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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se llevd a cabo la evaluacidn biolégica de nuevos
recubrimientos hibridos (organico-inorganico), sintetizados via sol-gel, basados en
precursores de silicio, como recubrimientos osteointegradores y osteoinductores
aplicados a prétesis radiculares de titanio en el dmbito de la implantologia dental.

La evaluacién biolégica de los nuevos recubrimientos consté de un estudio
completo para determinar el efecto de los recubrimientos sobre cultivos celulares de
linaje osteoblastico y el efecto de los tejidos tras la implantacion in vivo en tibia de
conejo (respuesta de reaccién a cuerpo extrafio y osteointegracién), mediante estudio
histolégico. La caracterizacién bioldgica se complementd con una caracterizacidon
fisico-quimica de los materiales, determinando su topografia, su mojabilidad, la
reactividad de su superficie, asi como su grado de degradacion y la liberacion de silicio,
para explicar el comportamiento bioldgico que cada uno de los materiales indujo.

Los recubrimientos que presentaron un mejor comportamiento celular fueron
seleccionados como materiales candidatos para llevar a la fase de implantacién in vivo.
Este trabajo const6 de dos fases experimentales; (1) la Fase de Caracterizacion | de la
gue se extrajo una formulacién prototipo, sobre la cual se realizaron mejoras quimicas
evaluadas en la (2) Fase de Caracterizacion Il, de la cual fue elegido el recubrimiento

prototipo final.

Se obtuvieron recubrimientos degradables en cuya degradacion hidrolitica
liberaron compuestos de silicio que indujeron la osteointegracion de los implantes
recubiertos mediante osteogénesis a distancia, sin interferir en el proceso de
osteointegracién del titanio. Los nuevos recubrimientos ofrecen la posibilidad de
funcionalizar la superficie del titanio y servir de vehiculo de liberacién de biomoléculas

y farmacos que puedan mejorar y acelerar el proceso de osteointegracion del titanio.



RESUM

En aquesta Tesi Doctoral es va dur a terme l'avaluacié biologica de nous
recobriments hibrids (organic-inorganic), sintetitzats via sol-gel, basats en precursors
de silici, com recobriments osteointegradors i osteoinductors aplicats a protesis
radiculars de titani en I'ambit de la implantologia dental.

L'avaluacié biologica dels nous recobriments va constar d'un estudi complet per
determinar I'efecte dels recobriments sobre cultius cel-lulars de Ilinatge osteoblastic i
I'efecte dels teixits després de la implantacié in vivo en tébia de conill (resposta de
reaccié a cos estrany i osteointegracid), mitjangant estudi histologic. La caracteritzacié
biologica es va complementar amb una caracteritzacié fisicoquimica dels materials,
determinant la seva topografia, la seva mullabilitat, la reactivitat de la seva superficie,
aixi com el seu grau de degradacié i l'alliberament de silici, per explicar el
comportament bioldgic que cada un dels materials va induir.

Els recobriments que van presentar un millor comportament cel-lular van ser
seleccionats com materials candidats per portar a la fase d'implantacié in vivo. Aquest
treball va constar de dues fases experimentals; (1) la Fase de Caracteritzacio | de la
qual es va extreure una formulacié prototip, sobre la qual es van realitzar millores
quimiques avaluades en la (2) Fase de Caracteritzacio Il, de la qual va ser elegit el

recobriment prototip final.

Es van obtenir recobriments degradables, en la seva degradacié hidrolitica van
alliberar compostos de silici que van induir |'osteointegracié dels implants recoberts
mitjangant osteogenesi a distancia. Els nous recobriments ofereixen la possibilitat de
funcionalitzar la superficie del titani i servir de vehicle d'alliberament de biomolécules i

farmacs per poder millorar i accelerar el procés d'osteointegracio del titani.



ABSTRACT

In this Doctoral Thesis, the author carried out the biological evaluation of new
silicon-based hybrid (organic-inorganic) coatings, synthesized by sol-gel route, used as
osseointegrator and osteoinductor coatings applied to titanium radicular prosthesis in
the dental implantology field.

The biological evaluation of the new coatings consisted of a complete study to
determine the effect of the coatings in the osteoblastic cell line and the tissular effects
after the in vivo implantation in rabbit tibia (foreign-body reaction response and
osseointegration), by histological study. The biological characterization was
complemented with a physicochemical characterization of the materials, determining
their topography, wettability, surface reactivity, as well as their degradation rate and
silicon delivery, to explain the biological behaviour that each material induced.

The coatings that showed a better cell behaviour were selected as material
candidates for the in vivo implantation phase. This part of the work consisted of two
experimental phases: (1) Characterization Phase I, from which one formulation
prototype was obtained, and (2) Characterization Phase I, where different chemical
improvements of the prototype were evaluated and a final coating prototype was

selected.

The degradable coatings that were obtained released silicon compounds during
their hydrolytic degradation, inducing the implant osseointegration by distance
osteogenesis. The new coatings offer the possibility to functionalize the titanium
surface and serve like delivery vehicle of biomolecules and drugs that could improve

and accelerate the titanium osseointegration process.






CAPITULO 1. INTRODUCCION

1. Biologia del hueso y del diente

El hueso es un tejido conectivo especializado que conjuntamente con el cartilago
forma el sistema esquelético. Tiene tres funciones principales: mecanica (soporta el
cuerpo y es zona de unién de la musculatura), protectora (de los érganos vitales y la
médula ésea) y metabdlica (como reserva de iones, especialmente calcio y fosfato, y
de proteinas)[1].

1.1. Histologia del hueso

Desde un punto de vista histoldgico, el hueso es un tejido conjuntivo
mineralizado muy vascularizado e inervado, dinamico y en constante cambio a lo largo
de la vida de un organismo, que esta estructurado en laminillas de matriz osteoide
(matriz coldgena) calcificada [2]. La disposicion de estas laminillas es la que determina
que el hueso sea cortical (compacto) o esponjoso (trabecular) [3]. Ambos estan
constituidos por osteonas. Las osteonas del hueso cortical o compacto estan formadas
por conductos de Havers recubiertos de laminillas en disposicién concéntrica, donde se
sitlan los osteocitos (Figura 1) que estan comunicados entre si por los canaliculos (en
las diafisis de huesos largos y en los platillos vertebrales). Los osteocitos se comunican
con el periostio y el endostio (revestimiento externo e interno del hueso,
respectivamente) por los conductos de Volkmann. La osteona del hueso esponjoso o
trabecular presenta una forma discoidal (sin conductos de Havers ni Volkmann)
constituida por laminillas dseas (lamelas) dispuestas de forma paralela, formando en
conjunto una red que delimita cavidades areolares en cuyo interior se encuentra la
médula ésea (en las epifisis de huesos largos y en los cuerpos vertebrales) [4, 5]. Por su
morfologia, el hueso trabecular no es una base estable para la fijacién primaria de un
implante, sélo el hueso cortical proporciona una base estable para esta fijacion
temprana [6]. Cuando esta orientacion laminar, presente tanto en el hueso cortical
como en el trabecular, se pierde y el colageno se dispone en forma aleatoria, tal tipo
de hueso se llama "hueso trenzado" (del inglés woven bone). Este ultimo tipo dseo es
de menor resistencia a la fractura y es tipico observarlo en situaciones de gran
actividad metabdlica del hueso, como en la reparacion de fracturas, enfermedades

Oseas metabdlicas (osteogénesis imperfecta, hiperparatiroidismo, enfermedad de
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Paget) o tumores. Tanto el hueso cortical como el esponjoso estdan compuestos por
una componente celular de células especializadas, una matriz organica y una fase
mineral.

A B

Epifisis tibial Hueso cortical
&—— Epifisisdel peroné

\ Linea epifisaria

" Hueso trabecular

Vasos sanguineos

‘ )'L\\s‘i& = > Conductos
.' (@ (\\?‘4 de Havers

L Diafisis , kS >
= r%‘ ‘ Linea
[\ B Seccién de la diafisis 1 = E"‘-""’ : cementante
Médula 6sea et | )
Periostio
Hueso cortical Conducto
de Volkmann

Hueso trabecular
Epifisis tibial
—————— Epfifisisdel peroné

Osteocitos
Conducto Conducto Linea Matriz
de Havers de Volkmann cementante extracelular

Figura 1. Estructura del hueso tibial y organizacion de las osteonas. (A) Esquema de las
partes de la tibia y el peroné; (B) esquema de la organizacidn del hueso tibial en una seccion
transversal de su diafisis proximal; imagen de microscopia dptica (20X, Tricromico de Gomori) de
la seccidn transversal de tibia de conejo (Cy D) donde se muestra la estructura del hueso cortical
(C) y la estructura de una osteona (D) donde se sefiala el conducto de Havers (1), una laguna (2),
el espesor de la lamela (flecha con dos cabezas) y los canaliculos (flecha).

Componente celular

Las células dseas se hallan dentro del propio tejido éseo o en el estroma
conjuntivo de la médula dsea, rico en células mesenquimales pluripotenciales
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indiferenciadas (células madre mesenquimales). Estas células madre mesenquimales
pueden dar origen a cinco estirpes celulares distintas (Figura 2): fibroblastos,
osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos, en respuesta a diferentes sefiales
moleculares que inician la cascada de activacién de diferentes genes [7].

Célula madre mesenquimal

@

Tejido Tejido Tejido Tejido Tejido
0seo cartilaginoso muscular conectivo adiposo

o © © ©
I T A

o o@%

Osteoblasto Condroblasto Mioblasto Fibroblasto
Osteocito Condrocito Miocito Tenocito Adipocito

Figura 2. Estirpes celulares originadas por la diferenciacion de células madre
mesenquimales (inspirado en [8]).

La diferenciacion hacia la estirpe osteoblastica esta controlada por genes de la
familia Hedgehog, siendo también reguladores esenciales el factor de transcripcion
Cbfal (Core-binding factor a-1, también llamado Runx2, Runt-related transcription
factor 2) y las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs, Bone morphogenetic proteins). A
medida que las células precursoras se van diferenciando, expresan en la membrana
celular proteinas especificas de su funciéon (marcadores). La expresién de Runx2 es la
primera evidencia de la diferenciacion osteogénica, cuyo mdaximo nivel se alcanza en
los pre-osteoblastos. El colageno de tipo | (COLI) y la osteopontina (OPN), se expresan
de forma temprana en células osteoprogenitoras. Igualmente, la fosfatasa alcalina

(ALP) es una proteina de superficie que participa en la regulacién de la proliferacion,
11



migracion y diferenciacién de las células osteoblasticas y, junto con la sialoproteina
Osea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de diferenciacion del pre-
osteoblasto y aparecen cuando se inicia la mineralizacién (Figura 3).

O
@ e —
Col | (bajo) Col I (alto) Col I (alto)
ALP (bajo) ALP (alto) ALP (alto)
Runx2 Runx2 Runx2
Osx
Bsp
OCN
Célula ma_dre C?IUIa Preosteoblasto Osteoblasto
mesenquimal bipotente
Osteoprogenitor Osteoblasto

Figura 3. Diferenciacidn de osteoblastos [9].

Los osteoblastos son las células responsables de la formacién dsea y del
mantenimiento de la arquitectura esquelética. Su funcién principal es la sintesis y
deposicidn de las proteinas de la matriz del hueso (osteoide) (Figura 4). Son células
poliédricas con nucleos redondos y citoplasma baséfilo que normalmente se
encuentran en la superficie dsea (periostio y endostio), formando una tGnica monocapa
adherente. Los osteoblastos activos presentan las caracteristicas de una célula
secretora con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmatico rugoso de gran
tamafio [1, 7]. Son células polarizadas que presentan el nicleo celular en posicion
distal respecto a la superficie celular, poseen regiones especializadas de la membrana
plasmatica, modificada para el trafico y la secrecién vesicular y para establecer uniones
con los osteoblastos adyacentes [1]. Proceden de las células mesenquimales
pluripotenciales de la médula dsea, del endostio, del periostio y de los pericitos
perivasculares. Emiten procesos citoplasmaticos hacia la matriz, que comunican con la
red de osteocitos y con osteoblastos vecinos. Los osteoblastos sintetizan la matriz

organica (osteoide) a un ritmo de 2 a 3 um por dia.

Las funciones conocidas de los osteoblastos son: sintetizar las proteinas
colagenas y no colagenas de la matriz organica del hueso, dirigir la disposicién de las
fibrillas de la matriz extracelular, contribuir a la mineralizacion de la sustancia osteoide
(gracias a la fosfatasa alcalina), mediar en la reabsorcion llevada a cabo por los
osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas especificas y sintetizar factores de

crecimiento.
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Figura 4. Espiculas activas con frente de osteoblastos (flechas) y osteoblasto maduro
encerrado en la matriz osteoide (circulo) en la formacidon de nuevo hueso trabecular alrededor
de un implante. Imagen de microscopia dptica de seccidn transversal de tibia de conejo (40X,
Tricrémico de Gomori).

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de
las cuales pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, transformarse en células
limitantes o en osteocitos. Ambos tipos celulares representan estadios mas avanzados
de maduracién. Las células limitantes (o de revestimiento) son células elongadas y
planas, con un nucleo en forma de huso, sin apenas organulos. Pueden expresar los
marcadores osteobldsticos anteriormente citados, asi como el receptor de
parathormona (PTH). Permanecen a lo largo de la superficie endéstica constituyendo,
junto con el endostio, una capa protectora de la superficie 6sea que juega un papel
muy importante en la activacion del remodelado dseo [7, 10]. Del 5 al 20% de los
osteoblastos maduros quedaran enterrados en la matriz osteoide quedando atrapados
en el proceso de mineralizacion, dando lugar a osteocitos (Figura 4 circulo). Los
osteocitos forman el 90% de las células del tejido dseo y constituyen el estadio final
desde la linea osteoblastica, siendo incapaces de renovarse [11]. Poseen forma
estrellada y su cuerpo se sitia en el interior de las lagunas. Sus procesos
citoplasmaticos se comunican entre si a través de los conductos calcéforos, que estan

llenos de fluido dseo extracelular [1, 7].

Los osteocitos expresan muchos de los genes de osteoblastos, incluyendo los
factores de transcripcidn y las proteinas especificas de osteoblastos, aunque los niveles
de expresion son diferentes. En los osteocitos, la expresion de ALP y COLI es menor

mientras que la expresion de OCN aumenta. Otro gen que aparece expresado
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preferencialmente en osteoblastos es el gen de la sialoproteina de unién a integrina
(integrin binding sialoprotein, IBSP). Los osteocitos, por otro lado, son mas ricos que
los osteoblastos en la expresién de genes relacionados con la mineralizacién y el
metabolismo de fosfato, incluyendo la endopeptidasa neutral reguladora de fosfato
(Phex), la proteina 1 de matriz de dentina (DMP1), la fosfoglicoproteina de matriz
extracelular (MEPE) y el factor 23 de crecimiento de fibroblastos (FGF23).

La funcién principal de los osteocitos es la de controlar el remodelado éseo,
detectando variaciones mecdnicas de las cargas (fendmeno denominado
mecanotransduccion), mediante la coordinaciéon de la funcién de osteoblastos y
osteoclastos. Los osteocitos emiten procesos dendriticos citoplasmaticos que corren a
lo largo de los estrechos canaliculos dentro de la matriz mineralizada, alcanzando las
superficies del periostio y del endostio del hueso cortical, asi como las superficies
adyacentes a la médula dsea en el hueso trabecular. Por tanto, existe un potencial de
interacciones directas entre los osteocitos y los osteoblastos, entre los osteocitos y
otras células dseas (como células de revestimiento y osteoclastos) y entre los
osteocitos y el estroma medular. Los osteocitos también contactan con los vasos
sanguineos dentro de la médula y con capilares derivados de los canales de Havers en
el hueso cortical. De este modo la expresion de los osteocitos coordina a todos los

niveles el proceso de remodelado dseo [11].

Los osteocitos también expresan moléculas que afectan a la formacién del hueso,
incluyendo la proteina 1 relacionada con Dickkopf (Dkk1), que también se expresa en
osteoblastos, y la esclerostina (Sost), que se expresa en osteocitos pero no en
osteoblastos. La expresidon de Dkk1 y Sost regulan la generacién de osteoblastos, ya
qgue promueven la sintesis de antagonistas de BMP y de la activacion de la via de
sefializacion Wnt [12]. Las vias de sefalizacion Wnt son un grupo de vias de
transduccién de sefales formadas por proteinas que transfieren las sefiales del
exterior de una célula hasta su interior (a través de la superficie receptora de dicha
célula), regulando la expresion génica [13].Tanto BMP como Wnt son criticos para la
generacion de osteoblastos, ya que inducen la diferenciacion de progenitores
mesenquimales hacia el linaje osteoblastico. Asi pues, ciertas moléculas derivadas de
los osteocitos modulan tanto el proceso de formacion de hueso como su resorcion, ya
gue, mediante la expresion de estos antagonistas, los osteocitos tienen el potencial

para regular la formacion y actividad de los osteoblastos.

Otra via de regulacidon de la resorcidon ésea es la via de la apoptosis de los
osteocitos, que regula el reclutamiento de los precursores osteocldsticos y su

diferenciacion por dos vias: (1) directamente debido a que la apoptosis de los
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osteocitos induce que las células del estroma y los osteoblastos secreten RANKL que
activa la osteoclastogénesis o, (2) indirectamente porque los osteocitos también son
capaces de secretar RANKL. No se conoce todavia exactamente como RANKL estd
involucrada en la induccién de resorcion dsea por los osteocitos, lo que se sabe es que
inicia el desarrollo de los osteoclastos. La apoptosis de los osteocitos se produce en
huesos que no estdn sometidos a carga o en los que estan sometidos a un exceso de
carga, en ambos casos la apoptosis de los osteocitos precede a la resorcién ésea por
parte de los osteoclastos. Este hecho lleva a pensar que la muerte de los osteocitos
moviliza el reclutamiento de osteoclastos vecinos, aumentando como resultado la
resorcion dsea local. El rapido descenso de la poblacidn de osteocitos en huesos sin
carga hace pensar que los osteocitos sean los primeros en responder a los cambios
mecdanicos [11, 9].

Las células encargadas de la reabsorcién son los osteoclastos. La reabsorcién
Osea supone un complejo proceso dependiente de una serie de eventos, los cuales
culminan en la degradaciéon de ambas componentes de la matriz; la mineral y la
organica [14]. Los osteoclastos son células moviles grandes, multinucleadas,
ampliamente ramificadas, que presentan un citoplasma acidéfilo, son ricas en
mitocondrias, y lisosomas con enzimas proteoliticas, se localizan en las superficies
Oseas trabeculares y el endostio cortical, a menudo en un foso de resorcién que ellos
mismos han creado [1, 7, 14]. Los osteoclastos proceden de la fusion de células
mononucleadas derivadas de células madre hematopoyéticas medulares denominadas
“Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macréfagos” (CFU-GM),
precursoras de macroéfagos y monocitos. La activacion de factores tempranos convierte
a las células indiferenciadas en progenitores mieloides. Estas células progenitoras
estan dirigidas hacia el linaje monocito-macréfago. La activacion consecuente del
receptor RANK identifica esta poblacion de células como precursores tipicos de
osteoclastos. La exposicion a RANKL representa el estimulo primario para la normal
formacion de osteoclastos y la actividad de reabsorcidon continua (Figura 5). La
habilidad de los osteoclastos para degradar el hueso depende de la formacién de un
fuerte anclaje a la superficie ésea, después de la cual un céctel de iones y de enzimas
degradadores de la matriz expulsados en la laguna sellada, rompen los componentes
organicos e inorganicos del hueso, liberando entonces factores de derivacién dsea
(incluyendo iones ca” y proteinas de la matriz, como el factor de crecimiento de

transformacion B y osteocalcina) en la cavidad medular [14, 15, 16].
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Figura 5. Diferenciacién y funcion de los osteoclastos [14].

Los osteoclastos contienen fosfatasa 4acida tartrato resistente (TRAP), que
permite la desfosforilacion de proteinas. En una parte de su membrana presentan
ondulaciones en forma de cepillo, donde tiene lugar la reabsorcién (Figura 6) y una
zona de la membrana clara, rica en microfilamentos, con integrinas que sirven de

anclaje de la matriz [7].

La funcién de los osteoclastos, la resorcion dsea, supone un complejo proceso
dependiente de una serie de eventos, los cuales culminan en la degradacion de las
componentes mineral y organica de la matriz. La primera etapa de la actividad
osteoclastica es la identificacion eficiente de una regién de hueso donde adherirse y la
formaciéon de un espacio de resorcion. Una vez que un area del hueso queda
sefializada para la degradacion y remocion, los osteoclastos se movilizan hacia la zona
a reabsorber. Seguidamente, se adhieren a la superficie dsea mineralizada por su
membrana en cepillo, sellando los bordes del darea mediante integrinas
(principalmente la integrina avp3 del osteoclasto que reconoce la secuencia Arg-Gly-
Asp (RGD) existente en el colageno y otras proteinas de la matriz). Mediante la
secrecion de iones H' y CI', mediada por la anhidrasa carbénica 2, se acidifica el pH. La
degradacion del mineral inorganico debido a la acidificacion del pH, conjuntamente
con la activacion de los enzimas proteoliticos degradadores de la matriz (por ejemplo
la catepsina K, como se muestra en la Figura 6), liberados a través de vesiculas

fusionadas al borde en cepillo de la membrana, originan la reabsorcidon del hueso
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mediante la solubilizacion de la matriz organica primero y de la mineral después,

dando lugar a la tipica laguna de resorcién osteoclastica [7, 14] .

co,

co,

HCO;

cr

cr

cr H* TRAP Catepsina K

H+

Figura 6. Actividad osteoclastica [14].

La comunicacién entre los osteoclastos y las demas células dseas se realiza de
forma indirecta, mediante intermediarios quimicos, factores paracrinos y factores de
unién de la matriz [1]. Actualmente se sabe que los osteoblastos son indispensables
para la osteoclastogénesis, ya que el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), producido por los osteoblastos, es requerido en las primeras fases de la

osteoclastogénesis para la formacién de células gigantes multinucleadas [7].

Matriz orgdnica

La matriz organica u osteoide representa un tercio del peso dseo. Estd formada
fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el coldgeno (90 %), sobre todo
tipo | (COL 1) y tipo V (COL V), aunque también se ha comprobado la presencia en
pequefias proporciones de colageno tipo Il (COL Ill), relacionado con las fibras de
Sharpey y el colageno tipo Xl (COL XIl), formado bajo estrés mecanico. Las fibras
colagenas de la matriz se disponen siguiendo las lineas de fuerza tensional, por ello el
hueso es muy resistente a la traccion. En la molécula de colageno se encuentra la
secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) que es reconocida por las integrinas de la superficie de
las células dseas. Las fibras de coldgeno se estabilizan mediante puentes de hidréogeno
entre aminoacidos y a través de la formacidon de puentes de piridinolina, entre las
hidroxilisinas vy lisinas caracteristicas. Sin embargo, el colageno no tiene afinidad por el

calcio, por lo que son otras proteinas las implicadas en el depésito mineral.
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Entre las proteinas no coldgenas que forman la matriz extracelular (MEC),
encontramos los proteoglicanos, moléculas de gran tamafio que constituyen el 10 % de
las proteinas no coldgenas, las proteinas con acido y-carboxi-glutdmico, las
glicoproteinas, las proteinas procedentes del plasma y los factores de crecimiento. La
osteocalcina (OCN) es una pequefia proteina con acido y-carboxi-glutamico, sintetizada
por los osteoblastos y las plaquetas. Sus niveles plasmaticos son considerados como un
marcador bioquimico de la osteogénesis, relacionandose con el nimero y actividad de
osteoblastos [17]. La proteina Gla (matrix Gla protein, MGP), es otra proteina con
acido y-carboxi-glutamico, esta presente en la fase previa a la maduracion y se asocia a
la regulacion de la homeostasis del calcio. Las glicoproteinas de la matriz extracelular
son la osteonectina (ON), la ALP y las proteinas con el tripéptido RGD. La ON es una
glicoproteina con afinidad por el COL |, por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa
el 25 % de las proteinas no colagenas y se cree que interviene en la regulacion de la
adhesidén celular entre la matriz y las células. La ON en el hueso es necesaria para la
mineralizacién normal. La ALP es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de
ésteres fosforicos, necesario para la mineralizacién. Esta considerada un buen
marcador de la actividad osteobldstica. Las proteinas con el péptido RGD, son
fundamentalmente cinco: osteopontina (OPN), sialoproteina ésea (BSP), fibronectina
(FN), trombospondina (TSP) y vitronectina (VTN). Estas proteinas son fundamentales
en los procesos de remodelado y regeneracion éseos en los que su secuencia RGD es
reconocida por las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos (avB3, entre otras),
actuando como receptores de superficie de las células éseas, permitiendo la adhesidn
de las células a la matriz extracelular y activando sefiales. Las proteinas procedentes
del plasma se encuentran en la matriz organica en mayor proporcion que en el plasma.
Son la albumina (ALB) y la a2-SH-glicoproteina, relacionadas con la incorporacién del
calcio a la matriz osteoide. Los factores de crecimiento son polipéptidos sintetizados
en el propio hueso o procedentes de otros lugares (higado, plaquetas, etc.), que
intervienen en la diferenciacion, crecimiento y proliferacién de las células de forma

autocrina o paracrina [7, 18].

Fase mineral

El componente mineral del hueso representa el 65 % del peso dseo. Esta formado
principalmente por calcio, fosfato y carbonato (en proporcion 10:6:1) en forma de
pequefios cristales de hidroxiapatita [Ca,o(PO,) (OH),] y, en menor proporcidn existe
magnesio, sodio, potasio, manganeso y fldor [17]. Los cristales de apatita 6sea son mas
pequefios que los de otros tejidos calcificados, como el esmalte y la dentina. Se

disponen en intima relacion con las fibrillas de colageno, con su eje longitudinal
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paralelo a dichas fibras [18]. El plasma se encuentra sobresaturado de calcio y fésforo,
por lo que debe haber sustancias que inhiban la mineralizacién, de hecho la deposicidn
y el crecimiento de cristales de hidroxiapatita estan estrictamente regulados por las
proteinas del plasma [19]. Las proteinas de adhesion favorecen la mineralizacion,

mientras que los proteoglicanos, magnesio, ATP y pirofosfato la inhiben [7].

1.3. Remodelado 6seo

El remodelado dseo es un proceso por el cual el tejido dseo estd en continuo
recambio, proporcionando un mecanismo de adaptacién a las condiciones del medio,
de reparacién de dafios y de control endocrino del calcio y fésforo circulante. Tiene
lugar mediante la actividad de resorcion de los osteoclastos junto con la actividad
secretora de los osteoblastos (Figura 7). Estas dos poblaciones son las responsables del
constante reemplazo, en cualquier momento, del 3 al 5% del esqueleto humano.
Perturbaciones en esta actividad celular dan como resultado un desequilibrio entre las
actividades de ambos tipos celulares, como sucede en muchas enfermedades
metabdlicas (como en la atrofia por desuso y en la osteopenia inducida en condiciones
de microgravedad). El proceso de remodelado éseo en humanos se observa
histolégicamente tan pronto como comienza la formacion d6sea en la etapa
embrionaria y continda a lo largo de la vida, aunque la tasa de remodelacion disminuye

con la edad.

Cuando los osteoclastos resorben hueso, mediante disolucion de la matriz
inorganica y la degradacion enzimdtica de los componentes organicos previamente
descrita, se obtiene como resultado una nueva superficie para la formacién de hueso.
La membrana en cepillo de los osteoclastos penetra con su superficie invaginada en la
matriz 6sea hasta una profundidad aproximada de 1 um. Este rasgo morfoldgico de la
zona intermedia entre la matriz dsea y el osteoclasto es importante porque produce la
desmineralizacion del colageno de la matriz dsea, presentando una superficie de
resorciéon (laguna) con una topografia tridimensional compleja en escala sub-
micrométrica. A esta topografia variable se le suman las hendiduras dejadas por la
degradacion de los paquetes de fibras de coldgeno de la matriz. En el proceso normal
de remodelado dseo, la superficie de resorcion del viejo hueso proporciona una
superficie topograficamente muy compleja, en la cual es depositada una matriz
inorganica, llamada la linea cementante, que proporciona el mecanismo de anclaje
entre el nuevo hueso (nueva matriz 6sea depositada) y el viejo. Esta linea cementante
es una linea continua de matriz no colagena mineralizada inducida por proteinas
secretadas por osteoblastos en diferenciacion (BSP y OPN). Su existencia se conoce
desde las primeras observaciones de von Ebner quien, en 1875, presentd por primera
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vez que las osteonas secundarias estaban delimitadas de la matriz ésea circundante
por una matriz diferente, que él denomind kittlinien (linea cementada en aleman). Mas
de un siglo después, el interés en esta matriz calcificada ha sido retomado al observar
la formacién de lineas cementadas tanto en cultivos osteogénicos como en superficies

de implantes.

Esta caracteristica morfolégica del hueso tiene una importancia critica en la
comprension de la estructura y composicion de la zona de unién del hueso a una
superficie. Esto se debe a que la linea cementante se invagina y se entrelaza con la
superficie dejada por los osteoclastos, jugando un critico rol fisico en el

establecimiento de una zona intermedia entre el nuevo hueso con el antiguo.

La formacidn ésea de novo, durante la remodelacién dsea, es un proceso en
varias etapas. Primero, los osteoblastos en proceso de diferenciacion secretan
proteinas no colagenas (BSP y OPN) que son adsorbidas en la superficie del hueso
antiguo dejada por los osteoclastos. Seran estas proteinas adsorbidas las que formen
la linea cementante induciendo la formacidn de cristales de Ca y P, que crecen hasta
formar una linea continua mineralizada de 0,5 mm de espesor. Finalmente, sobre la
linea cementante, los osteoblastos diferenciados depositan la matriz de coldgeno
cuyas fibras quedardn incrustadas, asi los osteoblastos que queden rodeados por la
matriz se diferenciaran a osteocitos que mineralizaran la matriz colagena, formando el
nuevo hueso (Figura 7) [2, 20].

Célula madre Célula madre
hematopoyética ® O mesenquimal
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© Macréfago ® Preosteoblasto
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limitantes ® o (@ ® —
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Osteoide
FORMACION
_— Nuevo hueso
/
- . — linea cementante
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Viejo hueso
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_ Direccidn de remodelacion dsea

Figura 7. Esquema del proceso de remodelado éseo. Los precursores de osteoclastos son
activados para su diferenciacién, se forma un frente de avance de reabsorcidon ésea compuesto
por osteoclastos activos. El valle producido por la resorcion dsea osteoclastica se reviste,

20



previamente a la formacién del osteoide por parte de los osteoblastos, con células
mononucleares (no se muestran) [inspirado en 5].

1.4. Regeneracion 6sea

El hueso es el Unico tejido del organismo, a excepcién del tejido embrionario, que
se restituye totalmente tras una lesion. El resto de tejidos se reparan mediante la
formacién de un tejido cicatricial, con caracteristicas diferentes al original. La
regeneracion Osea es la respuesta que consigue la restitutio ad integrum del tejido
Oseo tras un trauma y que involucra a los vasos sanguineos, las células y la matriz

extracelular.

El proceso de reparacion de una fractura ésea transcurre con una respuesta
inflamatoria inmediata tras el trauma, con un hematoma inicial, con hematies,
plaquetas y fibrina. Las células del codgulo liberan interleuquinas y factores de
crecimiento, originando la migracion de linfocitos, macréfagos, precursores de
osteoclastos y células mesenquimales pluripotenciales. Estas sefiales moleculares
promueven la diferenciacidon hacia células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y
osteoblastos, dando origen a un nuevo tejido fibrovascular, que reemplazard al
coagulo inicial. Todo ello esta regido por una serie de complejas interacciones entre
factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. En este proceso sera fundamental el

aporte vascular, la sintesis proteica y la mineralizacién [7, 21].

Fase de inflamacion

El traumatismo lesiona de forma global al tejido éseo, afectando a células, vasos
sanguineos, periostio y matriz extracelular, ademds de comprometer los tejidos
adyacentes como los musculos, es por ello que se forma un hematoma de fractura que

es la base del proceso de reparacion.

El tejido vascular dafiado interrumpe el aporte sanguineo a los osteocitos,
provocando la necrosis a los lados de la lesidén. Los mediadores de la inflamacion,
liberados por las plaquetas y demas células lesionadas, provocan vasodilataciéon y la
aparicion de un exudado plasmatico que lleva al edema agudo. Entre las células
inflamatorias que migran al foco de fractura se encuentran leucocitos

polimorfonucleares, macroéfagos y linfocitos.

Fase de reparacion

El hematoma proporciona un soporte de fibrina que facilita la migracion celular,
proliferacién y sintesis de matriz dsea. La falta de irrigacion hace que se acidifique el

pH del medio, pero poco a poco el pH se va alcalinizando progresivamente. Los
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osteoclastos resorben el tejido necrético producido en la fase anterior, permitiendo la
formacién de nuevos brotes vasculares que restablecen la irrigacién. En este estadio la
fosfatasa alcalina (ALP) alcanza su nivel de actividad maximo, favoreciendo el inicio de

la mineralizacion del callo dseo.

La composicién del callo éseo se modifica a medida que progresa la
consolidacién, de tal forma que las células mesenquimales pluripotenciales del foco de
fractura van sustituyendo el codgulo de fibrina por una matriz fibrosa rica en COL | y
COL Ill, proteoglicanos y glicosaminoglicanos. Esta matriz fibrosa se transforma en
fibrocartilago, rico en COL Il, proteoglicanos especificos y proteinas de unidn. El
fibrocartilago se mineraliza en paralelo a un aumento de la concentracién de COL |,
ALP y proteinas no colagenas. El proceso de reparacién concluye con la osificacion de
la masa fusiforme del callo que envuelve los extremos de la fractura y que contiene

cantidades crecientes de hueso inmaduro.

A medida que disminuye la reaccién inflamatoria, el tejido necrético y el exudado
plasmatico son reabsorbidos y los osteoblastos se encargan de producir una nueva

matriz dsea.

Fase de remodelacion

El hueso inmaduro del callo éseo es sustituido por hueso laminar y la
remodelacion contintda con la reabsorcién de las trabéculas mal orientadas por parte
de los osteoclastos y su sustitucion por otras nuevas, adaptadas a las lineas de fuerza,
para recuperar las propiedades mecdnicas originales del hueso comprometido [1, 21,
22].

1.5. Biologia del diente

En los mamiferos, los procesos maxilar y mandibular derivan del primer arco
branquial [23]. Por la superficie externa del embridn, el primer arco da origen a dos
salientes, el proceso mandibular, mas voluminoso, que contiene el cartilago de Meckel,
y el proceso maxilar, mas pequefio. Ambos procesos contribuyen a la formacion del

maxilar inferior y superior respectivamente [18].

La raiz del diente se inserta en una cavidad del hueso maxilar denominado
alveolo dentario, formado por hueso del proceso alveolar. El proceso alveolar esta
formado por el propio hueso alveolar y por el hueso alveolar de soporte. El hueso
alveolar es el revestimiento de la cavidad del diente o alveolo y estd compuesto por
una fina capa de hueso compacto donde se insertan las fibras periodontales (también

llamado lamina dura). El hueso alveolar de soporte estd compuesto por una lamina de
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hueso cortical y por hueso trabecular. La ldmina cortical se extiende desde la superficie
facial a la lingual del proceso alveolar. El hueso cortical del hueso alveolar de soporte
se encuentra situado rellenando el espacio entre las dos corticales, esto es, la del
propio hueso alveolar y la del hueso alveolar de soporte (Figura 8). La ldmina de hueso
cortical del propio alveolo es una estructura odontodependiente, es decir se forma con
el diente y se pierde con él junto con los ligamentos periodontales que lo sostienen
[18, 24].
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Figura 8. Esquema de la sujecion del diente al alveolo periodontal mediante las fibras
periodontales.

Tras la pérdida de un diente, las maxilas (especialmente la inferior o mandibula)
muestran una extensa pérdida de hueso. Es una pérdida acelerada inicialmente debida
a una ausencia de carga mecanica, mediada por la apoptosis de los osteocitos
(mecanotransductores), seguida de la causada por la fase de remodelado éseo.
Inmediatamente después de la pérdida del diente, la cavidad dsea que ocupaba se
rellena con un codgulo sanguineo, las células osteoprogenitoras se diferencian a
osteoblastos y comienzan a formar hueso, a la vez que se produce resorciéon mediada
por descarga, consiguiéndose finalmente rellenar el hueco alveolar. Tras esta fase de
regeneracion contintda la fase de remodelado, en la que la cortical se reduce en
espesor debido a la resorcion peridstica de los osteoclastos, que aunque se acompafia
de aposicién enddstica de nuevo hueso, nunca conseguira desarrollar una capa cortical
completa. Ademas, el remodelado interno provoca una pérdida de organizacién y una
fina trabecular. Tras los primeros 6 meses se habra alcanzado una pérdida aproximada

del 40 % de altura y de 60 % de anchura alveolar [24, 25, 26, 27].
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El edentulismo parcial, como resultado de caries, trauma, lesiones endoddnticas,
defectos del desarrollo o periodontitis avanzadas, crea como consecuencia cambios
maxilares que afectan, no sélo al entorno del diente perdido, sino también al conjunto
bucodental [28, 29]. Las pérdidas de piezas dentales producen pérdida de la eficacia
masticatoria y descarga del diente opuesto, por lo que no sélo se producira la pérdida
del proceso alveolar residual del diente perdido sino también el remodelado alveolar
del diente opuesto. Ademds, se producen desplazamientos dentarios que provocan
migraciones, inclinaciones y extrusiones que afectan directamente a los dientes
adyacentes y, en general, a todo el aparato bucal debido a la modificacién de la linea
de mordida, que podria producir alteraciones en el plano oclusal o incluso la aparicidn
de habitos parafuncionales como el bruxismo [25, 30, 31]. Por todo ello, es importante
considerar el reemplazo de una pieza dental perdida mediante un implante que evite
la aparicion muchas de estas consecuencias, ademas de cumplir una funcion estética y
social. Por ello es importante considerar una preservacién del proceso alveolar post-
extraccidn que ofrezca un buen escenario 6seo que no presente un impedimento en la

colocacién ideal de un implante [26, 27].

2. Implantologia oral

El reemplazo de dientes perdidos con prétesis implantables es hoy en dia un
tratamiento ampliamente aceptado en odontologia para la rehabilitacidon de pacientes
con edentulismo completo o parcial. Este descubrimiento en la rehabilitacién oral se
basa en el concepto de osteointegracion descrito, por primera vez hace mas de 30
afios, por los grupos de investigacion de Branemark y el de Schroeder. Ambos grupos
describieron este fendmeno bioldgico como “deposicidén directa de hueso sobre la
superficie de un implante de titanio” [32]. Fue a partir de entonces cuando la
implantologia experimentd un cambio sustancial, apareciendo infinidad de modelos,
materiales y tratamientos superficiales [6], no obstante el titanio puro comercial (CP)
se ha convertido en el material de eleccidon en implantologia oral y ortopédica por sus

excelentes propiedades biolégicas y biomecdnicas [33, 34].

2.1. Titanio

La necesidad de la prdtesis dental surge como respuesta légica a la pérdida de los
dientes. Las solicitaciones mecanicas especificas hacen necesario el uso de metales
para los sustitutos radiculares de dichas protesis. Existen cuatro categorias de metales
implantables; aceros inoxidables, aleaciones basadas en cobalto, metales de titanio

(puro y aleaciones) y miscelanea (tantalo, oro, amalgamas dentales y otros metales
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“especializados”) [35]. Sin embargo, el metal mas utilizado hoy en dia en implantologia
oral es el titanio (Ti), tanto en su versién de titanio Comercial Puro (CP), de grados de
pureza de 1 a 4, como su aleacién Ti6Al4V (compuesta por un 6 % de aluminio, un 4 %
de vanadio, hasta un 0,25 % maximo de hierro, hasta un 0,2 % maximo de oxigeno, y el
resto titanio). El titanio presenta todas las caracteristicas de un excelente biomaterial
para implantacidn en hueso; tiene excelentes cualidades mecanicas y de durabilidad,
un modulo elastico similar al hueso, una alta resistencia a la corrosién y constituye con
el hueso un sistema biocompatible [36, 37, 38, 39].

1. Composicidon: La pureza del titanio CP es del 98,9 — 99,6 %. Los cuatro grados
de titanio CP estdn disponibles con una microestructura estable en fase alfa. La
principal diferencia entre ellos es el contenido relativo de oxigeno. La tension del limite
eldstico y el mddulo de elasticidad del titanio CP aumentan conforme aumenta el
contenido de oxigeno desde el grado 1 a superiores en el grado 4. Pequefias
cantidades de Ni y C tienden a estabilizar la fase alfa de la estructura. La cantidad de
contenido de TiFe puede influir significativamente a la resistencia a la corrosién, es por
esto que solamente estd permitido un porcentaje maximo de entre el 0,10 % hasta el
0,50 % dependiendo del grado de titanio CP [40].

2. Densidad y mddulo eldstico: Dos propiedades fisicas importantes para el uso
del titanio como implantes médicos son la densidad y el mdédulo de eldstico. La
densidad del titanio CP es muy baja, del 4,5 g/cm3 [40], esto representa una densidad
del 57 % de la densidad del acero inoxidable 316L y cerca del 53% de la del
Co28Cr6Mo. La baja densidad del titanio permite una reduccion de cerca del 50 % en el
peso al comparar implantes de similares dimensiones con implantes de los otros
materiales. La reduccidn en el peso representa un factor positivo para la comodidad

del paciente sobre todo cuando se trata de implantes de gran tamafio [41].

El mddulo elastico o modulo de Young es una propiedad fisica que describe la
tension por unidad de deformacion en una regién elastica, un material con un alto
madulo elastico transferira menos tension al hueso. Esto produce una condicidon
denominada stress shielding (efecto de proteccion frente a tensiones) que no es
deseable ya que la ausencia de carga en el hueso, necesaria para el proceso natural de
remodelado, provoca resorcion o6sea y aflojamiento del implante. El mddulo de
elasticidad del Ti en de un 55 — 56 % respecto al del acero inoxidable 316Ly de un 42 —
43 % respecto al del Co28Cr6Mo [41].

3. Resistente a la corrosion y biocompatible: El titanio es un metal altamente
reactivo pero que, en contacto con distintos medios, forma una capa superficial de

oxido (T'i0,) quimicamente muy estable, de aproximadamente 4 nm de espesor, que
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lo convierte en un metal practicamente inerte, muy resistente a la corrosion y capaz de
constituir con el hueso un sistema biocompatible [38, 42, 43]. Es decir, que tiene la
habilidad para llevar a cabo su funcién en una aplicacién especifica, consiguiendo una
respuesta apropiada del sistema biolégico huésped [36], [44]. Su superficie es capaz
adsorber, de inmediato, proteinas de los fluidos bioldgicos, como albimina, laminina,
glicosaminoglicanos, colagenasa, fibronectina, proteinas del complemento vy
fibrindgeno, entre otras, ofreciendo un soporte donde las células pueden crecer y
diferenciarse [38].

4. Osteointegracion: El fendmeno de osteointegracidn esta relacionado con las
propiedades superficiales del implante, siendo las mdas importantes la composicion
quimica, hidrofilia y rugosidad [45]. Se puede modificar la superficie de un implante
mediante métodos que modifiquen su propia topografia [38], se pueden crear
texturas, marcas, poros, etc. para crear distintos tipos de rugosidad: macro-, micro- y
nano-. El nivel macro se define para topografias que estdn en una escala milimétrica y
su papel en la unién al hueso es absolutamente mecanico. Son las rugosidades a nivel
micrométrico y nanométrico las que comienzan a tener un papel importante en la
unién al hueso, bien sea porque con ellas se logra un anclaje mecanico fino del
implante con el hueso o porque influyen en la adsorcidn de proteinas, la adhesion de
osteoblastos y, por tanto, en el proceso de osteointegracién del implante [45]. Estas
modificaciones se pueden conseguir mediante distintos métodos; deposicion de titanio
por plasma spray, anodizacion, granallado, arenado y tratamientos acidos, sinterizado
de poros, oxidacion, recubrimiento con hidroxiapatita, anodizacion catddica
(sputtering), deposicion por laser o tratamiento con fluoruro, asi como la combinacién
de algunos de estos tratamientos entre si, que logran topografias que mejoran la unidn

al hueso, si bien son muy poco reproducibles [46].

Pese a todas sus magnificas cualidades como biomaterial, el titanio, al igual que
todos los metales, tiene una capacidad de osteoinduccion baja debido a que es inerte
[39]. Se estima que el tiempo requerido para la integracion de un implante dental de
titanio en humanos es de alrededor de 3 a 4 meses, para Albretksson [47], o incluso de
4 a 6 meses, para Clark [48]. Seria deseable poder acelerar el proceso de regeneracion
6sea en el uso de implantes dentales y recuperacion de las funciones dentales.
Ademas, existen ciertos factores que aumentan mucho el riesgo de fallo de un
implante, tales como la diabetes, la osteoporosis, el tabaquismo, el bypass gastrico y
los farmacos retrovirales [49], razén por la que el desarrollo de nuevos implantes con
capacidad osteogénica es necesaria. Aqui entra en juego el papel de las modificaciones
guimicas de la superficie del titanio para hacerlo osteoinductivo, es decir para que las
células mesenquimales pluripotenciales se vean inducidas mediante sefales quimicas a
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diferenciarse hacia el linaje osteoblastico, que formard nuevo hueso [2, 50]. Para ello,
el titanio se puede recubrir con cerdmicas y vidrios bioactivos, también se le pueden
realizar tratamientos de silanos o inmovilizar péptidos y antibiéticos en su superficie
[38].

2.2. Osteointegracion de implantes dentales

En la Conferencia de Toronto sobre osteointegracion celebrada en 1982, se
asentd el concepto de osteointegracién definido por Albrektsson, seguidor de
Branemark, como la “conexion directa estructural y funcional entre el hueso vivo,
ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional”. Otro concepto,
introducido contemporaneamente por Weiss, y aceptado por la Academia Americana
de Implantes, fue el de osteofibrointegracion, definido como “la interposicién de fibras
de colageno densas en estado de salud, entre el hueso y el implante sometido a
carga”. Weiss aplicd este concepto a aquellos implantes que no presentaban una
osteointegraciéon del 100 % de su superficie, pero que cumplian los criterios de éxito,
en lo que pretendié calificar de pseudoligamento periodontal. Otro concepto que
aparece referido en la bibliografia es el de biointegracion, definida como “la unién
directa bioquimica entre el hueso vivo y la superficie del implante demostrable a
través de microscopia electrénica” [en la revision de 6]. Si bien la osteofibrointegracién
es una de las formas de biointegracion, desde el punto de vista estructural-clinico,
constituye un fracaso para la rehabilitacion prostética implantosoportada, ya que la
fibrointegracion no cumple con los requisitos mecdnicos de soporte [18]; este
concepto fue fuertemente rechazado por el grupo de trabajo de Branemark. Con el
tiempo, el conocimiento de los procesos biolégicos de la reparacién del hueso
alrededor de un implante han ido proporcionando nuevos conceptos, como el de
osteoinduccion, al que Urist en 1965 [50] se refiri6 como el “proceso que apoya la
mitogénesis de las células mesenquimales perivasculares indiferenciadas, dirigiendo la
formacion de células osteoprogenitoras con capacidad de formar hueso nuevo” o el de

|u

osteoconduccién, que mas tarde en 1980 defini6 como el “crecimiento de brotes
capilares, tejidos perivasculares y células osteoprogenitoras desde el lecho del
hospedador receptor hasta la estructura tridimensional del implante” o, que Davies
simplific6 mas tarde en el “reclutamiento y/o migracion de poblacion celular
potencialmente osteogénica” [2, 51]. El concepto de bone ingrowth (de dificil
traduccion al espafiol) definido en 1973 por Hench [52] como la “habilidad del tejido
Oseo de unirse a la superficie de un material sintético” , fue restringida mas tarde por
Kienapfel para referirse a la “formacién de hueso dentro de una superficie irregular

(porosa) de un implante” [53].
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El concepto de biomaterial y biocompatibilidad dio paso a nuevas acepciones
de la definicién de osteointegracién, como la de Mavrogenis de 2009, que tras definir
la osteointegracion como un “estado clinico que proporciona una estabilidad de la
prétesis a largo plazo, sin ser una propiedad bioldgica de ninglin implante ni metal”,
afiade que ésta “puede ser entendida como una falta de respuesta bioldgica local o
sistémica a la superficie del implante” o como “ausencia de respuesta negativa del
tejido” [20].

La comunidad dental establecié, en 1985, cuatro tipos de hueso, clasificados
segun su macro-arquitectura ésea, es decir segin la proporcion relativa de hueso
cortical y trabecular. De modo que en el hueso de Clase 1 el hueso es
predominantemente cortical (como en el caso de la mandibula anterior), en el hueso
de Clase 2 encontramos una gruesa capa de hueso cortical que envuelve un nucleo de
hueso trabecular, ya en el hueso de Clase 3 la capa de hueso cortical es mucho mas
fina, mientras que el hueso de Clase 4 estd casi sélo formado por hueso trabecular
(como en la maxila posterior) [54].

2.2.1. Proceso de osteointegracion de un implante dental

En todo proceso de osteointegracion de un implante interviene la respuesta que
el organismo tiene frente a un cuerpo extrafo, que es el implante. El organismo esta
preparado para reconocer, reaccionar y defenderse de manera automatica e inmediata
(aguda) frente a todo material extrafio (endégeno o exdgeno). Frente a éste, se
presenta una reaccion celular y tisular denominada “de cuerpo extrafio” como forma
particular de un proceso de defensa que se denomina inflamacién. La funcién de la
inflamaciéon es la de eliminar el agente extrafio, diluirlo, fagocitarlo, aislarlo o
inmovilizarlo y reparar los tejidos que hubieran sido afectados [55]. La respuesta del
huésped al implante es una respuesta natural que tiene lugar para alcanzar la

reparacion de la lesién [5].

La relativamente lenta generacion del hueso cortical alrededor del implante,
depende exclusivamente de la remodelacion del hueso laminar, mientras que la
generacion del hueso trabecular alrededor del implante puede involucrar, no sélo la
remodelacion de las laminillas trabeculares, sino que puede también incluir la rapida
formacion de nuevas trabéculas a través del reclutamiento de nuevas poblaciones de
células osteogénicas en la zona. Estas células osteogénicas, derivan tanto de las
superficies trabeculares enddseas como de la médula que rellena los largos poros
interconectados presentes entre las trabéculas. Por lo tanto, el hueso trabecular tiene

una superficie muy grande contigua al espacio medular, ya que la médula contiene no
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sélo células progenitoras mesenquimales que pueden dar lugar a osteoblastos sino
también una rica vascularizacién que proporciona los precursores mononucleares de
los osteoclastos (necesarios para la remodelacidn) y la poblacién endotelial necesaria
para la angiogénesis, por ello no es sorprendente que el hueso trabecular se remodele
mucho mas rapidamente que el hueso cortical [56].

Alrededor de los implantes enddseos, los osteoblastos pueden depositar hueso
sobre la antigua superficie 6sea o sobre el mismo implante, esta diferencia fue
estudiada por Osborn y Newesley [57] quienes describieron los dos fenémenos,
osteogénesis a distancia y osteogénesis de contacto, a través de las cuales el hueso
puede llegar a entrar en contacto con la superficie del implante. En la osteogénesis a
distancia, el nuevo hueso se forma sobre la superficie del antiguo hueso en la zona de
peri-implantacién. Las superficies dseas proporcionan una poblacién de células
osteogénicas que depositan una nueva matriz que se ancla sobre la superficie del
implante. En este caso, el nuevo hueso no se forma sobre el implante sino que el
implante es circundado por el hueso. La osteogénesis a distancia se da en la
remodelacion de hueso cortical tras la implantacién ya que, debido a la interrupcion
vascular producida para la colocacidén del implante, se produce necrosis del hueso
cortical a su alrededor, produciéndose una lenta remodelacién por invasion de
osteoclastos provenientes del espacio medular subyacente. Este tipo de regeneracién
ha sido descrita explicitamente para explicar el fendmeno de “osteointegracion” de

implantes metalicos mecanizados [56].

Por otro lado, en el proceso de la osteogénesis de contacto, el nuevo tejido éseo
se forma en primer lugar sobre la superficie del implante. Ya que por definicién no hay
hueso sobre la superficie del implante antes de la implantacidn, la superficie del
implante debe ser colonizada por células éseas antes que la formacion de matriz ésea
pueda empezar. Esto es lo que también ocurre en los lugares de remodelacion donde
una superficie de resorcion del hueso antiguo es colonizada por células osteogénicas
antes de que nuevo hueso pueda depositarse. Lo que tienen en comun el remodelado
y la osteogénesis de contacto es que el hueso se forma en el sitio apropiado a partir de
de células osteogénicas en diferenciacion. Llamamos a esto formacion dsea de novo.
Un pre-requisito de la formacidn ésea de novo es que las células 6seas deben llegar al
hueso antiguo o a la superficie del implante antes que la sintesis de la matriz extra
celular se inicie. El resultado de la formacién dsea de novo es que la zona intermedia
del contacto hueso-implante esta ocupada por la linea cementada. Por lo tanto, en la
osteogénesis a distancia el hueso se aproxima a la superficie del implante mientras que
en la de contacto, el hueso se deposita sobre la superficie del implante. Ambos
mecanismos tienen lugar en cualquier zona de remodelacion enddsea, sin embargo el
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disefio del implante influye en el grado en el que cada una tiene lugar y por lo tanto la
estructura y composicion de la zona de contacto hueso-implante puede verse
afectada. Obviamente, en el hueso de Clase 3 y Clase 4 es de gran importancia
optimizar la osteogénesis de contacto a través del disefio de la superficie del implante
para garantizar la estabilidad inicial del implante (estabilidad primaria) [60].

En el articulo de Davies de 2013 [58], se muestra un esquema muy didactico de
como se produce el proceso de osteogénesis de contacto en la superficie de un
implante (Figura 9). Las células osteogénicas indiferenciadas son reclutadas por la
superficie del implante (osteoconduccion) donde comienzan a diferenciarse y secretan
la matriz de la linea cementada. Estas células van diferenciandose, cambiando de
forma y sintetizando una capa de coldgeno que se convertira en osteoide. El cambio de
forma de las células continua hasta que las células se diferencian completamente en
osteoblastos cuboidales. Estas células se encuentran separadas del hueso subyacente
por la capa de osteoide. Esta capa osteoide mineraliza, formando una matriz de
cemento que sirve como anclaje de las fibras de coladgeno del hueso. Asi pues, la
verdadera interfaz hueso-implante reside en el rango de escala nanométrica (de la
matriz cementada), aunque la interfaz funcional se extiende a lo largo de tres rangos
de escalas: macrométrica, micrométrica y nanométrica. En la osteogénesis por
contacto los osteoblastos estan separados de la superficie del implante por la matriz
que ellos elaboran. Esto es equivalente a la formacidn de hueso que se da de manera

natural en los lugares de remodelado éseo [58].

Figura 9. Esquema de la formacion de hueso en la superficie de un implante; (flecha)
direccion de crecimiento del nuevo hueso por osteoconduccion, (células grises) células
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indiferenciadas, (células rosas planas) células osteogénicas en diferenciacidon, (células rosas
cuboidales) osteoblastos diferenciados, (rojo) osteoide, (A) fibras de colageno envolviendo
elevaciones de la topografia de la superficie del implante, (B) superficie del implante expuesta
por resorcion osteoclastica de la matriz [58].

2.3. Factores que determinan el éxito de la implantacion

La obtencidon de una unién estable y duradera del implante al hueso es un
requisito fundamental para el éxito del tratamiento. Alcanzar una estabilidad primaria
(mecdnica) en el momento de la colocacién del implante es fundamental para alcanzar
la osteointegracién del implante [59]. La estabilidad primaria mecénica consiste en una
rigida fijacion entre el implante y el hueso, sin micro-movimientos del implante o con
minimas deformaciones del hueso. El hueso trabecular no proporciona una base
suficientemente estable para la fijacion primaria, sélo el hueso cortical proporciona
esta estabilidad a primera instancia. Si la fijacién del implante al hueso cortical no es
suficientemente estable, el implante se movera dentro del lugar de implantacion vy,
como resultado, se producirdn movimientos de traccion y cizalladura que estimularan
la formacion de una capsula fibrosa alrededor del implante, dificultandose la
osteointegracién [20, 60, 61]. Al mismo tiempo, es importante conseguir una fijacién
secundaria (bioldgica) que garantice la unidn a largo plazo, ésta viene dada por la

regeneracion ésea alrededor del implante, es decir por la propia osteointegracion.

Para Pillar, los factores reconocidos que afectan a la tasa de osteointegracion
incluyen la topografia del implante, la quimica de la superficie, una fijacién primaria
estable y el estado de tension/deformacidn de los tejidos que se forman en la zona
entre el implante y el hueso, que depende directamente de las cargas aplicadas y del

disefo de la superficie del implante [62].

Para el grupo de Kienapfel cuatro son los requerimientos necesarios para que
tenga lugar la osteointegracion de un implante de Ti: (1) la fisiologia de la
osteointegracién y del bone ingrowth (incluyendo la biocompatibilidad del biomaterial
respecto a la respuesta celular y de la matriz en la zona de contacto hueso-implante),
(2) las caracteristicas geométricas de la superficie del implante (disefio, topografia,
etc.), (3) los micromovimientos del implante y sus métodos de fijacidn y (4) la distancia

entre el hueso y el implante [53].

Seis son los factores que Albretksson y colaboradores proponen como factores
importantes que afectan a la osteointegracién del implante: (1) el material del
implante, (2) su disefio, (3) las condiciones de la superficie, (4) el estado del hueso, (5)

la técnica quirdrgica y (6) las condiciones de carga del implante [63].
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Cada autor proporciona su lista de factores que mas influencia tienen sobre el
éxito de la implantacién [46, 53, 62, 63, 64]. De todos estos, los factores que se
repiten con mayor frecuencia se han clasificado segun su pertenencia al implante
(factores que influyen en la estabilidad primaria), al hueso o al paciente (ambos,
factores que influyen en que se pueda alcanzar una estabilidad secundaria).

2.3.1. Del implante (o estabilidad primaria)

Para Anil y colaboradores los factores de la superficie del implante que afectan al
nivel de osteointegracion ocupan una larga lista, entre los que se encuentran: el
material, la quimica y bioquimica de la superficie, su topografia, su hidrofilicidad, su
diseio y su carga [46].

Material: la biocompatibilidad se define como la habilidad de un material para
llevar a cabo su funcidon en una aplicacién especifica, consiguiendo una respuesta
apropiada del sistema biolégico huésped [36, 42, 44, 43]. Mas tarde Williams, la
redefiniria para adaptarla a los nuevos dispositivos desarrollados en ingenieria de
tejidos, determinando que “la biocompatibilidad se refiere a la habilidad de un
biomaterial para llevar a cabo su funciéon con respecto a una terapia médica, sin
obtener ningun efecto sistémico o local indeseado en el beneficiario de dicha terapia,
pero generando la mayor respuesta celular o tisular ventajosa en esa situacion

especifica, y aprovechando el rendimiento clinico relevante de dicha terapia” [65].

Quimica: respecto a la quimica de la superficie, Davies y su grupo repiten
reiteradamente, en algunos de sus articulos, que la importancia del efecto de la
quimica de la superficie del implante en el éxito de la osteointegracion estd
sobrevalorada y que es la topografia superficial la que juega un papel crucial [58, 2, 56,
56, 66].

Bioquimica de la superficie: referido a la capacidad de adsorcion de proteinas de
adhesién de la superficie, gracias a las cuales (y mediada por las integrinas) se uniran
las células al implante [67]. Desde la identificacién de la secuencia RGD como
mediadora de la unidn celular de proteinas plasmaticas y de la matriz extracelular
(incluyendo la vitronectina, el COL I, la OP y la BSP), muchos investigadores han
anclado péptidos con la secuencia RGD en la superficie de los biomateriales para
promover la adhesién celular. Los receptores celulares de superficie reconocen la

secuencia RGD y median la unidn [64].

Topografia: la microrugosidad promueve la osteoconduccion porque aumenta el
area de retencion de fibrina en la superficie del implante, favoreciendo la adhesién de

plaguetas mediada por integrinas y manteniendo el anclaje celular en su superficie
32



[56]. Zareidoost, demuestra que superficies de titanio puro con hoyos micrométricos,
de entre 0,05 y 0,1 um, proporcionan un ambiente Optimo para la integracion de
osteoblastos, induciendo su proliferacion y viabilidad [68]. Sin embargo, Gittens
demuestra que sus superficies microrugosas de titanio, con picos de entre 60 a 350
um, ofrecen una superficie que promueve la diferenciacién de MSCs en ausencia de
medio osteogénico [34]. Puleo y Nanci concluyen que las alteraciones en la morfologia
y rugosidad de la superficie de implantes han sido empleadas para influenciar en la
respuesta celular y tisular frente a éstos. Los recubrimientos porosos han sido
desarrollados en base a este razonamiento, ya que la conexién mecdnica del hueso
regenerado dentro del poro incrementa la fijacién y la estabilidad del implante [64].
Kienapfel, tras el estudio de muchos autores, concluye que el rango de tamafio de
poro 6ptimo en la superficie es de 100 a 400 um [53]. Ademads, para mejorar la
conexiéon mecanica, superficies con canales (muescas) pueden ofrecer una orientacion
fisica a través de la cual la direccion del movimiento celular se ve afectado por la
morfologia del sustrato [64].

Davies investigd sobre como las diferentes escalas topograficas de la superficie
del implante afectan a la estabilidad de la interfaz hueso-implante, mostrando los tres
escenarios posibles (Figura 10). En el primero (A), describié una superficie lisa
modificada para otorgarle rugosidad a escala sub-micrométrica con huecos, en los
cuales la matriz 6sea se deposita. En este caso, la verdadera interfaz es la profundidad
de la combinacion de la rugosidad de la superficie del material y la matriz del hueso
(linea cementada), coincidiendo la interfaz funcional con la profundidad de la
verdadera interfaz. En el segundo escenario (B), mostré una superficie, que como la
anterior, seguia el contorno de un hueco de dimensiones micrométricas. En este caso,
la interfaz real dentro del hueco es la misma que en la primera situacion, pero la
profundidad de la interfaz funcional esta representada por el volumen de hueso bajo la
linea de puntos. En estado natural, podria coincidir con un hueco de resorcion
producido por osteoclastos. En el ultimo escenario (C), varios huecos, iguales que el
hoyo del segundo escenario, se mostraron incluidos en un gran hueco de varias micras
de profundidad (escala micrométrica basta). De nuevo aqui, la interfaz real es la misma
que en la primera situacion, mientras que la interfaz funcional ha aumentado debido al
incremento de volumen dseo que se muestra bajo la linea de puntos. La estructura
analoga en el hueso podria ser un tramo de resorciéon creado por uno o mas
osteoclastos. La modificacion de la superficie en el primer caso es menor de 1 um,
mientras que el hueco en el segundo escenario es menor de 10 um, siendo en el

tercero mayor de 10 um [66].
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Figura 10. Interfaz hueso-implante; (A) escala sub-micrométrica, (B) escala micrométrica,
(C) escala micrométrica basta, (linea discontinua) linea cementada, (linea de puntos) limite de la
interfaz funcional [66].

Hidrofilicidad: es la tendencia de una superficie a absorber agua mediante fuerzas
adhesivas y cohesivas. Un incremento en la hidrofilicidad de la superficie de un
implante induce un mejor contacto entre el hueso y el implante, la diferenciacién de
osteoblastos, la produccién de factores de crecimiento y la expresion osteogénica;
aunque los mecanismos moleculares por los cuales el grado de hidrofilicidad afecta a

los tejidos no se conozcan [33, 34].

Disefo: la ley de Wolff implica que el cuerpo tiende a optimizar el material dseo
en una determinada zona en base a la estimulacion mecdnica de la misma. Esto
significa que, para preservar el stock 6seo, un implante dental tiene que estar
disefiando para poder inducir una estimulacion mecanica del hueso adyacente cuando

esté sometido a carga, pero sin que se produzcan picos de tensién en el hueso [69].

Hansson propone un disefio con elementos de retencidon que se extiendan a lo
largo de todo el camino, hasta el punto mds alto al que llega el hueso marginal, para

distribuir la energia de deformacién a un mayor volumen de hueso alrededor del
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implante y, moderar asi las grandes deformaciones puntuales [69]. Sin embargo, la
adicion de estos elementos de retencién también introduciria caracteristicas
estructurales que incrementan el riesgo de retencién de placa, y por tanto de peri-
implantitis [62].

Carga: en su Ley de la Transformacion del Hueso de 1892, Wolff afirma que el
hueso es depositado y resorbido de acuerdo con las tensiones que tienen lugar sobre
él [70], de modo que se deposita en lugares sometidos a traccién y es resorbido en su
ausencia [71]. El hueso responde adaptativamente a la carga, formando hueso cuando
se sobrepasa un determinado umbral de deformacién dinamica [72].

La carga mecdnica es un importante regulador de la actividad celular del hueso.
Cuando una carga dinamica es aplicada, lo fluidos intersticiales que rodean las células
Oseas son forzados a salir de las regiones de mayor deformacién de compresion,
regresando cuando la carga cesa. Este flujo de fluido dindmico oscilante produce una
tensiodn de cizalladura que regula el metabolismo anabdlico y catabdlico de las células
6seas mediante factores de transcripcion implicados en la formacidon de hueso y la
resorcion para el mantenimiento de la masa ésea [73].

La pérdida de dientes siempre produce resorcion del hueso alveolar debido a la
ausencia de estimulacion mecanica [74]. Por ello, para no prolongar el periodo de
descarga en la sustitucion mediante implantes dentales se propuso la posibilidad de
cargar los implantes tras la implantacion. En su revision, Puleo y Nanci afirman que las
superficies cargadas son propicias para la integracion tisular de los implantes dentales.
Sin embargo, en bibliografia han sido reportados resultados contradictorios al respecto
de esta afirmacién, observandose que tanto superficies cargadas como no cargadas
promueven la formacién del tejido dseo [64]. De hecho, existen publicaciones en las
que no se encuentran diferencias significativas en varios parametros (éxito de la
implantacién, pérdida de hueso marginal, altura de la papila, estética y satisfaccion del
paciente) entre implantes dentales con carga inmediata, temprana y convencional
[75].

Mavrogenis destaca que se ha observado osteointegracién con
micromovimientos de hasta 30 um, mientras que movimientos mayores de 150 um
comprometen o inhiben la osteointegracion [20]. Sin embargo, seglin Davies, depende
mucho del tipo de hueso y de la zona de implantacion, estableciendo un maximo de
90 um para que se dé la osteointegracion [58]. Pero Kienapfel no llega a ninguna
conclusién clara tras analizar diecinueve publicaciones [53]. Todo lo contrario que
Pilliar, que asume como estandarizado por la comunidad cientifica un maximo de

movimiento de 150 um [62], a partir del cual se favorece la formacion de una capa de
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tejido fibroso adherida a la superficie del implante [76]. Szmukler-Moncler estima este
umbral en 100 um [77].

En un estudio experimental con implantes de titanio en maxila de rata, Futamiy
colaboradores establecieron que, gaps hueso-implante que exceden los 500 um
reducen la calidad del nuevo hueso formado y retrasan la tasa de rellenado del gap
[78]. Kienapfel sin embargo, del andlisis de publicaciones con modelos animales de
oveja y perro, determina que gaps de 3 mm perjudican el crecimiento dseo y que
cuanto mayor es el gap, menor es el crecimiento de hueso alrededor del implante y
menor la fuerza de fijacion [53].

2.3.2. Del hueso (estabilidad secundaria)

La calidad, el volumen de hueso, el lugar de implantacidn y la distancia del
implante a los dientes adyacentes influyen en el éxito de la implantacion [79]. Por
ejemplo, la posicion del implante respecto a los dientes vecinos debe ser mayor de
3 mm para evitar un aumento de la resorcién del proceso alveolar durante la
regeneracion [80].

Los huesos de Clase 1y 4 son los tipos de hueso donde existe mas porcentaje de
fallo de implantes, puesto que el de Clase 4 (formado en su mayoria por hueso
trabecular) sufre de una escasa estabilidad primaria, y sin embargo el de Clase 1,
aunque consta de suficiente cortical para proporcionar una estabilidad primaria
6ptima del implante, no regenerara suficiente hueso trabecular que le proporcione la
estabilidad bioldgica a largo plazo (estabilidad secundaria) [54, 79]. Las fuerzas de
masticacion en el hueso trabecular actian de estimulo de la resorcidn de las
superficies trabeculares. Este mismo estimulo es el que actla sobre las células
osteoprogenitoras favoreciendo la remodelacién con aposicién de nuevo tejido dseo,

gue aumenta la estabilidad biolégica del implante [6].

2.3.3. Del paciente (enfermedades)

El estado de salud de los pacientes es un importante factor que afecta al éxito de
la implantacion, ya que repercutird en el estado inicial de los tejidos blandos y del
hueso donde se alojard, repercutiendo, por tanto, en la estabilidad del implante. Asi
como, también repercutird en la capacidad de regeneracion de ese hueso para que se
produzca la osteointegracion del implante. Las alteraciones del estado de salud de los
pacientes que afectan al éxito de la implantacidn incluyen: periodontitis crénica,
deficiencias nutricionales (metabdlicas, endocrinas o iatrogénicas) de vitamina D y/o

calcio, diabetes mellitus y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) [49, 81, 82,
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83, 84]. Ademas, la administracién de algunos medicamentos como los bifosfonatos
(tratamiento  para  osteoporosis aguda) y corticosteroides (tratamiento
inmunosupresor tras un trasplante) o el tratamiento con radioterapia, inhiben la

regeneracion dsea [49, 85, 86].

Existen estudios que demuestran que el consumo de nicotina aumenta la
incidencia de sufrir enfermedades periodontales, inhibe la diferenciacién de tejidos y
la respuesta angiogénica en los estadios tempranos de la reparacion de fracturas, e
interfiere con la funcion osteobldstica y la resorcidn dsea, reduciendo la expresién de
catepsina K y de la metaloproteinasa 9 de la matriz MMP-9 y la organizacién de actina
en los osteoclastos [49, 79, 82, 87, 88, 89, 90].

3. Biovidrios y recubrimientos sol-gel

Los recubrimientos bioactivos son importantes para los implantes periodontales
porque el titanio por si solo es bioinerte. Los recubrimientos bioactivos tienen el
potencial de transformarlos en implantes osteoinductores, siendo capaces de
estimular la respuesta osteogénica del organismo, potenciando los mecanismos de
autoreparacién ésea. En 1969 Larry Hench desarrollé el Bioglass® 45S5, el primer
material artificial que forma una unién quimica con el hueso. La bioactividad de los
biovidrios reside en que son capaces de unirse rdapidamente al hueso gracias a la
formacién de una capa de apatita hidroxicarbonato (HCA), a la vez que estimulan su
crecimiento, mds alla de la zona de contacto hueso-implante, gracias a la liberacién de
silice (Si0,) [48, 91].

