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ABSTRACT OF THE DISSERTATION

Dental implants (DI) are mainly fabricated using Titanium (Ti) and Ti-based
alloys (such as Ti6Al4V) due to its corrosion resistance, mechanical properties
closely related to the bone, and mainly by its high biocompatibility. However, the
oral cavity is a very humidity zone that presents one of the most plentiful
microbiotas among the human body, which difficult the insertion of medical
devices or DI. Thus, taking into care those critical considerations it is imperative
to develop DI with antimicrobial properties, which could promote DI success.
Therefore, paying attention to the above-stated problems, in this work, we
synthesized titanium dioxide (TiO2) nanoporous (NPs) by a chemical
nanopatterning strategy using a novel formulated solution constituted of
phosphoric acid (HsPOa4) and hydrogen peroxide (H202) in same proportions 1:1.
The chemical nanopatterning was applied for 15 min, 30 min, and 60 min at
room temperature, which resulted in NPs of approximately 44 nm, 3 nm and 52
nm, respectively. The chemical analysis showed trace levels of oxygen (O) and
phosphate (P), which could be due to the chemical formulation. The wettability
was similar between each surface treatment. To evaluate the antimicrobial
capability of the modified materials, we used Staphylococcus aureus (S. aureus,
a Gram +), and Candida albicans (C. albicans, a yeast). Interestingly, the
surfaces of the materials showed similar outcomes of S. aureus growth after 2h
of culture. However, the experimental materials were capable of diminish the
colonization growing-capability after 6h, illustrating a similar viability behavior to

those of 2h of culture. Furthermore, C. albicans exhibited similar outcomes to
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those of S. aureus, almost disrupting the colonization rate between 2h and 6h of
culture under static conditions. Far more attractive, the synthesized materials
can sustain the osteoblast growth after 5h of culture, suggesting that the
required surface biocompatibility of Ti6Al4V was not altered after the
physicochemical modifications. The present work opens a novel road for the
development of economic and facile modification techniques for improving Ti-
based implant materials, with high biocompatibility, microbial resistance, and

scalable for industrial applications.
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RESUMEN

Los implantes dentales (DI, por sus siglas en ingles) son fabricados
principalmente con titanio (Ti) y aleaciones a base de Ti (como Ti6Al4V) por su
resistencia a la corrosion, propiedades mecanicas estrechamente relacionadas
con el hueso y principalmente por su gran biocompatibilidad. Sin embargo, la
cavidad oral es una zona demasiado humeda que presenta una de las
microbiotas mas abundantes del cuerpo humano, lo que dificulta la insercion de
dispositivos médicos o DI. Por lo tanto, teniendo en cuenta esas
consideraciones criticas, es imperativo desarrollar DI con propiedades
antimicrobianas, lo que podria promover el éxito del DI. Observando con
atencion la problematica mencionada anteriormente, en este proyecto, se
sintetizdé nanoporos de TiO2 mediante una estrategia quimica de nanoarreglos
utilizando una nueva formulacibn compuesta por acido fosférico (H3POas) vy
peroxido de hidrégeno (H202) en proporciones iguales 1:1. El tratamiento
guimico se aplicé durante 15 min, 30 min y 60 min a temperatura ambiente, lo
gue dio como resultado NPs de aproximadamente 44 nm, 3 nm y 52 nm,
respectivamente. El analisis quimico sugirio la presencia de niveles traza de P y
alto nivel de O. La humectabilidad fue similar entre cada tratamiento de
superficie. Para evaluar la capacidad antimicrobiana de los materiales
modificados, se utilizaron Staphylococcus aureus (S. aureus, un Gram +) y
Candida albicans (C. albicans, una levadura). Curiosamente, las superficies de
los materiales mostraron resultados similares del crecimiento de S. aureus

después de 2h de cultivo. Sin embargo, los materiales experimentales fueron

6 de 85



capaces de disminuir la capacidad de colonizacion después de 6h, ilustrando un
comportamiento de viabilidad similar a los de 2 h de cultivo. Ademas, C.
albicans exhibi6 resultados similares a los de S. aureus, casi interrumpiendo la
tasa de colonizacién entre 2h y 6h de cultivo en condiciones estéaticas. Por si
fuese poco, los materiales sintetizados pueden sostener el crecimiento de los
osteoblastos después de 5 h de cultivo, lo que sugiere que la biocompatibilidad
de la superficie requerida de Ti6Al4V no se alter6 después de las
modificaciones fisicoquimicas. El presente trabajo abre un camino novedoso
para el desarrollo de técnicas de modificacion econdmicas y faciles para
mejorar los materiales de implantes basados en Ti, con alta biocompatibilidad,

resistencia microbiana y escalable para aplicaciones industriales.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

En los ultimos afios los avances en el estudio de las propiedades
del TiO2 han resultado en la sintesis y desarrollo de diferentes formas
estructurales como nanocables, nanotiras, nanotubos y nanoporos.
Actualmente se investiga y utiliza el TiO2 y las estructuras que se
forman de este con distintos tratamientos para la prevencion y
tratamiento del cancer, aplicaciones antibacteriales y de autolimpieza.

[1, 2]

Debido a la capa pasiva de TiO2 que se forma de manera
espontanea en las proétesis de Ti es por lo que el Ti es biocompatible;
esta capa pasiva es una reaccion natural al fenémeno de corrosién que
sufre el Ti al contacto con una agente oxidante en este caso el oxigeno
dentro de un sistema biologico. ElI TiOz actia como aislante que
previene que la superficie se siga corroyendo y actia como una interfaz

ceramica entre el implante y el liquido intersticial. [3, 4]
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La unién entre el hueso y el implante de TiO2 permite mejorar el
tiempo de vida del implante. Por lo que se ha investigado la interaccion
de nanoestructuras de TiO2 con osteoblastos (células formadoras de
hueso). Las razones para usar las nanoestructuras de TiO2 son la
facilidad con la que se adhieren los osteoblastos formando hueso sobre
la protesis, mostrando gran biocompatibilidad, y excelentes propiedades
mecanicas. [2, 4, 5, 6]. Diversos métodos de sintesis se pueden usar
para generar nanoestructuras de TiO2, entre los mas usados estan el
anodizado, el grabado con acido, la oxidacién controlada, aunque estos
ultimos métodos de sintesis requieren del uso de quimicos muy
agresivos como agentes oxidantes. Se suelen realizar postratamientos
como el recocido para cambiar la microestructura o la deposicion por
vapor de plasma (PVD) para dopar la superficie con otro elemento como
por ejemplo la plata (Ag). Los postratamientos mencionados
anteriormente se realizan con la finalidad de potenciar o dotar de alguna
caracteristica a las nanoestructuras de TiO2 como lo pueden ser su
capacidad de osteointegracién o brindarle propiedades antimicrobianas.

[2,5,7,9,10, 11]
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Reducir la infeccién bacteriana es un desafio importante ya que la
colonizacion microbiana puede poner en peligro el éxito de los implantes
que se utilizan en la cavidad bucal. Diversos estudios se han realizado
para producir implantes con modificaciones que resulten en una
actividad antibacteriana, cuyo objetivo sea disminuir tales

complicaciones sin afectar la osteointegracion. [12]

1.2. Planteamiento del problema

Este proyecto se enfoc6é en los NPs de TiO2 sintetizados por
oxidacion controlada, por ser un método eficaz para producir estos tipos
de nanoestructuras [6, 14] que agregan propiedades de bioactividad y
proliferacion celular al Ti [14]. Con el objetivo de mejorar la eficiencia
para potenciar la osteogénesis con estas nanoestructuras de TiO:2
fabricadas con dicho procedimiento, ya que se ha demostrado que el
TiO2, con diferentes morfologias nanométricas exhiben efectos de
mejora en las tasas de crecimiento y la capacidad de formacion Gsea.
[14, 17, 18] Muchos investigadores utilizan la técnica de
nanoestructuracion de superficie de Ti comun con anodizacion
electroquimica para crear estructuras nanotubulares en la superficie
para estimular el crecimiento celular rapido, y la mineralizacion de

osteoblastos. [17, 18]
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Para sintetizar tan relevante material para el area clinico-dental,
como lo son los NPs de TiOz se utiliz6 Hz3PO4y H202 con el método de
oxidacion controlada. Se opté por la manejo de las substancias
mencionadas, debido a que en contraste a otras substancias utilizadas
con este mismo método, el H3POs y H202 no reaccionan tan
violentamente. Este hallazgo permitié optimizar el proceso de sintesis al
volverlo mas sencillo y posiblemente més facil de escalarlo, ya que no
requiere equipamiento especial al que se encuentra en cualquier
laboratorio. Cabe mencionar que esta formulacion no ha sido probada
antes y se desconocen sus propiedades osteogénicas o0
antimicrobianas. Por lo anterior, se determind usar este método quimico
ya que con otras formulaciones con otros 4cidos las nanoestructuras
obtenidas han mostrado tener buenos resultados osteogénicos, por lo
que nos podemos centrar en estudiar las posibles propiedades
antimicrobianas que puede brindar este método utilizando HsPOa. [1,

