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RESUMEN

Introduccién

Estudios previos in vitro y utilizando laminas de titanio como superficie
modelo, han demostrado que recubrimientos con una estructura nanoporosa
ordenada y cargados con nanoparticulas de vidrio bioactivo 6 hidroxiapatita;
mejoran propiedades de oseointegracion tales como: la induccion de la
mineralizacion de hidroxiapatita, adhesion, proliferacion y actividad osteogénica de
células madres/osteoblasticas. De este modo, se espera conocer la respuesta in

vivo de estos recubrimientos y utilizando implantes dentales de uso clinico.

Objetivo

Evaluar el efecto de recubrimientos bioactivos nanoporosos en la

oseointegracion de implantes de titanio, usando un modelo animal in vivo en rata.

Materiales y métodos

1. Preparacién de soles

Se prepararon dos tipos de soluciones “sol-gel” para ser utilizados como
recubrimientos nanoestructurados de silice, uno de ellos esta cargado con
nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) y el otro con nanoparticulas de vidrio
bioactivo (nBG).

Las nanoparticulas de nHA y nBG a utilizar en este trabajo fueron sintetizadas en
una etapa anterior de este proyecto, cuyo procedimiento aparece recientemente

publicado.



2. Recubrimiento del implante y caracterizacién

Se prepararon recubrimientos nanoporosos de silice cargados con
nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) 6 de vidrio bioactivo (nBG) sobre implantes
ortodoncicos; utilizando la técnica Sol-Gel de Autoensamblaje Inducido por
Evaporacion (EISA) y un procedimiento de “dip-coating” a una velocidad
controlada de 0,3 mm/s. Los recubrimientos fueron caracterizados mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electronica de trasmision

de alta resolucion (HR-TEM) y esterilizados mediante radiacion ultravioleta.

3. Implantacién in vivo

La implantacion in vivo se llevo a cabo en 11 ejemplares de ratas de la cepa
Sprague Dawley, de acuerdo a protocolos aprobados por el comité de bioética
institucional. Se implantaron 4 implantes de titanio con recubrimiento de
nanoparticulas de hidroxiapatita, 4 implantes con recubrimiento de nanoparticulas
de vidrio bioactivo y 3 implantes control de titanio sin modificar. Finalizado el
periodo de implantacion los animales fueron eutanasiados para la extraccién de

muestras de tejido/implante.

4. Analisis histolégico de las muestras

Los tejidos obtenidos fueron procesados y analizados histologicamente
mediante microscopia éptica, identificando las zonas de tejido 6seo neoformado
usando la tincibn de azul de toluidina. La interfase hueso-implante y su
composicion también fue analizada a mayor resolucion mediante microscopia
electronica de barrido con retro-dispersion de electrones y analisis elemental
(BSE-SEM, EDX).



Resultados y discusion

Se observdé que los recubrimientos nanoestructurados promueven el
desarrollo de hueso neoformado en la periferia del implante, observandose una
mejor respuesta (mayor area de contacto hueso-implante) en el grupo de
implantes con el recubrimiento cargado con nBG con respecto a la superficie de
titanio no modificada. Ademas el grado de mineralizacion del tejido peri-implantar
fue superior en el grupo de muestras con recubrimiento, especialmente en las
muestras con recubrimiento nBG. Los resultados confirman el efecto de este tipo
de nanotopografia porosa y de las nanoparticulas de BG en modular la respuesta

osteogénica en la superficie del implante.

Conclusioén

La utilizacibn de recubrimientos de silice con nanoestructura porosa
cargados con nanoparticulas bioactivas de nHA y nBG, mejora el grado de
oseointegracion in vivo de los implantes de titanio, comparado a los implantes no

modificados.



INTRODUCCION

El reemplazo de piezas dentarias y tejido 6seo con implantes metéalicos ha
generado una revolucion en el campo de la odontologia, brindando una opcion de
tratamiento significativa y previsible para la rehabilitacion oral de pacientes
desdentados parciales y totales (Ostman, 2008), ademas de su uso en areas
como la cirugia maxilofacial, protesis maxilofacial y cirugia ortopédica (Carlsson et
al., 2006)

La implantologia moderna empezé con el trabajo de Per-Ingvar Branemark,
quien en 1969 realizaba un estudio sobre la segregacion de los vasos sanguineos
en el proceso reparativo del callo 6seo, para lo cual introdujo camaras con tornillos
de titanio, con el fin de tener una visién directa del proceso. Al realizar este
procedimiento, observd que una pieza de titanio integrada en el hueso de un
conejo era dificil de remover y estaba firmemente unido a éste (Worthington,
2003). Esto llevé a Branemark a realizar la caracterizacion de la formacion del
tejido 6seo interfacial en la superficie de implantes de titanio (Branemark et al.,
1969). Posteriormente, los implantes odontolégicos basados en los trabajos de
Branemark fueron introducidos en el afio 1971 (Branemark et al., 1977; Hobo,
1990).

Los implantes son quirdrgicamente insertados en el tejido 6seo y se
mantienen en posicion por el crecimiento intimo de hueso en su superficie,
fenbmeno al cual se refiere como oseointegracion (Branemark et al., 1969;
Branemark et al., 1977). Este término fue descrito por Branemark, como “la
conexion intima, directa, funcional y mantenida en el tiempo, entre el hueso y un

implante sometido o no, a carga”.

El éxito y la durabilidad de un tratamiento implantolégico depende
considerablemente del grado de oseointegracion en la interfase hueso implante. A
pesar del alto porcentaje de éxito mostrado en estudios longitudinales, esta opcion
terapéutica puede presentar diversas complicaciones, de diversa etiologia. El
fracaso del tratamiento implantolégico (aproximadamente de un 5% de los casos),
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es muchas veces atribuido a una deficiente formacion de tejido 6seo en la
interfase, como consecuencia de la predominante formacién de tejido fibroso.
Esta capa de tejido blando, puede acumularse en la superficie de los materiales de
los implantes dentales, generando un grado de desajuste que produce
micromovilidad y disminuye la integracion con el hueso a nivel local, causando
inflamacion, deterioro en el tejido circundante, y finalmente, la pérdida del implante
(Le Guehennec et al., 2007; Stanford CM, 2006; Tomsia AP, 2011).

Los materiales més usados y reconocidos para la fabricacion de los
implantes, son el titanio y sus aleaciones, ya que este metal es biocompatible,
posee muy buenas propiedades mecéanicas y de resistencia a la corrosion. Sin
embargo, una de las limitaciones que presenta el titanio es su baja capacidad de
generar una union intima de tipo quimica con el tejido 6seo, lo cual afecta el nivel
de oseointegracion logrado y por ende, el éxito y la duracién del implante. Durante
los primeros 10 a 20 afios de experiencia en implantologia, se aceptaba el
concepto de que los implantes de titanio puro y de superficies lisas ayudaban al
éxito de la oseointegracion. Hoy en dia es ampliamente aceptado que la
oseointegracion de los implantes de titanio depende fuertemente de la topografia
(rugosidad, porosidad) y de la composicion quimica de su superficie (Ballarre et
al., 2010; Junker et al., 2009; Le Guehennec et al., 2007).

Numerosos estudios han mostrado que la rugosidad superficial de los
implantes a una escala de micras (1 a 10 um) han resultado en un contacto hueso-
implante mejorado, pero todavia con un limitado grado de oseointegracion
(Wennerberg et al., 1998). Esto es atribuido a que la oseointegracion es un
fendbmeno determinado principalmente por procesos biolégicos que se llevan a
cabo a una escala nanométrica, como la adsorcion de proteinas, adhesion celular

y sefiales de diferenciacion celular a osteoblastos (Tomsia AP, 2011).

La nanotecnologia es un campo de las ciencias aplicadas que comprende el
estudio, disefio, creacién, sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales,
aparatos y sistemas funcionales a traveés del control de la materia a una escala

nanometrica, y la explotacion de fenOmenos y propiedades de ésta (National
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Aeronautics and Space Administration). Esta disciplina, se esta utilizando
actualmente en la odontologia, con el propésito de producir modificaciones
topograficas y/o quimicas de la superficie de los implantes dentales de titanio, las
cuales pueden interactuar de forma distinta con el tejido vivo, en comparacion a
los materiales tradicionales que se encuentran a una escala micrométrica
(Mendonca et al., 2008; Webster et al., 2000b; Zhao et al., 2006).

La respuesta de oseointegracion no sélo depende de la micro y nano
topografia de la superficie del implante, sino también de sus propiedades
quimicas. Modificaciones quimicas de la superficie del implante también pueden
inducir una mejor respuesta del tejido 6seo. La incorporacion de particulas de
materiales con conocidas caracteristicas bioactivas como la hidroxiapatita (HA) y
los vidrios bioactivos (BG) (Hench, 1991) en las superficies nanoestructuradas;
puede estimular el intercambio bioquimico entre la matriz 6sea y la superficie del
implante de titanio. Este intercambio  puede verificarse a través de la
mineralizacion de hidroxiapatita sobre la superficie del implante (Buser et al.,
2004).

Las particulas de hidroxiapatita y de vidrio bioactivo han sido utilizadas para
mejorar las propiedades de oseointegracién de los implantes de titanio, mediante
recubrimientos aplicados sobre su superficie. Mediante técnicas experimentales,
se puede conseguir la incorporacién de estas particulas bioactivas a la matriz del
recubrimiento, sin alterar sus propiedades originales (Hamadouche et al., 2001;
Zhong and Greenspan, 2000).

Se han realizado experimentos in vivo, mediante implantaciones en modelos
de rata, donde se observo que los recubrimientos de vidrio bioactivo de tamafio
micrométrico favorecen el desarrollo de nuevo tejido 6seo en la periferia del
implante. Particulas de BG y HA con tamafio nanométrico podrian presentar
mejoradas propiedades (Hong Z, 2009; K.P. Sanosh, 2009; Liu et al., 2008).
Estudios anteriores han revelado que la confeccion de biomateriales en un rango
nanometrico, produce una biocompatibilidad mejorada (Webster et al., 1999;
Webster et al., 2000b; Zhao et al., 2006). Este efecto se debe a que las particulas
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con dimensiones nanométricas poseen una mayor area superficial por igual masa
de material, lo cual aumenta considerablemente su bioactividad (Ostomel et al.,
2006).

