN PRESENCIA DE MELATONINA

PROMEDIO SD

ALPL 2,03426 2,53714
BGLAP 0,92640 0,50954
COLIA1 1,10814 0,59254
PHEX 1,17452 0,70467
SPARC 1,06702 0,45490

GRUPO G. 5 SEM EN PRESENCIA DE MELATONINA

PROMEDIO SD

ALPL 0,46593 0,34574
BGLAP 0,65954 0,51398
COLIA1 0,52140 0,26529
PHEX 0,62197 0,56305
SPARC 0,64213 0,46216
GRUPO GF. 5 SEM EN PRESENCIA DE MELATONINA
PROMEDIO SD

ALPL 0,61841 0,22301
BGLAP 0,60789 0,18985
COLIA1 0,81548 0,23113
PHEX 3,29600 1,91436
SPARC 0,89868 0,47168

Tabla 47: Valores promedio y desviacién estandar de 2_0|dCt obtenidos de los diferentes genes

estudiados. Grupos M, G y GF tras 5 semanas de cultivo en presencia de melatonina.
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Table Analyzed

Column C
VE.
Colurmn A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

ALPL 1SEM

GF
VS,
M

0,2222
Exact
ns
No
Two-tailed
24,00, 21,00
6

0,901
0,6007
-0,3004
-0,2817

"-fable Analyzed

Colurmn B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A8
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of colurmn B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

ALPL1SEM

G
Vs,
M

0,3095
Exact
ns
No
Two-tailed
33,00, 22,00
7

0,901
0,6934
0,207
-0,2249

Tabla 48: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen ALPL:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Colurmn C
vs.
Column A

}ann Whitney test

P value

[Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,.C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

BGLAP 1SENM

GF
Vs,
M

05317
Exact
ns
No
Two-tailed
24,00, 31,00
S

1,274
1,229
-0,04509
0,4908

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

BGLAP 1SEM

G
V8,
M

05317
Exact
ns
No
Two-tailed
21,00, 24,00
9

1,274

1,166
-0,1081
-0,1677

Tabla 49: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidon relativa del gen BGLAP:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of colurmn A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

COLIAT 1SEM

GF
VE,
M

0,0079
Exact
Yes
Two-tailed
40,00, 15,00
0

0,9681
05109
-0.4572
-0,4572

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.B
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

COLIA1 1SEM

G
VS,
M

0,0159
Exact
Yes
Two-tailed
39,00, 16,00
1

0,9681
08172
-0,1509
0,243

"-I'able Analyzed ALPL1SEM
Colurmn C GF
vs. Vs,
Colurmn B G
Mann Whitney test
P value 09444
Exact or approxmate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
Cne- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column B,C 28,00, 27,00
Mann-Wnitney U 12
Difference between medians
Median of column B 0,6934
Median of column C 0,6007
Difference: Actual -0,09269
Difference: Hodges-Lenmann -0,07553

Table Analyzed BGLAP 1SEM

Colurmn C GF

vs. s,

Column B G

Yann Whitney test

P value 0,2222

[Exact or approxmate P value? Exact

P value summary ns

Significantly different? (P < 0.05) No

One- or two-tailed P value? Two-tailed

Sum of ranks in column B,C 21,00, 34,00

Mann-Wnitney U [

Difference between medians

Median of column B 1,166

Median of column C 1,229

Difference: Actual 0,06306

Difference: Hodges-Lehmann 0,703

Table Analyzed COLIAT 1SEM

Column C GF

vs. Vs,

Column B G

$ann Whitney test

P value 0,0556

[Exact or approxmate P value? Exact

P value summary ns

Significantly different? (P < 0.05) No

One- or two-tailed P value? Two-tailed

Sum of ranks in column B,C 37,00, 18,00

Mann-Wnitney U 3

Difference between medians

Median of column B 08172

Median of column C 05109

Difference: Actual -0,3063

Difference: Hodges-Lenmann -0,2723

Tabla 50: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen COLIA1:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo sin melatonina.
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Table Analyzed

Colurmn C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

PHEX 1SEM

GF
VE,
M

0,3005
Exact
ns
No
Two-tailed
32,00, 22,00
7

09184
07756
-0,1429
-0,2831

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A8
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

PHEX 1SEM

G
VE,
M

0,0079
Exact
Yes
Two-tailed
40,00, 15,00
0

09184
0,6034
0,315

-0,3416

Table Analyzed

Colurmn C
vs.
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B,C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenmann

PHEX 1SEM

GF
s,
G

0,3095
Exact
ns
No
Two-tailed
22,00,32,00
7

0,6034
07756
o2
0,2109

Tabla 51: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen PHEX:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Colurmn C
vs.
Colurmn A

Mann Whitney test

P value

JExact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,.C
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