2,14]

14 de 85



Los grabados &acidos reportados en la literatura suelen utilizar
acido sulfurico (H2S0O4) como reactante grabador, el cual es bien
conocido por ser altamente corrosivo, también se sabe que es un
compuesto muy reactivo e inestable, lo que hace muy peligroso para su
manejo. Considerando estos puntos, se optd por utilizar el proceso de
oxidacion controlada HsPOs4 en lugar de H2SOs4 ya que posee
propiedades menos corrosivas y agresivas y se descubrié que también
permite la fabricacion de nanoestructuras de TiO2, y es menos peligroso

que el H2S0a. [19]

Por ser el titanio y sus aleaciones materiales con alta demanda por
su relevancia clinica-dental, se busca analizar si los NPs de TiOz que se
sintetizaron por los métodos de oxidacion controlado tienen alguna
capacidad de disminuir la adhesion microbiana. Es importante describir
parte de los mecanismos de adherencia microbianos en algunos de los
microorganismos mas abundantes en la microbiota bucal como lo son
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Staphylococcus aureus

y Candida albicans. [20, 23, 24, 25]
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Es de alto interés clinico el caracterizar el comportamiento
microbiano de los NPs sintetizados, ya que podrian auxiliar en los
tratamientos mecanicos de periimplantitis actuales. [26, 27] Para este
proyecto se trabajoé primordialmente con S. aureus y C. albicans siendo
estos microorganismos de entre los mas encontrados en la cavidad
bucal. Ademas, las especies del género Staphylococcus se encuentran
en una alta proporcion en tejidos blandos, saliva y en la lengua.
También, se opt6é por C. albicans por las interacciones entre hongos y
bacterias que pueden influir en la salud bucal como lo ejemplifica la
relacion sinérgica entre C. albicans y estreptococos orales. [20, 28]. Por
lo expuesto anteriormente, se optd por susodichos microorganismos (S.
aureus y C. albicans) para el presente proyecto y se realizaron pruebas
de adhesion sobre las superficies tratadas con oxidacion controlada

para caracterizar su potencial antimicrobiano.

Considerando lo anteriormente mencionado, y los amplios
requisitos clinicos para el manejo de implantes dentales, en el presente
estudio se sintetizaron NPs de diferentes diametros por oxidacion
controlada con una nueva formulacién con HsPOa4. Para controlar el
tamafo de poro que se obtuvo se variaron los tiempos de reaccion, y
con el objetivo de caracterizar el comportamiento microbiolégico, se

utilizaron como modelo a S. aureus y C. albicans.
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1.3. Justificacion

En esta investigacion se plantea la caracterizacion de la actividad
antimicrobiana en la inhibicion de la adherencia en superficies tratadas
por oxidacion quimica controlada. Este proceso de sintesis demostro
poseer una potencial aplicacion para la fabricacion de implantes
dentales, los cuales se requiere para un amplio sector de la sociedad,
como nos lo indica la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) con los

siguientes datos:

e EI 60%-90% de los escolares y casi el 100% de los adultos
tienen caries dental en todo el mundo.

e Las enfermedades periodontales graves, que pueden
desembocar en la pérdida de dientes, afectan a un 15%-20% de
los adultos de edad media (35-44 afios).

e Alrededor del 30% de la poblacion mundial con edades
comprendidas entre los 65 y los 74 afios no tiene dientes
naturales.

e Las dolencias bucodentales, tanto en nifios como en adultos,
tienden a ser mas frecuentes entre los grupos pobres y

desfavorecidos. [29]

17 de 85



El Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Patologias Bucales
(SIVEPAB) de México despliega los siguientes datos recolectados en

los Ultimos diez afios:

e De los adolescentes que asisten a los servicios de salud 8 de
cada 10 tienen un periodonto sano.

e En los ultimos cuatro afios el 40% de los adultos usuarios (35 a
44 afnos) tienen un periodonto sano. Entre los adultos mayores
(65 a 74 afos) se reduce considerablemente la proporcion de
adultos sanos 30% aproximadamente.

e Alrededor de 7 de cada 10 adultos mayores mantienen una

oclusién funcional (20 dientes naturales presentes). [30]

De acuerdo con la investigacion de Cuesta, A. I. et al. (2010) las
personas con implantes dentales de cualquier tipo tienen mayor
poblacion de microorganismos (S. aureus y C. spp). También, es de
considerarse que aproximadamente del 5 al 11% de los implantes
dentales fallan en gran parte por infecciones microbianas en etapas
tempranas por alguna infeccion nosocomial. Ademas, en etapas tardias
puede haber complicaciones hasta después de 1 afio por formacion de
placa bacteriana en el implante; lo que puede derivar en multiples
escenarios como un tratamiento con antibiéticos, pérdida del implante o

incluso la muerte. [12, 13, 20, 90]
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Los datos expuestos muestran que la proporcién y severidad de
los padecimientos bucales se ha mantenido igual de severa que hace
diez afos. Al mismo tiempo, se sabe de facto la creciente resistencia a
los antimicrobianos que han desarrollado diversos microorganismos
entre ellos S. aureus y C. albicans, que a su vez la coexistencia de
ambos microorganismos en la cavidad bucal y su sinergia les permite
producir biopeliculas (biofilms). Estas entidades microbianas al producir
un biofilm en conjunto evitando la accion de los medicamentos
aumentando la probabilidad de sobrevivir a los tratamientos para las
infecciones causadas por estos microorganismos [22, 31, 32]. Se tiene
conocimiento que mas del 60% de las infecciones microbianas se dan
por la formacion de biofilms y que aproximadamente el 65% de los
casos de candidiasis se da gracias a la formacion de biofilms. Por lo que
se requiere de mas estudios en los materiales que se usan para la
fabricacion de implantes dentales para reducir la adherencia microbiana
y la formacion de biofilm. De esta forma, se mejorara la calidad de vida
de los sectores vulnerables de la poblacion que requieren el uso de DI y
sufren de otra condicion que los hace vulnerables a infecciones. [20, 21,

22,33, 34, 35, 90]
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1.4. Hipétesis

La sintesis de NPs de TiOz por el método de oxidacion quimica
controlada utilizando HsPOs y H202, resultara en la fabricacion de NPs
de TiO2 de distintos didmetros. Los NPs reduciran la adhesion de S.

aureus y C. albicans, y permitiran el crecimiento inicial de osteoblastos.
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1.5. Objetivo general

Sintetizar nanoporos de TiO2z por medio de oxidacion quimica
controlada con diferentes tamafios de poro y caracterizar su
comportamiento contra S. aureus y C. albicans.

Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoporos de TiO2 mediante tratamientos de oxidacion
quimica controlada con H3POa4 y H20: a distintos tiempos.

2. Realizar pruebas de humectabilidad de las superficies tratadas
midiendo su angulo de contacto mediante el método de la gota sésil,
para estimar su biocompatibilidad.

3. Comprobar el tipo de nanoestructura obtenida mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM).

4. Caracterizar la conformacién quimica de las superficies por
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS)

5. Realizar cultivos microbiolégicos de Staphylococcus aureus y
Candida albicans sobre las superficies tratadas.

6. Evaluar la adhesion microbiana mediante conteos de unidades
formadoras de colonias (UFC) comparando cada una de las
superficies a distintos tiempos de incubacion.