Los biovidrios pueden obtenerse mediante dos métodos distintos: la ruta
tradicional de fusiéon (melt-quenching) y la ruta sol-gel. En el primer método, los 6xidos
se funden juntos a altas temperaturas (cerca de los 1300 °C) en un crisol de platino y
luego, se templa en un molde de grafito (para barras o monolitos) o en agua (para
fritas). La ruta sol-gel basicamente forma y ensambla nanoparticulas de silice, a altas
temperaturas (sol-gel sinterizado) o bien a temperatura ambiente. Es una ruta de
sintesis donde una solucién monofasica que contiene varios precursores miscibles,
Ilamada sol, se somete a reacciones de polimerizacidn, a altas temperaturas en el caso
del sinterizado o a temperatura ambiente, hasta formar un gel [91, 92]. El sol esta
formado por una dispersion de particulas coloidales, con un tamafio entre 1 nm vy
1 um, en un fluido. Un gel es una red rigida, interconectada mediante poros de

dimensiones submicrométricas y cadenas poliméricas, cuya longitud media es mayor
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de 1 um. Esta red se expande a través del medio liquido y se limitara por el tamafio del
contenedor [92].

3.1. Proceso sol-gel

Comparado con los procesos convencionales de procesado de films, el proceso de
sintesis via sol-gel, ofrece muchas ventajas, ya que permite un mayor control de la
composicion quimica del recubrimiento, la preparacién de films homogéneos y de
elevada pureza, y una reduccién en la temperatura de densificacion de la cerdmica,
requiere un menor equipamiento y es potencialmente mas barato que ninguna otra
técnica alternativa para conseguir un recubrimiento. La baja temperatura de
procesado ofrece, ademas, la oportunidad de controlar la microestructura del film
(control de la forma y tamafio de poro), facilita la posibilidad de usar precursores
funcionalizados y anclar covalentemente otras especies organicas y, permite la sintesis
de materiales hibridos en los que se polimerizan redes orgdnicas interpenetradas con
la red inorgdnica. Ademds, con el proceso sol-gel se obtienen recubrimientos
bioactivos mas finos (<10 um) adheridos a la superficie del titanio quimicamente, no
mecanicamente [93, 94, 91]. Un gran numero de composiciones inorgdnicas, basadas
en compuestos siloxanos y enlazados con polimeros naturales, han sido desarrolladas
usando la técnica sol-gel. Como fuente de silicio, Si-alcoxidos como el trimetil
ortosilicato (TMOS), el tetraetil ortosilicato (TEOS), o aquellos que contienen grupos

silano, han sido los mas comunmente utilizados [95].

Existe unanimidad cientifica al determinar que para la sintesis de materiales

hibridos el proceso de sol-gel es la técnica mas efectiva [96].

Basicamente, el proceso sol-gel se fundamenta en la hidrdlisis y condensacion de
precursores metdlicos. EIl mas comun es el precursor de silicio, capaz de formar una
red inorganica tipo Si — O — Si, con ramificaciones organicas dependiendo del resto de
la cadena del precursor [92]. Asi como los materiales inorganicos estan basados en una
red Si—0 —Si y no estd incluida en su composiciébn componentes orgdnicos, los
materiales hibridos organico-inorganicos estan compuestos por la red inorganica
Si— 0 — Si y por una red organica. Estos materiales hibridos pueden clasificarse en
dos tipos, dependiendo de las interacciones entre las cadenas organica e inorganica.
Los hibridos de clase | contienen enlaces moleculares, puentes hidrégeno y/o fuerzas
de vas der Waals, mientras que los de clase Il tienen uniones covalentes entre sus

componentes [91, 93].

Los alcoxisilanos utilizados en la sintesis de los materiales sol-gel hibridos tienen

una estructura tipo XnSi(OR)4 —n, donde R es un radical alquil y X una cadena
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orgdnica que introduce nuevas propiedades a la red inorganica de los materiales
sintetizados, tales como hidrofilia, flexibilidad, respuesta 6ptica, etc. El grupo organico
X se puede introducir de dos formas distintas: como un modificador de la red o como
un formador de red. Si X es una cadena organica no hidrolizable ni reaccionante, la
cadena orgdnica permanece sin reaccionar ocupando espacio dentro de la red
inorganica, actuando como un modificador de la red inorganica. Si X puede reaccionar
por si mismo (contiene grupos vinil, epoxi, metacrilatos) o con otros monémeros
polimerizables, se formara una red de polimero organico en combinacién con la red
inorganica, y actuara como formador de red [94]. Las fases de este tipo de sintesis para
la obtencidn de un recubrimiento se describen brevemente en el esquema de la Figura

11.
DISOLUCION
ALCOXIDOS

v —
soL .

,I, ———> DEPOSICION
PELICULA
DeNsA [

Figura 11. Esquema de la obtencidn de recubrimientos hibridos organico-inorganico sol-gel
[92].

HIDROLISIS +
CONDENSACION

CURADO/
CONDENSACION

El primer paso en la sintesis, consiste en la obtencidon del sol a partir de la
hidrélisis de precursores de silicio mediante la adicion de agua, y opcionalmente de un
catalizador, produciéndose a su vez las reacciones de condensacion. Posteriormente, la
fase sol se deposita sobre la superficie metdlica mediante métodos de inmersion (dip-
coating), giro a alta velocidad (spin-coating) o pulverizacién, formandose una capa
inicial que se denomina gel unida a la base metalica por puentes de hidrégeno. La
formacion de la pelicula densa se produce por la continuacidon de las reacciones de
condensacion en la superficie del metal. Este proceso puede llevarse a cabo a
temperatura ambiente o a una temperatura superior. El resultado es la obtencién de
una pelicula densa o xerogel unida quimicamente al metal por medio de enlaces
covalentes y, por tanto, con una muy buena adherencia. Cuando se sumerge el metal
en la disolucion de silanos, los grupos silanol (Si — OH) se absorben en la superficie

metalica a través de enlaces tipo puente de hidrégeno. Durante la etapa de
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curado/densificacidn, en la que se suceden las reacciones de condensacion, los grupos

Si — OH y Me — OH se condensan para formar un enlace fuerte de tipo covalente [92].

3.2. Papel de la silice en la regeneracion dsea

En su articulo de 1986, Carlisle [97] determind que el silicio (Si) es necesario para
la formacion del tejido conjuntivo, especialmente para la formacidn del hueso vy el
cartilago. Desde entonces, muchos han sido los investigadores que han profundizado
acerca del papel del silicio para poder servirse de su bioactividad en la mejora de la
osteointegracion de proétesis éseas y dentales.

Las propiedades osteoinductoras del biovidrio son debidas a la liberacidn de
compuestos de silicio solubles, acido ortosilicico [Si(OH),] en su mayoria [98], como
producto de degradacidon, que estimulan la division celular de los osteoblastos, su
diferenciacion temprana, la produccién de factores de crecimiento y de proteinas de la
matriz extracelular [91, 99, 100, 101], asi como también promueve el crecimiento de
células mesenquimales de médula ésea humana (hBMSC) [102].

El 4cido ortosilicico [Si(OH),] es capaz de activar la producciéon de COL | en los
osteoblastos y promover la diferenciacién de los mismos. Mediante induccién del
aumento de actividad de la prolil-hidroxilasa se aumenta la sintesis de procolageno,
precursor del COL I, por lo que aumenta la produccion de fibras de colageno. El
aumento en la formacion de matriz extracelular incrementa la actividad de ALP y OCN,
enzimas en cargados de la diferenciacion de osteoblastos y mineralizacion de la matriz
[101, 103].

Gao observo, en cultivos de osteoblastos procedentes de osteosarcoma humano
(Saos-2), que cambios en el contenido de silicio en vidrios bioactivos, dentro de un
rango, desencadenaban selectivamente patrones de expresion de genes de
osteoblastos en contacto con el biomaterial; pero que un incremento de silicio fuera
de este rango, inducia una desaceleracion en la formacion de la capa rica en Ca-P,
reduciendo la capacidad de bone-bonding [104]. Aunque el mecanismo molecular del
papel principal del silicio en el metabolismo del hueso permanece sin determinar [105,
106], ensayos in vitro han llevado a dilucidar como el silicio puede alterar algunas vias
de sefializacion. OPG/RANKL es un sistema crucial de sefializacién que media y modula
la resorcion ésea. El silicio es un inductor selectivo de la expresion de OPG, dando
como resultado un incremento en la sintesis y liberacion de estas citoquinas en el
espacio extracelular. Se ha encontrado que el ratio OPG/RANKL aumenta con
concentraciones crecientes de silicio, inhibiéndose la osteoclastogénesis en Saos-2
(Figura 12) [105, 107].
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Figura 12. Efecto de la silice en los osteoblastos, osteoclastos y sus progenitores. El silicio
induce la expresion de OPG en los osteoblastos. El aumento del ratio OPG/RANKL inhibe la
maduracion y activacion de los osteoclastos [107].

La sintesis de proteina morfogenética dsea (BMP-2) también se ve inducida por
el silicio, ésta activa la ruta de RUNX2/Cbfal que regula la expresidn de otros genes
gue son activados durante la diferenciacion osteoblastica, incluyendo la OCN, ALP,
OPN, Col al y Col a2 [105]. Han observé que determinadas concentraciones de iones
de silicio mejoran la proliferacién, la formaciéon de nddulos de mineralizacién, la
expresion de genes relacionados con el hueso y las vias de sefializacion WNT y SHH en
BMSCs [106]. También observé que los iones de silicio, a una concentracion de 4 mM,
activan la via MAPK-ERK en células tipo osteoblastos y, que los iones Ca y Si en
revestimientos de Ca,SiO, aumentan la diferenciacién celular y la produccién de
colageno por la via TGF mediante la union de TGF-1 a sus receptores correspondientes
[106]. Gao afirma en su articulo de 2001 que cambios en el porcentaje en peso de
silicio en los biomateriales producen cambios de comportamiento tanto in vitro como
in vivo [104].

Se ha propuesto que otro prerrequisito de la bioactividad del silicio es la

formacion de una capa bioldgicamente activa de apatita hidroxicarbonato (HCA) en la
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superficie del implante bajo condiciones fisiolégicas (concentracidn de silicio en suero
de 50 ug/dl; [97]). Esta capa intermedia de apatita tiene unas caracteristicas
estructurales y de composicidn comunes a la apatita dsea [108]. Como resultado de la
degradacién hidrolitica de los recubrimientos sol-gel en el fluido bioldgico se obtiene
en su superficie 4cido ortosilicico Si(OH),, que participa en la nucleacién de la capa de
apatita [98]. Existen cinco estadios propuestos para la formacién de HCA, in vivo o in
vitro, en fluido corporal simulado (SBF).

1. Répido intercambio idnico de Na*t y/o Ca* de la solucién por H*, creando

puentes silanoles (Si — OH) en la superficie del cristal:

Si—0"Na* 4+ H* 4+ OH~ - Si—OH* 4+ Na* (aq) + OH~

El pH de la solucién aumenta y se forma una regidn rica en silice cerca de la
superficie del vidrio.

2. Elaumento local de pH permite atacar a la red del vidrio de silice por OH™,
rompiendo las uniones Si — O — Si. La silice soluble se pierde en forma de
Si(OH), de la solucién, dejando mas grupos Si-OH (silanoles) en la interfase
vidrio-solucion:

Si—0—-Si+ H,0—>Si—O0H+ OH —Si

3. Se produce la condensacion de grupos Si-OH cerca de la superficie del vidrio:
repolimerizacidn de la capa rica en silice.

4. Migracién de grupos Ca?*y PO3~ de la superficie de la capa rica en silice y de
la solucién, formando un film rico en Ca0 — P,05 amorfo en la capa rica en
silice.

5. Incorporacién de hidroxilos y carbonatos de la solucion y cristalizacion de un
film de CaO — P,0; a apatita hidroxicarbonato (HCA) [109, 110].

Una vez la capa de HCA estd formada en la superficie, los siguientes pasos son
menos conocidos, pero lo que si parece evidente es que las proteinas adsorbidas sobre
la capa de HCA inducen que las células se adhieran a ella y se diferencien,

produciéndose matriz ésea [91].

La bioactividad esta directamente relacionada con la energia de activacién de la
silice de la solucidn en el biomaterial. Sin embargo, la conectividad de la red es la clave
y depende de su contenido en silice. La composicién del biomaterial es la variable que
mas influye en la tasa de formacion de la capa de HCA y la capacidad de unirse al
hueso. Fundamentalmente, un bajo contenido en silice significa una red menor
conectada de silice, la cual es mas propensa a disolverse, y por lo tanto las etapas
anteriormente nombradas tienen lugar mas rapidamente. Los materiales sintetizados

via sol-gel ofrecen la ventaja de que permanecen bioactivos con mas del 90 mol% SiO,,
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en contra de lo ocurrido con los biovidrios sintetizados por la ruta tradicional de fusidn
que, con un 60 mol% de SiO, en su composicidn, no se unen al hueso y pierden su
bioactividad [91, 98].

Kokubo y Takadama observaron la formacién de apatita, empleando el método
de fluido corporal simulado (SBF), sobre la superficie de geles de éxidos metalicos
(sintetizados mediante técnica sol-gel) compuestos por SiO,, TiO,, ZrO,, Nb,0s y Ta,05
(Figura 13). Sin embargo, esta capa de apatita no fue observada sobre la superficie de
geles compuestos por Al,0s. Estos resultados les indicaron la eficacia de los grupos
superficiales Si—-OH, Ti—-OH, Zr-OH, Nb—OH y Ta—OH para inducir la formacion de
apatita sobre su superficie en el interior de un organismo vivo [111].

Figura 13. Imagenes de microscopio electréonico de barrido de la formacién de apatita
sobre la superficie de un gel de SiO, (izquierda) y sobre la superficie de un gel de TiO, (derecha)
tras la inmersién en fluido corporal simulado (SBF) [111].

Bebido al gran grado de biocompatibilidad de los materiales basados en silice,
existe un gran interés en ellos en el campo de la investigacion biomédica [112]. El
silicio es el componente principal de estos materiales, que como hemos apuntado
anteriormente los hace bioactivos [99, 101, 113, 114].

3.3. Funcionalizacion de la red sol-gel

Debido a las condiciones suaves de sintesis del proceso sol-gel, es posible
incorporar altas concentraciones de muchos tipos de agentes activos biolégicamente
en la fase liquida de sol. Los agentes son embebidos en la matriz del gel, el cual, tras la

condensacion y secado se convierte en un solido vitreo y poroso [115].

La sintesis de los materiales hibridos es compleja y hay muchos cambios quimicos

que los convierten en materiales con éxito en la regeneracién de tejidos [91]. La
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principal ventaja de este tipo de recubrimientos se debe a que se consigue un
recubrimiento adherido quimicamente al implante de titanio a través de fuertes
enlaces covalentes entre el recubrimiento y el metal. Este tipo de recubrimientos
permiten la inclusion de moléculas bioldgicas en su matriz e incluso la funcionalizacién

de su red para unir quimicamente estas moléculas bioldgicas a la matriz.

Las biomoléculas embebidas en la red mantienen su conformacién, sus
propiedades fisicas y quimicas, y una actividad cercana a la molécula libre, es decir, la
matriz sol-gel estabiliza las proteinas embebidas evitando la desnaturalizacién térmica
y quimica. La porosidad de la matriz puede hacer que las moléculas embebidas en la
matriz sean facilmente accesibles a los reactivos externos y se puedan producir
reacciones quimicas con la pelicula inorganica a gran velocidad [92]. De esta forma la
liberacion es progresiva, pudiendo ser controlada segun la velocidad de degradacion
del sol-gel. Se han inmovilizado proteinas como la gelatina y el coldgeno comercial
hidrolizado en el recubrimiento sol-gel evitando altas concentraciones de alcohol en el
sol.

El precursor glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS) tiene un anillo epoxi en uno
de sus extremos y tres grupos metoxisilanos en el otro extremo de la molécula.
Mediante la apertura del anillo el GPTMS puede unir moléculas bioldgicas a la red sol-

gel, funcionalizando su superficie [95].

Inclusion de moléculas bioldgicas a la red sol-gel: coldgeno y gelatina

Estos materiales hibridos han llamado la atencién debido a sus prometedoras
propiedades y su capacidad para formar un sistema compatible con los tejidos vivos,
encontrando aplicacion en el campo de los biomateriales como sustitutos dseos,
cementos para reparacion ésea y reconstruccidn, inmovilizacién de enzimas y células,
catdlisis y sensores. Para aumentar su eficacia los materiales hibridos sol-gel se han
funcionalizado con diversas proteinas relevantes para el tejido 6seo como colageno y

gelatina, mezclando los precursores con las proteinas en agua acida [96].

Uno de los propdsitos del uso de materiales hibridos es el de mimetizar la
estructura natural del hueso. El COL | es un polimero candidato, ya que forma parte en
un 90 % de la componente organica del hueso. Posee unas excelentes cualidades
mecanicas debido a su conformacién de triple hélice. Sus cadenas polipeptidicas estan
compuestas por aminodcidos que contienen muchos grupos —NH, y —COOH
disponibles para la funcionalizacion. Sin embargo, esa conformacion de triple hélice
que le confiere tantas ventajas representa una dificultad a la hora de procesar el

colageno para la sintesis de biomateriales ya que lo hace muy insoluble. Sélo se
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disuelve en 4acido acético a baja concentracién. Una alternativa, como solucién a este
problema, es la utilizacién de gelatina, que es coldgeno desnaturalizado. La gelatina
mantiene los grupos funcionales a lo largo de sus cadenas, siendo soluble en agua
[112]. La gelatina esta comercialmente disponible como un polimero biodegradable. Es
muy utilizada en aplicaciones médicas y farmacéuticas, y su bioseguridad estd
totalmente probada a lo largo del tiempo que se lleva utilizando en aplicaciones
médicas [96, 116].

Sin embargo, la desventaja de utilizar un derivado polipéptido natural como la
gelatina, es que las cadenas de amino acidos no son necesariamente uniformes. Esto
dificulta definir exactamente cuantos enlaces covalentes se formaran entre la gelatina
y la silice, asi como cudntos grupos funcionales tendrd cada molécula de gelatina.
Ademsds, la gelatina degrada muy rapidamente, por ello los silanos son buenos
candidatos para ser combinados con ésta porque optimizan la estabilidad de su
degradacion [112]. Los biohibridos silice-gelatina se aplican en la ingenieria de tejido
Oseo, la biocatalisis y los sistemas de liberacién de farmacos [96].

Union a fibronectina:

La fibronectina y el coldgeno son dos componentes esenciales de la matriz
extracelular (ECM) vy juegan un papel clave en diversos procesos, incluyendo la
adhesién, migraciéon y la diferenciacién celular. La fibronectina es una gran
glicoproteina modular encontrada en la matriz extracelular y en los fluidos corporales
de la mayoria de los organismos, formada por tres tipos de mddulos conservados y
repetitivos (I, Il, y lll) como se puede ver en la Figura 14. Interacciona con una gran
variedad de otras moléculas incluidas las integrinas, la heparina, la fibrina, el colageno
y la gelatina y otras moléculas extracelulares [117]. Los sitios de unién a gelatina de la
fibronectina estan confinados en una region que tiene 4 médulos tipo | y 2 médulos
tipo I, en el siguiente orden; Ig, 4, Ily, 15, Ig, lo. Esta region, llamada region GBD (Gelatin
Binding Domain, dominio de unién a gelatina), puede ser aislada como un fragmento
de 42 kDa que une a la gelatina con una gran afinidad. Los fragmentos fuera de esta
region incluyen un fragmento -amino terminal de 29 kDa con médulos de tipo | del 1 al
5y un fragmento -carboxilo terminal de 19 kDa con médulos tipo | del 10 al 12 que no
une gelatina. El fragmento de 42 kDa contiene los Unicos mddulos de tipo Il de toda la
fibronectina, mddulos que se sabe que juegan un rol en la unién a gelatina, no sdlo en
la fibronectina si no también en otras proteinas que unen gelatina (especialmente
algunas metaloproteasas de matriz donde también se han encontrado mddulos de tipo

I1) [118, 119]. El grupo de Katagiri en 2003 [118] comprobd que los mddulos tipo Il, y lg
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son los mas criticos para la unién a gelatina, aunque los 6 mdédulos contribuyen directa

o indirectamente a esta union.
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Figura 14. Esquema de la composicidon de los médulos de la fibronectina del plasma
humano; de tipo | (azul), de tipo Il (marrdn) y tipo Il (verde) y sus regiones de union a fibrina,
heparina, fibronectina y colageno [120].

Pero la fibronectina, como se ha sefalado anteriormente, no sélo se une a la
gelatina, posee otro dominio de unién a integrinas, formado por receptores
transmembrana de adhesion celular mediante los cuales el citoesqueleto de actina
celular se une a la capa de fibronectina (y otras proteinas de la ECM como vitronectina,
fibrindgeno, colagenos y lamininas) adsorbida en la superficie del biomaterial [121]. La
adhesién mediada por integrinas es un proceso complejo que implica la asociacidn de
la integrina con el citoesqueleto de actina de la célula y un agrupamiento de complejos
supramoleculares que contiene proteinas estructurales (vinculina, talina, tensina, etc.)

y moléculas de sefializacion [122].

El receptor asB; de integrina es el primero en unirse a la fibronectina, mediante la
secuencia RGD en el dominio Illo y el sitio sinérgico en lllg [117, 123] (Figura 15). Otras
integrinas también se unen al motivo RGD, incluyendo todos los miembros de la
subfamilia av, agB;, agB; y la integrina especifica de plaquetas o,33. De todas las
integrinas de unién a fibronectina, asB; estd considerada como la de mayor
importancia en la elaboracion de la red de fibronectina [120] y tanto el lugar de unién
a RGD como el sitio sinérgico de unién son necesarios para iniciar la formacién de
fibrillas [117].
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Figura 15. Estructura de los dominios de unidn de colageno-gelatina e integrina (adaptado
de https://beyondthedish.wordpress.com/tag/fibronectin/ y [123]).

Por todo ello, la funcionalizacion con gelatina se emplea en la sintesis de
biomateriales como estrategia para aumentar la adhesion celular mediada por

integrinas a través de la union fibronectina-gelatina.
Materiales hibridos sol-gel con gelatina:

El mecanismo de unién de matrices de soporte (scaffolds) hibridos TEOS-gelatina
de clase Il, sintetizados empleando GPTMS, fue confirmado por resonancia magnética
nuclear (RMN) de sdlidos por el grupo de Ren y Tsuru. Vieron que, conforme la
cantidad de uniones covalentes incrementaba, la cantidad de gelatina liberada
decrecia. La tasa de liberacion de la silice también descendid y siguidé un perfil similar al
de liberacion de la gelatina. Esto implica que la disolucién fue congruente y que

degradaba como un solo material, un verdadero hibrido [124].

En los hibridos de GPTMS con gelatina de Ren y colaboradores [125], los iones
calcio rompen la disposicion helicoidal de las fibras de gelatina y desenroscan las
hebras en ovillos al azar. El analisis de sus residuos amino indica que los grupos epoxi
de GPTMS preferiblemente se injertan en los residuos de lisina e histidina, mientras
que los grupos Si — OH en la molécula de GPTMS (procedentes de la hidrdlisis de los
grupos Si — OCH;) estan condensados con los de otra molécula para unir dos fibras de

gelatina adyacentes.
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El entrecruzamiento quimico depende de los enlaces con las cadenas de gelatina,
via puentes covalentes, entre el entrecruzador y los grupos amino de la proteina. En
este contexto, las especies de silicato pueden ser consideradas como agentes
entrecruzadores potencialmente interesantes, debido a que interaccionan mediante
interacciones electrostaticas y con puentes de hidrégeno con unos pocos
poliaminodcidos y proteinas [96].

Mahoney y colaboradores, en 2010, presentaron un nuevo biomaterial basado en
un hibrido silice-gelatina con unas propiedades altamente adaptables, estableciendo
que los fuertes enlaces covalentes entre las cadenas organicas e inorganicas son la
clave para obtener un verdadero material compuesto que degrade como un Unico
material [114].

Las cantidades que los diversos autores han introducido de gelatina en sus
materiales son distintas, no siendo justificadas por ninguno de ellos, y se mueven en
un amplio rango que oscila entre el 2 y el 12,5% en masa. En 2001, Ren y
colaboradores sintetizaron hibridos siloxano-gelatina en los que el precursor 3-
glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPS) estaba injertado en las cadenas de gelatina en los
extremos epoxi, mientras que en el otro extremo las moléculas de GPS injertadas
formaban entrecruzamientos mediante hidrdlisis y condensaciéon de los grupos -metoxi
del silano. En la sintesis de estos hibridos se afiadié una solucién de gelatina al 12,5 %
en masa en HCI 0,1M [124], m4&s tarde a esta misma composicion le afiadieron nitrato
de calcio [(Ca NO,) ;] para obtener scaffolds porosos mediante tratamientos de post-
gelationsoaking (remojo tras gelificacion) y freeze-drying process (liofilizacion) [126].
En 2002, perfecciona esta técnica para obtener scaffolds porosos hibridos con Ca?* y
gelatina, basados en el precursor GPTMS, manteniendo el mismo porcentaje en masa
de gelatina. Un afio mds tarde, realizd ensayos in vitro de citotoxicidad, proliferacion y
diferenciacion con MC3T3-E1 [127], puesto que estos scaffolds con micro y
macroporosidad fueron disefiados para regeneracién dsea [125]. En 2006, mejoran sus
scaffolds porosos hibridos con Ca?* y gelatina, pero siguen manteniendo el mismo
porcentaje en masa de gelatina [128]. Para la sintesis de sus hibridos, Smitha en 2007
[96] utiliza como precursor el metiltrimetoxisilano (MTMS), afiadiendo el 2 % en masa
de gelatina a 5g de silice coloidal en 100 ml de agua bajo constante agitacion.
Siguiendo los pasos de Ren, Tsuru y colaboradores, en 2008 [129], sintetizaron
materiales hibridos mediante técnica sol-gel, afiadiendo una cantidad apropiada de
GPTMS a una solucién de gelatina al 2 % en masa, agitando durante 2 h a 40 °C. Una
cantidad apropiada de TEOS fue prehidrolizada con HCl 0,1 N durante 30 minutos a
temperatura ambiente antes de ser afiadida a la mezcla de GPTMS con gelatina. La
cantidad de silicio liberado y la tasa de liberacion fueron controladas por el contenido
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de GPTMS y TEOS de los hibridos. Mahoney en 2010, preparé una disolucién de
gelatina en HCl (10 mM) a una concentracién de 50 mg/ml. A ella le afiadié una
cantidad apropiada de GPTMS y mezclé durante 14 horas antes de afladir el precursor
sol-gel TEOS. El sol lo preparé afiadiendo por orden: agua destilada, HCI (1 N) y TEOS.
El ratio molar agua/TEQS fue de 4 y el HCI se afiadié para catalizar la hidrdlisis de TEOS
en un ratio de volumen (agua/HCI) de 3. La solucidn se dejo en agitacion durante 1
hora antes de afadir la solucién de gelatina funcionalizada y se agité durante 1 hora
mas [114]. Dashnyam, en 2013, introdujo gelatina en una solucién acuosa basada en
silicio utilizando la reaccidon sol-gel para producir scaffolds hibridos organico-
inorganicos, utilizando GPTMS vy trimetilortosilicato (TMOS) como precursores. La
gelatina fue disuelta en agua a una concentracion del 5% en masa y después se le
afiadieron GPTMS y TMOS mientras se agitaba vigorosamente de 1 a 3 horas para
preparar los soles hibridos [95].

En relacidn a las aplicaciones, en bibliografia encontramos numerosos casos en
los que se emplea la gelatina como estrategia para aumentar la adhesién celular a la
superficie de matrices porosas sintetizadas via sol-gel para tejido 6seo [127, 125],
[130, 131], sin embargo en los ultimos aifos es mas frecuente su uso en el desarrollo
de vehiculos de liberacion de distintas biomoléculas y farmacos, bien para
regeneracion de tejidos (entre ellos el tejido 6seo) o como tratamiento de
enfermedades. En 2006, El Departamento de Biomateriales del Centro de Investigacion
de Ingenieria Médica de la Universidad de Xiamen (China), a la cual pertenece el Prof.
Ren, desarrolld un scaffolds hibrido gelatina-siloxano sintetizado por via sol-gel
cargado con gentamicina [132]. Mas tarde, en 2008, desarrollaron nanoparticulas
hibridas gelatina-siloxano sintetizadas por la técnica de sol-gel funcionalizandolas con
el péptido Tat (Trans-Activator of Transcription, transactivador de la transcripcién
genética) como vector (derivado del genoma viral del VIH) para transfeccién de genes
[133]. En 2013, se realizaron ensayos in vitro e in vivo con dichas nanoparticulas
decoradas con el péptico Tat para transportar el gen de CGRP (Calcitonin Gene-Related
Peptide, péptido relacionado con el gen de la calcitonina) que puede atenuar los
vasoespasmos cerebrales y mejora los resultados neuroldgicos en modelo de
hemorragia subaracnoidea de rata [134]. Los hibridos de Dashnyam, en 2013, estaban
disefiados como vehiculos liberadores del factor-1 derivado de estroma celular (SDF-1,
Stromal Derived Factor-1) para el reclutamiento de células madre osteoprogenitoras
[95]. En 2014, Zhang y colaboradores sintetizaron nanoparticulas hibridas gelatina-
siloxano via sol-gel como vehiculo de liberacién de éxido nitrico para regulacion celular

vascular, realizando ensayos in vitro con células humanas de musculatura lisa de aorta
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(AoSMC) y con células endoteliales humanas de cordén umbilical (HUVEC) con éxito
[135].

Sin embargo, todos estos materiales enumerados fueron matrices porosas o
nanoparticulas, ninguno de ellos fue empleado como recubrimiento. Smitha, en 2007,
publicé un trabajo sobre recubrimientos sol-gel funcionalizados con gelatina,
utilizando TEOS como precursor sol y afadiendo a éste, junto con HCI 0,001 M,
distintos porcentajes en peso de gelatina: 1, 2, 4, 6 y 8 % en peso del sol. Se obtuvieron
recubrimientos de entre 300 — 500 nm sobre vidrio. Para los recubrimientos con el 2 %
de gelatina obtuvieron un sol homogéneo que aumentaba de viscosidad conforme
aumentaba su contenido en gelatina, obteniendo para concentraciones mayores del
4 % precipitados en el sol debido a la saturacion de gelatina de la solucién [96].

Inclusion de farmacos a la red sol-gel

La utilizacion de recubrimientos organico-inorganicos como vehiculos de
liberacion de farmacos es muy interesante para minimizar el riesgo de infeccidn, ya
qgue siempre existe la posibilidad de infeccion nosocomial [136, 137] o debida a la
exposicidon del implante a la cavidad bucal (peri-implantitis) [138].

El proceso sol-gel permite introducir el farmaco antes o después de la hidrélisis
de los precursores, dando resultados similares en la estructura y dispersion del
farmaco, puesto que donde tiene lugar la encapsulacién es durante la etapa de curado
del recubrimiento [139, 140].

Para incorporar los farmacos en los materiales sol-gel, se adiciona el farmaco
disuelto en agua desionizada a la fase sol, bien sea para la sintesis de monolitos [141],
xerogeles [142], films [143] o microesferas [115]. Radin y colaboradores [143]
observaron en sus estudios que el ratio molar de precursor de silice respecto al agua
(R) es importante para la correcta adicion de un farmaco a la reaccion sol-gel. Vieron
en sus materiales que el ratio molar de TEOS respecto al agua era importante para
que, al afiadir el farmaco (vancomicina), el sol se mantuviera estable y traslucido en el
tiempo. Por ello, sélo cuando R se incrementd a 5 pudieron adicionar con éxito las

concentraciones de vancomicina, de hasta el 20 % en peso, que evaluaron [143].

Asi pues, la liberacién controlada de antibidticos, proteinas y factores de
crecimiento depende, ademas del ratio molar de precursor de silice respecto al agua
(R), de otros parametros: el tipo de precursor, la relacion entre los silicios y el farmaco,
el espesor de la pelicula y su peso y, la concentracion y el tamafio molecular del

farmaco. Cuanto mayor es la relacion silicio/farmaco mas lenta es la liberacién. A
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mayor tamaiio del fdrmaco, mds complicada es su difusién a través de la pelicula y asi,

la cinética de liberacién disminuye [115, 139, 144].

En la bibliografia podemos encontrar estudios de diversos autores que trabajan
con distintos biomateriales sintetizados via sol-gel funcionalizados con moléculas de
distinta naturaleza para mejorar el proceso de osteointegracion, bien sea previendo la
infeccion, reduciendo la inflamacién o aumentando la formacion de la matriz
mineralizada. Asi pues, encontramos al grupo de Marycz que funcionaliza con acido
ascorbico (AA) recubrimientos basados en SiO, (TEQOS) para recubrir implantes de
acero 316L y Ti6Al4V que aumentan la proliferacion celular en ensayos in vitro [145];
Donesz-Sikorska funcionaliza con betametasona recubrimientos de silice con grupos
amino activos [SiO, (NH,)] sobre acero 316L por dip-coating [146]. La investigadora
Michelina Caturo cuenta con una extensa experiencia en el desarrollo y
funcionalizacion de diversas formulaciones de materiales sol-gel. Comenzé
desarrollando materiales sol-gel basados en TMOS ricos en iones Na y Ca
funcionalizados con plata, a los que también les afiadio PCL [147, 148]. En una nueva
etapa centra sus estudios en la funcionalizacion con ampicilina de diversas
composiciones de hibridos basados en TiO,, a los que afade SiO,, PCL o polietrimida
(PEI) e hibridos ZrO, con PCL. En todos ellos comprueba la integridad del antibidtico
tras la sintesis mediante HPCL y registra que la cinética de liberacion tiene lugar en
mas de un paso [149, 150, 151, 152]. Mas tarde, tras funcionalizar microesferas
basadas en silice con ketoprofeno e indometacina, y comprobar que se encuentran
embebidas en la red mediante su cinética de liberacidn, utiliza estos antiinflamatorios
para funcionalizar diversas combinaciones de materiales hibridos sol-gel de PCL con
Si0, y con ZrO, [152, 153, 154]. A partir de 2013, comienza a realizar estudios de
citocompatibilidad (con distintas lineas celulares: 3T3, Saos-2 y fibroblastos) de
distintas combinaciones de materiales bioactivos sol-gel para recubrir implantes de
titanio:  SiO, + ampicilina,  SiO, + Ca?* + ampicilina, ~ SiO, + PCL + ketoprofeno,
ZrO, + PCL y ZrO, + polietilenglicol (PEG), concluyendo que todas ellas funcionan
como sistemas de liberacion controlada y local de farmacos para aplicacién biomédica
[155, 156, 157, 149, 158, 159, 160].

4. Evaluacion bioldgica de implantes dentales

4.1. Definicion de biocompatibilidad

Schmidt y colaboradores (2001) definen un material ideal para implantes

dentales como aquel que tiene: una composicién quimica adecuada para evitar una
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reaccion tisular adversa, una excelente resistencia a la corrosiéon en el medio
fisiolégico, una solidez aceptable, una alta resistencia al desgaste y un médulo eldstico
similar al del hueso (para minimizar la resorcién dsea alrededor del implante) [161], es

decir, que constituye con el hueso un sistema biocompatible [162].

La biocompatibilidad es un requerimiento esencial para la aplicacion de
biomateriales en ingenieria de tejidos [163] y refleja un conjunto de caracteristicas
complejas. En resumen, la biocompatibilidad consiste basicamente en dos elementos:
(a) bioseguridad (una adecuada respuesta del huésped sistémica y local, esto incluye la
ausencia de citotoxicidad, mutagénesis y/o carcinogénesis) y (b) biofuncionalidad (la
habilidad de un material para llevar a cabo determinadas funciones para las cuales se
disefid) [164]. Por tanto la biocompatibilidad puede ser definida como la habilidad de
un material para llevar a cabo su funcién en una aplicacion especifica, consiguiendo
una respuesta apropiada del sistema bioldgico del huésped [36, 44, 163, 164]. Sin
embargo, Williams no estd de acuerdo con esta definicién, ya que eleva a la
biocompatibilidad al grado de concepto, mas que tratarla como un descriptor practico
de un proceso. Ademas, la definicidon clasica de biocompatibilidad se cifie a los dos
aspectos mencionados, bioseguridad y biofuncionalidad, siendo rechazada por
Williams ya que considera que la biocompatibilidad es mucho mas compleja y que la
definicion es demasiado general, por lo que no ayuda a un avance real en el
conocimiento de la biocompatibilidad [65]. Dada la importancia del lugar de aplicacion
y del uso que se vaya a hacer del biomaterial para que éste sea capaz de generar un
sistema biocompatible con los tejidos, este autor proporciona a la comunidad cientifica
una nueva definicion de biocompatibilidad especifica para dispositivos médicos
implantables de larga duracion, estableciendo que “la biocompatibilidad de un
dispositivo médico implantable de larga duracidon se refiere a la habilidad del
dispositivo para llevar a cabo su funcion prevista, con el grado deseado de
incorporacion en el huésped, sin obtener ningun efecto indeseable local o sistémico en
él” [65]. La biocompatibilidad, por tanto, no es una propiedad de un material, si no una
caracteristica del sistema formado por el biomaterial y el huésped [65]. Asi pues su
evaluacion vendra dada por una bateria de ensayos destinados a evaluar el sistema
implante-huésped en su conjunto, a través de mediadores de la interaccion del sistema
(mediadores de biocompatibilidad) [162].

La capacidad de un implante dental de generar un sistema biocompatible con el
hueso depende, entre otros, de las propiedades del implante, que comprende: su
composicion, morfologia, porosidad, rugosidad, forma, tamafio, densidad,
esterilizacion, mojabilidad, la quimica de su superficie, la duracién del contacto con el
huésped, su tasa de degradacién y los productos que de ésta genere [164, 165]. Entre
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estas, las caracteristicas de la superficie como la topografia, la estructura quimica y la
hidrofilicidad o hidrofobicidad, son las que tienen una mayor importancia en la
biocompatibilidad. Los biomateriales con superficies rugosas y estructura porosa
mejoran la adhesién celular y el crecimiento de tejido en su interior [165].

La implantacién y la lesién de los tejidos desencadenan una cascada de repuestas
inflamatorias y de reparacidn de las lesiones tipicas denominadas, en su conjunto,
reaccion a cuerpo extrafio [164]. La respuesta bioldgica de reaccion a cuerpo extrafio
que tiene lugar tras la implantacion es una inflamacién aguda y crdnica, seguida de la
formacidén de una capsula fibrosa [166]. La fase aguda dura desde unas horas a unos
dias y estda marcada por exudacion de liquidos y proteinas, asi como una reaccién
neutrofila. En la fase aguda, se limpia el lugar de la lesion y se forma una matriz
provisional, para ello se produce vasodilatacidon y exceso de flujo sanguineo hacia el
lugar lesionado, liberdndose numerosas citoquinas y factores de crecimiento. Los
leucocitos se adhieren al endotelio de los vasos sanguineos y se infiltran hasta el lugar
de la lesion. Es entonces cuando los monocitos son requeridos en el lugar lesionado y
se diferencian en macrofagos. Si el estimulo inflamatorio persiste, como sucede en el
caso de la continua presencia del implante, se da paso a la inflamacién crénica [164].

La inflamacién crdnica es histolégicamente menos uniforme comparada con la
inflamacion aguda, y depende generalmente del tamafio y/o grado de la lesion. Esta
fase estd generalmente caracterizada por la presencia de monocitos, macréfagos y
linfocitos, asi como por la proliferacién de vasos sanguineos y tejido conectivo para la
restructuracion del area afectada. La formacidn de vasos sanguineos es esencial para la
reparacion de la lesidn, abasteciendo de los nutrientes necesarios. Finalmente, el
tejido de granulacion de la matriz provisional es reemplazado por una matriz
extracelular (ECM). La ECM actua, no sélo como una matriz fisica, sino que ademas es
un modulador crucial de los procesos bioldgicos, incluyendo la diferenciacidn, la

regeneracion y la reparacion [164].

El dltimo paso de la reaccion a cuerpo extrafio supone aislar al implante mediante
una capsula fibrosa vascular y de colageno de cerca entre 50 — 200 um de grosor [164].
Sin embargo, la capsula no puede formarse a menos que tengan lugar estimulos fisico-
guimicos en el tejido alrededor del implante. Un alta densidad de fibrocitos pude ser
un criterio para la evaluacion bioldgica a corto plazo de implantes [166]. Los
macréfagos tienen un numero de funciones en la reparacion de heridas y en la
respuesta a largo plazo a la implantacion, que incluye la actividad fagocitica y el control
de la actividad fibroblastica, por eso los macréfagos pueden influir en la formacién de

colageno. La extension de la formacion de la cdpsula depende de varios factores,
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incluyendo el tamafio del implante, su forma, la topografia y quimica de su superficie,
tamafio de poro y el lugar de implantacién. Estd descrito en literatura que las
superficies rugosas de los implantes generan grandes cdpsulas, y las superficies lisas

normalmente generan cépsulas mas finas [166].

Tempranamente en la respuesta inflamatoria y de reparacion de lesiones, los
macréfagos estan activados en cuanto se adhieren a la superficie del material. Aunque
esta generalmente considerado que las propiedades fisicas y quimicas del biomaterial
son responsables de la activacion macrdéfaga, la naturaleza de los eventos posteriores,
en relacion a la actividad de los macrdfagos en la superficie, no esta clara. Los
macroéfagos tisulares, derivados de los monocitos circulantes en sangre, pueden unirse
para formar células gigantes multinucleadas de reaccién a cuerpo extrafio. Grandes
células gigantes de reacciéon a cuerpo extrafio, conteniendo un gran numero de

nucleos, son tipicamente encontradas en la superficies de los biomateriales [67, 167].

El sistema implante-huésped no puede ser evaluada en su conjunto por un solo
test. Debido a su complejidad, se requiere de una bateria de ensayos in vitro e in vivo
para evaluar los efectos locales y sistémicos del sistema [164]. La familia de Normas
ISO 10993 titulada “Evaluacién Bioldgica de Productos Sanitarios” establece los
ensayos in vitro e in vivo necesarios para la evaluacidon bioldgica de biomateriales
segun una clasificacion con tres parametros: (1) aplicacidn (interior o exterior del
organismo), (2) lugar de implantacion (subdérmico, musculo-esquelético o peritoneal)
y (3) tiempo que el biomaterial permanecerd en el organismo [168]. Para los
dispositivos médicos implantables de larga duracidon la norma recoge distintos
capitulos que sirven de guia a la hora de la realizacion de los distintos ensayos, desde
ensayos de mutagénesis y toxicidad para la reproduccion [169], ensayos de
citotoxicidad in vitro [170] y toxicidad sistémica [171], evaluacién de los efectos locales
tras la implantacién [172], hasta estudios toxicocinéticos de los productos de
degradacion [173]. Las agencias de evaluacién de productos sanitarios europeas suelen
exigir, para la obtencién de marcado de conformidad europea (marcado CE), la

presentacién de, al menos, los resultados que se indican en esta norma.
4.1.1. Evaluacion biolégica sobre cultivos celulares

Los test in vitro se usan principalmente como un primer analisis para evaluar la
toxicidad aguda y el comportamiento celular inducido, evitando asi el uso innecesario
de animales ensayando materiales inapropiados para las células. Los test in vitro
proporcionan informacion en relacién a la citotoxicidad, genotoxicidad, proliferacién y
diferenciacion celular, siendo mas facil estandarizar y cuantificar que en los test in vivo,

sin embargo estan limitados por la relativamente corta esperanza de vida de las células
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en cultivo. Ademas, las células in vitro pueden sufrir deriva fenotipica, debida a la
disociacion de las células de su geometria tridimensional y/o crecimiento en una
superficie bidimensional. La caracterizacién in vitro no es capaz de demostrar la
respuesta de los tejidos a los materiales, ya que, ademds de por todos los motivos
anteriores, la respuesta esta confinada a una sola linea celular o células primarias de
animales. En el caso del cultivo de hueso ademas existe otra limitacién, la falta de
carga controlada, ya que el hueso sin carga incrementara su resorcidén, como se ha
visto en pacientes que han permanecido largo tiempo encamados. Por estas razones
los modelos animales son esenciales para evaluar la biocompatibilidad, la respuesta de
los tejidos y la funcién mecénica de un material ortopédico o dental antes de su uso
clinico en humanos [174].

El zodlogo americano Harrison es considerado el iniciador de los cultivos de
tejidos animales, en 1907, siendo el primer autor que empled técnicas in vitro para el
estudio de fendmenos in vivo, realizando cultivos de médula espinal embrionaria de
anfibios. Carrel, en 1912, tuvo éxito extendiendo las posibilidades del cultivo celular al
mantener y haciendo crecer el tejido conectivo durante otros tres meses. Informé
sobre el crecimiento in vitro de los tejidos embrionarios de pollo durante afios,
ayudando a convencer de este modo a la comunidad cientifica de la utilidad de los
cultivos in vitro como sistemas experimentales. En 1948, Sanford demostré que una
sola célula podia crecer en cultivo. Siete afios mas tarde Eagle demostré que los
complejos extractos celulares hasta entonces usados para el crecimiento celular
podian ser reemplazados por una mezcla arbitraria de aminoacidos, vitaminas,
cofactores, carbohidratos y sales, suplementados con una pequefa cantidad de

proteinas séricas [175, 176].

Un poco mas adelante, Conheim fue el primero en describir la presencia de
células madre no hematopoyéticas en médula 6sea (que Caplan nombré como células
madre mesenquimales, MSCs). Conheim propuso que la médula ésea era también una
fuente de fibroblastos que contribuia a la regeneracién dsea. En la década de los 60, el
cientifico ruso Friedenstein identificd una poblacidon de células dentro de la médula
O0sea de raton que se adherian rapidamente al plastico, tenian la apariencia de
fibroblastos y formaban colonias clonadas in vitro. Estas células eran también capaces
de generar hueso cuando eran implantadas in vivo en localizaciones ectdpicas. Desde
las descripciones de Friedenstein, numerosos laboratorios han confirmado y ampliado
estos hallazgos, mostrando que células aisladas de la médula 6sea de humanos pueden
ser subcultivadas y diferenciadas in vitro en una variedad de tipos celulares

mesodérmicos como osteoblastos, condrocitos, adipocitos y mioblastos [177, 178].
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Actualmente, se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten
el mantenimiento de las células in vitro, manteniendo al maximo sus propiedades
fisiolégicas, bioquimicas y genéticas. Cuando nos referimos a un cultivo celular nos
estamos refiriendo exactamente a un disgregado celular de un tejido de origen, que se
diferencia de éste en que: (1) se ha perdido la organizacidon espacial tridimensional
propia del tejido, (2) se han perdido las interacciones heterotipicas entre los distintos
tipos celulares, y entre las células y la matriz extracelular, y (3) carece de los
componentes sistémicos de regulacion, implicados en la regulacién de la homeostasis

in vivo, especialmente los sistemas nervioso y endocrino.

La familia de Normas 1SO-10993, en sus apartados especificos de ensayos
celulares, indica la importancia de la seleccion de una correcta linea celular,
estableciendo como criterio para esta seleccion la aplicacién final del implante. Asi
pues, la mayoria de grupos en el dmbito de la regeneracidon dsea utilizan para sus
ensayos in vitro lineas celulares relacionadas con el linaje osteoblastico, bien sean
precursores (células madre mesenquimales), pre-osteoblastos u osteoblastos [179,
180, 181, 182, 129, 99, 107].

Una de las lineas ampliamente aceptada para este tipo de ensayos es MC3T3-E1,
osteoblastos inmaduros procedentes de calvaria de ratdn. Esta linea celular fue
utilizada con anterioridad por Ren y colaboradores para la evaluacién in vitro de un
recubrimiento hibrido tipo sol-gel [127]. Su morfologia es fusiforme, y cuboidal en
confluencia, tienen una tasa de replicacién de 24 horas y son capaces de diferenciar a

osteocitos en medio de diferenciacion.

Durante la fase inicial de desarrollo (dias 1 a 9 de cultivo), las células MC3T3-E1
replican activamente, dando altas tasas de sintesis de ADN y aumento en numero
celular, pero aun son osteoblastos inmaduros, ya que mantienen la morfologia
fusiforme y existe ausencia de expresion de ALP y de acumulacién de matriz colagena
extracelular mineralizada. A partir del dia 9 el cultivo, presenta una morfologia
cuboidal, alcanzando la confluencia, y dejan de crecer. El descenso de la replicacidon
estd asociado con la expresion de la funcién osteoblastica (produccion de ALP,
transformaciéon de procoldgeno en colageno y deposicion de matriz colagena
extracelular). La mineralizacion de la matriz extracelular, que empieza
aproximadamente 16 dias después del cultivo, marca el final de la fase del desarrollo
fenotipico de osteoblastos. La expresion de ALP y la mineralizacion son dependientes
del tiempo, no de la densidad celular. La sintesis de COL | y la acumulacién de colageno
se encuentran separadas en los osteoblastos en desarrollo. Aunque la sintesis de

colageno alcanza su mayor pico al tercer dia en células aun inmaduras, la acumulacién
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de matriz extracelular es minima. Sin embargo, la acumulacién de matriz es maxima a
los 7 dias, cuando la sintesis de coldgeno comienza a descender. Por eso la formacién
de la matriz extracelular es funcién de los osteoblastos maduros. El dcido ascérbico y el
B-glicerol fosfato son esenciales para la expresién del fenotipo osteoblastico,
obteniendo expresion de ALP y mineralizacion de la matriz extracelular. El acido
ascérbico no estimula la expresidon génica de COL I, pero es necesario para la
deposicién del coldgeno en la matriz. Ademas, induce la actividad de la ALP en células
maduras pero no en las inmaduras. El B-glicerol fosfato juega acciones sinérgicas con el
acido ascérbico para promover la acumulacién de coldgeno y la actividad de ALP en
células postmitoéticas diferenciadas. La mineralizacidn de cultivos maduros requiere la

presencia de B-glicerol fosfato.

De este modo, las células MC3T3-E1 muestran una expresion caracteristica de
osteoblastos, secuencial y dependiente del tiempo, andloga a la de la formacion de
hueso in vivo. La secuencia del desarrollo asociada con la diferenciacion de MC3T3-E1
proporciona un modelo util para estudiar las sefiales que median el cambio entre
proliferacién y diferenciacion en las células dseas, asi como provee de un sistema de
cultivo renovable para examinar el mecanismo molecular de maduracidon de

osteoblastos y la formacidn de matriz extracelular similar a la 6sea [183].

4.1.1. Evaluacion biolégica tras la implantacidn in vivo

Para la evaluacidn de los efectos locales después de la implantacién, una parte de
esta norma da indicaciones para el establecimiento de sistemas semicuantitativos de
evaluacion, basados en escalas cualitativas de puntuacién de los distintos parametros
que intervienen en el proceso de respuesta de reaccion a cuerpo extrafio (ISO 10993-6,
Anexo E) [172]. Cada uno de los autores establece su propio sistema basandose en

dichas indicaciones.

Asi pues, encontramos que Shen evalud la intensidad de la inflamacién por
presencia de células inflamatorias, empleando una escala de 0 a 4 segun el nimero de
células por campo de vision, siendo: 0 =0 células, 1=de 1 a 5 células, 2=de 5 a 10
células, 3 =infiltrado intenso y 4 = infiltrado denso compacto. Para la fibrosis y la
neovascularizacién empled otra escala de puntuacion entre 0 y 4, siendo: 0 = ausente,
1=pequeiia, 2=Ileve, 3=moderada, 4=amplia/extensa. Dos evaluadores,
independientes y desconocidos por el personal experimental del estudio, realizaron la
evaluacion. Tres secciones de cada muestra fueron seleccionadas al azar y evaluadas,
siendo el valor de la puntuacion media de cada parametro el empleado por Shen para

la comparacion entre los distintos materiales a evaluar en su estudio [165].
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Ikarashi sin embargo, evalué ocho aspectos de respuesta del tejido: (1) la
extensiéon de la hemorragia, (2) la distribucién, en la capsula fibrosa formada alrededor
del implante, de fibroblastos, (3) neutrdfilos, (4) basdéfilos, (5) macréfagos, (6) células
gigantes y (7) linfocitos, y (8) la infiltracién de células inflamatorias alrededor de la
capsula fibrosa. La intensidad de estos aspectos histoldgicos se ordend como -=0
(ninguno), +=baja frecuencia, ++=frecuencia moderada y +++ =alta frecuencia,

calculandose el total de puntuacion [184].

Otros autores miden también el grosor de la cdpsula fibrosa y su evolucién en el
tiempo, como MacNeill [185] y Li [166].

Los efectos locales tras la implantacidon de algunos recubrimientos sol-gel han
sido evaluados con anterioridad. Como ejemplo, con materiales sol-gel sinterizados
basados en silice, encontramos al grupo de Gil-Albarova que implantdé probetas de
vidrio en diafisis de conejo para regeneracidon en defecto de tamano critico 6seo [186];
al grupo de Ballarre que realizd un estudio de osteointegracidon en rata para evaluar
recubrimientos basados en TEOS y MTES sobre implantes de acero 316L [187]; o al
grupo de Meseguer-Olmo que desarrollé6 materiales basados en silice ricos en iones Ca
y P funcionalizados con gentamicina, efectivos a la hora de liberar localmente el
antibidtico en modelo de osteointegracién en tibia de conejo [188]. En ninguno de
ellos se registr6 ninguna reaccién bioldgica adversa. También se encuentran
registrados en la bibliografia estudios de evaluacién bioldgica de materiales sol-gel
basados en silice sintetizados a bajas temperaturas, como estan sintetizados los
materiales de los que se trata en esta Tesis. Asi encontramos al grupo de Mansur, que
implantd en rata discos basados en 5 precursores metdlicos diferentes (TEOS, 3-
mercaptopropil trimetoxisilano (MPTMS), 3-aminopropil trimetoxisilano (APTES),
GPTMS y 3-isocianato propil trimetoxisilano (ICPES)) sintetizados via sol-gel y cargados
con insulina [189]; Gerritsen y colaboradores determinaron la biocompatibilidad para
recubrimientos sol-gel en conejo, con una formulacién basada en TEOS dopado con
macromoléculas, disefiados para sensores de glucosa implantables subcutdaneamente
[190]; Radin y colaboradores implantaron discos subcutaneos y granulos de material
sol-gel, basado en el precursor tetrametilortosilano (TMOS), en cresta iliaca de
conejos, concluyendo que no existian efectos adversos en los tejidos tras su
implantacién [142]. Sin embargo, la bibliografia no recoge estudios de evaluacion

biolégica de las formulaciones concretas propuestas en este trabajo.
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4.2. Osteointegracion

La observacion del hueso en contacto directo con la superficie del implante, tras
un tiempo determinado de estudio, sin tejido fibroso interpuesto, fue reportado por
primera vez por Branemark (1983) y descrito como osteointegracion [191].
Posteriormente, el concepto ha sido revisado por otros autores con el paso del tiempo.
Algunos de ellos defienden que es esencial para la eficacia de los implantes dentales
establecer una unién hueso-material mecdnicamente sélida con una fusién completa
entre la superficie del material y la del tejido dseo sin una capa de tejido fibroso
intermedia, sin embargo Albrektsson y colaboradores demostraron, en 1985, que la
zona entre el implante y el hueso estd compuesta por un area de 20 a 40 nm de
espesor que contiene proteoglicanos y colageno no mineralizado [17]. Quiza esta
union mediante una capa fibrosa fina no acompafiada de inflamacién crénica
(osteofibrointegracién), reproduzca mejor las condiciones mecanicas de la unién del
diente en condiciones fisioldgicas, sin embargo el debate sigue abierto.

La osteointegracién del implante determinard el éxito de la implantacidn. La
evaluacion de la osteointegracion se realiza mediante estudio histomorfométrico de
imagenes obtenidas de cortes histoldgicos provenientes de implantacidon en un modelo

animal adecuado.

4.2.1. Modelos animales

Los modelos animales permiten la evaluacion de materiales en situacion de carga
y descarga durante tiempos prolongados, en estados de salud o enfermedad de los
tejidos y diferentes edades. Ademds permite, no sdlo estudiar el efecto de los
implantes en su periferia, sino también en zonas alejadas y en el estado de salud
general del organismo. Aunque los modelos animales pueden simular la situacion
fisiolégica y mecanica clinica en humanos, debemos recordar que es tan sélo una

aproximacion, ya que cada modelo animal tiene unas ventajas y desventajas Unicas.

El coste de adquisicion y cuidado de animales, disponibilidad, aceptacién por la
sociedad, tolerancia al cautiverio y la facilidad de estabulacion, ademas de que la
esperanza de vida sea apropiada para la duracion del estudio, son factores a tener en

cuenta para la eleccion de la especie animal del estudio [172].

Para ensayar implantes dentales y ortopédicos, es necesario usar un modelo
reproducible y en el que las dimensiones del implante sean comparables a aquellas
utilizadas en humanos. El nimero y tamafio de implantes a ensayar influird

directamente en la especie animal a elegir para el estudio. El disefio de implantes mas
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utilizado son el tipo tornillo o cilindrico. Los implantes en forma de tornillo tienen la
ventaja de proporcionar una mejor estabilidad. Los implantes ortopédicos tipo tornillo
pueden medir de 2 a 4,5 mm dependiendo de la especie elegida, los tornillos de

4,5 mm generalmente se reservaran para especies grandes como perro, oveja o cerdo

[174, 172].

Frecuentemente, los test mecdnicos utilizados en tejidos derivados de estudios in
vivo incluyen ensayos de desenroscado, extraccion (pull-out) y expulsidon (push-out).
Estos ensayos se utilizan para evaluar la fuerza de interaccion entre el hueso y la
superficie del implante. Altos valores encontrados en estos ensayos indican una buena
integracion entre el hueso y la superficie del implante o, en el caso de materiales
porosos, un elevado grado de crecimiento de nuevo hueso en el interior de los poros
del implante. Ademas de los aspectos mecanicos, se deben analizar los aspectos
topograficos. Asi pues, se debe caracterizar la superficie de los implantes, la
interaccion hueso-implante, e incluso estimar la composicion quimica de la superficie.
Para ello, se realizan estudios con microscopio de fluorescencia y microscopio

electrénico de barrido.

Especificamente para estudios de interaccién hueso-implante, debe haber un
consenso entre las caracteristicas especificas del hueso de la especie; microestructura,
composicion, modelado éseo y capacidad de remodelacidon, ya que son importantes
cuando luego se extrapolen los resultados a la situacién humana. Se debe tener en
cuenta, como se dijo en un principio, que el tamafio del animal sea apropiado para el

numero y tamano de implantes elegido [172].

La especie animal no primate mas similar en estructura ésea a los humanos es el
perro; sin embargo, existen implicaciones éticas al uso de animales de compaiiia para
investigacion médica. Es por esto que es preferible el uso de especies como la oveja, la
cabra o el cerdo. Sin embargo el manejo, estabulacion y disponibilidad de estas
especies pueden suponer un problema, lo que no es critico en el caso de los conejos,
aunque de todas estas especies sea la que mas alejada esta del humano [174, 192].
Esta gran diferencia puede suponer una dificultad a la hora de extrapolar resultados de
estudios en conejo. El conejo es una de las especies animales mas comunmente
utilizadas para investigacion médica debido a su tamafio y manejabilidad. El conejo es
también practico porque alcanza la madurez dsea poco después de la madurez sexual,
alrededor de los seis meses de edad. Esto hace que el conejo sea la especie mas
comunmente utilizada para la seleccién de materiales implantables, antes de ser

testados en modelos animales superiores [174, 193].
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De entre las diferentes razas de conejos, la raza Nueva Zelanda blanco es la mas
comunmente utilizada en investigacion para fines cientificos, puesto que es menos

agresiva y tiene menos problemas de salud comparado con otras razas [192].

Las localizaciones anatomicas de defectos creados quirirgicamente dependen
del objetivo del estudio. En este sentido, las mas comunes suelen ser las lesiones y
osteotomias en hueso largo (tibia y radio). En 2010, Monfoulet y colaboradores
determinaron el modelo de defecto en difisis tibial como modelo de regeneraciéon de
hueso cortical y el modelo de defecto en epifisis tibial como modelo de regeneracion
de hueso trabecular [194]. Sennerby y colaboradores, en 1992 [195], usaron la
metéfisis tibial de conejo como modelo de implantacién en mandibula, que contiene
mas hueso cortical, y el céndilo femoral como modelo de implantacién en la maxila,

constituida por mayor cantidad de hueso trabecular.

Existe una cierta controversia a la hora de comparar resultados obtenidos en
diferentes modelos animales. Esto se debe a que, en algunos casos, biomateriales que
parecen funcionar en animales pequefios no lo hacen en animales de mayor tamafio.
Para explicar estos resultados, se han esgrimido cuestiones tales como el tamafio
absoluto del defecto o las diferencias fisiolégicas y metabdlicas entre especies, por lo
qgue la mejor opcidén es trabajar con diferentes modelos animales. Es por eso que se
considera de gran importancia la eleccidn correcta del material a estudio, el tipo de

lesidn a realizar y el modelo animal elegido [1].

El modelo de osteointegracion en tibia de conejo es un modelo ampliamente
empleado segun la bibliografia para la evaluacién biolégica de recubrimientos de
implantes dentales [172, 192, 196, 197, 198, 199, 200].

4.2.2. Histomorfometria

La histomorfometria se define como la rama cuantitativa de la histologia que
mide y cuenta rasgos morfoldgicos. En las ultimas décadas la histomorfometria en
hueso no descalcificado se ha convertido en una linea de trabajo claramente
establecida [201]. La limitacion de las técnicas histoldgicas impuso, hasta la década de
los 60, la descalcificacion del hueso para la evaluacion del tejido dseo. La técnica de
descalcificacién e inclusion en parafina presenta una serie de inconvenientes: (1)
imposibilidad de diferenciar entre hueso mineralizado y no mineralizado (y por tanto la
no cuantificaciéon del osteoide), (2) retraccién de la zona de contacto entre el hueso
mineralizado y la médula ésea dificultando el recuento celular, (3) imposibilita el
estudio de la dinamica dsea mediante marcaje con fluorocromos, ya que distorsiona el

depdsito de calcio en la matriz amorfa [202, 203]. Con el ensayo histomorfométrico se
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consigue valorar la integridad del biomaterial y cuantificar el hueso que crece en la
interfaz. Esto permite analizar la estructura de los recubrimientos y la capacidad de
reabsorcion de los materiales osteoconductores utilizados en la regeneracidon dsea
[203].

Para la evaluacién histomorfométrica se han descrito diversos parametros. La
Densidad de Area Osea, expresada como BAr/TAr (por Bone Area/Total Areq),
determina la cantidad de hueso mineralizado con relacién a la zona de tejido total,
indicando la densidad de hueso que se encuentra en el 4rea regenerada. Esta es una
variable estdtica bidimensional que se corresponde en valor tridimensional con el

Volumen Oseo, expresado como BV/TV (por Bone Volume/Total Volume).

La Union Hueso-Implante o BIC (por Bone Implant Contact,) determina la cantidad
de hueso mineralizado que se encuentra en intimo contacto con la superficie del
implante. Se trata de una longitud y por tanto es una variable estatica bidimensional
que se corresponde en valor tridimensional con la Superficie Osea, expresada como BS
(por Bone Surface).

El calculo de estos parametros se realiza sobre las imdgenes de histologia
capturadas por un sistema de imagen acoplado a un software de histomorfometria. La
imagen se binariza, pudiendo segmentar del tejido seleccionado [204]. Es dificil la
estandarizacion y comparacion de los distintos ensayos puesto que las mediciones
histomorfométricas de la osteointegracidon dependen de factores como la orientacion
del corte histoldgico o el tipo de hueso donde esté colocado el implante [205]. Sin
embargo, sigue siendo una herramienta valida para la evaluacién bioldgica

comparativa de biomateriales para tejido éseo.

Bernhardt realizd un estudio histomorfométrico de osteointegracion de
implantes dentales de titanio, en forma de tornillo, en maxila de cerdo miniatura tras
ocho semanas. Establecidé un limite en la superficie externa del implante, definiendo un
area, en el interior de la cual establecio la region de interés (ROI, Region of Interest) en
la que realizar las mediciones. Se midio el BIC y la densidad de area dsea en laROI, a la
cual denomind BIV (Figura 16). Las medidas se realizaron sobre 3 —4 secciones

histolégicas por implante, de las cuales calculd la media [191].
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Hueso maxilar

BIV BIC

Protesis radicular

Figura 16. Modelo de osteointegracién de implantes dentales en maxila de cerdo
miniatura tras ocho semanas de implantacién de Bernhardt (a), regiones de interés para la
evaluaciéon histomorfométrica del nuevo hueso formado (BIC: bone implant contact, BIV: bone
implante volume) [191].

Nkenke realizé un estudio histomorfométrico de osteointegracion de implantes
dentales de titanio en mandibula de cerdo miniatura. En él se estudiaron tres
parametros: (1) el BIC (desde la primera rosca coronal hasta la mdas apical), (2) la
densidad dsea entre las roscas (area de hueso dentro de las roscas/area total entre
roscas) y (3) la densidad désea peri-implante (drea de hueso/érea de tejido), estas dos
ultimas medidas dentro de una ROI definida desde la superficie del implante hasta una
distancia lateral de 2 mm que envolvia el implante desde la cuarta rosca hasta la mas
apical [206] (Figura 17).

Hueso en contacto con el implante

[ Areade hueso entre roscas

Area en la regidn peri-implante

Figura 17. Variables histomorfométricas del modelo de osteointegracién de implantes
dentales en maxila de cerdo miniatura de Nkenke; BIC (linea negra recorriendo el perfil del
implante), densidad dsea entre las roscas (verde) y densidad dsea peri-implante en una ROI
definida a una distancia lateral del implante de 2 mm (azul) [206].
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Ramires, en 2003, realizdé una experimentacion animal con implantes dentales de
titanio con recubrimiento sol-gel basado en TEOS e iones Ca y P, implantando en
metafisis tibial y femoral de conejo. La seccién central de cada réplica fue evaluada
para calcular el BIC y la cantidad de hueso dentro del drea interna de las roscas [181].

4.2.3. Evaluacién de la osteointegracion de materiales sol-gel

En relacidn con la experimentacion in vivo publicada de los recubrimientos sol-gel
basados en silice aplicada al campo de la osteointegracion, encontramos en un primer
lugar materiales sinterizados. Como los del grupo de Ramires, que evalud
recubrimientos de TEOS ricos en iones Cay P sobre implantes dentales de titanio en
metéfisis tibial y femoral de conejo a 12 semanas, tras estudios mecanicos e
histomorfométricos encontraron mayor resistencia al desenroscado en relacién al
titanio sin recubrir y una mayor cantidad de hueso en contacto con el implante [181].
El grupo de Ballarre desarrollé un recubrimiento sol-gel, usando MTES como precursor,
qgue evaluaron bioldgicamente mediante la implantaciéon de probetas, de acero
inoxidable 316L recubiertas, en tibia y fémur de rata durante 60 dias, demostrando
histolégicamente que, tras largos periodos de ensayo, se mejoraba la osteointegracion
del acero [187]. El grupo de Meseguer-Olmo desarroll6 materiales basados en silice,
ricos en iones Ca y P, funcionalizados con gentamicina que resultaron efectivos a la
hora de liberar localmente el antibidtico en modelo de osteointegracién en tibia de

conejo, promoviendo el crecimiento dseo durante el proceso de resorcion [188].

El grupo de Radin, que tradicionalmente también trabajaba en cerdmicas y vidrios
bioactivos [207, 208, 209, 210, 211, 212, 213] con aplicacién sobre tejido dseo,
comienza en 2001 a sintetizar materiales via sol-gel no sinterizados [214]. En 2005,
publicaron un articulo usando como precursor TMOS, con distintas concentraciones de
Ca y P y vancomicina en su red, que implantaron subcutaneamente en forma de film
libre y en forma de granulos, procedentes de fractura del film libre, en cresta iliaca de
conejo [142]. Es el Unico ensayo in vivo que este grupo realiza de sus materiales. A
partir de 2006, sus publicaciones se centran en materiales basados en el precursor
puro TEOS como vehiculo liberador de vancomicina y bupivacaina, tanto en film como
en forma de microesferas [143, 115]. En 2013, evalua la relacidon entre la eficacia de
liberacion de sustancias y el tamafio molecular de éstas, integrando en la red de TEOS
distintos tamafios moleculares de polisacaridos [215]. Sintetizan éste material basado
en TEOS tanto en forma de recubrimiento liquido sintetizado via sol-gel (para tornillos,
clavos y placas de osteosintesis de Ti6Al4V) [143] como en forma de microesferas,

gracias a una modificacién en el proceso de sintesis que permite obtener tamaros
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controlados de microesferas para utilizar como sistema de encapsulamiento y

liberacion controlada en biomedicina [216].

La mayoria de investigacion in vivo en este campo estd mds orientada a la
aplicacion de estos materiales como vehiculos, para la liberaciéon controlada de
moléculas para aplicacién en biomedicina, que para la osteointegracién en si. En el afio
2000, Gerritsen desarrollé recubrimientos basados en TEOS para sensores de glucosa
implantables; en 2005, el grupo de Mansur desarrolld vehiculos de liberacion
controlada de insulina con precursores puros TEQS, MPTMS, APTES, GPTMS e ICPES
[189]; y Radin, en 2007, desarrollé un recubrimiento, con el que recubrié clavos de
osteosintesis de aleacién de titanio, como vehiculo de liberacién de vancomicina para
el tratamiento de la osteomielitis en fracturas abiertas [143].

A partir de este punto, se abandonaron los precursores metdlicos basados en
silicio y se optd por otros materiales para la realizacidon de los materiales sol-gel, entre
los que podemos encontrar algunos ejemplos de recubrimientos para mejorar la
osteointegracién de implantes. Como Catauro que, en 2014, desarrollo films de matriz
inorganica basada en circonio con policaprolactona (PCL) sobre titanio para mejorar la
osteointegraciéon [157]. Mas recientemente, He y colaboradores han desarrollado un
recubrimiento multicapa, via sol-gel en varios pasos, que consta de una capa
superficial de hidroxiapatita, una capa media de fluoro-hidroxiapatita y una interna de
Oxido de titanio, con el objetivo de aumentar la bioactividad y la velocidad de

osteointegracién de implantes ortopédicos y dentales [217].
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CAPITULO 2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Como se ha mostrado en la introduccidén, ya existen dos Tesis Doctorales
publicadas [92, 218] producto de la investigacidon conjunta del equipo de trabajo
formado por la Universidad del Pais Vasco (EHU), la Universidad Jaume | de Castelldn
(UJI) y el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT) de la Universidad
Politécnica de Valencia (UPV). Asi como se desarrollaron dos patentes nacionales:
“Procedimiento para la obtencion de un recubrimiento sol-gel polimérico vy
recubrimiento  sol-gel  polimérico” (ES2384762 (Al)) y  “Recubrimientos
osteoinductores para implantes dentales” (ES2421263 (A1)), esta ultima licenciada a la
empresa llerimplant S.L. y en fase de extension a Estados Unidos y Europa. Todos estos
documentos describen los procesos de sintesis de las distintas familias de
recubrimientos desarrollados, realizando una caracterizacién fisico-quimica completa
de films libres de sol-gel y de films depositados sobre planchas lisas de acero
inoxidable. Fruto de los resultados de estos trabajos, se decidid6 comenzar la

caracterizacion bioldgica completa de estos materiales, objetivo principal de esta Tesis.