El propdsito de este este trabajo es evaluar las propiedades de
oseointegracion de implantes odontoldgicos de titanio que fueron sometidos a un
procedimiento de modificacion de su superficie mediante recubrimientos
nanoestructurados. Trabajos previos realizados en el marco de este mismo
proyecto (Inzunza, 2012; Valenzuela et al., 2012) han demostrado que estos
recubrimientos mejoran propiedades de oseointegracion tales como: la induccion
de la mineralizacion de hidroxiapatita, adsorcion de proteinas, adhesion,
diferenciacion y actividad osteogénica de células madres/osteoblasticas. De esta
manera, en el presente trabajo se busca evaluar in vivo la respuesta de
oseointegracion de estos implantes modificados. Adicionalmente este experimento
tendria valor cientifico desde el punto de vista de la implementacion de un modelo
animal para el estudio de la oseointegracion de implantes dentales in vivo y de
poder aplicar la técnica del recubrimiento sobre la superficie de un implante
comercial (con una geometria mas compleja que en una lamina de titanio, usada

para las pruebas in vitro).

La nanotecnologia puede ofrecer nuevas oportunidades para crear
superficies modificadas de implantes de titanio que mejoren sus propiedades de
oseointegracion, disminuyendo asi las tasas de fracaso y aumentando el éxito

clinico de este tipo de tratamientos.



ASPECTOS TEORICOS

1. Oseointegracion, osteoinduccion, osteoconduccion y bioactividad

El término oseointegracion puede ser definido desde un punto de vista clinico
como “el proceso mediante el cual se logra la fijacion clinica y asintomatica de un

material rigido y aloplastico en el hueso” (Balasundaram G, 2006).

El proceso de oseointegracion se inicia por la accion osteoclastica, células
encargadas de reabsorber el tejido éseo necrotizado por la accién del fresado en
la fase quirurgica, el cual tiene como objetivo posicionar el implante en el espesor
0seo. Posteriormente, se produce la formacion de coagulos de fibrina y la
adhesién de células sanguineas y mesenquimales sobre la superficie del
biomaterial. Para que ocurra la adhesion de las células es necesaria la adsorcion
de proteinas de la matriz extracelular sobre la superficie del material. Las células
se unen mediante dominios especificos transmembrana (integrinas) a las
proteinas extracelulares (fibronectina, vitronectina) previamente adsorbidas sobre
el implante. Las células mesenquimales posicionadas, comienzan procesos de
diferenciacion a células osteoblasticas, lo cual conduce a la formacion de tejido
osteoide, y la mineralizacion posterior de este tejido (Berglundh et al., 2003;
Masuda T, 1997). La oseointegracion presenta procesos de establecimiento y de
mantenimiento del tejido éseo. Ambas etapas son dinamicas, ya que se produce
simultAneamente reabsorcion y aposicion 6sea. En la fase de establecimiento, la
reabsorcion se produce en las zonas de contacto del implante con el tejido 0seo, y
la formacion ésea en las zonas “libres de contacto”. En la etapa de mantenimiento,
la oseointegracién esta dada por una continua remodelacion y adaptacion de este

tejido a la funcion (Berglundh et al., 2003).

La oseointegracion involucra una union intima y directa entre el implante y el
tejido, sin una interfase material de por medio. Esto implica que no es un
fendmeno aislado, sino que depende de otros procesos como la osteoinduccion y

osteoconduccion. La osteoinduccién (Wilson-Hench, 1987) es la capacidad de un
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material para promover la formacion de hueso en su superficie, induciendo a
células mesenquimales o células osteoprogenitoras que se diferencien a células
osteoblasticas. La osteoconduccion consiste en que la superficie de un material
favorece la unién de osteoblastos y células osteoprogenitoras, produciendo una
estructura porosa a través de la cual pueden migrar nuevas células y se pueden
producir nuevos vasos sanguineos. Estos procesos resultan en que se forme y

crezca hueso sobre la superficie de un material (Wilson-Hench, 1987).

Si bien en la formacion de hueso estan comprometidos complejos procesos
biolégicos que involucran células y proteinas, el componente mineral principal es
conocido como hidroxiapatita (HA). De esta forma, la bioactividad de un material
de uso implantologico es comUnmente asociada a su capacidad de inducir la
formacién o mineralizacion de hidroxiapatita, o alguna fase previa como el fosfato

tricalcico, sobre su superficie, y en un ambiente fisiologico (Hench, 1991).

La velocidad y el grado de integracion del tejido 6seo a la superficie del
implante es fuertemente influenciado por las caracteristicas superficiales de éste,
las cuales engloban dos aspectos esenciales: la topografia y su composicion
quimica (Ballarre et al., 2010; Junker et al., 2009; Le Guehennec et al., 2007).

2.Implantes y su superficie

Se han realizado numerosos estudios donde se destaca la importancia de la
topografia de los implantes a una escala micrométrica. Entre ellos se encuentra un
importante reporte (Buser et al., 1991), el cual comparaba varias preparaciones de
superficies de titanio con una superficie electropulida, como control negativo, y un
recubrimiento con hidroxiapatita, como control positivo. Se observO que una
superficie aspera con topografia micrométrica, preparada mediante un chorro de
arena y un posterior grabado con acido (sandblasting/etching), incrementaba la
acumulacion de hueso. Este resultado reiteraba lo obtenido en otros estudios
anteriores en implantes de titanio (Gotfredsen et al., 1990). De esta manera,

mientras mayor sea el contacto directo entre la superficie del implante y el tejido
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(atribuido a la modificacion de la superficie), mas rapida sera la formacién de

hueso, y mejor va a ser la naturaleza mecanica de la conexion implante-hueso.

En numerosas investigaciones se ha descrito el efecto de una topografia
especifica en la adherencia de osteoblastos sobre un implante de titanio (Keller et
al., 2003; Ogawa and Nishimura, 2003; Schneider et al., 2003). Esta caracteristica
es muy importante debido a que el proceso de formacion de hueso es atribuido en

Gltima instancia a la accion de proteinas y de los osteoblastos.

La modificacion topografica de las superficies de titanio a micro-escala es
conocida y aceptada en el mercado implantolégico. Se cree que la modificacién a
este nivel resulta favorable para la formacion de hueso en la superficie del
implante, lo cual es avalado por evidencia clinica (Cochran, 1999; Shalabi et al.,
2006). Aun asi, esas superficies han sido generalmente -calificadas como
dispositivos biocompatibles con una habilidad limitada para afectar directa y
favorablemente el tejido circundante en cuanto a la formacion de hueso se refiere.
Hoy, un aspecto de creciente interés de la investigacion de implantes endo-0seos
esta centrada en seguir mejorando la adhesion de las células formadoras de
hueso en la interfase tejido-implante. Un camino para este objetivo es el uso de la
ingenieria de superficies a nivel nanométrico, para producir modificaciones
topograficas a esta escala, y asi aprovechar as posibles ventajas que se pueden

obtener sobre la adhesion de proteinas extracelulares y células osteogénicas.

3. Nanomateriales y superficie de implantes

La nanotecnologia involucra materiales con alguna dimensién o que estan
compuestos por materiales de tamafo entre 1-100 nm. La aplicacion de la
nanotecnologia a la superficie de los implantes dentales involucra una asociacion
bi-dimensional de las caracteristicas de la superficie (a través y a lo largo del plano
principal de la superficie). Estas nano-caracteristicas pueden ser dispuestas de
manera ordenada (isotrépica) y con formas definidas (hexagonal, cubicas etc.) o

de manera no-ordenada (anisotrépica) lo que a menudo depende de la técnica



11

utilizada y de la naturaleza del material. Cuando estos conceptos son aplicados a
la superficie de los implantes, se busca dotar a la superficie con una estructura de
escala nanomeétrica que genera un comportamiento fisicoquimico (unién quimica
con el hueso) o bioquimico (alteracion de la adsorcién de proteinas o adhesion de
células formadoras de hueso) de la superficie del implante. Las modificaciones a
escala nanométrica de las superficies de implantes endo-6seos pueden afectar
tanto la quimica como la topografia de la misma. Algunos investigadores
(Albrektsson, 2004), dividen las propiedades de las superficies de los implantes en
tres categorias: propiedades mecénicas, propiedades topograficas, y propiedades
fisicoquimicas. Ellos indican que estas caracteristicas estan relacionadas, y que
cambiando una de ellas, las otras también se veran afectadas. Esta importante
observacion parece ser aun mas relevante en la discusion de modificaciones de la
topografia a nivel nanométrico. La nanotopografia ha mostrado influir en la
adhesion, proliferacion, diferenciacion y adhesion especifica de las células
(Balasundaram G, 2006). Estos cambios estan relacionados con la quimica y la
estructura de la superficie y dan lugar a importantes interacciones que permiten
relaciones biomiméticas entre la superficie del material alopléstico del implante y el

tejido vivo, involucrando las categorias antes mencionadas.

Las modificaciones nanométricas de la superficie de un implante pueden
contribuir a imitar un ambiente celular que favorece el proceso de una rapida
formacién de hueso. Por ejemplo, se sugiere que la rugosidad de la superficie del

hueso es de aproximadamente 32 nm (Mendonca et al., 2008).