7. Realizar cultivos iniciales de osteoblastos sobre las superficies
experimentales.

8. Demostrar estadisticamente los cambios y diferencias entre

tratamientos.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Estructuray propiedades del titanio

El Ti es un metal de microestructura hexagonal compacta, es duro,
refractario y buen conductor de la electricidad y del calor. Presenta una
alta resistencia a la corrosion y en su estado de pureza es ligero, fuerte
brillante y de densidad baja. El Ti es un metal abundante en la tierra con
propiedades notablemente buenas por lo que es usado en la industria

meédica, quimica, naval y aeroespacial. [36, 37, 38]

El Ti se usa ampliamente como implante debido a su excelente
biocompatibilidad y alta resistencia mecéanica. Sin embargo, la
respuesta del tejido del huésped al implante de Ti no siempre es
favorable debido a su naturaleza bioinerte con una capa de 6xido nativa.
Esta bien establecido que la capa de TiO:z sintético no solo mejora la
resistencia potencial a la corrosion, sino que también mejora la
bioactividad del implante. Por lo tanto, es deseable que los implantes de
Ti formen una capa de TiO2 compacta y homogénea sobre la superficie
del metal mediante técnicas de modificacién de la superficie. [3, 14, 15,

17]
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Utilizando el método de oxidacién controlada se puede obtener
una capa pasiva de TiO2 més gruesa que reduzca la posible corrosion
de los implantes dentales, impidiendo asi que se liberen iones metalicos
gue desencadenen procesos inflamatorios en los tejidos circundantes y

provoquen el rechazo del implante. [39, 40, 41, 42]

2.2. Oxidacion quimica controlada

La oxidacion quimica controlada es un proceso quimico de
formacion de capas de 6xido en la superficie del metal por medio de la
combinacion de dos o méas &cidos y/o agentes oxidantes a distintas

concentraciones, tiempos y temperaturas. [14, 15]

Los tratamientos con acidos tienden a dejar areas de mayor
corrosion en los picos y valles de las ranuras que deja la fabricacién de
la superficie. Las ventajas de este método residen en el hecho de que a
partir de él es posible controlar el grado de porosidad de la superficie,
asi como el de permitir un adecuado método para la limpieza de las
impurezas no deseadas, generadas durante la manufactura del
implante. De acuerdo con Takeuchi, M et al (2003) el &cido clorhidrico
(HCI) puede disolver restos de sales indeseables sin debilitar la

superficie de Ti en comparacion con el H2SOa. [44, 45, 46]
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Los compuestos mayormente empleados para los tratamientos
acidos son el acido fluorhidrico (HF), el H2SO4 y el HCI. Se suelen
emplear tratamientos acidos con la técnica de doble grabado que
mezcla acido sulfarico y acido clorhidrico que permite la formacion de
una capa de 6xido rugosa de caracter uniforme con un espesor mayor a

10 nm. [43, 44, 45]

A la combinacion de H2SO4 y H202 que se suele utilizar en los
grabados é&cidos se le conoce como solucion pirafia, la cual se debe
manipular con extremo cuidado debido a que es altamente reactiva y
enfriar en hielo para reducir la temperatura. Los tiempos a los que se
expone el Ti varian segun la literatura, entre los mas usados estén los
de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, y 4 horas. También, se
pueden manipular las concentraciones de la solucion &cida para

determinar el tamafio de poro que busca obtener. [14, 15]

Se ha empleado el uso de tratamientos acidos controlados
utilizando HsPO4 y H20:2 para el grabado de placas semiconductoras de
germanio (Ge) y de fosfuro de indio (InP). [47, 48] Asi mismo se han
usado estos mismos compuesto en tratamientos similares para producir
recubrimientos de TiO2 dopado con niobio (Nb) que, de acuerdo con
Okazaki, S. et al. (2013) se obtienen estructuras amorfas de TiO2, para
aplicacion optoelectronica. Okazaki, S. et al. (2013) resaltan que
obtuvieron mejores resultados con la combinacién H3PO4 + H202 que

con las combinaciones H3POs4 + H20 y H2SO4 + H202, asi mismo
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proponen un modelo de reaccién de 2 pasos. En el que primero el H202
forma una capa de Oxido sobre el semiconductor y posteriormente la
capa de oxido es disuelta por el H3PO4 formando una superficie con
relieves, lo cual podria tener un efecto similar en el Ti6AI4V y su capa
de oxido. [49, 50]

La naturaleza fisica de los productos de corrosion que a menudo
tiene una gran influencia en la velocidad de corrosion. Se pueden dividir
los productos en tres tipos basicos:

* iones disueltos.
* recubrimientos porosos.

* recubrimientos compactados.

La corrosion de los metales en un ambiente acido normalmente
produce hidratacion, cationes o complejos que se disuelven en el
electrolito y se difunden lejos de la superficie del metal y no suelen
afectar la tasa de corrosion de un modo significativo. Otros productos de
corrosion como los hidroxidos y sales metalicas, precipitan en la
superficie del metal de modo que forman un material poroso o una
compacta capa pasiva. Tal capa pasiva en ocasiones no protege del
todo al metal de la corrosion, aunque pueden ralentizar su ritmo. El
oxido formado en la superficie del acero expuesto a una atmosfera

hameda es un ejemplo de este tipo de producto de corrosion. [51]
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En la figura 1 se pueden observar 2 implantes, una maquinado y
otro el cual se sometié a un tratamiento con &cidos para potenciar el
crecimiento osteobléstico para disminuir el tiempo de recuperacion del
paciente. Se puede apreciar la diferencia de entre ambos a simple vista,
siendo el maquinado mas brillante y color plateado, mientras que el que

fue tratado con &cidos es mas opaco y grisaceo.

Figura 1. Comparacién entre un implante maquinado (izquierda) y uno tratado con
grabado &cido (derecho). [16]
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2.3. Analisis de angulo de contacto y su relevancia con la

biocompatibilidad

El fenomeno del angulo de contacto puede explicarse como un
equilibrio en el cual la fuerza con la que las moléculas del liquido (en la
gota) se atraen entre si (fuerza de cohesion), y la atraccion de las
moléculas liquidas por las moléculas que conforman la superficie
(fuerza de adhesion). Un equilibrio entre estas fuerzas es establecido,
como la energia minima. El balance de fuerzas entre la tension de
superficie liquido-vapor (y;,) de una caida de liquido y la tension
interfacial entre un sélido y la gota (y4;), manifestada a través del angulo
de contacto (8) de la gota con la superficie, se puede utilizar para
caracterizar cuantitativamente la energia de la superficie (yg,). La

relacion basica que describe este equilibrio de fuerzas es:

Ysv = Vo1 + Yy COSO [541 84]
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La humectabilidad de la superficie da a conocer la energia de la
superficie. Es uno de los parametros mas importantes que influye en la
respuesta bioldgica con el biomaterial implantado, porque determina en
gran medida el grado de contacto con el entorno fisiolégico. La
humectabilidad afecta la adsorcion de proteinas, la adhesion
plaquetaria, la coagulacion sanguinea, y la adhesion tanto celular como
microbiana. Por lo general, la uniéon celular es pobre en cualquier
superficie hidréfoba en comparacion con superficies moderadamente

hidréfilas. [52, 54]

Las superficies de Ti, cubiertas por peliculas de TiO2, son
hidréfilas debido a la alta polaridad del enlace Ti — O, aunque la
contaminacion de la superficie, como la adsorcion de carbono o
hidrocarburos, produce valores mas altos de contacto con el agua. Otro
problema es que los métodos de limpieza y esterilizaciéon de los
implantes producen cambios significativos en la quimica y la energia de
la superficie. Por otra parte, se ha establecido que la adsorcion de
proteinas es el primer evento que tiene lugar en la superficie de un
biomaterial, después de su contacto con fluidos bioldgicos, y que la
respuesta biolégica esta controlada por la naturaleza y la conformacion

de las proteinas adsorbidas en la superficie. [52, 60]
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Las moléculas de agua suelen ser las primeras en depositarse en
la superficie del implante, y se describe que es en nanosegundos,
también se sabe que el agua interactia y se une de manera diferente
segun las propiedades de la superficie; asi, el agua en la superficie
influye en la unién de proteinas y otras moléculas, que llegan
posteriormente. En la mayoria de los casos se suelen presentar
diferentes proteinas en un ambiente bioldégico, como es por ejemplo la
saliva o el plasma sanguineo, por lo que hay cierta competencia entre
las distintas proteinas por depositarse en la superficie del implante. La
fuerza de las interacciones proteicas que se depositaron primero en la
superficie influye aun méas en las interacciones con otras diferentes
proteinas que llegan después. Por lo tanto, se sabe que la
humectabilidad tiene un papel muy importante en la cantidad de
proteinas que se depositan en la superficie del material y los posibles
cambios conformacionales de las proteinas adsorbidas y la adhesion de
las células. Por lo anterior mencionado, se conoce que, al llegar las
células a la superficie del implante, estas responden mas bien a una
superficie cubierta de proteinas; por lo que, las interacciones célula-
superficie son mas bien interacciones entre células y las proteinas
ancladas a la superficie. En general, las superficies hidrofobicas se
consideran mas adsorbentes de proteinas que las superficies
hidrofilicas, debido a las fuertes interacciones hidrofébicas que se