A raiz de la revisidn de la bibliografia presentada, se planted el objetivo principal
de esta Tesis Doctoral: la evaluacién biolégica de los nuevos recubrimientos sol-gel
desarrollados y aplicados a implantes dentales de titanio para (1) ser empleados como
vehiculos biomoleculares que (2) induzcan la neoformacion dsea, para (3) mejorar y
acelerar la osteointegraciéon del implante. Para el cumplimiento del objetivo principal,

se han establecido los objetivos especificos que se describen a continuacién.
1. Determinar la calidad de la sintesis y deposicion de los recubrimientos.

2. Caracterizar la rugosidad, la hidrofilia, la degradacién y la liberacion de silicio

de los nuevos recubrimientos sol-gel curados sobre titanio granallado.
3. Descartar la toxicidad de los recubrimientos sol-gel sobre titanio granallado.

4. Caracterizar el comportamiento in vitro de osteoblastos frente a titanio
granallado recubierto con nuevos recubrimientos sol-gel, evaluando la capacidad del

recubrimiento para inducir adhesién, proliferacion y diferenciacion celular.

5. Evaluar los efectos locales después de la implantacién, incluyendo la reaccion

a cuerpo extrafio, la capacidad de osteointegracion y la capacidad de osteoinduccion
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de los nuevos recubrimientos sol-gel implantados in vivo sobre prétesis radiculares
comerciales de titanio granallado.

6. Seleccionar el prototipo final de recubrimiento sol-gel aplicado a implantes
dentales de titanio.

Para el cumplimiento del objetivo principal se planted un plan de trabajo inicial
formado por dos Fases de Caracterizacion Bioldgica (Figura 18). En una primera fase
(Fase de Caracterizacion 1), se realizd un cribado celular entre tres formulaciones
pertenecientes a tres series distintas de recubrimientos sol-gel;, MTMOS:TEQS,
VTES:GPTMS y MTMOS:GPTMS. De los resultados de este cribado, se selecciond una
formulacién de cada familia para su evaluacion tras la implantacién in vivo
(caracterizacién in vivo). Como consecuencia de los resultados de la Fase de
Caracterizacion I, se selecciond la mejor formulacion (Formulacion X) a la que someter
a mejoras fisico-quimicas. Estas mejoras sobre la Formulacién X fueron evaluadas
biolégicamente en la segunda fase (Fase de Caracterizacion Il) del plan de trabajo que
a continuacidon se muestra, hasta finalmente determinar la formulacién que constituira
la formulacion del Prototipo Final.

Fase de Caracterizacion |

Serie MTMOS-TEOS Serie GPTMS-VTES  Serie MTMOS-GPTMS
90MTMOS:10TEOS 80MTMOS:20VTES 80MTMOS:20GPTMS
80MTMOS:20TEOS S50MTMOS:50VTES 50MTMOS:50GPTMS
70MTMOS:30TEOS 20MTMOS:80VTES 20MTMOS:80GPTMS

Screening celular ‘ l' l’

Formulacién 1 Formulacién 2 Formulacién 3

Caracterizacion fisico-quimica
Caracterizacion in vitro
Caracterizacion in vivo

\ Formulacion X /

Fase de Caracterizacion 1l

\ Mejora A Formulacion X Mejora B /

Caracterizacion fisico-quimica
Caracterizacion in vitro

Caracterizacion in vivo

Prototipo Final /

Figura 18. Esquema del plan de trabajo propuesto para esta Tesis Doctoral.
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CAPITULO 3. MATERIAL Y METODOS

1. Sintesis sol-gel y recubrimiento

1.1. Sintesis de los recubrimientos

El equipo de ingenieros quimicos del grupo de investigacién de la Universidad
Jaume | realizo la sintesis de los recubrimientos sol-gel, siguiendo el procedimiento de
sintesis 4cida one step (en un paso), segln protocolo descrito en 2012 por Hernandez-
Escolano M. en su Tesis Doctoral [92], [219]. Se tomaron como precursores de partida
metil-trimetoxisilano MTMOS (Sigma-Aldrich Ref. M6420), vinil-trietoxisilano VTES
(Sigma-Aldrich  Ref. 75560), glicidoxipropil-trimetoxisilano GPTMS (Sigma-Aldrich
Ref. 440167) y tetraetil-ortosilicato TEOS (Sigma-Aldrich Ref. 333859), en la Figura 19
se muestra un esquema de la estructura molecular de cada uno de ellos.

(a) (b)
HaC HiC

~
CH, T
)\ o, /O—S‘i—CHg
_ / HaC 5
HC——0——8i——0——CH, e
/ | :
HsC c|>
H,C
\cH3
(c) (d)
HiC CH
3 \O I 3
| e TN
O—Si/\\ CHy 0o
H3C/ c‘) °
Sen,

Figura 19. Esquema de la estructura molecular de los precursores de silicio (a) TEQS, (b)
MTMOS, (c) VTES y (d) GPTMS.

Basandose en los resultados obtenidos por Hernandez-Escolano para los
recubrimientos puros de los cuatro precursores [92, 94, 219, 220], se decidio utilizar el
MTMOS como precursor base para dos de las series de recubrimientos. Se decidié
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introducir TEOS al precursor base MTMOS vy variar su proporcion en la serie,
fundamentalmente, para reducir las temperaturas de curado y para aumentar la
degradacién del material y su caracter hidréfilo [221]. El grado de hidrofilia del
recubrimiento es un factor importante en la adhesién celular [55] y la degradacién de
las redes facilita la liberacion de compuestos de silicio que pueden favorecer la
osteoinduccion [101, 99, 222]. Asi mismo, para la otra serie de base MTMOS se decidié
introducir GPTMS y variar su proporcién para aumentar el nimero de grupos epoxi en
la superficie, actuando como grupos activos donde poder unir agentes organicos como
péptidos o proteinas que favorezcan la osteoinduccion. La tercera serie de
recubrimientos se desarrollé con VTES como precursor base, a la que por una parte se
le introdujo GPTMS para aumentar el nimero de grupos epoxi y funcionalizar su
superficie, y por otra se afiadié TEOS. Esta Ultima serie (VTES:TEOS) se descarté debido
a los mejores resultados celulares iniciales obtenidos por la serie VTES:GPTMS. La
posibilidad de crear una tercera serie utilizando de base GPTMS y afiadiendo distintas
proporciones de TEOS también se rechazé al comprobar, en ensayos iniciales, que
resultaban muy hidréfilos y degradaban muy rapido.

Para la obtencién de los soles, se siguid el procedimiento esquematizado (Figura
20) y las proporciones que se muestran en la Tabla 1. Se prepard una disolucién de los
precursores en isopropanol con una relacion en volumen 1:1, que se agitd mediante
agitador magnético. Se afadié, gota a gota, agua destilada en cantidad
estequiométrica para la hidrdlisis de los grupos alcoxi presentes en los precursores.
Con el fin de acelerar el proceso de hidrdlisis, el agua afiadida fue acidificada hasta
pH 1 mediante adicion de acido nitrico. Esta disolucidn se dejo en agitacion, a 150 rpm
durante una hora, para permitir la completa hidrdlisis de todos los grupos. Para

estabilizar el sistema se dejo en reposo durante otra hora.

Alcochol
Precursor1 > | < Precursor 2
A\ 4
\ O L emm s s s omm s .
~ . . N
|m———————— N N Precursor3 |
| Gelatina |=* AguapH=1 ——==

!

Agitacion1 h.
Reposo 1 h.

Figura 20. Esquema de sintesis del sol, de dos precursores (linea continua), de la
formulacion triple (lineas y puntos) y de la formulacién de dos precursores con gelatina (linea
discontinua) (esquema basado en [92]).
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Serie  MTMOS:TEOS Serie VTES:GPTMS Serie MTMOS:GPTMS

Relacién en moles 9:1 8:2 7:3 8:2 1:1 2:8 8:2 1:1 2:8
Alcohol:precursor 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1
Agua hidrdlisis pH=1 Esteq. Esteq. Esteq. Esteq. Esteq. Esteq. Esteq. Esteq. Esteq.
Nomenclatura 9M:1T  8M:22T  7M:3T  8V:2G  5V:5G  2V:8G  8M:2G  5M:5G  2M:8G
Tabla 1. Relaciones volumétricas alcohol:precursor de las tres mezclas molares de los dos
precursores de cada serie de formulaciones (arriba) y de las dos modificaciones realizadas a la

Formulacién X (abajo). La relacién precursor:agua de hidrélisis siempre es la estequiométrica. Se
muestra la nomenclatura de cada formulacién con la que a partir de ahora se citaran.

La Formulacién X, resultado de la Fase de Caracterizacion I, resultd ser la
formulacién con el 70 % de MTMOS y el 30 % de TEOS (7M3T). Las modificaciones
sobre la formulacidn consistieron en dos estrategias: (1) afadir un tercer precursor
GPTMS (para funcionalizar la superficie de los recubrimientos mediante apertura del
anillo epoxi) manteniendo el porcentaje del 30 % de TEOS para aumentar su hidrofilia y
degradacidn, y (2) afiadirle gelatina para aumentar la adhesién celular al implante
mediada por integrinas. La adicién del tercer precursor (GPTMS) se realizé junto a los
dos precursores (MTMOS y TEOS) en el momento de mezclar los alcoxisilanos. Se
disolvio la gelatina, en un ratio del 2,36 % en masa, en una disolucion al 0,1 M de HCl a
pH 1. A esta disolucion se le afiadié la mezcla de alcohol y precursores (MTMOS vy
TEOS).

En la Tabla 2 se muestra las proporciones de cada uno de los precursores, de
alcohol y de agua empleados para la sintesis de los nuevos recubrimientos, ademds de

la nomenclatura de cada formulacidn con la que a partir de ahora se citaran.

Formulacion X + Formulacion X +
3er precursor Gelatina
35 0S:35GPTMS | 70MTMOS:30TEOS+
:30TEOS 0,9%Gelatina
7:3

Relacién en moles 7(1:1):3

Alcohol:precursor 1:1 1:1
Agua hidrdlisis pH=1 Esteq. Esteq.
Nomenclatura 3X 7M:3T+G

Tabla 2. Relaciones volumétricas alcohol:agua de los nuevos recubrimientos y su
nomenclatura.

1.2. Recubrimiento de las muestras

Al obtener la fase sol del sistema, se procedid a su aplicacién sobre los distintos

sustratos, que deben encontrarse desengrasados y limpios de impurezas.
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Cuando se requirid recubrir portaobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro (Afora
S.A., Grupo Fisher, Madrid; Espafia) para la caracterizacién in vitro de la Fase de
Caracterizacion 1, previamente fueron limpiados mediante bafio de ultrasonidos en
etanol durante 5 minutos a 30 W de potencia utilizando Sonoplus HD 3200 (Bandelin
Electronic GmbH & Co. KG, Berlin; Alemania), acabando el proceso con la inmersion,
en repetidas ocasiones, del sustrato en agua destilada y, por ultimo, en etanol.
Posteriormente, los sustratos de vidrio se secaron en estufa a 150 °C. Se activé la
superficie del vidrio, por medio de plasma de argdén que aumenta la mojabilidad de la
superficie, para que el recubrimiento esté presente de forma uniforme en toda la
superficie. Se realizéd un tratamiento en cdmara de plasma con flujo de argén de
200 sscm durante 300 segundos a presion de 50 Pa y 300 W de energia. Una vez
limpios y activados, los portaobjetos de vidrio se recubrieron mediante el método de
drop-coating, consiguiendo un recubrimiento homogéneo y continuo de gel dejando
caer una gota de 10 pul de sol sobre la superficie.

Las superficies metalicas utilizadas para la evaluacion bioldgica in vitro de la Fase
de Caracterizacion Il fueron discos de titanio grado 4 CP de 12 mm de diametro,
1,2 mm de espesor y 0,5g de peso, con una topografia heterogénea proporcionada
por un tratamiento de superficie combinando un microbulado de corinddn blanco con
un ataque acido (Figura 21). Estos discos, proporcionados por llerimplant S.L. (Lérida;
Espafia), ya fueron suministrados limpios, libres de impurezas y esterilizados mediante
radiacion gamma, al igual que las prétesis radiculares empleadas para las distintas
fases de experimentacion animal. Las protesis radiculares, implantes dentales de
conexién interna de titanio grado 4 CP GMI® modelo Frontier, de 3,75 mm de didmetro
por 8 mm de longitud, con el mismo tratamiento superficial que los discos (ADS®,
Advanced Double-Grip Surface), también fueron suministradas por la empresa

llerimplant S.L. (Figura 21).

Figura 21. Imagenes ampliadas de los discos de titanio (izquierda) empleados para la
evaluacion in vitro de los recubrimientos y de los implantes de titanio (derecha) utilizados en las
fases de experimentacién in vivo, todos ellos suministrados por llerimplant S.L.

Ambas superficies metalicas se recubrieron mediante la técnica dip-coating, que

consta de tres etapas: (1) inmersién a velocidad controlada de la pieza en la fase sol,

71



dejandola durante un tiempo controlado sumergida, (2) extraccién de la pieza a
velocidad controlada, la misma que la de inmersién, y (3) drenaje de la pieza (Figura
22). Para realizar la inmersién de la muestra metalica en la fase sol en condiciones
controladas se utilizd un sistema ascensor KSVDC (KSV Instruments Oy, Helsinki;
Finlandia) a una velocidad de inmersion de 100 cm/min y tiempo de inmersién de un

minuto, siendo la velocidad de extraccion de 100 cm/min, igual que la de inmersion.

P | | »
s »
P | | »
P | | »

DRENAJE Y
EVAPORACION

INMERSION DEPOSICION

Figura 22. Esquema de método de recubrimiento de superficies mediante la técnica dip-
coating [92]).

1.3. Curado de las muestras

Después de recubrir las muestras, éstas se sometieron, en disposicién vertical, a
un tratamiento de secado en estufa consistente en una isoterma a 50 °C durante 15
minutos y una rampa de temperatura hasta la temperatura de curado, a una velocidad
de 3 °C/min. Este tratamiento permite la eliminacién gradual del agua y de los
disolventes, evitando la aparicion de grietas o burbujas. Con el objetivo de conseguir
una total densificacion del recubrimiento y el secado completo del mismo, se realizd
un segundo tratamiento a temperatura y tiempo variable, segin requerimientos de

cada formulacién, como se indica en la Tabla 3 yla Tabla 4.

Serie MTMOS:TEOS Serie VTES:GPTMS Serie MTMOS:GPTMS

Nomenclatura IM:1T 8M:2T 7M:3T  8V:2G 5V:5G  2V:8G 8M:2G 5M:5G  2M:8G
Temperatura (C) 80 80 80 100 140 140 100 140 140
Tiempo (min.) 120 120 120 90 90 90 90 90 90

Tabla 3. Temperatura y tiempo de curado del segundo curado para los materiales de la
Fase de Caracterizacion I.
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.. Formulacion X + Formulacion X +
Formulacién X :
3er precursor Gelatina

TMOS:30TEOS 5GPTMS | 70MTMOS:30TEOS+
30TEOS 0,9%Gelatina

Nomenclatura 7M:3T 7M:3T+G
Temperatura (C) 80 80 80
Tiempo (min.) 120 120 120

Tabla 4. Temperatura y tiempo de curado del segundo curado para los materiales de la
Fase de Caracterizacion .

Tras el tratamiento de curado, los distintos sustratos de ensayo fueron
esterilizados para su uso en ensayos celulares y de experimentacién animal con el fin
de realizar una evaluacidon biolégica. Para comprobar que el recubrimiento se
depositaba y curaba con éxito, los implantes recubiertos se analizaron en el Servicio de
Microscopia de la UPV con microscopio electronico de barrido de emisidon de campo
(FESEM) ULTRA™ 55 (Zeiss, Oberkochen; Alemania). Las prétesis fueron recubiertas
con una fina capa de oro para la toma de imagenes de la totalidad del implante a 5 kV.

A continuacion se recoge en la Figura 23, a modo de resumen, un esquema global
del proceso de obtencion de los materiales evaluados en esta Tesis, desde el momento
de su sintesis por mezcla de precursores, alcohol y agua, hasta la obtencidn de las

peliculas densas tras el curado de la fase sol depositada sobre el titanio.

Precursor2

Agitacion1 h.
Reposo1 h.

HIDROLISIS +

_—
‘L CONDENSACION

Fase de SOL @

y —

Fasede GEL  [EimuaNt ]

¢ > TRATAMIENTO

DE CURADO
Pelicula densa [ iMBIANE ]

Figura 23. Esquema global de la sintesis de sol-gel y obtencién de los materiales sobre un
implante metadlico (modificacion de [92]).
73

DEPOSICION
“dip-coating”



2. Caracterizacion fisico-quimica

La caracterizacidn fisico-quimica y topogréfica, de todos los materiales, tanto de
las formulaciones evaluadas in vitro en Histocell S.L. como las evaluadas en el Centro
de Biomateriales (CBIT), asi como las formulaciones ensayadas in vivo pertenecientes a
ambas fases de caracterizacién, fue realizada por el equipo de ingenieros quimicos del
Centro de Biomateriales de la Universidad Politécnica, de la Universidad Jaume | y de la
Universidad del Pais Vasco, formando parte de las Tesis Doctorales de cada uno de
ellos, algunas ya publicadas [92, 218], asi como de algunos articulos [220, 219, 94].
Debido a esto, y a que estos ensayos fueron realizados sobre plancha de acero
inoxidable o cubreobjetos de vidrio, en este apartado tan sélo se recogeran, de todos
aquellos ensayos realizados, sélo los determinados a conocer la tasa de degradacion
de los recubrimientos y la liberacidn de silicio obtenida de esta degradacion.

El resto de ensayos fisico-quimicos, mostrados en este capitulo, se llevaron a
cabo sobre discos de titanio puro comercial grado 4 de 12 mm de didmetro, 1,2 mm de
espesor y 0,5 g de peso con tratamiento superficial ADS® (ADS®, Advanced Double-Grip
Surface). Estos ensayos estuvieron destinados a caracterizar la superficie de los
recubrimientos mediante microscopia electrénica de barrido, perfilometria, angulo de
contacto y ensayos de bioactividad, mediante inmersién en fluido corporal simulado
(SBF, del inglés Simulated Body Fluid), asi como la adhesién al sustrato. Todos estos
ensayos (a excepcion de la perfilometria que fue realizada por personal investigador de
la Universidad Jaume |) fueron realizados por la autora de esta Tesis en el Centro de

Biomateriales e Ingenieria Tisular de la Universidad Politécnica de Valencia.

2.1. Rugosidad

La rugosidad de las superficies, sobre todo su micro y nanotopografia,
determinan muchos de los procesos celulares tales como la adhesion y la
diferenciacion, como se comenté en la Introduccion de esta Tesis. Asi pues, era
imprescindible caracterizar la topografia de la que partiamos (discos de titanio
granallado) y la topografia resultante tras recubrirla con las distintas formulaciones

hibridas sol-gel.

Para ello, la superficie de los discos de la evaluacién celular fue analizada
mediante perfilometria y microscopia electréonica de barrido de emision de campo
(FESEM). La superficie de los implantes también fue analizada mediante microscopia

electronica de barrido de emision de campo (FESEM).
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Perfilometria

Con el objetivo de estimar comparativamente el cambio que los recubrimientos
provocan en la macrotopografia de las superficies granalladas, se realizé un estudio de
perfilometria de los discos de titanio recubiertos con los materiales hibridos
compuestos por las mezclas 7M3T, 5M5G, 7M3T+G y 3X.

Las muestras se prepararon recubriendo cada disco granallado hasta la mitad,
dejando una zona sin recubrir y la otra recubierta de acuerdo al esquema siguiente
(Figura 24):

Recorrido de los perfiles

Imm

Ti sin recubrir —> <«+— Tirecubierto

70,0

60,0

50,0

40,0
— 30,0 AR
& A _wfw
g 10,0 T il
a 00 .

-10,0

2,5mm 2,5mm
-20,0 < > v <€ >
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Desplazamiento en X (mm)

Figura 24. Esquema de preparacién de las muestras y localizacidon de las medidas en el
ensayo de perfilometria.

Se realizaron tres medidas del perfil lineal en cada disco, en la zona central,
con un recorrido de 9 mm (didametro del disco), iniciandose siempre el recorrido desde

la zona no recubierta hasta la zona recubierta (de derecha aizquierda en la Figura 24).

El equipo utilizado para llevar a cabo el estudio fue un perfilémetro mecanico
Dektak 6 (Veeco Instruments Inc., Nueva York; EEUU). La determinacion de la
rugosidad media (R,) se realizé a través del software del equipo, considerando un
intervalo de recorrido de aproximadamente 2,5 mm de cada una de las zonas,
recubierta y no recubierta, para la determinacién del parametro R,, aplicando una

frecuencia de corte de 1000 um. R, representa la rugosidad media y esta reconocida
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como la desviacion promedio de la linea media cuya funcién analitica se muestra en la

siguiente figura (Figura 25):

Ra

y\ cutoff
filter
AV Nl N, A A X
Y (\r/ﬂ ]
mean line
< L X
1 x=L
R, =—
=7)_ .

Figura 25. Funcién analitica utilizada por el software del perfilbmetro mecanico para
determinacion de la rugosidad media (R,) [223].

Se observd que los discos presentaban un perfil concavo, probablemente debido
al mecanizado que estos sufren en su fabricacién. Por este motivo, y para determinar
la rugosidad media, se realizé la correccidon del desplazamiento en altura y se ejecutd
el cdlculo del parametro R, teniendo en cuenta simplemente la rugosidad derivada de
la topografia propia de la superficie de los discos. Se realizaron tres réplicas de cada
formulacidén y se calculd en qué porcentaje los distintos recubrimientos reducian Ila

macroporosidad del titanio granallado.

Microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM)

Debido a que la variacién de la macrotopografia superaba el milimetro, fue
imposible plantear la posibilidad de utilizar el microscopio de fuerza atémica (AFM)
para evaluar la micro- y nanotopografia, por lo que se empled el microscopio
electronico de barrido de emisiéon de campo (FESEM) que permite, trabajando a
voltajes bajos, un gran detalle de las superficies sin recubrir. Asi pues, mediante
mediciones en imagenes de FESEM, se caracterizd la variacién en la micro- y
nanotopografia inducida por cada formulacién de recubrimiento (7M3T, 7M3T+G y 3X)
sobre la superficie de titanio granallado de los discos empleados para los estudios in
vitro de la Fase de Caracterizacion Il. Se realizaron tres réplicas para los discos y tan

sélo una para las prétesis, debido a falta de material.
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Se empled un equipo ULTRA ™ 55, las imagenes se tomaron a 1 kV. No hizo falta

recubrir los discos pero si las prétesis radiculares, que fueron recubiertas con una fina
capa de oro, tomando en este caso las imagenes a 5 kV.

Para los discos, se tomaron imagenes para, al menos, dos lugares distintos de
cada réplica (a 3.000X y 30.000X). Para las protesis, se tomaron imagenes de todo el
implante a 19X (el minimo permitido), de las roscas de la cabeza y el cuerpo del
implante (a 100X — 150X) y de la cresta de las roscas (a 500X).

2.2. Hidrofilia

Otra de las propiedades fisicas de una superficie que afecta de manera critica en
el comportamiento celular es la hidrofilia, ya que de ella depende la adsorcion de
proteinas en la superficie. El grado de hidrofilia de los recubrimientos también influira
en los fendmenos de degradacidon de éstos y, por consiguiente, en la liberacidon de
silicio y gelatina atrapados en su red sol-gel. Para medir comparativamente el grado de
hidrofilia/hidrofobia de los distintos recubrimientos (7M3T, 5M5G, 7M3T+G y 3X)
sobre la superficie de los discos granallados se determind el dangulo de contacto

formado entre una gota de agua y el sustrato estudiado (Figura 26) [34].

i \
! 1
1 \
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] \
,,' gas !
H o Or

muestra

Figura 26. Esquema de medida del angulo de contacto entre un liquido y un material
(esquema modificado de [92]).

Las muestras se prepararon recubriendo cada disco granallado hasta la mitad,
dejando una zona sin recubrir y la otra recubierta, igual que se prepararon para el

ensayo de perfilometria, tal y como indica la Figura 27.
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Ti sin recubrir — <«— Tirecubierto

Localizacion
de las medidas

Figura 27. Esquema de preparacion de las muestras y localizacién de las medidas en el
ensayo de angulo de contacto. Para cada disco se tomaron dos medidas en cada una de las
zonas (Ti sin recubrir y Ti recubierto), una derecha (R, del inglés right) y otra izquierda (L, del
inglés left).

Se empled un equipo Dataphysics OCA20 (Dataphysics Corp., California; EEUU)
que cuantifica el angulo formado entre el perimetro de la gota dispensada y el
recubrimiento. Los ensayos se realizaron con agua destilada a temperatura ambiente y
con un volumen de gota constante de 1 pl (1,20 pl reales) a una velocidad de 0,49
segundos y un tiempo de espera antes de tomar la medida de 10 segundos. Se
tomaron dos medidas en cada muestra (R; derecha y L; izquierda) y se realizaron 3
réplicas por material, se calcularon las medias y las desviaciones estandar. La
significacion de los resultados fue determinada empleando el programa estadistico
SPSS 17.0 (p < 0,05). Para la comparacion de medias de mas de dos muestras se realizé
un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor y para la comparacion de medias de
dos muestras se empled un Test T-Student, ambos test se realizaron siempre y cuando
el Test de Levene determinara la homogeneidad de la varianza. Para los conjuntos de
datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se realizé un Test no paramétrico
de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las tablas resultado del estudio
estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de Caracterizacion I y en el ANEXO
2 para la Fase de Caracterizacion Il.

2.3. Bioactividad

Los materiales bioactivos presentan una caracteristica comun en la interfaz con el
hueso después de su integracion. Por ejemplo, el Bioglass®, la hidroxiapatita y la
vitroceramica A-W, revelan una capa de apatita en la interfaz que es mediadora de la
integracion con el hueso. Evaluaciones histoldgicas in vivo muestran que esta capa de
apatita se forma en la superficie de estos materiales en una etapa temprana del
periodo de inmersidon, y que mas tarde la matriz ésea se integra a esta apatita. Esta
capa de apatita consiste en cristales nanométricos de una apatita que contiene iones
de carbono, una estructura defectuosa y de baja cristalinidad. Estas caracteristicas son
similares a las de la fase mineral del hueso, por lo que las células encargadas de la
regeneracion del hueso pueden proliferar en la apatita y diferenciarse para formar una
matriz extracelular compuesta por apatita biolégica y coldageno. Como resultado, el
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hueso circundante se encuentra en contacto directo con la superficie de la capa de
apatita. Cuando este proceso ocurre, se crea un enlace quimico entre el hueso mineral
y la superficie de apatita para disminuir la energia interfacial existente entre ambas
[15, 224].

El modelo de bioactividad mediante fluido corporal simulado (SBF, del inglés
Simulated Body Fluid) es ampliamente utilizado para la evaluacion in vitro de la
capacidad de biomineralizacién de diferentes superficies de biomateriales. El modelo
consiste en la inmersion de las muestras en un fluido corporal simulado acelular y libre
de proteinas, con una concentracion de iones, pH y temperatura aproximadamente
equivalente a la del plasma sanguineo humano, como medio para la nucleacién de
apatita. La capacidad de los biomateriales de nucleacion de apatita, que mimetiza la
mineralizacidn inicial del hueso en la superficie del implante, puede ser correlacionada
con la bioactividad del hueso in vivo [111]. Esto significa que la capacidad in vivo del
biomaterial de unirse al hueso puede predecirse, previamente a ensayos animales, por
la formacidn de apatita en su superficie mediante este modelo de bioactividad in vitro.
Sin embargo, comparado con el modelo de bioactividad con SBF, el proceso in vivo es
mucho mas complejo, ya que proteinas, enzimas y factores bioldgicos juegan un papel

crucial en este proceso [224, 225].

Por ello, la bioactividad fue analizada mediante el estudio de la capacidad de los
recubrimientos de formar apatita en su superficie en contacto con fluido corporal
simulado [111]. Para este estudio se utilizd una modificacion del SBF original de
Kokubo de 1991 [226], que llamaremos 27-Tris-SBF, corrigiendo los valores de
bicarbonato e iones Cl™ para acercarse mas a los valores presentes en el plasma
sanguineo humano [111, 227] (Tabla 5).

27-Tris-SBF
(mM)

Na* 142,0 142,0 142,0
K* 5,0 5,0 5,0
Mg?* 1,5 1,5 1,5
Ca? 2,5 2,5 2,5
cl 103,0 147,0 125,0
HCO-, 27,0 4,2 27,0
HPO?Z, 1,0 1,0 1,0
S0z, 0,5 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,4 7,4

Tabla 5. Comparacién de valores entre el plasma sanguineo humano y sus réplicas
sintéticas (SBF y 27-Tris-SBF).
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En un vaso de precipitados con 960 ml de agua ultrapura (MilliQ, EDM Millipore,
Massachusetts; EEUU) se afiadieron, a temperatura ambiente y con agitacién vigorosa
de 3 minutos tras cada paso, cloruro sédico, bicarbonato de sodio, cloruro potasico y
fosfato disddico. Se calentd la disolucidon hasta 37 °C y se le aiadié cloruro de
magnesio hexahidratado, se volvié a agitar vigorosamente durante 3 minutos y se le
afiadieron 9 ml de acido clorhidrico 1 M gota a gota, se agitd durante otros 3 minutos.
A la disoluciéon se le adiciond entonces cloruro de calcio dihidratado y Tris-
hidroximetilaminometano, se siguié agitando y se ajustd el pH con acido clorhidrico
1 M a 37 °C hasta llegar a 7,4. Se enrasé la disolucién a 1.000 ml y se guardé en estufa
a 37 °Cen botella de cristal [227].

Los discos recubiertos (7M3T, 7M3T+G y 3X) y los controles permanecieron 7 y 14
dias en placa multipocillo P24 con 1 ml de 27-Tris-SBF a 37 °C y 5 % CO,. Tras estos
periodos, los discos se cambiaron a una nueva placa y se secaron una hora en estufa a
60 °C antes de ser llevados al Servicio de Microscopia de la Universidad Politécnica de
Valencia para su observacion en microscopio electrénico de barrido de emision de
campo (FESEM) ULTRA™ 55,

Ademas, los discos fueron pesados, registrando la ganancia de peso como valor
de deposicion de hidroxiapatita en su superficie como medida de bioactividad de las
superficies. La significacion de los resultados fue determinada empleando el programa
estadistico SPSS 17.0 (p < 0,05). Para la comparacion de medias de mas de dos
muestras se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor y para la
comparacién de medias de dos muestras se empled un Test T-Student, ambos test se
realizaron siempre y cuando el Test de Levene determinara la homogeneidad de la
varianza. Para los conjuntos de datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se
realizd un Test no paramétrico de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las
tablas resultado del estudio estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de

Caracterizacion | y en el ANEXO 2 para la Fase de Caracterizacion Il.

2.4. Degradacion

Sobre vidrio

La cinética de degradacién de los recubrimientos fue estudiada, puesto que los
recubrimientos fueron disefiados para ser biodegradables. Los recubrimientos sol-gel
degradan hidroliticamente, es por ello que para la realizacion de este ensayo se
prepararon recubrimientos obtenidos sobre cubreobjetos de vidrio (18 mm), mediante

el proceso flow-coating, que se sumergieron en agua destilada durante a 37 °C. La
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cinética de degradacion fue estimada mediante pérdida de peso del recubrimiento
durante cinco periodos de 7, 14, 30, 50 y 63 dias. El ensayo se realizé por triplicado.

Sobre titanio

Puesto que la motivacion del desarrollo de estos nuevos recubrimientos es la de
otorgar de capacidad osteoinductora a la superficie del titanio mediante la liberacién
de silicio, es imprescindible por tanto estudiar la tasa de degradacién de las redes sol-
gel. La degradacion hidrolitica de la red (rotura de los enlaces Si — O — Si) da como
resultado la liberacion de compuestos de silicio, entre otros acido ortosilicico Si(OH),
[91] que induce la diferenciacion de osteoblastos y la formacién de matriz extracelular
mineralizada [101, 103].

En Tesis anteriores [92, 218], se estudio la degradacién y liberacién de algunas de
las formulaciones sobre plancha de acero inoxidable. Puesto que la naturaleza iénica y
la rugosidad del soporte y el espesor de recubrimiento adherido son tan distintos, en la
presente Tesis se considerd importante la realizacion de un ensayo adicional de
degradacion de las formulaciones 7M3T, 7M3T+G y 3X sobre los mismos discos de
titanio granallado empleados para toda la Fase de Caracterizacion Il.

Tres réplicas de cada formulacidn se pesaron en una microbalanza Ax205 (Mettler
Toledo, Barcelona; Espafia). Se sumergieron en 1 ml de agua ultrapura (MilliQ) en una
placa multipocillo P24, permaneciendo bajo las mismas condiciones que los cultivos
celulares realizados, 37 °C y 5% CO,. Tras cada periodo de estudio, las muestras se
extrajeron, se cambiaron a una nueva placa, se secaron en estufa a 60 °C durante 1
hora y se pesaron. El agua se retird en un tubo ependorff y se reservé para el ensayo

de liberacién.

Los pesos se recogieron en una tabla, se calcularon las medias y las desviaciones
estandar y se realizé un estudio estadistico mediante un anadlisis de la varianza
(ANOVA) de un factor, para comparaciéon de mas de dos muestras. Para la comparacion
de medias de dos muestras se empled un Test T-Student. Ambos test se realizaron
siempre y cuando el Test de Levene determinara la homogeneidad de la varianza. Para
los conjuntos de datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se realizé un
Test no paramétrico de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las tablas
resultado del estudio estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de

Caracterizacion | y en el ANEXO 2 para la Fase de Caracterizacion Il.
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2.5. Liberacion

Durante la degradacién hidrolitica, los recubrimientos sol-gel liberan silicio en
forma de compuestos de silicio, entre otros Si(OH),. Para determinar el grado de
liberacion de silicio se utilizé la Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de
Acoplamiento Inductivo (ICP-MS). El equipo utilizado fue un Agilent 7700 Series ICP-
MS.

Para la realizacion de este ensayo de liberacion, se prepararon recubrimientos
obtenidos sobre portas de vidrio (18 mm) mediante el proceso flow-coating. El ensayo
se llevo a cabo sumergiendo los portas recubiertos en 50 ml de agua MilliQ, dentro de
en una estufa a 37 °C, durante un tiempo de 5 semanas. Se tomaron alicuotas de 50 pl
al,?2,3,y5 semanas de ensayo. La extraccidn de cada alicuota se repuso con 50 pl de
agua MilliQ. El ensayo se realizé por triplicado.

Esta técnica sélo detecta el silicio que se encuentra en su forma idnica (Si+4).
Por este motivo, para asegurarnos de que todo el silicio liberado estaba ionizado, a
cada alicuota se le realizé una digestién acida, para ello se utilizaron de disoluciones de
HNO; al 0,5 % (v/v) y HCl al 0,1 % (v/v).

2.6. Adherencia al sustrato

En 2011, de entre los ensayos realizados por Hernandez-Escolano para su Tesis
Doctoral, se realizé un ensayo ex vivo de resistencia al enroscado de los recubrimientos
de la Fase de Caracterizacién | en rodilla de cerdo (Figura 28). Con imagenes de
microscopio electréonico de barrido (SEM) se comprobd que los recubrimientos
resistieron al roscado y posterior desenroscado, el microandlisis mediante
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX, del inglés Energy-dispersive X-

ray spectroscopy).

Figura 28. Ensayo ex vivo de resistencia al proceso quirdrgico de implantacion en rodilla de
cerdo.

Para la Fase de Caracterizacion Il se realizé un ensayo in vivo de resistencia al

proceso quirdrgico de implantacién en tibia de conejo para los recubrimientos 7M3T,
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7M3T+G y 3X. Una réplica de cada formulacién fue implantada en tibia de conejo,
siguiendo el mismo procedimiento quirdrgico que el empleado para la evaluacién de la
biocompatibilidad del sistema hueso-implante y la eficacia de la osteointegracion. Al
finalizar la implantaciéon, el animal fue eutanasiado y las muestras fueron extraidas
mediante seccion longitudinal de la tibia sin sufrir desenroscado, ya que éste, ademas
de afectar al recubrimiento, eliminaria el hueso anclado al implante en el proceso
quirurgico. Este modelo se disefidé como una mejor aproximacién al escenario real
(Figura 29, izquierda).

Figura 29. Detalle de la extraccidn del implante (izquierda) y montaje de las prétesis para
la evaluacién del estado del recubrimiento tras el proceso quirurgico de implantacion (derecha).

Las muestras fueron lavadas con sumo cuidado con suero fisioldgico y se llevaron
al Servicio de Microscopia para su evaluaciéon con microscopio electrénico de barrido
de emisidon de campo ULTRA™ 55 (FESEM). Se realiz6 un montaje conductor adecuado
para su correcta visualizacion (Figura 29, derecha) y fueron recubiertas con una fina
capa de oro. Se tomaron imagenes de la totalidad del implante a 19X (el minimo
permitido), de las roscas de la cabeza y el cuerpo del implante (a 100X — 150X) y de la
cresta de las roscas (a 500X) a 5 kV.

3. Caracterizacion biologica

3.1. Evaluacion biolégica sobre cultivo celular

Para la Fase de Caracterizacion | se subcontratd a la empresa Histocell S.L.
(Vizcaya; Espafia) para que realizara un screening celular de todas las formulaciones,
de las tres series de recubrimientos desarrollados, en base a su proliferacion celular
(mediante MTT) y al grado de mineralizacién (mediante tincidn de Rojo Alizarina), en

cultivo de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano
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(hAMSCs) a las que se indujo su diferenciacidon a osteoblastos. Para estos ensayos, el
soporte utilizado para el crecimiento celular fueron cubreobjetos de vidrio de 18 mm
de didmetro, recubiertos por la técnica de spin-coating y esterilizados en campana con
luz ultravioleta, con una distancia al foco aproximada de 80 cm — 100 cm y durante un
periodo de 20 minutos por cada cara, siendo la uUltima la recubierta. Los controles
fueron los mismos cubreobjetos sin recubrir, a los que se les aplicé el mismo
procedimiento de esterilizacion. Histocell entregé las lecturas de absorbancia
(densidad dptica, D.0.) de ambos ensayos para la realizacion de su estudio estadistico.
De los resultados de este estudio, se selecciond la formulacién de cada serie que seria

implantada en la primera experimentacion animal.

De los resultados de la primera experimentacion animal, se eligieron las
formulaciones que mejor comportamiento demostraron in vivo, realizandose las
mejoras quimicas convenientes y llevando a las nuevas formulaciones a una Fase de
Caracterizacion I, en la que se estudiaria su caracter citotoxico (mediante MTS) v,
como estos influyen en la adhesién y proliferacion (mediante cuantificacién de ADN
total) y en la diferenciacidén celulares (mediante cuantificaciéon de alcalina fosfatasa,
ALP). La caracterizacion celular de esta segunda fase de experimentacion se realizé en
el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT) de la Universidad Politécnica de
Valencia (UPV). Este estudio in vitro se realizd con células MC3T3-E1, una linea celular
comercial de osteoblastos procedente de calvaria de ratén (RCB1126, Riken Cell Bank,
Ibaraki; Japdn). Esta linea celular fue utilizada con anterioridad por Ren y
colaboradores para la evaluacién in vitro de un recubrimiento hibrido tipo sol-gel
[127]. Se utilizaron discos de 12 mm de didametro, 1,2 mm de espesor y 0,5 g de titanio
CP grado 4 y tratamiento superficial ADS® (Advanced Double-Grip Surface), que
suministré llerimplant S.L. limpios y estériles en paquetes de 10 unidades. En el
Departamento de Ingenieria de Sistemas Industriales y Disefio de la Universidad de
Castellon (UJI), los discos fueron recubiertos mediante técnica de dip-coating,
empaquetados individualmente, codificados y suministrados al CBIT. Los discos control
no fueron recubiertos. La esterilizaciéon (de discos recubiertos y discos control) fue
realizada mediante luz ultravioleta, con una distancia al foco aproximada de
80 cm — 100 cm durante un periodo de 20 minutos por cada lado. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.
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3.1.1. Citotoxicidad por extracto

Cuantificacién de la viabilidad celular por actividad mitocondrial (MTS)

La cuantificacién de la viabilidad celular mediante MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) es un método colorimétrico que
mide cuantitativamente la actividad metabdlica de las células viables basandose en
que, debido a la actividad mitocondrial, la sal de tetrazolio (MTS), en presencia de
metosulfato de fenacina (PES), se reduce en las células a formazan, soluble en el medio
de cultivo y de color azul oscuro.

Existen dos formas de realizar este ensayo, midiendo la citotoxicidad directa del
material (sembrando sobre él) o indirectamente, midiendo la citotoxicidad por
extracto del material (afiadiendo el extracto del material a las células sembradas en
placa). Para este ensayo, se eligié la determinacidén cuantitativa de la citotoxicidad
indirecta por extracto mediante ensayo por MTS, siguiendo la normativa I1SO 10993-5
para materiales biomédicos empleando el kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay; (Promega, Wisconsi; EEUU). Como material de control positivo
(material que al ser ensayado proporciona una respuesta citotdxica reproducible) se
utilizé latex [26]. Como material de control negativo (material que al ser ensayado no
proporciona ninguna respuesta citotdxica) se sembraron los pocillos sin extracto
(pocillo de poliestireno). El blanco del ensayo correspondié a los materiales con

extracto pero sin células [170].

Se incubd 0,5 g de muestra (materiales de estudio y discos control) y de latex
(control positivo), esterilizadas por luz ultravioleta (en etanol 70 % para el latex), en un
volumen de 1 ml (2 ml/1 g) de DMEM (GibcoQ-Invitrogen, California; EEUU) durante 24
horasa 37 °Cy 5 % CO,.

Se sembraron células MC3T3-E1 en una placa multipocillo P24 a una densidad
celular de 18.400 células/cm’ durante 24 horas en DMEM suplementado al 10 % con
suero bovino fetal (FBS, ThermoFisherScientific, Massachusetts; EEUU) y 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S; Lonza, Basilea; Suiza). Transcurrido el tiempo indicado,
se retird el medio, se anadio el extracto y se incubé durante 24 horas, tras las cuales se
retird el medio, afiadiendo MTS y DMEM sin rojo fenol (Sigma-Aldrich, Missouri; EEUU)
en proporcién 1:5. Se incubd a 37 °Cy 5% CO, en oscuridad durante 3 horas y se
realizé la lectura de absorbancia en un lector de placas multifuncion Victor™'3 a una
longitud de onda de 490 nm. La cantidad de formazan registrada como resultado de la
lectura de absorbancia a 490 nm es directamente proporcional al numero de células

viables en el cultivo.
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3.1.2. Adhesion y proliferacion

Cuantificacién de la proliferacion celular por actividad mitocondrial (MTT)

El procedimiento para la determinacion de la proliferacién celular mediante el
ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es muy
similar al descrito con anterioridad para la citotoxicidad, ya que es otra sal de
tetrazolio, como el MTS, y como ella es un método colorimétrico. EI MTT mide
cuantitativamente la actividad metabdlica de las células viables basandose en la
capacidad que tienen las deshidrogenasas mitocondriales, de las células
metabdlicamente activas, de reducir la sal (MTT), de color amarillo e hidrofilica a un
compuesto hidrofébico (formazan), de color azul oscuro. Tras la captacidén del MTT, las
células se rompen y se solubiliza el formazadn con dimetilsulféxido (DMSO). La
absorbancia de cada muestra es directamente proporcional al nimero de células
viables.

Para la realizacion del ensayo, la empresa Histocell S.L. primero realizd el
acondicionamiento de los materiales mediante incubacion a 37 °C con 5% CO, durante
16 horas en medio de crecimiento (DMEM-GlutaMAX; Gibco®-Invitrogen, California;
EEUU). Tras el acondicionamiento, se retird el medio y se procedio a la siembra de las
hAMSCs sobre los materiales con una densidad celular de 12.500 células/cm2 en un
volumen de 1,5 ml de medio de cultivo (DMEM-GlutaMAX suplementado al 10 % con
FBS (Biochrom, Berlin; Alemania). Tras 0 horas y 1, 7 y 14 dias se realizaron las lecturas,
a una longitud de onda de 550 nm con un lector de placas (Multiskan Ascent; Ascent
Technology LTD., Wellington; Reino Unido), del ensayo de viabilidad celular mediante

un kit colorimétrico del tipo MTT (Roche, Basilea; Suiza).

Cuantificacion de la adhesion y proliferacion celulares por cuantificacion del
ADN total

La adhesion celular es de los primeros eventos que tienen lugar en la interaccién
célula/material y su calidad influye en el grado de proliferacién y diferenciacién que las
células logren en contacto con el implante [27]. En este ensayo se evalud la adhesidn
celular de MC3T3-E1 tras 12 horas y su proliferacion, tras 1, 7 y 14 dias de incubacion a
37 °C con 5 % CO,, respecto a la adhesidn inicial. Para la deteccion de este ensayo, se
utilizé un kit comercial, con un reactivo ultra sensible con capacidad de tincién
fluorescente de acidos nucléicos, para la cuantificacion de ADN de doble cadena de
una disolucion (DNAT P7 589 Quant-iT Picogreen dsDNA reagent kit; Invitrogen,
California; EEUU).

Las condiciones del cultivo fueron idénticas para adhesion y proliferacion. Tras el

acondicionamiento de los discos en incubacién (37 °C con 5% CO,), en medio de
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crecimiento (DMEM) suplementado con FBS y P/S durante 16 horas, se realizé la
siembra de MC3T3-E1 sobre los materiales con una densidad celular de 18.400
células/cm’ en P24 y con un volumen de 1 ml (2 ml/1 g) de DMEM suplementado al
10 % con FBS y 1 % de P/S. Tras los periodos de estudio se procedio a la cuantificacidn
del contenido de ADN total en las muestras.

Se lavaron las muestras con DPBS 1X y se depositaron en un microtubo con 950 pl
de DPBS 1X a pH 8,1 tamponado con K,HPO,; 1 M y se conservaron a - 80 °C. Tras
descongelar las muestras, se procedié a la digestién celular para solubilizar el ADN
afiadiendo 50 pl de proteinasa K (Roche, Basilea; Suiza) a 1 mg/ml y se incubaron 16
horas a 60 °C; posteriormente se inactivo la reaccién a 90 °C durante 10 minutos. Se
cogieron 86,1 ul de muestra, a los que se afiadié 213,9 ul de Picogreen (dilucion 1:200
en tampdn TE) y 300 pl de tampdn TE 1X (Promega, Wisconsin; EEUU), y se incubaron
5 minutos protegidas de la luz. Se colocaron 200 pl/pocillo y se realizé la lectura a
longitud de onda de 520 nm en un lector de placas Victor™3. Los resultados se
normalizaron respecto a la curva de calibrado realizada para las concentraciones a; 0
ug, 0,2 ug, 0,3 ug, 0,5 ug, 1 pg, 1,5 ug, 2 ug y 3 ug de ADN de solucidén estandar.

Inmunocitoquimica

Para evaluar la capacidad de los recubrimientos de inducir adhesidon en
osteoblastos, se realizd un ensayo inmunocitoquimico de algunas de las proteinas que
median la adhesion de las células a la superficie de los implantes. El anclaje de las
células a la superficie de los implantes, como se describié en el punto 3.3 de la
Introduccidén, se produce a través de la formacion de complejos de adhesién celular
compuestos por integrinas y proteinas citopldsmicas tales como vinculina, talina y
tensina. Dicho anclaje es regulado por quinasas tales como la quinasa de adhesidn
focal (Focal Adhesion Kinase, FAK), cuya autofosforilacién de la tirosina 397 (Y397)
desencadena la cascada de sefalizacion que recluta las proteinas de adhesion focal.
Estos complejos de adhesién, mediado por integrinas, se anclan al citoesqueleto de

actina de las células por un lado y por el otro anclan la matriz extracelular [228].
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Structure of an adhesion complex in migrating cells Composition of a focal adhesion
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Figura 30. Representacion de la estructura del complejo de adhesion (izquierda) y
composicion de una adhesion focal [229].

Este es el motivo por el cual se estudié cdmo los diferentes sustratos inducen la
formacién de adhesiones focales. Para ello, se realizé el estudio inmunocitoquimico de
tres de las integrinas mas importantes en el proceso, la integrina a,, la integrina as y la
integrina B4, y de las proteinas involucradas, vinculina, talina y tensina.

Se realizé la siembra de MC3T3-E1, sobre los mismos discos empleados para los
ensayos celulares, con una densidad de 5.257 céls/cm?, en DMEM suplementado con
el 10% de FBSy 1 % de P/S, y se incubd a 37 °Cy 5 % CO, durante 3 horas. Tras este
periodo, se procedid a retirar el medio de cultivo y lavar hasta 3 veces con DPBS™, para
eliminar cualquier resto, y se fijaron las células con formalina al 4 % (Sigma-Aldrich)
durante una hora a 4 °C. Se lavé nuevamente con DPBS™ (3 veces) (Sigma-Aldrich),
para retirar completamente el fijador, y se procedi6 a la realizacion de la
inmunocitoquimica. Primero, se permeabilizaron las membranas 5 minutos a
temperatura ambiente con Tritdn 0,5 % (Sigma-Aldrich) en PBS, para permitir el acceso
de los anticuerpos a epitopos intracelulares (Sigma-Aldrich), seguidamente se lavaron
2 veces las muestras con DPBS™. Se bloqued con albimina de suero bovino (BSA,
Sigma-Aldrich) al 1% en DPBS™ durante 30 minutos a temperatura ambiente para
prevenir la unién no especifica del anticuerpo a la membrana y evitar el riesgo de tener
un elevado nuimero de falsos positivos. Tras este paso, se procedié a afiadir el
anticuerpo primario correspondiente a cada caso en BSA al 1% en DPBS”,
incubandose durante 1 hora a 37°C y 5% CO,. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: anti-vinculina (dilucion 1:400, Sigma-Aldrich), anti-talina (dilucién 1:400,
Sigma-Aldrich), anti-tensina (dilucién 1:500, Abcam, Cambridge; Reino Unido), anti-
integrina a, (dilucion 1:1000, EMD Millipore, Massachusetts, EEUU), anti-integrina as
(dilucién 1:1000, EMD Millipore) y anti-integrina B; (dilucion 1:150, BD Pharmingen',
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California; EEUU). Eliminamos el anticuerpo primario y lavamos 3 veces con Tween 20
(Sigma-Aldrich) al 0,5% en DPBS™. Afadimos el anticuerpo secundario
correspondiente a cada primario; antimouse Cy3 (dilucién 1:200, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., Pensilvania, EEUU), antirabbit Cy3 (dilucion
1:1000, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) y antirat Cy3 (diluciéon 1:200,
Abcam) en BSA al 1% en DPBS™ y 10 pl por pocillo de falacidina (Bodipy FL, Invitrogen)
para poder observar la organizacion del citoesqueleto de actina, e incubamos durante
1 hora a 37°C y 5% CO,. Repetimos el paso de lavado, esta vez del anticuerpo
secundario. Se montaron las muestras sobre los portaobjetos, afiadiendo una gota de
medio de montaje con DAPI antes de colocar el cubreobjetos (Vectashield®, Vector
Laboratories Inc., California; EEUU) para observar los nucleos.

Las muestras se observaron en un microscopio vertical de fluorescencia Eclipse
80i (Nikon Corporation, Tokio; Japdn), utilizando los filtros correspondientes en cada
caso (Tabla 6). Se realizaron 3 réplicas para cada material y se tomaron fotografias de

ellas a 20X y 40X.
Cow | e | e | o5

Excitacidn 387/11 482/35 543/22 628/40

Emision 447/60 536/40 593/40 692/40

Tabla 6. Filtros empleados en la deteccion de fluorescencia en los ensayos
inmunocitoquimicos.

Expresion génica (RT-PCR)
Se realizd un estudio comparativo de la expresion del gen Fak, que en ratdn
codifica la proteina quinasa de adhesion focal (FAK), mediante reaccion en cadena de

la polimerasa con retrotranscripcion inversa (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction, RT-PCR).

La siembra de MC3T3-E1 tuvo lugar sobre los mismos discos empleados para los
ensayos celulares, con una densidad de 21.029 céls/cmz, en DMEM suplementado con
el 10% de FBS y 1 % de P/S, y se incubd a 37 °Cy 5 % CO, durante 3 horas. Tras este
periodo de tiempo, se procedié a extraer el ARN con el kit comercial RNeasy® Micro Kit
(Qiagen, Venlo; Paises Bajos), obteniendo finalmente unos 12 ul de extracto, utilizando
1yl para medir mediante espectrofotometria (NanoDrop 2000c/2000 UV-Vis,

ThermoFisherScientific) la concentracion de ARN extraido (ng/ul) para cada muestra.

Para la retrotranscripcion, con el kit SuperScript Ill RT (Invitrogen), se utilizd
0,8 ug de ARN, 1 pl de oligo dT 1215, 1 pl de dNTPs 10 mM y agua libre de ARNsas hasta

un volumen final de 13 ul, que se llevaron 5 minutos a 65 °C en termociclador
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(IVIJIVIiniTM Personal Thermal Cycler, Bio-Rad, California; EEUU). Tras enfriar un minuto
en hielo, se afadieron 4 pl de tampédn First Strand 5X, 1 ul de 0,1 M de ditiotreitol
(DTT) y 2 pl de SuperScript y se llevé al termociclador 60 minutos a 50 °C, inactivando
15 segundos a 70 °C.

Se amplificd el ADN mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con
kit Ampli Tag Gold 360 DNA Polymerase (Aplied Biosystems® Life Technologies-
ThermoFisherScientific, Massachusetts; EEUU), afadiendo por muestra 5 pul de
tampén, 4 ul de MgCl,, 1 ul de 360GC, 0,5 pl de TagPolimerasa, 2 ul de dNTPmix, 4 pl
de cebador F (forward), 4 ul de cebador R (reverse), 5 ul de ADNc y agua hasta un
volumen final de 50 pl. Seguidamente se llevo al termociclador bajo condiciones:

95 °C durante 10 minutos

95 °C durante 30 segundos

X °C (temperatura y tiempo de anillamiento segln cebador, Tabla 7)
72 °C durante 60 segundos

34 veces desde punto 2

72 °C durante 10 minutos

20 °C durante 9 horas

20 °C durante 9 horas

9. Fin

Tras finalizar, se guardaron las muestras a - 4 °C hasta su utilizacion.

T2 .
“m Gapdh
30"

Gapdh 63°C 238 pb
Fak
Fak 60 °C 30" 237 pb

Tabla 7. Condiciones de anillamiento para cada par cebadores empleados en las PCRs de
Gapdh y Fak.

© N O Uk wN R

5- GTGTGAACGGATTTGGCCGT

TTGATGTTAGTGGGGTCTCG -5’

5- GGAGTTTTCAGGGTCCGACTG

CATTTTCATTATACCTTGTCAT -5"

El producto resultante de la PCR se verific6 mediante electroforesis en gel de
agarosa, corriendo junto a las muestras un marcador de fragmentos de tamafio
conocido (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas-ThermoFisherScientific,
Massachusetts; EEUU). Se prepararon los geles de agarosa al 1,7 % en tampédn Tris-
borato-EDTA (TBE) 1X en agua ultrapura (MilliQ) con tincion SYBR® Safe (Life
Technologies-ThermoFisherScientific) a 10.000X. Se cargd en cada pocillo 10 pl de
muestra junto a 4pul de tampdén de carga LB6X (Life Technologies-
ThermoFisherScientific). Para cada serie, se cargd en el primer pocillo 6 pul de mezcla
del marcador (2 pl de DNA Ladder, 1 ul de tampon de carga LB6X y 3 ul de agua ultra

pura) y en el ultimo se cargd un control negativo (muestra que no contiene ADN
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procedente de la retrotranscripcion del ARN extraido del cultivo celular). El gel se
corrié en direccion hacia el electrodo positivo, puesto que el ADN estd cargado
negativamente, a 120 V durante 1 hora y 20 minutos, tras este tiempo se llevé el gel al
transiluminador de luz ultravioleta (Molecular Imager Gel Doc™ XR+ Imaging System,
Bio-Rad Laboratories Inc., California; EEUU) para la obtencidn de la imagen de las
carreras del gel con el software de analisis de imagen Quantity One (Bio-Rad
Laboratorios Inc.).

3.1.3. Diferenciacion

Determinacion de depdsitos de calcio por tincién con Rojo Alizarina

La capacidad del recubrimiento de favorecer la calcificacién de la matriz celular
fue determinada mediante colorimetria de los depdsitos de calcio, utilizando la tincién
de Rojo Alizarina (Sigma-Aldrich, Missouri; EEUU) como marcador temprano en las
hAMSCs inducidas a diferenciacion osteogénica. Este colorante se une al calcio dando
lugar a un proceso de quelacidon que produce un complejo Rojo Alizarina — calcio,
produciendo un producto final birrefringente.

Segun protocolo de Histocell S.L., tras 16 horas de acondicionamiento de los
materiales en medio de crecimiento (DMEM-GlutaMAX) se incubaron las hAMSCs
sobre los materiales con una densidad celular de 2.000 células/cm2 en un volumen de
1,5 ml de medio de cultivo (DMEM-GlutaMAX suplementado al 10% con FBS). Se
incubaron durante 7 dias a 37 °C con 5 % CO,. Transcurridos estos 7 dias de cultivo, se
indujo la diferenciacion osteogénica mediante incubacién en medio de diferenciacion
osteogénico StemPro Osteoblast Differentiation Medium (Gibco®-Invitrogen, California;
EEUU). Tras 7 y 14 dias de cultivo diferenciador, el calcio extracelular producido se
analizd6 mediante tincion de Rojo Alizarina. Para ello, se lavé el cultivo con PBS, se
fijaron las células con formaldehido al 10 % y se lavaron de nuevo con PBS. Se procedié
a la tincion con Rojo Alizarina al 2 % p/v en agua a pH 4,1 — 4,3 (con NH,OH al 10 %)
durante 15 min en oscuridad y se lavd con agua MilliQ. La extraccidon de la monocapa
celular tefiida se realizé con cloruro de cetilpiridinio monohidratado durante 3 horas
con agitacion. La lectura de absorbancia se obtuvo con un lector de placas (Multiskan
Ascent) a A de 570 nm. La medida de calcio mediante este ensayo proporciona la
posibilidad de comparar indirectamente el grado de diferenciacion alcanzado entre
muestras, ya que soélo los osteoblastos son capaces de mineralizar la matriz

extracelular.
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Cuantificacion de la Fosfatasa Alcalina (ALP)

La enzima Fosfatasa Alcalina (ALP) se encuentra generalmente anclada en la
superficie extracelular de la membrana celular, su actividad es un indicador temprano
de la diferenciacién osteobldstica y juega un papel importante en la mineralizacién de
la matriz extracelular. La funcién de la ALP es hidrolizar el fésforo organico y liberar
fésforo inorgdnico para la formacion de la hidroxiapatita del hueso. Este enzima es
indispensable para la formacién del hueso, y su secrecién o actividad indican la
formacién de hueso o el inicio de la etapa de diferenciacidn celular. Bioquimicamente,
el ensayo se basa en la medicion de la conversion del sustrato P-nitrofenilfosfato (p-
NPP) a P-nitrofenol (PNP) como consecuencia de la actividad de la enzima ALP.

Los materiales fueron acondicionados en las mismas condiciones que en el
ensayo descrito para el ensayo de ADN y durante el mismo periodo. Tras la siembra de
MC3T3-E1 sobre los materiales, con una densidad celular de 18.400 células/cm2 y un
volumen de 1ml de DMEM (suplementado con 10 % FBS y 1% P/S), se dejo en
incubacién (37°C con 5% CO,) durante 24 horas, tras la cuales se indujo la
diferenciacidn osteogénica mediante 1 % de acido ascorbico 5 mg/ml (Sigma-Aldrich) y
0,21 % de B-glicerol fosfato 1 M (Fluka, Sigma-Aldrich Group). Al finalizar los periodos
de 7 y 14 dias de incubacidon con medio de diferenciacién se procedié a la medicidn de
la actividad de la ALP. Primero, se afiadieron 100 pl de tampdn de lisis (0,2 % Triton X-
100, 10 mM Tris HCl (C4H1:NO3*CIH) pH 7,2) en frio, dejandolo en hielo durante 7
minutos y posteriormente se sonicd durante 2 minutos. Se centrifugd 7 minutos a
13.000 rpm a 4C para precipitar los restos celulares. Se afiadié al sobrenadante 50 pl
de p-nitrofenilfosfato (pNPP; Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml en tampdn sustrato (glicina:
50 mM, MgCl,*(H,0) 6:1 mM, pH 10.5) y se incubd durante 2 horas (37 °Cy 5 % CO,)
en oscuridad. Pasado el tiempo se pard la reaccidon con 50 pl de NaOH 1 M v, tras
distribuir las muestras en P96, se efectud la lectura en lector de placas Victor™3 a A de
405 nm. Los resultados se normalizaron frente a la curva patrén realizada a
concentraciones de: 0 mM, 0,0001 mM, 0,001 mM, 0,005 mM, 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1
mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM y 10 mM de solucidon stock de p-nitrofenol (p-Nitrophenol
Standard Solution, PNP 10 mM, Sigma-Aldrich).

Inmunocitoquimica

Los mismos materiales ensayados para el estudio molecular de la adhesién
fueron utilizados en este estudio. Las proteinas estudiadas mediante
inmunocitoquimica fueron la osteocalcina (OCN) y la sialoproteina ésea (BSP), asi como
el factor de transcripcion RUNX2. Sobre discos recubiertos con las formulaciones
7M3T, 7M3T+G y 3X y discos de titanio sin recubrir, se realizé la siembra de MC3T3-E1
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con una densidad de 18.400 céls/cm” en DMEM suplementado con el 10 % de FBS y
1% de P/S, y se incubd a 37 °Cy 5% CO, durante 24 horas, tras la cuales se indujo la
diferenciacidn osteogénica, mediante adicion al medio de 4cido ascérbico 5 mg/ml al
1%y 0,21 % de B-glicerol fosfato 1 M, y se llevé hasta 14 dias cambiando el medio
cada 48 horas. Al finalizar los periodos de 14 dias de incubacién con medio de
diferenciacién, se procedié a retirar el medio de cultivo y se lavé 3 veces con DPBS™
para eliminar cualquier resto antes de fijar las células con formalina al 4 % durante una
hora a 4 °C. Se retiré el fijador mediante 3 lavados con DPBS™ y se procedi6 a la
realizacion de la inmunocitoquimica. Primero, se permeabilizaron las membranas 5
minutos a temperatura ambiente con Triton 0,5 % en tampdn fosfato salino (siglas en
inglés PBS), tras lo cual se lavaron 2 veces las muestras con DPBS™. Se bloqueé con
BSA al 1% en DPBS™ durante 30 minutos a temperatura ambiente y se afiadié el
anticuerpo primario correspondiente a cada caso en BSA al 1% en DPBS”,
incubandose durante 1 hora a 37 °Cy 5 % CO, en oscuridad. Los anticuerpos primarios
utilizados fueron: anti-osteocalcina (dilucién 1:200, Abcam), anti-sialoproteina dsea
(dilucién 1:200, Santa Cruz), anti-RUNX2 (diluciéon 1:50, Abcam). Eliminamos el
anticuerpo primario y lavamos 3 veces con Tween 20 al 0,5 % en DPBS™. Afiadimos el
anticuerpo secundario correspondiente a cada primario; antimouse Alexa Fluor 488
(dilucién 1:100, Invitrogen), antirabbit Alexa Fluor 488 (dilucidn 1:100, Invitrogen), en
BSA al 1% en DPBS™, e incubamos durante 1 hora a 37 °Cy 5% CO,. Repetimos el
paso de lavado, esta vez del anticuerpo secundario. Se montaron las muestras sobre
los portaobjetos, afiadiendo una gota de medio de montaje con DAPI antes de colocar
el cubreobjetos (Vectashield®) para observar los nucleos, a excepcidon de las muestras
de RUNX2 que fueron montadas con medio sin DAPI (FIuorSaveTM Reagent,
CALBIOCHEM-EMD Millipore) puesto que el DAPI enmascara la sefial de la proteina

nuclear.

Expresion génica (RT-PCR)

Como se ha dicho anteriormente, RUNX2 es un factor de transcripcion implicado
en la diferenciacion temprana de los osteoblastos, por su importancia, se realizé un
estudio de su expresion tras 3 horas y tras 14 dias de su siembra (con medio de
diferenciacion). Ademas de la expresion de Runx2, también se evalud la expresién de
otros genes involucrados en el proceso de diferenciacién de osteoblastos como son la

osteocalcina (Ocn) y la de sialoproteina dsea (Bsp).

Sobre discos recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G y 3X y discos de
titanio sin recubrir, se realizd la siembra de MC3T3-E1 con una densidad de 18.400
céls/cm” en DMEM suplementado con el 10% de FBS y 1% de P/S, y se incub6 a 37Cy

93



5% CO, durante 24 horas, tras la cuales se indujo la diferenciacién osteogénica,
mediante 1% de &acido ascérbico 5 mg/ml y 0,21% B-glicerol fosfato 1 M, y se llevd
hasta 14 dias cambiando el medio cada 48 horas.

Tras este periodo de tiempo, se procedié a extraer el ARN con el kit comercial
RNeasy® Micro Kit, obteniendo finalmente unos 12 ul de extracto, utilizando 1 ul para
medir mediante espectrofotometria (NanoDrop 2000c/2000 UV-Vis) la concentracion
de ARN extraido (ng/ul) para cada muestra.

Para la retrotranscripcion, con el kit SuperScript Il RT, se utilizaron 0,8 g de ARN,
1 pl de oligo dT(15-15), 1 pl de dNTPs 10 mM vy agua libre de ARNsas hasta un volumen
final de 13 pl, que se llevaron 5 minutos a 65C en termociclador (MJMini"™" Personal
Thermal Cycler). Tras enfriar un minuto en hielo se afiadieron 4 ul de tampdn First
Strand 5X, 1l de 0,1 M de ditiotreitol (DTT) y 2 ul de SuperScript, y se llevé al
termociclador 60 minutos a 50 °C, inactivando 15 segundos a 70 °C.

Se amplificé el ADN mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
kit Ampli Taq Gold 360 DNA Polymerase, ainadiendo por muestra 5 pl de tampén, 4 pl
de MgCl,, 1 ul de 360GC, 0,5 pl de TagPolimerasa, 2 ul de dNTPmix, 4 ul de cebador F
(forward), 4 ul de cebador R (reverse), 5 ul de ADNc y agua hasta un volumen final de

50 ul. Seguidamente se llevé al termociclador bajo condiciones:

95 °C durante 10 minutos

95 °C durante 30 segundos

X °C (temperatura y tiempo de anillamiento seguin cebador, Tabla 8)
72 °C durante 60 segundos

34 veces desde el punto 2

72 °C durante 10 minutos

20 °C durante 9 horas

20 °C durante 9 horas

9. Fin

Tras finalizar, se guardaron las muestras a - 4 °C hasta su utilizacion.

T2
- Gapdh
nm
Gapdh 63°C 30" 238 pb

©® N o v e wNR

5- GTGTGAACGGATTTGGCCGT

TTGATGTTAGTGGGGTCTCG -5’

5- GTGCTCTAACCACAGTCCATGCAG

-5

Runx2 61°C 30” 650 pb 5’- CTCTGTCTCTCTGACCTCACAG
Ocn
GGAGCTGCTGTGACATCCATAC- 5’
Ocn 59°C 60" 360 pb
5'- CTCGGGTGTAACAGCTAGCTAC
Bsp 60°C 60 383 pb CGTTCAGAAGGACAGCTGTCTG-5’
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Tabla 8. Condiciones de anillamiento para cada par cebadores empleados en las PCRs de;
gliceraldehido 3 fosfato-deshidrogenasa (Gapdh), factor de transcripcién 2 relacionado con Runt
(Runx2), osteocalcina (Ocn) y sialoproteina dsea (Bsp).

El producto resultante de la RT-PCR se verific6 mediante electroforesis en gel de
agarosa, corriendo junto a las muestras un marcador de fragmentos de tamafio
conocidos (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder). Se prepararon los geles de agarosa al
1,7% en tampodn Tris-borato-EDTA (TBE) 1X en agua ultrapura (MilliQ) con tincién
SYBR® Safe a 10.000X. Se cargd en cada pocillo 10 ul de muestra junto a 4 pul de
tampdn de carga LB6X. Para cada serie se cargo en el primer pocillo 6 pl de mezcla del
marcador (2 pl de DNA Ladder, 1 pl de tampdn de carga LB6X y 3 ul de agua ultra pura)
y en el dltimo se cargd un control negativo (muestra que no contiene ADN procedente
de la retrotranscripcion del ARN extraido del cultivo celular). El gel se corrié en
direccion hacia el electrodo positivo, puesto que el ADN estd cargado negativamente, a
120 V durante 1 hora y 20 minutos, tras este tiempo se llevé el gel al transiluminador
de luz ultravioleta para la obtencién de la imagen de las carreras del gel con el
software de analisis de imagen Quantity One.

3.1.4. Tratamiento de datos

Con los datos facilitados por Histocell S.L. de los ensayos de proliferacion por MTT
y de deteccion de depdsitos de calcio por Rojo Alizarina con hAMSCs, se realizé el

estudio estadistico que se mostrara en el apartado de resultados de este trabajo.

Del ensayo de citotoxicidad por MTS se obtuvieron las lecturas de absorbancia
para el formazan, de color azul, en el lector de placas, valores directamente
proporcionales al nimero de células viables a cada uno de los periodos. A las muestras
cultivadas con células en extracto se les restaron los valores de los correspondientes
blancos y el resultado se expresd como el porcentaje de Viabilidad celular en extracto,
respecto a la media para la viabilidad de los controles negativos.

D.0.muestra con células — D. 0. blanco

Viabilidad celular = X 100
D.O.control negativo

La reduccion superior al 30 % de la viabilidad celular se consideré un efecto
citotdxico, tal y como se describe en la 1ISO 10993-5:2009 [170].