Por otra parte, una superficie con nanotopografia parece afectar la
interaccion celular y alterar el comportamiento celular cuando se compara con el
tamafo de la topografia de superficie convencional (micrométrico). Hay relaciones
fisicas diferentes a nivel celular entre la nano y la microtopografia de la superficie.
Los efectos especificos de la nanotopografia en el comportamiento celular han
sido demostrados utilizando un amplio rango de diferentes tipos de células (Meng
et al., 2007). Las superficies nanoestructuradas poseen propiedades Unicas que
alteran la adhesion celular directa (interaccion célula-superficie) e indirectamente

(interaccion proteina-superficie). Se cree que los cambios en la interaccion inicial
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entre la superficie y las proteinas que componen la célula controlan la adhesion de
los osteoblastos (Balasundaram G, 2006). Este es un aspecto critico en el proceso
de oseointegracion: cuando un implante entra en contacto con un ambiente
biolégico, la adsorcién de proteinas que ocurre inmediatamente, guiaré el proceso
subsecuente de adhesion y proliferacion celular. La rugosidad de la superficie a
escala nanométrica es un factor importante en la interaccion de las proteinas que
afectaran directamente la actividad celular, para controlar la formacién de tejido
0seo en la superficie del implante (Park GE, 2005). Independientemente de la
adsorciéon de proteinas en la superficie, las células tienen la habilidad de
reconocer la nanoestructura. Adicionalmente a este efecto de adhesion celular, se
ha encontrado también que las superficies nanoestructuradas pueden afectar la
proliferacion celular (Webster et al., 2000a; Zhao et al., 2006) y la diferenciacion
de las células (Webster et al., 1999). EI mecanismo de como afectan las
superficies nanoestructuradas en la modulacion de la adhesion y proliferacion de
los osteoblastos no ha sido completamente dilucidado, Sin embargo un trabajo
reciente derivado de este proyecto (Inzunza, 2012), demuestra que recubrimientos
de silice con una nanoestructura porosa de aproximadamente 4 nm, mejora
considerablemente las propiedades in vitro de oseointegracion; tales como
mineralizacion de hidroxiapatita, adhesién de osteoblastos, adsorcion de proteinas
y diferenciacion con actividad de osteogénica de células madres. Estos resultados
se atribuyen a la alta area superficial del recubrimiento nanoporoso, que favorece
la adsorciébn de proteinas y consecuentemente la adhesion y diferenciacion

osteogénica de las células.

4. Modificaciones en la superficie del implante de titanio

Actualmente son wusadas muchas técnicas y vias para producir
modificaciones nanométricas en superficies de implantes de titanio (Mendonca et
al.,, 2008). Una de éstas involucra el método fisico de compactacion de
nanoparticulas de oxidos de titanio, que llevan a superficies con granulometria

nanometrica (Webster and Ejiofor, 2004). Una ventaja de este método es que
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conserva la quimica de la superficie entre diferentes tipos de topografia. Un
segundo método es el tratamiento quimico de superficies del material al
exponerlas a reactivos tales como acidos o alcalis (Zhou et al., 2007), y asi crear
una topografia nanométrica. Dicho método es muy popular actualmente en el
campo de los implantes dentales. También se usan tratamientos quimicos con
peréxido de hidrogeno (Nanci et al., 1998) o con acido fluorhidrico (Cooper et al.,
2006) para crear nanoestructuras discretas, y asi, mejorar el proceso de
mineralizacion en la superficie del implante. Otra ruta para crear estructuras
nanométricas en una superficie de titanio es la aplicacion de métodos Opticos
(litografia), los cuales se basan en el uso de una longitud de onda de dimensiones
especificas para lograr una modificacion a escala apropiada (Zhou et al., 2007).
Sin embargo, estos enfoques requieren métodos intensivos de preparacion y
requieren un desarrollo mayor antes de ser trasladados al area clinica. El uso de
laseres para promover una topografia en la superficie del titanio brinda solo
modificaciones a nivel micrométrico, no alcanzando la escala nanométrica (Ricci
JL, 2000).

Todas estas técnicas son en general complejas y requieren de un alto nivel
de inversion en cuanto a energia, equipos y/o tiempo. Por otro lado, un camino
para crear modificaciones en la superficie de materiales para implantes consiste
en recubrirlos con peliculas. Un tipo de recubrimiento estudiado para este tipo de
implantes es el recubrimiento con un spray de plasma de hidroxiapatita
(Diefenbeck et al., 2011), sin embargo, a pesar de la bioactividad vy
biocompatibilidad de la hidroxiapatita, esta posee una baja adherencia a la
superficie metalica, ademas, este tipo de recubrimientos no provee de una
estructura definida y homogénea a la superficie. Por otro lado, existen los
recubrimientos de silice, que han demostrado ser capaces de prevenir la corrosion
en aleaciones de titanio (Ti-6Al-4V) y acero inoxidable (316L) en un medio
fisiolégico (Gallardo J, 2001; Galliano P, 1998). La silice también se conoce por
ser un catalizador natural para la formacion de hidroxiapatita, mostrando
bioactividad en estudios in vitro (Galliano P, 1998; Parkhill RL, 2001) y en estudios
in vivo (Ballarre et al., 2010; Duran A, 2004). En todos estos estudios, los
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recubrimientos de silice han sido preparados usando el método tradicional sol-gel
para la elaboracion de peliculas ya que es un método adecuado para lograr
peliculas protectoras y biocompatibles sobre superficies de implantes metélicos
(Ballarre et al., 2010; Duran A, 2004; Filiaggi et al., 1996). Mediante este proceso
se obtiene un gel o una mezcla de sol/gel (dependiendo de las condiciones de
preparacion), el cual puede ser utilizado para recubrir la superficie del material de

titanio, lograndose peliculas con un alto control de su nanoestructura.

5. Método Sol-Gel

Se denomina coloide a una suspension en la cual la fase dispersa es tan
pequefia (entre 1-1000 nm) que las fuerzas de gravedad son nulas y las
interacciones estan dominadas por fuerzas de corto alcance, tales como, las
fuerzas de Van Der Waals, y cargas superficiales. Un sol es una suspension
coloidal de particulas sélidas en un liquido. Un gel es una substancia que contiene
un esqueleto sélido y continuo encerrando un liquido o fase liquida continua. La
continuidad de la estructura sélida provee de elasticidad al gel (Brinker CJ, 1990).
Existen diversos tipos de sistemas de geles: los geles poliméricos (que forman
enlaces permanentes), los geles gelatinosos (formados por cadenas enredadas) y
los geles particulados (establecidos por enlaces reversibles, este tipo de geles a

menudo puede ser redispersado mediante la agitacion).

El proceso sol-gel, como lo dice su nombre, envuelve la evolucion de redes
inorganicas a través de la formacién de una suspension coloidal (sol) y la gelacion
del sol para formar una red en una fase continla de liquido (gel). Hoy en dia
gracias a los avances de la nanotecnologia es posible preparar mediante esta
técnica materiales de caracteristicas especificas para determinados usos y que

poseen dimensiones nanométricas.

A través del proceso sol-gel , materiales 6xidos inorganicos y homogéneos
con distintas propiedades o6pticas, de dureza, transparencia, durabilidad quimica,

porosidad adaptable y resistencia térmica pueden producirse a temperatura
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ambiente, esto de manera opuesta a las altas temperaturas utilizadas en el
proceso de fundido tradicional para obtener vidrios inorganicos. Los usos
especificos de estos vidrios y ceramicos obtenidos via sol-gel derivan de varias
formas de materiales generadas en el estado gel, por ejemplo: monolitos,
peliculas, fibras y polvos (Fig. 1). (Brinker CJ, 1990).

Coloidales Recubrimientos
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Figura 1. Proceso Sol-gel y sus productos.

Los precursores quimicos necesarios para la sintesis de los coloides
consisten en un elemento metédlico o metaloide rodeado de varios ligandos
reactivos. Los metal-alcoxidos son los precursores mas comunes debido a que
reaccionan rapidamente con el agua. Los alcoxidos mas usados para esto son los
alcoxisilanos, y dentro de estos, los dos mas usados son el tetraetilortosilicato
(TEOS, Si(OC3Hs)4) y el tetrametoxisilano (TMOS, Si(OCHa3),) (Fig. 2).
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Figura 2. Precursores comunes de silice en método sol-gel.

Generalmente se usan dos reacciones para describir el proceso sol gel, que

corresponden a hidrdlisis y condensaciéon con la formacion de agua o alcohol
(Fig. 3).

I Hidrdlisis I
—Si—OR + H;0 ¢ > —Si—OH + ROH

Condensaciony
I I formacién de agua I I

—Si—OH + —Si—O0OH (_a —Si—0 —=Si— + H,0

Condensaciony
I I formacion de alcohol I I

—Si—OH + —Si—OR «— 2> —Si—0—Si— + ROH

Figura 3: Reacciones reversibles de hidroélisis y condensacion de silicatos en el

proceso Sol-Gel.
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En general, la reaccion de hidrélisis a través de la adicion de agua, remplaza
los grupos alcoxido (OR) por grupos hidroxilos. La subsecuente reaccion de
condensacion involucran la formacion de grupos silanoles Si(OH); que
posteriormente producen Si-O-Si (enlaces siloxanos) y la consecuente generacion
de agua o alcohol como en una clasica reaccidon de condensacion. Este tipo de
reaccion puede continuar, y asi, construir largas cadenas de silice en un proceso
de polimerizacion, en el cual el monémero o especie primaria a partir de la cual se

construyen las cadenas es el grupo silanol Si(OH),.

Adicionalmente, ya que el agua y los alcoxidos son inmiscibles, se utiliza un
solvente mutuo, como el etanol (Rodriguez Reyes, 2008). Con la presencia de
este agente homogeneizador, se facilita la hidrélisis debido a la miscibilidad del
alcéxido en agua. A medida que el nimero de enlaces de siloxano aumentan, las
moléculas individuales van interactuando, uniéndose y agregandose en forma
conjunta al sol. Cuando las particulas se agregan, o se unen en una red, se forma
el gel. Después del secado las especies volatiles atrapadas (agua, etanol) son
retiradas y la red se contrae mientras algunas condensaciones pueden seguir
ocurriendo. Las caracteristicas y propiedades de una red sol-gel inorganica en
particular estan relacionados con un numero de factores que afectan el grado de
hidrolisis y las reacciones de condensacion, tales como, pH, temperatura, tiempo
de reaccion, concentracion de los quimicos participantes y tiempo de
envejecimiento (Rodriguez Reyes, 2008).