SPARC 1SEM

GF
Vs,
M

Two-tailed
40,00, 15,00
0

1,102
0,504
-0,5083
-0,5302

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approxmate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
Cne- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Wnitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lenhmann

SPARC 1SEM

G
VS,
M

0,0556
Exact
ns
No
Two-tailed
37,00, 18,00
3

1,102
0,7233
-0,3191
-0,3455

Tabla 52: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresién relativa del gen SPARC:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

ISiagnfficantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

ALPL 5SEM

GF
vs,
M

05317
Exacl
ns
No
Two-lailed
31,00, 24,00
9

1,056
04042
-0,6515
-0,2182

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

ALPL 5SEM

@

0,1508
Exact
ns
No
Two-tailed
35,00, 20,00
5

1,056
05246
-0,5311
-0,5771

Table Analyzed SPARC 1SEM
Column C GF
vs. s,
Column B G
Mann Whitney test
P value 0,0852
Exact or approxmate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
Cne- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column B,C 25,00, 19,00
Mann-Wnitney U 4
Difference between medians
Median of colurmn B 0,7233
Median of colurmn C 0,504
Difference: Actual -0,2192
Difference: Hodges-Lehmann -0,1939
Table Analyzed ALPL 58EM
Column C GF
vs. vs,
Column B G
Mann Whitney test
P value 0,8016
Exacl or approximale P value? Exacl
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-lailed
Sum of ranks in column B,C 26,00, 29,00
Mann-Whitney U "
Difference belween medians
Median of column B 05246
Median of column C 04042
Difference: Actual -0,1204
Difference: Hodges-Lehmann 0,228

Tabla 53: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen ALPL:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo sin melatonina.
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Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

[Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hedges-Lehmann

BGLAP 5SEM

GF
vs,
M

0,5238
Exact
ns
No
Two-lailed
17,00 , 28,00
7

1,068
1,365
0.2971
0,2971

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference belween medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

BGLAP 5SEM

> 0,9999
Exact
ns
No
Two-lailed
20,00, 25,00
10

1,068
0.8457
-0,2225
-0,09579

Tabla 54: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen BGLAP:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test
P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column AC
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

COLIA1 58EM

GF
vs,
M

0.8016
Exact
ns
No
Twe-lailed
26,00 , 29,00
"

1,088

1,205
0.1167
01227

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

COLIA1 58EM

0,6667
Exact
ns
No
Twe-lailed
30,00, 25,00
10

1,088
0,8383
-0,2496
-0,2873

Tabla 55: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen COLIA1:

comparacioén entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed
Column C

vs.

Column A

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Significantly different? (P < 0.05)

PHEX 5SEM

GF
vs,
M

0,0317
Exact
Yes
Twe-lailed
17,00 , 38,00
2

0,8026
1,883
0,9806
0,975

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Significantly different? (P < 0.05)

PHEX 5SEM

0,0952
Exact
ns
No
Twe-lailed
36,00, 19,00
4

0,8026
0,5523
-0,3497
-0,3778

Table Analyzed BGLAP 5SEM
Column C GF
vs. Vs
Column B G
Mann Whitney test
P value 0,6667
[Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) Ne
One- or two-tailed P value? Two-lailed
Sum of ranks in column B,C 25,00, 30,00
Mann-Whitney U 10
Difference between medians
Median of column B 0,8457
Median of column C 1,365
Difference: Actual 05196
Difference: Hodges-Lehmann 0,0359
Table Analyzed COLIA1 58EM
Column C GF
vs. vs,
Column B G
Mann Whitney test
P value 0,3095
Exacl or approximate P value? Exacl
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Twe-lailed
Sum of ranks in celumn B,C 22,00, 33,00
Mann-Whitney U 7
Difference between medians
Median of column B 0,8383
Median of column C 1,205
Difference: Actual 0,3663
Difference: Hodges-Lehmann 0,3663
Table Analyzed PHEX 5SEM
Column C GF
vs. vs,
Column B G
Mann Whithey test
P value 0,0079
Exacl or approximate P value? Exacl
P value summary -
Significantly different? (P < 0.05) Yes
(One- or two-tailed P value? Twe-lailed
Sum of ranks in column B,C 15,00 , 40,00
Mann-Whitney U Q
Difference between medians
Median of column B 0,5529
Median of column C 1,883
Difference: Actual 1,33
Difference: Hodges-Lehmann 1,33

Tabla 56: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen PHEX:

comparacioén entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo sin melatonina.
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Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or appreximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

SPARC 5SEM

GF
vs,
M

0,0556
Exact
ns
No
Two-lailed
18,00, 37,00
3

0,963
2,05
1,087

0,9945

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

SPARC 5SEM

0,6667
Exact
ns
No
Two-lailed
30,00, 25,00
10

0,963
0,8565
-0,1065
-0,1543

Tabla 57: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresién relativa del gen SPARC:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo sin melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