producen en estas superficies. [52, 60]
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2.4. Caracterizacion de morfologia y quimica de

superficie

Para poder visualizar la morfologia de las superficies sintetizadas
y sus efectos en la inhibicién de la adherencia microbiana, se utilizé un
microscopio electronico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). El
SEM utiliza un haz de electrones para formar una imagen ampliada de
la superficie de la muestra. EI SEM permite la observacion y
caracterizacion superficial de sélidos inorganicos y organicos. Suele
estar equipado con varios sensores como se puede apreciar en la
figura 2, como: un detector de electrones secundarios (SEI Secondary
Electron Image) y un detector de electrones retrodispersados (BEI:
Backscattered Electron Image), para obtener imagenes que permiten
ver a detalle en distintas escalas de grises la morfologia de superficie.
También, cuenta con un detector de energia dispersiva de rayos X EDS
(Energy Dispersive X-Ray Spectrometer, por sus siglas en inglés) que
permite colectar los Rayos X generados por la muestra y realizar
diversos analisis semicuantitativos y de distribucion de los elementos

guimicos que estan presentes en la superficie de interés. [55, 58, 59]
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Figura 2. Representacién de los componentes y funcionamiento de un SEM. [55]
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2.5. Inhibicion y reduccién de adhesion microbiana sobre

TiO2 nanoestructurado

La presente investigacion evaluo la eficiencia de nanoporos de
TiO2 en Ti6AI4V frente a los microorganismos S. aureus y C. albicans
gue son frecuentemente encontrados en la cavidad bucal y por lo tanto
son una amenaza potencial para la salud de aquel paciente que tenga

algun implante dental. [21, 70]

La adhesion bacteriana a las superficies de biomateriales es de
gran importancia para cualquier dispositivo implantable. Debido a que
en la cavidad bucal existen las condiciones para que estas superficies
de los dispositivos implantados, sean invadidos por microorganismos
naturales en la microbiota bucal. El tipo de superficie del material y su
quimica pueden influir en la capacidad de adhesion de estos
microorganismos y posiblemente en la formacion de placa bacteriana.
Los microorganismos pueden llegar a interactuar con el biomaterial por
medio de alguno de los siguientes mecanismos de difusion y la
dindmica de fluidos propios de la cavidad bucal, una vez que las
bacterias estan a una distancia de 50 nm del biomaterial la primera
interaccién que tienen con la superficie del biomaterial es por fuerzas de

Van der Waals y electrostaticas [71, 72, 73, 74]
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Cuando ya se dan las primeras interacciones electrostaticas se da
pie a la adherencia de los microorganismos en funcion a su afinidad a la
superficie. Acto seguido, inicia la formacion de biopeliculas por medio
de enzimas glucosiltransferasas con la propiedad de metabolizar la
sacarosa y descomponerla en glucosa y fructosa produciendo una
pelicula de exopolisacéridos (EPS) y proteinas como las adhesinas.
Como consecuencia formando una arquitectura tridimensional mejor
conocida como biofilm (biopelicula). Estos biofilms pueden promover
infecciones prolongadas, falla de implantes y cirugias de revision. Estas
infecciones relacionadas con los implantes son dificiles de tratar ya que
el biofilm envuelve a la bacteria y la protege del sistema inmune y los

tratamientos antibacterianos. [11, 71, 74, 75, 76, 77]

Los dispositivos médicos deberian ser capaces de sostener una
exitosa funcionalidad tisular, mientras que, minimicen o inhiben la
formacién del biofilm. Las propiedades de los biomateriales, como la
quimica de la superficie, la humectabilidad y la topografia, pueden
afectar la adhesion y la migracion bacteriana; por lo tanto, se han hecho
esfuerzos en el desarrollo de superficies nanoestructuradas con
recubrimientos antibacterianos, para poder asi, reducir el riesgo de

infeccion. [71, 75]
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La mayoria de los estudios sugieren que optimizar las
microestructuras y las topografias a nanoescala pueden minimizar la
adhesién bacteriana. Aunque en la mayoria de los casos las células
adheridas mantienen su viabilidad. Varios estudios han evaluado la
adhesion bacteriana en sustratos modelados con caracteristicas tales
como pilares, lineas y pocillos. Algunos de estos estudios han
demostrado que el area de contacto entre un microorganismo y la
superficie afecta su adhesion, y muchos sugieren que una topografia de
superficie  optima con  funciones antibacterianas  depende
primordialmente del tamafio y la forma del microorganismo del cual se

busca impedir su adhesion. [71, 75, 77]

En la interfase de tejidos blandos, por ejemplo, la unién gingival
con funcionalidad adhesiva celular para queratinocitos y fibroblastos es
obligatoria para asegurar un sello epitelial ajustado que evite la
infiltracion bacteriana. Para ambas interfaces, la colonizacién bacteriana
se considera un riesgo principal para infecciones graves como la
periimplantitis. Esta misma inflamacion va de la mano con una
contaminacion bacteriana de las superficies de los implantes, seguida
de la pérdida de osteointegracion debida a una reaccién inmunoldgica
del huésped llamado "pérdida de hueso”. [26] Por lo que, tanto de
manera transgingival como supragingival, las interfaces implante/saliva
deben tener funcionalidades antiadhesivas o antibacterianas para

impedir la formacion de biofilm. El desafio para las modificaciones
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avanzadas en la superficie del implante dental para evitar la
colonizacion bacteriana y promover la integracion tisular se suele llamar

"carrera por la superficie”. [26]

Streptococcus mutans (S. mutans) tiene la capacidad de adherirse
a superficies y aglomerarse por la adicion de dextranos de alto peso
molecular estableciendo asi comunidades con otros estreptococos y con
otras especies de bacterias. También, se ha reportado que ciertas
cepas de S. mutans suelen interactuar con levaduras como con C.
albicans. Estos microorganismos interactian por medio de sistemas
complejos que son multifactoriales en funcion a que otros
microrganismos estén presentes, asi mismo, la dieta también es un
factor importante, especialmente el consumo de sacarosa que puede
influir en que cantidad que estaran presentes las diferentes especies
bacterianas que forman el biofilm. Para el caso particular entre S.
aureus y C. albicans, estos producen en conjunto un entorno

acidogénico, el cual es favorable para ambos. [20, 21, 25, 78]

Se sabe por otras investigaciones que S. aureus y S. epidermidis
tienen una preferencia a adherirse a superficies con sustratos
hidrofébicos, por medio de la produccion de una matriz extracelular
mezclada con proteinas adhesinas capaces de enlazarse con colageno
y fibronectina.[79] De acuerdo con los resultados de Puckett, S. D. et al.
(2010) se ha observado un decremento en la adhesion de S. aureus, S.
epidermidis, y P. aeruginosa en superficies con nanorugosidad tratadas
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por deposicidon con un rayo de electrones (PVD, por sus siglas en
inglés) en comparacion con las superficies con nano-arreglos tubulares
obtenidos por anodizacion. [80] Por otro lado, C. albicans se suele
adherir a células del hospedero y asi poder comenzar una relacion
comensal. Es por esto, que es considerado un patdégeno oportunista,
coloniza las células epiteliales y endoteliales, asi como los materiales
inertes implantados en el cuerpo del hospedero. C. albicans posee
distintos mecanismos para interactuar con su entorno y adherirse a una
superficie, tal como la hidrofobicidad de la superficie, asi como también
cuenta con mecanismos especificos que implican el uso de adhesinas y
receptores en el sustrato. [76, 79, 81] Se sabe de antemano por
estudios realizados por Chen, S. et al. (2020) que las aleaciones de Ti
pueden liberar iones metélicos como en el caso de la aleacién Ti-6Al-
4V, que libera iones de aluminio y vanadio los cuales presentan cierta
toxicidad en C. albicans afectando sus mecanismos de adhesion en

comparacion con otras aleaciones. [7]

En su investigacion Abalos, C. (2005) comenta que las bacterias
con mayor energia superficial se adheriran mejor a superficies con
mayor energia superficial y viceversa. También, se menciona que las
superficies mas rugosas promueven mayor adhesion bacteriana, y que
la rugosidad es un factor mas relevante para determinar si habra mayor

o menor adhesion. [71, 73, 77]
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2.6. Cultivo celular en superficies de TiO2

nanoestructurado

En 1969 se descubri6 por primera vez el fendbmeno de
osteointegracion por el profesor Per-Ingvar Branemark al observar una
pieza de Ti anclada en el hueso de un conejo. En términos de efectos
nanotopograficos sobre los osteoblastos (células formadoras de hueso),
se ha demostrado que las ceramicas, como el TiO2z, con diferentes
configuraciones nanoestructuradas exhiben efectos que potencian las

tasas de crecimiento y formacion de hueso. [56]

Diversos investigadores utilizan la técnica de anodizacion
electroquimica para crear estructuras nanotubulares en la superficie de
Ti para estimular el crecimiento celular rapido, y la mineralizacién de las

células de osteoblastos. [17, 18]

A pesar de que la técnica de anodizacion tiene ciertas ventajas en
la que destaca no tener que utilizar H2SOs4 en concentraciones
potencialmente peligrosas, los tratamientos acidos también tienen
resultados prometedores en el crecimiento osteoblastico. Zhang, R. et al
(2016) describe como su método produce una mezcla de
microestructuras y nanoestructuras en forma de pocillos. Los cuales
tienen mejor rango de adhesion de osteoblastos, que ejemplares con
superficies pulidas y las superficies que solo poseen microestructuras.