Por otra parte, el proceso sol-gel puede combinarse con la quimica
supramolecular de los surfactantes, resultando en una nueva generacion de

materiales con nanoporosos altamente ordenados.

6. Autoensamblaje: El método EISA

Los surfactantes son moléculas que contienen una parte apolar que consta
de una larga cadena hidrocarbonada, y otra polar, que consta de una parte o

“cabeza” polar soluble en agua. Estas moléculas a una concentracién determinada
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se retnen y forman conglomerados llamados micelas (Fig. 4), la cual varia en su

forma segun el tipo de surfactante que se utilice.

Figura 4. Estructura micelar.

La formacion de las micelas es fundamental para las aplicaciones en las que
se combina el proceso sol-gel con la quimica de surfactantes, debido a que la
estructura micelar es la que da forma y define los poros de la estructura. Esto se

debe a la organizacién espontanea o auto-ensamblaje de las micelas.

Una definicion general de autoensamblaje es la organizacién espontanea
de un material a través de interacciones no covalentes (puentes de hidrégeno,
fuerzas de van der Waals, fuerzas electroestaticas) sin intervencién externa.
Cuando se produce el autoensamblaje de surfactantes en una soluciéon acuosa de
especies de silice, se produce un co-ensamblaje espontaneo de mesofases de
silice-surfactante. Al remover el surfactante, aparecen nanoporos solidos
periddicos en la estructura de silice, los cuales dependiendo del surfactante y las
condiciones varian entre 1-10 nm de didmetro de poro. Esta habilidad de crear
materia organizada a nivel micro, meso y nano ha significado en gran avance
tecnolégico (Bagshaw, 1995; Kresge, 1992). Estos novedosos materiales
presentan un alto grado de versatilidad en términos de estructura, textura y
funcionalidad (Soler-lllia, 2006). Aunque estos meétodos permiten la preparacion de
una amplia variedad de materiales cerdmicos modelados, los productos
resultantes son polvos mal definidos, impidiendo su uso en la tecnologia de
peliculas finas. Sin embargo, la introduccién del proceso de autoensamblaje
inducido por evaporacion (Evaporation-Induced Self- Assembly, EISA)

(Brinker CJ, 1990; Yunfeng, 1997), brindo la posibilidad de una rapida produccién
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de estructuras porosas sobre un material o, si se desea, materiales
nanocompositos en forma de peliculas. Para realizar este método, se debe tener
una solucién homogénea de silice soluble y surfactante preparada en solvente de
etanol/agua, con concentraciones definidas de cada sustancia. Durante el proceso
de recubrimiento por inmersion de las superficies (dip coating) y el proceso de
recubrimiento por deslizamiento (slip coating) la evaporacion preferencial del
etanol concentra sobre la superficie del material el deposito de la pelicula, el
surfactante no volatil y las especies de silice en agua. El progresivo aumento de la
concentracion del surfactante genera el auto-ensamblaje de la micela de silice-
surfactante y su posterior organizacion en una mesofase cristalina (Fig. 5). El
resultado es la rapida formacién de una pelicula fina y continua en una mesofase
que estd orientada con respecto a la superficie del sustrato. Un subsecuente
envejecimiento y tratamiento térmico, solidifican el esqueleto de silice y asi

consolidan la meso estructura.

z%aé % %? zz:éa%é&%% sio,
Si(OH 2 rasans
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Figura 5: Esquema del proceso de auto-ensamblaje inducido por evaporacion

(EISA) para la formacion de una pelicula nanoporosa ordenada.

Los recubrimientos de silice preparados a través del método sol-gel hacen
posible la incorporacion de nanoparticulas de materiales bioactivos dentro de la
matriz de la pelicula, permitiendo el control del contenido y el grado de dispersion,
sin alterar las propiedades originales tanto del recubrimiento como de las

nanoparticulas.
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7. Quimicay superficie

La oseointegracion no solo depende de la topografia micro o nano de la
superficie de un implante, sino que también, de sus propiedades quimicas. Las
modificaciones quimicas de la superficie del implante pueden inducir significativas
respuestas 6seas. Al impregnar o recubrir la superficie con elementos inorganicos
(fosfato o calcio) se puede estimular la interconexion bioquimica entre la matriz del
hueso y la superficie del implante de titanio a través de hueso mineral o de
proteinas sobre la superficie, y quizas, a través de la estimulacion celular directa
(Abron et al., 2001; Buser et al., 2004)

Existen materiales ceramicos bioactivos como la hidroxiapatita (HA) sintética
(Ca10(PO4)s(OH),) y bio-vidrios o vidrios bioactivos (Bioglass, BG), que debido a
su composicién y propiedades pueden ser utilizados para estimular quimicamente
la formacion de tejido 6seo. Por un lado, la hidroxiapatita posee una excelente
biocompatibilidad, posiblemente, por su similitud con el material inorganico del
hueso (hidroxiapatita “natural”). Por otra parte, el vidrio bioactivo ha demostrado
recientemente tener caracteristicas osteoinductivas y osteoconductivas (Xynos et
al., 2000; 2001), ademas de su bien conocida capacidad de inducir la formacion
de hidroxiapatita en su superficie dentro de un medio fisiologico, lo que los ha
convertido en materiales incluso mas promisorios que la hidroxiapatita sintética en

cuanto a su uso en aplicaciones biomédicas.

El vidrio bioactivo esta compuesto principalmente de silice (SiO,) con iones
de calcio (Ca®") y fosfato (PO4>) en su estructura, y otros elementos en menores
proporciones (Na*, K*) especificas. La explicacion de la bioactividad del BG no
estda completamente elucidada, pero su descubridor, Larry Hench, propuso un
mecanismo para explicar, el cual es generalmente aceptado. Este mecanismo se
basa en la disolucién controlada del material, el cual provoca la liberacién
selectiva de calcio y silicio al medio (Hench, 1991). Ademas, compuestos como el
fosfato generan un aumento en la deposicién de apatita en la superficie del vidrio
bioactivo, ademas de incrementar la habilidad de interconexion con el hueso

(Hamadouche et al.,, 2001). Por otro lado, es conocido que el BG presenta
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superior bioactividad que la HA. Desde su descubrimiento, el BG ha sido aplicado
como material para el relleno y reparacion o6sea, debido a su mejorada
biocompatibilidad, osteoconductividad y osteoinductividad. EI BG es
osteoestimulativo debido a su habilidad para estimular la produccion de factores
de crecimiento (Valerio et al., 2005). El BG también afecta la diferenciacion de
células mesenquimales en células productoras de tejido 6seo (osteoblastos), y
mejora la osteogénesis mediante un control indirecto de genes que regulan el

ciclo celular hacia un fenotipo maduro de osteoblastos (Hench, 2009).

Las criticas a los vidrios ceramicos de tamafo de particula micrométrico,
apuntan a su proceso de fabricacion, en las cuales se utilizan altas temperaturas
para su sintesis (1400°C), estrecho rango de composicién en el cual poseen
bioactividad y limitadas caracteristicas texturales (Jones et al., 2001; Jones et al.,
2006). Sin embargo el proceso sol-gel ha logrado perfeccionar el procedimiento

de obtencidn, el tamafio y la calidad de estos materiales bioactivos.

8. Nanoparticulas bioactivas y oseointegracion

Ademas de las peliculas nanoporosas, el proceso sol-gel permite la
elaboracion de particulas de tamafio nanométrico, sintetizadas a temperatura
ambiente y con propiedades bioactivas en rangos mucho mas amplios. Las
nanoparticulas de BG (nBG) o nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA), poseen
mejores propiedades de bioactividad que sus similes de tamafio micrométrico,
debido a la mayor superficie especifica que poseen los materiales de dimensiones
nanométricas. La alta razén de aspecto (relacién area/volumen) de estos
materiales, permite que exista una mayor area por unidad de volumen
interactuando con el medio. Debido a esto, se presentan como una promisoria
alternativa para la elaboracién de recubrimientos que mejoren la oseointegracion

de los implantes dentales.

En primera instancia la bioactividad de los nano-vidrios ceramicos se debe,

como ya se menciond, a la solubilidad del vidrio, que a su vez permite el
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intercambio idnico, entre la superficie del vidrio bioactivo y el medio fisioldgico.
Luego se forma una capa de carbonato-hidroxiapatita (HCA) deficiente en calcio,
que posteriormente interactia con el organismo para formar la unién entre el
material y el tejido circundante. Aun asi, la manera en que interactiia esta capa y
el tejido biolégico es un proceso que aun no se determina con claridad. Sin
embargo se acepta que sucede a través de procesos como la adsorcion de
proteinas, la incorporacion de fibras de colageno desde el huésped, la fijacion de
células progenitoras de hueso, diferenciacion celular y la formacién de una matriz
extra celular y su posterior mineralizacién (Zhong and Greenspan, 2000). Cabe
decir que todos los procesos anteriores ocurren debido a interacciones ocurridas

a nanoescala.

La nanoestructura determina el grado de disolucion de los iones, los cuales
son liberados para estimular la formacién de hueso nuevo. La estructura a
nanoescala, por lo tanto, afecta directamente el grado de reabsorcion Gsea y las
propiedades osteogénicas, a través de la liberacidon selectiva de iones de calcio y
silicio, los cuales son esenciales para estimular la actividad de los osteoblastos
(Xynos et al., 2001). Cuando se comparan vidrios bioactivos nanométricos y
micrométricos, se observa que los primeros presentan diferencias mas alla del
tamafio de la particula, también se diferencian en su estructura y composicion
quimica (Zhong and Greenspan, 2000). La consecuencia de esto es que los
vidrios bioactivos de tamafio nanométrico exhiben mayores grados de formacién
de apatita, muestran una mejor homogeneidad y pureza y poseen excelentes
propiedades de degradacion-reabsorcion que sus similes de tamafio micrométrico
(Hamadouche et al., 2001).