ALPL 1SEMM

GF
Vs,
M

08016
Exacl
ns
No
Two-lailed
26,00, 29,00
1

0.8623
0,7934
-0,06882
004746

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)

(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

ALPL 1SEMM

0,0952
Exact
ns
No
Two-lailed
36,00, 19,00
4

08623
0.6097
-0,2526
-0,4192

Tabla 58: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen ALPL:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

BGLAP 1SEMM

GF
vs,
M

0,7143
Exacl
ns
No
Twe-lailed
22,00, 23,00
8

1,089
0,8382
-0,2504
-0,1851

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference belween medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Significantly different? (P < 0.05)

BGLAP 1SEMM
G
vE,
M

0,873
Exact
ns
No
Two-lailed
21,00, 24,00
9

1,089
09642
-0,1245
-0,1767

Table Analyzed SPARC 5SEM
Column C GF
vs. s,
Column B G
Mann Whithey test
P value 0,0556
JExact or appreximate P value? Exacl
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
(One- or two-tailed P value? Two-lailed
Sum of ranks in column B,C 18,00 , 37,00
Mann-Whitney U 3
Difference between medians
Median of column B 0,8565
Median of column C 2,05
Difference: Actual 1,193
Difference: Hodges-Lehmann 0,916
Table Analyzed ALPL 1SEMM
Column C GF
vs. vs,
Column B G
Mann Whitney test
P value 0,0556
|Exact or approximate P value? Exacl
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Twe-ailed
Sum of ranks in column B.C 18,00, 37,00
Mann-Whitney U 3
Difference between medians
Median of column B 0,6097
Median of column C 0,7934
Difference: Actual 0,1837
Difference: Hodges-Lehmann 0,4406
Table Analyzed BGLAP 1SEMM
Column C GF
vs. s,
Column B G
Mann Whitney test
P value 09444
|Exact or approximate P value? Exactl
P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Twe-ailed
Sum of ranks in column B,C 28,00, 27,00
Mann-Whitney U 12
Difference belween mecians
Median of column B 0,9642
Median of column C 0,8382
Difference: Actual -0,126
Difference: Hodges-Lehmann -0,06016

Tabla 59: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen BGLAP:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo con melatonina.

215




Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AC
Mann-Whitney U

Difference between medians
|Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hedges-Lehmann

Significantly different? (P < 0.05)

COLIATA 1SEMM|

GF
Vs,
M

04127
Exacl
ns
No
Twe-lailed
32,00, 23,00
8

1,048
0,9421
-0,105¢
-0,1165

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Significantly different? (P < 0.05)

COLIATA 1SEMM|

0,0952
Exacl
ns
No
Twe-lailed
36,00, 19,00
4

1,048
0,6498
-0,3978
-0,4268

Table Analyzed

Column C
vs.
Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in celumn B,C
[Mann-Whitney U

Difference between medians
|Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hedges-Lehmann

COLIATA 1SEMM|

GF
vs,
G

00079
Exacl
Yes
Twe-lailed
15,00 , 40,00
Q

0,6498
09421
02924
0,2924

Tabla 60: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen COLIAL:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,.C
Mann-Whitney U

Difference belween medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

PHEX 1SEMM

GF
vE,
M

0,0317
Exacl
Yes
Two-lailed
17,00 , 38,00
2

0.9381
3129
2,191
2,266

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
[Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Signfficantly different? (P < 0.05)

PHEX 1SEMM

7]

0.8016
Exacl
ns
No
Two-lailed
28,00, 26,00
1"

0,9381
09719
0,03376

-0,09987

Table Analyzed

Column C
vs.
Column B

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximale P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column B,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

PHEX 1SEMM

GF
vs,
G

0,0158
Exacl
Yes
Two-lailed
16,00 , 39,00
1

0,9719
3129
2,157
2,366

Tabla 61: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen PHEX:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P valug?

Sum of ranks in column A,.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

SPARC 1SEMM

GF
v§,
M

09444
Exacl
ns
No
Two-lailed
28,00, 27,00
12

0,8993

0,9294

0,0301
-0,05452

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P valug?
|Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference belween medians
of column A

|Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

SPARC 1SEMM

04127
Exacl
ns
No
Two-lailed
32,00, 23,00
8

0,8993
0.8671
-0,03213
-0,1852

Table Analyzed

Column C
vs.
Column B

JMann Whitney test

P value

Exacl or approximale P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

SPARC 1SEMM

GF
VS,
G

0,6667
Exacl
ns
No
Two-lailed
25,00, 30,00
10

0.8671
0,9294
0,06223
0,1198

Tabla 62: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresién relativa del gen SPARC:

comparacién entre pares de grupos tras 1 semana de cultivo con melatonina.
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Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in celumn A,.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