Del ensayo de adhesiéon y de proliferacion, se obtuvieron las lecturas de
fluorescencia, de las muestras y de los patrones de concentracién conocida, de acidos
nucléicos de ADN de doble cadena en la disolucién. Se calculd la pendiente para la

recta de regresion de la curva patrén y se ajustaron a la recta los valores obtenidos de
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la diferencia de las lecturas de muestras con células y los blancos (cultivo de muestras
sin células en igualdad de condiciones). De estos calculos se obtuvieron los valores de
ADN total (pg). Para la determinacion de la proliferacion celular real, los datos del
ensayo de proliferacién se expresaron en relacién a la cuantificacién de ADN inicial, es

decir a la detectada en el ensayo de adhesién, de la manera que sigue:

Proliferacion _ (ugADN)
Adhesion ~ (ugADN)

Proliferacionreal =

Para cuantificacion de la ALP, en el ensayo de diferenciacién, se obtuvieron las
lecturas de absorbancia de las muestras y de los patrones de concentracién conocida
del p-nitrofenol (PNP) en la disolucién. Se calculd la pendiente para la recta de
regresion de la curva patréon y se ajustaron a la recta los valores obtenidos de la
diferencia de las lecturas de muestras con células y los blancos (cultivo de muestras sin
células en igualdad de condiciones). De estos calculos se obtuvieron los valores de PNP
(mM/h). Para la medida de actividad de ALP como indicador de diferenciacién
osteoblastica, los datos obtenidos de actividad de ALP se expresaron en relacién a la
cantidad de ADN total, de la manera que sigue:

Actividad de ALP (mMPNP/h)
Proliferacién ~  (ugADN)

Diferenciacion =

Las variables para la realizacién del estudio estadistico, para los ensayos con
hAMSCs, fueron:

- Proliferacion, determinada como la viabilidad celular tras cultivo de 0 horas, 1,

7 y 14 dias, expresada como D.O.

- Mineralizacion, determinada indirectamente por calcificacion de la matriz

extracelular, expresada como D.O.

- Viabilidad celular, determinada como supervivencia celular tras cultivo (24
horas) en extracto del material a evaluar, respecto a la supervivencia celular en el

mismo periodo de cultivo sin extracto, expresada como D.O.

Las variables para la realizacién del estudio estadistico, para los ensayos con
MC3T3-E1, fueron:

- Viabilidad celular, determinada como supervivencia celular tras cultivo (24
horas) en extracto del material a evaluar, respecto a la supervivencia celular en el

mismo periodo de cultivo sin extracto, expresada como D.O.
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- Proliferacion, determinada como la cantidad de ADN (pg) obtenido en el ensayo
de proliferacion a cada uno de los periodos de estudio (1, 7 y 14 dias), respecto de la
cantidad de ADN (ug) obtenido en el ensayo de adhesién a 12 horas.

- Diferenciacion, determinada como actividad de ALP (mM PNP/h) del ensayo a
cada uno de los periodos de estudio (7 y 14 dias), respecto a la cantidad total de ADN
(ug), obtenida del ensayo de proliferacion a los periodos de estudio correspondientes.

La significacion de los resultados fue determinada empleando el programa
estadistico SPSS 17.0 (p < 0,05). Para la comparacion de medias de mas de dos
muestras se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor y para la
comparacion de medias de dos muestras se empled un Test T-Student, ambos test se
realizaron siempre y cuando el Test de Levene determinara la homogeneidad de la
varianza. Para los conjuntos de datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se
realizd un Test no paramétrico de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las
tablas resultado del estudio estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de
Caracterizacion I y en el ANEXO 2 para la Fase de Caracterizacion Il.

3.1.5. Morfologia celular

Tras cultivo de 7 y 14 dias, en condiciones de cultivo idénticas a las descritas
anteriormente para el ensayo de cuantificacién de la adhesidon y proliferacion
celulares, se procedid a la observacion de la morfologia celular de MC3T3-E1 sobre las
distintas superficies de 7M3T, 7M3T+G y 3X, mediante microscopio electrénico de
barrido (SEM) JSM 5410 (JEOL Ltd., Tokio; Japdn) a 20 kV, con bafio de carbono. De

cada muestra se tomaron imagenes panoramicas a 200X y detalle celular a 500X.

Para su observacién al SEM, las muestras se fijaron con glutaraldehido al 4%
(Sigma-Aldrich) durante 1 hora a 4 °C y se post-fijaron con tetradxido de osmio al 4 %
en PBS 0,1 M (Aname, Madrid; Espafia) a temperatura ambiente y oscuridad durante 2
horas. Se procedié a la deshidratacién, a 4 °C, de las muestras con alcoholes de
gradacion creciente hasta absoluto y a la posterior desecacion por punto critico. La
desecacion por punto critico es necesaria para mantener la estructura celular, ya que
el liquido presente en la muestra pasa a fase gaseosa sin pasar por el limite de fases
“liquido-gas” y la muestra se seca sin los efectos dafiinos del secado en aire producidos
por los cambios en la tensidn superficial. En el desecado por punto critico, las muestras
se dispusieron en unas cestas con etanol absoluto, se bajé la temperatura por debajo
de 10C afiadiéndole CO, liquido que va desplazando al etanol. Seguidamente, se lleva
la muestra al punto critico del CO,, 31 °C y 74 bar, alcanzadas estas condiciones se

elimina el gas de la cdmara y la muestra queda desecada [230].
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3.2. Evaluacion biolégica tras la implantacion in vivo
3.2.1. Implantacion in vivo

Con el objetivo de evaluar la biocompatibilidad, la capacidad de osteointegracién
y degradacién in vivo de los nuevos recubrimientos sol-gel desarrollados, se utilizé el
modelo de osteointegracion de protesis radicular en tibia de conejo (Oryctolagus
cuniculus) Nueva Zelanda blanco. La implantacion de la Fase de Caracterizacion | tuvo
lugar el animalario de la Universidad de Murcia (REGAES 300305440012), la
perteneciente a la Fase de Caracterizacion Il tuvo lugar en el estabulario del Instituto
de Biomecanica de Valencia (IBV) (ES 46 250 00010006). Ambos estudios
experimentales cumplieron las condiciones éticas y legales establecidas en el R.D.
223/1988 de 14 de marzo y la Orden de 13 de octubre de 1988 sobre proteccidn de
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos. Ambos estudios
fueron revisados y aprobados por los Comités de Etica de Bienestar Animal
correspondientes (Universidad de Murcia y Universidad Politécnica de Valencia).

En la Tabla 9 se muestra las formulaciones con las que fueron recubiertas, las
protesis radiculares de conexidn interna de titanio CP grado 4 GMI® modelo Frontier
de 3,75 mm de diametro por 8 mm de longitud, con tratamiento superficial ADS®, que
le otorga una rugosidad heterogénea al combinar un microbulado de corinddn blanco

con un ataque acido.
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Fase de

Caracterizacion
I/

Fase de
Caracterizacion
/]

7M3T, 7M3T, 7M3T+G,
Formulaciones 5V5G,5M5G y 3X,3X+G y
Control Control
Funcionalizados no con gelatina
Fszrri]:)::as;;le estudio 1,24y 8 1y2
Numero de repeticiones 5 4
para MO 3 4
para SEM 2 0
Implantes por pata 2 1
Patasintervenidas/animal 2 2
Total deimplantes 80 42
Animalesintervenidos 20 21

Lugar de implantaciénen

diafisis proximal  diafisis proximal

tibia
Fechade la intervencién 14.03.2011 02.12.2013
L, . Universidad .InStltL,jt(.)de
Institucién autorizada . Biomecdnicade
de Murcia .
Valencia
Comité de ética Universidad de Un'lv’ers.ldad
. . Politécnica de
autorizador Murcia .
Valencia

Tabla 9. Resumen de todas las fases experimentales realizadas a lo largo del periodo de
realizacién de esta Tesis Doctoral.

Las proétesis fueron suministradas por llerimplant S.L.,, fueron recubiertas
mediante técnica de dip-coating en sala blanca, se esterilizaron y se entregaron al
equipo quirdrgico codificadas y en su envase individual comercial. La codificacién
consté de tres niumeros en referencia a tres aspectos: el nimero de implantacién, el
periodo de estudio al que pertenecen y el nimero de réplica. A estos tres nimeros les
acompafié una letra para distinguir entre los distintos materiales evaluados en cada

fase (Figura 31).

Cuarta implantacion +— 413MG — Gelatina
! 70MTMS0:30TEOS

Numero de réplica

1semana
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Figura 31. Ejemplo de sistema de codificacion de muestras empleado en las fases in vivo.
Cirugia

Aunque el procesado de las muestras fue el mismo y fue realizado por el mismo
personal en las distintas fases, tanto los disefios experimentales, como los equipos de
profesionales y los procedimientos quirurgicos fueron diferentes, es por ello que se

detallan a continuacion.

En este estudio se escogié el modelo de osteointegracién de implantes dentales
en tibia de conejo ampliamente descrito en bibliografia [172, 192, 196, 197, 198, 199,
200, 231, 232]. En bibliografia podemos encontrar descritos tiempos de entre 4 y 6
semanas para la completa osteointegracion de implantes de titanio en animales de
experimentacion [48]. Es por ello que en este estudio, como aproximacidon a un
modelo de implantacion maxilar, se decidié implantar en tibia proximal durante
periodos de implantacion que aseguraran observar una diferencia entre los materiales
y el control [233]. Como se indicd en la introduccidn, la facilidad de estabulacidn,
manejo, mantenimiento y coste, ademas de un tamafio no demasiado pequefio, hacen
del conejo un adecuado modelo animal de experimentacién como aproximacion inicial,
previa a una fase experimental en modelo animal superior (perro), para la evaluacion

de la biocompatibilidad y capacidad de osteointegracion de implantes dentales.

Fase de Caracterizacion |

En esta fase experimental fueron utilizados un total de veinte conejos de entre
2.000 y 3.000 g de peso, correspondiente a edades préximas al cierre fisario, indicativo
de un volumen dseo adecuado para el estudio, y de ambos sexos. Se implantaron dos
protesis radiculares por tibia, interviniéndose ambas patas, por lo que un total de
ochenta protesis fueron necesarias. Este primer estudio constd de cuatro periodos
distintos de implantacion de 1, 2, 4 y 8 semanas, ya que, segun bibliografia, un
implante en conejo tarda entre 4 y 6 semanas en osteointegrar completamente [48].
Con estos periodos de estudio cubrimos todas las fases del proceso hasta asegurar su
completa finalizacién a las 8 semanas. En la tabla de la Figura 32 se indican los
diferentes materiales ensayados en esta experimentacién por cada periodo de ensayo
y su disposicion en tibia en las imagenes de la Figura 32. El nimero de réplicas para
cada material y periodo de evaluacién fue de cinco, tres de las cuales sirvieron para el
estudio de biocompatibilidad y osteointegracion (mediante microscopia Optica),
mientras que las otras dos se emplearon para evaluar (mediante microscopia
electronica de barrido, SEM) la degradacion del recubrimiento y la liberacion de silicio

a la matriz extracelular.
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IZQUIERDA
DERECHA

5implantes 5implantes 5implantes 5implantes

2 5implantes 5implantes 5implantes 5implantes
4 5implantes 5implantes 5implantes 5implantes
8 5implantes 5implantes 5implantes 5implantes

Figura 32. Disefio experimental del modelo de osteointegracidon de implantes dentales en
tibia de conejo empleado en la Fase de Caracterizacion |.

Los animales se sedaron mediante administracion intramuscular (IM) de
hidrocloruro de clopromazina (10 mg/kg). Se les administrd profilaxis antibidtica
(amoxicilina) y se les prepard para la intervencion. En quiréfano se procedié a la
induccidn anestésica mediante inyeccion IM de clorhidrato de ketamina 50 mg/kg
(Imalgene®, Merial, Georgia, EEUU), la pauta de mantenimiento fue “a demanda”
mediante la administracion de 20 mg/kg, via IM ante el menor signo de agitacion del

animal. Se preparé el campo quirurgico.

Al ser intervenido el animal de las dos patas, se eligié la zona proximal antero-
interna de la tibia para colocar el implante, ya que esta via de abordaje es poco
traumatica y sangrante. Tras la incisién cutanea de 15 mm se desperiostizé la tibia y se
marcé con una punta de grafito la zona de implantacion. Seguidamente se realizé el
defecto 6seo mediante fresado sucesivo (de 2,0 mm, 2,8 mm y 3,2 mm de didmetro),
con micromotor de bajas revoluciones e irrigacion continua de suero fisiolégico. Tras
lavar, se implantaron las protesis radiculares mediante press-fit (colocacién mediante
presion con la mano). En cada pata de un mismo animal se implantaron dos protesis

radiculares de la forma en que se puede observar en la Figura 32 (imagen derecha).

Se procedié al cierre de la herida por planos. Tras transcurrir los distintos
periodos de ensayo, los animales fueron eutanasiados mediante inhalaciéon de
monoxido de carbono. Tras comprobar |la ausencia de signos vitales, la region proximal
de la tibia se limpid de tejidos blandos y se realizdé una osteotomia de diseccién, con

mini sierra circular, a distancia de 5 mm a ambos lados del implante (Figura 33). Las
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secciones tibiales con el implante de titanio fueron cedidas para ser procesadas en la
Universidad Jaume | para su estudio en microscopia éptica y SEM.

Figura 33. Seccion tibial con proétesis radicular implantada en tibia de conejo, obtenida por
osteotomia tras sacrificio.

Las muestras fueron codificadas con tres niUmeros y una letra. El primer nimero
fue un 1 para indicar su pertenencia a la primera fase implantacién, el segundo 1, 2, 4
u 8 correspondientes al periodo de implantacién, y el tercer nidmero, del 1 al 5,
referente al niUmero de réplica. La letra adjunta al cddigo numérico indicé el tipo de
recubrimiento aplicado; la letra A correspondiente al recubrimiento de formulacién
7M3T, la letra B asignada a 5V5G, la C asignada al recubrimiento de formulacion 5M5G
y los implantes sin recubrir utilizados como control en el estudio, fueron asignados con
la letra O. A continuacion se muestra la Tabla 10 con todas las muestras implantadas:

111A,112A, 113A, 114A, 115A  111B, 11128, 1138, 114B, 1158 111C, 112C, 113C, 114C, 115C 1110, 1120, 1130, 1140, 1150

2 121A, 122A, 123A, 124A, 125A  121B, 1228, 1238, 124B, 1258 121C, 122C, 123C, 124C, 125C 1210, 1220, 1230, 1240, 1250
4 141A, 1424, 143A, 144A, 145A  141B, 142B, 1438, 144B, 1458 141C, 142C, 143C, 144C, 145C 1410, 1420, 1430, 1440, 1450
8 181A, 182A, 183A, 184A, 185A  181B, 182B, 1838, 184B, 1858 181C, 182C, 183C, 184C, 185C 1810, 1820, 1830, 1840, 1850

Tabla 10. Cédigos de todas las muestras implantadas en la Fase de Caracterizacion |.

Fase de Caracterizacion Il

En la segunda fase experimental realizada en el IBV, fueron utilizados un total de
veintiséis conejos jovenes adultos de 18 semanas de edad, hembras nuliparas, de
entre 3.000 y 3.500 g de peso. Se implantd sélo una prétesis radicular por tibia,
interviniéndose ambas patas, un total de cuarenta y dos prétesis fueron necesarias.
Debido a los resultados obtenidos de la fase anterior, se decidid que el nuevo disefio
experimental contara sélo con los dos periodos de estudio mas cortos, 1y 2 semanas,
puesto que las mayores diferencias entre materiales y con el control residieron en
estos dos periodos. En la Tabla 11 se indican los diferentes materiales ensayados en
esta experimentacién por cada periodo de ensayo, en ella se muestra la formulacién

triple con gelatina (3X+G) de la que no se tratara en esta Tesis. El nUmero de réplicas
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para cada material y periodo esta vez fue de cuatro, todas destinadas al estudio
histolégico mediante microscopia electrénica. En esta experimentacidn no se
evaluaron muestras mediante SEM puesto que el valor de esta informacién no

superaba el esfuerzo y la inversidn requeridos, que se invirtieron en otras técnicas.

4implantes 4 implantes 4 implantes 4 implantes 4 implantes

2 4implantes 4 implantes 5 implantes 4 implantes 5implantes

Tabla 11. Diseio de experiencias de la Fase Il de Caracterizacion.

Los animales fueron suministrados en cajas de transporte individuales por
Isoquimen S.L. (Barcelona; Espafia), una empresa, autorizada por el Gobierno de
Espafia que sigue las recomendaciones de la Federacidn de las Ciencias del Animal de
Laboratorio (FELASA, del inglés Federation for Laboratory Animal Science),
suministradora de animales para fines cientificos. Tras la recepcidn de los animales, se
les sometid a un examen rutinario, comprobando la ausencia de signos evidentes de
(Pasteurella, quistes, mal de patas, sarna, diarrea, etc.). Los animales fueron
estabulados individualmente bajo condiciones de ciclo luz/oscuridad de 12 horas, a
temperatura de 20,5+0,5°C y humedad relativa 45— 65 %. Los animales fueron
alimentados con 150 g de pienso para adultos (NANTA S.A., Madrid; Espafia) cada 2
dias y agua filtrada ad libitum.

Tras el periodo de cuarentena de dos semanas, comenzé el periodo de
intervenciones. Los animales fueron trasladados a la zona preoperatoria donde se
pesaron. El protocolo preanestésico consistié en la administracion, via IM en los
musculos semitendinosos o semimembranosos de las extremidades posteriores, de
una mezcla formada por 2,5 mg/kg de xilacina (Rompun® 2 %, Bayer Hispania S.L.,
Barcelona; Espafia) y 17,5 mg/kg de clorhidrato de ketamina (Imalgene®, Merial,
Georgia; EEUU).

Como profilaxis antibidtica se administré 3,5 mg/kg de enrofloxacino (Baytril®

2,5 %, Bayer Healthcare AG, Leverkusen; Alemania) via IM.

Como analgésico se administrd, intramuscularmente, una dosis de 0,4 mg/kg de
butorfanol tartrato (Torbugesic® 10 mg/ml, Fort Dodge Veterinaria S.A., Gerona;

Espafia) como analgésico preoperatorio.

Tras 10 minutos, al animal ya dormido se le indujo la anestesia mediante una
dosis intravenosa (V) de 3 mg/kg de propofol-lipuro 1 % (Propofol®, B. Braun Medical

S.A., Melsungen; Alemania) en vena auricular marginal. Para el mantenimiento
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anestésico se administré Propofol® de forma continua mediante una bomba de

perfusion. La dosis fue de 21 mg/kg/h.

El tiempo de espera anestésico fue de 10 — 15 minutos, tiempo durante el cual se
procedié a depilar la pata a intervenir con una esquiladora para perros (Olster,
Sunbeam Corporation, Florida; EEUU). Se cubrié la parte no rasurada hasta las ufias
con una venda autoadhesiva (Askina®, B. Braun Medical S.A., Melsungen; Alemania) y
la piel expuesta se limpid con agua y jabon neutro, seguido de una solucion antiséptica
de povidona yodada al 10 %. Se colocaron los pafios estériles y se prepard el campo

quirdrgico.

Se realizé una incisidn, en la cara medial de la tibia, de 20 mm desde el extremo
distal de la tuberosidad tibial. Se disecé el tejido subcutaneo, se secciond la fascia
muscular, se rebatié el musculo flexor largo comun de los dedos, se expuso la zona de
perforacion y se desperiostizd. La perforacidn se realizd segun protocolo de insercion
de las protesis GMI® modelo Frontier recomendado por llerimplant S.L., igual que se
realizaria en una intervencidn convencional en clinica. Para ello se utilizaron varios kits
quirurgicos esterilizables GMI® Frontier y un micromotor de bajas revoluciones con
irrigacion continua automatica de suero fisiolégico (ambos cedidos por llerimplant
S.L.). La secuencia de fresado, mostrada en la Figura 34, comenzé con el marcaje de
una pequena sefial hecha a mano con la fresa lanceolada. Después se procedio a la
primera perforacion con la misma fresa, después se utilizd una fresa piloto y tras ésta
una fresa guia, que permite que la serie siguiente de fresas de didametro creciente (de
2,8mm, 3,0mm y 3,5mm) entren perpendiculares a la cortical. Finalmente, la

avellanadora permitié dar al defecto la forma necesaria para alojar el implante.

Figura 34. Secuencia de fresado para la impIaAntacién de proétesis radi;:ulares en tibia de
conejo de la Fase de Caracterizacion Il; (1) fresa lanceolada, (2) fresa piloto, (3) fresa guia, (4)
fresa de ¢ 2,8 mm, (5) fresa @ 3,0 mm, (6) fresa @ 3,5 mm, (7) avellanadora e (8) implante.

Una vez creado el defecto, se procedid a implantar la prétesis mediante el

procedimiento que se muestra en la Figura 35. Las protesis GMI® modelo Frontier
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constan de un doble envase, siendo el envase secundario de plastico técnico y el
envase primario de vidrio Pyrex®. El envase primario, contiene un soporte de titanio
donde se aloja Unicamente el implante dental preparado para ser introducido
directamente en boca, utilizando una Unica llave transportador, disefiada a tal efecto.
Fueron insertados manualmente con la llave de carraca dinamométrica, aplicando un
par de apriete entre 35— 40 N*cm y un maximo de 60 N*cm. En el cierre del envase
primario se encuentra el tapdn de cierre de la prétesis que, como ésta, también se

colocé utilizando una llave transportadora disefiada a tal efecto.
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Figura 35. Pasos a realizar para la extraccion de la protesis del empaquetado individual
estéril, implantacién y roscado en tibia de conejo; (1) desenroscado de la tapa del envase
secundario de plastico, (2) extraccion del envase primario de vidrio, (3) retirada de la tapa del
envase primario, (4) extraccion de la prétesis con llave transportadora, (5) implantacién en
hueso con llave de carraca dinamométrica, (6) extraccion del tapdn de la prétesis de la tapa del
envase primario mediante (7) llave transportadora y (8) enroscado del tapdn en la parte superior
de la protesis.

Una vez puesto el implante, se procedié al cierre de la herida suturando por
planos con sutura reabsorbible Vicryl® 4/0 (Ethicon, Somerville; EEUU), para los puntos
internos se utilizaron puntos simples, la piel se cerré mediante sutura intradérmica
para evitar que los animales pudieran morderse los puntos y abrirse la herida. Una vez
suturados, se les retird la anestesia y se les administré como antiinflamatorio flunixin
meglumina (Finadyne® 50 mg/ml, Schering-Plough. S.A., Madrid; Espafia). La dosis a

administrar, via subcutanea, fue de de 1 mg/kg.

Tras los primeros signos de despertar, los animales fueron trasladados a sus
jaulas donde acabaron de salir de la fase de anestesia de una forma suave y progresiva.
Los animales permanecieron monitorizados cada ocho horas durante los tres dias
siguientes a la intervencion para comprobar la evolucién del hematoma vy vigilar que
no existiera infeccion. El procedimiento antibidtico y analgésico se mantuvo durante
tres dias, administrando una dosis diaria de 3,5 mg/kg de Baytril® y una dosis diaria de

Torbugesic® de 0,4 mg/kg, ambas intramuscularmente.

Veintiun animales fueron finalmente intervenidos, ya que uno de ellos fue
sacrificado antes de finalizar el periodo de estudio, repitiendo la implantacién, debido
a que durante el postoperatorio el animal mostré signos de cojera y autofagia en una

de las patas.
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Tras el cumplimiento de los periodos de estudio de 1y 2 semanas, se procedié a
eutanasiar a los animales mediante inyeccién IV, en la vena marginal auricular, de una
sobredosis de pentobarbital sédico (Dolethal®, Vetoquinol S.A., Madrid; Espafia). Los
animales fueron previamente sedados mediante mezcla de Imalgene® y Rompun® a
dosis quirdrgicas. Tras comprobar la ausencia de signos vitales, se accedio a la regidn
proximal de la tibia y se realizé una osteotomia de diseccidn, con una sierra oscilante, a
una distancia de 5 mm a ambos lados del implante. Los cadaveres fueron almacenados
en un armario congelador a -25°C hasta su recogida por parte de la empresa
autorizada para la eliminacion de animales de experimentacidon (Gesmer Logistics Mer
S. A., Valencia; Espafia).

Las muestras fueron codificadas siguiendo el mismo criterio que en la fase
anteriormente descrita Tabla 12. El primer nimero fue un 4, ya que esta fase
experimental descrita correspondié a una cuarta tanda quirdrgica de implantacidn. Las
tandas 2 y 3, intermedias entre las fases experimentales descritas, no se incluyen en
esta Tesis. El segundo numero indico el periodo de estudio de 1 o 2 semanas. El tercer
numero se asignoé en referencia al numero de repeticidn correspondiente entre 1y 4.
Seguidamente los materiales se designaron mediante las siglas C, correspondiente al
control, M correspondiente al recubrimiento de formulacion 7M3T y T para la
formulacién 3X, afiadiendo una G al final para indicar si la formulacion contenia el
0,9 % de gelatina, siendo por tanto MG para designar a la formulacion 7M3T con 0,9 %
de gelatina (7M3T+G), y TG a la formulacion 3X con 0,9 % de gelatina (3X+G).

411M, 412M, 413M, 411MG, 412MG, 413MG, 411T, 4127, 413T, 411TG, 412TG, 4123TG, 411C, 412C, 413C,
414M 414MG 4147 41476 414C
2 421M, 422M, 423M, 421MG, 422MG, 423MG, 421T, 422T, 4237, 4217G, 422TG, 423TG, 421C, 422C, 423C,
424M 424MG 424T, 425T 4247G 424C, 425C

Tabla 12. Cddigos de todas las muestras implantadas en la Fase de Caracterizacion Il.

Estudio histolégico

Tras obtener las muestras, éstas fueron inmediatamente fijadas, sumergiéndolas
en etanol 40 % a 4 °C. El procesado histoldgico de inclusién en metacrilato se realizé
segun protocolo publicado por Peris en 1993 para muestras dseas sin descalcificar. La
utilizacion de muestras dseas calcificadas permite mantener intacta la fase mineral del
hueso y permite la tincidon especifica de las lineas cementantes y del osteoide [202].
Por ello la inclusién debe realizarse en metacrilato, que aporta una rigidez similar al
hueso para que pueda ser cortado sin romperse la interfaz. Hay que afadir que, en
este estudio contamos con un implante metalico el cual solamente puede ser cortado,

para su visualizacion en el microscopio éptico, mediante el sistema de corte de doble
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banda y micropulido EXAKT® (EXAKT® Vertriebs, Norderstedt; Alemania), lo cual
también requiere de un material duro de soporte. La revisién de la literatura
consultada indica que, diversos autores se han declinado por diferentes tipos de
metacrilatos. Sin embargo, en la actualidad son muchos los autores que prefieren
utilizar el metil-metacrilato (MMA) como medio de infiltracién e inclusién, ya que
presenta dos claras ventajas frente a las otras alternativas, la primera de ellas es su
capacidad de infiltracion de muestras de gran tamafio previamente tratadas y la
segunda es la versatilidad de tincién [202].

Tras el primer paso de fijacion de las muestras en etanol de 40 % a 4 °C, las
muestras fueron deshidratadas mediante alcoholes de gradacion creciente hasta
acabar el proceso mediante inmersiéon en xileno (Sigma-Aldrich) a vacio (22 mm Hg), y
temperatura de 4 °C. La infiltracion consiste en sumergir las muestras en soluciones de
MMA (mondmero; Sigma-Aldrich), dibutil-ftalato (plastificador; Sigma-Aldrich) y tres
concentraciones crecientes (solucién |, 1l y Ill) de perdxido de benzoilo (iniciador;
Sigma-Aldrich) hasta una solucion final idéntica a la solucion de polimerizacién
(solucidn 1lI) [202].Las muestras permanecieron 3 dias en la solucion |, 4 dias en la
solucidn Il y 6 dias en la solucién Il de infiltracion en condiciones de vacio (22 mm Hg)
y 4 °C. La polimerizacion de las muestras se realizé en dos etapas. En primer lugar, se
polimerizé una capa de 5 ml de solucién Il en el fondo de un vial de vidrio de boca
ancha de 30 ml, primero tapado herméticamente y a temperatura ambiente durante
una noche y después en un bafio termostatado de agua a 38 °C durante 3 dias. Una vez
polimerizado el lecho, se procedid a colocar la muestra ya infiltrada sobre él. Tras
orientar adecuadamente la muestra se rellend el vial con 25 ml de nueva solucién lIl.
Tal y como se hiciera en la primera etapa, se cerré y se mantuvo a temperatura
ambiente durante una noche, tras lo cual permanecid hasta su polimerizacion en el
bafio a 38 °C. Los cddigos de las muestras se mantuvieron en las tapas de los viales
escritas con liquido corrector de escritura (Tipp-Ex; Tipp-Ex GmbH & Co. KG, Frankfurt;

Alemania), resistente a vapores de polimerizacién y a vapor de agua (Figura 36).
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Figura 36. Proceso de inclusion de muestras Oseas sin descalcificar en metil-metacrilato
(MMA); polimerizacion a bafio maria con codificacion resiste al agua (arriba izquierda), viales
con muestra polimerizada y con lecho polimerizado (arriba derecha), vision frontal de una
seccion transversal de tibia de conejo con implante dental polimerizada y correctamente
codificada (abajo izquierda) y visién lateral de una muestra donde se puede observar la parte
superior de la protesis radicular implantada en tibia de conejo (abajo derecha).

Una vez polimerizados los viales, se rompieron para obtener los bloques de MMA
con las muestras, se codificaron con un rotulador de vidrio (Lumocolor® permanent,
Staedtler, Nuremberg; Alemania) y se enviaron al Instituto de Cerdmica de Galicia (ICG)
donde las muestras fueron cortadas mediante el sistema EXAKT®, montadas en portas
y teiiidas. El procesado de las muestras para su corte mediante sistema de doble
banda y micropulido consta de una serie de etapas de preparacion de la muestra que

se resumen en la Figura 37.

PASO1: Montaje de la PASO 2:Pulido (Desbaste) PASO 3: Montaje del

sandwich
=" e [T
T 11
< >

PASO4: PASO 5: Pulido (espesor PASO 6: Tincion
Obtencién del - de corte deseado) final - =
S >
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Figura 37. Esquema del procesado de las muestras incluidas en MMA para su corte para
microscopia Optica mediante Sistema EXAKT®. (Imagenes obtenidas de Guillermo Vallespi, Leica
Microsystems).

Para preparar los extremos de los bloques cilindricos y conseguir orientar el eje
longitudinal de la prétesis implantada en el hueso, se utilizé una sierra con cuchilla de
diamante (ACCUTOM-2) a una velocidad de desplazamiento de 0,8 — 1,0 mm/min y
2.800 rpm. El bloque con la muestra orientada se pegd en un portaobjetos de vidrio,
puliendo la cara libre para conseguir dejarla totalmente paralela al portaobjetos. Se
pegd otro portaobjetos en la superficie recién pulida, obteniendo el montaje en
sandwich, a partir del cual se consiguié un corte justo por el eje longitudinal del
implante, obteniendo las dos mitades de la muestra. Una mitad se preservé mediante
cobertura con resina, para futuras evaluaciones. La otra mitad se pulié hasta conseguir
el minimo espesor posible que garantice su correcta visualizacion en el microscopio
Optico. Se consiguié un espesor de 30um (que permite enfoques precisos a
microscopia Optica de hasta 20X e incluso a 40X), limitado por el implante metalico.

El protocolo de tincion comenzé con la desplastificacion de las secciones para
eliminar el MMA mediante 3 bafios de 25 minutos de Cellosolve (etilén-glicol-
monoetil-éter; Sigma-Aldrich). A continuacidn se rehidrataron las muestras en series
de alcohol decreciente, quedando preparados los cortes para su tincién por la técnica
del Tricrémico de Gomori, segin protocolo descrito por Garcia, en el que por 100 ml
de agua destilada se afiaden 0,6 g de cromotropo 2R, 0,3 g de verde luz, 0,7 g de acido

fototlngstico y 1 ml de 4cido acético (glacial) [234].

Los cortes se lavaron abundantemente con agua destilada y se tifieron durante 10
minutos con tincion Tricrémica de Gomori (con la formulacién descrita anteriormente).
Se afadieron unas pocas gotas de 4acido acético al 0,2 %. A continuacién, se
deshidrataron los cortes mediante dos bafios en etanol de 95 % y otros dos en etanol
absoluto. Se lavaron las muestras con xileno (2 bafios de 10 minutos cada uno). Se
montaron los cubres con balsamo de Canada (Sigma-Aldrich) y se dejaron secar a 37 °C
toda la noche. En la visualizacion de los cortes tefiidos mediante la técnica descrita,
observaremos como el hueso toma distintas tonalidades segun su grado de madurez y
calcificacién. Asi pues el osteoide se tefiira de color rojo, y conforme madure el hueso
ird adquiriendo una tonalidad mas azulada. El tejido fibroso se tefiira de color rojo, al

igual que los citoplasmas celulares (Figura 38).
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Figura 38. Imagen de microscopia dptica de seccidn transversal de tibia de conejo tefiida
mediante Tricromico de Gomori donde se muestra en rojo el osteoide, asi como los
osteoblastos, el tejido fibroso conjuntivo medular y el endostio. Conforme al grado de
maduracion alcanzado, el hueso pasa de un rojo oscuro a un color azulado.

El estudio histoldgico de los cortes se realizé mediante observacién a microscopio
Optico Nikon Eclipse E600 con camara Nikon DXM1200 acoplada al sistema éptico y
mediante software Nikon ACT-1 de tratamiento de imagen (Nikon, Tokio; Japdn) para
las muestras de la Fase de Caracterizacion 1. Para el estudio histoldgico de las
muestras de la Fase de Caracterizacion Il se empled un microscopio vertical Eclipse 80i

(Nikon Corporation, Tokio; Japdn), utilizando el campo claro.

3.2.2. Evaluacidn de la respuesta de reaccién a cuerpo extrafo

Este estudio se realizd para las muestras de cada Fase de Caracterizacion,
analizando los cuatro periodos de estudio en el caso de la primera fase y de los dos
correspondientes a la segunda (Tabla 13). Tras la observacién de las muestras al
microscopio, se procedid a la toma de imagenes de cada uno de los pardmetros
estudiados, abajo detallados.

Fase de Fase de

Caracterizacion | Caracterizacion
I /]

Estudio de 5VSZ%“§?I:/1I-'5 G 7M3T, 7M3T+G,
Biocompatibilidad ! y 3Xy Control
Control
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Tabla 13. Muestras utilizadas para los estudios de evaluacién de la respuesta de reaccién a
cuerpo extraifio de ambas Fases de Caracterizacion.

Se evalud semicuantitativamente la respuesta del organismo frente a un cuerpo
extrafio (implante) como indicador de biocompatibilidad del sistema implante-
huésped. Esta respuesta es una reaccidon reparativa, desencadenada por la presencia
de un cuerpo extrafio exdgeno, que tiende a delimitar al cuerpo extrafio y, si es
posible, eliminarlo. La respuesta del organismo ante la presencia de los cuerpos
extrafios es una reaccion inflamatoria no alérgica en la que se desarrolla una respuesta
de histiocitos y células gigantes que tienden a delimitar primero y eliminar después por
mecanismos de fagocitosis. La respuesta del huésped al implante es una respuesta
natural que tiene lugar para alcanzar la reparacién de la lesion, su prolongacion en el

tiempo del estimulo desencadena secundariamente una reaccidn de fibrosis [5, 35].

Se desarrollé un sistema semicuantitativo, siguiendo las recomendaciones de la
Norma ISO 10993-6 y la bibliografia por ella recomendada, para evaluar los efectos
locales después de la implantacidn de las distintas formulaciones de los recubrimientos
sol-gel [165, 166, 184, 185]. La norma es de directa aplicacién puesto que se trata de
un biomaterial implantable y degradable/resorbible. Algunos de los items histoldgicos
propuestos para evaluar la inflamacion no pudieron ser considerados ya que la
presencia del implante de titanio limita el espesor de los cortes histologicos a un
minimo de 30 um, lo que provoca una gran superposicion de planos, limitando el
enfoque a un maximo de 40X, incluso en ocasiones de 20X, impidiendo el detalle
celular. No hubo posibilidad de suplir esta limitacidon por la realizacion de ensayos

inmunohistoquimicos. Los parametros a evaluar fueron:

1. Condicién de la médula ésea; aplasia (1), pérdida de arquitectura (2),
aspecto en zonas de la médula de no contacto con el implante (3), ratio de
grasa (4).

2. Necrosis, definida como el nivel de traumatismo en hueso cortical (5) y
hueso trabecular (6) ocasionado por efectos de la implantacion.

3. Presencia de células gigantes de reaccidn a cuerpo extrafio (7), adheridas en
las distintas superficies (titanio en caso del control y recubrimiento en caso
de los materiales sol-gel).

4. Presencia de la fibrosis/capsula fibrosa en médula (8), entre la cortical y el
implante (9), entre el hueso trabecular y el implante (10) y grado de
densificacion (11).

5. Neovascularizacion (12).
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En el apartado ANEXO 3 de esta Tesis se encuentran las plantillas de puntuacién a
rellenar durante la observacién, al microscopio éptico, de las muestras histoldgicas

para la evaluacién de la biocompatibilidad de los sistemas huésped-implante.

La intensidad de los items histolégicos fue puntuada como; - = no (0), + = poco
frecuente (1), ++ = moderadamente frecuente (2), +++ = muy frecuente (3). El total de
la puntuacion para cada uno de los 12 items fue obtenida, calificando de no irritante
(puntuacion de 0 a 6), levemente irritante (puntuacion de 6 a 18), moderadamente
irritante (puntuacion de 18 a 30) o severamente irritante (puntuacién de 30 a 36) a los
distintos recubrimientos y el control. La evaluacidn se realizé por triplicado en tres
tiempos distintos y no consecutivos, tras el procesado de los datos se realizd un
estudio estadistico.

La significacion de los resultados fue determinada empleando el programa
estadistico SPSS 17.0 (p < 0,05). Para la comparacion de medias de mas de dos
muestras se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor y para la
comparacién de medias de dos muestras se empled un Test T-Student, ambos test se
realizaron siempre y cuando el Test de Levene determinara la homogeneidad de la
varianza. Para los conjuntos de datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se
realizd un Test no paramétrico de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las
tablas resultado del estudio estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de
Caracterizacion I y en el ANEXO 2 para la Fase de Caracterizacion II.

De la observacion de los cortes histolégicos de las muestras implantadas, para la
puntuacion de los items utilizados en el estudio semicuantitativo de la reaccién a
cuerpo extrafo, se extrajo un estudio cualitativo de los principales eventos indicativos
de la biocompatibilidad del sistema implante-huésped como son; el estado de la
médula 6sea, la presencia de células gigantes de reaccidon a cuerpo extrafio y la
formacion y evolucion de la cdpsula fibrosa. Se procuré tomar imagenes
representativas de cada uno de los eventos mencionados para cada material y cada

periodo de ensayo.

3.2.3. Evaluacidn de la osteointegracion

Aun existiendo la limitacion en el grosor de los cortes histoldgicos y asumiendo
que, tal y como explica Lopez-Bravo, “estariamos cometiendo un error al extrapolar la
observacién de un solo corte histoldgico, que es un plano, al todo”, [236] en esta Tesis
se reconoce la necesidad de realizar un estudio histomorfométrico que dé como
resultado un estudio estadistico con el que la comunidad cientifica pueda comparar los

distintos biomateriales que cada afio se desarrollan, de una forma lo mas
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estandarizada posible. Es por ello que, para evaluar la capacidad de osteointegracion
de los distintos recubrimientos en referencia al titanio puro granallado, se realizé un
estudio histomorfométrico. Como se ha definido anteriormente en la Introduccién, la
capacidad de osteointegracion es la capacidad de un material para conseguir una
conexion estructural y funcional entre hueso e implante sin intervencién de tejido
fibroso ni inflamacion crénica [36, 236, 17]. La capacidad de osteointegracion fue
evaluada prestando atencion a los siguientes pardmetros; Hueso en contacto con el
implante (en inglés Bone in Contact, BIC), el Hueso entre roscas y el Hueso peri-
implante, hueso dentro de una regién de interés (Region of Interest, ROI) establecida a
una distancia de 100 um de la superficie del implante.

Ademads del estudio histomorfométrico, se realizé un estudio histoldgico en el
que se evalud cualitativamente la osteointegracién del implante con el hueso cortical,

su osteointegracidn con el hueso trabecular y la activacion osteoblastica.

Estudio histolégico

Para el estudio histoldgico de la osteointegracidn, todos los cortes histoldgicos de
las muestras implantadas (Tabla 14) fueron observados al microscopio &ptico,
prestando atencidn a los eventos indicativos de la osteointegracién como son: la
necrosis 0sea, la formacion de cdpsula fibrosa interpuesta entre el hueso y el implante,
la activacidon osteoblastica, la formacion de nuevas espiculas dseas, la formacién de
nuevo hueso al finalizar el ensayo, el contacto intimo entre el hueso y el implante, etc.
Se procurd tomar imagenes representativas de cada uno de los eventos mencionados

para cada material y cada periodo de ensayo.

Fasede Fasede

Caracterizacion | Caracterizacion
I /]

7M3T,
Estudio histolégico 5V5G,5M5G y 7M3T, TM3T+G,
3X y Control
Control

Tabla 14. Muestras utilizadas para los estudios histomorfométricos de ambas Fases de
Caracterizacion.

Estudio histomorfométrico

Se realizaron cuatro estudios histomorfométricos distintos: dos estudios sobre las
imagenes completas de cada corte histoldgico, uno para cada Fase de Caracterizacion,
(a los que llamamos (1) Histomorfometria Panordmica de la Fase de Caracterizacion |

y (2) Histomorfometria Panoramica de la Fase de Caracterizacion Il) y otros dos
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estudios histomorfométricos detallados (a los que llamamos (3) Histomorfometria
Detallada de la Fase de Caracterizacion | e (4) Histomorfometria Detallada de la Fase
de Caracterizacion Il), tal y como se muestra en la (Tabla 15).

Fasede Fase de

Caracterizacion | Caracterizacion
I /]

7M3T,

Hlston'llor).‘ometrla 5V5G,5M5G y 7M3T, 7M3T+G,

Panordmica 3Xy Control
Control

Histomorfometria 5VSZ1"\:|3\;II-:‘> G 7M3T, 7M3T+G,

Detallada ! y 3Xy Control
Control

Tabla 15. Muestras utilizadas para los estudios histomorfométricos de ambas Fases de
Caracterizacion.

Histomorfometria Panoramica

En este primer estudio, se incluyeron todas las muestras procedentes de cada
Fase de Caracterizacidon. Se tomaron imagenes panoramicas de cada muestra. Para las
muestras de la Fase de Caracterizacion | se tomaron imagenes con microscopio 6ptico
a pocos aumentos (2X) de toda la secciéon de cada corte histolégico, que fueron
montadas mediante un photomerge con el software Photoshop CS5 (Adobe Systems
Inc., California; EEUU). Para las muestras de la Fase de Caracterizacion I, debido a que
el microscopio utilizado no disponia de bajos aumentos, se procedid a la captura de las
imagenes panoramicas con un macroscopio (Wild M400 Photo Macroscope, Leica
Wetzlar; Alemania), acoplado a una camara fotografica Canon EOQS 5 (Canon Inc.,
Tokio; Japdn). De estas imagenes se pudieron valorar muchos parametros como la
posicién de cada implante en la porcién proximal de la tibia, el alcance de la formacién

de nuevo hueso trabecular a lo largo del implante y el éxito del modelo experimental.

En estas imagenes se midieron distintos parametros, tal y como se indica en la
Figura 39, con el software Image J.Ink (National Institutes of Health, Maryland; EEUU);
longitud (VSTi) y anchura internos de la tibia (HSTi), longitud (VSTe) y anchura externos
de la tibia (HSTe), espesor de las corticales (derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i), area
(A_canal) y perimetro (P_canal) del canal medular, area del implante (A_impl), alcance
del hueso trabecular desde el endostio a lo largo del implante (derecha EH_ad e
izquierda EH_ai) y el contacto del implante con la cortical opuesta (derecha EH_bd e
izquierda EH_bi).
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Figura 39. Corte transversal de tibia de conejo con implante dental de Ti, mediante técnica
EXAKT® y tincién de Tricrdmico de Gomori, donde se muestra como se realizaron las medidas
histomorfométricas panoramicas: longitud y anchura externos de la tibia (morado), longitud y
anchura internos de la tibia (azul), espesor de la cortical (amarillo) y alcance de la formacién de
hueso trabecular desde el endostio a lo largo del implante (verde).

Todos los datos fueron tratados estadisticamente con el software SPSS 17.0 (p <
0,05), realizando un estudio comparativo mediante un analisis de la varianza (ANOVA)
de un factor, para comparacién de mas de dos medias, y para la comparaciéon de
medias de dos muestras se empled un Test T-Student, ambos test se realizaron
siempre y cuando el Test de Levene determinara la homogeneidad de la varianza. Para
los conjuntos de datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se realizé un
Test no paramétrico de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las tablas
resultado del estudio estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de

Caracterizacion | y en el ANEXO 2 para la Fase de Caracterizacion Il.

Histomorfometria Detallada

Para la realizacion del estudio detallado en la Fase de Caracterizacion | se
tomaron imagenes con microscopio éptico a pocos aumentos (2X), de toda la seccién
de cada corte histoldgico, que fueron montadas mediante un photomerge con el
software Photoshop CS5. Aun siendo pequefio el tamafio muestral del ensayo de la
Fase de Caracterizacion I, grande la variabilidad en la implantacion y aunque la distinta

localizacién de cada formulacion en la tibia proximal dificultara la comparacion de las
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distintas formulaciones, se realizd la Histomorfometria Detallada de la Fase de

Caracterizacion I.

Para la realizacién de la Histomorfometria Detallada de la Fase de
Caracterizacion I, se tomaron imagenes de microscopia éptica a 10X del perimetro de
cada una de las prétesis implantadas, obteniendo una imagen Unica de cada prétesis
radicular tras el montaje de las imagenes parciales con el software Microsoft Imagen
Composite Editor (Microsoft, Washington; EEUU).

Para las imagenes de ambas fases de caracterizacién, se trazé un contorno
alrededor de la prétesis de 100 um, estableciendo la Region de Interés (ROI) dentro de
la cual se tomarian todas las medidas histomorfométricas peri-implante, como se

muestra en la Figura 40.

—— Hueso en contacto (BIC)
1 Area de hueso entre roscas

—— Area de hueso peri-implante

Figura 40. Localizacién de las medidas para el estudio de Histomorfometria Detallada
sobre una imagen del implante; superficie sobre la que medir el Hueso en contacto (linea negra),
area de hueso entre roscas (superficie verde) y zona donde medir el drea de hueso peri-implante
(100 um de anchura desde la superficie del implante hasta la linea azul).

Las variables para la realizacién del estudio histomorfométrico, fueron:

- Hueso en contacto con el implante (BIC del inglés, Bone in Implant),

determinado como determinada como la cantidad de hueso cortical y trabecular
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mineralizado en intimo contacto con la superficie del implante, expresada en

milimetros (mm).

- Hueso entre roscas, determinada como el area de hueso mineralizado en el
espacio entre roscas existente entre la linea que une los picos de las roscas (linea
verde Figura 40) y el fondo de los valles de las roscas del implante (Area de Hueso
entre roscas/Area entre roscas).

- Hueso peri-implante, determinada como el drea de hueso mineralizado dentro
de la regidn de interés peri-implante (ROIlp), de 100 um, con relacién a la superficie
total disponible dentro de la ROIp (Area de Hueso peri-implante/Area ROIp) (4rea
indicada por flechas entre la linea blanca y la superficie del implante en la Figura 40).

La significacion de los resultados fue determinada empleando el programa
estadistico SPSS 17.0 (p < 0,05). Para la comparacion de medias de mas de dos
muestras se realizd un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor y para la
comparacién de medias de dos muestras se empled un Test T-Student, ambos test se
realizaron siempre y cuando el Test de Levene determinara la homogeneidad de la
varianza. Para los conjuntos de datos en los que no se cumplié la homocedasticidad, se
realizd un Test no paramétrico de Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las
tablas resultado del estudio estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de

Caracterizacion I y en el ANEXO 2 para la Fase de Caracterizacion Il.

3.2.4. Degradacion sol-gel in vivo

Para el estudio de la degradacién y la liberacién de silicio in vivo de los
recubrimientos sol-gel desarrollados en |la Fase de Caracterizacion I, se eligieron dos
de las cinco repeticiones implantadas de cada material y periodo (réplicas numeradas
4y 5). En la siguiente fase de experimentacion se tuvo a bien no repetir este ensayo en
beneficio del aumento de réplicas bioldgicas para el estudio histomorfométrico.
Inmediatamente después de su obtencion, se fijaron con glutaraldehido al 2,5 % en
tampon fosfato 0,1 M (PB) (Aname). Las muestras fueron procesadas seguin protocolo
descrito por J. Wierzchos en 2008 [237].

Como cita Wierzchos en su articulo, los primeros autores en utilizar la técnica de
microscopia electrénica de barrido con detector de electrones retrodispersados
acoplado (SEM-BSE) para el estudio de la zona de contacto hueso-implante fueron
Jasty y colaboradores en 1989 [237]. Seguidamente, fue utilizada por otros autores
también para estudios descriptivos de los tejidos calcificados, estudios de reparacion
de fracturas y de las superficie de implantes. Con el protocolo propuesto por

Wierzchos y su grupo, especificos para implantes dentales, se consigue una resolucion
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mayor con la que explorar los procesos inorganicos y bioldgicos de la reparacién del
tejido dseo que tienen lugar en la zona hueso-implante.

Las muestras permanecieron en inmersién en glutaraldehido (Aname) al 2,5 % en
PB 0,1 M (Aname) durante 24 horas a 4 °C, tras lo cual se lavaron en PB 0,1 M en 3
bafios de 30 minutos cada uno. Se realizé una segunda fijacién con tetradxido de
osmio al 1 % en agua (Aname), de 24 horas a 4 °C. Se repitio la serie de lavados con PB
(3 lavados de 30 minutos cada uno). Se procedio a la deshidratacion de las muestras
mediante series de alcohol crecientes (30 % y 50 %) durante 3 horas cada una. Se
continud la deshidratacién con la inmersién de las muestras en alcohol al 70%
saturado de acetato de uranilo (Aname) durante toda la noche a 4 °C. Se continud con
las series crecientes de alcoholes hasta etanol absoluto (Sigma-Aldrich). Tras haber
finalizado el proceso de deshidratacion, las muestra fueron infiltradas con medio de
inclusién LRWhite (LRW, The London Resin Co. Ltd., Hampshire; Reino Unido), primero
en una solucién 1:1 de LRW en etanol absoluto durante 3 dias y a 4 °C, y finalmente
durante 9 dias con resina pura y a temperatura de 4 °C. La polimerizacion de las
muestras se llevé a cabo en un ambiente libre de oxigeno, durante 24 horas y 60 °C,
obteniendo las muestras embebidas en bloques cilindricos de resina polimerizada.

Mediante una marca, realizada antes del proceso de polimerizacidn, las muestras
fueron debidamente orientadas para su corte, mediante una sierra de baja velocidad
(Buehler, llinois; EEUU), siguiendo el eje longitudinal del implante, obteniéndose
finalmente dos cortes de cada muestra de seccién de 3 a5 mm de espesor (Figura 41).
Las muestras no se pulieron tal y como se indica en el protocolo de Wierzchos y
colaboradores ya que se compararon muestras pulidas y sin pulir y estas ultimas
presentaban menos artefactos a la visualizacién al SEM. Las muestras se protegieron

de la luz y del ambiente hasta su evaluacion.

Figura 41. Procesado de las muestras para su observacion al SEM. Imagen de una muestra
incluida en un blogue de resina LRW (izquierda) y su seccion transversal (derecha) tras el corte
orientado.

Para su observacion al microscopio electronico de barrido, las muestras fueron

sometidas a un proceso de post-tincion mediante bafio en solucidn acuosa saturada de
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acetato de uranilo (Aname) durante 30 minutos, seguido de un bafio en citrato de
plomo (Aname) durante 12 minutos. Se lavaron las muestras con agua destilada y se
dejaron secar completamente antes de ser recubiertas con carbono. Para este estudio
se utilizéd un microscopio electrénico de barrido (LEO 440i), equipado con un detector
de electrones retrodispersados (BSE) y microanalisis por dispersion de energia de rayos
X (EDX) (Oxford INCA, Oxfordshire; Reino Unido) a 20 kV.

Obtencion de las imdgenes

La obtenciéon de las imagenes de microscopia electréonica para su posterior
estudio, tuvo lugar mediante el siguiente procedimiento. Las muestras fueron
estudiadas en relacién a las partes de la estructura del implante (cabeza, cuello y
cuerpo) que estan disefladas para su anclaje primario a las distintas partes del hueso
maxilar (la primera para hueso cortical y las otras dos para hueso trabecular), como se
muestra en la Figura 42.

ENT=20.80 KV W= 26 nn EHT=20.00 kV M= 26 An Mag 58
200pn = Photo No.=6118 200pn  p— Photo No.=6111  Detector= QBSD

Figura 42. Imagen de SEM de un implante completo implantado en tibia de conejo en la
que se puede observar los distintos disefios de cada una de sus partes orientadas a una
anatomia o6sea diferente. (Imagen obtenida mediante montaje con Adobe Photoshop de dos
imagenes tomadas a 50X y 20 kV mediante detector BSE).

De cada una de estas partes estructurales de la muestra, se buscaron, en la zona
de contacto hueso-implante, dreas susceptibles de deteccién de liberacion de silicio. La
imagen de electrones retrodispersados (BSE) permite diferenciar regiones con
numeros atémicos diferentes y el microandlisis por dispersién de rayos X (EDX)
permite realizar un analisis quimico de esas zonas diferenciadas, pudiendo relacionar

tonos de gris y de luminosidad con abundancia de determinados elementos quimicos.

En imagen BSE, podemos distinguir entre el titanio, el hueso (rico en calcio y
fosforo), el recubrimiento (rico en silicio) y la resina de inclusidn (rica en carbono),

segun su coloracién en escala de gris (dispuestos en orden de mas de claro a mas
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oscuro) y teniendo en cuenta también su morfologia caracteristica. Con el
microanalisis (ya sea puntual, de un area concreta, un perfil de linea o un mapeado de
una imagen completa, Figura 43) podemos cerciorarnos de las distintas zonas que

estamos analizando.

100pm Electron Image 1 100pm Mix

Figura 43. Microandlisis por mapping (derecha), de la region seleccionada en la imagen de
SEM-BSE (izquierda), en la que se puede diferenciar el hueso (rojo), el recubrimiento (verde) y el
implante (azul).

En las zonas susceptibles de deteccion de la liberacion de silicio, se observa una
coloracién intermedia entre el recubrimiento y el hueso sin bordes definidos, como se

muestra en la imagen siguiente (Figura 44).
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Figura 44. Estudio de liberacién de silicio de la red sol-gel. Imagen de SEM-BSE de la zona
de contacto implante-recubrimiento-hueso, en la que se observa una zona intermedia (2) entre
el recubrimiento (1) y el hueso (3) (arriba izquierda). Los espectros de microanalisis (derecha)
muestran los elementos quimicos contenidos en cada una de estas zonas, determinando que en
la zona 2 (espectro 2) existe interaccidon hueso-recubrimiento por medio de liberacién de silicio
(Si). En el mapping de la imagen SEM-BSE (abajo izquierda) se distingue el recubrimiento (rojo)
del hueso (verde).

Tras la deteccidon, mediante reconocimiento visual, de las posibles zonas de
deteccion de liberacion de silicio y su confirmacidon mediante microanalisis puntual, se
tomaron imdagenes de BSE a 1.000X y se realizd un analisis por perfil lineal a 300

frames.

Para la Fase de Caracterizacion Il el estudio de la degradacion in vivo se realizé
mediante cuantificacion del recubrimiento a través del andlisis de las imagenes
histolégicas mediante Image J.Ink, tanto para la zona en contacto con el hueso cortical

como para el hueso trabecular (Figura 45).
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Figura 45. Imagenes de microscopia Optica (10X) de seccidn transversal de tibia de conejo
con implante dental de titanio, corte mediante técnica EXAKT® y tincidén Tricrémica de Gomori,
de la zona de la cabeza (izquierda) y del cuerpo (derecha) de la prétesis radicular. En amarillo se
muestra la zona ocupada por el recubrimientos en los valles, para su cuantificacion mediante
analisis de imagen mediante Image J.

Tras la cuantificacidn del espesor del recubrimiento persistente tras cada periodo
de implantacién, se realizé un estudio estadistico de los resultados. La significacion de
los resultados fue determinada empleando el programa estadistico SPSS 17.0 (p <
0,05). Para la comparacién de medias de mas de dos muestras se realizd un analisis de
la varianza (ANOVA) de un factor y para la comparacion de medias de dos muestras se
empled un Test T-Student, ambos test se realizaron siempre y cuando el Test de
Levene determinara la homogeneidad de la varianza. Para los conjuntos de datos en
los que no se cumplié la homocedasticidad, se realizé6 un Test no paramétrico de
Kruskal Wallis de k muestras independientes. Las tablas resultado del estudio
estadistico se muestran en el ANEXO 1 para la Fase de Caracterizacion Iy en el ANEXO
2 para la Fase de Caracterizacion Il.
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CAPITULO 4. RESULTADOS DE LA Fase de Caracterizacion
I: CARACTERIZACION Y SELECCION DE LAS FORMULACIONES

Se sintetizaron tres series distintas de recubrimientos a partir de los precursores
MTMOS, VTES, TEOS y GPTMS, segun las condiciones de sintesis, recubrimiento y
curado descritas en el Capitulo 2. Cada una de estas tres series, MTMOS:TEQS,
VTES:GPTMS y MTMOS:GPTMS, se compuso de tres formulaciones distintas variando
la proporcion de sus precursores (90MTMOS:10TEOS, 80MTMOS:20TEQS;
70MTMOS:30TEOS,  80VTES:20GPTMS,  50VTES:50GPTMS,  20VTES:80GPTMS,
80MTMOS:20GPTMS, 50MTMOS:50GPTMS, 20MTMOS:80GPTMS).

Para todas las formulaciones se obtuvo un sol transparente y sin precipitados,
con una viscosidad adecuada para obtener una aplicacion correcta sobre el material.

Se realiz6 un ensayo previo de citotoxicidad de los precursores base utilizados,
para descartar posibles efectos tdéxicos sobre las células. Se realizaron ensayos
celulares iniciales de proliferacion y diferenciacién de células mesenquimales (hAMSC)
qgue condujeron a seleccionar las formulaciones éptimas, de cada una de las tres
familias de recubrimientos, en funcion del comportamiento celular inducido. De cada
familia distinta de recubrimientos (MTMOS:TEQOS, VTES:GPTMS y MTMOS:GPTMS) fue

seleccionada aquella formulacién que mejor comportamiento celular indujo.

Se prosiguid a la caracterizacion fisico-quimica y bioldgica de las tres
formulaciones seleccionadas, mediante una bateria de ensayos descritos a
continuacién a lo largo de este capitulo, asi como de una caracterizacion de su sintesis

y su deposicién.

Citotoxicidad y viabilidad de los precursores

Con el objetivo de estudiar los posibles efectos téxicos de los recubrimientos
sobre las células, se realizd un ensayo de citotoxicidad de los precursores base que
iban a ser utilizados para la formulacién de las series de recubrimientos. Se midio la
viabilidad celular como medida directamente proporcional a la actividad mitocondrial

registrada mediante ensayo de MTT descrito en el Capitulo 3.

Para estos ensayos se utilizaron cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didametro
recubiertos mediante técnica drop-coating, consistente en depositar una gota de

recubrimiento sobre la superficie, en nuestro caso una gota de 10 pl.
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En la Gréfica 1 se presentan los resultados de citotoxicidad para cada uno de los
precursores base (MTMOS; VTES; TEOS y GPTMS). Se encontré que Unicamente las
formulaciones con GPTMS puro eran citotéxicas y por ello se comprobd, ya
inicialmente, si dicha citotoxicidad podia ser reducida a partir de mezclas con el resto
de precursores. Asi, se introdujo la formulaciéon doble 20VTES:80GPTMS que, con sélo
el 20% de VTES, pudo reducir la toxicidad del GPTMS puro por encima los limites
establecidos por la 1ISO-10993-5 (sobrepasando el 70 % de la viabilidad del CONTROL-)
[170].

——MTMOS GPTMS —=—VTES
—=—TEOS 20VTES:80GPTMS =—e—Control
—=— CONTROL +

160
140 +
120 4
100 -+

S —
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Grafica 1. Porcentaje de viabilidad de hAMSCs respecto al CONTROL — (vidrio).

La citotoxicidad del GPTMS puede venir como consecuencia de la gran reactividad

que posee por el grupo funcional que forma parte de su composicion, un grupo epoxi.

Proliferacion

Mediante el mismo ensayo, de medicion de la actividad mitocondrial (MTT), se
estudio de viabilidad celular para periodos de incubacién de 1, 7 y 14 dias con el
objetivo de estudiar los efectos de los recubrimientos sobre la proliferacion celular. En
este caso también se emplearon cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro
recubiertos mediante técnica drop-coating, consistente en depositar una gota de

recubrimiento sobre la superficie, en nuestro caso una gota de 10 pl.

En la Grafica 2 se muestran los valores de proliferacion celular (D.O.) obtenidos
para las tres series de formulaciones sol-gel y el control (vidrio). El mayor contenido en
TEOS en las formulaciones de la serie MTMOS:TEOS indujo significativamente una
mayor proliferacion a todos los periodos de ensayo. El maximo contenido de VTES en

las formulaciones de la serie VTES:GPTMS indujo una menor proliferacién dentro de la
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serie, sin embargo la formulaciéon con el 50 % de VTES mostré la mayor tasa de
proliferacion de la serie tras dos semanas de ensayo. La mayor adhesion inicial fue al
sustrato con tan sélo el 20% de VTES. Para uno y siete dias de ensayo los
recubrimientos 5V5G y 2V8G mostraron mayores valores que 8V2G. En la serie
MTMOS:GPTMS, el menor porcentaje de GPTMS indujo una adhesidn inicial y una
proliferacion a 1y 7 dias significativamente mayor que el resto de recubrimientos de la
serie. Tras 7 dias, 5M5G indujo unos valores de proliferacién que no mostraron
diferencias significativas con 2M8G. A 14 dias, las tres formulaciones de la serie
indujeron valores de proliferacién celular muy similares, siendo menores los inducidos
por 2M8G.

7M3T m8M2T EOMI1T 2V8G m5V5G
m8V2G 2M8G Bm5M5G m8M2G M Vidrio
0,40 -
€035 -
c
S 0,30 -
n
G 0,25 - I
£0,20 I
S
'g 0,15 I
20,10 - I d I
S I n I
a 0,05 - Ii i I L
000 W RREN . THNSE ik CNON he TROR
inicial 1dia 7 dias 14 dias

Grafica 2. Valores de proliferacién de las tres series de recubrimientos y el Control.

Los valores de adhesion inicial fueron significativamente mayores por orden
decreciente para el vidrio, 2M8G, 2V8G y 5M5G, manteniéndose para un dia de ensayo
y mostrando los mayores valores también a 1 dia conjuntamente a 5V5G, que doblé su
poblacién celular respecto a la adhesidn inicial. Tras una semana de ensayo, el vidrio
indujo los mayores valores de proliferacion, seguido de 2M8G y 5M5G (sin diferencias
significativas entre ellos). A dos semanas de ensayo, los valores para las series
VTES:GPTMS y MTMOS:GPTMS y el Control indujeron valores similares de proliferacion
celular, aunque 5V5G mostré valores significativamente mayores que el resto de
materiales de las series y que el Control. Para todos los periodos, la serie MTMOS:TEOS
indujo los menores valores de proliferacion celular.

La serie MTMOS:GPTMS no mostraron diferencias entre los valores de adhesion

inicial y la proliferacion tras 1 dia de incubacion. 8M2Ty 2V8G no mostraron diferencias
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entre sus valores inducidos de proliferacién a tiempo cero y 7 dias, asi como 2V8G,
8V2G y 8M2G no mostraron diferencias entre 1 y 7 dias de incubacidon. 7M3T no
mostro diferencias para los valores de proliferacidn inducidos entre 1 y 2 semanas de

incubacion.
p-valor p-valor
0 dias 1dia 7 dias 14 dias 0 dias 1dia 7 dias 14 dias
Control-7M3T 0,000 0,000 0,000 0,000 8M2T-8M2G 0,005 0,000 0,000 0,000
7M3T-8M2T 0,002 0,000 0000 0,001 9M1T-5V5G | 0,285 0,000 0,000 0,000
8M2T-9M1T 0,000 0,223 0,192 0,000 9IM1T-8V2G 0,040 0,000 0,000 0,000
9IM1T-2V8G 0,000 0,000 0,000 0,000 9IM1T-2M8G 0,000 0,000 0,000 0,000
2V8G-5V5G 0,000 0,093] 0,266] 0,009 9M1T-5M5G| 0,000 0,000] 0,000 0,000
5V5G-8V2G 0,370 0,000 0,049 0,000 9IM1T-8M2G 0,140 0,000 0,000 0,000
8V2G-2M8G 0,000 0,000 0,000 0,954 2V8G-8V2G 0,000 0,000 0,285 0,021
2M8G-5M5G 0,000/ 0,000 0,2166] 0,002 2v8G-2M8G | 0,000 0,037 0000 0,021
5M5G-8M2G 0,118 0,174 0,000 0,002 2V8G-5M5G 0,817 0,000 0,000 0,118

Control-8M2T | 0,000] 0,000 0,000 0,000 2v8G-8M2G | 0,164] 0000 0299] 0,214
Control-9M1T | 0,000] 0,000 0,000 0,000 5v5G-2M8G| 0,000 0,563] 0,000 0,000
Control-2v8G [ 0,000] 0,000 0,000 0,021 5V5G-5M5G | 0,000 0,000 0,000 0,022
Control-5v5G | 0,000] 0,000 0,000 0,000 5v5G-8M2G | 0,119] 0000 0021] 0,000
Control-8v2G | 0,000] 0,000 0,000[ 0,402 8V2G-5M5G | 0,000 0,000 0,000 0,006
Control-2M8G|  0,021] 0,000 0,000 0,751 8V2G-8M2G|  0,030] 0000 0644] 0272
Control-5M5G | 0,000] 0,000 0,000 0,004 2M8G-8M2G] 0,000 0,000 0,000 0,470
Control-8M2G|  0,000] 0,000 0,000 0,603

7M3T-9M1T 0,817 0,000 0,000 0,000 p-valor

7M3T-2V8G 0,009 0,000 0,644 0,000 0-1dia |0-7 dias |0-14 dias|1-7 dias |1-14 dias|7-14 dias
7M3T-5V5G 0,452 0,000 0,023 0,000 Control 0,004 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
7M3T-8V2G 0,125 0,685 0,751 0,001 7M3T 0,004 0,000 0,001 0,000 0,001 0,053
7M3T-2M8G 0,000/ 0,000 0,000 0,000 8M2T 0,000 0,08 0003 0000 0000 0,000
7M3T-5M5G 0,008 0,000 0,000 0,000 IMIT 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040
7M3T-8M2G 0563 0000 088] 0,000 2V8G 0,008] 0247 0000 0817 0000 0,000
8M2T-2V8G 0,000 0,000 0,000 0,000 5V5G 0,000 0,000 0,000 0,817 0,000 0,000
8M2T-5V5G 0,003 0,000 0,000 0,000 8V2G 0,042 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
8M2T-8V2G 0,026] 0000 0,000 0,000 2M8G 0525 0000 0000 0000 0,000 0,000
8M2T-2M8G 0,000 0,000 0,000 0,000 5M5G 0,469 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
8M2T-5M5G 0,000 0,000 0,000 0,000 8M2G 0,453 0,033 0,000 0,166 0,000 0,000

Diferenciacion

Tras cultivo con medio de diferenciacidon osteogénico se cuantificd la deposicion
de calcio (Rojo alizarina), indicativo de diferenciacidon de las células mesenquimales

hacia linaje osteoblastico y mineralizacién de la matriz.

La Grdfica 3 muestra la cuantificacidon de calcio detectada como indicador de
mineralizacién inducida por cada una de las distintas formulaciones de las tres series
de recubrimientos desarrolladas. Los recubrimientos 8V2G y la serie MTMOS:GPTMS
indujeron la misma diferenciaciéon que el vidrio tras 7 dias de cultivo con medio
osteogénico. Los valores de diferenciaciéon para la serie MTMOS:TEOS disminuyeron
conforme aumenté el porcentaje de TEOS, siendo todos ellos menores

significativamente que el Control.

A 14 dias, el Control y el material 8V2G fueron los que menor crecimiento
presentaron respecto a una semana, no habiendo diferencias significativas entre ellos
ni entre el Control y el 7M3T. De la serie MTMOS:TEQS, los valores de diferenciacion

fueron directamente proporcionales al contenido de TEOS. Para la serie VTES:GPTMS
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los mayores valores fueron para 5V5G, seguido de 2V8G, aunque no se obtuvieron
diferencias estadisticas entre ellos debido a la gran dispersién de los datos para 5V5G.
Para los valores inducidos por la serie MTMOS:GPTMS no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.

7M3T m8M2T EOMIT 2V8G m5V5G
m38V2G 2M8G B 5M5G m38M8G W Vidrio

0,50 ~
0,45 -
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Depadsitos de calcio (D.0. 570nm)

7 dias 14 dias

Grafica 3. Valores de mineralizacion mediada por cuantificacién de depdsitos de calcio en
cultivo con medio osteogénico de las tres series de recubrimientos y el Control.

El titanio y todos los recubrimientos indujeron una mayor diferenciacién a 14 que
a 7 dias de ensayo, a excepciéon de 8V2G cuyos valores no mostraron diferencias

significativas entre ambos periodos de estudio.
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p-valor p-valor

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Control-7M3T 0,049 0,369 8M2T-8M2G 0,012 0,000
7M3T-8M2T 0,000 0,000 9M1T-5V5G 0,000 0,000
8M2T-9M1T 0,001] 0,009 9M1T-8V2G | 0,000 0,001
9IM1T-2V8G 0,000 0,000 9IM1T-2M8G 0,000 0,000
2V8G-5V5G 0,001 0,644 9IM1T-5M5G 0,000 0,000
5V5G-8V2G 0,021] 0,000 9M1T-8M2G| 0,000 0,000
8V2G-2M8G 0,523 0,000 2V8G-8V2G 0,643 0,000
2M8G-5M5G 0,750 0,149 2V8G-2M8G 0,012 0,018
5M5G-8M2G 0,007| 0,728 2V8G-5M5G|  0,032] 0,001

Control-8M2T | 0,037] 0,068 2v8G-8M2G| 0,000 0,001
Control-9M1T | 0,037 0,043 5V5G-2M8G|  0,165] 0,057
Control-2v8G | 0,037] 0,043 5V5G-5M5G |  0,524] 0,032
Control-5V5G | 0,002] 0,000 5V5G-8M2G | 0,037] 0,021
Control-8V2G | 0644] 0,106 8V2G-5M5G | 0,643] 0,021
Control-2M8G| 0,643 0,005 8V2G-8M2G| 0,000 0,000
Control-5M5G| 0,885 0,049 2M8G-8M2G] 0,003 0,064
Control-8M2G| 0,069 0,235

7M3T-9M1T 0,000[ 0,000
7M3T-2V8G 0,005] 0,000 p-valor 7-14 dias

7M3T-5V5G 0,340] 0,000 Control 0,026
7M3T-8V2G 0,000[ 0,000 7M3T 0,000
7M3T-2M8G 0,030] 0,001 8M2T 0,000
7M3T-5M5G 0487] 0,164 9M1T 0,040
7M3T-8M2G 0,006] 0,020 2V8G 0,000
8M2T-2V8G 0,000] 0,000 5V5G 0,000
8M2T-5V5G 0,000[ 0,000 8V2G 0,013
8M2T-8V2G 0,000[ 0,026 2M8G 0,000
8M2T-2M8G 0,000] 0,000 5M5G 0,000
8M2T-5M5G 0,002] 0,000 8M2G 0,000

Tras la evaluacién de los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacién y
mineralizacién con hAMSCs, se concluyd que los recubrimientos 7M3T y 5V5G fueron
los mejores de su serie. Para la serie MTMOS:GPTMS, los valores de proliferacién y
mineralizacién fueron muy similares, sin embargo, se decidid seleccionar la
formulacién 5M5G por presentar menor cantidad de grupos -epoxi y asi reducir su

reactividad.