Asi como el BG la HA también puede ser preparada con un tamafio de
particula nanométrico. Esto ha sido reportado de forma relativamente reciente
(K.P. Sanosh, 2009). El tamafio nanométrico en la HA no solo aumenta el area
especifica y razén de aspecto del material, si no que ademas, se asemeja mucho
mas al material del diente humano, compuesto por nanocristales de HA y
colageno (Fratzl P, 2004).
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En un estudio reciente paralelo a este proyecto (Valenzuela et al., 2012) se
demostré que las nanoparticulas de HA y BG aceleran considerablemente el
proceso de formacion de hidroxiapatita en suero fisioldgico simulado (SBF),
presentando el BG una mayor bioactividad. En otro trabajo (Valenzuela, 2012)
estas particulas fueron incorporadas en recubrimientos de silice nanoporosa
sobre superficies de titanio. Se observdO que las modificaciones quimicas
atribuidas a la incorporacidon de nanoparticulas bioactivas y modificaciones
texturales debidas al recubrimiento nanoporoso y ordenado en la superficie de
una aleacion de titanio, incrementan la bioactividad, adsorcién de proteinas y la
actividad celular. Esto recubrimientos podrian ser una alternativa para mejorar las
propiedades de oseointegracion de los implantes dentales, aumentando el éxito

clinico de este tipo de tratamientos.



24

HIPOTESIS

El recubrimiento de una superficie de un implante de titanio con una pelicula
de silice compuesta de una nanoestructura altamente ordenada y cargada con

particulas bioactivas, mejora el grado de oseointegracion in vivo del material.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vivo el efecto de los recubrimientos bioactivos nanoporosos en la

oseointegracion de implantes de titanio, usando un modelo animal en rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar recubrimientos nanoporosos ordenados cargados con particulas

bioactivas sobre superficies de implantes de titanio mediante técnica EISA/sol-gel.

2. Caracterizar la nanoestructura de los recubrimientos formados sobre las

superficies de los implantes.

3. Realizar la implantacion quirdrgica exitosa de los implantes en los modelos

de rata.

4. Observar histolégicamente el grado de oseointegracion logrado con los

implantes en el hueso circundante.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacion se describen los materiales y métodos empleados para la

realizacion de este estudio experimental in vivo.

1. MATERIALES

1.1 Preparacién de recubrimientos y aplicacion sobre implantes

e Micro-implantes ortodoncicos de aleacion de titanio (ASTM F136, Ti6Al4V)
1,5x7 mm (Biomaterials Korea ®)

e Tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OCzHs)4) (Aldrich ®)

e Etanol 95% técnico (Sudelab ®)

e Acido clorhidrico (HCL) P.A 37% p/p (Merck ®)

e Copolimero anfifilico de bloque, Pluronic 123 P.A
(HO(CH2CH20)20(CH2CH(CH3)0)76(CH2CH20)20H) (Aldrich ®)

e Nanoparticulas de nBG sintetizadas (Valenzuela et al., 2012)

e Nanoparticulas de nHA sintetizadas (Valenzuela et al., 2012)

1.2 Implantacién experimental in vivo y eutanasia

e Lidocaina topica 2% (Xylocaina gel topico, Astra Zeneca ®)

¢ Ketamina 100 mg solucién inyectable (Ketostop, Dragpharma ®)

e Xilacina 100 mg solucion inyectable (Xila-10, Dragpharma ®)

e Ketoprofeno 100 mg solucion inyectable (Ket-10, Dragpharma ®)
e Povidona Yodada 10% (Difexon, Bago ®)

e Jeringa hipodérmicaly 5 ml

e Fresa quirdrgica para colocaciéon de implantes (diametro 1,2 mm)

e Llave de torque manual modelo SDH1, SDB12 (Biomaterials Korea ®)
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1.3 Procesamiento de tejidos para histologia

Etanol (EtOH) 70%, 95%, 100% (Sudelab ®)

Acetona 100% (Aldrich ®)

Metil-metacrilato (monémero) (MMA, CsHgO>) (Aldrich ®)
Perdxido de Benzoilo (activador) ( (CsHsCO)20,) (Aldrich ®)

Tincién azul de toluidina (Aldrich ®)

1.4 Materiales de laboratorio

Pinzas, espatulas

Frascos de vidrio con tapa 50, 100 ml
Micropipetas 10, 100 y 1000 pl
Portaobjetos

Viales de vidrio 20 ml

1.5 Equipos y maguinas utilizadas

Balanza analitica (Radwag®)

Motor quirargico de baja velocidad 210W, 200-40000 RPM (NSK®)

Motor de baja velocidad 12V 2 RPM, con modulador de velocidad
Microscopio 6ptico Axioskop (Zeiss ®)

Microscopio electrénico de barrido (SEM) (Zeiss ®)

Microscopio electronico de transmision de alta resolucion (HR-TEM) (FEI ®)
Microscopio electrénico de barrido con retrodispersion de electrones (BSE-
SEM) y microanalisis EDX (Jeol® 6360 LV)

Estufa 220° C Mermmetrt ® X-200

Cortadora de precision Isomet ® 1000 equipado con hoja diamantada
Buehler ® 4” x 0,012” (100 x 0,3 mm)

Bafio termoregulado con agitacién Labtech ®

Sonificador 750 W Labtech ®

Mufla programable (1200° C) Labtech ®
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2. METODOS Y TECNICAS EXPERIMENTALES

2.1.1 Preparacion de soles

Se prepararon dos tipos de soluciones “sol-gel” para ser utilizadas como
recubrimientos nanoestructurados de silice, uno de ellos cargado con
nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) y el otro con nanoparticulas de vidrio
bioactivo (nBG).

Las nanoparticulas de nHA y nBG a utilizar en este trabajo fueron sintetizadas
en una etapa anterior de este proyecto, cuyo procedimiento aparece
recientemente publicado (Valenzuela et al., 2012)

La secuencia de preparacion de los soles es la siguiente (Fig. 6):

a) Sobre una mezcla de 10 ml de etanol 95% y 0.5 ml HCI 0,5 M en agitacion
magnética, se agregaron 4 ml de TEOS y se mantuvieron de esta forma por 20
minutos a pH 2. Con esto se logré la hidrolisis del TEOS y se obtuvo el sol

transparente.

b) Sobre 20 ml de etanol 95% se dispersé una cantidad adecuada de nBG o nHA
en un sonicador por 20 minutos. Para obtener la cantidad de nanoparticulas a
utilizar se realizé una ecuacién que se explica posteriormente. Luego, se le aplicé
agitacion magnética por 5 minutos, proceso que se realizd 2 veces para lograr una

suspension homogénea y sin aglomeraciones de particulas.

c) Se disolvio 2 g del surfactante (Pluronic 123) en 10 ml de etanol 95% con

continua agitacion magnética y se mantuvo de esta forma por 20 minutos.

d) Posteriormente, se vertid la suspension de nanoparticulas sobre el TEOS
hidrolizado en agitacidén constante, y se dejé por 20 minutos para homogeneizar.
Luego, se agregd la solucion de surfactante. finalmente, el sol cargado con

nanoparticulas se dej6é en agitacion durante 3 horas.
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vl EtOH+NP
Sintesis sol p—=——x b -
nanoporoso @ @
Surfactante Precursor de silice Sol de silice
poroso templado cargado con nanoporoso
(P123 + EtOH) nanoparticulas cargado con
(TEOS+HCL+EtOH+NP) nanoparticulas

Figura 6: Esquema de sintesis sol nanoporoso cargado con nanoparticulas

2.1.2 Calculo del dopaje de nanoparticulas

El porcentaje de dopaje de nanoparticulas en los soles esta definido respecto
a la masa de silice que se obtuvo a partir de la evaporacion de 5 ml de sol, la cual
fue de 0,0227 g.

Asi, la cantidad de gramos de silice presentes en 20 ml de sol viene dada por

la siguiente expresion:

X = 0,0227gx 40 ml
N 5ml

, donde X= 0,18 g de silice para 40 ml de sol, debido a

esto, se puede expresar la cantidad de nanoparticulas requeridas para los

porcentajes deseados:

% requerido de NP x 0,18
100

masa de nanoparticulas =

Se escogié un porcentaje de nanoparticulas de un 10%, debido a que un
trabajo anterior (Valenzuela, 2012) observé que con este porcentaje se puede
sintetizar un recubrimiento que combina la presencia de nanoparticulas con una
nanoestructura ordenada, sin alteraciones. Ademas este porcentaje fue el utilizado

para evaluar la bioactividad in vitro del recubrimiento. Por lo tanto para preparar 40
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ml del sol dopado al 10 % se emplearon 0,02 g de nanoparticulas, tanto de nHA

como de nBG.
2.2 Recubrimiento del implante

Los recubrimientos nanoestructurados de silice cargados con nHA y nBG
fueron depositados sobre microimplantes ortoddncicos de 1.5 mm de didametro por
7 mm de longitud (Korea Biomaterials Inc.), utilizando la técnica Sol-Gel de
Autoensamblaje Inducido por Evaporacion (EISA) (C. J. Brinker, 1999; Y. Lu,
1997). Usando un procedimiento “dip-coating” (Fig. 7). Este procedimiento fue
descrito para soles de silice pura, pero fue adaptado en este trabajo para soles de
silice con nanoparticulas bioactivas. El sol fue vertido en el interior de una placa
Petri y colocado sobre un soporte de altura variable (“Jiffy Jack”). Los implantes
fueron sumergidos verticalmente en los soles a una velocidad controlada de 0,3
mm/s, mantenidos en el sol durante 1 minuto y luego removidos a una velocidad
controlada de 0,3 mm/s utilizando un motor de baja velocidad disefiado para este
propésito (Fig. 8). Los implantes con el recubrimiento en su superficie, fueron
envejecidos por 24 horas a 35°C en una estufa y luego calcinados a 450°C por 4
horas, utilizando una velocidad de calentamiento de 0.5°C por minuto. De esta
forma se obtuvo implantes con un recubrimiento poroso de silice cargado con
nanoparticulas bioactivas. Finalmente, los implantes fueron esterilizados durante
una hora mediante radiacién ultravioleta (UV) y luego almacenados en envases

estériles para evitar su contaminacion.