Ueno, T. et al. (2016) también ha tenido resultados de crecimiento
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osteoblastico en superficies nanorugosas obtenidas por tratamientos
con &cidos al agregar un postratamiento con luz ultravioleta (UV). [43,

61]

Por otra parte, en diversos trabajos en los que se ha usado
grabado acido y otros métodos como tratamientos térmicos en Ti,
expresan que la adhesion celular se debe principalmente a los factores
de rugosidad y la presencia de grupos hidroxilo (OH) [62, 63, 64]. Los
implantes dentales con mayor rugosidad se fijan mejor con el pasar del
tiempo, este fendmeno se produce porque el hueso crece mejor dentro
de irregularidades de la superficie, esto se debe a que la rugosidad en
la superficie suele favorecer el anclaje de las células y la absorcion de

proteinas. [52, 65]

El tratamiento acido ha demostrado tener una mayor
osteointegraciébn comparandose con implantes tratados por otros medios
como plasma, aerosol o arenados [53, 66], sin embargo; otros autores
han comprobado por medio de estudios en conejos, que el anclaje del
hueso en una superficie de nanotubos era superior que en superficies
mecanizadas o arenadas y grabadas con acido [67]. Ademas, se ha
observado en otros estudios un incremento de la adhesion y del
crecimiento celular en las superficies anodizadas con respecto a las
superficies grabadas con acido o superficies pulidas. [68] A pesar de que
diversos estudios han concluido que los tratamientos de anodizado son

superiores a otros tratamientos incluyendo los tratamientos con acidos.
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De acuerdo con Herrero-Climent, M. et al. (2013) que realiz6 estudios de
osteointegracion con implantes maquinados, con tratamiento de arenado,
tratamiento &cido, y arenado/acido concluyé que ninguno de los
tratamientos arenado/4cido fallo en promover una osteointegracion solida
en un lapso de 10 semanas con respecto a los otros tratamientos

puestos a prueba. [69]
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CAPITULO 3: METODOLOGIA Y EQUIPO

3.1. Preparacion de muestras.

Se utilizaron laminas de Ti grado 5 de dimensiones 0.1x100x300
mm fabricadas con el estandar ASTM B265. [82] Posteriormente se
recortaron las laminas en varios cuadros de 1.2x1.2 cm y una vez
recortados los especimenes necesarios se limpiaron con un tratamiento
de agua de grifo y jabdn para eliminar impurezas en la superficie, se
enjuagan con agua destilada para eliminar las sales y se aplica un bafio
ultrasénico (BRANSON) en- acetona para eliminar residuos organicos,
grasas, y se dejan secar a temperatura ambiente (25 °C) de acuerdo

con el estandar ASTM E3-95 como se muestra en la figura 3. [14, 83]

Figura 3. Imagenes captadas durante el bafio ultrasénico para la limpieza y desengrase
de las muestras.
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3.2. Sintesis de nanoporos de TiO2 por oxidacién quimica

controlada

Se le dio un tratamiento de ataque acido a las laminas de aleacion
de TIi6AI4V para crear en su superficie una capa de Oxido
nanoestructurada. Para las primeras pruebas se trabajaran con tres

tiempos de 30, 45 y 60 minutos.

Se trabajé en campana de extraccién de vapores a temperatura
ambiente (25°C), se verti6 gentiimente H,0, al 30% (FERMONT) con
H;PO0, al 85% (Sigma-Aldrich) obteniendo una solucién 1:1 de ambos
reactivos. Se homogeneizd la solucion suavemente con agitacion
manual, posteriormente se vertid la mezcla en un recipiente con laminas
de Ti6Al4V. Se realizaron tratamientos de duracion de 30, 60 y 120
minutos como se muestra en la figura 4. Luego de transcurrido el
tiempo requerido, se diluyo la solucion con agua destilada para detener
la reaccién y se dispuso la mezcla en otro recipiente. Se recuperaron las
laminas de Ti6AI4V tratadas y se enjuagaron con agua destilada y

alcohol isopropilico y se dejaron secar al aire.

41 de 85



Figura 4. Imagenes del proceso de oxidacion gquimica controlada a) vista general
del material usado dentro de la campana de extraccién, b) vista superior de las
muestras a pocos minutos de iniciada la reaccién, c) vista lateral de las muestras a
pocos minutos de inicio de la reaccién, d) vista superior de las muestras con 1 hora de
reaccion, e) vista lateral de las muestras con 1 hora de reaccion.

42 de 85



3.3. Andlisis de humectabilidad mediante angulo de

contacto

Se realizaron analisis de angulo de contacto por el método de la
gota sésil utilizando un tensiémetro Optico (Attension theta), mostrado

en la figura 5.

Para las mediciones, se depositd una gota de 5 uyL de agua
destilada en 3 distintos puntos de cada superficie a temperatura

ambiente. [23]

Figura 5. Imagenes del uso de tensiometro para las mediciones de angulo de contacto.
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3.4. Caracterizacion fisicoquimica y morfologia

Se caracterizo la morfologia de las superficies tratadas utilizando
un microscopio electronico de barrido de emision de campo (FE-SEM
Tescan LYRA 3) con espectroscopia de dispersion de rayos X (EDS)

para evaluar la quimica de superficie.

3.5 Evaluacion de la adhesion microbiana

Para caracterizar la adhesion microbiana se inocularon las
superficies tratadas con S. aureus y C. albicans y se dejaron incubando
lotes de 2 horas y 6 horas de ambos ya terminado el tiempo de
incubacion se pas6 a desprender los microorganismos que ho
estuviesen realmente adheridos a las superficies con enjuagues de
PBS. Se utilizaron técnicas de dilucion (factor de dilucion final x1076) y
se sembraron por técnica de estriado en agar nutritivo (AN; BD Bioxon)
para S. aureus y agar dextrosa Sabouraud (APD; BD Bioxon) para C.
albicans. Posteriormente se dejaron incubando (VWR Symphony
Incubator) los cultivos en posicién invertida por 24 horas a 37°C y
terminado el tiempo de incubacion se hizo un conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC), una vez contabilizadas se realiz6 otro

conteo a las 48 horas de incubacion. [7, 84, 89]

44 de 85



El procedimiento para evaluar la adherencia de S. aureus y C.
albicans es mostrado en la figura 6 y descrito a continuacién paso a

paso:

1. Para preparar al microorganismo se inocularon 100 pL de un
concentrado de S. aureus en 1 mL de infusién cerebro corazon
(ICC; BD Bioxon) en tubo Eppendorf, y se dejé incubando 24

horas. (Para C. albicans utilizé caldo Sabouraud)

2. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se tomoé el in6culo y
se diluyeron 50 yL en 1 mL esta alicuota es la que se uso6 para

inocular las superficies.

3. En condiciones estériles se depositaron las superficies tratadas
previamente desinfectadas (sumergidas 24 horas en etanol al
70%) en microplacas (Corning) de 12 pocillos estériles para
separar las muestras en dos lotes una para incubar por 2 horas y

otro por 6 horas.

4. Se inocularon con micropipeta todas las superficies con 10 pL de
la alicuota con el indculo (50 pL:1 mL), después se humectaron las
superficies agregando 50 yL de PBS y se dejaron incubando las

superficies a 37°C un lote por 2 horas y otro por 6 horas.