Asi pues, fueron estos tres recubrimientos; 7M3T, 5V5G y 5M5G los

recubrimientos seleccionados (Figura 46).

50%
all  GPTMS

7M3T 5V5G 5M5G

Figura 46. Formulaciones seleccionadas para la Fase de Caracterizacion I tras el cribado
celular inicial de las formulaciones de las tres series de recubrimientos: MTMOS:TEOS,
VTES:GPTMS y MTMOS:GPTMS.

Estos recubrimientos fueron objeto de una caracterizacion completa que

comprendid; (1) la caracterizacion de su sintesis y deposicidn, (2) su caracterizacidon
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fisico-quimica y (3) una caracterizacion de los efectos bioldgicos que estos

recubrimientos pudieran inducir.

1. Sintesis y deposicion

Como se ha indicado anteriormente, se obtuvo un sol transparente y sin
precipitados, con una viscosidad adecuada para obtener una aplicacion correcta sobre
el material. Como resultado, se obtuvo una pelicula de los recubrimientos
seleccionados sobre discos e implantes apreciada por el brillo que el recubrimiento
otorgd a la superficie granallada del titanio.

Tanto en el caso de los discos como los implantes, el proceso de curado tuvo
lugar en sentido vertical, debido a ello se formé una rebaba de recubrimiento en el
borde inferior de los discos. La pelicula formada sobre los discos fue continua, no asi
como la formada en el caso de los implantes donde el recubrimiento se acumulé en los
valles entre las roscas, quedando sin recubrir algunas zonas de las crestas y dejando el
granallado a la vista, como se observo en el microscopio electrénico de barrido (Figura
47).

Fue con esta técnica donde se pudo observar la formaciéon de grietas en el fondo
de los valles recubiertos debido al gran espesor de recubrimiento acumulado, puesto
qgue no se observaron en los discos al tratarse de espesores mucho menores. Se
observé que la capa discontinua de recubrimiento sobre las protesis radiculares tenia
un espesor muy variable para las formulaciones seleccionadas para el primer estudio in
vivo, encontrando fuera de los valles espesores de escala nanométrica hasta la
veintena de micras (Figura 47, Figura 48, Figura 49 y Figura 50). En los valles del cuerpo
de las prétesis, las imagenes de microscopia dptica mostraron (aunque también se
encontrdé mucha variabilidad) espesores mayores, desde 25 um hasta 200 um, siendo
mas habituales espesores mayores para los recubrimientos 5V5G y 5M5G que para
7M3T (Figura 51).

129



7M3T

5V5G

5M5G

Control

Figura 47. Imagenes de SEM de los implantes recubiertos y el Control; base (izquierda,
extremo (centro) y detalle (derecha) de la superficie del implante. Para 7M3T se observan
grietas en sentido transversal en mitad de los valles, mientras que para 5V5G y 5M5G las grietas
son también en sentido longitudinal, probablemente por un mayor espesor. El recubrimiento no
es continuo, dejando ver la superficie granallada del titanio en las crestas de las roscas, zonas
blancas en las crestas de igual apariencia que la superficie del control (bajo derecha).

50 pm »

Figura 48. Detalle en una imagen de SEM del espesor del recubrimiento 7M3T sobre la
superficie granallada del titanio sin implantar.
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Figura 49. Imagenes de SEM con medicién del espesor de la capa de recubrimiento de
7M3T fuera de los valles tras 1 semana de implantacion, con valores que van desde los
663,85 nm (abajo derecha) hasta las 14,07 um (arriba derecha).

pa de recubrimiento de
5V5G fuera de los valles tras 1 semana de implantacién, con valores que van desde las
995,69 nm (abajo derecha) hasta las 18,84 um (arriba derecha).
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200um

Figura 51. Imagenes de microscopia Optica (10X) de la seccidon transversal de protesis
radiculares recubiertas con las formulaciones 7M3T (izquierda), 5V5G (centro) y 5M5G (derecha)
tras 1 semana de implantacién en tibia proximal de conejo (corte mediante técnica EXAKT y
tincion Tricromica de Gomori). En el fondo de los valles se puede observar el espesor de cada
uno de los recubrimientos (flechas blancas).

Como se hard evidente a partir de ahora, no fue posible mostrar datos para todos
los ensayos para el recubrimiento 5V5G en este trabajo ya que, desde un principio, se
decidid no seguir con su caracterizacion tras la evaluacién de los resultados in vivo. Sin
embargo, al inicio de la redaccidn de esta Tesis, se decidid volverlo a incluir debido a
que se cree puede ser un buen ejemplo cualitativo de Control negativo de

osteointegracion.

2. Caracterizacion fisico-quimica

Conforme a lo explicado en la Introduccién de esta Tesis, cambios en
determinados aspectos de la superficie de los materiales afectan de forma significativa
a eventos bioldgicos tales como la adhesion de las células a su superficie o la induccidn
a su diferenciacion. Es por ello que se determind caracterizar la superficie de los
recubrimientos sintetizados, determinando su topografia, hidrofilia, bioactividad y
degradacion, asi como la liberacidn de silicio debida a la degradacién hidrolitica y su

adhesidn al titanio, mostrando aqui los resultados obtenidos.

Los sustrato empleados para estos ensayos fueron discos de titanio puro grado 4
de 12 mm de diametro, 1,2 mm de espesor y 0,5 g de peso, con tratamiento superficial
ADS® (que consigue una rugosidad heterogénea), para los ensayos de rugosidad,
hidrofilia, bioactividad y degradacion. Para el ensayo de adhesién al sustrato, se
utilizaron protesis radiculares comerciales GMI® modelo Frontier de 3,75 mm de
diametro y 8 mm de longitud, también con tratamiento ADS®. Para los ensayos de
degradacion y liberacidn in vitro, el personal investigador de la Universidad del Pais
Vasco empled cubreobjetos circulares de vidrio de 18 mm de didmetro. Los mismos
discos, cubreobjetos e implantes sin recubrir fueron utilizados como control para todos

los ensayos.
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2.1. Rugosidad

Para la caracterizacién de la topografia de los recubrimientos, se realizé una
medida de la rugosidad mediante perfilometria, comparando los datos obtenidos con
el Control, para determinar en qué medida la adicién de cada recubrimiento afectaba a
la rugosidad heterogénea de los discos de titanio. Del ensayo de perfilometria se
obtuvieron las graficas que se muestran a continuacidn (Grafica 4) en las cuales, las
medidas a la izquierda de la flecha pertenecen a la topografia del titanio y las medidas
a la derecha de la flecha al recubrimiento.
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Grafica 4. Perfil de linea de la superficie de los recubrimientos (de arriba abajo) puros
MTMOS y GPTMS y de los sistemas binarios 7M3T y 5M5G (a la izquierda de la flecha) con sus
correspondientes Controles (a la derecha de la flecha).

De los recubrimientos puros, el GPTMS fue el precursor que mayor efecto tuvo
sobre la rugosidad del titanio, haciendo que ésta practicamente desapareciera
(disminucién del 74,1 %). En caso de combinar GPTMS y MTMOS al 50 %, la rugosidad
presentd una disminucidn significativa, si bien menor que en el caso anterior
(disminucién del 44,6 %). La reduccién de rugosidad provocada por el MTMOS fue
mucho mas limitada que en los dos casos anteriores limitandose al 24,2 %. Finalmente,
de todas las formulaciones estudiadas, la formulacion 7M3T fue la que menor cambio

provoco en la topografia del titanio.

Los datos numéricos derivados de estas graficas se muestran en la Tabla 16 en

forma de porcentaje de variacion de rugosidad entre cada recubrimiento y el Control.
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.. Variacion de la rugosidad entre el
Recubrimiento ..
recubrimiento y el control

MTMOS -24,2%
GPTMS -74,1%
7M3T -16,6%
5M5G -44,6%

Tabla 16. Porcentaje de variacién de la rugosidad, medida con el perfilometro, entre cada
tipo de recubrimiento y el control.

Este efecto sobre la superficie granallada del titanio se pudo observar mediante

microscopia electrénica de barrido (Figura 52).

v

J ‘.; R 4 23 '.0

b ey} e T o 10.6% 4 h s

Figura 52. Imagenes de SEM de la superficie de discos de titanio (izquierda) recubiertos
con el material 7M3T (centro) y 5M5G (derecha) y el porcentaje de disminucidon de la rugosidad

del titanio que inducen los recubrimientos.

2.2. Hidrofilia

Para el estudio de la mojabilidad de los recubrimientos, se midié el angulo de
contacto formado por una gota de agua sobre las distintas superficies de los
recubrimientos y el Control. Los discos fueron recubiertos sélo a la mitad para poder
tomar los valores en el recubrimiento y el titanio en la misma muestra. Para cada zona
se tomaron dos medidas (R; derecha e L; izquierda) y se realizaron tres réplicas para
cada recubrimiento. Los valores de angulo de contacto obtenidos para los distintos

materiales indicaron un comportamiento mas hidréfobo para el titanio, seguido del

recubrimiento 5M5G y tras él, el 7M3T con el comportamiento mas hidrofilo de todos
(Tabla 17).

Réplical Réplica2 Réplica3

I I I e N

7M3T 80,7 81,6 59,2 60,8 88,3 88,5 66,0 66,5 82 82,8 65,5 68,6

m 83,8 82,6 67,5 67,8 86,7 86,8 70,5 68,9 84,1 83,9 68,3 68

Tabla 17. Resultados del ensayo de dngulo de contacto de los recubrimientos 7M3T vy
5M5G y sus respectivos Controles. En cada disco se realizaron dos medidas por zona (Control o
recubrimiento), una derecha (R, del inglés right) y una izquierda (L, del inglés left).
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Todos los materiales mostraron diferencias significativas entre si (7M3T-5M5G
p =0,025; 5M5G-Control p =0,001; 7M3T-Control p=0,001), como se indica en la

Tabla 18.
Valores de hidrofilia (°)

7M3T 64,43 +3,63
5M5G * 68,50+ 1,09
Control 84,32+2,65

Tabla 18. Medias y desviaciéon estandar de los valores de angulo de contacto.

Segun Salzman [238], los valores de angulo de contacto que favorecen la
adhesion celular se encuentran en el entorno de 70 °, ajustandose a este valor ambos

recubrimientos.

2.3. Degradacion

La degradacion de los recubrimientos fue registrada por porcentaje (%) de
pérdida de peso, tras cumplir cada uno de los periodos de toma de datos establecidos,

en referencia al peso inicial a tiempo cero.

Ambos recubrimientos mostraron una degradacién hidrolitica inicial muy rapida,
gue se estabilizd, siendo a todos los tiempos mayor para 7M3T. El recubrimiento 7M3T
perdié in vitro casi la mitad de su peso durante la primera semana de ensayo, después
aumentd su degradacién pero a una menor velocidad, sin mostrar, no obstante,
diferencias con el resto de periodos de ensayo. Sin embargo, el material 5M5G tan sélo
degrado el 10% de su peso en la primera semana y durante el resto de periodos no

aumenté demasiado esta pérdida inicial (

Gréfica b).
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Grafica 5. Datos de porcentaje (%) de pérdida de peso respecto al valor inicial para los
materiales 7M3T y 5M5G.
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2.4. Liberacion

La degradacién hidrolitica de los recubrimientos sol-gel libera compuestos de
silicio, acido ortosilicico en su mayoria, lo que le otorga bioactividad a estos materiales.
Tras estudiar la degradacion de estos recubrimientos, se procedié a estudiar la
liberacion de silicio asociada a ésta.

Cubreobjetos de vidrio recubiertos con las distintas formulaciones fueron
sumergidos en agua pura durante distintos periodos de estudio, detectando al final de

éstos la cantidad de silicio (mg Si / L) disuelta mediante espectroscopia.

Ambos materiales presentaron mayores valores de liberacién de silicio a 30 y 50
dias, y aunque los valores para 7M3T se mostraron mayores que para 5M5G. El
recubrimiento 7M3T alcanzé su maximo a 30 dias, tras lo cual la liberacién descendio
con el tiempo. Lo mismo sucedid, aunque no tan evidente, con 5M5G, cuyos valores

desde 14 a 63 dias fueron muy similares como se puede observar en la Grafica 7.
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Grafica 6. Datos de liberacion de silicio para los materiales 7M3T y 5M5G.

La mayor liberacion para 7M3T ocurrié tras un mes de ensayo, disminuyendo con
el tiempo aunque aumentara la degradacion del recubrimiento. Para 5M5G los valores
de liberacion fueron directamente proporcionales a la tasa de degradacion.

2.5. Adherencia al sustrato

Una buena adherencia del recubrimiento al sustrato al cual recubre es
imprescindible al tratarse de implantes 0dseos, puesto que durante el proceso
quirurgico de implantacién, éste debe soportar fuerzas de cizalladura que se producen
debido al enroscado del implante en el defecto dseo generado. A fin de evaluar la
resistencia de los recubrimientos, se implantaron ex vivo prétesis recubiertas con las
diferentes formulaciones en rodilla de cerdo, siguiendo el proceso quirdrgico de

implantacién.

Los recubrimientos resistieron el proceso de implantacion como se muestra en las
imagenes de SEM vy el espectro EDX de la Figura 53, mostrando una correcta

adherencia al sustrato, ya que los recubrimientos permanecieron intactos.

Figura 53. Imagenes de SEM que muestran que los recubrimientos resisten al proceso de
implantacion ex vivo en cada una de las partes del implante; proximal (verde), media (amarillo) y
distal (rojo) (esquema, izquierda), puesto que se detecta silicio sobre la superficie de los
implantes (espectro EDX, derecha).
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En este caso los recubrimientos no sélo resistieron el proceso de implantacién

sino también el desenroscado posterior para extraer la prétesis.

3. Caracterizacion bioldgica

Una vez evaluadas las caracteristicas fisico-quimicas de los recubrimientos, se
procedid a caracterizar como éstas influian en el comportamiento celular de

preosteoblastos en cultivo y sobre los tejidos vivos.

Para determinar el comportamiento celular inducido por los recubrimientos, se
realizaron ensayos de citotoxicidad, adhesidon, proliferacion y diferenciacién. Para
determinar el comportamiento inducido por los diferentes recubrimientos sobre los
tejidos vivos, se implantaron protesis radiculares recubiertas con las distintas
formulaciones utilizando el modelo animal de osteointegracion en tibia de conejo.

Para la caracterizacién bioldgica solamente se empled, como soporte de los
recubrimientos, titanio puro comercial grado 4 con tratamiento superficial ADS®. Este
titanio sirvié como soporte de ensayo en forma de discos (iguales a los ya empleados
en la caracterizacion fisico-quimica), para los ensayos in vitro, y en forma de protesis
radiculares comerciales (modelo GMI® Frontier de dimensiones anteriormente
mencionadas), para los ensayos in vivo. Ambos sustratos fueron facilitados por la
empresa llerimplant S.L. Los mismos discos e implantes sin recubrir fueron utilizados

como control para todos los ensayos.

3.1. Evaluacion biolégica sobre cultivo celular

Con el objetivo de determinar cdémo afectan los distintos recubrimientos al
comportamiento de preosteoblastos, se realizaron ensayos de citotoxicidad y

viabilidad, adhesion, proliferacion y diferenciacion.

3.1.1. Citotoxicidad por extracto

Segln norma, el primer requisito que debe cumplir un biomaterial en desarrollo,
gue vaya a estar en contacto con el interior del organismo, es el de no ser citotdxico
(ISO 10995-5). Por ello, con el objetivo de conocer los posibles efectos toxicos de los
nuevos recubrimientos sobre los preosteoblastos, se cuantificd el porcentaje de
viabilidad celular respecto al Control — para citotoxicidad (Thermanox®) tras
veinticuatro horas de incubacion celular con el producto de extraccion de los

materiales.
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En la Grafica 7 se muestran los porcentajes de viabilidad celular respecto al
Control — para citotoxicidad (Thermanox®), medidos por densidad déptica resultante del
ensayo con MTS (protocolo descrito en el Capitulo 3).

Ninguno de los recubrimientos seleccionados demostré tener ningln efecto
toxico sobre los preosteoblastos, ya que todos ellos indujeron una viabilidad mayor del
70 % respecto al Control —, tal y como establece la norma (Grafica 7).
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Grafica 7. Datos de porcentaje de viabilidad celular respecto al CONTROL — (Thermanox®)
para los recubrimientos 7M3T, 5V5G y 5M5G y para el titanio (Control).

3.1.2. Adhesion

Para determinar la capacidad de los recubrimientos de inducir la adhesion de los
preosteoblastos sobre su superficie, se realizé un ensayo de adhesién mediante MTS
(protocolo descrito en el Capitulo 3) y se observé la morfologia celular sobre la

superficie de los recubrimientos mediante SEM.

En la Grafica 8 se muestran los valores obtenidos para la cuantificacién de ADN

de preosteoblastos, expresada como pg de ADN, tras 3 horas de incubacion.

Como se puede observar, la adhesion celular fue mayor para el recubrimiento
5M5G, quiza debido a que sus valores de angulo de contacto se acercaron al 6ptimo
valor de hidrofilia, de 70 ° comentado anteriormente, para la adhesion celular. Los
valores de adhesion para el Control fueron menores que para 5M5G, aunque no se
encontraron diferencias estadisticas entre ellos (p=0,081). Los menores datos
registrados fueron para el recubrimiento 7M3T, encontraron diferencias

estadisticamente significativas con 5M5G (p = 0,000) y con el Control (p = 0,000).
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Grafica 8. Ensayo de adhesion de preosteoblastos sobre los recubrimientos seleccionados
y el Control

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido mostraron una adhesién
celular algo diferente entre los recubrimientos y el Control (Figura 54). Mientras que,
en el caso de titanio recubierto, los osteoblastos presentaron una adhesion por sus
extremos mediante escasos filopodios, la morfologia del citoesqueleto de los

osteoblastos en cultivo sobre el titanio se mostré mds estrellada, con mayor nimero

de anclajes al sustrato.

Control

50fm

Figura 54. Imagenes de SEM de adhesion osteobldstica a 3 horas sobre los recubrimientos
seleccionados (7M3T a la izquierda, 5SM5G al centro) y el Control (derecha).

3.1.3. Proliferacion

La determinacién de cdmo afectaron las distintas formulaciones a la proliferacion

celular, se realizé mediante cuantificacion de ADN total de cultivos de 1, 7 y 14 dias.

En la Grafica 9 se muestran los valores obtenidos para la cuantificaciéon de la
proliferacion de preosteoblastos en cada periodo de ensayo (1, 7 y 14 dias) en
referencia a la adhesion celular inicial (a 3 horas) dias, como indicador de la

proliferacién celular.
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Se pudieron observar diferencias tras un dia de incubacién para todos los
materiales (p = 0,000 para todas las comparaciones entre materiales). Tras siete dias
de ensayo, los valores de proliferacidn fueron significativamente mayores para 5SM5G,
seguido por 7M3T y por ultimo el Control (5M5G-7M3T p = 0,000; 5M5G-Control
p =0,003; 7M3T-Control p = 0,000). Al finalizar el ensayo, observamos cémo el titanio
presentaba valores mayores de proliferacion que 7M3T, seguido de 7M3T v,
finalmente con un valor similar al de 7 dias de incubacion, 5M5G (p = 0,000 para todas
las comparaciones entre materiales). Todos los materiales mostraron diferencias entre
los distintos periodos de estudio (p = 0,000 entre 1-7, 7-14 y 1-14 dias para 7M3T y el
Control y, entre 1-7 y 1-14 dias, para el recubrimiento 5M5G) a excepcién del material
5M5G que presentd valores muy similares tras una y dos semanas de incubacién
(p=0,122).
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Grafica 9. Ensayo de proliferacion de preosteoblastos sobre los recubrimientos 7M3T y
5M5G vy el Control.

3.1.4. Diferenciacion

La capacidad de los recubrimientos para inducir la diferenciacion osteoblastica
fue determinada por la cuantificacién de la actividad de alcalina fosfatasa (ALP)

respecto a la poblacion celular.

La Gréfica 10 representa la evolucion de la diferenciacién, obtenida como la
fraccion entre la actividad de la ALP y el valor de cantidad de ADN en el cultivo, para el
control y los materiales 7M3T y 5M5G, expresada como mM NNP/ug ADN*h. La ALP es
un indicador de diferenciacién osteoblastico y su actividad es crucial para el inicio de la

mineralizacion de la matriz extracelular.

El material 5M5G presentd valores similares de diferenciacion a 7 y 14 dias de
cultivo, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p = 0,058), sin
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embargo 7M3T y el Control dismunuyeron significativamente tras dos semanas de
incubacién (7-14 dias para Control p= 0,009 y para 7M3T p= 0,037). Durante la primera
semana (ANOVA p = 0,033), 5M5G fue el que menores valores presentd, superado por
7M3T (p=0,017) y el Control (p=0,03), los cuales no mostraron diferencias
significativas entre si (p = 0,065). Sin embargo, los valores de 5M5G a dos semanas
(ANOVA p=0,000) fueron significativamente mayores puesto que los valores de
diferenciacién inducida por 7M3T (5M5G-7M3T p = 0,000) y el Control (5M5G-Control
p = 0,000) decayeron. La tasa de mineralizacion en el caso del Control fue la menor
encontrada a 14 dias de cultivo (5M5G-Control p = 0,000 y 7M3T-Control p = 0,021).

7M3T E5M5G HControl

mM PNP/(ug ADN)*h
[y
w

0,5 1
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Grafica 10. Ensayo de diferenciacion de los recubrimientos seleccionados y el Control.

Con los datos recabados hasta este punto, podemos decir, a modo de resumen,
que el recubrimiento 5M5G, fue el que mas redujo la topografia granallada del titanio,
presentando un grado de hidrofilia cercano al 6ptimo para adhesién celular, no indujo
toxicidad celular pero si una mayor adhesién inicial y una mayor diferenciacion de
osteoblastos a dos semanas. El recubrimiento 7M3T mostré un comportamiento
celular mas similar al titanio, aunque la adhesion inicial al recubrimiento fue menor y
su tasa de mineralizacién levemente superior a 14 dias (también a 7 dias pero sin

significacion estadistica).
3.2. Evaluacion biolégica tras la implantacion in vivo

Para estudiar los efectos que los recubrimientos podian tener sobre los tejidos
vivos, se disefidé un estudio experimental in vivo de implantacion en tibia de conejo,

denominado Fase de Caracterizacion I. Las muestras obtenidas tras la implantacion
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fueron procesadas para obtener cortes histoldgicos que poder observar al microscopio
para evaluar el caracter biocompatible y la capacidad de osteointegracion de los
diferentes recubrimientos respecto del Control, asi como la degradacién in vivo de las

distintas formulaciones.

A continuacidn, en la Figura 55, se muestran los cortes histoldgicos obtenidos tras
1, 2, 4 y 8 semanas de implantacion de las prétesis Control y las recubiertas con las
formulaciones seleccionadas 7M3T, 5V5G y 5M5G.

Se puede observar la gran dispersidon existente en referencia a la posicion de
implantacidn, encontrando en ocasiones prétesis completas dentro del espacio
medular o prétesis implantadas con la zona de la cabeza fuera de la tibia sin contacto
alguno con la cortical. Algunas de las prétesis fueron implantadas con su extremo
apical en contacto con el endostio opuesto al lugar de implantacion, ofreciendo una
mayor estabilidad primaria al implante.
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Figura 55. Cortes histoldgicos de las muestras implantadas (7M3T, 5V5G, 5M5G y Control)
en tibia de conejo para los diferentes periodos de estudio (1, 2, 4 y 8 semanas) dentro de la Fase
de Caracterizacion .

3.2.1. Evaluacidn de la respuesta de reaccidén a cuerpo extraino

En el proceso de desarrollo de un biomaterial es esencial el estudio de los efectos
inducidos sobre los tejidos adyacentes tras su implantacidon in vivo. Por ello se
comprobd que los nuevos recubrimientos desarrollados no indujeran una reaccion
adversa sobre los tejidos. Esto se llevd a cabo mediante un estudio semicuantitativo
basado en un sistema de puntuacion de hasta 3 puntos de una serie de items
relacionados con los efectos de los materiales sobre los tejidos circundantes a los

implantes, tras la observacion de los cortes histoldgicos con microscopio dptico.
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De esta observacion microscépica, ademas, se extrajo un estudio cualitativo de
los principales eventos indicativos de la biocompatibilidad del sistema implante-
huésped, tomando fotografias representativas de cada uno de los eventos
mencionados para cada material y cada periodo de ensayo.

3.2.1.1. Estudio cualitativo de la respuesta de reaccion a cuerpo extrafo

Para el estudio cualitativo de la reaccion de los tejidos a los recubrimientos
implantados, se tuvieron en cuenta principalmente tres aspectos: el estado y evolucion
de la médula ésea, la presencia de células gigantes de reaccidn a cuerpo extrafio y la
formacion y evolucion de la capsula fibrosa.

Médula

Pudimos observar cémo para el Control y el recubrimiento 7M3T la médula
presentaba un buen estado tras una semana de implantacion (mejor en 7M3T que en
el Control), evolucionando hacia una médula traumatizada a dos semanas. Tras cuatro
semanas se comenzd a ver una recuperacion de la médula que se mantuvo a las ocho
semanas de implantacién (Figura 56 y Figura 57).
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Figura 56. Estado de la médula dsea en el recubrimiento 7M3T; con aspecto normal tras 1
semana de implantacion (arriba izquierda); médula aplasica con pérdida de arquitectura tras 2
semanas de implantacién (arriba derecha); médula en proceso de recuperacion de su
arquitectura y carga celular tras 4 semanas de implantacién (abajo izquierda); y médula en
proceso de recuperacion tras 8 semanas de implantacién (abajo derecha.
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Figura 57. Estado de la médula ésea en el Control; con un aspecto un poco traumatizado
tras 1 semana de implantacién (arriba izquierda); mostrando una aplasia total tras 2 semanas de
implantacion (arriba derecha); recuperando la carga celular tras 4 semanas (abajo izquierda) y 8
semanas de implantacién (abajo derecha).

Para los recubrimientos 5V5G y 5M5G la médula presentd un estado traumatico
desde la primera semana, que empeord tras dos semanas de implantacidn,
convirtiéndose en una médula aplasica. El intento, tras cuatro semanas, por mejorar su
estado no perdurd hasta las ocho semanas donde se pudo observar una médula muy

traumatizada (Figura 58 y Figura 59).

148



Figura 58. Estado de la médula ésea en el recubrimiento 5V5G; traumatizada tras 1
semana de implantacidn (arriba izquierda) con poco contenido adipocitico; totalmente aplasica y
con pérdida de su estructura tras 2 semanas de implantacién (arriba derecha); intento de
recuperacion tras 4 semanas de implantacion (abajo izquierda); médula con recuperacién de la
arquitectura pero totalmente aplasica tras 8 semanas de la implantacion (abajo derecha).

Figura 59. Estado de la médula désea en el recubrimiento 5M5G; traumatizada tras 1
semana de implantacién (arriba izquierda) y 2 semanas de implantacion (arriba derecha) sin
mucha pérdida de la arquitectura; intento de recuperacidn de la carga celular tras 4 semanas de

149



implantacién (abajo izquierda); médula totalmente aplasica tras 8 semanas de la implantacién
(abajo derecha).

Asi pues, 7M3T presenté un mejor estado de la médula dsea que el resto de los
recubrimientos, consiguiendo una recuperacién total de ésta al finalizar el periodo de
estudio de 8 semanas. El recubrimiento 7M3T presentd un estado ligeramente mejor
de la médula tras 1 semana de implantacion, alcanzando tanto el Control como este

recubrimiento la completa recuperacion tras 8 semanas de implantacién.

Células gigantes de reaccion a cuerpo extraiio

Tan solo se observaron células de reaccidn a cuerpo extrafio en contacto con el
titanio y en contacto con el recubrimiento 7M3T (Figura 60). Sin embargo, el nimero
de células observadas no supuso un problema de biocompatibilidad puesto que en

ningun caso excedid a la respuesta fisioldgica de reaccidn a cuerpo extrafio.

Figura 60. Células gigantes de reaccién a cuerpo extrafio encontradas en el Control tras 8
semanas (arriba) y en el recubrimiento 7M3T tras 2 semanas de implantacion (abajo).

Cdpsula fibrosa

Tanto el Control como el recubrimiento 7M3T indujeron la formaciéon de una
banda fibrosa extensa y laxa en zonas de contacto implante-médula. Tras dos semanas,
el aspecto de esta capsula fue muy parecido al encontrado para una semana de

implantacidn, sin embargo con el tiempo se observé como esta banda se estrechaba y
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densificaba en las zonas del implante en contacto con la médula (Figura 61 y Figura

62).
'“ 200um :!

Figura 61. Evolucion de la capsula fibrosa para 7M3T; banda fibrosa extensa y laxa tras 1
semana de implantacién (arriba izquierda); tras 2 semanas de implantacién la banda fibrosa se
va compactando (arriba derecha) y continda haciéndolo hasta que tras 8 semanas de
implantacion (abajo) encontramos una banda estrecha y densa envolviendo el implante en zonas
en contacto con la médula dsea.
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Figura 62. Evolucion de la cdpsula fibrosa para el Control; banda fibrosa extensa y laxa tras
1 semana de implantacién (arriba izquierda); tras 2 semanas de implantacién la médula se va
densificando (arriba derecha) hasta transformarse en una fina y densa banda fibrosa observada
tras 4 semanas (abajo izquierda) y 8 semanas de implantacién (abajo derecha) en zonas del
implante en contacto con la médula ésea.

Para los recubrimientos 5V5G y 5M5G el estado de la médula a 1y 2 semanas fue
similar al encontrado para el Control y 7M3T, sin embargo su evolucion no fue la
misma, ya que se observé una capsula fibrosa mas densa y evidente que en el caso
anterior, y que no sélo se encontré en zonas del implante en contacto con la médula si
no que también interpuesta entre el implante y el hueso trabecular (Figura 63 y Figura
64).

Figura 63. Evolucion de la capsula fibrosa para 5V5G; banda fibrosa laxa y densa observada
tras 1 semana de implantacion (arriba izquierda) que se mantiene tras 2 semanas de
implantacién (arriba derecha) y se va densificando con el tiempo hasta transformarse, tras 8
semanas de implantacion (abajo), en una banda fibrosa muy densa que envuelve el implante.
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Figura 64. Evolucion de la cdpsula fibrosa para 5M5G; banda fibrosa laxa y densa
observada tras 1 semana de implantacion (arriba izquierda) que se mantiene tras 2 semanas de
implantacion (arriba derecha) y se va densificando tras 4 semanas de implantacion (abajo
izquierda), hasta transformarse, tras 8 semanas de implantacién (abajo), en una banda fibrosa
muy densa que envuelve el implante.

Por tanto, aunque al inicio las capsulas formadas para todos los materiales fueron
similares, evolucionaron de formas distintas. Para 5V5G y 5M5G la capsula se densificd
mucho formandose una banda fibrosa muy densa que envolvio el implante totalmente
interponiéndose entre el implante y el hueso, cosa que no sucedid para el

recubrimiento 7M3T y el Control.

3.2.1.2. Estudio semicuantitativo de la respuesta de reaccion a cuerpo extraiio

Mediante observacion con microscopio 6ptico de los cortes histolégicos de
determinados items relacionados con la reaccion de los tejidos a los recubrimientos, y
su puntuacién dentro de una escala de 0 a 3, se procedid a evaluar de forma

semicuantitativa el caracter biocompatible de las nuevas formulaciones.

Los items relativos al caracter biocompatible de los sistemas implante-huésped
de los recubrimientos seleccionados fueron; aplasia medular (1), perdida de Ia
arquitectura medular (2), estado medular en zonas alejadas del implante (3), ratio de
adipocitos medulares (4), necrosis del hueso cortical (5), necrosis del hueso trabecular
(6), presencia de células gigantes de reaccidon a cuerpo extrafo (7), presencia de

fibrosis/capsula fibrosa en contacto con la médula (8), presencia de fibrosis/capsula
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fibrosa entre la cortical y el implante, entre el hueso trabecular y el implante (10),
grado de densificacién de la cdpsula fibrosa (11) y neovascularizacion (12).

La Gréfica 11 muestra la puntuacidn conseguida para los recubrimientos 7M3T,
5V5G, 5M5G y el Control, para cada periodo de implantacion.

Los resultados tras el estudio estadistico de los items de biocompatibilidad
seleccionados demostraron que el recubrimiento 5V5G inducia mayores efectos
adversos sobre los tejidos adyacentes que el resto de materiales y que el Control tras 1
semana de implantacién (ANOVA p =0,007; Post hoc: 5V5G-7M3T p = 0,002; 5V5G-
5M5G p =0,003; 5V5G-Control p =0,017). Aunque el recubrimiento 7M3T presentd
mejores valores que el Control a 4 y 8 semanas, estas diferencias no fueron
significativas ya que ANOVA no mostré diferencias significativas entre los efectos
inducidos por ningin material, incluido el Control, tras 2, 4 y 8 semanas de
implantacion (2 semanas p = 0,274; 4 semanas p = 0,72; 8 semanas p = 0,238).
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Grafica 11. Datos de la evaluacién semicuantitativa de los items de biocompatibilidad de
los recubrimientos 7M3T, 5V5G y 5M5G y del Control con los tejidos adyacentes tras la
implantacion.

De modo que, todos los sistemas con los implantes recubiertos presentaron un
comportamiento similar al titanio sin recubrir, a excepcion del 5V5G tras una semana
de implantacion. Los recubrimientos fueron, en general, clasificados como levemente

irritantes, al igual que el titanio.
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3.2.2. Osteointegracion

Mediante observacién, con microscopio Optico, de los cortes histoldgicos
obtenidos en la primera fase de experimentacién animal se evalué la capacidad de
osteointegracion de los implantes recubiertos y Control.

Para alcanzar este objetivo se realizaron varios tipos de estudio: un Estudio
histolégico previo, en el que fueron observados determinados parametros indicativos
de osteointegracién de forma cualitativa, y dos estudios histomorfométricos, en los
que se cuantificaron algunos de esos parametros (Histomorfometria panoramica e

Histomorfometria detallada).

Los implantes con recubrimiento 7M3T y los implantes Control, sin recubrir,
alcanzaron una osteointegracion muy similar, aunque cualitativamente el
recubrimiento 7M3T parecié mostrar una mayor osteointegracién tras 1 y 2 semanas
de implantacién (Figura 65).
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Figura 65. Imagenes de microscopia 6ptica del Control tras 1 semana (arriba izquierda),
7M3T tras 1 semana (arriba derecha), Control tras 2 semanas (abajo izquierda) y 7M3T tras 2
semanas (abajo derecha) de implantacion.

Para todos los materiales evaluados parecid alcanzarse una osteointegracion
equiparable tras 8 semanas de implantacion (Figura 66), con la salvedad de que para
los recubrimientos 5V5G y 5M5G permanecié una fina capsula fibrosa interpuesta
entre el hueso y el recubrimiento, impidiendo el contacto directo del hueso con el

implante.

Figura 66. Imagenes de microscopia Optica del Control (arriba izquierda), 7M3T (arriba
derecha), 5V5G (abajo izquierda) y 5SM5G (abajo derecha) tras 8 semanas de implantacion.

3.2.2.1. Estudio cualitativo de la osteointegracion

En el estudio cualitativo de la osteointegracion se tuvieron en cuenta diferentes
parametros como la osteointegracion con la cortical, la osteointegracion con el hueso

trabecular y la activacion osteoblastica.
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Osteointegracion de la cortical

El hueso cortical es con el que el implante establece la estabilidad en primer
término, la cual, si es adecuada y suficiente, permitira que tenga lugar la neoformacion
de hueso trabecular alrededor del implante, otorgandole la estabilidad bioldgica a
largo plazo (estabilidad secundaria).

En pocos casos se consiguié la osteointegracion completa del hueso cortical,
debido a que en la gran la mayoria de los casos se formdé una cicatriz fibrosa
intermedia, debida tal vez a la existencia de micromovimientos del implante por falta
de suficiente estabilidad primaria debido al modelo de implantaciéon. La
osteointegracién parcial de la cortical dependidé por tanto, de la estabilidad alcanzada
en un primer momento, afectando al grado de estabilidad secundaria que se podria
llegar a alcanzar, no tanto del tipo de material en contacto con ésta.

Asi pues, encontramos, tanto para el Control como para el recubrimiento 7M3T,
corticales sin osteointegrar completamente a cualquier tiempo de ensayo (Figura 67 y
Figura 68).

200um

Figura 67. Osteointegracion del hueso cortical para el Control tras 1 semana de
implantacién (arriba izquierda), 2 semanas de implantacion (arriba derecha) y 4 semanas de
implantacién (abajo izquierda).
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Figura 68. Osteointegracidn de la cortical para 7M3T tras 1 semana de implantacién (arriba
izquierda), 2 semanas de implantacidén (arriba derecha), 4 semanas de implantacién (abajo
izquierda) y 8 semanas de implantacién (abajo derecha).

Para el caso de los recubrimientos 5V5G y 5M5G, encontramos corticales sin
osteointegrar por completo, por la falta de estabilidad primaria del modelo de
implantacién. Sin embargo, como se demostrard mas a delante, al no degradar los
recubrimientos 5V5G y 5M5G, la osteointegracion con la cortical de los implantes
recubiertos con estas formulaciones fue mas escasa que para 7M3T, que si degradg, y

que para el Control (Figura 69 y Figura 70).
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Figura 69. Osteointegracidon del hueso cortical para 5V5G tras 1 semana de implantacion
(arriba izquierda), 2 semanas de implantacion (arriba derecha) y 8 semanas de implantacion
(abajo derecha).

200um

Figura 70. Osteointegracion del hueso cortical para 5SM5G tras 1 semana de implantacion
(arriba izquierda), 2 semanas de implantacion (arriba derecha) y 4 semanas de implantacion
(abajo izquierda).
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Como se ha indicado anteriormente, la formaciéon de una cicatriz fibrosa
interpuesta entre el hueso y el implante, con independencia de la naturaleza de la
superficie, debido a la falta de estabilidad primaria, dificulté la osteointegracién de las
proétesis (Figura 71).

Figura 71. Cicatrices fibrosas entre el hueso cortical y el implante (rojo), encontradas en la
mayoria de los casos para todos los materiales implantados; Control a 4 semanas de
implantacion (arriba izquierda); 7M3T a 4 semanas (arriba centro) y 8 semanas de implantacion
(arriba derecha); 5V5G a 8 semanas de implantacion (abajo izquierda); y 5M5G tras 4 semanas
de implantacién (abajo centro y derecha).

Osteointegracion en hueso trabecular

Como se comentd anteriormente, si se dan los factores que permiten una
estabilidad primaria suficiente tendra lugar la formacion de nuevo hueso trabecular
alrededor del implante que le dé la estabilidad a largo plazo con la que se habra

logrado el éxito de la implantacidn.

Durante la evaluacion de la osteointegraciéon del implante con el hueso
trabecular, se observé que el Control y el recubrimiento 7M3T (Figura 72 y Figura 73)
evolucionaron mejor en el tiempo, osteointegrando mejor debido a la ausencia de
tejido fibroso interpuesto como el que fue encontrado en los recubrimientos 5V5G vy
5M5G (Figura 74 y Figura 75).

En el caso de los implantes sin recubrir (Control), se observd hueso en contacto directo
con el implante desde la primera semana de implantacion debido a la osteogénesis por
contacto, ademas de la formacidn de espiculas activas (por osteogénesis a distancia
desde el endostio) que fueron madurando con el tiempo hasta formar una red de

trabéculas ocupando el espacio entre los valles del implante (Figura 72).
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Figura 72. Osteointegracion con el hueso trabecular para el Control; formacion de
espiculas activas, por osteogénesis a distancia desde el endostio y por osteogénesis por
contacto, tras 1 semana de implantacion (arriba); trabéculas mas maduras tras 2 semanas de
implantacién (centro); maduracidn de las trabéculas y ocupacion de los valles tras 4 semanas de
implantacién (abajo).

Con el tiempo, el recubrimiento 7M3T fue degradando en las zonas préximas al
hueso trabecular, de forma que tras 8 semanas de implantacién se pudo observar que
el recubrimiento 7M3T se habia degradado por completo y nuevo hueso trabecular

ocupaba su lugar en el fondo de los valles (Figura 73).
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Figura 73. Osteointegracion con el hueso trabecular para 7M3T; formacién de espiculas y
trabéculas con gran activacion osteoblastica, por osteogénesis a distancia desde el endostio, tras
1 semana de implantacion (arriba y centro izquierda) y 2 semanas de implantacién (centro
derecha); formacidon de nuevas trabéculas maduras ocupando el lugar del recubrimiento
totalmente degradado tras 8 semanas de implantacion (abajo).

La escasez de activacion osteoblastica y la formacion de tejido fibroso interpuesto
entre el recubrimiento y el hueso para 5V5G, no permitieron una completa

osteointegracién de las protesis recubiertas con esta formulacion (Figura 74).
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Figura 74. Osteointegracion con el hueso trabecular para 5V5G; formacién de escasas
espiculas con poca activacidén osteoblastica tras 1 semana de implantacién (arriba izquierda);
trabéculas tras 2 semanas de implantacion (arriba derecha) en contacto con las zonas sin
recubrir del implante; trabéculas formadas tras 8 semanas de implantacion (abajo derecha) por
activacion del endostio de la cortical opuesta al lugar de insercidn, donde se puede observar que
en los puntos de contacto con el recubrimiento existe una fina banda fibrosa interpuesta entre
el hueso y el implante.

Las espiculas, inducidas por 5M5G dieron paso a trabéculas mas finas que, junto
con la escasa degradacion del recubrimiento y la formaciéon de tejido fibroso
interpuesto entre el implante y el hueso, tampoco permitieron una completa
osteointegracién de las prétesis recubiertas con esta formulacion al igual que en el
caso de 5V5G (Figura 75).
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Figura 75. Osteointegracion con el hueso trabecular para 5M5G; formacion de espiculas
finas con activacion osteoblastica tras 1 semana de implantacién (arriba izquierda); trabéculas
inmaduras y delgadas tras 2 semanas de implantacion (arriba derecha); trabéculas maduras tras
4 semanas (abajo izquierda) y 8 semanas de implantacion (abajo derecha) con una fina banda
fibrosa interpuesta entre el hueso y el implante.

Activacion osteobldstica

Para evaluar el grado de reactividad de las superficies se evalué la activacién
osteoblastica del hueso alrededor del implante. A primeros tiempos fue cuando mayor
activacion osteoblastica se observd, siendo mas abundante para 7M3T, luego para el
Control (Figura 76) y menor para 5M5G.

Figura 76. Detalle de la formacidn de espiculas activas inducidas por el titanio (izquierda y
centro) y el recubrimiento 7M3T (derecha) tras una semana de implantacién. Se pueden
observar los osteoblastos en los bordes del osteoide del nuevo hueso en formacion.

En los cortes histoldgicos de 5V5G se observaron pocos osteoblastos adheridos a

las espiculas dseas. En el caso del material 5M5G, las espiculas formadas a primeros
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tiempos presentaron un menor grosor y menores ramificaciones que las espiculas

Oseas inducidas por el titanio y 7M3T, dando un aspecto de espiculas mas rectas y

menos sinuosas (“afiladas”, Figura 77).

¥ r [ :
‘B

¢

100um

Figura 77. Espiculas activas tras una semana de implantacion para el Control (arriba
izquierda), 7M3T (arriba centro) y 5M5G (arriba derecha). Estructura de las nuevas trabéculas
formadas para el Control tras 4 semanas de implantacién (abajo izquierda), para 7M3T tras 1
semana de implantacidn (abajo centro) y para 5M5G tras 1 semana de implantacion (abajo
derecha), donde se puede comparar la estructura “afilada” de 5M5G con la estructura trabecular
tipica inducida por el titanio y 7M3T.

Durante el estudio cualitativo de la osteointegracion, se observé el fendmeno de
la osteoconduccién en las protesis radiculares sin recubrir. El titanio ofrecié una
superficie apta para la adhesién celular, produciéndose la formacién de nuevo hueso
desde la superficie del implante, es decir mediante osteogénesis por contacto (Figura
78). La osteointegracion de los recubrimientos tuvo lugar mediante formacién de
nuevo hueso sobre la superficie del antiguo hueso en la zona de peri-implantacion

(osteogénesis a distancia).

&
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Figura 78. Imagenes del Control tras 2 semanas de implantacidon, donde se observa el
fendmeno de osteoconduccion del titanio con la formacion de nuevo hueso mediante
osteogénesis por contacto.
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3.2.2.2. Histomorfometria Panoramica

Para el estudio cuantitativo de la osteointegracién, primero se realizé el estudio
de Histomorfometria Panordmica, para observar si existian diferencias entre el lugar
de implantacién de las protesis implantadas. A partir de las imagenes panoramicas,
como la de la Figura 79, obtenidas del photomerge de imagenes de microscopia Optica
tomadas a pocos aumentos (2X), se realizaron distintas mediciones para evaluar la
posicion de cada implante en la porcidén proximal de la tibia, el alcance de la formacion
de nuevo hueso trabecular a lo largo del implante y el éxito del modelo experimental.

1000um

Figura 79. Imagen panoramica utilizada para las mediciones de la Histomorfometria
Panordmica, resultado del photomerge de las imagenes de microscopia Optica tomadas a pocos
aumentos (2X). Recubrimiento 5V5G tras 1 semana de implantacion.

Las variables escogidas para este estudio fueron: la longitud (VSTi) y anchura
internos de la tibia (HSTi), la longitud (VSTe) y anchura externos de la tibia (HSTe), el
espesor de las corticales (derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i), el area (A_canal) y
perimetro (P_canal) del canal medular, el area del implante (A_impl), el alcance del
hueso trabecular desde el endostio a lo largo del implante (derecha EH_ad e izquierda
EH_ai) y el contacto del implante con la cortical opuesta (derecha EH_bd e izquierda
EH_bi). La medicién de cada parametro y el estudio estadistico se realizaron tal y como
se describio en el Capitulo 3.

Las graficas siguientes muestran valores de los parametros de |la

Histomorfometria Panordmica, expresados en milimetros (mm), para las muestras
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implantadas de la Fase de Caracterizaciéon | de implantacién en tibia proximal de
conejo tras 1 semana de implantacién (Grafica 12), 2 semanas de implantacién (Grafica
13), 4 semanas de implantacion (Grafica 14) y 8 semanas de implantacién (Grafica 15).

El estudio estadistico de estos parametros histomorfométricos, a lo largo de los
periodos de implantacién, reveld que no habia diferencias significativas entre los
distintos materiales (protesis con distintos recubrimientos y sin recubrir) ni entre los
periodos de estudio para cada material.

MEH_ad WEH_ai WEH_bd MEH_bi mVSTi mVSTe MHSTi MHSTe A_canal ®P_canal mE_cor_d E_cor_i
80
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60 -
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o] I
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20
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Parametros de histomorfometria general (mm)

Control
7M3T
5V5G

5M5G

Periodo de implantacién 1 semana

Grafica 12. Valores de los parametros de la Histomorfometria Panordmica (mm) para las
muestras implantadas de la Fase de Caracterizacion | tras 1 semana de implantacion en tibia
proximal de conejo para las variables; alcance del hueso trabecular desde el endostio a lo largo
del implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai); contacto del implante con la cortical opuesta
(derecha EH_bd e izquierda EH_bi); longitud de la tibia (interna VSTi y externa VSTe); anchura de
la tibia (interna HSTi y externa HSTe); area del canal medular (A_canal), perimetro del canal
medular (P_canal); y espesor de las corticales (derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i).
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80
70 1
60
50 - I I
40 -
30

20 1

" il IHL . id I__ all I

v
n
>
n

Parametros de histomorfometria general (mm)

Q
n
=
)

Control
7M3T

Periodo de implantacién 2 semanas

Grafica 13. Valores de los parametros de |la Histomorfometria Panoramica (mm) para las
muestras implantadas de la Fase de Caracterizacion | tras 2 semanas de implantacién en tibia
proximal de conejo para las variables; alcance del hueso trabecular desde el endostio a lo largo
del implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai); contacto del implante con la cortical opuesta
(derecha EH_bd e izquierda EH_bi); longitud de la tibia (interna VSTi y externa VSTe); anchura de
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la tibia (interna HSTi y externa HSTe); area del canal medular (A_canal), perimetro del canal
medular (P_canal); y espesor de las corticales (derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i).

MEH_ad MEH_ai MEH_bd MEH_bi MVSTi mVSTe MHSTi HHSTe A_canal MP_canal ME_cor_d E_cor_i
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7M3T
5M5G

Periodo de implantacion 4 semanas

Grafica 14. Valores de los parametros de la Histomorfometria Panordmica (mm) para las
muestras implantadas de la Fase de Caracterizacién | tras 4 semanas de implantacidn en tibia
proximal de conejo para las variables; alcance del hueso trabecular desde el endostio a lo largo
del implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai); contacto del implante con la cortical opuesta
(derecha EH_bd e izquierda EH_bi); longitud de la tibia (interna VSTi y externa VSTe); anchura de
la tibia (interna HSTi y externa HSTe); area del canal medular (A_canal), perimetro del canal
medular (P_canal); y espesor de las corticales (derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i).
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Grafica 15. Valores de los parametros de |la Histomorfometria Panoramica (mm) para las
muestras implantadas de la Fase de Caracterizacion | tras 8 semanas de implantacién en tibia
proximal de conejo para las variables; alcance del hueso trabecular desde el endostio a lo largo
del implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai); contacto del implante con la cortical opuesta
(derecha EH_bd e izquierda EH_bi); longitud de la tibia (interna VSTi y externa VSTe); anchura de
la tibia (interna HSTi y externa HSTe); area del canal medular (A_canal), perimetro del canal
medular (P_canal); y espesor de las corticales (derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i).

Estos resultados indicaron que, pese a estar implantados a distinta altura a lo
largo de la tibia proximal, no existieron diferencias histomorfométricas entre estas
zonas de la tibia. Indicandose, ademas, que ni si quiera existen diferencias entre el

alcance de la formacion de nuevo hueso trabecular inducida por los distintos
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materiales. Seguramente estos resultados se deban a la gran dispersidon observada en
las medidas.

3.2.2.3. Histomorfometria Detallada

Tras la Histomorfometria Panordmica se pas6 a evaluar los datos recogidos de
las variables histomorfométricas de Hueso en contacto con el implante, Hueso entre
roscas y Hueso peri-implante de la Histomorfometria Detallada para la Fase de
Caracterizacion |.

En la Grafica 16 se muestran los valores para la variable Hueso en contacto con el
implante para los recubrimientos 7M3T, 5V5G y 5M5G vy el Control obtenidos tras el
estudio histomorfométrico de las imagenes de microscopia Optica de los cortes
histoldgicos de las muestras tras el cumplimiento de los periodos de estudio de 1, 2, 4
y 8 semanas.

Se observaron los mayores valores para el Control tras 1, 2 y 4 semanas de
implantacién, siendo sélo superado por 7M3T a 8 semanas. Tan solo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el recubrimiento 5M5G y el Control
tras 2 semanas de implantacion (p=0,046). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos periodos para cada material.

7M3T E5V5G E5M5G Control
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Grafica 16. Valores para el Hueso en contacto con el implante para los recubrimientos
7M3T, 5V5G y 5M5G vy el Control obtenidos tras el estudio histomorfométrico de las imagenes
de microscopia 6ptica de los cortes histolégicos de las muestras tras el cumplimiento de los
periodos de estudio de 1, 2, 4y 8 semanas.
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En la Grafica 17 se muestran los valores para la segunda variable, Hueso entre
roscas, para los recubrimientos 7M3T, 5V5G y 5M5G y el Control obtenidos tras el
estudio histomorfométrico de las imagenes de microscopia éptica de las muestras tras
el cumplimiento de los periodos de estudio de 1, 2, 4 y 8 semanas.

Para esta segunda variable, se observaron los mayores valores de éste parametro
para todos los recubrimientos y, en especial, para el 7M3T y 5V5G para 1, 2y 8
semanas en comparaciéon con el titanio. Sin embargo, y dada a la dispersién de datos,
tan sélo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre 5V5G y 5M5G
para 1 semana (p =0,046), al ser éste ultimo el menor de todos los datos recogidos
para este periodo. Con el material 7M3T y el Control se observé una gran variabilidad
(p=0,05), asi como entre 7M3T y 5V5G (p =0,05). Cabe sefialar que las mayores
diferencias tuvieron lugar tras 8 semanas de implantacién, donde se observd que la
cantidad de hueso en contacto con el implante aumentd para todos los materiales
excepto para el Control que mantuvo practicamente los mismos valores dese la
primera semana de implantacién. Los valores mayores para 8 semanas fueron
registrados para 7M3T y 5V5G, ambos con dispersiones elevadas. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos periodos para cada

material.
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Grafica 17. Valores para el Hueso entre roscas para los recubrimientos 7M3T, 5V5G y
5M5G y el Control obtenidos tras el estudio histomorfométrico de las imagenes de microscopia
Optica de las muestras tras el cumplimiento de los periodos de estudio de 1, 2, 4y 8 semanas.

En el caso de la variable de Hueso peri-implante, los valores para los
recubrimientos 7M3T, 5V5G y 5M5G y el Control, obtenidos tras el estudio
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histomorfométrico de los cortes histoldgicos tras los periodos de estudiode 1, 2,4y 8

semanas, se muestran en la Grafica 18.

Para la tercera variable histomorfométrica, los recubrimientos mostrarona 1,2y
4 semanas valores algo mayores que el Control, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas entre ellos. Las mayores diferencias fueron observadas en el
caso de los recubrimientos 7M3T y 5V5G, que aumentaron tras 8 semanas de
implantacion en comparacion al 5M5G y Control, aunque sin presentar diferencias
significativas debido, de nuevo, a la gran dispersion de los datos (p =0,05). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos periodos para
cada material.
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Grafica 18. Hueso peri-implante para los recubrimientos 7M3T, 5V5G y 5M5G y el Control
obtenidos tras el estudio histomorfométrico de los cortes histolégicos de las muestras tras el
cumplimiento de los periodos de estudio de 1, 2, 4 y 8 semanas.

Los implantes con el recubrimiento 7M3T fueron los Unicos que, debido a la
rapida degradacién de su formulacion, ofrecieron a 8 semanas una superficie lo
bastante estable para que se produjera el contacto hueso-implante observado en los
implantes Control. Debido a la degradacién continua de los recubrimientos, la
superficie inestable no fue favorable para la osteogénesis por contacto con la
superficie, estimulandose la osteogénesis a distancia y, con ella, un aumento del hueso

alrededor del implante (variables Hueso entre roscas y Hueso peri-implante).
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3.2.3. Degradacion sol-gel in vivo

Con el objetivo de determinar la degradacién in vivo de los recubrimientos, se
realizé un estudio de los recubrimientos implantados durante los periodos de estudio
correspondientes a la Fase de Caracterizacion | mediante imagenes de microscopia
Optica y electrénica de barrido.

Cabe recordar que, en la Fase de Caracterizacion 1, parte de las muestras
implantadas fueron procesadas para su observacidon a microscopio Optico y parte se
procesaron para su estudio mediante microscopia electrénica de barrido (Capitulo 3).

Mientras que en la zona de contacto con el hueso cortical la degradacién fue baja
(Figura 80, imdagenes a.1 y b.1), pudimos observar cémo en los valles del cuerpo del
implante que estaban ocupados por trabéculas dseas el recubrimiento comenzaba a
perder espesor después de dos semanas de implantacién (Figura 80, imagenes a.2 y
a.3).

PR

Figura 80. Imagenes de microscopia Optica (serie a) y SEM (serie b) para el recubrimiento
7M3T tras 2 semanas de implantacién; imagen panordmica del implante (a y b), recubrimiento
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en contacto con el hueso cortical (a.1 y b.1) y recubrimiento comenzando a degradar en
contacto con el hueso trabecular (a.2 y a.3).

Esta degradacion fue mas acusada con el tiempo hasta el punto de hacer
desaparecer por completo el recubrimiento tras ocho semanas (Figura 81, imagenes
a.1, b.1y b.2). Sin embargo, en las zonas donde el recubrimiento se encontraba en
contacto con el espacio medular, el recubrimiento permanecio intacto en el tiempo
(Figura 81, imagen a.2).

TR

Figura 81. Imagenes de microscopia Optica (serie a) y SEM (serie b) para el recubrimiento
7M3T tras 8 semanas de implantacion; imagen panoramica del implante (a y b), degradacion
completa del recubrimiento en valles ocupados por trabéculas dseas (a.1, b.1 y b.2);
recubrimiento en contacto con el espacio medular (a.2) que no degrada.

En el caso del recubrimiento 5V5G, éste no degradd en contacto con el hueso
trabecular, mostrandose tras ocho semanas de implantacién tal cual fue implantado
(Figura 82, imagenes a.1 y b.1). Como en el caso anterior, tampoco degradd ni en
contacto con el hueso cortical ni con el espacio medular (Figura 82, imagenes a.2 y

b.2). La presencia de la capsula fibrosa interpuesta entre el recubrimiento y el hueso
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pudiera ser la explicacién a la falta de degradacién del recubrimiento no evidenciada
en el ensayo de degradacidn in vitro. Aunque en las zonas donde esta cdpsula no es
perceptible, tampoco ocurre la degradacién del recubrimiento (Figura 82, imagenes
a.3yb.3).

Figura 82. Imagenes de microscopia Optica (serie a) y SEM (serie b) para el recubrimiento
5V5G tras 8 semanas de implantacidn; imagen panoramica del implante (a y b), recubrimiento
en contacto con el hueso trabecular con cépsula fibrosa interpuesta (a.1 y b.2) que no degrada;
recubrimiento en contacto con el espacio medular (a.2 y b.2) que no degrada; recubrimiento en
contacto con el hueso trabecular sin capsula fibrosa interpuesta (a.3 y b.3) que tampoco
degrada.
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En las imagenes de SEM para el recubrimiento 5V5G, se observaron, tras una

semana de implantacidn, algunas zonas intermedias entre el recubrimiento y la resina

de inclusién o el hueso con un tono de gris diferente a todos estos materiales (Figura
83y Figura 84).
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Figura 83. Imagenes de SEM de un implante recubierto con la formulacidon 5V5G (arriba)
tras una semana de implantacion en el que se encontrd una zona intermedia (abajo izquierda),
marcada como Spectrum 1, sobre la cual se realizé un microanalisis en perfil de linea (abajo
derecha) que mostré que existia una superposicion de sefiales para calcio, fosforo y silicio
(flecha negra en grafica derecha).
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Figura 84. Imagen de SEM de un implante recubierto con la formulacién 5V5G (arriba
derecha) tras una semana de implantacidn correspondiente a la imagen de microscopia dptica
(arriba izquierda), donde se encontrd una zona intermedia marcada con una flecha blanca, sobre
la cual se realizé un microanalisis en perfil de linea (abajo derecha e izquierda), que mostré que
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en esa zona existia una superposicidon de sefales para calcio, fésforo vy silicio (flecha negra en
grafica derecha).

Mediante microanalisis puntual y/o en perfil de linea se determind una zona
intermedia en la que se superponian las sefiales para el calcio, el fésforo y el silicio,
pudiendo ser interpretada como una zona de induccién a la formacién de nuevo hueso
debido a la liberacién de silicio (Figura 83 y Figura 84, graficas de la derecha). Por lo
que entonces se deduciria que, aunque imperceptible mediante la evaluacién
realizada, si existié un minimo de degradacion del recubrimiento, al menos antes de

que se cumpliera el periodo de una semana tras la implantacién.

Lo observado en el caso del recubrimiento 5M5G, tanto con las imagenes de
microscopia éptica como con las de microscopia electrénica de barrido, indicéd que
tampoco degradaba, del mismo modo que el 5V5G, pudiéndolo encontrar en el mismo
estado tras 8 semanas de implantacidn tanto en las zonas en contacto con el hueso
cortical, con el espacio medular o el hueso trabecular, como en presencia o ausencia
de capsula fibrosa interpuesta (Figura 85).

Figura 85. Imdagenes del implantes recubiertos con la formulacién 5M5G tras 8 semanas
(imagenes de microscopia Optica, serie a) y 2 semanas de implantacidn (imagenes de SEM, serie
b) para el recubrimiento; imagenes panoramicas de los implantes (a y b), imagenes del
recubrimiento en contacto con el hueso cortical (a.1y b.2).

En este caso, también fueron localizadas, tras una semana, zonas intermedias
entre el hueso y el recubrimiento que mostraban un tono de gris diferente al del
hueso, la resina de inclusidn y el recubrimiento (Figura 86). Como en el caso del
recubrimiento 5V5G se realizé un microanalisis, bien puntual y/o de perfil en linea, en

el que se observd para esas zonas (Figura 86, imagenes a.1y b.1) una superposicion de
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las sefiales para calcio, fésforo vy silicio (Figura 86, imagenes a.2, a.3, b.2 y b.3). De
nuevo, interpretamos esta zona como una zona de induccién a la formacién de nuevo
hueso debida a la liberacién de silicio. Deduciendo también que, aunque imperceptible
mediante la evaluacidn realizada, también existid6 un minimo de degradacion del
recubrimiento 5M5G, al menos antes de que se cumpliera el periodo de una semana
tras la implantacion.
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Figura 86. Imagen de SEM de un implante recubierto con la formulacién 5M5G (1) tras una
semana de implantacion y el detalle de su zona superior en contacto con el hueso cortical (2)
donde se observan dos zonas (a y b) que presentan la interfaz. Para la primera zona (a.1) se
realizd microandlisis con un mapeado general (a.2) donde se solaparon las sefiales para calcio
(azul), fosforo (amarillo) y silicio (rojo) y un espectro de la zona que recogia la zona ocupada por
el rectangulo amarillo, titulado Spectrum 1, en a.2, en el cual (a.3) se detectaron los tres
elementos, calcio (Ca), fésforo (P) vy silicio (Si). Para la segunda zona (b.1) el microandlisis se
realizé en forma de perfil en linea atravesando la zona de estudio (b.2), que también mostro
superposicion de sefiales para calcio, fésforo y silicio (flecha negra en grafica derecha, b.3).

El recubrimiento 7M3T consiguié degradar completamente tras 8 semanas de
implantacién en las zonas en contacto o proximidad con hueso trabecular de nueva
formacion. Sin embargo, ni el recubrimiento 5V5G ni el recubrimiento 5M5G, cuya tasa
de degradacidn in vitro fue mas lenta, consiguieron degradar durante la implantacién

in vivo, permaneciendo intactos tras 8 semanas de implantacion. El aislamiento debido
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a la capsula fibrosa formada entre el recubrimiento y el hueso, en estos
recubrimientos, pudiera ser el motivo de la ausencia de degradacién. No obstante,
precisamente en las zonas de hueso/médula-recubrimiento para 5V5G y 5M5G, se
observd una banda con interposicion de sefiales de fosforo, calcio y silicio indicativo de
la reactividad de las superficies de estos recubrimientos para la formacién de nuevo
hueso.

4. Discusion

Para todas las formulaciones se obtuvo un sol transparente y sin precipitados,
con una viscosidad adecuada para obtener una aplicacion correcta sobre el material
(Figura 47). Los espesores registrados fueron mayores para los recubrimientos 5V5G y
5M5G que para 7M3T (Figura 48 - Figura 51), teniendo, ademas, 5M5G mayor efecto
sobre la topografia del titanio que 7M3T al reducir su rugosidad a casi la mitad (Tabla
16, Figura 52). Todos los recubrimientos mostraron una buena adherencia al sustrato,
evaluada ex vivo en céndilo femoral de cerdo (Figura 53).

Salzman [238] realizé un estudio correlacionando los valores de adhesién de
diferentes tipos celulares a distintas superficies poliméricas con su dngulo de contacto.
En este estudio se observa que los mayores valores de adhesidn celular se obtuvieron
en superficies que mostraron un angulo de contacto dentro del rango de 70°— 80 °,
siendo el maximo encontrado para la adhesion entorno a 70°. Todos los
recubrimientos mostraron valores de dngulo de contacto en el entorno de este valor,
mientras que el Control presentd un valor de dngulo de contacto superior a 80 ° (Tabla
18). Los datos de adhesion encontrados mostraron una mayor adhesién para 5M5G y
el Control (Gréfica 8). En cuanto a la morfologia celular inducida por los
recubrimientos, se observé que los recubrimientos indujeron osteoblastos alargados
con escasos filopodios, observandose osteoblastos mds extendidos y con mayores
anclajes para el Control (Figura 54). También se observé una mayor y mas temprana
actividad de ALP inducida por 5M5G (Grafica 10), mostrando valores de proliferacion
similares al resto de materiales para 7 dias (Grafica 9), pero menores que 7M3T vy el

Control para 2 semanas.

No obstante, el comportamiento in vitro, observado tanto para osteoblastos
como para mesenquimales de tejido adiposo sobre los recubrimientos, no guardd
relacion con los efectos inducidos sobre los tejidos vivos. Como se comentd en la
Introduccidn, la caracterizacidn in vitro no es capaz de demostrar la respuesta de los

tejidos a los materiales, siendo esenciales los modelos animales para evaluar la
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respuesta de los tejidos de un biomaterial [174]. En la observacion al microscopio
Optico de los cortes histoldgicos el recubrimiento 7M3T mostré cualitativamente un
mejor comportamiento con los tejidos adyacentes que los demas recubrimientos, no
encontrandose tejido fibroso interpuesto entre éste y el hueso trabecular, e incluso
que el Control (Figura 73). En este estudio, el recubrimiento 7M3T mostrd a primeros
tiempos un mejor estado de la médula dsea (Figura 56 y Figura 57) y una mayor
activacion osteobldstica que el Control (Figura 76), con una buena evolucién en el
tiempo de la capsula fibrosa (Figura 61) y la formacion de trabéculas dseas bien
formadas que acabaron por osteointegrar al implante al finalizar el estudio. Sin
embargo, los recubrimientos 5V5G y 5M5G indujeron la no recuperacion de la médula
Osea con el tiempo, acompafandola de una mayor cdpsula fibrosa que roded al
implante, interponiéndose entre el hueso y el recubrimiento (Figura 74 y Figura 75).

En las imagenes histoldgicas se observé cdmo el hueso en contacto en las prétesis
recubiertas tuvo lugar, en muchos casos, en zonas donde el espesor del recubrimiento
no era visible a 20X con el microscopio dptico, esto puede deberse a que la adhesidn
sobre la superficie recubierta se viera menos inducida debido al caracter
biodegradable de los recubrimientos. Las superficie que degradan rapidamente
presentan una superficie inestable para el crecimiento celular y la formacion tisular,
mostrando éstos un crecimiento éseo por osteogénesis a distancia en lugar de una
ostegénesis de contacto (Figura 73) [2]. Sobre stas superficies, las proteinas
(fibronectina, laminina, vitronectina,...) y citoquinas (BSP y OPN) adheridas, que
favorecen la adhesidn celular mediada por integrinas y la nucleacion de cristales de
apatita para la formacion de la linea cementada, se desprenden de la superficie debido
a que la degradacién del recubrimiento no ofrece una superficie lo suficientemente
estable. Con el tiempo, la degradacién total del recubrimiento permite que las
proteinas y citoquinas se adhieran de forma estable, favoreciendo la formacién de
nuevo hueso sobre su superficie (Figura 87). Al mismo tiempo, la degradacion de los
recubrimientos libera silicio, que es osteoinductor. Por ello, en el caso de las protesis
recubiertas prevalecio la osteogénesis a distancia para la formacién de nuevo hueso. Al
verse mas favorecida la osteogénesis a distancia, debido a la liberacion de silicio
durante la degradacion de la superficie del recubrimiento, los recubrimientos
mostraron mayor cantidad de nuevo hueso alrededor del implante, Hueso entre roscas
(Grafica 17) y Hueso peri-implante (Grafica 18), que de Hueso en contacto con el

implante (Grafica 16).
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Figura 87. Esquema de la relacion entre la degradacion de los recubrimientos y la adhesion
de proteinas y células que promueven la formacion Osea; las proteinas y citoquinas se
desprenden de la superficie debido a que la degradacion del recubrimiento no ofrece una
superficie lo suficientemente estable (centro); la degradacion total del recubrimiento deja libre
la superficie del implante de titanio que permite que las proteinas y citoquinas se adhieran y
favorezcan la formacion de nuevo hueso sobre su superficie (linea cementada con osteoblastos
adheridos, abajo).

El recubrimiento 7M3T fue el Unico que consiguié degradar completamente tras 8
semanas de implantacion. Su completa degradacion aumenté la superficie de titanio
libre con la que el nuevo hueso formado por osteogénesis a distancia pudo entrar en
contacto con el implante, aumentando el valor de la variable Hueso en contacto con el
implante (0,192 + 0,093) para el recubrimiento 7M3T (Gréfica 16). En las siguientes
graficas podemos comparar las tendencias de los distintos parametros
histomorfométricos para el recubrimiento 7M3T y el Control. Asi pues, para la variable
Hueso en contacto con el implante (Grafica 19), mientras el recubrimiento parece
inducir el contacto directo implante-hueso tras la degradacion total del recubrimiento
a 8 semanas, la induccién del Control no varia puesto que la supeficie estable del

titanio siempre esta disponible a lo largo de todo el ensayo.
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Grafica 19. Valores de Hueso en contacto para el recubrimiento 7M3T y el Control.

Para las variables Hueso entre roscas (Grafica 20) y Hueso peri-implante (Grafica
20), las tendencias observadas fueron similares. Mientras que la capacidad de
osteointegracidon del Control no varia con el tiempo, el recubrimiento parece que es
capaz de inducir la osteogénesis a distancia y rodearse de nuevo hueso a lo largo de las

semanas de implantacion.

m7M3T HControl
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 -

Hueso entre roscas

l1semana 2semanas 4semanas 8semanas

Grafica 20. Valores de Hueso entre roscas para el recubrimiento 7M3T y el Control.

181



m7M3T mControl
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -

Hueso peri-implante

0,00 - T
l1semana 2semanas 4semanas 8semanas

Grafica 21. Valores de Hueso peri-implante para el recubrimiento 7M3T y el Control.

Debido a que el modelo de implantacion, aunque ampliamente descrito en
bibliografia para osteointegracion de implantes dentales [172, 192, 196, 197, 198, 199,
200], presentd una insuficiente estabilidad primaria, el proceso de osteointegraciéon
dependié en gran medida del cardcter osteoinductor de los materiales. Asi pues, la
rapida degradacion de 7M3T favorecio la estabilizacién de la superficie con el tiempo y
la liberacion de compuestos de silicio, por lo que tras la completa degradacién del
recubrimiento (tras 8 semanas) el nuevo hueso inducido (por el efecto del silicio
liberado), por osteogenésis a distancia, pudo contactar directamente con la superficie
del implante. En el caso del Control, se indujo la osteogénesis por contacto inicidandose
desde el principio un contacto directo con el hueso y una integracién del implante por
osteoconduccidn, puesto que la superficie del titanio, estable y libre, estaba disponible

desde el inicio del ensayo.