Motor de
velocidad

controlada

V=0,3mm/fs

Auto-ensamblaje

de nanoporos
ordenados

%iim;tt;y
E> 24 ha 35°C, luego

calcinacion a 450°C por

4 horas (0,5°C/min}

/ Superficie de nanoporos o
ordenadas y cargado con 4
Implante nanaparticulas en la <:|
superficie del implante. '

Figura 7: Proceso de recubrimiento EISA



Figura 8: (A) Maquina con motor de velocidad controlada, (B) implante

posicionado de forma vertical, (C) Procedimiento dip-coating.

2.3 Caracterizaciéon del implante y los recubrimientos

Los implantes de titanio sin modificar asi como aquellos modificados con los
recubrimientos dopados con nHA y nBG fueron observados por microscopia
electrénica de barrido (SEM), con el propdésito de determinar la continuidad del
recubrimiento y su nivel de fractura. Para esto, las muestras se metalizaron con
una mezcla de oro/platino, y luego, fueron puestas sobre el porta muestras del

microscopio SEM para su observacion.

También se realiz6 la caracterizacibon de la nanoestructura de los
recubrimientos mediante microscopia electrénica de transmisién de alta resolucion

(HR-TEM), para verificar la presencia de la estructura nanoporosa.

2.4 Implantacion experimental

La oseointegracion in vivo se evalué utilizando un modelo animal en rata. Se
utilizaron en total 11 ratas (cepa Sprague Dawley), fijando 1 implante en cada rata.
La cantidad de ratas y la distribucion de los implantes usados en ellas se muestra
en la Tabla 1. El sitio de implantacion escogido fue la metéfisis proximal de la tibia,
tal como ha sido utilizada en experiencias anteriores (Diefenbeck et al., 2011;
Vandamme et al., 2011).
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TIPO DE IMPLANTE TIEMPO DE IMPLANTACION | N° DE RATAS
3 semanas 1
Implante sin modificar (Ti)

6 semanas 2
3 semanas 2

Implante con recubrimiento nHA
6 semanas 2
3 semanas 2

Implante con recubrimiento nBG
6 semanas 2
TOTAL 11

Tabla 1: Cantidad de ratas utilizadas y distribucion de implantes en ellas.

La induccion de la anestesia y su mantencion se realizé con ketamina (100 mg/Kg)
mas xilacina (13 mg/Kg) administrada por via intraperitoneal y lidocaina de uso
tépico (4%), previo a la incision de la piel. Para la insercion de los implantes se
utilizé una modificacién de la técnica Flapless (Bayounis et al., 2011; Jeong et al.,
2007; Jeong SM, 2012). La técnica de implantacién consistio en realizar la
perforacion con una fresa quirargica de 1,2 mm de diametro en el sitio elegido de
forma directa, previo afeitado y desinfeccidén de la zona, abarcando en un tiempo
operatorio la introduccién de la fresa en el tejido blando (piel y tejido subcutaneo) y
tejido duro (hueso). El sitio de implantacion fue irrigado con suero fisiologico
durante la perforacién, para propositos de limpieza y refrigeracion. Luego
mediante torque manual se introdujo el implante en el hueso (Fig. 9). Finalmente
la herida fue cerrada y aislada con un apésito, para evitar que el animal se muerda
la zona intervenida. Este método evita la realizacion de incisiones y colgajos mas
invasivos, disminuyendo el tiempo operatorio y mejorando el estado post-

operatorio. Terminada la cirugia, se verifico la posicion de los implantes en el
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hueso mediante rayos X. La analgesia postquirdrgica fue administrada mediante
una inyeccion intramuscular de ketoprofeno (9 mg/Kg) hasta el segundo dia post-
implantacion. Todo el procedimiento fue realizado en un pabellon con las
condiciones necesarias para la realizacion de la cirugia y estuvo regido de
acuerdo a protocolos aprobados por el comité de bioética institucional de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, correspondiente a los cuidados

antes, durante y después del procedimiento quirargico (Anexo 1).

\"

-

Figura 9: Procedimiento de implantacion flapless: (A) Perforacion del tejido.

(B) Introduccién del implante. (C) Radiografia mostrando el implante posicionado.

El periodo de espera para la consolidacion de los implantes fue de 3
semanas para el primer grupo y de 6 semanas para el segundo grupo. Durante
este periodo los animales fueron controlados en peso, actividad y estado de animo
en el bioterio del Laboratorio de Terapia Celular de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Terminado este periodo, los animales fueron eutanasiados,
para la extraccion de las muestras de tejido 6seo/implante. En este procedimiento
se administré via intraperitoneal una dosis letal de anestesia (ketamina 300 mg/Kg

mas xilacina 13 mg/Kg).
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2.5 Procesamiento de las muestras

Para el tratamiento de las muestras se utilizO un protocolo de inclusion de
muestras 6seas no descalcificadas en metil-metacrilato (MMA) (Peris J. L, 1993).
Las muestras obtenidas fueron limpiadas del tejido blando adyacente, para
obtener piezas de tejido 0seo y del implante fijado a él. Los tejidos obtenidos
fueron fijados con formalina tamponada (10%) durante 48 horas, y deshidratados
mediante concentraciones crecientes de alcohol (70%, 95%, 100%), manteniendo
las muestras durante 1 hora en cada solucién. Las muestras fueron luego secadas
al ambiente durante ~10 minutos, para posteriormente realizar la infiltracion de las
muestras con mezclas de acetona y MMA, donde la proporcion de acetona fue
decreciendo (proporciones en volumen acetona/MMA de 1.2, 1.5 1:10
respectivamente, por una hora cada uno) hasta llegar a una solucién pura de
MMA. Se esperd la polimerizacion hasta la formacién de bloques plasticos
transparentes de 1 cm de diametro, que contenian las muestras hueso implante
orientadas de manera que se consiguieran cortes transversales del implante y el

hueso circundante (Fig. 10).

Para el corte de los bloques en varias secciones, se utilizd6 una cortadora de
precision, equipada con una hoja diamantada de baja velocidad, refrigerada con
agua. El grosor de los cortes fue de 500 um. las muestras seccionadas pasaron
por un bafio de H,O A 60°-70° y luego fueron depositadas directamente sobre el

porta-objetos.

Finalmente se seleccionaron muestras para microscopia Optica, las cuales
fueron tratadas con la tincion de azul de toluidina, esta tincion permite la
diferenciacion de tejido blando/fibroso, tejido osteoide y hueso maduro. Otro grupo
de muestras fue seleccionada y observada mediante microscopia de barrido con
retrodispersion de electrones (BSE-SEM) en conjunto con un analisis elemental

mediante energia dispersiva de rayos X (EDX)



34

Figura 10: Tratamiento de tejidos: (A) Remocion de tejidos blandos. (B) Fijacion.
(C) Bloques de MMA con las muestras de tejido inmersas. (D) Corte transversal de

las muestras.

2.6 Andlisis histoldgico de las muestras

Los cortes de tejido 6seo/implante fueron analizados histologicamente
mediante microscopia optica, identificando las zonas de tejido 6seo neoformado.
La interfase hueso-implante fue analizada a mayor resolucion mediante
microscopia de barrido con retrodispersion de electrones (BSE-SEM) en conjunto
con un analisis elemental mediante energia dispersiva de rayos-X (EDX). La
microscopia BSE-SEM permite observar las muestras contrastando las zonas con
mayor tejido mineralizado con las de menor contenido de hueso maduro. El
analisis EDX indica la proporcién y el porcentaje en peso de cada elemento

guimico presente en la interfase hueso/implante.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion superficial de los implantes

Mediante microscopia electronica de barrido (SEM), se obtuvo imagenes a
diferentes escalas de los micro implantes, tanto de los modificados
superficialmente con los recubrimientos, como de los implantes sin modificar, a

modo de control.

Figura 11: Imagenes SEM de la superficie del implante de titanio sin modificar (Ti).
Magnificacion: 50X (A), 500X (B), 1000X (C), 2000X (D).



36

En la Figura 11, se observa la topografia del implante de titanio sin modificar
(Ti). Se aprecia su superficie maquinada, relativamente regular, pero sin presencia

de porosidades ni modificaciones superficiales significativas.

Figura 12: Imagenes SEM de la superficie del implante de titanio modificada con
el recubrimiento bioactivo nanoestructurado cargado con nHA. Magnificacion: 50X
(A), 500X (B), 1000X (C), 2000X (D).



37

En la Figura 12, se muestra la superficie del implante modificado con el
recubrimiento nanoestucturado cargado con nanoparticulas de HA al 10%. Se
puede apreciar en las imagenes de mayor aumento la presencia del recubrimiento,
se observan solo pequeias y aisladas fracturas superficiales del recubrimiento, de
un grosor menor a 1 um, mientras que la mayoria de la superficie restante se

observa continua y homogénea, sin zonas de exposicion de la superficie de titanio.

Figura 13: Imadgenes SEM de la superficie del implante de titanio modificada con
el recubrimiento bioactivo nanoestructurado cargado con nBG. Magnificacion: 50X
(A), 500X (B), 1000X (C), 2000X (D).
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En el caso del implante con el recubrimiento nanoestructurado cargado con
nBG 10% (Fig. 13), se observé una superficie similar a la del recubrimiento de
nHA 10%, con una superficie sin defectos superficiales y fragmentos de material
desprendido, continuo y homogéneo. También se apreciaron aisladamente
microfracturas superficiales del recubrimiento, de grosores que no son superiores
a 1 um y de longitudes menores a las encontradas en el recubrimiento anterior (5-

10 pum aproximadamente).