5. Terminado el tiempo de incubacion para cada lote se enjuagaron

con PBS dejandolas sumergidas con un volumen de 2 mL durante
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5 minutos, y al retirar la soluciébn salina se homogeneizé
suavemente con micropipeta repitiendo el mismo procedimiento
tres veces, se dejaron las muestras sumergidas al final en 2 mL de

PBS.

Con las muestras aun sumergidas en solucién salina dentro de las
microplacas, se deposité con mucho cuidado la microplaca en el
equipo de sonicacion para dar un bafio ultrasénico (BRANSON) de
2 minutos en intervalos de 10 segundos alternando entre
sonicacion y reposo para no lisar los microorganismos y solo
desprender aquellos microorganismos que no estén bien anclados

a las superficies.

Al concluir el bafio ultrasénico a las muestras se les realizd un
desprendimiento mecénico a las superficies con la puntilla de
plastico de la micropipeta como se representa en la figura 7, con

las muestras aun sumergidas en los 2 mL de solucién salina.

Ya retiradas las bacterias de las superficies se realizaron
diluciones en serie de las alicuotas de los pocillos de la microplaca
como se muestra en la figura 8, con un volumen de paso de 10 uL
de la alicuota del pocillo depositandola en un tubo Eppendorf con
0.99 mL (volumen fijo) de solucién salina, luego de esa dilucion se
tomaron 10 pL se realizaron 3 diluciones obteniendo un factor de

dilucion final de 1x107°.
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9. Terminadas las diluciones se utiliz6 una sola caja Petri para dos
cultivos realizando una técnica de estriado en cuatro direcciones
como se muestra en la figura 9, para tener un cultivo mejor

esparcido para una formacion de UFC mas puntual y facilitar el

conteo de UFC.

Thermo
b [

- ~ o S

Figura 6. Imagenes tomadas durante el proceso, a) preparacion del medio
de agar nutritivo, b) realizando las diluciones seriadas, c) inoculando el agar y
estriando, d) microplaca con pocillos con las muestras sumergidas en solucién
PBS, e inciso e) cultivo y conteo de la diluciéon 2 y 3 de UFC de C. albicans con
incubacion de 6 horas.
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Figura 7. Muestras sumergidas en solucion salina dentro de los pocillos de la
microplaca; con la micropipeta se realiza una remocién mecénica y para tomar
el volumen una vez hecha la remocion mecanica con la puntilla de plastico.

=, 7 O\ j /'_\\\
() ) ()
s 10 uL 10 uL
10 uL X‘- | » -‘ »
1mlL 0.99 mL
", VA

Figura 8. Se utilizé un volumen fijo de 0.99 mL y un volumen de paso de 10
WL realizado 3 diluciones seriadas de la alicuota del pocillo de cada muestra.
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Gira 45° para estriar desde el centro de la
caja Petri donde se inoculd

El estriado se realizara del

centro hacia afuera en TR\
forma de “S” o zig-zag b —

\J

Area donde se inoculé

Figura 9. Se tomaron 10 pL de cada dilucién y se inocularon las cajas de
Petri con agar realizando un estriado en 4 direcciones en zigzag con un asa
estéril.
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3.5.1 Tratamiento para analizar muestras biolégicas por

FE-SEM

Debido a que el SEM trabaja con bajo vacio y un requisito para poder
analizar muestras es que estas no contengan humedad, las muestras
con cultivos de C. albicans y S. aureus se sometieron a un tratamiento
de deshidratacion y fijacion para hacer posible su visualizacién con el
SEM. Primeramente, las bacterias no adheridas se deben retirar
suavemente en cada pocillo donde se incubaron con enjuagues con
PBS (buffer fosfato salino). Después los microorganismos se deben fijar
de 18 a 24 horas con glutaraldehido. Posteriormente las muestras fijas
se deben secar con una serie de tratamientos con etanol a distintas
concentraciones (50 %, 70%, 95%) durante 2 minutos cada uno,
seguido de un secado con hexametildisilazano (HMDS) durante 15
minutos. Por ultimo, las muestras se dejan secar al aire entre 12 a 24

horas. [7, 8, 57]
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3.6. Pruebas de adherencia osteoblastica

Para la realizacion de cultivo celular osteoblastico las muestras de
superficies tratadas y sin tratar se dejaron sumergidas por 24 horas en
etanol al 70% dentro de una campana de flujo laminar estéril y
posteriormente se dejaron en luz ultravioleta por 20 minutos
previamente a su utilizacion. Las células osteoblasticas (MC3T3-E1,
osteoblastos de calvaria de raton) fueron cultivadas previé a su
utilizaciéon en Frascos T25 (70mL Inclinado, Corning), con 4 mL de
medio oMEM (Alpha Minimum Essential Medium; Invitrogen),
suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF;_Invitrogen) y 1%
antibiotico-antimicético (Invitrogen) y se dejaron incubando a 37°C, 5%

CO2, por 24 horas.

Terminado las preparaciones de las muestras y osteoblastos a
utilizar, se expandieron los osteoblastos y se retir6 el medio de las
células con una micropipeta y una pipeta seroldgica. Posteriormente se
despegaron las células realizando 3 lavados con 3 mL de PBS durante
5 minutos, terminando se retiré el PBS con una pipeta seroldgica, luego
se adicionaron 2 mL de tripsina (Invitrogen) y se incubaron las células a
37°C durante 5 minutos para despegarlas. Con una pipeta serologica se
agregaron 8 mL de medio aMEM (Invitrogen), y luego se vertid la
solucion en un tubo conico para centrifuga de 15 mL. Se centrifugd a

1200 rpm por 10 minutos para sedimentar un pellet celular. Se retird con
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una pipeta serolégica el sobrenadante y el pellet celular obtenido se

tomo con una pipeta de 10 mL. [9, 88]

El pellet celular obtenido de la centrifugacién se resuspendié con 5
mL de medio aMEM (SBF 10% y 1% antibiotico). Posteriormente se
contabilizaron las células vivas utilizando cadmara de Neubauer y se
sembraron aproximadamente 15,000 células/mL sobre las superficies
tratadas en las cajas de 12 pocillos (Corning) como se ve en la figura
10. Terminado el proceso de deposicion celular en cada muestra se
vertieron gentilmente 4 mL de medio y se dejaron incubando a 37°C,

5% CO2, por 24 horas. [9, 88]

Después de 24h, se retiré el medio y se enjuagaron las muestras 3
veces con PBS por 5 minutos, y se transfirieron los especimenes una
caja nueva de 12 pocillos estéril, se les vertieron 500 ul de medio nuevo
con MTT (5 mg/ml; Sigma-Aldrich) al 10 %. Después de agregar el
nuevo medio con MTT se dejaron las muestras y se incubaron a 37°C
por 5 horas. Una vez terminado el tiempo de incubacion se retir6 el
medio y se adicionaron 50 ul de DMSO (Sigma-Aldrich) a cada muestra,
las muestras se volvieron a incubar por 25 minutos a 37°C, concluido el
tiempo de incubacion se agitdé suavemente de forma manual la caja de
pocillos para disolver los cristales de formazan que se produjeron. Por
ultimo, se vertieron 100 ul de la suspension de cada pocillo de cada

muestra a otra caja de 96 pocillos y se realizaron lecturas de densidad
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optica a 595 nm con un lector de ELISA (Multiskan, ThermoFisher). [86,

87, 88]

Figura 10. Imagen de las muestras para cultivos osteoblasticos.