El silicio (en concentracion menor de 2 mM), a un pH entre 7y 9, se encuentra en
forma soluble como 4acido ortosilicico [107]. El pH de la matriz extracelular de la
médula ésea es de alrededor de 7,4 [239, 240, 241, 242], por lo que cabria esperar que
la especie mas abundante de compuestos de silicio en la matriz extracelular fuera el
acido ortosilicico. Estd recogido en la bibliografia que el acido ortosilicico promueve la
proliferaciéon osteoblastica, la diferenciacion de la matriz extracelular, la actividad
enzimatica (por ejemplo de ALP) y la expresién génica [107], asi como también
promueve el crecimiento de hBMSC [102]. Ademads, los trabajos de Gao [104],
Maheira [105] Wiens [99] y Han [105] determinan que el silicio, proveniente de la
degradacion de biomateriales ricos en silice, desencadena selectivamente patrones de
expresion de genes de osteoblastos (incluyendo la OCN, ALP Col al y Col a2 y OPN),

induciendo la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, la formacién de nédulos
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de mineralizacion y la inhibicion de la osteoclastogénesis. Asi pues, deducimos que la
liberacién in vivo de compuestos de silicio de los recubrimientos sol-gel evaluados
indujo activacién osteobldstica, alcanzandose un aumento en el Hueso en contacto con

el implante tras ocho semanas de implantacion.

En muestras de 1y 2 semanas de los recubrimientos 5V5G y 5M5G se observo,
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), una zona intermedia
hipermineralizada [2] con estructura amorfa electrodensa en la interfaz hueso-
implante [243] y hueso-espacio medular (Figura 83, Figura 84, Figura 86). Neo y
colaboradores (en la revision de [243]) desarrollan dos teorias para explicar la zona
amorfa entre el hueso y los materiales bioactivos: (1) precipitacién espontanea de una
capa de fosfato calcico cristalino de una solucidn sobre la superficie del implante y (2)
formacién de una matriz calcificada, bioldgica y afibrilar andloga a las lineas
cementadas encontradas en los limites del hueso natural en lugares de remodelado
Oseo. Davies, en su revision de 1996 [243], comenta que este tipo de matriz ha sido
observada en imagenes de SEM tanto de cultivos osteogénicos como también en la
zona de unién hueso-implante in vivo [243].

Durante el proceso natural de remodelado dseo, sobre la superficie de resorcién
del antiguo hueso, se depositan proteinas no coldgenas (OPN y BSP) sintetizadas por
los osteoblastos en diferenciacion que inducen la nucleacién de HCA [243, 104],
formandose la linea cementada. Esta forma la primera matriz no coldgena sobre la cual
se anclardn las fibras de colageno de la matriz colagena calcificada secretada por los
osteoblastos adheridos [2]. Davies comenta que muchos autores han observado que el
patrén de tincién de la zona de contacto hueso-implante bioactivo es similar al

encontrado en lineas cementadas en el hueso [243].

En la evaluacién de la degradacion in vivo de los recubrimientos sol-gel realizada
en esta Tesis, encontramos zonas hipermineralizadas entre el recubrimiento y la
médula ésea (Figura 83). Esta zona no pudiera ser la correspondiente a la linea
cementada porque no hay hueso cerca, ya que, segun Davies [2], ésta se forma en la
osteogénesis por contacto. Ademds, esta linea dice que tiene un espesor de
0,9 — 1,5 um [2], aunque Ravaglioli aumenta el rango hasta 2 um [244]. Por tanto, la
explicacion a su formacion puede ser la formacion de una capa de HCA formada por la
bioactividad de la superficie del recubrimiento, sobre la cual Davies opina que, en
esencia, es lo mismo que la linea cementada [243, 56, 2]. En los casos donde
encontramos estas zonas hipermineralizadas en contacto con el hueso (Figura 84 y
Figura 86), si pudiera ser linea cementada. Aunque la morfologia que presentan estas

zonas no es lineal, si no que forman zonas confusas mas claras mezcladas con zonas
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con un tono de gris similar al del hueso, todo apunta a que en estas zonas se estaria

llevando a cabo la formacion de nuevo hueso.

El motivo por el cual no se encontraron estas zonas intermedias entre el hueso y
el recubrimiento y el hueso y la médula dsea, observadas para 5V5G y 5M5G, inducidas
por el silicio liberado en el recubrimiento 7M3T, pudiera deberse a que el
recubrimiento 7M3T, como vimos en la degradacion in vitro y se observé en el estudio
microscopico de las muestras implantadas in vivo, tiene una mayor degradacion. Asi
pues, la linea cementada podria ser de menor espesor para 7M3T, no habiendo sido
observada. Una posible explicacién pudiera ser que, en un primer momento, la mayor
liberacion de silicio por parte de 7M3T indujera una desaceleracion en la formacion de
esta linea cementada, reduciendo la capacidad de bone-bonding, como observé in
vitro Gao en 2001 [104]. Esta mayor tasa de degradacidn junto con su menor espesor,
favorece la rapida degradaciéon de 7M3T, consiguiéndose la degradacién total tras 8
semanas de implantacién, dejando una superficie estable que facilite la neoformacién
O6sea. Lo que no explica es por qué en zonas alejadas del endostio, donde el
recubrimiento estd alejado de zonas donde es posible la neoformacién dsea y donde
sblo esta en contacto con la médula ésea, no se degrada el recubrimiento (Figura 81).
También es cierto que estas zonas de nuestros recubrimientos estan envueltas por
capsula fibrosa, mismo tejido que ocupa las zonas entre el recubrimiento y el hueso
cortical y donde tampoco hay degradacidén, pudiendo afectar a la difusiéon y al
transporte de productos de disolucidn, enlenteciendo la degradacién de los
recubrimientos en estas zonas, tal y como ya observara Radin [137]. Que la liberacién
de silicio debida a la degradacion del recubrimiento favorezca la neoformacion dsea se
debatié mediante la bibliografia mostrada en la Introduccion de esta Tesis; lo que no
se debatid es sin embargo, qué desencadena la degradaciéon de estos recubrimientos,
puesto que segun su localizacidn, respecto a los distintos tejidos dseos, degrada o no.
La médula dsea de conejo se compone de un 48,3 % de agua, un 39,7 % de lipidos,
localizados dentro de los adipocitos, y un 11,9 % restante formado por el contenido
celular y proteico de su matriz [245, 246]. Debido al alto contenido en agua, no deberia
existir impedimento para que se produjera la hidrolisis de los recubrimientos y éstos
degradaran tal y como hicieran in vitro. Puesto que esto no sucede asi, cabe plantearse
que las proteinas del estroma de la médula jueguen algun papel en la inhibicion de la
degradacion de los recubrimientos, tal y como juegan las proteinas del plasma
inhibiendo el crecimiento de cristales de hidroxiapatita en el suero saturado de iones
[19]. Davies observd, mediante microscopia electrdonica de barrido, que en las zonas de
los implantes dentales en contacto con la médula ésea no habia habido aposicion de

hueso y que la apariencia de la superficie formada era distinta y variable. La médula
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Osea contiene muchas células y elementos tisulares, y es de esperar que en areas
donde el hueso no se ha formado todavia sobre la superficie del implante, otros
componentes del tejido conectivo se puedan observar, especialmente fibras de
coldgeno. Este coldgeno puede ser sintetizado por otras poblaciones celulares del
estroma medular, particularmente por fibroblastos y en ausencia de hueso en estos
lugares, estas fibras de colageno no deben estar implicadas en la formacién de hueso
[243]. Asi pues, aunque con microscopia Optica no lleguemos a observar las fibras
depositadas sobre la superficie del recubrimiento que observé Davies, y tan sélo
observemos la capa fibrosa a cierta distancia de la superficie tanto de los
recubrimientos como del titanio, éstas pudieran existir. La aposicion de estas fibras
pudiera interferir en el proceso de formacidn de la capa de HCA en la superficie activa
del recubrimiento. También, al ser zonas mas alejadas y la superficie estar tapizada por
fibras colagenas, la adhesion a la superficie de las citoquinas OPN y BSP pudiera verse
alterada, no estimulandose ni la formacién de la formacion de la linea cementada, ni la
formacidn de hueso de novo, ni la osteogénesis a distancia, por lo que el material no se
emplearia para la formacion del hueso, no degradando.

5. Conclusion

Asi pues, se obtuvo una mayor degradacion del recubrimiento 7M3T tanto in vitro
como in vivo y, con ella, una mayor liberacion de silicio. Ningin recubrimiento produjo
efectos citotdxicos sobre los osteoblastos. El recubrimiento 7M3T indujo in vitro un
comportamiento similar al del Control, induciendo, sin embargo, el recubrimiento
5M5G una gran diferenciacion osteoblastica. Tras la implantacién se observé un buen
comportamiento del recubrimiento 7M3T con los tejidos adyacentes, con una total
recuperacion de la médula dsea. El resto de recubrimientos degradaron mas
lentamente, no consiguiendo la degradacién total al final del periodo de ensayo y
liberando, un menor contenido de silicio de sus redes. Aunque su interaccion con los
tejidos adyacentes fue también buena, la médula no consiguié recuperarse,

permaneciendo muy traumatizada tras 8 semanas de implantacion.

Paralelamente a la degradacion del recubrimiento 7M3T se fueron formando
espiculas y trabéculas 6seas, mediante osteogénesis a distancia, alrededor del
implante, alcanzando la superficie de éste, al lograr la degradaci6 completa del
recubrimiento, sin tejido fibroso interpuesto entre el implante y el hueso. Lo mismo
sucedio con el resto de recubrimientos, con la limitacién de la menor degradacién que
estos recubrimientos mostraron in vivo junto con la formaciéon de tejido fibroso

interpuesto entre el hueso y el recubrimiento.
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La variabilidad observada en los ensayos in vivo puediera ser debida a la falta de
estabilidad primaria inicial que afecta a la capacidad de osteointegracién de los
implantes, ademas de la variabilidad que toda experimentacién animal conlleva per se.
Sin embargo, se observd la formacién de nuevo hueso alrededor de los implantes
recubiertos con 7M3T; este recubrimiento indujo la osteogénesis a distancia a medida
gue se degradaba y liberaba el silicio desde su red, logrando el contacto directo hueso-
implante.
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CAPITULO 5: RESULTADOS DE LA Fase de Caracterizacion
/I: ESTRATEGIAS DE MEJORA

Resultado de la Fase de Caracterizacion I fue seleccionada la formulacién con el
70% de MTMOS y el 30% de TEOS (7M3T). Pese a que se observd un mejor
comportamiento biocompatible con los tejidos y una mayor activacion osteoblastica a
tiempos cortos de implantacion para el recubrimiento 7M3T, los datos estadisticos
revelaron que el recubrimiento 7M3T no interferia en la capacidad de osteointegracién
de los implantes de titanio sin recubrir. Es por ello que se decidié modificar el
recubrimiento 7M3T para lograr superar la capacidad de osteointegraciéon del titanio.
Las modificaciones siguieron dos estrategias, (1) afiadir un tercer precursor GPTMS,
con el objetivo de funcionalizar la superficie de los recubrimientos mediante apertura
del anillo epoxi, manteniendo el porcentaje del 30 % de TEQOS para aumentar su
hidrofilia y degradacion, y (2) afiadirle gelatina con el objetivo de aumentar la adhesién
celular al implante mediada por integrinas. La adicion del tercer precursor (GPTMS) se
realizé junto a los dos precursores (MTMOS y TEOS) en el momento de mezclar los
alcoxisilanos.

Por lo tanto, en esta segunda fase de caracterizacion, los recubrimientos
evaluados fueron: (1) el recubrimiento original 7M3T, (2) la modificacion
funcionalizada con el 0,9 % de gelatina (a la que llamaremos recubrimiento 7M3T+G) y
(3) la modificacion afiadiendo GPTMS como tercer precursor (a la que llamaremos

recubrimiento 3X).

Con el objetivo de conocer como estas variaciones influian en la fisico-quimica del
recubrimiento original 7M3T y en evaluar si estas modificaciones eran capaces de
mejorar la respuesta bioldgica, estos nuevos recubrimientos fueron objeto de una
caracterizacion completa comprendiendo: (1) la caracterizacion de su sintesis y
deposicidn, (2) su caracterizacidn fisico-quimica y (3) una caracterizacién de los efectos

biolégicos que estos recubrimientos pudieran inducir.

1. Sintesis sol-gel y recubrimiento

Se sintetizé el recubrimiento 7M3T y los dos recubrimientos de mejora, (1) el
recubrimiento 7M3T+G (formulacion funcionalizada con gelatina) y (2) el

recubrimiento 3X (formulacién con la incorporacién de GPTMS manteniendo el 30 %
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de TEOS), utilizando las condiciones de sintesis, deposiciéon y curado descritas en el
Capitulo 3 (Figura 88).

ESTRATEGIA1: (ZM3T+G) ESTRATEGIA2: (3X)
V 0% . F ass
0% 30% ; 30%
2.36% :
M Teos A .‘ + al  TEOS
70%
POTENCIACION DE LA ADHESION OBTENCION DE GRUPOS FUNCIONALES
CELULAR MEDIADA POR INTEGRINAS —EPOXI

Figura 88. Estrategias de mejora de la formulacion 7M3T en la Fase de Caracterizacion Il;
estrategia 1 de funcionalizacidén con gelatina (izquierda) y estrategia 2 de adicionar un tercer
precursor (GPTMS) manteniendo el 30 % de TEOS (derecha).

En todos los casos se obtuvo un sol transparente y sin precipitados, con una
viscosidad adecuada para obtener una correcta aplicacion sobre el metal. Para
comprobar la distribucion y homogeneidad del recubrimiento sol-gel en la superficie
de los implantes, éstos se llevaron al microscopio electrénico de barrido de emision de
campo (FESEM) para su observacion.

En esta ocasidn, también el mayor espesor se registrd en el fondo de los valles
entre las roscas. También se pudo observar la formacion de grietas en el fondo de los
valles recubiertos debido al gran espesor de recubrimiento acumulado, no
observandose en los discos al tratarse de espesores mucho menores. Se encontraron
grietas para todos los recubrimientos, incluyendo el 7M3T, esta vez todos mostraron

grietas en ambos sentidos, longitudinal y horizontal.

Los recubrimientos cubrieron toda la superficie de los implantes, influyendo éstos
en la topografia de la superficie granallada del titanio. El recubrimiento 7M3T cubrié
parcialmente la rugosidad del titanio, dejando intuir ésta por debajo de una fina y
discontinua capa de recubrimiento; lo mismo se observd para 7M3T+G. En los
implantes con el recubrimiento 3X, la rugosidad del titanio se perdié por completo,

cambiando totalmente la topografia de la superficie (Figura 89).
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7M3T

7M3T+G

3X
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Figura 89. Imagenes de FESEM de los implantes recubiertos y el Control; implante
(izquierda), detalle entre las roscas (centro) y detalle de una cresta (derecha) de la superficie del
implante. Para 7M3T y 7M3T+G se observaron grietas en sentido transversal y en sentido
longitudinal, para 3X la gran cantidad de grietas en ambos sentidos otorgaron un aspecto
escamoso. El recubrimiento permitio intuir la superficie granallada del titanio en las crestas de
las roscas para 7M3T y 7M3T+G, cubriendo parcialmente la superficie granallada del titanio
(bajo derecha), siendo cubierta totalmente por el recubrimiento 3X donde también presenté el
mismo aspecto escamoso que en el valle.

Durante el estudio, mediante microscopia dptica, de las secciones transversales
de las muestras histoldgicas procedentes de la implantacion in vivo, se pudo observar
una gran variabilidad en el espesor de los recubrimientos para cada una de las
formulaciones evaluadas (Figura 90). Este hecho dificulté encontrar diferencias entre
los espesores de 7M3T, 7M3T+G y 3X.
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Figura 90. Imagenes de microscopia Optica (10X) de seccidén transversal de valles de
prétesis radiculares recubiertas con las formulaciones 7M3T (izquierda), 7M3T+G (centro) y 3X
(derecha) tras 1 semana de implantacion en tibia proximal de conejo, (corte mediante técnica
EXAKT® y tincidn Tricrémica de Gomori). En el fondo de los valles se pudo observar el espesor de
cada uno de los recubrimientos (flechas negras).

2. Caracterizacion fisico-quimica

Debido a la gran importancia que las caracteristicas de la superficie de los
materiales tienen en la adhesion y diferenciacion celular, y al igual que se hiciera con
los recubrimientos evaluados en la fase experimental previa, se procedidé a la
caracterizacion fisico-quimica de los nuevos recubrimientos. Esta caracterizacidon se
realizd con el objetivo de caracterizar la superficie de los recubrimientos sintetizados y
determinar su topografia, hidrofilia, bioactividad y degradacién, asi como la liberaciéon

de silicio debida a la degradacion hidrolitica y su adhesién al titanio.

Los sustrato empleados para estos ensayos fueron discos de titanio CP grado 4 de
12 mm de didmetro, 1,2 mm de espesor y 0,5 g de peso, con tratamiento superficial
ADS® (que le confiere una rugosidad heterogénea) para los ensayos de rugosidad,
hidrofilia, bioactividad y degradacién. Para el ensayo de adhesion al sustrato se
utilizaron protesis radiculares comerciales GMI® modelo Frontier de 3,75 mm de
diametro y 8 mm de longitud con tratamiento ADS®. Para los ensayos de degradacion y
liberacion in vitro, el personal investigador de la Universidad del Pais Vasco empled
cubreobjetos circulares de vidrio de 18 mm de didmetro. Los mismos discos,
cubreobjetos e implantes sin recubrir fueron utilizados como control para todos los

ensayos.

2.1. Rugosidad

Del ensayo de perfilometria se obtuvieron las graficas que se muestran a
continuacién (Grafica 22), en las cuales, las medidas a la izquierda de la flecha
pertenecen a la topografia del titanio y las medidas a la derecha de la flecha al

recubrimiento. Los datos numéricos derivados de estas graficas se muestran en la
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Tabla 18 en forma de porcentaje de variacidn de rugosidad entre cada recubrimiento y
su Control.
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Grafica 22. Perfil de linea de la superficie de los recubrimientos (de arriba abajo) de los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X (a la izquierda de la flecha) con sus correspondientes controles (a la
derecha de la flecha).
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.. Variacion de la rugosidad entre el
Recubrimiento .
recubrimiento y el control

7M3T -16,6%
7M3T+G -31,8%
3X -10,9%

Tabla 18. Porcentaje de variacién de la rugosidad, medida con el perfilbmetro, entre cada
tipo de recubrimiento y el Control.

Este efecto sobre la superficie granallada del titanio se pudo observar mediante
microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FESEM) (Figura 91).

A IR g

P

7M3T+G

-31.8%

Figura 91. Imagenes de FESEM de la superficie de discos de titanio (arriba derecha)
recubiertos con el material 7M3T (arriba izquierda), 7M3T+G (abajo derecha) y 3X (abajo
izquierda) y el porcentaje de disminucion de la rugosidad del titanio que inducen los
recubrimientos.

El recubrimiento funcionalizado con gelatina fue en el que se observé un mayor
efecto sobre la topografia del titanio, reduciendo su rugosidad en un 31,8 %. La
presencia de moléculas de elevado peso molecular, como es la gelatina, en los
recubrimientos, tiene una influencia directa en la capacidad de éstos para cambiar la
topografia superficial del substrato. Sin embargo, en los implantes, el recubrimiento
que mas efecto tuvo sobre la topografia del titanio, perdiendo por completo la

rugosidad del implante, fue el 3X.
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2.2. Hidrofilia

Los valores de hidrofilia de la superficie de los recubrimientos se obtuvieron
mediante medicidon del dngulo de contacto formado por una gota de agua sobre las
distintas superficies de los recubrimientos y el Control. Como en la caracterizacién de
los recubrimientos de la fase experimental anterior, los discos fueron recubiertos sélo
a la mitad para poder tomar los valores en el recubrimiento y el titanio en la misma
muestra. Para cada zona, se tomaron dos medidas (R; derecha e L; izquierda) y se
realizaron tres réplicas para cada recubrimiento. Los valores de angulo de contacto
obtenidos para los distintos materiales indicaron un comportamiento mas hidréfobo
para el titanio, seguido del recubrimiento 7M3T y tras él 7M3T+G y finalmente 3X con
el comportamiento mas hidroéfilo de todos los materiales (Tabla 19).

Réplical Réplica2 Réplica3

m Recubrimiento Recubrimiento Recubrimiento
I IR T AN A I A A O N T
807 816 592 608 883 885 660 665 82 82,8 655 686

80,3 80,8 57,2 56,8 74,2 73,2 60,0 60,5 80,3 80,6 67,4 68,2
m 81,6 81,9 59,4 57,1 83,0 81,8 58,2 56,7 82,1 82,4 57,8 56,7

Tabla 19. Resultados de dngulo de contacto de los materiales 7M3T, 7M3T+G y 3X y sus respectivos
controles.

Los valores de angulo de contacto de los recubrimientos se encontraron préximos
al rango dptimo para la adhesidon celular determinado por Salzman [238]. Entre los
recubrimientos se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre 7M3T
y 3X (p=0,003). Todos los recubrimientos mostraron diferencias significativas
(p = 0,000 para todos) con el Control (Tabla 20).

Valores de hidrofilia (°)

7M3T 64,43+3,6
7M3T+G 61,68+4,97 || *
3X 57,65+1,0
Control * 84,22+3,92

Tabla 20. Medias y desviacion estandar de los valores de angulo de contacto.

Asi pues, la superficie del Control mostrd un caracter mucho mas hidréfobo que

el de cualquiera de los recubrimientos.
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2.3. Degradacion

Sobre vidrio

Se llevd a cabo un estudio in vitro de la degradacion de los recubrimientos, tal y

como se describe en el Capitulo 3.
La

Gréfica 23 muestra la degradacion de los recubrimientos, que fue registrada por
porcentaje (%) de pérdida de peso en referencia al peso inicial a tiempo cero, tras
cumplir cada uno de los periodos de toma de datos establecidos.

Los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G mostraron una degradacion hidrolitica inicial
muy rapida, tal y como se observé ya para 7M3T, perdiendo in vitro casi la mitad de su
peso durante la primera semana de ensayo. La pérdida de peso se estabilizé en valores
cercanos al 55 — 60 % después de 30 dias de inmersidn para la formulacién 7M3T. Sin
embargo, la degradacion del recubrimiento 7M3T+G aumentd con el tiempo de forma
continua, alcanzando casi el 100 % de degradacién a 50 y 63 dias. El recubrimiento 3X
presentd la menor degradacidn inicial, no alcanzando el 10 % a 7 dias de inmersidn. Sin
embargo, esta degradacidon fue aumentando progresivamente hasta alcanzar una
pérdida de peso del 30 % a los 63 dias.

7M3T B7M3T+G E3X
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3 60 -
m 1 I
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¥ 20 A

10 A

0 T T T T
0 7 14 30 50 63

Tiempo (dias)
Grafica 23. Datos de porcentaje (%) de pérdida de peso respecto al valor inicial para los
materiales 7M3T, 7M3T+G y 3X.

Sobre titanio
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En esta ocasidn, el ensayo de degradacién se realizé con los discos de titanio
granallados recubiertos, idénticos a aquellos utilizados para los ensayos celulares. Los
discos se pesaron inicialmente y tras permanecer 7 y 14 en agua ultrapura a 37 °C. Los
pesos se registraron y, mediante la diferencia de éstos con el peso inicial, y con estos
datos se realizé la Grafica 24.

——7M3T 7M3T+G —3X
0,045 -
0,04 - T
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -

0,005 - [

Degradacion del recubrimiento (mg)

0 L x T T |
inicial 1dia 1semana 2 semanas

Grafica 24. Diferencia de pesos para determinacion de la degradacién in vitro sobre discos
de titanio granallado recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G y 3X y el Control.

Los resultados del ensayo muestran que, aunque el recubrimiento 7M3T mostré
una degradacién mds rapida, todos los recubrimientos alcanzaron finalmente el mismo
grado de degradacion tras inmersion en agua pura, ya que no se pudo observar

diferencias estadisticamente significativas en el ensayo.

En ambos ensayos de degradacién, con distintos sustratos, se pudo observar que
tras 14 dias la mayor degradacién fue para 7M3T+G y 7M3T .Sin embargo, los valores
para la degradacion, que sobre titanio fueron similares a los de los demas
recubrimientos, sobre vidrio mostraron una degradacion menor. Recordar que ademas
de la diferencia de sustratos, las técnicas de deposicion en ambos ensayos también
fueron diferentes, drop-coating para el vidrio (deposicion de una gota de
recubrimientos) y dip-coating para el titanio (deposicion por inmersion). Esta
diferencia pudiera influir en el espesor del recubrimiento sobre los diferentes
sustratos, ademds de la diferente adhesidn del recubrimiento al sustrato y su diferente

bioquimica superficial.
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2.4. Liberacion

Con el objetivo de registrar la liberacion de silicio debida a la degradaciéon
hidrolitica de los recubrimientos, se llevd a cabo un ensayo de deteccién del silicio
contenido en la disolucion de degradacion tras distintos periodos de ensayo.

Los valores de liberacién para 7M3T, representados en la Grafica 25, fueron muy
bajos comparados con el resto de materiales, alcanzando su mdaximo tras un mes de
ensayo, pero sin alcanzar si quiera los 0,5 mg Si/L. Tras una semana de ensayo, los
mayores valores de liberacién los presenté el recubrimiento 7M3T+G, cuya liberacién
se mantuvo tras dos semanas de ensayo, aumentando con el tiempo hasta doblar la
cantidad de silicio liberado al finalizar. Para el recubrimiento 3X se registré una
liberacion de silicio menor que la de 7M3T+G tras una semana de ensayo. Al cumplir
las dos semanas de ensayo, el recubrimiento 3X habia liberado la misma cantidad de
silicio al medio que 7M3T+G, pero, tras este periodo, los valores de liberacién de 3X se
triplicaron tras un mes de ensayo, aumentando progresivamente hasta el final.

7M3T B7M3T+G E3X

. L ‘ —_ . IJ . J_j
7 14 30 50 63

Tiempo (dias)

mg Si/L
o =N w R~ u [e)] ~ 00

Grafica 25. Liberacion de silicio (mg Si/L) debida a la degradacién hidrolitica de los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X tras determinados periodos de ensayo.

Contrariamente a lo esperado, se obtuvieron mayores valores de liberacion de
silicio en el medio para el recubrimiento de menor tasa de degradacién, es decir para
3X. El recubrimiento con mayor tasa de degradacion observada, 7M3T+G, mostré una
liberacion moderada. Aunque el material 7M3T mostré degradacion con el tiempo, la

tasa de liberacion de silicio fue minima.
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2.5. Bioactividad

Debido al contenido de silicio de los recubrimientos, se realizé6 un ensayo para
comprobar la reactividad de sus superficies. Para ello, se realiz6 un ensayo de
bioactividad in vitro, en el cual los discos recubiertos y los discos Control fueron
sumergidos en fluido corporal simulado (27-Tris-SBF) durante los tiempos
correspondientes a los empleados para los ensayos celulares, de 7 y 14 dias.

En la Gréfica 26 se representa la ganancia de peso de los discos con el tiempo,
debido a la formacidn de esferas y cristales de hidroxiapatita sobre la superficie de las
muestras, indicativo de bioactividad de éstas.
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Grafica 26. Ganancia de peso de las muestras (mg) tras inmersidon en 27-Tris-SBF para
determinar la bioactividad in vitro de los recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X sobre discos de
titanio granallado y Control.

Todos los recubrimientos siguieron la misma tendencia, aumentando su peso
hasta 7 dias, estabilizdndose a partir de este momento. El Control, por el contrario,
estabiliza su peso durante la primera semana, mostrando el aumento de peso durante
la segunda semana. Pese a las diferencias observadas en la grafica, el estudio

estadistico no mostré diferencias significativas entre los recubrimientos y el Control.

Para comprobar que esta ganancia de peso estaba directamente relacionada con
la nucleacion de hidroxiapatita, y por tanto con la bioactividad de la superficie, y no
tan sélo con la precipitacion de las sales de la disolucién, las muestras se secaron y
fueron llevadas al FESEM para la observacion de su superficie. En las imagenes de

FESEM de la superficie de las muestras tras 14 dias sumergidas en fluido corporal
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simulado, se pudo observar céomo, sobre la superficie del Control, se formaron
precipitados de sales distribuidos homogéneamente sobre toda la superficie. Sin
embargo, sobre los recubrimientos, ademds de observar precipitados, pudimos
observar la formacion esférica de hidroxiapatita formando racimos (Figura 92). Estos
racimos se desarrollaron mas frecuentemente sobre precipitados de sales, que

otorgaron cierta topografia a las superficies de los recubrimientos.

7M3T TM3T+G 3X Control

- J Blin. £ J :

Figura 92. Imagenes de FESEM de la formacion de hidroxiapatita en esferas sobre la

superficie recubierta de discos de titanio granallados y precipitados de sales sobre los discos

Control (sin recubrir). Se puede observar cémo sobre 7M3T, 7M3T+G y 3X también se forman
precipitados de sales sobre los cuales se desarrollaron los racimos de esferas de hidroxiapatita.

La hidrolizacién de los grupos silanoles es mucho mas factible que la de los
grupos tianoles de la superficie del titanio, es por ello que los recubrimientos poseen la
capacidad de nuclear hidroxiapatita en su superficie, mientras que la superficie del
titanio no muestra esta capacidad, recubriéndose con precipitados de las sales del

fluido corporal simulado [225].

Los resultados parecieron indicar una escasa bioactividad de los recubrimientos,
ya que los datos procedentes de ensayos similares en el campo de los biomateriales
muestran superficies cubiertas con colonias de “coliflores” de hidroxiapatita que con el
tiempo van fusionandose hasta cubrir totalmente la superficie formando una capa
homogénea [111, 225]. En este ensayo, debe tenerse en cuenta que el volumen de
liquido corporal simulado utilizado correspondid al mismo volumen empleado para los
cultivos celulares, buscando una correlacién con éstos, es decir un volumen de 1 ml,
+

por lo que la escasez de bioactividad pudo deberse a la insuficiencia de iones ca® yP

disponibles en la solucién.

2.6. Adherencia al sustrato

Como se comentd en el mismo apartado del capitulo anterior, la evaluacién de la

adherencia al sustrato es imprescindible tratdndose de recubrimientos sobre
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implantes 6seos. Para comprobar si la adherencia al sustrato de nuestros
recubrimientos era correcta para su aplicacién en hueso, en este caso, se realizé un
ensayo de resistencia al proceso de implantacion utilizando el mismo modelo animal
empleado para la experimentaciéon in vivo. Las prétesis fueron implantadas
manualmente con una llave de carraca dinamométrica, aplicando un par de apriete
entre 35—40 N*cm y un maximo de 60 N*cm, segun protocolo quirdrgico descrito
para la Fase de Caracterizacion Il. Las muestras se procesaron, como se indica en el
Capitulo 3, para su observacién al microscopio electrénico de barrido de emisién de
campo (FESEM). En este caso, los recubrimientos sélo tuvieron que soportar el proceso
de implantacion, tal y como sucediera en clinica. De la comparacidn entre las proétesis,
antes y después de la implantacidn, se pudo determinar que los recubrimientos
resistieron el proceso de implantaciéon quirirgica en hueso (Figura 93).

Antesdela Despuésdela
implantacion implantacion

7M3T+G 4

P

Figura 93. Imagenes de FESEM que demuestran la resistencia de los recubrimientos al
proceso de implantacidn quirdrgica in vivo, se observa cémo el recubrimiento antes (columna de
la izquierda) y después de la implantacién (columna de la derecha) permanece integro.
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Los implantes no fueron lavados cuando se extrajeron para evitar
desprendimientos del recubrimiento no debidos al proceso de implantacién, es por
ello que en las imagenes de la columna de la derecha de la Figura 93 las proétesis
muestran codgulos sanguineos adheridos a la superficie. Los recubrimientos

permanecieron intactos.

3. Caracterizacion bioldgica

Tal y como se mostrara en el capitulo anterior, una vez evaluadas las
caracteristicas fisico-quimicas de los recubrimientos, se procedié a caracterizar cémo
éstas influian en el comportamiento celular de preosteoblastos en cultivo y sobre los
tejidos vivos. En este apartado se muestran los resultados obtenidos para los distintos
ensayos que se realizaron para caracterizar el comportamiento celular y tisular que
indujeron los distintos recubrimientos.

Para la caracterizacion biolégica de los recubrimientos de la Fase de
Caracterizacion Il se utilizaron como soporte, como en la fase anterior, titanio puro CP
grado 4 con tratamiento superficial ADS®. Este titanio sirvid como soporte de ensayo
en forma de discos para los ensayos in vitro y en forma de proétesis radiculares
comerciales para los ensayos in vivo, tal y como se hiciera para la Fase de
Caracterizacion 1. Los mismos discos e implantes sin recubrir fueron utilizados como

control para todos los ensayos.

3.1. Evaluacion biolégica sobre cultivo celular

Con el objetivo de determinar cédmo afectan los distintos recubrimientos al
comportamiento de preosteoblastos, se realizaron ensayos de citotoxicidad y

viabilidad, adhesion, proliferacion y diferenciacion.
3.1.1. Citotoxicidad por extracto

Con el objetivo de conocer los posibles efectos téxicos de los recubrimientos
sobre los preosteoblastos, se cuantificd el porcentaje de viabilidad celular respecto al
Control — para citotoxicidad (Thermanox®), tras 24 horas. En la Grafica 27 se muestran
estos porcentajes de viabilidad celular medidos por densidad dptica resultante del

ensayo con MTS (protocolo descrito en el Capitulo 3).

Ninguno de los recubrimientos seleccionados demostrd tener ningun efecto
toxico sobre los osteoblastos, tal y como se muestra en la Grafica 27, ya que todos

ellos indujeron una viabilidad mayor del 70 % respecto al Control — (Thermanox®).
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Grafica 27. Datos de porcentaje de viabilidad celular respecto al CONTROL — (Thermanox®)
para los recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y para el titanio (Control).

3.1.2. Adhesion

Para determinar la capacidad de los recubrimientos de inducir la adhesidn de los
preosteoblastos sobre su superficie, se realizdé un ensayo de adhesién mediante MTS,
se observo la morfologia celular sobre la superficie de los recubrimientos mediante
FESEM, se realizaron ensayos inmunocitoquimicos para proteinas de adhesién e
integrinas y se determind la expresidon del gen Fak mediante RT-PCR (protocolos
descritos en el Capitulo 3).

En la Grafica 28 se muestran los valores de adhesion de preosteoblastos sobre los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y sobre el Control, mediante cuantificaciéon de
ADN (ug ADN) con MTS. El ensayo de adhesidn tras 3 horas de incubacion mostré que
la adhesiéon celular fue significativamente mayor para el titanio (Control-7M3T
p =0,001, Control-7M3T+G p = 0,012, Control-3X p =0,000), seguido de 7M3T+G
(7M3T+G-7M3T p =0,000, 7M3T+G-3X p =0,000). Los recubrimientos 7M3T y 3X
indujeron una menor adhesion, no mostrando diferencias entre ellos. En este caso, los
valores de hidrofilia y adhesién de los recubrimientos y el Control parecieron no

respaldar la hipétesis de Salzman [238].
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Grafica 28. Ensayo de adhesion de preosteoblastos sobre los recubrimientos 7M3T,
7M3T+G y 3X y sobre el Control.

Mediante las imagenes de microscopia electronica de barrido de emisién de
campo (FESEM) se observo que los preosteoblastos adheridos sobre el recubrimiento
7M3T presentaron, igual que lo hicieran en la fase anterior, una adhesién a la
superficie mediante escasos filopodios. Menor adhesidn al sustrato presentaron los
preosteoblastos al recubrimiento 7M3T+G, sin embargo sobre el recubrimiento 3X se
observaron citoplasmas mads extendidos con mayores puntos de adhesién al sustrato.
La morfologia del citoesqueleto de los preosteoblastos en cultivo sobre el titanio se

mostré mas estrellada, con mayor nimero de anclajes al sustrato (Figura 94).
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Figura 94. Imagenes de FESEM de adhesion preosteoblastica a 3 horas sobre los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y el Control.

El citoesqueleto celular es una compleja red interna de filamentos proteicos que
se extiende a través del citoplasma de las células, mediante la cual proporciona
estructura y soporte a las células eucariotas, permitiéndoles asumir una gran variedad
de formas y soportar las fuerzas que actlan sobre ellas. El citoesqueleto también
proporciona la fuerza motriz necesaria para el movimiento celular (migracién). El
citoesqueleto estd compuesto principalmente por tres tipos de filamentos; filamentos
de actina, filamentos intermedios y microtubulos. Todos ellos son polimeros
compuestos por numerosas subunidades, lo que permite un ensamblaje y
desensamblaje rapidos de los filamentos, mediante adicién o sustraccién de
subunidades, de acuerdo con los requisitos celulares para cada situacion. En las fases
iniciales de la migracion celular, los mondmeros de actina son afiadidos a los
filamentos de actina del borde delantero de la célula, borde de ataque. De esta
manera el filamento de actina crece en la direccién del movimiento de la célula,
empujando la membrana plasmatica hacia delante (protrusion) y a menudo formando
una estructura llamada lamelipodio. El lamelipodio esta anclado al sustrato mediante
la formacion de complejos de adhesion focal los cuales, de uno en uno, permiten a la
célula generar traccion y tirar de si misma hacia delante (traccion). Al mismo tiempo, la

célula despega su parte posterior, borde de salida, y los monémeros son eliminados de
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la parte trasera del filamento de actina, contrayéndose el cuerpo principal de la célula
(Figura 95). La continua polimerizacién de filamentos de actina es requerida para
producir movimiento celular y estos filamentos de actina deben estar conectados a la
membrana plasmatica o a complejos de adhesidn [247, 229, 248].

Protusion del borde de ataque

red de actina

sustrato

polimerizacion

de actina

nueva
adhesion focal

movimiento de la actina no polimerizada

Despegue del borde de salida y traccion

direccion del movimiento

»
.z . &
uniony traccion

v_. .
WAV

contraccion

Figura 95. Esquema del proceso de migracidn celular (modificado de [249]).

Cuando la membrana es incapaz de adherirse al sustrato, la protrusion de la
membrana se repliega en la célula, produciéndose una ondulacion del borde de ataque
llamada ruffling [248]. Por lo tanto, el estudio de las proteinas de adhesién que median
la formacion de complejos de adhesidon y la formacion de adhesiones focales, asi como
el estudio del citoesqueleto de actina de la célula, nos otorgan gran informacién sobre
la calidad de su adhesidn y su capacidad de migrar activamente.
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La regulaciéon de la organizaciéon y dindmica de los filamentos de actina es
compleja y estd estrechamente controlada por un grupo de GTPasas monoméricas que
pertenecen a la familia de proteinas Rho: RhoA, que regula la formacién de fibras de
estrés de actina (imagen B de la Figura 96) Rac, que regula la formacién de los
lamelipodios (imagen C de la Figura 96) y Cdc42, que regula la formacién de filopodios
(imagen D de la Figura 96) [247, 248].

actin staining actin staining

(C) Rac ACTIVATION (D) Cdc42 ACTIVATION

L .|
20 um

Figura 96. Imagenes de microscopia de fluorescencia tras marcaje del esqueleto de actina
con faloidina para observar los efectos de Rac, RhoA y Cdc42 en la organizacion de actina en
fibroblastos. (B) La microinyeccion de una forma constitutivamente activada de RhoA provoca el
ensamblaje de muchas fibras de estrés prominentes; (C) La microinyeccién de una forma
constitutivamente activada de Rac provoca la formacion de un enorme lamelipodio se extiende
por toda la circunferencia de la célula; (D) La microinyeccidon de una forma constitutivamente
activada de Cdc42 provoca la protrusién de numerosos filopodios largos en la periferia celular
(imagen de [250] en [248]).

Con el objetivo de corroborar lo observado mediante FESEM y profundizar en la
capacidad de los recubrimientos para inducir la adhesién de preosteoblastos, se

realizaron una serie de ensayos adicionales. Se realizé un ensayo inmunocitoquimico
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de algunas de las integrinas mas importantes que median la formacién de complejos
de adhesion celular, tales como la integrina ay, la integrina as y la integrina By y las
proteinas citoplasmaticas: vinculina, talina y tensina. Este anclaje de las células a la
superficie de los implantes a través de la formacién de los complejos de adhesién
celular es regulado por quinasas tales como la quinasa de adhesién focal (FAK), tal y
como se explicé en la Introduccién. Por ello, también se realizé un estudio
comparativo de la expresion del gen Fak, que en raton codifica la proteina quinasa de
adhesion focal (FAK), mediante reaccion en cadena de la polimerasa con
retrotranscripcion inversa (RT-PCR).

En los ensayos complementarios de adhesién se incluyé el material 5M5G de la
Fase de Caracterizacion I, puesto que en la primera fase no hubo oportunidad de

realizar estas técnicas.

Los resultados de los ensayos para todas las proteinas de adhesidén y las
integrinas fueron, como cabia esperar, iguales, otorgando un mayor peso a los
resultados obtenidos. Todos los sustratos permitieron la adhesion celular, sin embargo
la calidad de esta adhesidn fue algo distinta. Las imagenes de fluorescencia mostraron
unos preosteoblastos de pequeiio tamaino para los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G,
con un citoplasma poco extendido y, en muchas ocasiones bordes rizados (ruffling),
observandose escasos lamelipodios. Esto es indicativo de que la célula no puede
desplazarse por el sustrato debido a la baja calidad de su adhesién. Para los demds
recubrimientos (3X y 5M5G) y el Control (titanio) los preosteoblastos presentaron
citoplasmas de mayor tamafio con una mayor organizacion de los filamentos de actina,
otorgandoles forma estrellada. En estos casos, los bordes no se mostraron ondulados
si no que se observé la formacion de filopodios y lamelipodios, asi como fibras de
estrés. El citoesqueleto de actina de los preosteoblastos sobre los recubrimientos 3X
tendié mas hacia la formacién de filopodios, mientras que el recubrimiento 5M5G
inducia mayor formacion de fibras de estrés. Sin embargo, ningln sustrato (ni el
titanio) indujo una adhesion como la del Control + (Thermanox®), sobre cuya superficie
se encontraron preosteoblastos con citoplasmas muy extendidos (forma estrellada),
con multitud de lamelipodios y filopodios, y fibras de estrés, indicativas de adhesiones
focales maduras (para vinculina ver Figura 97; para talina ver Figura 98; para tensina
ver Figura 99; para integrina as ver Figura 100; para integrina ay ver Figura 101 y para

integrina 3, ver Figura 102).
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7M3T

7M3T+G

3X

Control

Figura 97. Inmunocitoquimica de proteinas de adhesion a 3 horas de cultivo con
preosteoblastos sobre discos de titanio recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G, 3X y
5M5G, ademds de para el Control (titanio sin recubrir) y el Control + (Thermanox®); marcaje de
vinculina (columna de la izquierda, rojo); marcaje de actina del citoesqueleto con falacidina
(columna central, verde), marcaje de vinculina (rojo), citoesqueleto (verde) y nucleos con DAPI
(azul) (columna de la derecha).

Thermanox

5M5G
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Figura 98. Inmunocitoquimica de proteinas de adhesion a 3 horas de cultivo con
preosteoblastos sobre discos de titanio recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G, 3X y
5M5G, ademas de para el Control (titanio sin recubrir) y el Control + (Thermanox®); marcaje de
talina (columna de la izquierda, rojo); marcaje de actina del citoesqueleto con falacidina
(columna central, verde), marcaje de talina (rojo), citoesqueleto (verde) y nucleos con DAPI
(azul) (columna de la derecha).
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Figura 99. Inmunocitoquimica de proteinas de adhesién a 3 horas de cultivo con
preosteoblastos sobre discos de titanio recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G, 3X y
5M5G, ademas de para el Control (titanio sin recubrir) y el Control + (Thermanox®); marcaje de
tensina (columna de la izquierda, rojo); marcaje de actina del citoesqueleto con falacidina
(columna central, verde), marcaje de tensina (rojo), citoesqueleto (verde) y nucleos con DAPI
(azul) (columna de la derecha).
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Figura 100. Inmunocitoquimica de integrinas a 3 horas de cultivo con preosteoblastos
sobre discos de titanio recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G, 3X y 5M5G, ademas
de para el Control (titanio sin recubrir) y el Control + (Thermanox®); marcaje de integrina o5
(columna de la izquierda, rojo); marcaje de actina del citoesqueleto con falacidina (columna
central, verde), marcaje de integrina as (rojo), citoesqueleto (verde) y nucleos con DAPI (azul)
(columna de la derecha).
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Figura 101. Inmunocitoquimica de integrinas a 3 horas de cultivo con preosteoblastos
sobre discos de titanio recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G, 3X y 5M5G, ademas
de para el Control (titanio sin recubrir) y el Control + (Thermanox®); marcaje de integrina aV
(columna de la izquierda, rojo); marcaje de actina del citoesqueleto con falacidina (columna
central, verde), marcaje de integrina ay (rojo), citoesqueleto (verde) y nicleos con DAPI (azul)
(columna de la derecha).
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Figura 102. Inmunocitoquimica de integrinas a 3 horas de cultivo con preosteoblastos
sobre discos de titanio recubiertos con las formulaciones 7M3T, 7M3T+G, 3X y 5M5G, ademas
de para el Control (titanio sin recubrir) y el Control + (Thermanox®); marcaje de integrina 1
(columna de la izquierda, rojo); marcaje de actina del citoesqueleto con falacidina (columna
central, verde), marcaje de integrina B, (rojo), citoesqueleto (verde) y nucleos con DAPI (azul)
(columna de la derecha).
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Todos los sustratos indujeron la misma expresién del gen Fak, partiendo todos
ellos de la misma cantidad de proteina para ser activada (Figura 103). Sin embargo, no
se pudo cuantificar su forma fosforilada.

CONTROL +
CONTROL -

?
-
o
=
~

3 hours

Fak
Figura 103. Gel de agarosa para la expresion de Fak a 3 horas

En el ensayo de adhesion mediante cuantificacion de ADN, los valores para el
Control y el recubrimiento 7M3T+G fueron mayores, siendo también mayores para
5M5G en la primera fase. Mediante el estudio de la morfologia celular por microscopia
electrénica de barrido de emisidon de campo, se observé menor tamafio celular sobre
7M3T+G, mostrando escasos anclajes al sustrato. La morfologia de los osteoblastos
sobre el Control y 3X fue mas estrellada que el resto, observandose mayores puntos de
anclaje al sustrato. Estos hallazgos, provenientes del ensayo de adhesion y del estudio
de la morfologia de preosteoblastos, pudieron ser corroborados mediante el marcaje

de las proteinas de adhesién y las integrinas.

Al intentar correlacionar los datos de la caracterizacion fisico-quimica con los
valores de adhesion, observamos que el factor que mayor peso tiene en la adhesion de
los preosteoblastos, en este caso, es la degradacion. Los recubrimientos con menor
tasa de degradacion (3X y 5M5G) proporcionan una superficie mas estable para la

adhesidn celular [2], asi como las superficies estables del titanio y el Thermanox®.
3.1.3. Proliferacion

Para determinar la proliferacion de preosteoblastos inducida por cada uno de los

materiales se realizé una cuantificacion de ADN de cultivos a 1, 7 y 14 dias.
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En la Grafica 29 se muestran los datos procedentes de este ensayo de
proliferacion de preosteoblastos sobre los recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X,
mediante cuantificacién de ADN de cultivos de 1, 7 y 14 dias.

Para un dia de incubacién se observaron datos de proliferacion que, aunque a
primera vista parecieron similares, fueron significativamente diferentes para el Control
y 7M3T (p = 0,000), para el Control y el 3X (p = 0,001) y entre 7M3T+G y 3X (p = 0,046).
A siete dias de cultivo tan sélo se encontraron diferencias entre el Control y 7M3T
(p=0,000). Tras 14 dias de cultivo tan soélo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para el recubrimiento funcionalizado con gelatina
(p = 0,000 con todos los recubrimientos y el Control), cuyos valores de proliferacién no
aumentaron como lo hicieran para los demas materiales (p = 0,000 para 7M3T, 3X y
Control entre 1-7 dias, 7-14 dias y 1-14 dias), manteniendo valores sin diferencias a los
inducidos para 7 dias.

o7M3T E7M3T+G m 3X H Control
120 -

100
80 -

60 -

Proliferacion

1dia 7 dias 14 dias

Grafica 29. Ensayo de proliferacion de preosteoblastos sobre los recubrimientos 7M3T,
7M3T+G y 3X, mediante cuantificacion de ADN de cultivos de 1, 7 y 14 dias.

Mientras que las formulaciones sin gelatina indujeron la proliferacion de
osteoblastos con el tiempo, la formulacion funcionalizada con gelatina mantuvo los
mismos valores tras una y dos semanas de cultivo. Todos los materiales, excepto
7M3T+G, que presentd los mismos valores que a 7 dias, indujeron, por igual, una alta

proliferacién de osteoblastos al finalizar el ensayo.
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3.1.4. Diferenciacidn

La capacidad de los recubrimientos para inducir la diferenciacién osteoblastica
fue determinada por la cuantificacién de la tasa de mineralizacién, obtenida como la
fraccidn entre la actividad de la alcalina fosfatasa y el valor de ADN en el cultivo. La
alcalina fosfatasa (ALP) es un indicador de diferenciacién osteobldstico y su actividad

es crucial para el inicio de la mineralizacion de la matriz extracelular.

En la Grafica 30 se representan los valores de diferenciacién para el Control y los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X, expresados como mM PNP/(ug ADN*h). No se
observaron diferencias entre los recubrimientos sin gelatina y el Control, ni para una

semana ni para dos semanas de ensayo.

Los mayores valores, para ambos periodos de estudio, fueron para 7M3T+G,
siendo sus valores estadisticamente diferentes al resto de materiales (p = 0,000 para
ambos materiales entre el 7M3T+G y el resto d emateriales). Tras 14 dias de ensayo los
valores de difrenciacion menores fueron para el Control (Control-7M3T p =0,004), y
para 3X (3X-7M3T p=0,021), entre los que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, detras de ellos, el 7M3T.

7M3T m7M3T+G E3X HControl

(6]

D

mM PNP/ (ug ADN)*h
N w
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7 dias 14 dias

Grafica 30. Ensayo de diferenciacion mediante cuantificacion de la actividad de ALP de los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y el Control, en relacidn a la poblacidn celular.

Los bajos valores de diferenciacién inducidos por 7M3T+G se debieron a que este
recubrimiento indujo una mayor y mas temprana diferenciacién osteoblastica. En los
demas casos, la poblacion celular continud proliferando durante los 14 dias de ensayo,
por lo que la actividad de ALP para los recubrimientos 7M3T, 3X y el Control fue menor

ya que también lo fue la diferenciacion.
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Los valores de diferenciacién del ensayo de actividad de ALP fueron mayores para
el recubrimiento 7M3T+G, tanto para una semana como para dos. Sin embargo, se

demostré que hubo diferenciacién osteoblastica en todos los sustratos.

Se evalud la presencia de otras proteinas de diferenciacién de osteoblastos como
BSP y OCN, marcadores tardios de diferenciacion osteoblastica, y del factor de
transcripcion RUNX2, indicador del comienzo del proceso de diferenciacién en etapas
preosteoblasticas. Para ello, se realiz6 un ensayo inmunocitoquimico para BSP y OCN
tras 14 dias de incubacién con medio de diferenciacién osteogénico y otro para RUNX2
tras 3 horas de cultivo con medio de diferenciacion osteogénico. Los resultados de
estos ensayos se muestran en la Figura 104. El marcaje en todos los sustratos tuvo
lugar de manera muy similar, excepto para el Control en el que las imagenes para
todas ellas mostraron un marcaje mas homogéneo y difuminado debido, es posible, a

una significativamente mayor poblacion celular.

3X 7M3T+G 7M3T

Control

Figura 104. Inmunocitoquimica para las proteinas BSP y OCN tras 14 dias de cultivo de
MC3T3-E1 con medio de diferenciacion osteogénico (columnas izquierda y centro,
respectivamente) y para el factor de transcripcion RUNX2 tras 3 horas de cultivo de pre-
osteoblastos con medio de diferenciacidn osteogénico (derecha).
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Como ensayo complementario, se decidié realizar un ensayo de reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) para determinar la
expresion génica de los mismos genes que codifican para las proteinas evaluadas
mediante inmunocitoquimica. Asi pues se realizé un ensayo de RT-PCR para los genes
Ocn y Bsp tras 4 y 14 dias de cultivo de MC3T3-E1 con medio de diferenciacién
osteogénico, para comprobar que la poblacion obtenida era una poblacion de
osteoblastos maduros. Del mismo modo se determind también la expresidon para
Runx2 tras varios periodos cultivo (3 horas, 4 dias, 7 dias y 14 dias), para corroborar
que la poblaciéon celular iba diferenciando con el tiempo y por tanto reduciendo la
expresion de Runx2, puesto que esta implicado en la diferenciacion temprana del
linaje osteoblastico.

La Figura 105 muestra los datos de expresién génica para Ocn y Bsp tras 4 y 14
dias de cultivo en medio de diferenciacion. Los resultados de RT-PCR mostraron una
mayor expresion para ambas proteinas tras 14 dias de cultivo, sin observar diferencias
entre los sustratos.

7M3T
7M3T+G
Control
CONTROL +
CONTROL
7M3T
7M3T+G
Control
CONTROL+
CONTROL

x x
[ ™

OCn = = o= - - Bsp m - 4 dias

Gapdh & = & & = Gapdh & & & = =
Ocn [mmemimemen | Bsp [m———
: - - 1as
Gapdh B Gapdh [

Figura 105. Gel de agarosa para la expresion de Ocn y Bsp, junto al gen constitutivo Gapdh,
a 4 Dias (arriba) y a 14 dias (abajo).
Estos resultados indicaron que la poblacidn celular obtenida era una poblacién de

osteoblastos diferenciados [251], produciéndose diferenciacién osteoblastica en todos
los sustratos.

En la Figura 106 se muestran los resultados de RT-PCR para la expresion de
Runx2. Se pudo observar una mayor expresién inicial para el recubrimiento 3X, el
titanio (Control) y el Thermanox® (Control +) y como, segun disminuia ésta con el
tiempo, aumentaba para los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G.
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Figura 106. Gel de agarosa para la expresion de Runx2, junto al gen constitutivo Gapdh, a 3
horas (arriba izquierda), a 4 dias (abajo izquierda), a 7 dias (arriba derecha) y a 14 dias (abajo

izquierda).

Segun la expresién temprana de Runx2, parece que el Control, el Control + vy el
recubrimiento 3X tiendan a una diferenciacion de la poblacidn preosteobldstica mas
temprana.

Apuntar que, en relacion a la bioactividad de los recubrimientos, en los cultivos in
vitro a 14 dias no se observd nucleacion de hidroxiapatita, pese a que en el medio de
cultivo encontramos los mismos compuestos a concentraciones similares al liquido

corporal simulado empleado en los ensayos in vitro de bioactividad (27-Tris-SBF), como

DEMEM 27-Tris-SBF
(mg/ml) (mg/ml)

se puede ver en la Tabla 21.

NaCl 6.545,0 6.400,0
KCl 400,0 373,0

NaHCO, 3.700,0 2.268,2
CaCl,-2H,0 264,0 367,5

NaH,PO, 141,0 141,9

pH 7,4 7,4

Tabla 21. Comparativa de las composiciones del medio de cultivo, empleado en los
ensayos celulares (DMEM-low glucose), y el fluido corporal simulado empleado para el ensayo
de bioactividad de los materiales (27-Tris-SBF).

Este hecho hace pensar en que otros factores, ademas de la disponibilidad de
iones y la topografia [225], afectan a la nucleacion de la apatita, como el volumen de
solucion empleado, la superficie en contacto con la soluciéon o el caracter dinamico o
estatico del ensayo. En el modelo de ensayo de bioactividad no se considera el control

del contenido de carbonato en la solucién de liquido corporal simulado (SBF), a pesar
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de que el suero sanguineo estd en equilibrio con una presién parcial de CO, cercana a
0,05 atm, que es al factor clave para el tamponado del pH del suero sanguineo [252].
Los fluidos biolégicos estdn supersaturados de iones, pero la deposicion y crecimiento
de cristales estdn estrictamente regulados por las proteinas del suero [19].

Llegados hasta este punto, podemos resumir los resultados obtenidos. El
recubrimiento 7M3T+G fue el que mas redujo la topografia granallada del titanio.
Todos los recubrimientos presentaron un cardcter hidrdfilo superior al titanio. Ninguno
de los recubrimientos indujo toxicidad celular. De entre los recubrimientos, fue
7M3T+G el que indujo la adhesion de un mayor nimero de células, sin embargo tanto
el Control como el recubrimiento 3X mostraron una mayor calidad de dicha adhesion
al sustrato, observandose mayor sefial para las proteinas de adhesion e integrinas, asi
como una mejor organizacién del citoplasma con formacién de lamelipodios, filopodios
y mayores adhesiones focales. Se comprobd que todos los recubrimientos y el Control
indujeron diferenciacion osteobldstica al cabo de 14 dias. El recubrimiento 7M3T+G
mostré una mayor y mas rapida actividad de ALP, dando a entender una diferenciacion
mas temprana, aunque los datos de expresion de Runx2 otorgan esta cualidad al
recubrimiento 3X y al Control. RUNX2 es un factor de transcripcion esencial pero
insuficiente para completar, in vitro, la diferenciacién del linaje osteoblastico y la
mineralizacidn de la matriz. RUNX2 interacciona con factores adicionales u otras vias
transcripcionales especificas de osteoblastos mediante cascadas de diferenciacion;
como el correpresor TLE , el factor de transcripcion HES-1, los cofactores c-fos y c-jun
del complejo AP-1, el potenciador de unién a proteinas CCAAT, sin olvidarnos del
factor de transcripcién especifico de osteoblastos Osterix (Osx), entre otros. El proceso
de diferenciacion osteoblastico es muy complejo [253] y falta mucho por elucidar
sobre las intrincadas rutas de sefializaciéon que orquestan el desarrollo de los tejidos

mineralizados y sus interacciones [254].

3.2. Evaluacion biolégica tras la implantacion in vivo

El efecto de los recubrimientos sobre los tejidos vivos, fue evaluado mediante un
estudio experimental in vivo de implantacién en tibia de conejo, denominada Fase de
Caracterizacion Il. Las muestras obtenidas tras la implantaciéon fueron procesadas para
obtener cortes histoldgicos que poder observar al microscopio dptico y asi evaluar los
efectos locales tras la implantacion, como la respuesta de reaccion a cuerpo extrafo y
la capacidad de osteointegracion de los diferentes recubrimientos respecto del

Control, asi como la degradacién in vivo de las distintas formulaciones.
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En la Fase de Caracterizacion Il tan sélo una protesis radicular fue implantada por
tibia, intentando que todas tuvieran la misma localizacion en la tibia y pretendiendo
que la parte apical apoyara en la cortical opuesta para favorecer la estabilidad
primaria, como se puede observar en la Figura 107. Este hecho implicé un cambio en
modelo animal empleado en la primera implantacién ya que, mientras que en la
primera implantacién no se proporciond la suficiente de estabilidad primaria, en la
segunda se tuvieron en cuenta diversos aspectos para favorecerla, ademds de para
estandarizar los lugares de implantacién. En esta ocasion, los periodos de ensayo se
redujeron a 1 y 2 semanas puesto que las mayores diferencias observadas entre los
materiales en la Fase de Caracterizacion Il fueron observadas a tiempos cortos.

Cortes de las muestras implantadas
% Y} 4;:." \J ‘.
w Y JIY
Bt A

7M3T+G

1 semana

3X

Control

7M3T

7M3T+G

2 semanas

3X

Control

Figura 107. Cortes histolégicos de las muestras implantadas (7M3T, 7M3T+G, 3X y Control)
en tibia de conejo para cada uno de los periodos de estudio (1 y 2 semanas) en la Fase de
Caracterizacion II.
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3.2.1. Evaluacidn de la respuesta de reaccidén a cuerpo extraino

Segln norma (ISO 10993-6), los efectos locales tras la implantacion deben ser
evaluados durante el proceso de desarrollo de un biomaterial para aplicacion
ortopédica. Asi pues, es esencial el estudio del grado de biocompatibilidad in vivo del
sistema implante-huésped de los nuevos recubrimientos desarrollados, comprobando
que no induzcan una reaccién adversa sobre los tejidos. Para ello se realizé un estudio
semicuantitativo basado en un sistema de puntuacién, de hasta 3 puntos, a una serie
de items relacionados con los efectos de los materiales sobre los tejidos circundantes a
los implantes, tras la observacién de los cortes histoldgicos con microscopio ptico.

De esta observacion microscopica, se extrajo un estudio cualitativo de los
principales eventos indicativos de la biocompatibilidad del sistema, tomando
fotografias representativas de cada uno de los eventos mencionados para cada
material y cada periodo de ensayo.

3.2.1.1. Estudio cualitativo de la respuesta de reaccidn a cuerpo extrafio

Los principales eventos histoldgicos estudiados en este estudio cualitativo de la
biocompatibilidad de los recubrimientos fueron: el estado de la médula ésea, la
presencia de células gigantes de reaccidn a cuerpo extrafio y la formacidon y evolucién

de la capsula fibrosa.

Médula

Para el material 7M3T, la médula se encontré no demasiado traumatizada, sobre
todo en zonas alejadas del implante donde hubo poco impacto. Sin embargo, el estado
general de la médula empeoré en la segunda semana (Figura 108). Estas observaciones

coinciden con las de la primera implantacion.

100um % ; P 100um

Figura 108. Estado de la médula ésea en el recubrimiento 7M3T; con aspecto poco
traumatizado tras 1 semana de implantacién (izquierda); médula con pérdida adipocitica,
acompafada de pérdida de arquitectura tras 2 semanas de implantacién (derecha).
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El material 7M3T+G mostré una médula muy traumatizada tanto a una como a
dos semanas, con una alta proporcién de adipocitos que perdieron su estructura y gran

ausencia celular en el tejido medular (Figura 109).

100um 100um

Figura 109. Estado de la médula dsea en el recubrimiento 7M3T+G; con un aspecto muy
traumatizado tanto tras 1 semana de implantacién (izquierda) como tras 2 semanas de
implantaciéon (derecha), mostrando una médula totalmente aplasica con abundancia de
adipocitos, cuya arquitectura se encontro totalmente alterada.

El mismo nivel de traumatismo encontrado en 7M3T+G, se encontrd para ambos
periodos de estudio de la formulacidn 3X. Sin embargo, aqui encontramos una baja
proporcién de grasa y una excesiva carga celular generalizada sin preservacion de la

arquitectura del tejido (Figura 110).

100um 100um’

T

Figura 110. Estado de la médula ésea en el recubrimiento 3X; con un aspecto muy
traumatizado tanto tras 1 semana de implantacién (izquierda) como tras 2 semanas de
implantacién (derecha), mostrando una médula con pérdida de la carga adipocitica y de su
arquitectura.

El Control mostré en la primera semana una gran aplasia medular en las zonas en
contacto con el implante, que fue recuperandose ligeramente a las dos semanas,
restableciendo su arquitectura y carga celular (Figura 111). En la primera implantacion
también sucedid que el Control presentaba una médula mas traumatizada que 7M3T,

alcanzando ambos el mismo nivel a 4 semanas.
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Figura 111. Estado de la médula dsea en el Control; mostrando una aplasia total tras 1
semana de implantacidn (izquierda); recuperando la carga celular y la arquitectura tras 2
semanas (derecha).

Células gigantes de reaccion a cuerpo extrano

En 7M3T y en el Control se observaron algunas células de reaccion a cuerpo
extrafio tanto a una como a dos semanas, coincidiendo con lo observado en la primera
implantacion (Figura 112), aunque también fueron encontradas de forma ocasional en
otros materiales. Sin embargo, en ningun caso la presencia de estas células excedio al
patrén fisiolégico de respuesta a cuerpo extrafio de todo organismo ante cualquier
implantacion.

Figura 112. Células gigantes de reaccidn a cuerpo extrafio encontradas en el Control a 8
semanas (arriba) y en el recubrimiento 7M3T tras 2 semanas de implantacién (abajo).
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Cdpsula fibrosa

A continuacién, se muestran imdgenes, tomadas con un aumento a 10X, de las
capsulas fibrosas que se produjeron como reaccidn tras la implantacion durante una y

dos semanas de cada material.

Para el recubrimiento 7M3T, se encontré una banda fibrosa laxa y ancha que se
densifico ligeramente tras dos semanas de implantacion mostrandose algo mas fina.
Esta capsula fibrosa fue hallada alrededor del implante en las zonas en contacto con el
espacio medular. No se encontrd tejido fibroso entre el hueso y el implante (Figura
113).

Figura 113. Evolucién de la capsula fibrosa para el recubrimiento 7M3T; banda fibrosa
extensa y laxa tras 1 semana de implantacion (arriba); tras 2 semanas de implantacién la banda
fibrosa se va compactando (abajo) haciéndose mas fina.

Para el recubrimiento 7M3T+G también se encontré una banda fibrosa laxa y
ancha en contacto con el espacio medular. Tras dos semanas de implantacién, la
capsula fibrosa se densificd ligeramente perdiendo algo de espesor (Figura 114). La
evolucion de la capsula fibrosa formada alrededor del recubrimiento 3X no fue distinta
a la del resto de recubrimientos. En esta ocasion, también se encontré una banda
fibrosa ancha y extensa que con el tiempo fue haciéndose un poco mas densa (Figura
115).
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Figura 114. Evolucidn de la capsula fibrosa para el recubrimiento 7M3T+G; banda fibrosa
laxa y gruesa tras 1 semana de implantacion (arriba); tras 2 semanas de implantacion la médula
se va densificando (abajo), perdiendo algo de espesor.

200un

Figura 115. Evolucién de la capsula fibrosa para el recubrimiento 3X; banda fibrosa extensa
y laxa tras 1 semana de implantacién (arriba); tras 2 semanas de implantacién la médula
comenzd a hacerse un poco mas densa, aunque sin alterar mucho su espesor (abajo).
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Para las muestras Control, se encontraron bandas fibrosas con las mismas
caracteristicas que las encontradas para los recubrimientos. Aqui la evolucién de estas
capsulas, tras dos semanas de implantacion, fue idéntica a la evolucion de las demas

capsulas encontradas para los recubrimientos, es decir, densificacion y pérdida de

espesor (Figura 116).

200um 1 200um

200um 200um

Figura 116. Evolucion de la cdpsula fibrosa para el Control; banda fibrosa extensa y laxa
tras 1 semana de implantacion (arriba); tras 2 semanas de implantacion la médula se va
densificando (abajo), perdiendo espesor.

Asi pues, para todos los materiales se observé la misma tendencia general en la
formacion y evolucién de la capsula fibrosa. Tras una semana de implantacién, las
bandas fibrosas encontradas eran gruesas y laxas, densificAndose con el tiempo vy
mostrando unas bandas mds finas a dos semanas. Cabe esperar que, como sucediera
para 7M3T y el Control en la Fase de Caracterizacion | tras 4 y 8 semanas de
implantacidn, estas capsulas fibrosas continuaran densificandose con el tiempo hasta
formar, a 8 semanas, una fina banda fibrosa alrededor del implante en contacto con la
médula dsea. En esta Fase de Caracterizacion Il, se encontrd capsula fibrosa en los
lugares donde no habia contacto con hueso, es decir, en el espacio medular. No fue

frecuente encontrar la banda fibrosa interpuesta entre el implante y la cortical
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encontrada en la mayoria de muestras de la primera implantacidn, ni entre el implante
y el hueso trabecular encontrada en los recubrimientos 5V5G y 5M5G de la primera
implantacién. Una posible razén podria ser que en esta implantacién se procuré que
todos los implantes apoyaran su extremo apical en la cortical opuesta, consiguiéndolo
en un gran numero de muestras. Esta implantacién otorgaria una mayor estabilidad
primaria al implante, reduciendo el exceso de micromovimientos y por tanto la

formacion de la cdpsula fibrosa en esta zona intermedia.

Por tanto, en esta segunda implantacidn no encontramos mas diferencias entre

materiales que las encontradas entre muestras del mismo material.

3.2.1.2. Estudio semicuantitativo de la respuesta de reaccion a cuerpo extrafo

Para el estudio semicuantitativo de la respuesta de reaccion a cuerpo extrafio, se
obtuvo una clasificacion de de los materiales segun su puntuacién obtenida para 12
items relativos al caracter biocompatible del sistema implante-huésped con los
recubrimientos seleccionados: aplasia medular (1), perdida de la arquitectura medular
(2), estado medular en zonas alejadas del implante (3), ratio de adipocitos medulares
(4), necrosis del hueso cortical (5), necrosis del hueso trabecular (6), presencia de
células gigantes de reaccion a cuerpo extrafio (7), presencia de fibrosis/capsula fibrosa
en contacto con la médula (8), presencia de fibrosis/capsula fibrosa entre la cortical y
el implante, entre el hueso trabecular y el implante (10), grado de densificacion de la

capsula fibrosa (11) y neovascularizacion (12).

La Grafica 31 muestra la puntuacion conseguida, en cada periodo de
implantacién, para cada recubrimiento y el Control. El analisis de los items de
biocompatibilidad mostré valores muy similares para los recubrimientos y el Control,
siendo todos ellos clasificados como levemente irritantes. El resultado estadistico
demostré que no habia diferencias entre los efectos locales tras la implantacion
inducidos por los recubrimientos y el titanio. Pese a las diferencias que se pudieron
observar en el estudio cualitativo previo, el estudio estadistico demostré que la adicion
de los recubrimientos a los implantes de titanio no modifica su comportamiento con

los tejidos vivos.
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Grafica 31. Representacién de los datos obtenidos de la puntuacién de los items de
biocompatibilidad semicuantitativa de 7M3T, 7M3T+G, 3X y Control.

3.2.2. Evaluacidn de la osteointegracion

Con el objetivo de evaluar la capacidad de osteointegracion de los implantes
recubiertos y el Control, se observaron mediante microscopio optico los cortes
histoldgicos obtenidos en la segunda fase de experimentacion animal.

Para alcanzar este objetivo, se realizaron varios tipos de estudio: un Estudio
histoldgico previo, en el que fueron observados determinados parametros indicativos
de osteointegracién de forma cualitativa, y dos estudios histomorfométricos, en los
que se cuantificaron algunos de esos parametros (Histomorfometria panordmica e
Histomorfometria detallada).