Figura 14: Imagenes HR-TEM de los nanoporos presentes en los recubrimientos.

La caracterizacion de la nanotopografia de los recubrimientos bioactivos
aplicados a los implantes de titanio puede apreciarse mas detalladamente en la
Figura 14. Se observan imagenes de microscopia electrdonica de transmisién de
alta resolucion (HR-TEM) de la estructura porosa altamente ordenada, compuesta
por canales hexagonales de aproximadamente 6,5 nm de diametro que estan
preferentemente orientados paralelos a la superficie. Esta conformacion es
consecuencia del ordenamiento micelar del surfactante P123 durante el proceso
de autoensamblaje inducido por evaporacion (EISA).
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2. Anadlisis de histologia con microscopia éptica

En las figuras 15 y 16, se muestran las imagenes de microscopia Optica
obtenidas de cortes histolégicos hueso/ implante tefiidas con azul de toluidina,
donde el tejido éseo aparece con coloracién azul, el osteoide en rosa palido y los
espacios medulares o tejido fibroso/blando en un tono claro.

En las muestras obtenidas a las 3 semanas post-implantacion (Fig. 15) se
observa una marcada diferencia con respecto a la interfase hueso/implante, entre
el implante de titanio sin modificar (Ti) y los implantes con los recubrimientos
nanoestructurados cargados con particulas bioactivas (nBG, nHA). La cantidad y
tamafio de gaps o brechas existentes en la interfase es considerablemente mayor
en el grupo de muestras que contienen el implante sin modificar. Ademas en esta
muestra, no se observa un marcado desarrollo de tejido 6seo maduro (zonas de
color azul) en la periferia del implante, solo algunas zonas que muestran la
presencia de tejido 6seo de forma incipiente. Con respecto a los implantes con
recubrimientos bioactivos nanoestructurados, se observa un mayor crecimiento de
tejido 6seo en la interfase, se aprecian menor cantidad y tamafio de gaps, el
perimetro de los implantes esta practicamente rodeado por tejido 6seo y hay
mayor cantidad de células cercanas a la interfase hueso/ implante. La muestra
histol6gica del implante con el recubrimiento bioactivo nBG, es la que presenta

mejores resultados en los parametros antes mencionados.
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Figura 15: Imagenes de microscopia Optica de las muestras hueso/implante
teflidas con azul de toluidina a las 3 semanas post-implantacion. Muestras de
implantes de titanio sin modificar (A y B), implante con recubrimiento nHA (C y D),
implante con recubrimiento nBG (E, F). Magnificacion 10X, 40X.
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Figura 16: Imagenes de microscopia Optica de las muestras hueso/implante
tefidas con azul de toluidina a las 6 semanas post-implantacion. Muestras de
implantes de titanio sin modificar (A y B), implante con recubrimiento nHA (C y D),

implante con recubrimiento nBG (E, F). Magnificacién 10X, 40X.
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A las 6 semanas post-implantacion (Fig. 16), las muestras histologicas
presentan una conformacion de tejido 6seo mas madura y completa en la periferia
de los implantes. En las muestras con el implante de titanio sin modificaciones,
hay una mayor ocupacion del tejido 6seo en la cercania de su superficie, sin
embargo se siguen apreciando gaps de un tamafio considerable en algunas zonas
(mayores a 50 um aproximadamente), ademas de sectores de la interfase con
tejido fibroso y tejido 6seo inmaduro. En las muestras de implantes con
recubrimientos nanoestructurados cargados con las nanoparticulas se observa
una mayor y casi completa ocupacién del contorno del implante con tejido éseo y
osteoide. Se observa un halo azulado alrededor de la superficie, la cantidad de
gaps nuevamente es considerablemente menor y de extensiones mas pequefas.
Las muestras con recubrimiento cargado con nHA, muestran una mayor ocupacion
celular y menor cantidad de zonas con tejido fibroso en la interfase hueso/implante
comparadas a las cargadas con nBG, y la cantidad de brechas es menor en
comparacion a su simil observado a las 3 semanas post-implantacion. Con
respecto a la muestra con el recubrimiento nanoestructurado cargado con nBG, el
tejido 6seo circundante se asemeja a la muestra de nHA en el mismo periodo
post-implantacion, pero se observa una mayor presencia y ocupacion de hueso
maduro en practicamente toda la periferia del implante, con una minima presencia

de gaps en la interfase hueso/implante.

3. Caracterizaciéon via microscopia electrénica BSE-SEM vy analisis

elemental EDX

Se seleccionaron las muestras del periodo de implantacion de 3 semanas
para ser observadas a otra escala mediante microscopia BSE-SEM y analizadas
mediante EDX. Estas muestras fueron seleccionadas debido a que presentaron
mayores diferencias entre los diferentes implantes utilizados (Ti, nHA y nBG) con
respecto a la conformacion del tejido 6seo en la periferia del implante, y debido al

interés de conocer la respuesta a periodos mas cortos de implantacion.
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Figura 17: Im4genes de microscopia BSE-SEM de iéé'muestras hueso/implante a
las 3 semanas post-implantaciéon. Muestra de implante con recubrimiento nBG
(A y B), implante con recubrimiento nHA (C y D), implante de titanio sin modificar
(E, F). Magnificaciéon 50X y 250X.
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Ti (control)

Figura 18: Espectros EDX correspondientes a las muestras hueso/implante a las 3
semanas post-implantacion. En orden descendente: muestra de implante sin

modificaciones, implante con recubrimiento nHA, implante con recubrimiento nBG.
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En la Figura 17, se presentan las imagenes BSE-SEM de los 3 tipos de
muestras obtenidas a las 3 semanas post implantacion. Mediante esta técnica de
contraste de fases, las zonas mineralizadas (densas) se observan como regiones
de tonos mas claros, mientras que el tejido blando se aprecia con una tonalidad de
color obscuro (zonas de menor densidad). Al ser observadas a un aumento de
50X, la muestra de hueso/implante con recubrimiento nBG (Fig. 17-A) muestra
una mayor presencia de tejido 6éseo mineralizado en la periferia del implante,
seguida de la muestra nHA (Fig. 17-C) la cual también tiene tejido 6seo maduro
en casi todo su perimetro, pero con un grosor menor de tejido no mineralizado que
la muestra nBG. Ambas muestras con recubrimiento nanoestructurado y
nanoparticulas presentaron una mayor ocupacion de tejido 6seo mas denso
alrededor de los implantes, al ser comparadas con la muestra que contiene el
implante de titanio sin modificar (Fig. 17-E), incluso se visualizan zonas en el

implante sin modificar que no exhiben material mineralizado en su contorno.

Al visualizar las muestras a mayor aumento (250X), se puede distinguir con
buena resolucion el nivel de oseointegracion en la interfase hueso/implante. En la
muestras de nBG (Fig. 17-B) el nivel de integracion logrado genera una intima
unién entre el implante y el tejido mineral, sin brechas evidentes. En la muestra de
nHA (Fig. 17-D), también se logran zonas con una alta unién entre la superficie del
implante y el hueso, pero también se evidencian zonas con presencia de brechas
de menor densidad que separan al implante del hueso maduro. En la muestra del
titanio sin modificar (Fig. 17-F), la presencia de brechas y de zonas de la interfase
sin tejido mineral es mas evidente y extensa. Ademas el tejido 6seo circundante al
implante se aprecia menos consolidado y continuo que en las muestras con
recubrimiento nanoestructurado. Las zonas marcadas con rectangulos amarillos

en las imagenes corresponden a los sectores en que se realiz6 el analisis EDX.

El espectro EDX de las muestras se presenta en la Figura 18, el cual
muestra los elementos predominantes de cada sector analizado. En las 3
muestras analizadas predominan los elementos Ca y P, componentes mayoritarios
del tejido 6seo mineralizado. Sin embargo, la intensidad de las sefiales en cada

grafico es diferente. Las sefales mas intensas de Ca y P fueron obtenidas en la
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muestra de hueso/implante con recubrimiento nBG, seguido por la muestra del
recubrimiento nHA. La muestra con menor proporcién de estos elementos fue la
del implante de titanio sin modificar. Este resultado también es evidenciado por la
composicién porcentual de estos elementos (Tabla N° 2). El porcentaje en peso
de los elementos Ca y P es superior en la muestra 6sea formada sobre la
superficie con nBG, los valores porcentuales para la muestra nHA son levemente
menores (~1%) y el porcentaje de estos elementos quimicos en la muestra del
implante sin modificacion superficial es considerablemente menor que en las
muestras con recubrimiento. Por otro lado, el contenido de C es también menor en
los tejidos formados sobre los recubrimientos, lo cual puede relacionarse con una

menor proporcion de tejido blando.

ELEMENTO % Peso en BG % Peso en nHA % Peso en Ti

Ca 22,28 21,19 14,14

11,20 10,76 6,47
C 25,71 29,63 49,73

39,46 37,25 28,45
Na 0,51 0,68 0,49
Mg 0,39 0,36 0,24
Al 0 0 0,14
Si 0,20 0 0,20
Cl 0,26 0,13 0,13

Tabla 2: Analisis porcentual de elementos en la interfase hueso/implante de las

muestras 3 semanas post-implantacion mediante EDX.



47

DISCUSION

Usando la técnica “sol-gel” de autoensamblaje inducido por evaporacion
(EISA), fue posible incorporar recubrimientos de silice nanoporoso cargados con
nanoparticulas bioactivas de nHA y nBG sobre la superficie de implantes de titanio
comerciales. Esta técnica permite la elaboracion de estructuras con un alto control
arquitectonico a nivel nanométrico. En un trabajo anterior, enmarcado en este
mismo proyecto (Valenzuela, 2012), se logr6 la preparacion y la aplicacion de
estos recubrimientos sobre superficies planas de aleacion de titanio (Ti6AI4V),
material similar al usado en los implantes convencionales. En este trabajo se logro
revestir micro-implantes comerciales con este recubrimiento bioactivo, que debido
a su forma podian traer complicaciones durante el procedimiento (superficies
curvas e irregulares), pero la caracterizacion mediante microscopia SEM de estos
implantes demostré que los recubrimientos cargados con nHA y nBG fueron
continuos y relativamente libres de microdefectos en practicamente toda la
superficie activa del implante (zona que toma contacto con el hueso luego de la
implantacion). Por lo que la geometria del implante no deberia ser un impedimento
para la fabricacion de estos recubrimientos nanoestructurados sobre su superficie.
El andlisis de la estructura de los recubrimientos mediante microscopia HR-TEM
demostré que estas peliculas cargadas con nanoparticulas bioactivas mantienen
su estructura nanoporosa altamente ordenada luego de su preparacion sobre los

implantes de titanio.