3.7. Analisis Estadistico

Cada experimento realizado se hizo por triplicado y todos los datos
obtenidos se analizaron y graficaron utilizando el software estadistico
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., USA), los graficos poseen
barras de error + la desviacion estandar en relacion con los N valores
obtenidos. Los datos se sometieron a un analisis de varianza de una o
dos vias (one-way or two way ANOVA) segun se requiriera y a la par se
calcularon los intervalos de confianza entre medias mediante la prueba
de Turkey. Se utilizé un valor P<0.05 para determinar si las diferencias
entre resultados son estadisticamente significativas.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de superficies tratadas

En la figura 11 es posible apreciar la morfologia de superficie
formada a partir de los tratamientos oxidacion controlada asi como su
composicion elemental. Para la medicidén de los poros se tomaron como
muestras 5 poros de diferente tamafio y en distintos puntos de la
superficie. En el tratamiento de 30 minutos se sintetizaron NPs con una
media de 44 nm, pero con un rango que va desde los 29 a los 75 nm
teniendo una desviacion estandar de 18.49. En el caso del tratamiento
de duracion de 60 minutos se muestran poros apenas perceptibles de
manera mas dispersa y con una aspecto mas homogéneo se estima
gue poseen un diametro menor a 2.7 nm y que entre estos no hay una
desviacién estandar tendiendo a cero. Por otra parte, para tratamiento
de 120 minutos se aprecia una formacion de NPs con mayor diametro
con una media de 51.62 nm, con un rango que va desde 24 nm hasta
91 nm por lo que resulta en una desviacion estandar muy amplia de
24.59. Estas diferencias de poro con respecto al tiempo del tratamiento
se pueden visualizar mejor en la figura 12, donde se resalta la
significancia estadistica (P < 0.05) que poseen los NPs del tratamiento

de 60 minutos contra los otros de 30 y 120 minutos.
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En cuanto a la composicion elemental no se detectaron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos mediante un EDS como se
muestra en la tabla 1. Tampoco se detecto la presencia de O ni de P
mas no se descarta su presencia por tratarse de estructuras de TiO2

mediante una sintesis que involucra HsPOa.

Tabla 1. Cuantificacion promedio del contenido puntual de elementos en las
superficies tratadas

Cantidad de elementos (%)

Tratamientos

C Al Ti Vv
30 min 0.38 5.44 86.35 3.28
60 min 0.35 4.82 84.71 5.65
120 min 0.54 4.94 87.67 6.28
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Figura 11. Micrografias SEM y EDS de las superficies tratadas por oxidacion
guimica controlada a diferentes tiempos a) 30 min, b) 60 min y ¢)120 min.
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Morfologia de Superficie
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Figura 12. Analisis y comparacion del promedio de NPs obtenidos en los
diferentes tiempos de tratamiento. En el grafico se muestra una significancia
estadistica amplia entre los tratamientos de 30 min vs los de 60 min (*), asi
como también entre los de 60 min vs los de 120 min (#). Para la obtencién de
estos analisis estadisticos se utilizO one-way ANOVA con un nivel de
confianza P < 0.05.

4.2. Andlisis de humectabilidad

El analisis de angulo de contacto nos dio como resultado que los
tratamientos tienen un comportamiento ligeramente hidrofilico. Los
tratamientos mas hidrofébicos fueron de 30 y 120 minutos que poseen
un angulo de contacto de 97° y 99° respectivamente, mientras que la
muestra tratada de 60 minutos tiene un angulo de contacto 89° que ya
es considerado hidrofilico pero no tanto si se compara con el control que
obtuvo un angulo de contacto de 86°, como se puede visualizar en la

figura 12.
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Figura 12. Analisis de angulo de contacto en las superficies tratadas, a) muestra
control sin tratamiento, b) muestra con tratamiento de 30 minutos, ¢) muestra con
tratamiento de 60 minutos, d) muestra con tratamiento de 120 minutos.

Las diferencias entre las superficies a pesar de ser poca
diferencia, estadisticamente hablando poseen cambios significativos
cuando se les compara (P < 0.05) entre si, como se puede apreciar en
la figura 13. Entre el control y el tratamiento de 120 minutos hay una
diferencias significativas, mientras que entre el control y el tratamiento

de 60 minutos no hubo cambios.
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Figura 13. Andlisis de los angulos de contacto medidos en las superficies tratadas
contra el control. Entre las superficies del tratamiento de 60 min y el control no hubo
diferencia significativa (ns), hay una gran significancia estadistica (*) entre el control y
el tratamiento de 120 min siendo el tratamiento de 120 min el de mayor valor (#). Para
la obtencion de estos andlisis estadisticos se utilizd one-way ANOVA con un nivel de
confianza P < 0.05.

4.3. Evaluacion de adhesiéon bacteriana

Las pruebas de adhesion bacteriana no demostraron diferencias
significativas en el crecimiento sobre las superficies tratadas con
respecto al control ,en ningun tiempo de incubacién como se puede
apreciar en la figura 14. Aunque el valor mas bajo lo obtuvo el
tratamiento de 60 minutos con un valor de 8.4 log UFC/mL en el tiempo
de incubacion de 2 horas. Sin embargo, cuando se compara el
crecimiento de un mismo tratamiento a distinto tiempo de incubacion es
visible una diferencia estadistica en la cual el tratamiento de 60 min es

el que posee una mayor significancia estadistica (*).
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Figura 14. Crecimiento bacteriano vs tiempos de incubacién en diferentes
tratamientos de superficies. No hubo un cambio significativo (no
significativo = ns) entre tratamientos en el mismo tiempo de incubacion.
Entre las superficies del mismo tratamiento a distintos tiempo de incubacion
si hubo cambios significativos en todos tratamientos siendo el mas
significativo la de tratamiento de 60 min (*) asi mismo fue el que tuvo
menor crecimiento bacteriano (#). Para la obtencion de estos analisis
estadisticos se utilizé two-way ANOVA con un nivel de confianza P < 0.05.

Por lo que se puede interpretar en el gréfico de la figura 14 el
tratamiento de 60 min retrasa el crecimiento de S. aureus, por lo que
captaron micrografias en SEM mostradas en la figura 15. Ademas, se
compararon el control contra el tratamiento de 60 min, confirmando
diferencias significativas entre el crecimiento bacteriano a distintos
tiempos de incubacion de 2 horas y 6 horas. Se puede ver claramente
como el tratamiento de 60 min inhibe mejor el crecimiento de S. aureus
a distintos tiempos de incubacion con respecto le control, inclusive hasta

6 horas de crecimiento.
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Fiura 1. icroraias en SEM de S. aureus en superficies de control
sin tratamiento a) incubacién de 2 horas, b) incubacién de 6 horas.
y superficies con tratamiento c) incubacion de 2 horas, d) incubacién de

6 horas.

4.4. Evaluacion de adhesion de C. albicans

Las adhesion fungica se evalué de la misma manera que la
adhesion bacteriana (secciéon 3.5), y los datos obtenidos de las colonia
gue se formaron a partir del inoculo que se incubd en las superficies
tratadas se representan en el grafico de la figura 16. En la que se
puede apreciar que no hubo ninguna significancia estadistica (ns) entre
los tratamientos en un mismo tiempo de incubacién, asi como también
comparando el mismo tratamiento a distinto tiempo de incubacién, el
valor mas pequefio fue el del tratamiento de 60 min con incubacién de 2

horas.
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Figura 16. Crecimiento micético vs tiempos de incubacién en diferentes tratamientos
de superficies. No hubo un cambio significativo (no significativo = ns) entre
tratamientos comparandolos en un mismo tiempo de incubacién. Entre las superficies
del mismo tratamiento a distintos tiempo de incubacién tampoco hubo cambios
significativos, pero el tratamiento que mostré un valor mas bajo de UFC/mL fue el
tratamiento de 60 min (#) con incubaciéon de 2 horas, aunque tuvo una mayor
desviacion estandar. Para la obtencion de estos andlisis estadisticos se utilizé two-way
ANOVA con un nivel de confianza P < 0.05.

Se tomaron micrografias por SEM del tratamiento de 60 min
porque, fue el de menor crecimiento, asi como también demostro
buenas propiedades de adhesién bacteriana. Por lo que se optd por
tomar micrografia del tratamiento de 60 min y del control como se
muestra en la figura 17. Las adhesion en las primeras 2 h de
incubacion es menor en el tratamiento de 60 min y se mantiene en
cantidades similares hasta las 6 h de incubacion, sugiriendo un menor
crecimiento en comparacién con los controles en sus respectivos

tiempos de incubacién.
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Figura 17. Micrografias en SEM de C. albicans en superficies de control
sin tratamiento a) incubacién de 2 horas, b) incubacién de 6 horas.

y superficies con tratamiento c¢) incubacion de 2 horas, d) incubacion de
6 horas.