En esta Fase de Caracterizacion Il los implantes con recubrimiento 7M3T y los
implantes Control alcanzaron una osteointegracién muy similar tanto a 1 como a 2
semanas de implantacién (Figura 117). Transcurridas 2 semanas de la implantacion, el
recubrimiento 7M3T+G parecié mostrar cualitativamente un mayor nivel de

osteointegracién para sus implantes (Figura 118).
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Figura 117. Imagenes panoramicas de las muestras implantadas; Control tras 1 semana de
implantacion (arriba izquierda); recubrimiento 7M3T tras 1 semana (arriba derecha); Control
tras 2 semanas de implantacidn (abajo izquierda) y 7M3T tras 2 semanas de implantacién (abajo
derecha).

Figura 118. Imagenes panoramicas de las muestras implantadas durante 2 semanas:
Control (arriba izquierda), recubrimiento 7M3T (arriba derecha), recubrimiento 5V5G (abajo
izquierda) y recubrimiento 5SM5G (abajo derecha).
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3.2.2.1. Estudio histolégico

En este estudio cualitativo de la osteointegracion se tuvieron en cuenta
diferentes parametros como la osteointegracion con la cortical, la osteointegracion

con el hueso trabecular y la activacién osteoblastica.

Osteointegracion de la cortical

La capacidad de osteointegracion de un implante con el hueso cortical establece
la premisa para que tenga lugar la neoformacién de hueso trabecular alrededor del
implante, otorgandole la estabilidad bioldgica a largo plazo (estabilidad secundaria).

Debido a los cambios en el modelo animal, en esta segunda implantacion, se
consiguid que la zona del implante disefiada para osteointegrar con el hueso cortical
estuviera localizada en contacto con la cortical, principalmente, y no con el hueso
trabecular o el espacio medular.

A continuacion, se muestra el estado de las corticales encontradas para cada tipo
de recubrimiento y el Control evaluados en la Fase de Caracterizacion Il, registrados
mediante imagenes a 10X de microscopia Optica.

En el caso del recubrimiento 7M3T se observd que el hueso cortical ocupd los
espacios en las roscas de los implantes destinados al hueso cortical, quedando en
contacto con el recubrimiento puesto que no se encontré tejido fibroso intermedio
que lo impidiera. El recubrimiento permanecié intacto tras dos semanas de
implantacidn (Figura 119). La osteointegracion de la cortical para este recubrimiento
fue sin duda mejor que la osteointegracién alcanzada por el mismo recubrimiento

durante la primera fase experimental.

Para el recubrimiento 7M3T+G encontramos una cortical alojada en los valles de
las roscas de la cabeza del implante, intentando regenerarse para ocupar el espacio
libre hasta el recubrimiento, que no degradd pasadas dos semanas de la implantacién
(Figura 120). El nivel de osteointegracion alcanzado para 7M3T+G parecié ser

ligeramente superior al alcanzado por 7M3T tras 2 semanas.
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Figura 119. Osteointegracion del hueso cortical para el recubrimiento 7M3T tras 1 semana
de implantacién (izquierda) y tras 2 semanas de implantacion (derecha). Se observé como el
hueso cortical ocupé el espacio disponible en los valles sin presencia de tejido fibroso
interpuesto.

pe> i )
Figura 120. Osteointegracion del hueso cortical para el recubrimiento 7M3T+G tras 1
semana de implantacién (izquierda) y tras 2 semanas de implantacidon (derecha). El hueso
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cortical ocupa el espacio disponible en los valles facilitdndose el contacto del hueso cortical con
el implante, debido a la ausencia de tejido fibroso interpuesto.

Para 3X, se observaron espesores algo mayores del recubrimiento en los valles de
la cabeza del implante en contacto con el hueso cortical, por lo que el espacio
disponible para la ocupacién del hueso cortical fue menor. Sin embargo, el espacio
disponible fue ocupado por el hueso cortical estableciendo contacto con el
recubrimiento, debido a la ausencia de tejido fibroso intermedio (Figura 121). El grado
de osteointegraciéon del recubrimiento 3X parecié ser algo inferior que el alcanzado
para los recubrimientos 7M3T puro y funcionalizado con gelatina.

Figura 121. Osteointegracion del hueso cortical para el recubrimiento 3X tras 1 semana de
implantacion (izquierda) y tras 2 semanas de implantacion (derecha). Se observd, en ambos
periodos de estudio, que el hueso cortical ocupaba el espacio disponible en los valles. No se
encontrd tejido fibroso interpuesto entre el hueso cortical y el recubrimiento.

En el caso del Control, al no existir recubrimiento que ocupara parte del espacio
en los valles de las roscas destinadas al hueso cortical, en la mayor parte de los casos,
éste ocupd todo el espacio de los valles. Tampoco aqui se encontrd tejido fibroso
intermedio entre el hueso y el implante que impidiera el contacto directo del hueso

cortical, antiguo o neoformado, con el implante (Figura 122).
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Figura 122. Osteointegracion del hueso cortical para el Control tras 1 semana de
implantacién (izquierda) y tras 2 semanas de implantacion (derecha). Ocupacion total del hueso
cortical en los valles de la cabeza de los implantes Control, consiguiendo un contacto hueso-
implante directo, debido a la ausencia de tejido fibroso interpuesto.

Debido al aumento de la estabilidad primaria conseguida en esta fase de
experimentacién animal, las corticales mostraron en general un mejor aspecto que en
la primera implantacion respecto a la ocupacién de los huecos dejados por la rosca del

implante, produciéndose ésta sin presencia de fibrosis intermedia.

Debido al proceso quirurgico de implantacidn, aunque se consiguié una mayor
estabilidad primaria, también se produjo un aumento en el traumatismo de las
corticales evidenciado por la presencia, en muchos casos, de microfracturas. La
formacion de microfracturas dseas activa la liberacidon de factores y citoquinas que
promueven la remodelacidn ésea. Sea por ello o no, se observé hueso, tanto maduro
como inmaduro, ocupando los espacios vacios entre el recubrimiento (que no
degrado) y el hueso. El nivel de osteointegracion de la cortical del recubrimiento 7M3T
mejord ligeramente cuando se afiadid gelatina, siendo algo mas evidente quiza en la
segunda semana. La osteointegracion alcanzada por el recubrimiento 3X parecid

menos que la alcanzada por la familia 7M3T.
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Osteointegracién en hueso trabecular

Alcanzar la estabilidad secundaria es un factor clave para el éxito a largo plazo de
un implante dental y es debida a la regeneracion de hueso trabecular alrededor del
implante. Los cambios en el modelo animal, comentados ya en esta segunda
implantacidn, consiguieron un aumento en la estabilidad primaria de los implantes,
favoreciendo la formacion de nuevo hueso trabecular y por tanto alcanzando una

mayor estabilidad bioldgica de los implantes evaluados.

A continuacidn, se muestra la formacion de nuevo hueso trabecular, mediante
formaciéon de espiculas activas que van engrosandose formando trabéculas dseas
inmaduras las cuales irdan alcanzando un mayor grado de calcificacion hasta formar

trabéculas dseas maduras, encontradas para cada tipo de recubrimiento y el Control.

En los implantes recubiertos con la formulacién 7M3T, se observé la activacion
del endostio de la cortical de insercidn, favoreciendo la formacidn de espiculas activas.
Las espiculas, formadas desde el endostio, continuaron creciendo y madurando,
alcanzando la superficie del implante y avanzando por su superficie, formando
trabéculas ramificadas y maduras tras 2 semanas (Figura 123).

Figura 123. Osteointegracién del hueso trabecular para el recubrimiento 7M3T donde, tras
1 semana de implantacion, se observaron espiculas activas (arriba) que fueron madurando hasta
formar trabéculas ramificadas y maduras tras 2 semanas de implantacion (abajo).
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Funcionalizar el recubrimiento 7M3T con gelatina parecid, tras 2 semanas de
implantacidn, favorecer mas la formacion de nuevas trabéculas alrededor del implante
(Figura 124).

Figura 124. Osteointegracion del hueso trabecular para el recubrimiento 7M3T+G; tras 1
semana de implantacién (arriba) se formaron espiculas activas que tras 2 semanas de
implantacién formaron trabéculas ramificadas y maduras (abajo). Cualitativamente, la adicion de
gelatina al recubrimiento 7M3T favorecié la formacién de nuevo hueso trabecular tras 2
semanas de implantacion.

En el andlisis de las muestras recubiertas con la formulacién 3X, encontramos que
las espiculas formadas en la primera semana fueron espiculas rectas y poco
ramificadas que no llegaron a superar la cabeza del implante. A dos semanas, estas
espiculas consiguieron formar un hueso trabecular ramificado como el presente en el

resto de materiales desde la primera semana (Figura 125).

En el estudio de las muestras Control se observé la misma formacion de espiculas
activas que la observada para los recubrimientos de la formulacién 7M3T sin y con
gelatina, transformandose éstas también en trabéculas ramificadas y maduras tras 2

semanas de implantacion (Figura 126).

235



Figura 125. Osteointegracion del hueso trabecular para el recubrimiento 3X; formacion de
espiculas rectas y poco ramificadas tras 1 semana de implantacion (arriba) que tras 2 semanas
de implantacién (abajo) consiguen finalmente formar trabéculas ramificadas y maduras.

Figura 126. Osteointegracion del hueso trabecular para el Control; formacidn de espiculas
Oseas debido a la activacién del endostio tras 1 semana de implantacién (arriba) y formacién de
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trabéculas maduras tras 2 semanas de implantacion (abajo), tal y como se observé para 7M3T y
7M3T+G.

Puesto que en esta segunda experimentacion animal se procuré que el extremo
apical de los implantes apoyara en la cortical opuesta al lugar de implantacién en la
tibia para lograr una mayor estabilidad primaria de los implantes, también fue
estudiado el grado de osteointegracion en estas zonas. El contacto del extremo apical
de los implantes estimuld el endostio, favoreciéndose la formacion de nuevo hueso
trabecular a su alrededor. Para todos los recubrimientos y el Control, se observé
activacién del endostio de la cortical opuesta cuando el extremo apical se encontré en
contacto con éste o muy préoximo a él. Tras 1 semana de implantacidn se observaron

espiculas y trabéculas finas e inmaduras (Figura 127).

Las espiculas dseas formadas tras la primera semana se ensancharon y
maduraron durante la segunda semana de implantacion hasta formar nuevo hueso
trabecular que sostuvo el extremo apical de los implantes (Figura 128).
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Figura 127. Formacion de espiculas éseas debido a la activacién de la cortical opuesta al
lugar de implantacion tras 1 semana de implantacidon; Control (imagenes de arriba);
recubrimiento 7M3T (imagenes de la segunda fila), recubrimiento 7M3T+G (imagenes de la
tercera fila) y recubrimiento 3X (imagenes de abajo).
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Figura 128. Formacién de trabéculas maduras en el extremo apical de los implantes tras 1

de la

agenes

recubrimiento 7M3T (im

segunda fila), recubrimiento 7M3T+G (imagenes de la tercera fila) y recubrimiento 3X (imdgenes

6n; Control (imagenes de arriba);

semana de implantaci

).

de abajo
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Las diferencias, encontradas en el grado de osteointegracién del extremo apical
de los recubrimientos, estuvieron relacionadas no ya con el tipo de material en la

superficie de los implantes si no con la distancia del implante al endostio.

Activacion osteobldstica

La activacion del endostio, tanto de la cortical de insercion como de la cortical
opuesta, fue la misma para 7M3T con y sin gelatina. La activacion en estos
recubrimientos fue superior que la encontrada en el recubrimiento 3X (Figura 129).
Para todos los materiales, incluido el Control, la activacion de las corticales fue
superior en la segunda semana de implantacién, excepto para el recubrimiento 3X

cuya activaciéon no varié de 1 a 2 semanas.

Figura 129. Activacién osteoblastica encontrada tras 2 semanas de implantacion; Control
(arriba izquierda), recubrimiento 7M3T (arriba derecha), recubrimiento 7M3T+G (abajo
izquierda) y recubrimiento 3X (abajo derecha).

La activacion del endostio de la cortical proximal, para la formacidon de nuevo
hueso trabecular, no sobrepasé en ningun caso el primer valle del cuerpo del implante.
El hueso trabecular alcanzé zonas mas alejadas del endostio en la segunda semana de
implantacién que en la primera, a excepcién del recubrimiento 3X que no mejord con

el tiempo (Figura 130).
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Figura 130. Alcance del nuevo hueso trabecular formado por estimulacién del endostio de
la cortical de insercion tras 2 semanas de implantacion; Control (arriba izquierda); recubrimiento
7M3T (arriba derecha); recubrimiento 7M3T+G (debajo izquierda); y recubrimiento 3X (debajo
derecha). Ningln material consiguié sobrepasar el primer valle del cuerpo de los implantes.

Durante el estudio cualitativo de la osteointegracion, se observé claramente el
fendmeno de osteoconduccion del titanio (Figura 131) en las muestras Control. Este
fendmeno favorecié que la nueva formacién de hueso trabecular discurriera pegada a
la superficie del implante, observandose con muy poca frecuencia en el caso de que el

titanio estuviera recubierto.
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Figura 131. Fenomeno de osteoconduccion del titanio observado en el andlisis de las
imdagenes histoldgicas pertenecientes al grupo Control tras 1 semana (arriba) y 2 semanas de
implantacién (abajo).

3.2.2.2. Histomorfometria Panoramica

Con el objetivo de observar si existian diferencias entre el lugar de implantacién
de las prétesis implantadas en la segunda fase experimental, se realizé un estudio de
Histomorfometria Panordmica. A partir de las imagenes panoramicas, como la de la
Figura 132, obtenidas mediante macroscopio, se realizaron distintas mediciones para
evaluar la posicion de cada implante en la porcidn proximal de la tibia, el alcance de la
formaciéon de nuevo hueso trabecular a lo largo del implante y el éxito del modelo

experimental.
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Figura 132. Imagen panoramica utilizada para las mediciones de la Histomorfometria
Panordmica, tomada con macroscopio, de un recubrimiento tras 1 semana de implantacion.

Las variables escogidas para este estudio fueron, igual que en el estudio de la
primera fase experimental: la longitud (VSTi) y anchura internos de la tibia (HSTi), la
longitud (VSTe) y anchura externos de la tibia (HSTe), el espesor de las corticales
(derecha E_cor_d e izquierda E_cor_i), el area (A_canal) y perimetro (P_canal) del
canal medular, el alcance del hueso trabecular desde el endostio a lo largo del
implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai) y el contacto del implante con la cortical
opuesta (derecha EH_bd e izquierda EH_bi). La medicién de cada parametro y el

estudio estadistico se realizaron tal y como se describié en el Capitulo 3.

Como resultado del estudio de Histomorfometria Panoramica, se observaron
diferencias entre la localizacién de las prdétesis implantadas. El estudio estadistico
reveld que a 1 semana el recubrimiento 3X estaba implantado mas proximal que el
resto y el Control mas distalmente en la tibia. Para 2 semanas, sin embargo, el Control
fue implantado mas proximal, seguido de 7M3T, después 3X vy, finalmente, el mas
distal fue 7M3T+G, aunque estas diferencias a 2 semanas no fueron significativas
(Grafica 32 y Grafica 33).
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Grafica 32. Valores de la Histomorfometria Panoramica para los recubrimientos 7M3T,
7M3T+G y 3X y el Control tras 1 semana de implantacién para las variables; alcance del hueso
trabecular desde el endostio a lo largo del implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai); contacto
del implante con la cortical opuesta (derecha EH_bd e izquierda EH_bi); longitud de la tibia
(interna VSTi y externa VSTe); anchura de la tibia (interna HSTi y externa HSTe); area del canal
medular (A_canal), perimetro del canal medular (P_canal); y espesor de las corticales (derecha
E_cor_d eizquierda E_cor_i).
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Grafica 33. Valores de la Histomorfometria Panordamica para los recubrimientos 7M3T,
7M3T+G y 3X y el Control tras 2 semanas de implantacion para las variables; alcance del hueso
trabecular desde el endostio a lo largo del implante (derecha EH_ad e izquierda EH_ai); contacto
del implante con la cortical opuesta (derecha EH_bd e izquierda EH_bi); longitud de la tibia
(interna VSTi y externa VSTe); anchura de la tibia (interna HSTi y externa HSTe); area del canal
medular (A_canal), perimetro del canal medular (P_canal); y espesor de las corticales (derecha
E_cor_d eizquierda E_cor_i).

Se observé que el lugar de implantacion a lo largo del eje longitudinal de la tibia,
dentro de las localizaciones donde las protesis fueron implantadas, no tuvo
consecuencia directa con el alcance del nuevo hueso trabecular. Tampoco tuvo

consecuencias en la cortical donde se realizé el defecto para la implantacion, ni en la

cortical opuesta a la zona de insercidn en contacto con la zona apical de las protesis.

244



3.2.2.3. Histomorfometria Detallada

Tras la Histomorfometria Panordmica, se realizd una Histomorfometria
Detallada de la Fase de Caracterizacion Il, en la cual se estudiaron las variables
histomorfométricas de Hueso en contacto con el implante, Hueso entre roscas y Hueso
peri-implante. Este estudio resulté determinante para cuantificar la capacidad de
osteointegracion de los recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X en comparacién con el
titanio (Control).

El montaje de las imdagenes histoldgicas a 10X de cada implante permitié contar
con una imagen total, de cada muestra, con el detalle suficiente para analizarlas y
tomar las medidas histomorfométricas.

Para la variable Hueso en contacto con el implante (cantidad de hueso en intimo
contacto con la superficie del implante, expresada en milimetros) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos materiales, incluido el
Control (Grafica 34). Se observdé el mismo comportamiento a dos semanas del
recubrimiento 7M3T puro y el funcionalizado con gelatina.
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Grafica 34. Valores para la variable histomorfométrica de Hueso en contacto con el
implante para los recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y el Control. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ningun periodo. Los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G

indujeron de igual modo la formacidn de hueso en contacto con el implante para dos semanas
(flechas).

Para la variable Hueso entre roscas (cantidad de hueso en el espacio disponible
dentro de las roscas), tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos materiales ni con el Control (Grafica 35). Aqui también
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se observo el mismo comportamiento a dos semanas del recubrimiento 7M3T y su
homdlogo funcionalizado.

TM3T B7M3T+G HE3X Control

0,45 -

o0 | 11
035 | i
0,30 -
025 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -

0,05 - I -

0,00 - .
1semana 2 semanas

Hueso entre roscas

Grafica 35. Valores para la variable histomorfométrica de Hueso entre roscas para los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y el Control. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas para ningun periodo. Los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G indujeron de igual modo
la formacién de hueso entre roscas para dos semanas (flechas).

Para la variable Hueso peri-implante (cantidad de hueso dentro de la region de
interés peri-implante (ROIp) con relacién a la superficie total disponible dentro de la
ROlp), tampoco se encontraron diferencias significativas entre los materiales ni con el
Control. En este caso, también se observé el mismo comportamiento observado en las
dos variables anteriores para los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G tras dos semanas de

implantacién (Grafica 36).
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Grafica 36. Valores para la variable histomorfométrica de Hueso peri-implante para los
recubrimientos 7M3T, 7M3T+G y 3X y el Control. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas para ningun periodo. Los recubrimientos 7M3T y 7M3T+G indujeron de igual modo
la formacién de hueso peri-implante para dos semanas (flechas).

Pese a las diferencias que se pudieron observar en el estudio histolégico previo,
el estudio estadistico de las variables histomorfométricas demostré la misma
capacidad de osteointegracién para todos los recubrimientos que para el titanio
(Control). Los recubrimientos no se interpusieron en la osteointegracion de los
implantes, permitiendo la osteointegracion completa de los implantes recubiertos, al

igual que de los implantes sin recubrir.

3.2.3. Degradacion sol-gel in vivo

Con el objetivo de determinar la degradacién in vivo de los recubrimientos, se
realizd una cuantificacion del recubrimiento mediante analisis de las imagenes

histolégicas tomadas mediante microscopia éptica a 10X.

La Grafica 37 muestra el drea ocupada por el recubrimiento en cada uno de los
periodos de estudio de implantacién animal, expresada en milimetros cuadrados
(mmz). Esta cuantificacion mostré, que a una semana, la menor cantidad de
recubrimiento fue para 3X, seguido de 7M3T que mostrd la mayor variabilidad. A dos
semanas, comparando con los valores a una semana, observamos que el
recubrimiento con un mayor descenso fue 7M3T. Por lo que el recubrimiento que
mayor degradacion in vivo mostré fue 7M3T. Sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas entre la degradacion de los distintos recubrimientos, para
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ninguno de los dos periodos de estudio, ni diferencias entre la degradaciéon a 1y 2

semanas, para cada uno de los recubrimientos.
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Gréfica 37. Valores para el Area de recubrimiento para los recubrimientos 7M3T, 7M3T+G
y 3Xy el Control.

Si observamos los valores para 7M3T+G y 3X para dos semanas, observaremos
qgue algunos de sus valores superaron los de la primera semana. Esto indica, una vez
mas, la gran variabilidad del espesor de los recubrimientos, tal y como sugirié la
observacién de la deposicion del recubrimiento mediante FESEM y microscopia éptica
en la caracterizacién fisico-quimica. Ademads, se pone de relevancia la diferente
dinamica de degradacion de los recubrimientos segun el microentorno del ensayo, ya
que el microentorno que proporciona un organismo vivo no es comparable al

encontrado en el ensayo in vitro.

4, Discusion

En todos los casos se obtuvo un sol transparente y sin precipitados, con una
viscosidad adecuada para obtener una correcta aplicacién sobre el metal (Figura 89).
La adicion de gelatina redujo considerablemente la rugosidad del titanio (Figura 91,
Tabla 18). Se consiguid una correcta adherencia al titanio de todos los recubrimientos,
resistiendo el procedimiento quirdrgico de implantacion clinica in vivo en tibia de
conejo (Figura 93). En esta ocasidn, los recubrimientos con mayor degradacion in vitro
fueron 7M3T y 7M3T+G (Gréfica 23), en la implantacién in vivo se observaron todos los

recubrimientos a 1 y 2 semanas de implantacion ya que, como se viera en
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implantaciones anteriores, la desaparicidn del recubrimiento por degradacion ocurre a

partir de las 4 semanas de implantacidn.

Todos los recubrimientos resultaron bioactivos, ya que al verse expuestos a
fluidos corporales reaccionan quimicamnte dando lugar a la formacidn de un fuerte
enlace entre el implante y el tejido (Figura 92), y no citotéxicos (Grafica 27). Pese a que
los valores de adhesién fueron mayores para el recubrimiento con gelatina (Grafica
28), y pese a que los valores de angulo de contacto se alejaban del dptimo de 70° [238]
(Tabla 20), la calidad de la adhesion fue superada por el recubrimiento 3X, el titanio
(Control) y el Control + (Thermanox®), observandose en ellos un mejor marcaje para
todas las proteinas de adhesidon y una mejor conformacion del citoesqueleto (Figura
97 - Figura 102). La alta tasa de degradacion de 7M3T y 7M3T+G pudiera proporcionar
una superficie muy inestable para la adhesion proteica y celular [2]. Todos los
recubrimientos indujeron diferenciacion osteoblastica. El recubrimiento 3X y los
controles (Control y Control +) mostraron una expresion mas temprana para Runx2
(Figura 106), mientras que 7M3T+G mostré una mayor tasa de actividad de ALP tanto a
1 como a 2 semanas (Grafica 30). Para todos se obtuvo expresion para Opn y Bsp
(Figura 105), contando con una poblacién osteobldstica madura [251] que induciria la

formacidn de la linea cementada para la formacién de hueso de novo [2].

En esta Fase de Caracterizacion Il se introdujo ciertas modificaciones del modelo
experimental animal empleado en la fase anterior: (1) se implantd tan sélo una
proétesis radicular por tibia, (2) se implantd en tibia proximal (3) con cierta inclinacién
para permitir implantar las prétesis en toda su longitud de modo que (4) el extremo
apical de la prétesis apoyara en la cortical opuesta al lugar de la implantacién. Estas
modificaciones llevaron a conseguir una mayor estabilidad primaria del implante que

evitd la formacion de tejido fibroso interpuesto entre los implantes y el hueso.

Todos los materiales indujeron el mismo nivel de osteointegracién con el hueso
(Grafica 34 - Grafica 36) y mostraron el mismo comportamiento con los tejidos vivos
(Grafica 31), aun mostrando algunas diferencias en la localizaciéon de implantacién
(Grafica 32 y Grafica 33) y aun siendo la superficie del Control no bioactiva. Indicar
que, como se vio en la Fase de Caracterizacion | y se ha visto en la Fase de
Caracterizacion I, la degradacién in vivo depende mucho de la proximidad del
recubrimiento al endostio, ya que la osteogénesis a distancia parte de aqui pero sélo
alcanza cierta distancia. Las zonas de recubrimiento alejadas del endostio, bien sea

lateral, apical o proximal al implante, mostraron una menor degradacion.

Los valores para los tres parametros histomorfométricos fueron muy similares,

indicando que el nuevo hueso formado por osteogénesis a distancia finalmente
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consigue contactar con la superficie del recubrimiento, o bien, que hay mayor
proporcién de neoformacién 6sea debida a osteogénesis por contacto. En los
implantes de titanio se observé mayor grado de osteogénesis por contacto y el
fenédmeno de osteoconduccién (Figura 131). Sin embargo, para los recubrimientos el
mecanismo de osteointegracion fue en gran medida debida a osteogénesis a distancia
(Figura 123), debido, posiblemente, a la induccién del silicio liberado y a que la
superficie del titanio no estaba disponible. Aln siendo los mecanismos de
regeneracion osea diferentes, no se encontraron diferencias en el grado de
osteointegracidén alcanzado entre el titanio y los recubrimientos. El recubrimiento
7M3T+G siguid la misma tendencia que el recubrimiento sin funcionalizar. Ni la adicién
de gelatina ni de GPTMS consiguié mejorar la osteointegracién de 7M3T (Grafica 34 -
Gréfica 36).

El modelo de osteointegracion de implantes dentales en tibia de conejo es un
modelo animal establecido en la comunidad cientifica [172, 192, 196, 197, 198, 199,
200]. La normativa establece el uso de los huesos largos en conejo para la
implantacién de muestras, limitando el tamafio a 2 mm de didmetro y 6 mm de
longitud para muestras cilindricas [172]. La problematica que existe en relacidn a este
aspecto, es el uso de este modelo para la evaluacion de la osteointegracion de
implantes dentales comerciales. Los implantes dentales existentes en el mercado estan
disponibles en diversas tallas, pero incluso la menor de ellas excede a las medidas
recomendadas por la Organizacidn Internacional de Estandarizacion (ISO, del inglés
International Organization for Standardization). Asi pues, encontramos implantes
dentales en tibia proximal de conejo de 3,5 mm de didmetro por 7 mm de largo [196],
3,3 mm de diametro por 6 mm de largo [199], 3,3 mm de didametro por 8 mm de largo
[200], 3,75 mm de didmetro por 7 mm de largo [255] o como los implantados por Mori
de 3,5 mm de diametro por 10 mm de largo [198], cuyo extremo apical atraviesa
completamente la cortical opuesta al lugar de insercion. En metéafisis proximal tibial
encontramos dimensiones de implantes dentales de 3,3 mm de didmetro por 8,5 mm
de largo [232], 3,75 mm de didmetro por 8 mm de largo [256] y 3,5 mm de didmetro
por 8 mm de largo [257]. lvanoff realizé un estudio sobre cdmo afecta el diametro de
implantes dentales en la osteointegracién en tibia de conejo [258], concluyé que
diametros mayores incrementan la estabilidad primaria porque aumenta la superficie
de contacto con el hueso cortical, encontrando una correlacién entre el par de retirada
del implante y el hueso en contacto con el implante para implantes dentales de
3,75mm de didmetro. Muchos autores no especifican si la implantacion esta realizada
en metafisis proximal tibial, tan sélo indican que el lugar de la implantacion es tibia

proximal. La verdadera metéfisis tibial proximal tiene muy poco espesor, por lo que es
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muy dificil asegurarse que, realmente, se esta implantando en metéfisis y, ademas,
que esa implantacién sea reproducible en todos los conejos empleados en el estudio.
Ademads, la longitud de los implantes exige que la implantacién sea lo mas proximal
posible (sin invadir la zona epifisaria) para evitar atravesar la cortical opuesta o dejar la
cabeza del implante sin contacto con la cortical. Asi pues, como se dijo anteriormente,
el método de implantacién empleado en la Fase de Caracterizacion Il, consiguiendo
que el extremo apical apoyara en la cortical opuesta al lugar de insercién en la tibia,
otorgd un aumento de la estabilidad primaria consiguiendo un mayor contacto del
hueso con los recubrimientos y el Control, permitié implantar las prétesis en toda su
longitud y evitd la formacién de tejido fibroso interpuesto entre el hueso, tanto
cortical como trabecular, y el implante [60, 259, 61].

Es dificil encontrar publicaciones sobre ensayos in vivo de materiales sol-gel no
sinterizados, ya que la mayoria de los que existen en bibliografia hacen referencia a
materiales sinterizados, evaluados en distintos modelos animales como rata y raton
[141, 186], conejo [172, 173, 260, 186, 183] o cabra [261]. De los materiales sol-gel no
sinterizados a altas temperaturas, que podemos encontrar en la bibliografia actual, su
biocompatibilidad fue evaluada mediante implantacion in vivo subcutdnea en rata
[189] o conejo [190, 142] e implantacidn en cresta iliaca de conejo [142]. Todos ellos
fueron disefiados con un objetivo distinto al de la inducir la osteointegracién de
implantes. Fueron disefiados como vehiculos de liberacién de biomoléculas para el
tratamiento de la las infecciones dsea [142], como vehiculos de liberacién de insulina
[189], o como recubrimientos para sensores de glucosa implantables
subcutdneamente [190]. Para demostrar que sus materiales disefiados para tratar
infecciones 0dseas, sintetizados via sol-gel, eran biocompatibles con el tejido dseo,
Radin implantdé granulos de xerogel basados en trimetil ortosilicato (TMOS) y con
distintas concentraciones de SiO, en cresta iliaca de conejo [142]. Observd que
alrededor de las paredes de los granulos se formaba nuevo hueso trabecular. Sin
embargo, no encontrd diferencias significativas entre sus materiales y el control
(defecto vacio) para el hueso nuevo formado en el area de implantacién, ni tras 2 ni 4
semanas de implantacién, siendo su tamafo muestral de n=9. Por ello, concluye que
sus materiales son buenos candidatos para la liberaciéon controlada de farmacos para
el tratamiento de infecciones éseas y como posibles vehiculos de liberacion de otros

farmacos y biomoléculas para aplicacion en el campo de la biomedicina [142].

El aumento de la estabilidad primaria conseguida por las modificaciones en el
modelo animal hizo que se observara, en comparacién con la fase experimental
anterior, una mayor osteointegracion del titanio que reduciria las diferencias entre el
Control y el resto de recubrimientos en esta segunda fase experimental. En la Figura
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133 se muestra una comparativa de los parametros histomorfométricos obtenidos en
la experimentacion animal de la Fase de Caracterizacion | (izquierda) y los obtenidos
en la Fase de Caracterizacion Il (derecha) tras la primera y seguna semana de
implantacidn. En ella se puede observar una diferencia entre las tendencias del Control
en la primera y segunda fases experimentales. Mientras que el Control no mostré una
variacion de la capacidad de osteointegracién con el tiempo en la primera
experimentacion, en la segunda se puede preveer un aumento tras periodos de
estudio mas largos (Figura 133).
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Figura 133. Comparativa de los parametros histomorfométricos obtenidos en la
experimentacion animal de la Fase de Caracterizacion | (izquierda) y los obtenidos en la Fase de
Caracterizacion Il (derecha) tras la primera y seguna semana de implantacion.

De este modo, 7M3T y Control mostraron una tendencia comin en su
capacidad de inducir la osteointegracion del implante en la Fase de Caracterizacion ll,
de modo que parece que en ausencia de estabilidad primaria la capacidad de

osteoinduccion del recubrimiento destaque mas, puesto que no parece propiciada la

252



capacidad de osteoconduccion del titanio. El recubrimiento 7M3T+G mostré la misma
tendencia que el 7M3T sin funcionalizar. La ventaja del recubrimiento 3X, residiria en
la capacidad de osteoinduccion que le confirieran las biomoléculas ancladas a sus

grupos epoxi.

5. Conclusion

Los recubrimientos con mayor tasa de degradacién fueron 7M3T y 7M3T+G.
7M3T+G indujo mayores valores de adhesion y ALP en osteoblastos, siendo sin
embargo 3X el que mayor calidad de adhesion y mejor morfologia osteoblastica
mostré. Todos los recubrimientos indujeron la diferenciacidén in vitro, siendo mas
temprana para 3X. Ninguno de ellos mostré efectos nocivos ni celulares (in vitro) ni

sobre los tejidos adyacentes al lugar de implantacion (in vivo).

No se apreciaron diferencias entre los recubrimientos y el Control para
ninguno de los parametros histomorfométricos. El aumento de la establidad primaria,
debido a las modificaciones en el modelo experimental, impidid la formacién de tejido
fibroso interpuesto entre el hueso (ni cortical ni trabecular) y el implante, para
ninguno de los materiales. Este aumento en la estabilidad primaria reduciria las
diferencias entre el Control y el resto de recubrimientos en esta segunda fase
experimental, de lo que se podria plantear la posibilidad de que el recubrimiento
7M3T pudiera resultar una ventaja en condiciones clinicas adversas de estabilidad
primaria insuficiente debidas a la baja calidad 6sea de los pacientes, al igual que
pudiera suceder con el recubrimiento 7M3T+G que mostré la misma tendencia que el
recubrimientos sin funcionalizar. Un nuevo modelo animal capaz de evaluar la
capacidad osteoinductora en presencia o ausencia de estabilidad primaria podria
determinar la ventaja de estos recubrimientos en situaciones clinicas de insuficiente

estabilidad primaria.

Al igual que concluyera Radin con sus recubrimientos sol-gel [137], el
recubrimiento 3X constituiria un prometedor vehiculo de liberacién controlada de
biomoléculas que supusieran una ventaja competitiva en el proceso de

osteointegracién de los implantes dentales de titanio en beneficio de los pacientes.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

De la investigacion realizada en el desarrollo de esta Tesis Doctoral se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

1. Los recubrimientos evaluados in vitro resultaron no citotdxicos,
bioactivos y degradables, induciendo todos ellos la proliferaciéon vy
diferenciacién osteoblastica.

2. Los recubrimientos con mayor tasa de degradacién ofrecen una peor
superficie de adhesidon osteoblastica, debido a ello los osteoblastos
muestran in vitro una baja calidad de adhesidn celular.

3. La imposibilidad de que las células se adhieran correctamente a la
superficie inestable de los recubrimientos, debido a su degradacién, se
traduce in vivo en una modificacion del proceso de osteointegracion.
Mientras que el titanio se osteointegra mediante osteogénesis por
contacto, los recubrimientos inducen la nueva formacidon de hueso por
osteogénesis a distancia.

4. Los recubrimientos 5V5G y 5M5G, que no consiguen degradar
completamente tras 8 semanas de implantacién, inducen formacién de
capsula fibrosa interpuesta entre el hueso y el implante. Por el
contrario, el recubrimiento 7M3T degrada completamente tras 8
semanas de implantacion, dejando la superficie libre del titanio,
aumentando el hueso en contacto con el implante, sin tejido fibroso
interpuesto. El recubrimiento 7M3T+G sigue la misma tendencia in vivo
que el 7M3T. El recubrimiento 3X muestra mucha similitud con 7M3T y
7M3T+G.

5. La capacidad de osteointegracion del titanio parece verse influenciada
por el grado de estabilidad primaria del implante, osteointegrandose
peor cuando el grado de estabilidad tras la implantacion es insuficiente.
Sin embargo, este factor parece afectar en menor grado cuando el
titanio se encuentra recubierto con la formulacién 7M3T.

6. En funcién de los resultados encontrados par la formulacién 7M3T
pensamos que su capacidad de degradacion y de regenercion ésea por
osteoinduccion puede hacer que este recubrimiento pueda ser utilizado

en pacientes de baja calidad 6sea para inducir regeneracion tanto por la
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liberaciéon de compuestos de silicio como por otras moléculas activas a
dilucidar.

Ademds, la posibilidad de afiadir GPTMS a la formulacion 7M3T permite
la adicién de distintas biomoléculas en la red, que mejoren distintos
aspectos del proceso de osteointegracién en funcién de las necesidade
de cada paciente, abre una ventana al futuro empleo de estos
recubrimientos como vehiculos de liberacidn controlada, suponiendo
una ventaja competitiva personalizada en el proceso de osteintegracion
de los implantes dentales de titanio en beneficio de cada paciente.

Por tanto, como resultado de la evaluacién de las formulaciones sol-gel
de este trabajo, se elije el recubrimiento 7M3T como Prototipo Final.
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ANEXO 1

Tablas del estudio estadistico de los resultados de la
Fase de Caracterizacion |

Proliferacion celular (HISTOCELL), estudio por periodos

Proliferacion

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Periodo Statistic dfl df2 Sig.
0 4,052 9 110 ,000
1 6,722 9 110 ,000
7 6,943 9 110 ,000
14 5,649 9 110 ,000
ANOVA
Proliferacion
Sum of Mean
Periodo Squares df Square F Sig.
0 Between ,088 9 ,010 71,621 ,000
Groups
Within ,015 110 ,000
Groups
Total ,103 119
1 Between ,210 9 ,023 | 194,076 ,000
Groups
Within ,013 110 ,000
Groups
Total 224 119
7 Between 1,202 9 ,134 | 234,055 ,000
Groups
Within ,063 110 ,001
Groups
Total 1,265 119
14 Between ,446 9 ,050 | 102,876 ,000
Groups
Within ,053 110 ,000
Groups
Total ,499 119
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Kruskal-Wallis Test

Material Control-7M3T

Periodo 0 dias

Test Statistics®"*

Periodo 1 dia

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,288
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14

Test Statistics*>®

Proliferacion
Chi- 17,333
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 7ZM3T-8M2T

Periodo =0

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 9,599
Square
df 1
Asymp. ,002
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 16,383
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion

Proliferacion

Chi- 17,303
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-9M1T

Periodo =0
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 14,151

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Chi- 12,021

Square

df 1

Asymp. ,001

Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 1,486

Square

df 1

Asymp. 223

Sig.

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion

Proliferacion
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Chi- 1,701

Square

df 1
Asymp. 1192
Sig.

Material 9M1T-2V8G

Periodo =0
Test Statistics*>®
Proliferacion
Chi- 14,407
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 15,884
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 2V8G-5V5G

Periodo =0
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 13,737

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 16,390
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,424
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 17,340
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 2,813
Square
df 1
Asymp. ,093
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Chi- 1,920
Square

df 1
Asymp. ,166
Sig.

Proliferacion

Material 5V5G-8V2G

Periodo =0
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- ,803

Square

df 1

Asymp. ;370

Sig.

Chi- 6,765

Square

df 1

Asymp. ,009

Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,371

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.
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Periodo = 14

Test Statistics®"*

Periodo =7
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 3,865

Square

df 1

Asymp. ,049

Sig.

Material 8V2G-2M8G

Periodo =0
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 2M8G-5M5G

Proliferacion
Chi- 17,280
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,363
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- ,003
Square
df 1
Asymp. ,954
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Periodo =0
Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,303

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 1,923
Square
df 1
Asymp. ,166
Sig.

Material 5M5G-8M2G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 9,927
Square
df 1
Asymp. ,002
Sig.
Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Proliferacion

Chi- 2,443
Square
df 1
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Chi- 1,846
Square
df 1




Asymp. 118
Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,295
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material Control-8M2T
Periodo =0

Test Statistics*>°

Proliferacion
Chi- 17,340
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material Control-9OM1T

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,355
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Material Control-2V8G
Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,363
Square

Asymp. 174
Sig.

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 9,918
Square

df 1
Asymp. ,002
Sig.

Periodo =1

Test Statistics*>®

Proliferacion
Chi- 17,318
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,401
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,333
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,318
Square
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df 1

Asymp. ,000
Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Chi- 17,288
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Proliferacion

Material Control-5V5G

Chi- 5,340
Square

df 1
Asymp. ,021
Sig.

Periodo =1

Test Statistics*>°

Proliferacion

Periodo =0
Test Statistics*>®

Proliferacion

Chi- 17,325

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 12,847
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,288
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material Control-8V2G

Periodo =0
Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,333

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Chi- 15,201

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,363

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =14

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

281

Proliferacion
Chi- ,701
Square
df 1
Asymp. ,402
Sig.




Material Control-2M8G

Periodo =0
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 5,352

Square

df 1

Asymp. ,021

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 16,348
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material Control-5M5G

Periodo =0

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,333
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,303
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material Control-8M2G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,288
Square
df 1

Periodo =1
Test Statistics®"®

Proliferacion

Chi- 13,886

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- , 101

Square

df 1

Asymp. , 751

Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,325

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 8,344
Square

df 1
Asymp. ,004
Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- ,270
Square
df 1
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Asymp. ,000
Sig.

Material ZM3T-9M1T
Periodo =0
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- ,054
Square
df 1
Asymp. ,817
Sig.
Periodo =7
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 7M3T-2V8G

Periodo =0

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 6,774
Square
df 1
Asymp. ,009
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- ,213
Square
df 1
Asymp. ,644
Sig.

Material 7M3T-5V5G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- ,565
Square
df 1
Asymp. 452
Sig.
Periodo =7

Test Statistics®"*

| Proliferacion
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Asymp. ,603

Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 16,684

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo = 14

Test Statistics*>°

Proliferacion
Chi- 12,042
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.
Periodo =1
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics®"*

| Proliferacién




Chi- 5,205

Square

df 1
Asymp. ,023
Sig.

Material 7M3T-8V2G

Periodo =0
Test Statistics*>®
Proliferacion
Chi- 2,352
Square
df 1
Asymp. ,125
Sig.
Periodo =7
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- ,101
Square
df 1
Asymp. , 751
Sig.

Material 7ZM3T-2M8G

Periodo =0
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material ZM3T-5M5G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- ,165
Square
df 1
Asymp. ,685
Sig.
Periodo = 14
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 10,105
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.
Periodo =1
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,288
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 7,066
Square
df 1
Asymp. ,008
Sig.

Proliferacion
Chi- 17,318
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
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Periodo =

7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

17,303

1
,000

Material 7ZM3T-8M2G

Periodo =

0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- ,334
Square
df 1
Asymp. ,563
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

,021

1
,885

Material 8M2T-2V8G

Periodo =0
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-5V5G

Periodo =

0

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

285

8,860

1

Periodo = 14
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,310

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 14,983
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,340
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

17,325

1




Asymp. ,003
Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Asymp. ,000
Sig.

Proliferacion

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Chi- 17,295
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Proliferacion

Material 8M2T-8V2G

Periodo =0

Test Statistics*>°

Chi- 17,295
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =1

Test Statistics*>°

Proliferacion
Chi- 4,960
Square
df 1
Asymp. ,026
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,386
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-2M8G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion

Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,310
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,318
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =14

Test Statistics™"*

Chi- 17,303
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Proliferacion

Material 8M2T-5M5G

Periodo =0

Test Statistics®"*

| Proliferacion

Chi- 17,295
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"®

| Proliferacion |
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Chi- 17,318

Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Chi- 17,348
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8SM2T-8M2G

Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics*"*
Proliferacion
Chi- 17,318
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Periodo =0
Test Statistics*>®
Proliferacion
Chi- 8,017
Square
df 1
Asymp. ,005
Sig.
Periodo =7
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 16,818
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Proliferacion

Material 9M1T-5V5G

Periodo =0
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 1,144
Square
df 1
Asymp. ,285
Sig.
Periodo =7
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
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Chi- 17,303

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,409

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =14

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,325

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.




Material 9M1T-8V2G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 4,228
Square
df 1
Asymp. ,040
Sig.
Periodo =7
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 15,898
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 9M1T-2M8G

Periodo =0

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,303
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 9M1T-5M5G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 15,029
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,310
Square

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,470
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14
Test Statistics*>°
Proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,401
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,432
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,340
Square
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df 1

Asymp. ,000
Sig.

Material 9IM1T-8M2G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 17,401
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo = 14

Test Statistics*>°

Chi- 2,174

Square

df 1

Asymp. ,140

Sig.

Periodo =7

Test Statistics*>°

Proliferacion

Chi- 14,976

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Proliferacion

Material 2V8G-8V2G

Periodo =0

Test Statistics™"*

Chi- 17,333
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,340
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,386
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 1,142
Square
df 1
Asymp. ,285
Sig.

Material 2V8G-5M5G

Periodo =0
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- ,054

Square

df 1

Asymp. ,817

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

| Proliferacién

Proliferacion
Chi- 5,338
Square
df 1
Asymp. ,021
Sig.
Periodo =1
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 16,891
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics®"*
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| Proliferacion




Chi- 17,295

Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 2V8G-8M2G

Periodo =0
Test Statistics*>®

Proliferacion

Chi- 1,933

Square

df 1

Asymp. ,164

Sig.

Periodo =7

Test Statistics*>°

Proliferacion

Chi- 2,440

Square

df 1

Asymp. 118

Sig.

Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 13,259

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo = 14

Test Statistics*>®

Chi- 1,080
Square

df 1
Asymp. ,299
Sig.

Proliferacion

Material 5V5G-2M8G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Chi- 1,544
Square

df 1
Asymp. 214
Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,288
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 5V5G-5M5G

Periodo =0
Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 14,326

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Proliferacion
Chi- ,335
Square
df 1
Asymp. ,563
Sig.
Periodo =14
Test Statistics™"*
Proliferacion
Chi- 17,280
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =1
Test Statistics®"*
Proliferacion
Chi- 17,333
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo = 14
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Test Statistics®"*

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 5V5G-8M2G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion

Proliferacion
Chi- 5,208
Square
df 1
Asymp. ,022
Sig.
Periodo =1

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi- 2,434
Square

df 1
Asymp. ,119
Sig.

Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 15,214
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo = 14

Test Statistics™"*

Chi- 5,333
Square

df 1
Asymp. ,021
Sig.

Proliferacion

Material 8V2G-5M5G

Periodo =0
Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,310

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =7

Test Statistics®"*

Chi- 13,671

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =1

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi- 17,393

Square

df 1

Asymp. ,000

Sig.

Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8V2G-8M2G

Periodo =0

Test Statistics®"*

Proliferacion

Proliferacion
Chi- 7,687
Square
df 1
Asymp. ,006
Sig.
Periodo =1

Test Statistics®"*

Chi- 4,696
Square
df 1
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Proliferacion

Chi- 15,267
Square
df 1




Asymp.
Sig.

,030 |

Periodo =7

Test Statistics®"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

214

1
644

Material 5V5G-8M2G

Periodo =0

Test Statistics*>°

Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =7

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

17,288

1
,000

Asymp.
Sig.

,000 |

Periodo = 14

Test Statistics®"*

Proliferacion
Chi- 1,205
Square
df 1
Asymp. 272
Sig.
Periodo =1
Test Statistics*>®
Proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo =14

Test Statistics™"*

Proliferacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

,521

1
470

Proliferacion celular (HISTOCELL), estudio por materiales

Recubrimiento evaluado = Control

Test of Homogeneity of Variances®

Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

5,517

3

44

,003

Recubrimiento evaluado = 5M5G
Test of Homogeneity of Variances®

Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

6,140

43

,001

Recubrimiento evaluado = 7M3T
Test of Homogeneity of Variances®

Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

,285

43

,836

Recubrimiento evaluado = 2M8G

Test of Homogeneity of Variances®
Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
8,754 3 43 ,000

Recubrimiento evaluado = 8M2G

Test of Homogeneity of Variances®
Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
6,629 3 44 ,001
ANOVA?

Valores para ensayo de proliferacion

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between ,034 3 ,011 | 61,238 ,000
Groups
Within ,008 43 ,000
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Groups
Total ,042 46
Multiple Comparisons®
Dependent Variable:Proliferacion
95% Confidence
Mean Interval
) Difference Lower Upper
(I) Periodo Periodo (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
LSD 0 1 ,01950 ,00754 ,013 ,0043 ,0347
7 -,03400" ,00754 ,000 -,0492 -,0188
14 -,04117 ,00754 ,000 -,0564 -,0260
1 0 -,01950" ,00754 ,013 -,0347 -,0043
7 -,05350" ,00754 ,000 -,0687 -,0383
14 -,06067" ,00754 ,000 -,0759 -,0455
7 0 ,03400° ,00754 ,000 ,0188 ,0492
1 ,05350" ,00754 ,000 ,0383 ,0687
14 -,00717 ,00754 ,347 -,0224 ,0080
14 0 04117 ,00754 ,000 ,0260 ,0564
1 ,06067" ,00754 ,000 ,0455 ,0759
7 ,00717 ,00754 ,347 -,0080 ,0224
Recubrimiento evaluado = 9M1T
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Valores para ensayo de proliferacion Valores para ensayo de proliferacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
2,597 3 44 ,064 Between ,012 3 ,004 | 69,521 ,000
Groups
Within ,003 44 ,000
Groups
Total ,015 47
Multiple Comparisons®
Dependent Variable:Proliferacion
95% Confidence
Mean Interval
) Difference Lower Upper
(I) Periodo Periodo (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
LSD 0 1 ,04442 ,00311 ,000 ,0382 ,0507
7 ,02750" ,00311 ,000 ,0212 ,0338
14 02575 ,00311 ,000 ,0195 ,0320
1 0 -,04442" ,00311 ,000 -,0507 -,0382
7 -,01692" ,00311 ,000 -,0232 -,0107
14 -,01867 ,00311 ,000 -,0249 -,0124
7 0 -,02750° ,00311 ,000 -,0338 -,0212
1 ,01692" ,00311 ,000 ,0107 ,0232
14 -,00175 ,00311 ,576 -,0080 ,0045
14 0 -,02575" ,00311 ,000 -,0320 -,0195
1 01867 ,00311 ,000 ,0124 ,0249
7 ,00175 ,00311 ,576 -,0045 ,0080

Recubrimiento evaluado = 8M2T
Test of Homogeneity of Variances®

Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

5,512

3

44

,003

Recubrimiento evaluado = 5V5G

Test of Homogeneity of Variances®
Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.
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Recubrimiento evaluado = 2V8G
Test of Homogeneity of Variances®
Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
5,344 3 44 ,003

Recubrimiento evaluado = 8V2G

Test of Homogeneity of VVariances®
Valores para ensayo de proliferacion

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.




| 5,423 3| 44 | ,003 | | 10,147 3] 44| 000 |
Kruskal-Wallis Test
Periodo 0-1 dias
Control 2M8G 5M5G 8M2G
Test Statistics®"* Test Statistics®>* Test Statistics®>® Test Statistics®>®
Valores Valores Valores Valores
para para para para
ensayo de ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 8,355 Chi- 1,097 Chi- 1,018 Chi- ,564
Square Square Square Square
df 1 df 1 df 1 df 1
Asymp. ,004 Asymp. ,295 Asymp. ,313 Asymp. ,453
Sig. Sig. Sig. Sig.
7M3T 8M2T IM1T
Test Statistics*>° Test Statistics*>° Test Statistics™>°
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 8,178 Chi- 17,333 Chi- 17,432
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,004 Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.
2V8G 5V5G 8V2G
Test Statistics™"® Test Statistics™"* Test Statistics™"®
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 6,934 Chi- 17,303 Chi- 4,126
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,008 Asymp. ,000 Asymp. ,042
Sig. Sig. Sig.
Periodo 1-7 dias
Control 2M8G 5M5G 8M2G
Test Statistics™"* Test Statistics™"* Test Statistics™"® Test Statistics®"*
Valores Valores Valores Valores
para para para para
ensayo de ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 17,295 Chi- 16,516 Chi- 16,290 Chi- 1,921
Square Square Square Square
df 1 df 1 df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,166
Sig. Sig. Sig. Sig.
7M3T s8M2T IM1T
Test Statistics®"* Test Statistics®"* Test Statistics®>°
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 17,288 Chi- 17,325 Chi- 16,469
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000
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Lsig. |

2V8G
Test Statistics®"*
Valores
para
ensayo de

proliferacion

Chi- ,054

Square

df 1

Asymp. ,817

Sig.

Periodo 7- 14 dias

Control
Test Statistics*>°
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
7M3T
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 5,922
Square
df 1
Asymp. ,015
Sig.
2V8G
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 0-7 dias

Control
Test Statistics®"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
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sig. I
5V5G
Test Statistics®"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- ,053
Square
df 1
Asymp. ,817
Sig.
2M8G
Test Statistics*>®
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,288
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
8M2T
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 16,362
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
5V5G
Test Statistics™"®
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,280
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
2M8G
Test Statistics®"®
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Lsig. |
8V2G
Test Statistics®®°
Valores
para
ensayo de
proliferaciéon
Chi- 16,419
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
5M5G 8M2G
Test Statistics™>® Test Statistics™"*
Valores Valores
para para
ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion
Chi- 15,670 Chi- 17,288
Square Square
df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig.
IM1T
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 4,232
Square
df 1
Asymp. ,040
Sig.
8V2G
Test Statistics™"®
Valores
para
ensayo de
proliferacién
Chi- 12,010
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.
5M5G 8M2G
Test Statistics®®° Test Statistics™"*
Valores Valores
para para
ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion
Chi- 15,670 Chi- 4,565
Square Square
df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,033
Sig. Sig.




8M2G
Test Statistics™”®
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

7M3T 8M2T IM1T
Test Statistics*>° Test Statistics™>° Test Statistics™>®
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 16,847 Chi- 2,911 Chi- 14,351
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,088 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.
2V8G 5V5G 8V2G
Test Statistics*>° Test Statistics*>° Test Statistics™>®
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 1,338 Chi- 17,288 Chi- 12,836
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. 247 Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.
Periodo 0-14 dias
Control 2M8G 5M5G
Test Statistics™"* Test Statistics™"* Test Statistics™"*
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 15,454 Chi- 17,288 Chi- 17,310
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.
7M3T 8M2T IM1T
Test Statistics™"® Test Statistics™"* Test Statistics™"®
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferaciéon
Chi- 12,021 Chi- 8,564 Chi- 17,363
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,001 Asymp. ,003 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.
2V8G 5V5G 8V2G
Test Statistics®"* Test Statistics®"® Test Statistics®>°
Valores Valores Valores
para para para
ensayo de ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi- 17,340 Chi- 17,288 Chi- 17,295
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.
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Periodo 1-14 dias

Control
Test Statistics*>°
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 10,294
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.
7M3T
Test Statistics*>°
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 16,516
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
2V8G
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

2M8G
Test Statistics®>°
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 16,508
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
8M2T
Test Statistics*>®
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
5V5G
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

5M5G 8M2G
Test Statistics®>® Test Statistics™"®
Valores Valores
para para
ensayo de ensayo de
proliferacion proliferacion
Chi- 17,333 Chi- 17,295
Square Square
df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig.
9IM1T
Test Statistics™>®
Valores
para
ensayo de
proliferacién
Chi- 17,439
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
8V2G
Test Statistics™"*
Valores
para
ensayo de
proliferacion
Chi- 17,355
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Mineralizaciéon celular (HISTOCELL), estudio por materiales

T-Test

Recubrimiento evaluado = Control

Group Statistics®

Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation Mean
Mineralizaciéon 7 12 ,0808 ,03265 ,00943
14 12 ,1313 ,06353 ,01834
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Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizaciéon Equal 4,632 ,043 -2,445 22 ,023 -,05042 ,02062 - | -,00765
variances ,09318
assumed
Equal -2,445 | 16,433 ,026 -,05042 ,02062 - | -,00680
variances ,09404
not
assumed
Materiales implantados = 7M3T
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacion 7 12 ,0828 ,00482 | ,00139
14 12 ,1497 ,00936 | ,00270
Independent Samples Test?
Levene's Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacion Equal 11,298 ,003 | -21,981 22 ,000 -,06683 ,00304 - | -,06053
variances ,07314
assumed
Equal -21,981 | 16,448 ,000 -,06683 ,00304 - | -,06040
variances ,07326
not
assumed
Materiales implantados = 8M2T
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacién 7 12 ,0588 ,00736 ,00212
14 12 ,1149 ,01430 ,00413
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Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacién Equal 11,429 ,003 | -12,081 22 ,000 -,05608 ,00464 - | -,04646
variances ,06571
assumed
Equal -12,081 | 16,445 ,000 -,05608 ,00464 - | -,04626
variances ,06590
not
assumed
Materiales implantados = 9M1T
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacion 7 12 ,0468 ,00555 | ,00160
14 12 ,0896 ,02697 | ,00779
Independent Samples Test?
Levene's Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacion Equal 22,961 ,000 -5,389 22 ,000 -,04283 ,00795 - | -,02635
variances ,05932
assumed
Equal -5,389 | 11,928 ,000 -,04283 ,00795 - | -,02550
variances ,06016
not
assumed
Materiales implantados = 2V8G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation Mean
Mineralizaciéon 7 12 ,1125 ,01716 ,00496
14 12 ,2382 ,02431 | ,00702
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Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizaciéon Equal 2,338 ,140 | -14,629 22 ,000 -,12567 ,00859 - | -,10785
variances ,14348
assumed
Equal -14,629 | 19,786 ,000 -,12567 ,00859 - | -,10774
variances ,14360
not
assumed
Materiales implantados = 5V5G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacién 7 12 ,0850 ,01537 ,00444
14 12 ,2987 ,13173 | ,03803
Independent Samples Test?
Levene's Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacién Equal 62,876 ,000 -5,581 22 ,000 -,21367 ,03828 - | -,13427
variances ,29306
assumed
Equal -5,581 | 11,299 ,000 -,21367 ,03828 - | -, 12967
variances ,29766
not
assumed
Materiales implantados = 8V2G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacién 7 12 ,1032 ,01754 ,00506
14 12 ,1228 ,01802 | ,00520
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Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacién Equal ,030 ,863 -2,697 22 ,013 -,01958 ,00726 - | -,00453
variances ,03464
assumed
Equal -2,697 | 21,984 ,013 -,01958 ,00726 - | -,00453
variances ,03464
not
assumed
Materiales implantados = 2M8G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacién 7 12 ,0920 ,01510 | ,00436
14 12 ,2010 ,03532 | ,01020
Independent Samples Test?
Levene's Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacion Equal 9,474 ,006 -9,831 22 ,000 -,10900 ,01109 - | -,08601
variances , 13199
assumed
Equal -9,831 | 14,892 ,000 -,10900 ,01109 - | -,08535
variances ,13265
not
assumed
Materiales implantados = 5M5G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacién 7 12 ,0978 ,03128 ,00903
14 12 ,1793 ,04462 | ,01288
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Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizaciéon Equal 3,073 ,094 -5,181 22 ,000 -,08150 ,01573 - | -,04888
variances ,11412
assumed
Equal -5,181 | 19,708 ,000 -,08150 ,01573 - | -,04866
variances ,11434
not
assumed
Materiales implantados = 8M2G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Mineralizacion 7 12 ,0698 ,01516 | ,00438
14 12 ,1808 ,03934 | ,01136
Independent Samples Test?
Levene's Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Mineralizacién Equal 26,639 ,000 -9,114 22 ,000 -,11092 ,01217 - | -,08568
variances ,13616
assumed
Equal -9,114 | 14,196 ,000 -,11092 ,01217 - | -,08485
variances ,13698
not
assumed
Mineralizacidon celular (HISTOCELL), estudio por periodos
Periodo de ensayo = Periodo 7 dias
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Mineralizacion Mineralizacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
5,171 9 110 ,000 Between ,044 9 ,005 | 14,132 ,000
Groups
Within ,038 110 ,000
Groups
Total ,082 119
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Periodo de ensayo = Periodo 14 dias

Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Mineralizacién Mineralizaciéon
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
26,126 9 110 ,000 Between ,432 9 ,048 | 17,081 ,000

Groups
Within ,309 110 ,003
Groups
Total , 741 119

Kruskal-Wallis Test

Material Control-7M3T

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacién

Chi- 3,867
Square

df 1
Asymp. ,049
Sig.

Material 7ZM3T-8M2T

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-9M1T

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- 11,272
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.
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Periodo 14 dias
Test Statistics™"*

Mineralizacién
Chi- ,807
Square
df 1
Asymp. ,369
Sig.
Periodo 14 dias
Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 17,432
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias
Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 6,809
Square
df 1
Asymp. ,009
Sig.




Material 9M1T-2V8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 2V8G-5V5G

Periodo 7 dias

Test Statistics*>°
Mineralizacién
Chi- 10,687
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.

Material 5V5G-8V2G

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 5,354
Square
df 1
Asymp. ,021
Sig.

Material 8V2G-2M8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- ,408
Square
df 1
Asymp. ,523
Sig.

Material 2M8G-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizaciéon
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics*>°

Mineralizacién
Chi- 214
Square
df 1
Asymp. ,644
Sig.
Periodo 14 dias
Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 17,295
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"®
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Mineralizacion
Chi- ,101
Square
df 1
Asymp. , 750
Sig.

Material 5M5G-8M2G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 7,245
Square
df 1
Asymp. ,007
Sig.

Material Control-8M2T

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 4,333
Square
df 1
Asymp. ,037
Sig.

Material Control-9OM1T

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 4,331
Square
df 1
Asymp. ,037
Sig.

Material Control-2V8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Chi- 4,331
Square
df 1
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Mineralizacion
Chi- 2,085
Square
df 1
Asymp. ,149
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizaciéon
Chi- 121
Square
df 1
Asymp. ,728
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 3,319
Square
df 1
Asymp. ,068
Sig.
Periodo 14 dias
Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 4,094
Square
df 1
Asymp. ,043
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Chi- 4,094
Square
df 1




Asymp. ,037
Sig.

Material Control-5V5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 9,758
Square
df 1
Asymp. ,002
Sig.

Material Control-8V2G

Periodo 7 dias

Test Statistics*>®

Mineralizacién
Chi- 214
Square
df 1
Asymp. ,644
Sig.

Material Control-2M8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*
Mineralizacion
Chi- ,215
Square
df 1
Asymp. ,643
Sig.

Material Control-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- ,021
Square
df 1
Asymp. ,885
Sig.

Asymp.
Sig.

| ,043 |

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizaciéon

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

17,333

1
,000

Periodo 14 dias

Test Statistics*>°

Mineralizacién
Chi- 2,618
Square
df 1
Asymp. ,106
Sig.
Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

8,010

1
,005

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion

Chi-
Square
df

Asymp.
Sig.

3,860

1
,049
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Material Control-8M2G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 3,318
Square
df 1
Asymp. ,069
Sig.

Material 7ZM3T-9M1T

Periodo 7 dias

Test Statistics*>®
Mineralizacién
Chi- 17,340
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 7M3T-2V8G

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 8,042
Square
df 1
Asymp. ,005
Sig.

Material 7M3T-5V5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- ,912
Square
df 1
Asymp. ,340
Sig.

Material 7M3T-8V2G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*
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Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizaciéon
Chi- 1,413
Square
df 1
Asymp. ,235
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics*>°
Mineralizaciéon
Chi- 17,424
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.
Periodo 14 dias
Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 17,432
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 17,424
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"®




Mineralizacion
Chi- 13,311
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 7ZM3T-2M8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 4,722
Square
df 1
Asymp. ,030
Sig.

Material ZM3T-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- ,482
Square
df 1
Asymp. ,487
Sig.

Material 7ZM3T-8M2G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- 7,438
Square
df 1
Asymp. ,006
Sig.

Material 8M2T-2V8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Chi- 17,355
Square
df 1

Mineralizaciéon
Chi- 16,698
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 11,098
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 1,934
Square
df 1
Asymp. ,164
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 5,394
Square
df 1
Asymp. ,020
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Chi- 17,355
Square
df 1
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Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-5V5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- 16,625
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-8V2G

Periodo 7 dias

Test Statistics*>°
Mineralizacién
Chi- 17,355
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-2M8G

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 15,460
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 8M2T-8M2G

Periodo 7 dias
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Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics*>°

Mineralizacién
Chi- 4,958
Square
df 1
Asymp. ,026
Sig.
Periodo 14 dias
Test Statistics™"*
Mineralizacion
Chi- 17,318
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 13,288
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias



Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 6,335
Square
df 1
Asymp. ,012
Sig.

Material 9M1T-5V5G

Periodo 7 dias

Test Statistics*>°
Mineralizacién
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 9M1T-8V2G

Periodo 7 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 17,348
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 9M1T-2M8G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 17,325
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 9M1T-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Chi- 17,340
Square

Test Statistics®"*

Mineralizaciéon
Chi- 17,401
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics*>°

Mineralizacién
Chi- 17,340
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 10,123
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 17,310
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Chi- 17,325
Square
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df 1 df 1

Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig.

Material 9IM1T-8M2G

Periodo 7 dias Periodo 14 dias
Test Statistics®"* Test Statistics®"*

Mineralizacién Mineralizaciéon

Chi- 13,265 Chi- 17,393

Square Square

df 1 df 1

Asymp. ,000 Asymp. ,000

Sig. Sig.

Material 2V8G-8V2G

Periodo 7 dias Periodo 14 dias
Test Statistics™"* Test Statistics™"*

Mineralizacién Mineralizacién

Chi- 214 Chi- 17,333

Square Square

df 1 df 1

Asymp. ,643 Asymp. ,000

Sig. Sig.

Material 2V8G-2M8G

Periodo 7 dias Periodo 14 dias
Test Statistics™"* Test Statistics™"*

Mineralizacion Mineralizacion

Chi- 6,335 Chi- 5,633

Square Square

df 1 df 1

Asymp. ,012 Asymp. ,018

Sig. Sig.

Material 2V8G-5M5G

Periodo 7 dias Periodo 14 dias
Test Statistics®"* Test Statistics™"*

Mineralizacion Mineralizacion

Chi- 4,591 Chi- 10,485

Square Square

df 1 df 1

Asymp. ,032 Asymp. ,001

Sig. Sig.

Material 2V8G-8M2G
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Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 14,577
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Material 5V5G-2M8G

Periodo 7 dias

Test Statistics*>°
Mineralizacién
Chi- 1,925
Square
df 1
Asymp. ,165
Sig.

Material 5V5G-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*
Mineralizacion
Chi- ,405
Square
df 1
Asymp. ,524
Sig.

Material 5V5G-8M2G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
Chi- 4,337
Square
df 1
Asymp. ,037
Sig.

Material 8V2G-5M5G

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacién
Chi- 10,527
Square
df 1
Asymp. ,001
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics*>°

Mineralizacién
Chi- 3,636
Square
df 1
Asymp. ,057
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 4,575
Square
df 1
Asymp. ,032
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics™"*

Mineralizacion
Chi- 5,368
Square
df 1
Asymp. ,021
Sig.

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Mineralizacion
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Chi- ,214 Chi- 5,343
Square Square
df 1 df 1
Asymp. 643 Asymp. 021
Sig. Sig.
Material 8V2G-8M2G
Periodo 7 dias Periodo 14 dias
Test Statistics*>® Test Statistics®>®
Mineralizacion Mineralizaciéon
Chi- 13,707 Chi- 17,378
Square Square
df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig.
Material 2M8G-8M2G
Periodo 7 dias Periodo 14 dias
Test Statistics™"* Test Statistics™"*
Mineralizacién Mineralizacién
Chi- 8,693 Chi- 3,430
Square Square
df 1 df 1
Asymp. ,003 Asymp. ,064
Sig. Sig.
Angulo de contacto
Materiales: 0 = 7M3T, 1 = 5M5G, 2 = Control
Test of Homogeneity of Variances
Angulo_cto
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
4,258 2 21 ,028
Kruskal-Wallis Test
Material 0-1
Ranks Test Statistics®®
Mean
Material N Rank Angulo_cto
Angulo_cto 0 6 4,17 Chi- 5,026
Square
1 6 8,83 df 1
Total 12 Asymp. ,025
Sig.

Material 1-2
313




Ranks Test Statistics®®
Mean
Material N Rank Angulo_cto
Angulo_cto 1 6 3,50 Chi- 11,368
Square
2 12 12,50 df 1
Total 18 Asymp. ,001
Sig.
Material 0-2
Ranks Test Statistics*®
Mean
Material N Rank Angulo_cto
Angulo_cto 0 6 3,50 Chi- 11,368
Square
2 12 12,50 df 1
Total 18 Asymp. ,001
Sig.
Adhesion celular
Materiales: 0 = Control, 1 =7M3Ty 2 =5M5G
Test of Homogeneity of Variances ANOVA
Adhesion Adhesion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
,303 2 6 , 749 Between ,002 2 ,001 | 79,026 ,000
Groups
Within ,000 6 ,000
Groups
Total ,002 8
Multiple Comparisons
Adhesion
Bonferroni
95% Confidence
Mean Interval
0] J) Difference Lower Upper
Material Material (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
0 1 ,023012 ,002518 ,000 ,01473 ,03129
-,007325 | ,002518 ,081 -,01560 ,00095
1 0 -,023012 ,002518 ,000 -,03129 -,01473
2 -,030337" | ,002518 ,000 -,03862 -,02206
2 0 ,007325 | ,002518 ,081 -,00095 ,01560
1 ,030337 ,002518 ,000 ,02206 ,03862
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Proliferacidn celular, estudio por materiales
Materiales: 7M3T, 5M5G, Control

Periodo 1 dia

Test of Homogeneity of Variances®

Valor obtenido para ensayo
proliferacion

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
3,764 2 24| ,038

Periodo 14 dias

Test of Homogeneity of Variances®

Valor obtenido para ensayo
proliferacion

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
11,323 3 32| ,000

Kruskal-Wallis Test
Materiales 7M3T-5M5G

Periodo 1 dia

Periodo 7 dias

Test of Homogeneity of Variances®

Valor obtenido para ensayo

proliferacion

Periodo 7 dias

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
15,607 3 32 ,000
Periodo 14 dias

Test Statistics**® Test Statistics™*® Test Statistics™>®
Valor obtenido para

Valor obtenido para Valor obtenido para ensayo

ensayo proliferacion ensayo proliferacion proliferacion
Chi- 12,789 Chi- 12,789 Chi- 12,789
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.

Materiales 5M5G-Control

Periodo 1 dia

Test Statistics®"*

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Periodo 14 dias

Test Statistics®"*

Valor obtenido para
Valor obtenido para Valor obtenido para ensayo
ensayo proliferacion ensayo proliferacion proliferacién
Chi- 12,789 Chi- 11,502 Chi- 17,429
Square Square Square
df 1 df 2 df 2
Asymp. ,000 Asymp. ,003 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.

Materiales 7M3T-Control

315




Periodo 1 dia

Test Statistics®"*

Periodo 7 dias

Test Statistics®"*

Periodo 14 dias

Test Statistics®®°

Valor obtenido para
Valor obtenido para Valor obtenido para ensayo
ensayo proliferacion ensayo proliferacion proliferacion
Chi- 12,789 Chi- 19,589 Chi- 21,720
Square Square Square
df 1 df 3 df 3
Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000
Sig. Sig. Sig.

Proliferacidn celular, estudio por materiales
Materiales: 7M3T, 5M5G, Control

Recubrimiento 7M3T

Test of Homogeneity of Variances®

Valor obtenido para ensayo
proliferacion

Recubrimiento 5M5G

Test of Homogeneity of Variances®

Valor obtenido para ensayo

proliferacion

Levene Levene
Statistic dfl df2 Sig. Statistic dfl df2 Sig.
44,198 2 24 ,000 14,188 2 24 ,000
CONTROL
Test of Homogeneity of Variances®
Valor obtenido para ensayo
proliferacion
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
16,800 2 24 ,000
Kruskal-Wallis Test
Periodo 1 dia - 7 dias
Recubrimiento 7M3T Recubrimiento 5M5G CONTROL

Test Statistics®"*

Test Statistics™"*

Test Statistics®"*

Valor obtenido
para ensayo
proliferacion

Valor obtenido para
ensayo proliferacion

Valor obtenido
para ensayo
proliferacion

Chi-
Square

df

Asymp.
Sig.