El modelo experimental in vivo usado para este trabajo permitid una correcta
observacion de la oseointegracion lograda por los implantes. El procedimiento de
implantacion en los animales se logro realizar sin complicaciones, la técnica de
insercion de los implantes en el hueso (flapless) resultd ser efectiva y rapida, lo
gue disminuyo el tiempo operatorio y el nivel de invasividad de la cirugia. Este
procedimiento mas el manejo anestésico, la analgesia post-implantacién y el
cuidado durante el periodo de implantacion, evitaron la pérdida de alguno de los

animales intervenidos y les brindaron un minimo nivel de ansiedad.
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El grado de oseointegracion logrado por cada una de las muestras puede ser
analizado desde varias aristas. En primer lugar, los implantes con los
recubrimientos bioactivos nanoestructurados mostraron una marcada superioridad
por sobre los implantes de titanio sin modificacion. Este hecho esta basado en el
grado de ocupacion de tejido 6seo en la periferia de los implantes, tanto en el
grupo de muestras a las 3 semanas como en el de las 6 semanas post-
implantacion. En los implantes de titanio sin modificar, no existe una consolidacion
definida del hueso en su perimetro, esta irregularidad del tejido circundante puede
deberse a un proceso de remodelacion 6sea presente en esas zonas, la cual no
ocurre al mismo ritmo que en los recubrimientos nanoporosos cargados con
particulas bioactivas. En estos implantes modificados, su superficie posee una
relacion mas intima con el tejido 6seo circundante. Ademas la cantidad de brechas
(gaps) que poseen los implantes recubiertos es de un grosor y una extension
minima, lo cual favorece que no existan zonas que puedan ser ocupadas por tejido
blando y que posteriormente puedan ejercer micromovilidad de los implantes
dentales. Al analizar la interfase hueso/implante mediante la microscopia BSE-
SEM, también se corrobor6é que los recubrimientos bioactivos generaron una alta
unién con el tejido éseo, el tamafio y extension de gaps fue minimo. En la muestra
cargada con el recubrimiento nBG se observd una mejor calidad en la
consolidacion del tejido mineralizado en la interfase, y las brechas son
practicamente imperceptibles.

La calidad del tejido 6éseo también es un elemento importante en el analisis de la
oseointegracion. La mejor calidad de hueso obtenida en las muestras con
recubrimiento en sus implantes se evidencia en la microscopia Optica y en el
microanalisis EDX. La intensidad en la coloracion del tejido circundante al implante
es mayor en las muestras de nHA y nBG, lo cual indica un mayor nivel de
mineralizacién y madurez del hueso que en las muestras sin recubrimiento. Al
observar las muestras de 3 semanas post-implantacibn a un mayor aumento se
aprecian diferencias entre los recubrimientos bioactivos. En este punto toma
ventaja el recubrimiento nBG, ya que la intensidad del color azul (tejido

mineralizado) fue mayor en el recubrimiento cagado con particulas de vidrio
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bioactivo, esto indica que la velocidad de maduracién ésea de este recubrimiento
es mayor. En las muestras cargadas con nHA se observa una marcada presencia
celular en la matriz 6sea en proceso de mineralizacion, que corresponderia a
células osteogénicas en la interfase hueso-implante. Si analizamos los espectros
EDX y el porcentaje en peso de los elementos presentes en la interfase
hueso/implante a las 3 semanas post-implantacion, la proporcion de calcio y
fosfato encontrada en los tejidos formados sobre los recubrimientos cargados con
nanoparticulas fue mayor que en el implante sin modificar, donde el que obtuvo las
mayores sefales de estos elementos fue el recubrimiento nBG (Ca=22,28 %,
P=11,20 %).

Al comparar el estado de oseointegracion entre las muestras de 3 y 6 semanas
post-implantacion, resalta la rapida formacion de tejido 6seo peri-implantar en las
muestras de 3 semanas que recibieron el recubrimiento nanoestructurado,
especialmente observado en el recubrimiento nBG. Este efecto temprano de
consolidacion 6sea en las muestras puede ofrecer la ventaja de evitar la
micromovilidad y la presencia de brechas entre los implantes dentales y el tejido
circundante en los inicios del tratamiento, tiempo en que se produce la mayoria de
los fracasos implantolégicos, estas microbrechas son rapidamente ocupadas por
tejido no calcificado (tejido fibroso) y evitan que se consolide con hueso la
interfase tejido/implante, ademas estos espacios facilitan la colonizacién por
patbgenos que pueden generar inflamacion y posteriormente la pérdida del
implante. Todas estas desventajas se evitan logrando una rapida formacion de
tejido 6seo mineralizado en la interfase, efecto que es logrado por el recubrimiento
nBG. A las 6 semanas post-implantacion, las muestras de tejido con implantes
recubiertos presentaron una disposicion similar de tejido 6seo maduro en la
periferia del implante, lo cual implica que se logra una 6ptima uniéon con el

implante usando ambos recubrimientos.

La superioridad de los recubrimientos nanoestructurados cargados con
nanoparticulas bioactivas de nBG y nHA, concuerda con los hallazgos obtenidos
en los analisis de bioactividad in vitro de estos recubrimientos (Valenzuela, 2012).

Estas propiedades mejoradas se pueden explicar por las caracteristicas de estos
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materiales. La estructura porosa y ordenada de los recubrimientos de silice
favorece la mineralizacidon de apatita sobre la superficie de los implantes de titanio.
Este efecto es potenciado dramaticamente cuando se incorporan nanoparticulas
de materiales osteoconductores y osteoinductores como lo es la hidroxiapatita y el
vidrio bioactivo, observdndose una mayor cantidad y extension de la
mineralizacion sobre la superficie. La causa de esto es la capacidad de las
nanoparticulas bioactivas (especialmente de nBG) para inducir la mineralizacion
en un medio fisiologico. Otra propiedad de estos recubrimientos es que favorecen
notoriamente la adsorcion de proteinas, esto debido a la alta superficie especifica
atribuida a su nanoestructura y a la presencia de las nanoparticulas bioactivas, lo
gque da a las proteinas una mayor cantidad de sitios disponibles para ser
adsorbidas. Consecuentemente, la mayor adsorcion de proteinas aceleran la
adhesion de células osteoblésticas a la superficie de los implantes y promueven la
diferenciacion de células mesenquimaticas a osteoblastos. Estas respuestas
celulares son atribuidas a un efecto indirecto dado por la alta adsorcién de
proteinas observada en la amplia superficie otorgada por los recubrimientos
nanoporosos, pero también es probable que se deba a un estimulo mecanico
directo de la topografia nanoestructurada con la superficie celular. Adicionalmente
son conocidos los mecanismos por los cuales el vidrio bioactivo estimula la
diferenciacion osteogénica de células mesenquiméticas en células osteoblasticas
generadoras de nuevo tejido Oseo. Este efecto podria verse acentuado
considerando las particulas de BG con tamafio nanométrico utilizadas en este
trabajo. Todas estas ventajas observadas in vitro fueron verificadas en este trabajo
in vivo, por lo que la aplicacion de los recubrimientos bioactivos nanoestructurados
puede ser una alternativa para mejorar las propiedades de oseointegracion de los
implantes dentales, especialmente el recubrimiento nanoporoso cargado con

nanoparticulas de nBG, el cual presento los mejores resultados.
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CONCLUSIONES

1. Mediante el método EISA sol/gel, es posible conseguir recubrimientos
nanoporosos a base de silice y cargados con nanoparticulas bioactivas de
hidroxiapatita sintética (nHA) y vidrio bioactivo (nBG) sobre la superficie de
microimplantes de titanio comerciales. Estos recubrimientos demostraron ser

continuos y libres de defectos.

2. La implementacion de un modelo animal, basado en la insercion de un
microimplante en la metéfisis proximal de la tibia de una rata, permite evaluar
el grado de oseointegracion lograda por implantes dentales cargados con

recubrimientos bioactivos nanoestructurados.

3. Los implantes con recubrimientos nanoporosos y cargados con nanoparticulas
bioactivas de nBG y nHA, al ser comparados con implantes de titanio sin
modificacion superficial, logran una union mas intima con el tejido 6seo
circundante, mayor grado de mineralizacién del tejido 6seo neoformado en la
periferia de los implantes y una menor cantidad de defectos (gaps) en la

interfase hueso/implante.

4. EIl recubrimiento cargado con nanoparticulas de nBG fue el que logré los
mejores resultados con respecto a la velocidad de formacion, grado de
mineralizacion y cantidad de hueso maduro formado alrededor de los
implantes. Esta favorable respuesta se atribuye a las propiedades
osteogénicas de la nanotopografia porosa del recubrimiento asi como de las

nanoparticulas bioactivas incorporadas.
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5. Los recubrimientos nanoestructurados cargados con nanoparticulas bioactivas
aceleraron el crecimiento y la consolidacion del tejido 6seo peri-implantar,
obteniéndose hueso maduro y bien asentado en la interfase a las primeras
semanas post-implantacion. Este hecho tiene implicancia clinica ya que
permitiria prevenir la micromovilidad temprana y reduciria la posibilidad de
ocupacioén de tejido fibroso que limite el correcto asentamiento del hueso en la
superficie de los implantes, aumentando de este modo el éxito clinico de este

tipo de rehabilitaciones.
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