ALPL 5SEMM

GF
vs,
M

05317
Exact
ns
No
Twe-lailed
31,00, 24,00
El

0.7105
0,5524
-0,158
-0,2269

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

ALPL 5SEMM

04127
Exacl
ns
No
Two-lailed
32,00, 23,00
8

0.7105
0,6079
-0,1026
-0,5037

Tabla 63: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen ALPL:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in celumn A.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

BGLAP 5SEMM

GF
Vs,
M

0,2857
Exact
ns
No
Two-tailed
25,00, 20,00
5

0.8021

06733
-0,1288
-0,1502

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

|Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

BGLAP 5SEMM

@

0,5556
Exacl
ns
No
Two-lailed
23,00, 22,00
7

0,8021
0,7832
-0,01893
-0,1975

Table Analyzed ALPL 5SEMM
Column C GF

vs. vs,
Column B G
Mann Whitney test

P value 0,6667

|Exact or approximate P value? Exact

P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
(One- or two-tailed P value? Twe-lailed
Sum of ranks in celumn B,C 25,00, 30,00
Mann-Whitney U 10
Difference between medians

Median of column B 06079
Median of column C 0,5524
Difference: Actual -0,05545
Difference: Hodges-Lehmann 01572
Table Analyzed BGLAP 5SEMM
Column C GF

vs. vs,
Column B G
Mann Whitney test

P value 0,6667
Exacl or approximate P value? Exacl

P value summary ns
Significantly different? (P < 0.05) No
(One- or two-tailed P value? Twe-lailed
Sum of ranks in column B,C 30,00, 25,00
Mann-Whitney U 10
Difference between medians

Median of column B 0,7832
Median of column C 0,6733
Difference: Actual -0,1098
Difference: Hedges-Lehmann -0,05295

Tabla 64: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidon relativa del gen BGLAP:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

|Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,C
Mann-Whitney U

Difference belween medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

COLIA1 5SEMM

GF
vs,
M

04127
Exacl
ns
No
Two-lailed
32,00, 23,00
8

07972
07743
-0,02287

-0,07974

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whitney test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between mecians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

COLIA1 5SEMM
G
Vs,
M

0,0952
Exact
ns
No
Two-lailed
36,00, 19,00
4

0.7972
0.5649
-0,2323
-0,4726

Table Analyzed

Column C
vs.
Column B

Mann Whitney test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in celumn B,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

COLIA1 5SEMM

GF
Vs,
G

0,2222
Exact
ns
No
Two-lailed
21,00, 34,00
6

0,5649
0.7743
0,2095
0,2907

Tabla 65: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresion relativa del gen COLIA1:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo con melatonina.
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Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

Exacl or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of ranks in column A,.C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

PHEX 5SEMM

GF
vs,
M

0,0556
Exacl
ns
No
Two-lailed
18,00, 37,00
3

1,053
2,759
1,706
1,706

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

PHEX 5SEMM

0,3095
Exact
ns
No
Twe-lailed
33,00, 22,00
7

1,053
0,648
-0,4047
-0,4524

Table Analyzed

Column C
vs.
Column B

Mann Whithey test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column B,C
Mann-Whitney U

Difference between mecians
Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

PHEX 5SEMM

GF
Vs,
G

0,0159
Exact
Yes
Two-lailed
16,00 , 39,00
1

0,648
2,759
211
2111

Tabla 66: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresidn relativa del gen PHEX:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo con melatonina.

Table Analyzed

Column C
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Medcian of column C
Difference: Actual

Difference: Hedges-Lehmann

SPARC 5 SEMM

GF
vs,
M

05317
Exact
ns
No
Two-lailed
31,00, 24,00
9

09349
0,8258
-0,1091
-0,1502

Table Analyzed

Column B
vs.
Column A

Mann Whithey test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
(One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A

Medcian of column B
Difference: Actual

Difference: Hedges-Lehmann

SPARC 5 SEMM

02222
Exact
ns
No
Two-lailed
34,00, 21,00

Table Analyzed

Column C
vs.
Column B

Mann Whithey test

P value

JExact or approximate P value?
P value summary

Significantly different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in celumn B,C
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column B

Median of column C
Difference: Actual

Difference: Hedges-Lehmann

SPARC 5 SEMM

GF
vs,
G

04127
Exact
ns
No
Two-lailed
23,00, 32,00
8

0,6949
0,8258
01309
01471

Tabla 67: Test de Mann-Whitney para la cuantificacion de la expresién relativa del gen SPARC:

comparacién entre pares de grupos tras 5 semanas de cultivo con melatonina.
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