4.5. Ensayo de cultivos osteoblasticos

Se realizaron cultivos de osteoblastos en los tratamientos
realizados para garantizar que la actividad antimicrobiana no afectara la
viabilidad de osteoblastos, propiedad también crucial para que el buen
anclaje del DI. En la figura 18 se puede ver que con respecto al control
de Ti6Al4V, los demas tratamientos tuvieron un desempefio similar a
este al no haber significancia estadistica (ns) entre estos y el control en

un lapso de incubacién de 24 h.
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Figura 18. Medicion de densidad Optica de ensayo MTT para determinar el
crecimiento de osteoblastos en las superficies tratadas vs el control. No hubo un
cambio significativo (ns) entre superficies de distintos tratamientos. Para la obtencion
de estos andlisis estadisticos se utilizé one-way ANOVA con un nivel de confianza P <
0.05.
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CAPITULO 5: DISCUSION

Las micrografias de la figura 11 muestran que entra mas tiempo de
tratamiento el poro no siempre se hace mas grande, de hecho cuando
se compara el tamafio de NPs del tratamiento de 30 min y 60 min. El de
60 min nos brinda un tamafio de NP menor de 3nm el cual es
aproximadamente 13 veces mas pequefio que el NP promedio del
tratamiento de 30 min. Sin embargo, si pasa mas tiempo como con el
tratamiento de 120 min el tamafio de poro aumenta considerablemente
hasta 17 veces mas grande que en el tratamiento de 60 min, asi como
también pierde homogeneidad ya que el tamafio de poro varia
considerablemente. Por lo que, si lo que se busca es sintetizar NP de 3
nm o Mmenos y que estos sean mas homogéneos sin tanta variabilidad,
el tratamiento de 60 min es la mejor opcion. Este cambio tan
pronunciado en el diametro de los NPs con respecto al tiempo del
tratamiento nos infiere que el modelo de 2 pasos que se menciond en la
seccion 2.2 para el grabado de semiconductores también aplica para el

Ti como se propone en el esquema mostrado en la figura 19.
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Figura 19. Representacion de la interaccion entre las soluciones utilizadas y el
material en los tratamientos de oxidacidon quimica controlada.

En la figura 19 se puede apreciar como el H202 produce una capa
de oxido en la superficie del material, sobre la que actia el H3POa4
disolviendo la capa de o6xido produciendo una superficie porosa y
rugosa a la vez que libera iones y oxigeno molecular como
consecuencia de las interacciones de ambas substancias. Este modelo
de reaccion de 2 pasos forma NPs de TiO2, la capa de oxido se vuelve a
formar aproximadamente a los 30 min disminuyendo el tamafio del NP.
Sin embargo, al dejarse mas tiempo como el caso del tratamiento de
120 min, el poro aumenta su tamafio inclusive ain méas que en el
tratamiento de 30 min, generando NPs de formas irregulares y de

distintos didametros.
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No hubo diferencias significativas en la composicién quimica de
superficie entre los distintos tratamientos. Los analisis de EDS no
detectaron la presencia de O o P mas no se descarta la posibilidad de
que estén presentes en una cantidad infima estos pudieron reducir su
cantidad debido a los procesos de lavado y esterilizacion de las

muestras.

El andlisis de angulo de contacto mostré que algunas de las
muestras tratadas tienen un comportamiento ligeramente hidrofilico
como las de 30 y 120 min. Mientras que, las méas hidrofilicas fueron las
de 60 min siendo esta solo ligeramente mas hidrofilica que el control sin
tratamiento y teniendo un &ngulo de contacto de 89° que es
considerado un comportamiento hidréfilo por ser menor a 90°. Se
necesita un equilibrio apropiado de entidades de superficie hidréfilas e
hidr6fobas, porque las superficies excesivamente hidr6fobas mejoran la
afinidad celular y reducen la biocompatibilidad, pero las superficies
altamente hidrdfilas evitan las interacciones entre las células, que son
particularmente importantes en la ingenieria de tejidos, ya que
generalmente los dispositivos dentales necesitan un angulo de contacto

bajo en su superficie para tener una alta biocompatibilidad. [23, 84, 85]
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En cuanto adhesién bacteriana, la que menor adhesion tuvo
respecto al tiempo fue la superficie de tratamiento de 60 minutos. Sin
embargo, todas las superficies al final de la incubacion de 6 horas
tienen tasas de crecimiento similares ya que de acuerdo con los analisis
de varianza no hubo diferencias significativas entre las superficies como
se puede apreciar en la figura 14. Por lo que la inhibicibn se da
primordialmente en las primeras 2 horas de incubacion y se mantiene
asi hasta las 6 horas. En las micrografias por SEM del crecimiento
bacteriano del control y el tratamiento de 60 minutos, se aprecia un
decremento en la tasa de crecimiento entre un tiempo de incubacion y
otro al comparar el tratamiento de 60 min con el control se ve
claramente en la figura 15 como el control en el tiempo de incubacion
de 6 horas tiene un mayor aglomeracion de S. aureus mientras que el
tratamiento de 60 min mantiene una cantidad similar de bacterias. Este
hallazgo se puede atribuir principalmente al tamafio de NP menor a 3
nm en la cual es la diferencia mas significativa en comparacién a los
otros tratamientos, asi como la ligera hidrofobicidad que se determina
por el angulo de contacto de 89° que le da la energia de superficie
apropiada para que S. aureus no se ancle con éxito a la superficie.
También, podria ser que la posible presencia de fosfatos y grupos
fosforilo pudiesen influir ya que estos podrian interactuar con la
membrana de la bacteria o alterar ciertos procesos de sintesis de

proteinas [91 ,92].
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La adhesion de S. aureus se vio reducida hasta un 23% en
promedio con el tratamiento de 60 min con respecto al control, teniendo
una desviacion estandar casi de 1.3 por lo que se puede interpretar en
que no solo inhibe también controla la proliferacion, como se comprobé

en las micrografias de la figura 15.

Respecto a una inhibicién o reduccién micética no se aprecié una
diferencia significativa entre tratamientos; Unicamente en el de 60
minutos hubo un menor crecimiento. Sin embargo, en las micrografias
tomadas por SEM se apreci6 una diferencia de crecimiento con
respecto el control y no se observd formacion de hifas ni biofilm. Se
sabe por lo expuesto en la seccion 2.5 que los iones de vanadio pueden
afectar algunos procesos de C. albicans, esto pude explicar su falta de
crecimiento en todas las superficies usadas y que no haya diferencias

significativas entre estas.

Los cambios fisicoquimicos que se realizaron en los tratamientos
si bien poseen propiedades antimicrobianas estas no afectan la
viabilidad osteogénica de las superficies ya que no hubo diferencias
significativas en la reduccién de MTT entre los tratamientos y el control
el cual es un material con propiedades de biocompatibilidad bien

conocidas como se muestra en la figura 18.
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CAPITULO 6: CONCLUSION

Se han logrado sintetizar nanoporos de distintos diametros
dependiendo la duracion del tratamiento de oxidacion quimica
controlada. A distinto tamafio de NPs se obtuvieron distintos angulos de
contacto, que dotan de distinto grado de hidrofobicidad a las muestras
tratadas con respecto al control. El tratamiento de 60 min demostré
inhibir la adhesion de S. aureus con respecto al tiempo de incubacion, lo
cual se atribuye principalmente al tamafio de NP menor a 3 nm. En el
caso de C. albicans, si bien no hubo diferencia significativa entre los
tratamientos aplicados, se visualizd en las micrografias que no hubo
formacion de hifas ni biofilm, por lo que se puede esperar que la
inhibicion de formacién de biofilm de ambos microorganismos faciliten la
accion de antibidticos y antimicoticos, ya que se sabe que estos pueden
reducir su tasa de éxito debido a la formacion de biofilm mixtos entre
estos organismos. Cabe resaltar que los tratamientos utilizados no se le
agrego ningun post tratamiento adicional, lo cual es muy conveniente ya
gue otros postratamientos como agregar particulas o iones de plata
pueden causar genotoxicidad en células humanas. Por otra parte, los
tratamientos utilizados no afectan significativamente el crecimiento
osteoblastico ni su viabilidad metabdlica, ya que, no hubo una diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos y el control con acabado
de maquinado el cual promueve de manera completa el crecimiento y

anclaje de osteoblastos. Ademas es importante resaltar que esta
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novedosa formulacion es mas segura que los clasicos tratamientos
acidos reportados en la literatura. Incluso, sugieren potencial para
aplicarse a otro tipo de materiales metalicos y su escalamiento para la

industria que desarrolla dispositivos médicos.

6.1 Recomendaciones

Se deberian realizar mas estudios de los tratamientos con cultivos
mixtos con C. albicans y S. aureus para entender como afectan estos
tratamientos su interaccion. Ya que se sabe que en superficies de vidrio
C. albicans al interactuar con S. aureus puede aumentar hasta un 56%
la formacion de hifas [93], y asi identificar otras formulaciones de
tratamientos de superficie con otras concentraciones y compararlo con
otros tratamientos para evaluar su efectividad contra la inhibicién de

adhesioén bacteriana.
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