12,789

,000

Chi-
Square

df

Asymp.
Sig.

12,789

,000

Chi-
Square

df

Asymp.
Sig.

12,789

,000

Periodo 7 dias-14 dias
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Recubrimiento 7M3T Recubrimiento 5M5G CONTROL

Test Statistics®"* Test Statistics®"* Test Statistics®®°
Valor obtenido Valor obtenido

para ensayo Valor obtenido para para ensayo
proliferacion ensayo proliferacion proliferacion

Chi- 12,789 Chi- 2,388 Chi- 12,789

Square Square Square

df 1 df 1 df 1

Asymp. ,000 Asymp. ,122 Asymp. ,000

Sig. Sig. Sig.

Periodo 1 dia - 14 dias

Recubrimiento 7M3T Recubrimiento 5M5G CONTROL
Test Statistics*>® Test Statistics*>® Test Statistics®>®
Valor obtenido Valor obtenido

para ensayo Valor obtenido para para ensayo
proliferacion ensayo proliferacion proliferacion

Chi- 12,789 Chi- 12,789 Chi- 12,789

Square Square Square

df 1 df 1 df 1

Asymp. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,000

Sig. Sig. Sig.

Diferenciacion celular, estudio por periodos
Materiales: Control, 7M3T, 5M5G

T-Test

Control
Group Statistics®

Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean

w

Diferenciacion 7 1,81790 | ,532698 | ,307553

14

w

,34337 | ,032505 | ,018767

Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
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Diferenciacién Equal 6,907 ,058 4,785 4 ,009 | 1,474531 ,308125 | ,619038 | 2,330024
variances
assumed
Equal 4,785 2,015 ,040 | 1,474531 ,308125 | ,158121 | 2,790941
variances
not
assumed
Recubrimiento 7M3T
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Diferenciacién 7 31,98138 | ,507495 | ,293002
14 3| ,51312| ,015373|,008876
Independent Samples Test?
Levene's Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
Diferenciacion Equal 15,043 ,018 5,009 4| ,007 | 1,468253 ,293137 | ,654375 | 2,282131
variances
assumed
Equal 5,009 2,004 | ,037| 1,468253 ,293137 | ,209199 | 2,727307
variances
not
assumed
Recubrimiento 5M5G
Group Statistics®
Std.
Std. Error
Periodo N Mean | Deviation | Mean
Diferenciacion 7 3| ,83635| ,063517 | ,036671
14 31,02947 | ,109691 | ,063330

Independent Samples Test?

Levene's Test for

Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
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Diferenciacién Equal 1,236 ,329 -2,639 4 ,058 | -,193122 ,073181 - ,010062
variances ,396306
assumed
Equal -2,639 3,206 ,073 | -,193122 ,073181 - ,031546
variances ,417790
not
assumed

Diferenciacion celular, estudio por materiales

Materiales Control =0, 7ZM3T =1, 5M5G = 2

Periodo 7 dias

Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Diferenciacion Diferenciacion
Me
Sum of an
Levene Square Squ
Statistic dfl df2 Sig. S df are F Sig.
4,036 2 6 ,078 Betwee 2,301 2| 1,1| 6,330 ,033
n 51
Groups
Within 1,091 6| ,18
Groups 2
Total 3,392 8
Multiple Comparisons®
Dependent Variable:Diferenciacién
95% Confidence
Interval
0] ) Mean
Materia Materia | Differenc Std. Lower Upper
| | e (I-J) Error Sig. Bound Bound
LSD 0 1 -,163475 | ,348123 ,655 | -1,01530 ,68835
2 ,981550" | ,348123 ,030 ,12972 | 1,83338
1 0 ,163475 | 348123 ,655 | -,68835| 1,01530
2 1,145025 | ,348123 ,017 ,29320 | 1,99685
2 0 -,981550 | ,348123 ,030 | -1,83338 | -,12972
1 -| 348123 ,017 | -1,99685 | -,29320
1,145025
Periodo 14 dias
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Diferenciacion Diferenciacion
Sum of
Levene Square Mean
Statistic dfl df2 Sig. 5 df Square F Sig.
5,448 2 6 ,055 Betwe ,766 2 ,383 | 86,24 ,000
en 8
Group
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Within ,027 6 ,004
Group
s
Total ,793 8
Multiple Comparisons®
Dependent Variable:Diferenciacion
95% Confidence
Interval
(0] ) Mean
Materia Materia | Differenc Std. Lower | Upper
| | e (I-J) Error Sig. Bound | Bound
LSD 0 1 -,169753 ,054416 ,021 | -,30290 | -,03660
2 -,686103 | ,054416 ,000 | -,81925 | -,55295
1 0 ,169753 | ,054416 ,021 | ,03660 | ,30290
2 -,516350" | ,054416 ,000 | -,64950 | -,38320
2 0 ,686103 ,054416 ,000 | ,55295 | ,81925
1 516350 | ,054416 ,000 | ,38320 | ,64950

Kruskal-Wallis Test

Materiales Control-5M5G

Periodo 14 dias

Ranks® Test Statistics™*®
Materia Mean
| N Rank Diferenciacion
Diferenciacié 0 3 2,00 Chi- 3,857
n Squar
e
2 3 5,00 df 1
Total 6 Asym ,050
p. Sig.
Multiple Comparisons
Dependent Variable:Media
95% Confidence
Interval
Mean
0] J) Difference Std. Lower Upper
Periodo Recubrimiento Recubrimiento (1-J) Error Sig. Bound Bound
1 LSD Controll 7M3T1 1,46000 | 1,00041 ,183 | -,8470 | 3,7670
semana
5V5G -2,99667 | 1,00041 ,017 | -5,3036 | -,6897
5M5G 1,23333 | 1,00041 ,253 | -1,0736 | 3,5403
7M3T1 Controll -1,46000 | 1,00041 ,183 | -3,7670 ,8470
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5V5G -4,45667 | 1,00041 ,002 | -6,7636 | -2,1497
5M5G -,22667 | 1,00041 ,826 | -2,5336 | 2,0803
5V5G Controll 2,99667 | 1,00041 ,017 ,6897 | 5,3036
7M3T1 4,45667" | 1,00041 ,002 | 2,1497 | 6,7636
5M5G 4,23000" | 1,00041 ,003 | 1,9230 | 6,5370
5M5G Controll -1,23333 | 1,00041 ,253 | -3,5403 | 1,0736
7M3T1 ,22667 | 1,00041 ,826 | -2,0803 | 2,5336
5V5G -4,23000" | 1,00041 ,003 | -6,5370 | -1,9230
2 LSD Controll 7M3T1 -,54667 | 1,43092 , 712 | -3,8464 | 2,7530
semanas
5V5G -2,11333 | 1,43092 ,178 | -5,4130 | 1,1864
5M5G ,89000 | 1,43092 ,551 | -2,4097 | 4,1897
7M3T1 Controll ,54667 | 1,43092 , 712 | -2,7530 | 3,8464
5V5G -1,56667 | 1,43092 ,305 | -4,8664 | 1,7330
5M5G 1,43667 | 1,43092 ,345 | -1,8630 | 4,7364
5V5G Controll 2,11333 | 1,43092 ,178 | -1,1864 | 5,4130
7M3T1 1,56667 | 1,43092 ,305 | -1,7330 | 4,8664
5M5G 3,00333 | 1,43092 ,069 | -,2964 | 6,3030
5M5G Controll -,89000 | 1,43092 ,651 | -4,1897 | 2,4097
7M3T1 -1,43667 | 1,43092 ,345 | -4,7364 | 1,8630
5V5G -3,00333 | 1,43092 ,069 | -6,3030 ,2964
4 LSD Controll 7M3T1 ,11000 | 1,20745 ,930 | -2,6744 | 2,8944
semanas ’
5V5G -3,29000 | 1,20745 ,026 | -6,0744 | -,5056
5M5G -1,34000 | 1,20745 299 | -4,1244 | 11,4444
7M3T1 Controll -,11000 | 1,20745 ,930 | -2,8944 | 2,6744
5V5G -3,40000" | 1,20745 ,023 | -6,1844 | -,6156
5M5G -1,45000 | 1,20745 ,264 | -4,2344 | 11,3344
5V5G Controll 3,29000 | 1,20745 ,026 ,5056 | 6,0744
7M3T1 3,40000° | 1,20745 ,023 ,6156 | 6,1844
5M5G 1,95000 | 1,20745 145 | -,8344 | 4,7344
5M5G Controll 1,34000 | 1,20745 299 | -1,4444 | 4,1244
7M3T1 1,45000 | 1,20745 ,264 | -1,3344 | 4,2344
5V5G -1,95000 | 1,20745 145 | -4,7344 ,8344
8 LSD Controll 7M3T1 2,70667 | 2,05575 ,224 | -2,0339 | 7,4472
semanas
5V5G -1,34000 | 2,05575 ,5633 | -6,0806 | 3,4006
5M5G -1,35667 | 2,05575 ,528 | -6,0972 | 3,3839
7M3T1 Controll -2,70667 | 2,05575 224 | -7,4472 | 2,0339
5V5G -4,04667 | 2,05575 ,085 | -8,7872 ,6939
5M5G -4,06333 | 2,05575 ,083 | -8,8039 6772
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5V5G Controll 1,34000 | 2,05575 ,533 | -3,4006 | 6,0806
7M3T1 4,04667 | 2,05575 ,085 -,6939 | 8,7872
5M5G -,01667 | 2,05575 ,994 | -4,7572 | 4,7239
5M5G Controll 1,35667 | 2,05575 ,528 | -3,3839 | 6,0972
7M3T1 4,06333 | 2,05575 ,083 -,6772 | 8,8039
5V5G ,01667 | 2,05575 ,994 | -4,7239 | 4,7572
Histomorfometria Panoramica, estudio por periodos
Materiales 0 = Control , 1 = 7M3T, 2 = 5V5G, 3 = 5M5G
Test of Homogeneity of Variances
Levene Levene
Periodo Statistic | dfl | df2 | Sig. Periodo Statistic | dfl | df2 | Sig.
1 EH_ad 2,376 3 8| ,146 4 EH_ad 2,688 3 8,117
EH_ai 3,015 3 8| ,094 EH_ai ,835 3 8| ,511
EH_bd 13,577 3 8| ,002 EH_bd 8,680 3 8 | ,007
EH_bi 16,000 3 8| ,001 EH_bi 8,822 3 8 | ,006
VSTi 5,906 3 8| ,020 VSTi 6,661 3 8| ,014
VSTe 7,208 3 8| ,012 VSTe 9,972 3 8 | ,004
HSTi 5,408 3 8| ,025 HSTi 7,544 3 8| ,010
HSTe 5,381 3 8| ,025 HSTe 6,066 3 8| ,019
A _canal 4,786 3 8| ,034 A_canal 5,803 3 8| ,021
P_canal 6,698 3 8 014 P_canal 7,966 3 8| ,009
E_cor_d 3,760 3 8| ,060 E_cor_d 3,003 3 8| ,095
E_cor_i ,815 3 8| ,521 E_cor_i 5,292 3 8| ,027
2 EH_ad 6,696 3 8 014 8 EH_ad 1,067 3 7| ,422
EH_ai 1,586 3 8| ,267 EH_ai 1,558 3 71,283
EH_bd 7,044 3 8| ,012 EH_bd 46,074 3 7 | ,000
EH_bi 1,012 3| 8| 437 EH_bi 3
VSTi 1,319 3 8| ,334 VSTi 3,214 3 71,092
VSTe 5,509 3 8| ,024 VSTe 4,537 3 7| ,046
HSTi 8,254 3 8| ,008 HSTi 1,640 3 71,265
HSTe 5,624 3 8| ,023 HSTe ,239 3 7| ,866
A_canal 3,795 3 8| ,058 A_canal 3,255 3 7 | ,090
P_canal 8,151 3 8| ,008 P_canal 2,279 3 7| ,167
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E_cor_d 1,609 3| 8| ,262 E_cor_d 8389 | 3| 7] .010

E_cor_i 1,030 3 8| ,430 E_cor_i ,760 3 7] 551
ANOVA
Sum of Mean
Periodo Squares | df | Square F Sig.
1 EH_ad Between 2,459 3 ,820 | ,517 | ,682
Groups
Within 12,689 8 1,586
Groups
Total 15,148 | 11
EH_ai Between 2,579 3 ,860 | 1,605 | ,263
Groups
Within 4,285 8 ,536
Groups
Total 6,864 | 11
EH_bd  Between ,532 3 77 | ,849 | 505
Groups
Within 1,672 8 ,209
Groups
Total 2,204 | 11
EH_bi Between ,212 3 ,071 | 1,000 | ,441
Groups
Within ,564 8 ,071
Groups
Total 776 | 11
VSTi Between 5,250 3 1,750 | ,179 | ,908
Groups
Within 78,317 8 9,790
Groups
Total 83,567 11
VSTe Between 29,169 3 9,723 | ,738 | ,559
Groups
Within 105,458 8| 13,182
Groups
Total 134,627 | 11
HSTi Between 9,071 3 3,024 | ,273 | ,843
Groups
Within 88,599 8| 11,075
Groups
Total 97,670 | 11
HSTe Between 49,945 3| 16,648 | ,803 | ,526
Groups
Within 165,787 8| 20,723
Groups
Total 215731 | 11
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A_canal Between | 116,592 3| 38864 | ,084 | ,967
Groups
Within 3705,215 8 | 463,152
Groups
Total 3821,807 | 11
P_canal Between 45,343 3| 15,114 | ,144 | ,931
Groups
Within 841,416 8 | 105,177
Groups
Total 886,760 | 11
E_cor_d Between ,719 3 ,240 | ,886 | ,488
Groups
Within 2,162 8 ,270
Groups
Total 2,881 | 11
E_cor_i Between ,863 3 ,288 | 1,033 | ,428
Groups
Within 2,227 8 ,278
Groups
Total 3,000 | 11
EH_ad  Between ,113 3 ,038 | ,078 | ,970
Groups
Within 3,869 8 ,484
Groups
Total 3982 | 11
EH_ai Between 1,183 3 ,394 | 533 | ,672
Groups
Within 5,918 8 , 740
Groups
Total 7,100 11
EH_bd  Between 2,568 3 ,856 | 2,279 | ,156
Groups
Within 3,004 8 ,376
Groups
Total 5573 | 11
EH_bi Between ,943 3 ,314 | ,663 | ,598
Groups
Within 3,795 8 474
Groups
Total 4,738 11
VSTi Between 1,304 3 435 | ,416 | ,746
Groups
Within 8,353 8 1,044
Groups
Total 9,656 11
VSTe Between 3,083 3 1,028 | ,429 | ,738
Groups
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Within 19,144 8 2,393
Groups
Total 22,227 11
HSTi Between 23,529 3 7,843 | 1,016 | ,435
Groups
Within 61,771 8 7,721
Groups
Total 85,300 11
HSTe Between 55,341 3| 18,447 | 1,232 | ,360
Groups
Within 119,829 8| 14,979
Groups
Total 175,170 11
A_canal Between | 1073,769 3|357,923 | 1,426 | ,305
Groups
Within 2007,467 8 | 250,933
Groups
Total 3081,236 11
P_canal Between | 286,540 3| 95513 1,428 | ,305
Groups
Within 535,150 8| 66,894
Groups
Total 821,690 11
E_cor_d Between ,283 3 ,094 | 2,646 | ,121
Groups
Within ,286 8 ,036
Groups
Total ,569 11
E_cor_i Between ,280 3 ,093 1,874 | ,212
Groups
Within ,398 8 ,050
Groups
Total ,678 11
EH_ad Between 3,553 3 1,184 | 2,026 | ,189
Groups
Within 4,677 8 ,585
Groups
Total 8,229 11
EH_ai Between 3,010 3 1,003 | 1,678 | ,248
Groups
Within 4,784 8 ,598
Groups
Total 7,794 | 11
EH_bd Between 1,082 3 361 | ,542 | ,667
Groups
Within 5,317 8 ,665
Groups
Total 6,399 11
EH_bi Between ,862 3 ,287 | 551 | ,661
Groups
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Within 4,169 8 ,521
Groups
Total 5,030 11
VSTi Between 6,540 3 2,180 | ,252 | ,858
Groups
Within 69,177 8 8,647
Groups
Total 75,717 11
VSTe Between 13,416 3 4,472 | ,298 | ,826
Groups
Within 119,975 8| 14,997
Groups
Total 133,392 11
HSTi Between 19,663 3 6,554 | 2,044 | ,186
Groups
Within 25,659 8 3,207
Groups
Total 45,322 11
HSTe Between 42,533 3| 14,178 | 3,553 | ,067
Groups
Within 31,919 8 3,990
Groups
Total 74,452 11
A _canal Between | 259,106 3| 86,369 | ,208 | ,888
Groups
Within 3319,508 8 | 414,938
Groups
Total 3578,613 11
P_canal Between 68,070 3| 22,690 | ,236 | ,869
Groups
Within 768,910 8| 96,114
Groups
Total 836,980 11
E_cor_d Between ,648 3 ,216 | 2,320 | ,152
Groups
Within ,745 8 ,093
Groups
Total 1,394 11
E_cor_i Between 1,466 3 ,489 | 1,839 | ,218
Groups
Within 2,126 8 ,266
Groups
Total 3,692 11
EH_ad Between ,616 3 ,205 | ,419 | ,745
Groups
Within 3,428 7 ,490
Groups
Total 4,044 10
EH_ai Between 1,241 3 414 | 554 | 661
Groups
Within 5,224 7 , 746
Groups
Total 6,466 10
EH_bd  Between ,161 3 ,054 | 1,300 | ,347
Groups
Within ,288 7 ,041
Groups
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Total ,449 10
EH_bi Between ,230 3 ,077 | 1,909 | ,217
Groups
Within ,281 7 ,040
Groups
Total 511 10
VSTi Between 1,634 3 ,545 | ,303 | ,823
Groups
Within 12,579 7 1,797
Groups
Total 14,212 10
VSTe Between 677 3 226 | ,141 | ,932
Groups
Within 11,227 7 1,604
Groups
Total 11,904 | 10
HSTi Between 2,191 3 , 730 | ,273 | ,843
Groups
Within 18,701 7 2,672
Groups
Total 20,892 10
HSTe Between 6,394 3 2,131 | ,402 | ,756
Groups
Within 37,131 7 5,304
Groups
Total 43,524 | 10
A _canal Between 57,861 3| 19,287 | ,113 | ,950
Groups
Within 1197,292 7| 171,042
Groups
Total 1255,153 10
P_canal Between 16,663 3 5554 | ,321| ,811
Groups
Within 121,277 7| 17,325
Groups
Total 137,941 10
E_cor_d Between ,243 3 ,081 | ,312 | ,816
Groups
Within 1,815 7 ,259
Groups
Total 2,058 10
E_cor_i Between ,073 3 ,024 | ,043 | ,987
Groups
Within 3,910 7 ,559
Groups
Total 3,983 10
Multiple Comparisons
95% Confidence
Interval
Mean
Dependent 0] J) Difference Std. Lower Upper
Periodo Variable Material Material (1-J) Error Sig. Bound Bound
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EH ad LSD O 1 -,45333 | 1,02829 ,671 | -2,8246 | 1,9179
2 -1,15333 | 1,02829 ,295 | -3,5246 | 1,2179

3 -,09667 | 1,02829 927 | -2,4679 | 2,2746

1 0 ,45333 | 1,02829 ,671 | -1,9179 | 2,8246

2 -,70000 | 1,02829 ,515 | -3,0712 | 1,6712

3 ,35667 | 1,02829 ,738 | -2,0146 | 2,7279

2 0 1,15333 | 1,02829 ,295 | -1,2179 | 3,5246

1 ,70000 | 1,02829 ,515 | -1,6712 | 3,0712

3 1,05667 | 1,02829 ,334 | -1,3146 | 3,4279

3 0 ,09667 | 1,02829 927 | -2,2746 | 2,4679

1 -,.35667 | 1,02829 , 738 | -2,7279 | 2,0146

2 -1,05667 | 1,02829 ,334 | -3,4279 | 1,3146

EH_ai LSD 0 1 -,32333 ,59755 ,603 | -1,7013 | 1,0546
2 -,98667 ,59755 ,137 | -2,3646 ,3913

3 ,25000 ,59755 ,687 | -1,1280 | 1,6280

1 0 ,32333 ,59755 ,603 | -1,0546 | 1,7013

2 -,66333 ,59755 ,299 | -2,0413 , 7146

3 ,57333 ,59755 ,365 | -,8046 | 1,9513

2 0 ,98667 ,59755 137 | -,3913 | 2,3646

1 ,66333 ,59755 ,299 | -,7146 | 2,0413

3 1,23667 ,59755 ,072 | -,1413 | 2,6146

3 0 -,25000 ,59755 ,687 | -1,6280 | 1,1280

1 -,57333 ,59755 ,365 | -1,9513 ,8046

2 -1,23667 ,59755 ,072 | -2,6146 ,1413

EH_ bd LSD O 1 -,12333 ,37331 ,750 | -,9842 71375
2 ,00000 ,37331| 1,000 | -,8609 ,8609

3 -,51333 ,37331 ,206 | -1,3742 ,3475

1 0 ,12333 ,37331 , 750 | -,7375 ,9842

2 ,12333 ,37331 , 750 | -,7375 ,9842

3 -,39000 ,37331 ,327 | -1,2509 4709

2 0 ,00000 ,37331 | 1,000 | -,8609 ,8609

1 -,12333 ,37331 ,750 | -,9842 71375

3 -,51333 ,37331 ,206 | -1,3742 ,3475

3 0 ,51333 ,37331 ,206 | -,3475 | 1,3742

1 ,39000 ,37331 327 | -,4709 | 1,2509

2 ,51333 ,37331 ,206 | -,3475 | 1,3742

EH_bi LSD 0 1 -,30667 ,21685 ,195 | -,8067 ,1934
2 ,00000 ,21685 | 1,000 | -,5000 ,5000

3 ,00000 ,21685 | 1,000 | -,5000 ,5000

1 0 ,30667 ,21685 195 | -,1934 ,8067
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2 ,30667 ,21685 195 | -,1934 ,8067
3 ,30667 ,21685 195 | -,1934 ,8067
0 ,00000 ,21685 | 1,000 [ -,5000 ,5000
1 -,30667 ,21685 ,195 | -,8067 ,1934
3 ,00000 ,21685 | 1,000 | -,5000 ,5000
0 ,00000 ,21685 | 1,000 | -,5000 ,5000
1 -,30667 ,21685 ,195 | -,8067 ,1934
2 ,00000 ,21685 | 1,000 | -,5000 ,5000
VSTi LSD 1 -,17000 | 2,55469 ,949 | -6,0611 | 5,7211
2 -1,62333 | 2,55469 543 | -7,5145 | 4,2678
3 -1,05667 | 2,55469 ,690 | -6,9478 | 4,8345
0 ,17000 | 2,55469 ,949 | -5,7211 | 6,0611
2 -1,45333 | 2,55469 ,585 | -7,3445 | 4,4378
3 -,88667 | 2,55469 , 737 | -6,7778 | 5,0045
0 1,62333 | 2,55469 543 | -4,2678 | 7,5145
1 1,45333 | 2,55469 ,585 | -4,4378 | 7,3445
3 ,56667 | 2,55469 ,830 | -5,3245 | 6,4578
0 1,05667 | 2,55469 ,690 | -4,8345 | 6,9478
1 ,88667 | 2,55469 , 737 | -5,0045 | 6,7778
2 -,56667 | 2,55469 ,830 | -6,4578 | 5,3245
VSTe LSD 1 -1,19333 | 2,96448 ,698 | -8,0294 | 5,6428
2 -4,19667 | 2,96448 ,195 -| 2,6394
11,0328
3 -2,50000 | 2,96448 424 | -9,3361 | 4,3361
0 1,19333 | 2,96448 ,698 | -5,6428 | 8,0294
2 -3,00333 | 2,96448 ,341 | -9,8394 | 3,8328
3 -1,30667 | 2,96448 ,671 | -8,1428 | 5,5294
0 4,19667 | 2,96448 ,195 | -2,6394 | 11,0328
1 3,00333 | 2,96448 ,341 | -3,8328 | 9,8394
3 1,69667 | 2,96448 ,583 | -5,1394 | 8,5328
0 2,50000 | 2,96448 424 | -4,3361 | 9,3361
1 1,30667 | 2,96448 ,671 | -5,5294 | 8,1428
2 -1,69667 | 2,96448 ,583 | -8,5328 | 5,1394
HSTi LSD 1 -1,14333 | 2,71721 ,685 | -7,4092 | 5,1226
2 -1,62667 | 2,71721 ,566 | -7,8926 | 4,6392
3 -2,39667 | 2,71721 ,403 | -8,6626 | 3,8692
0 1,14333 | 2,71721 ,685 | -5,1226 | 7,4092
2 -,48333 | 2,71721 ,863 | -6,7492 | 5,7826
3 -1,25333 | 2,71721 ,657 | -7,5192 | 5,0126
0 1,62667 | 2,71721 ,566 | -4,6392 | 7,8926
1 48333 | 2,71721 ,863 | -5,7826 | 6,7492
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3 -, 77000 | 2,71721 ,784 | -7,0359 | 5,4959

0 2,39667 | 2,71721 ,403 | -3,8692 | 8,6626

1 1,25333 | 2,71721 ,657 | -5,0126 | 7,5192

2 ,77000 | 2,71721 ,784 | -5,4959 | 7,0359

HSTe LSD 1 -1,28333 | 3,71693 ,739 | -9,8546 | 7,2879

2 -5,43333 | 3,71693 ,182 -] 3,1379
14,0046

3 -3,07000 | 3,71693 ,433 -| 5,5013
11,6413

0 1,28333 | 3,71693 , 739 | -7,2879 | 9,8546

2 -4,15000 | 3,71693 ,297 -| 4,4213
12,7213

3 -1,78667 | 3,71693 ,644 -| 6,7846
10,3579

0 5,43333 | 3,71693 ,182 | -3,1379 | 14,0046

1 4,15000 | 3,71693 ,297 | -4,4213 | 12,7213

3 2,36333 | 3,71693 ,543 | -6,2079 | 10,9346

0 3,07000 | 3,71693 ,433 | -5,5013 | 11,6413

1 1,78667 | 3,71693 ,644 | -6,7846 | 10,3579

2 -2,36333 | 3,71693 ,543 -| 6,2079
10,9346

A_canal LSD 1 2,27333 | 17,57179 ,900 - | 42,7940
38,2473

2 -4,06333 | 17,57179 ,823 - | 36,4573
44,5840

3 -5,53000 | 17,57179 ,761 - | 34,9906
46,0506

0 -2,27333 | 17,57179 ,900 - | 38,2473
42,7940

2 -6,33667 | 17,57179 ,728 - | 34,1840
46,8573

3 -7,80333 | 17,57179 ,669 -1 32,7173
48,3240

0 4,06333 | 17,57179 ,823 - | 44,5840
36,4573

1 6,33667 | 17,57179 ,728 - | 46,8573
34,1840

3 -1,46667 | 17,57179 ,936 - | 39,0540
41,9873

0 5,53000 | 17,57179 ,761 - | 46,0506
34,9906

1 7,80333 | 17,57179 ,669 - | 48,3240
32,7173

2 1,46667 | 17,57179 ,936 - | 41,9873
39,0540

P_canal LSD 1 -2,38000 | 8,37365 ,783 - | 16,9297
21,6897

2 -4,62667 | 8,37365 ,596 - | 14,6830
23,9363

3 -4,76000 | 8,37365 ,585 - | 14,5497
24,0697

0 2,38000 | 8,37365 ,783 - | 21,6897
16,9297

2 -2,24667 | 8,37365 ,795 - | 17,0630
21,5563

3 -2,38000 | 8,37365 ,783 - | 16,9297
21,6897

0 4,62667 | 8,37365 ,596 - | 23,9363
14,6830

1 2,24667 | 8,37365 ,795 - | 21,5563
17,0630
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3 -, 13333 | 8,37365 ,988 -1 19,1763
19,4430

0 4,76000 | 8,37365 ,585 - | 24,0697
14,5497

1 2,38000 | 8,37365 ,783 - | 21,6897
16,9297

2 ,13333 | 8,37365 ,988 - | 19,4430
19,1763

E cor_d LSD 1 -,546667 | ,424460 ,234 -| 43214
1,52547

,093333 | ,424460 ,831 | -,88547 | 1,07214

3 -, 176667 | ,424460 ,688 -| ,80214
1,15547

0 ,546667 | ,424460 ,234 | -,43214 | 1,52547

2 ,640000 | ,424460 ,170 | -,33881 | 1,61881

3 ,370000 | ,424460 ,409 | -,60881 | 1,34881

0 -,093333 | ,424460 ,831 -| ,88547
1,07214

1 -,640000 | ,424460 ,170 -| ,33881
1,61881

3 -,270000 | ,424460 ,542 -| ,70881
1,24881

0 ,176667 | ,424460 ,688 | -,80214 | 1,15547

1 -,370000 | ,424460 ,409 -| ,60881
1,34881

2 ,270000 | ,424460 ,542 | -,70881 | 1,24881

E _cor_i LSD 1 -,32000 ,43083 479 | -1,3135 ,6735

2 ,40667 ,43083 ,373 | -,5868 | 1,4002

3 -, 14333 ,43083 ,748 | -1,1368 ,8502

0 ,32000 ,43083 479 | -6735 | 1,3135

2 ,72667 ,43083 ,130 | -,2668 | 11,7202

3 ,17667 ,43083 ,693 | -,8168 | 1,1702

0 -,40667 ,43083 ,373 | -1,4002 ,5868

1 -, 72667 ,43083 ,130 | -1,7202 ,2668

3 -,55000 ,43083 ,238 | -1,5435 ,4435

0 ,14333 ,43083 ,748 | -,8502 | 1,1368

1 -, 17667 ,43083 ,693 | -1,1702 ,8168

2 ,55000 ,43083 ,238 | -,4435| 15435

2 EH_ad LSD 1 -,19000 ,56779 747 | -1,4993 | 1,1193

2 ,02000 ,56779 973 | -1,2893 | 1,3293

3 -, 17667 ,56779 ,764 | -1,4860 | 1,1327

0 ,19000 ,56779 747 | -1,1193 | 1,4993

2 ,21000 ,56779 ,721| -1,0993 | 1,5193

3 ,01333 ,56779 ,982 | -1,2960 | 1,3227

0 -,02000 ,56779 973 | -1,3293 | 1,2893

1 -,21000 ,56779 ,721 | -1,5193 | 1,0993

3 -,19667 ,56779 ,738 | -1,5060 | 1,1127

0 ,17667 ,56779 ,764 | -1,1327 | 1,4860
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1 -,01333 ,56779 ,982 | -1,3227 | 1,2960

2 ,19667 ,56779 ,738 | -1,1127 | 1,5060

EH_ai LSD 0 1 ,38667 ,70225 ,597 | -1,2327 | 2,0060
2 ,34000 ,70225 ,641 | -1,2794 | 1,9594

3 ,88000 ,70225 246 | -,7394 | 2,4994

1 0 -,38667 ,70225 ,597 | -2,0060 | 1,2327

2 -,04667 ,70225 ,949 | -1,6660 | 1,5727

3 ,49333 ,70225 ,502 | -1,1260 | 2,1127

2 0 -,34000 ,70225 ,641 | -1,9594 | 1,2794

1 ,04667 ,70225 ,949 | -1,5727 | 1,6660

3 ,54000 ,70225 464 | -1,0794 | 2,1594

3 0 -,88000 ,70225 ,246 | -2,4994 ,7394

1 -,49333 ,70225 ,502 | -2,1127 | 1,1260

2 -,54000 ,70225 464 | -2,1594 | 1,0794

EH_bd LSD 0 1 -,29000 ,50037 ,578 | -1,4439 ,8639
2 -,21000 ,50037 ,686 | -1,3639 ,9439

3 -1,20667 ,50037 ,042 | -2,3605 | -,0528

1 0 ,29000 ,50037 578 | -,8639 | 1,4439

2 ,08000 ,50037 ,877 | -1,0739 | 1,2339

3 -,91667 ,50037 ,104 | -2,0705 ,2372

2 0 ,21000 ,50037 ,686 | -,9439 | 1,3639

1 -,08000 ,50037 ,877 | -1,2339 | 1,0739

3 -,99667 ,50037 ,082 | -2,1505 ,1572

3 0 1,20667 ,50037 ,042 ,0528 | 2,3605

1 ,91667 ,50037 ,104 | -,2372 | 2,0705

2 ,99667 ,50037 ,082 | -,1572 | 2,1505

EH_bi LSD 0 1 ,05333 ,56237 ,927 | -1,2435 | 1,3502
2 ,11000 ,56237 ,850 | -1,1868 | 1,4068

3 -,58667 ,56237 ,327 | -1,8835 ,7102

1 0 -,05333 ,56237 ,927 | -1,3502 | 11,2435

2 ,05667 ,56237 ,922 | -1,2402 | 1,3535

3 -,64000 ,56237 ,288 | -1,9368 ,6568

2 0 -,11000 ,56237 ,850 | -1,4068 | 1,1868

1 -,05667 ,56237 ,922 | -1,3535 | 11,2402

3 -,69667 ,56237 ,251 | -1,9935 ,6002

3 0 ,58667 ,56237 ,327 | -,7102 | 1,8835

1 ,64000 ,56237 ,288 | -,6568 | 1,9368

2 ,69667 ,56237 ,251 | -,6002 | 1,9935

VSTi LSD 0 1 ,26667 ,83429 ,757 | -1,6572 | 2,1905
2 -,45333 ,83429 ,602 | -2,3772 | 1,4705
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3 ,41333 ,83429 ,634 | -1,5105 | 2,3372
0 -,26667 ,83429 ,757 | -2,1905 | 1,6572
2 -,72000 ,83429 413 | -2,6439 | 1,2039
3 ,14667 ,83429 ,865 | -1,7772 | 2,0705
0 ,45333 ,83429 ,602 | -1,4705 | 2,3772
1 ,72000 ,83429 413 | -1,2039 | 2,6439
3 ,86667 ,83429 ,329 | -1,0572 | 2,7905
0 -,41333 ,83429 ,634 | -2,3372 | 1,5105
1 -,14667 ,83429 ,865 | -2,0705 | 1,7772
2 -,86667 ,83429 ,329 | -2,7905 | 1,0572
VSTe LSD 1 -,22000 | 1,26306 ,866 | -3,1326 | 2,6926
2 -,81667 | 1,26306 ,536 | -3,7293 | 2,0960
3 ,60000 | 1,26306 ,647 | -2,3126 | 3,5126
0 ,22000 | 1,26306 ,866 | -2,6926 | 3,1326
2 -,59667 | 1,26306 ,649 | -3,5093 | 2,3160
3 ,82000 | 1,26306 ,534 | -2,0926 | 3,7326
0 ,81667 | 1,26306 ,536 | -2,0960 | 3,7293
1 ,59667 | 1,26306 ,649 | -2,3160 | 3,5093
3 1,41667 | 1,26306 ,295 | -1,4960 | 4,3293
0 -,60000 | 1,26306 ,647 | -3,5126 | 2,3126
1 -,82000 | 1,26306 ,534 | -3,7326 | 2,0926
2 -1,41667 | 1,26306 ,295 | -4,3293 | 11,4960
HSTi LSD 1 3,80333 | 2,26882 ,132 | -1,4286 | 9,0352
2 ,97333 | 2,26882 ,679 | -4,2586 | 6,2052
3 1,37333 | 2,26882 ,562 | -3,8586 | 6,6052
0 -3,80333 | 2,26882 132 | -9,0352 | 11,4286
2 -2,83000 | 2,26882 ,248 | -8,0619 | 2,4019
3 -2,43000 | 2,26882 ,315 | -7,6619 | 2,8019
0 -,97333 | 2,26882 ,679 | -6,2052 | 4,2586
1 2,83000 | 2,26882 ,248 | -2,4019 | 8,0619
3 ,40000 | 2,26882 ,864 | -4,8319 | 5,6319
0 -1,37333 | 2,26882 ,562 | -6,6052 | 3,8586
1 2,43000 | 2,26882 ,315| -2,8019 | 7,6619
2 -,40000 | 2,26882 ,864 | -5,6319 | 4,8319
HSTe LSD 1 5,94667 | 3,16002 ,097 | -1,3404 | 13,2337
2 1,90333 | 3,16002 ,564 | -5,3837 | 9,1904
3 2,56000 [ 3,16002 441 | -4,7270 | 9,8470
0 -5,94667 | 3,16002 ,097 -| 1,3404
13,2337
2 -4,04333 | 3,16002 ,237 - | 3,2437
11,3304
3 -3,38667 | 3,16002 ,315 -| 3,9004
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10,6737

0 -1,90333 | 3,16002 ,564 | -9,1904 | 5,3837

1 4,04333 | 3,16002 ,237 | -3,2437 | 11,3304

3 ,65667 | 3,16002 ,841 | -6,6304 | 7,9437

0 -2,56000 | 3,16002 441 | -9,8470 | 4,7270

1 3,38667 | 3,16002 ,315 | -3,9004 | 10,6737

2 -,65667 | 3,16002 ,841 | -7,9437 | 6,6304

A _canal LSD 1 25,33333 | 12,93402 ,086 | -4,4926 | 55,1592

2 5,49333 | 12,93402 ,682 -1 35,3192
24,3326

3 12,18333 | 12,93402 374 - | 42,0092
17,6426

0 -25,33333 | 12,93402 ,086 -| 44926
55,1592

2 -19,84000 | 12,93402 ,164 -] 9,9859
49,6659

3 -13,15000 | 12,93402 ,339 -1 16,6759
42,9759

0 -5,49333 | 12,93402 ,682 - | 24,3326
35,3192

1 19,84000 | 12,93402 ,164 | -9,9859 | 49,6659

3 6,69000 | 12,93402 ,619 - | 36,5159
23,1359

0 -12,18333 | 12,93402 374 -1 17,6426
42,0092

1 13,15000 | 12,93402 ,339 - | 42,9759
16,6759

2 -6,69000 | 12,93402 ,619 - | 23,1359
36,5159

P_canal LSD 1 13,19667 | 6,67801 ,084 | -2,2029 | 28,5962

2 3,05000 | 6,67801 ,660 - | 18,4495
12,3495

3 5,65667 | 6,67801 422 | -9,7429 | 21,0562

0 -13,19667 | 6,67801 ,084 - 2,2029
28,5962

2 -10,14667 | 6,67801 ,167 - | 5,2529
25,5462

3 -7,54000 | 6,67801 ,292 -| 7,8595
22,9395

0 -3,05000 | 6,67801 ,660 - | 12,3495
18,4495

1 10,14667 | 6,67801 ,167 | -5,2529 | 25,5462

3 2,60667 | 6,67801 ,706 - | 18,0062
12,7929

0 -5,65667 | 6,67801 422 - 9,7429
21,0562

1 7,54000 | 6,67801 ,292 | -7,8595 | 22,9395

2 -2,60667 | 6,67801 ,706 - | 12,7929
18,0062

E _cor_d LSD 1 -,326667 | ,154308 ,067 | -,68250 | ,02917

2 -,053333 | ,154308 ,739 | -,40917 | ,30250

3 -,336667 | ,154308 ,061 | -,69250 | ,01917

0 ,326667 | ,154308 ,067 | -,02917 | ,68250

2 ,273333 | ,154308 ,114 | -,08250 | ,62917

3 -,010000 | ,154308 ,950 | -,36584 | ,34584

334



0 ,053333 | ,154308 ,739 | -,30250 | ,40917
1 -,273333 | ,154308 114 | -,62917 | ,08250
3 -,283333 | ,154308 ,104 | -,63917 | ,07250
0 ,336667 | ,154308 ,061 | -,01917 | ,69250
1 ,010000 | ,154308 ,950 | -,34584 | ,36584
2 ,283333 | ,154308 ,104 | -,07250 | ,63917
E cor_i LSD 1 -,29000 ,18219 ,150 | -,7101 ,1301
2 -,05667 ,18219 , 764 | -,4768 ,3635
3 -,36333 ,18219 ,081 | -,7835 ,0568
0 ,29000 ,18219 ,150 | -,1301 ,7101
2 ,23333 ,18219 ,236 | -,1868 ,6535
3 -,07333 ,18219 ,698 | -,4935 ,3468
0 ,05667 ,18219 , 764 | -,3635 4768
1 -,23333 ,18219 ,236 | -,6535 ,1868
3 -,30667 ,18219 131 | -,7268 ,1135
0 ,36333 ,18219 ,081 | -,0568 ,7835
1 ,07333 ,18219 ,698 | -,3468 ,4935
2 ,30667 ,18219 131 -,1135 ,7268
4 EH_ad LSD 1 ,25667 ,62427 ,692 | -1,1829 | 1,6962
2 -,68333 ,62427 ,306 | -2,1229 ,7562
3 -1,11667 ,62427 ,111 | -2,5562 ,3229
0 -,25667 ,62427 ,692 | -1,6962 | 1,1829
2 -,94000 ,62427 171 | -2,3796 ,4996
3 -1,37333 ,62427 ,059 | -2,8129 ,0662
0 ,68333 ,62427 ,306 | -,7562 | 2,1229
1 ,94000 ,62427 A71 | -,4996 | 2,3796
3 -,43333 ,62427 ,507 | -1,8729 | 1,0062
0 1,11667 ,62427 111 -3229 | 2,5562
1 1,37333 ,62427 ,059 | -,0662 | 2,8129
2 ,43333 ,62427 ,507 | -1,0062 | 1,8729
EH_ai LSD 1 -,84333 ,63140 ,218 | -2,2993 ,6127
2 -1,40667 ,63140 ,056 | -2,8627 ,0493
3 -, 78333 ,63140 ,250 | -2,2393 ,6727
0 ,84333 ,63140 218 | -,6127 | 2,2993
2 -,56333 ,63140 ,398 | -2,0193 ,8927
3 ,06000 ,63140 ,927 | -1,3960 | 1,5160
0 1,40667 ,63140 ,056 | -,0493 | 2,8627
1 ,56333 ,63140 ,398 | -,8927 | 2,0193
3 ,62333 ,63140 ,352 | -,8327 | 2,0793
0 ,78333 ,63140 ,250 | -,6727 | 2,2393
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1 -,06000 ,63140 ,927 | -1,5160 | 1,3960

2 -,62333 ,63140 ,352 | -2,0793 ,8327

EH_ bd LSD O 1 -,22000 ,66565 750 | -1,7550 | 1,3150
2 -,41333 ,66565 552 | -1,9483 | 1,1217

3 -,81667 ,66565 ,255 | -2,3517 ,7183

1 0 ,22000 ,66565 ,750 | -1,3150 | 1,7550

2 -,19333 ,66565 779 | -1,7283 | 1,3417

3 -,59667 ,66565 ,396 | -2,1317 ,9383

2 0 ,41333 ,66565 ,552 | -1,1217 | 11,9483

1 ,19333 ,66565 779 | -1,3417 | 11,7283

3 -,40333 ,66565 ,561 | -1,9383 | 1,1317

3 0 ,81667 ,66565 ,255 | -,7183 | 2,3517

1 ,59667 ,66565 ,396 | -,9383 | 2,1317

2 ,40333 ,66565 ,561 | -1,1317 | 1,9383

EH_bi LSD 0 1 47667 ,58939 442 | -,8825 | 1,8358
2 ,74333 ,58939 243 | -,6158 | 2,1025

3 47667 ,58939 442 | -,8825 | 1,8358

1 0 -,47667 ,58939 442 | -1,8358 ,8825

2 ,26667 ,58939 ,663 | -1,0925 | 1,6258

3 ,00000 ,58939 | 1,000 | -1,3591 | 1,3591

2 0 -, 74333 ,58939 ,243 | -2,1025 ,6158

1 -,26667 ,58939 ,663 | -1,6258 | 1,0925

3 -,26667 ,58939 ,663 | -1,6258 | 1,0925

3 0 -,47667 ,58939 442 | -1,8358 ,8825

1 ,00000 ,58939 | 1,000 | -1,3591 | 1,3591

2 ,26667 ,58939 ,663 | -1,0925 | 1,6258

VSTi LSD 0 1 1,04667 | 2,40100 ,674 | -4,4900 | 6,5834
2 1,43667 | 2,40100 ,566 | -4,1000 | 6,9734

3 -,37000 | 2,40100 ,881 | -5,9067 | 5,1667

1 0 -1,04667 | 2,40100 ,674 | -6,5834 | 4,4900

2 ,39000 | 2,40100 ,875 | -5,1467 | 5,9267

3 -1,41667 | 2,40100 ,571 | -6,9534 | 4,1200

2 0 -1,43667 | 2,40100 ,566 | -6,9734 | 4,1000

1 -,39000 | 2,40100 ,875 | -5,9267 | 5,1467

3 -1,80667 | 2,40100 473 | -7,3434 | 3,7300

3 0 ,37000 | 2,40100 ,881 | -5,1667 | 5,9067

1 1,41667 | 2,40100 ,571 | -4,1200 | 6,9534

2 1,80667 | 2,40100 473 | -3,7300 | 7,3434

VSTe LSD 0 1 1,01000 | 3,16195 ,758 | -6,2815 | 8,3015
2 2,78333 | 3,16195 ,404 | -4,5081 | 10,0748
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3 ,44667 | 3,16195 ,891 | -6,8448 | 7,7381

1 0 -1,01000 | 3,16195 ,758 | -8,3015 | 6,2815

2 1,77333 | 3,16195 ,590 | -5,5181 | 9,0648

3 -,56333 | 3,16195 ,863 | -7,8548 | 6,7281

2 0 -2,78333 | 3,16195 ,404 -| 4,5081
10,0748

1 -1,77333 | 3,16195 ,590 | -9,0648 | 5,5181

3 -2,33667 | 3,16195 ,481 | -9,6281 | 4,9548

3 0 -,44667 | 3,16195 ,891 | -7,7381 | 6,8448

1 ,56333 | 3,16195 ,863 | -6,7281 | 7,8548

2 2,33667 | 3,16195 481 | -4,9548 | 9,6281

HSTi LSD 0 1 1,65667 | 1,46227 ,290 | -1,7153 | 15,0287

2 -1,94333 | 1,46227 ,221 | -5,3153 | 11,4287

3 -,38000 | 1,46227 ,802 | -3,7520 | 2,9920

1 0 -1,65667 | 1,46227 ,290 | -5,0287 | 1,7153

2 -3,60000 | 1,46227 ,039 | -6,9720 | -,2280

3 -2,03667 | 1,46227 ,201 | -5,4087 | 1,3353

2 0 1,94333 | 1,46227 ,221 | -1,4287 | 5,3153

1 3,60000" | 1,46227 ,039 ,2280 | 6,9720

3 1,56333 | 1,46227 ,316 | -1,8087 | 4,9353

3 0 ,38000 | 1,46227 ,802 | -2,9920 | 3,7520

1 2,03667 | 1,46227 ,201 | -1,3353 | 5,4087

2 -1,56333 | 1,46227 ,316 | -4,9353 | 1,8087

HSTe LSD 0 1 3,05000 | 1,63091 ,098 | -,7109 | 6,8109

2 -2,25333 | 1,63091 ,204 | -6,0142 | 1,5076

3 ,37667 | 1,63091 ,823 | -3,3842 | 4,1376

1 0 -3,05000 | 1,63091 ,098 | -6,8109 ,7109

2 -5,30333" | 1,63001 ,012 | -9,0642 | -1,5424

3 -2,67333 | 1,63091 ,140 | -6,4342 | 1,0876

2 0 2,25333 | 1,63091 ,204 | -1,5076 | 6,0142

1 5,30333 | 1,63091 ,012 | 11,5424 | 9,0642

3 2,63000 | 1,63091 ,145 | -1,1309 | 6,3909

3 0 -,37667 | 1,63091 ,823 | -4,1376 | 3,3842

1 2,67333 | 1,63091 ,140 | -1,0876 | 6,4342

2 -2,63000 | 1,63091 ,145 | -6,3909 | 1,1309

A_canal LSD 0 1 11,10333 | 16,63207 ,523 - | 49,4569
27,2503

2 3,04333 | 16,63207 ,859 - | 41,3969
35,3103

3 -,51667 | 16,63207 ,976 - | 37,8369
38,8703

1 0 -11,10333 | 16,63207 ,523 - | 27,2503
49,4569

2 -8,06000 | 16,63207 ,641 - | 30,2936
46,4136
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3 -11,62000 | 16,63207 ,505 - | 26,7336
49,9736

2 0 -3,04333 | 16,63207 ,859 - | 35,3103
41,3969

1 8,06000 | 16,63207 ,641 - | 46,4136
30,2936

3 -3,56000 | 16,63207 ,836 - | 34,7936
41,9136

3 0 ,51667 | 16,63207 ,976 - | 38,8703
37,8369

1 11,62000 | 16,63207 ,505 -1 49,9736
26,7336

2 3,56000 | 16,63207 ,836 - | 41,9136
34,7936

P_canal LSD 0 1 4,18333 | 8,00474 ,615 - | 22,6423
14,2756

2 4,76000 | 8,00474 ,569 -1 23,2190
13,6990

3 -,52000 | 8,00474 ,950 -1 17,9390
18,9790

1 0 -4,18333 | 8,00474 ,615 - | 14,2756
22,6423

2 ,57667 | 8,00474 ,944 - | 19,0356
17,8823

3 -4,70333 | 8,00474 ,573 - | 13,7556
23,1623

2 0 -4,76000 | 8,00474 ,569 - | 13,6990
23,2190

1 -,57667 | 8,00474 ,944 -117,8823
19,0356

3 -5,28000 | 8,00474 ,528 -1 13,1790
23,7390

3 0 ,52000 | 8,00474 ,950 - | 18,9790
17,9390

1 4,70333 | 8,00474 ,573 - | 23,1623
13,7556

2 5,28000 | 8,00474 ,528 - | 23,7390
13,1790

E_cor_d LSD 0 1 -,650000 ,249210 ,031 -| -,07532
1,22468

2 -,343333 | ,249210 ,206 | -,91801 | ,23135

3 -,410000 | ,249210 ,139 | -,98468 | ,16468

1 0 ,650000 ,249210 ,031 | ,07532 | 1,22468

2 ,306667 | ,249210 ,253 | -,26801 | ,88135

3 ,240000 | ,249210 ,364 | -,33468 | ,81468

2 0 ,343333 | ,249210 ,206 | -,23135 | ,91801

1 -,306667 | ,249210 ,253 | -,88135 | ,26801

3 -,066667 | ,249210 ,796 | -,64135 | ,50801

3 0 ,410000 | ,249210 ,139 | -,16468 | ,98468

1 -,240000 | ,249210 ,364 | -,81468 | ,33468

2 ,066667 | ,249210 ,796 | -,50801 | ,64135

E cori LSD O 1 -,64000 ,42092 ,167 | -1,6106 ,3306

2 ,33000 ,42092 456 | -,6406 | 1,3006

3 -,05000 ,42092 ,908 | -1,0206 ,9206

1 0 ,64000 ,42092 ,167 | -,3306 | 1,6106

2 ,97000 ,42092 ,050 [ -,0006 | 1,9406

3 ,59000 ,42092 ,199 | -,3806 | 1,5606
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0 -,33000 ,42092 ,456 | -1,3006 ,6406
1 -,97000 ,42092 ,050 | -1,9406 ,0006
3 -,38000 ,42092 ,393 | -1,3506 ,5906
0 ,05000 ,42092 ,908 | -,9206 | 1,0206
1 -,59000 ,42092 ,199 | -1,5606 ,3806
2 ,38000 ,42092 ,393 | -,5906 | 1,3506
8 EH_ad LSD 1 ,54667 ,63882 420 | -,9639 | 2,0572
2 ,00667 ,63882 ,992 | -1,5039 | 1,5172
3 ,03667 ,63882 ,956 | -1,4739 | 1,5472
0 -,54667 ,63882 420 | -2,0572 ,9639
2 -,54000 ,57138 ,376 | -1,8911 ,8111
3 -,51000 ,57138 ,402 | -1,8611 ,8411
0 -,00667 ,63882 ,992 | -1,5172 | 1,5039
1 ,54000 ,57138 376 | -,8111 | 1,8911
3 ,03000 ,57138 ,960 | -1,3211 | 1,3811
0 -,03667 ,63882 ,956 | -1,5472 | 1,4739
1 ,51000 ,57138 402 | -,8411 | 1,8611
2 -,03000 ,57138 ,960 | -1,3811 | 1,3211
EH_ai LSD 1 ,42667 ,78863 ,605 | -1,4382 | 2,2915
2 ,62000 ,78863 458 | -1,2448 | 2,4848
3 -,20333 ,78863 ,804 | -2,0682 | 1,6615
0 -,42667 ,78863 ,605 | -2,2915 | 11,4382
2 ,19333 ,70538 ,792 | -1,4746 | 1,8613
3 -,63000 ,70538 401 | -2,2979 | 1,0379
0 -,62000 ,78863 458 | -2,4848 | 11,2448
1 -,19333 ,70538 ,792 | -1,8613 | 1,4746
3 -,82333 ,70538 ,281 | -2,4913 ,8446
0 ,20333 ,78863 ,804 | -1,6615 | 2,0682
1 ,63000 ,70538 4401 | -1,0379 | 2,2979
2 ,82333 ,70538 281 | -,8446 | 2,4913
EH_bd LSD 1 ,32500 ,18527 123 | -,1131 ,7631
2 ,32500 ,18527 123 | -,1131 ,7631
3 ,21167 ,18527 291 | -,2264 ,6498
0 -,32500 ,18527 123 | -,7631 ,1131
2 ,00000 ,16571 | 1,000 | -,3918 ,3918
3 -, 11333 ,16571 ,516 | -,5052 ,2785
0 -,32500 ,18527 123 | -,7631 ,1131
1 ,00000 ,16571 | 1,000 [ -,3918 ,3918
3 -,11333 ,16571 ,516 | -,5052 ,2785
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0 -,21167 ,18527 ,291 | -,6498 ,2264
1 ,11333 ,16571 ,516 | -,2785 ,5052
2 ,11333 ,16571 ,516 | -,2785 ,5052
EH_bi LSD 1 ,37500 ,18298 ,080 | -,0577 ,8077
2 ,37500 ,18298 ,080 | -,0577 ,8077
3 ,37500 ,18298 ,080 | -,0577 ,8077
0 -,37500 ,18298 ,080 | -,8077 ,0577
2 ,00000 ,16366 | 1,000 | -,3870 ,3870
3 ,00000 ,16366 | 1,000 | -,3870 ,3870
0 -,37500 ,18298 ,080 | -,8077 ,0577
1 ,00000 ,16366 | 1,000 | -,3870 ,3870
3 ,00000 ,16366 | 1,000 | -,3870 ,3870
0 -,37500 ,18298 ,080 | -,8077 ,0577
1 ,00000 ,16366 | 1,000 | -,3870 ,3870
2 ,00000 ,16366 | 1,000 | -,3870 ,3870
VSTi LSD 1 ,91333 | 1,22370 ,480 | -1,9803 | 3,8069
2 ,00333 | 1,22370 ,998 | -2,8903 | 2,8969
3 ,15667 | 1,22370 ,902 | -2,7369 | 3,0503
0 -,91333 | 1,22370 ,480 | -3,8069 | 1,9803
2 -,91000 | 1,09451 433 | -3,4981 | 1,6781
3 -, 75667 | 1,09451 ,512 | -3,3448 | 1,8314
0 -,00333 | 1,22370 ,998 | -2,8969 | 2,8903
1 ,91000 | 1,09451 433 | -1,6781 | 3,4981
3 ,15333 | 1,09451 ,893 | -2,4348 | 2,7414
0 -, 15667 | 1,22370 ,902 | -3,0503 | 2,7369
1 ,75667 | 1,09451 ,512 | -1,8314 | 3,3448
2 -,15333 | 1,09451 ,893 | -2,7414 | 2,4348
VSTe LSD 1 43167 | 1,15610 ,720 | -2,3021 | 3,1654
2 -,21167 | 1,15610 ,860 | -2,9454 | 2,5221
3 ,21500 | 1,15610 ,858 | -2,5187 | 2,9487
0 -,43167 | 1,15610 ,720 | -3,1654 | 2,3021
2 -,64333 | 1,03405 ,554 | -3,0885 | 1,8018
3 -,21667 | 1,03405 ,840 | -2,6618 | 2,2285
0 ,21167 | 1,15610 ,860 | -2,5221 | 2,9454
1 ,64333 | 1,03405 ,554 | -1,8018 | 3,0885
3 ,42667 | 1,03405 ,692 | -2,0185 | 2,8718
0 -,21500 | 1,15610 ,858 | -2,9487 | 2,5187
1 ,21667 | 1,03405 ,840 | -2,2285 | 2,6618
2 -,42667 | 1,03405 ,692 | -2,8718 | 2,0185
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HSTi LSD 0 1 1,17167 | 1,49208 ,458 | -2,3566 | 4,6999

2 ,17167 | 1,49208 ,912 | -3,3566 | 3,6999

3 42167 | 1,49208 ,786 | -3,1066 | 3,9499

1 0 -1,17167 | 1,49208 ,458 | -4,6999 | 2,3566

2 -1,00000 | 1,33456 478 | -4,1557 | 2,1557

3 -,75000 | 1,33456 ,592 | -3,9057 | 2,4057

2 0 -,17167 | 1,49208 912 | -3,6999 | 3,3566

1 1,00000 | 1,33456 478 | -2,1557 | 4,1557

3 ,25000 | 1,33456 ,857 | -2,9057 | 3,4057

3 0 -,42167 | 1,49208 ,786 | -3,9499 | 3,1066

1 ,75000 | 1,33456 ,592 | -2,4057 | 3,9057

2 -,25000 | 1,33456 ,857 | -3,4057 | 2,9057

HSTe LSD 0 1 2,18667 | 2,10245 ,333 | -2,7848 | 7,1582

2 ,91000 | 2,10245 ,678 | -4,0615 | 5,8815

3 1,56333 | 2,10245 ,481 | -3,4082 | 6,5348

1 0 -2,18667 | 2,10245 ,333 | -7,1582 | 2,7848

2 -1,27667 | 1,88049 ,519 | -5,7233 | 3,1700

3 -,62333 | 1,88049 ,750 | -5,0700 | 3,8233

2 -,91000 | 2,10245 ,678 | -5,8815 | 4,0615

1 1,27667 | 1,88049 ,519 | -3,1700 | 5,7233

3 ,65333 | 1,88049 ,738 | -3,7933 | 5,1000

3 0 -1,56333 | 2,10245 481 | -6,5348 | 3,4082

1 ,62333 | 1,88049 ,750 | -3,8233 | 5,0700

2 -,65333 | 1,88049 ,738 | -5,1000 | 3,7933

A_canal LSD 0 1 6,62000 | 11,93879 ,597 - | 34,8508
21,6108

2 2,38333 | 11,93879 ,847 - | 30,6141
25,8474

3 3,87333 | 11,93879 , 755 - | 32,1041
24,3574

1 0 -6,62000 | 11,93879 ,597 -| 21,6108
34,8508

2 -4,23667 | 10,67838 ,703 - | 21,0137
29,4870

3 -2,74667 | 10,67838 ,804 - | 22,5037
27,9970

2 0 -2,38333 | 11,93879 ,847 - | 25,8474
30,6141

1 4,23667 | 10,67838 ,703 - | 29,4870
21,0137

3 1,49000 | 10,67838 ,893 - | 26,7404
23,7604

3 0 -3,87333 | 11,93879 ,755 - | 24,3574
32,1041

1 2,74667 | 10,67838 ,804 - | 27,9970
22,5037

2 -1,49000 | 10,67838 ,893 - | 23,7604
26,7404

P_canal LSD 0 1 3,30333 | 3,79971 ,413 | -5,6815 | 12,2882
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2 ,60333 | 3,79971 ,878 | -8,3815 | 9,5882

3 1,41667 | 3,79971 ,720 | -7,5682 | 10,4015

1 0 -3,30333 | 3,79971 413 -| 5,6815
12,2882

2 -2,70000 | 3,39856 ,453 -| 5,3363
10,7363

3 -1,88667 | 3,39856 ,596 | -9,9230 | 6,1497

2 0 -,60333 | 3,79971 ,878 | -9,5882 | 8,3815

1 2,70000 | 3,39856 ,453 | -5,3363 | 10,7363

3 ,81333 | 3,39856 ,818 | -7,2230 | 8,8497

3 0 -1,41667 | 3,79971 ,720 -| 7,5682
10,4015

1 1,88667 | 3,39856 ,596 | -6,1497 | 9,9230

2 -,81333 | 3,39856 ,818 | -8,8497 | 7,2230

E cor.d LSD O 1 ,156667 | ,464860 , 746 | -,94255 | 1,25589

2 ,363333 | ,464860 ,460 | -,73589 | 1,46255

3 ,383333 | ,464860 437 | -, 71589 | 1,48255

1 0 -,156667 | ,464860 , 746 -| ,94255
1,25589

2 ,206667 | ,415784 ,634 | -, 77651 | 1,18984

3 ,226667 | ,415784 ,603 | -, 75651 | 1,20984

2 0 -,363333 | ,464860 ,460 -| ,73589
1,46255

1 -,206667 | ,415784 ,634 -| 77651
1,18984

3 ,020000 | ,415784 ,963 | -,96317 | 1,00317

3 0 -,383333 | ,464860 437 -| ,71589
1,48255

1 -,226667 | ,415784 ,603 -| ,75651
1,20984

2 -,020000 | ,415784 ,963 -| .96317
1,00317

E cori LSD O 1 -,19833 ,68230 ,780 | -1,8117 | 1,4150

2 -,21167 ,68230 ,765 | -1,8250 | 1,4017

3 -,08833 ,68230 ,901 | -1,7017 | 1,5250

1 0 ,19833 ,68230 ,780 | -1,4150 | 1,8117

2 -,01333 ,61027 ,983 | -1,4564 | 1,4297

3 ,11000 ,61027 ,862 | -1,3330 | 1,5530

2 0 ,21167 ,68230 ,765 | -1,4017 | 1,8250

1 ,01333 ,61027 ,983 | -1,4297 | 1,4564

3 ,12333 ,61027 ,846 | -1,3197 | 1,5664

3 0 ,08833 ,68230 ,901 | -1,5250 | 1,7017

1 -,11000 ,61027 ,862 | -1,5530 | 1,3330

2 -,12333 ,61027 ,846 | -1,5664 | 1,3197

Kruskal-Wallis Test
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343

Test Statistics*®
EH_a |EH_a | EH_b | EH_b VST HST | A_can | P_can | E_cor_ | E_cor
Periodo d i d i VSTi e HSTi e al al d N
1 Chi- , 196 | ,429 | 1,000 | 1,000 | ,429 | ,429 | ,048 | ,429 ,429 ,429 1,190 1,190
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,658 | ,513 317 | 317 | ,513| ,513| ,827| ,513 ,513 ,513 ,275 ,275
. Sig.
2  Chi- 441 | ,048 | 1,000 | ,054 | ,048| ,429 | 2,33 | 2,33 2,333 | 2,333 3,857 | 3,857
Squar 3 3
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,507 | ,827 317 | 817 | ,827 | ,513 | ,127 | ,127 127 127 ,050 ,050
. Sig.
4  Chi- ,051 (1,344 | 1,000 | ,067 | 1,19 | ,429| 1,19 | 1,19 1,190 1,190 3,857 441
Squar 0 0 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp 822 | ,246 317 | ,796 | ,275| ,513 | ,275| ,275 ,275 ,275 ,050 ,507
. Sig.
8 Chi- 1,333 | ,333| 1,500 | 1,500 | ,333 | ,333 | ,333| 1,33 ,333 ,333 ,000 ,333
Squar 3
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,248 | 564 221 | ,221 | ,564 | ,564 | ,564 | ,248 ,564 ,564 1,000 ,564
. Sig.
Material 7M3T-5V5G
Test Statistics®”
EH a |EH_a | EH_b | EH_b VST HST | A_can | P_can | E_cor_ | E_cor
Periodo d i d i VSTi e HSTi e al al d i
1 Chi- 429 | ,429 | 1,000 | 1,000 | 2,33 | 2,33 | ,048 | 1,19 ,048 ,048 441 | 3,971
Squar 3 3 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,513 | ,513 317 | 317 | 127 | ,127 | ,827 | ,275 ,827 ,827 ,507 ,046
. Sig.
2 Chi- 429 | 1,048 ,067 | ,054 | 1,19 | 1,19 | 1,19 | ,429 ,429 1,190 1,765 | 1,190
Squar 0 0 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,513 | ,827 , 796 | ,817 | ,275| ,275| ,275| ,513 ,513 ,275 ,184 ,275
. Sig.
4  Chi- 3,857 | ,429 ,067 | 1,000 | ,429 | ,429 | 3,85| 3,85 ,429 ,429 1,765 | 3,971
Squar 7 7
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,050 | ,513 , 796 | ,317 | ,513 | ,513 | ,050 | ,050 ,513 ,513 ,184 ,046
. Sig.
8 Chi- ,429 | ,000 ,000 | ,000 | ,429 | ,429 | ,048 | ,048 ,429 ,429 ,048 ,048
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1




Asymp | 513 ‘ 1,000 ‘ 1,000 ‘ 1,000 ‘ 513 | 513 | 827 | 827 ‘ 513 ‘ 513 ‘ 827 ‘ 827 |
. Sig.

Material 5V5G-5M5G

Test Statistics®®
EH_a |EH_a | EH_b | EH_b VST HST | A_can | P_can | E_cor_ | E_cor
Periodo d i d i VSTi e HSTi e al al d i
1 Chi- 429 ({1,190 | 1,000 | ,000 | ,429 | 1,19 | ,048 | 1,19 ,429 ,048 441 1,344
Squar 0 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp 513 | ,275 ,317 | 1,000 | ,513 | ,275| ,827 | ,275 ,513 ,827 ,507 ,246
. Sig.
2  Chi- 048 | 441 | 1,344 | 1,344 | 1,19 | 3,85 | ,429 | ,429 ,429 ,429 2,333 2,333
Squar 0 7
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,827 | ,507 ,246 | 246 | ,275| ,050 | ,513| ,513 ,513 ,513 127 ,127
. Sig.
4  Chi- ,048 | 1,190 ,067 | 1,000 | ,429 | ,429 | 3,85| 3,85 ,429 ,429 429 | 1,344
Squar 7 7
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,827 | ,275 ,796 | 317 | ,513 | ,513 | ,050 | ,050 ,513 ,513 ,513 ,246
. Sig.
8 Chi- ,048 | ,429 | 1,000 | ,000 | ,429 | ,048 | ,048 | ,048 ,048 ,429 441 ,000
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Asymp ,827 | 513 ,317 | 1,000 | ,513 | ,827 | ,827| ,827 ,827 ,513 ,507 | 1,000
. Sig.

Material Control-5V5G

Test Statistics®®
EH_a | EH_a | EH_b | EH_b VST HST | A_can | P_can | E_cor_ | E_cor
Periodo d i d i VSTi e HSTi e al al d i
1 Chi- 1,190 | 1,190 ,000 | ,000 | ,048 | 1,19 | ,048 | ,048 ,429 ,429 ,054 | 1,344
Squar 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Asymp ,275| ,275 | 1,000 | 1,000 | ,827 | ,275| ,827 | ,827 ,513 ,513 ,817 ,246

. Sig.
2 Chi- ,049 | ,429 | 1,000 | ,067 | ,429 | ,048 | 1,19 | 2,33 1,190 | 2,333 ,429 ,429
Squar 0 3
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Asymp ,825 | 513 317 | 796 | ,513 | ,827 | ,275 | ,127 ,275 127 ,513 ,513
. Sig.
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4  Chi- 2,333 (3,971 | 1,000 | 1,000 | ,048 | ,048 | 1,19 | 1,19 ,048 ,048 ,429 ,067
Squar 0 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp 127 | ,046 317 | 317 | ,827 | ,827 | ,275| ,275 ,827 ,827 ,513 ,796
. Sig.
8 Chi- ,000 | 1,333 | 1,500 | 1,500 | ,000 | ,000 | ,333| ,333 ,000 ,000 ,333 ,333
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp | 1,000 | ,248 221 | ,221| 1,00 | 1,00 | ,564 | ,564 | 1,000 | 1,000 ,564 ,564
. Sig. 0 0
Material Control-5M5G
Test Statistics*®
EH_a |EH_a | EH_b | EH_b VST HST | A_can | P_can | E_cor_ | E_cor
Periodo d i d i VSTi e HSTi e al al d i
1 Chi- 429 | ,196 | 1,000 | ,000 | ,048 | ,048 | ,048 | ,429 ,048 429 ,048 ,196
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,513 | ,658 ,317 | 1,000 | ,827 | ,827 | ,827 | ,513 ,827 ,513 ,827 ,658
. Sig.
2 Chi- ,049 [ 1,225 | 2,400 | ,484 | ,048 | ,429 | ,429 | 1,19 1,190 2,333 3,857 | 2,333
Squar 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,825 | ,268 121 | ,487| ,827 | ,513 | ,513 | ,275 ,275 ,127 ,050 127
. Sig.
4  Chi- 2,333 | 2,402 | 1,000 | ,067 | ,048 | ,429 | ,429 | ,429 429 429 1,190 ,054
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp 127 | 121 ,317 | ,796 | ,827 | ,513 | ,513 | ,513 ,513 ,513 ,275 ,817
. Sig.
8 Chi- ,333 | ,000 417 | 1,500 | ,333 | ,000 | ,333| 1,33 ,333 ,333 ,000 ,000
Squar 3
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,564 | 1,000 ,519 | ,221| ,564 | 1,00 | ,564 | ,248 ,564 ,564 1,000 | 1,000
. Sig. 0
Material ZM3T-5M5G
Test Statistics®®
EH_a |EH_a | EH_b | EH_b VST HST | A_can | P_can | E_cor_ | E_cor
Periodo d i d i VSTi e HSTi e al al d M
1 Chi- ,048 | 3,857 ,067 | 1,000 | 1,19 | 1,19 | ,048 | 1,19 1,190 1,190 3,857 ,048
Squar 0 0 0
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,827 | ,050 , 796 | 317 | ,275| ,275 | ,827 | ,275 ,275 ,275 ,050 ,827
. Sig.
2  Chi- 429 | 049 | 1,344 | ,784 | ,429 | ,784 | ,048 | ,048 ,048 ,048 ,048 ,048
Squar
e
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df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A;ymp 513 | ,825 ,246 | 376 | ,513| ,376 | ,827 | ,827 ,827 ,827 ,827 ,827
. olg.

4 Chi? 3,857 | ,048 ,067 | ,000 | 2,33 | ,429| 3,85| 3,85 3,857 3,857 1,190 | 3,857
Squar 3 7 7
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Agymp ,050 | ,827 , 796 | 1,000 | ,127 | ,513 | ,050 [ ,050 ,050 ,050 ,275 ,050
. Sig.

8 Chi- ,048 | ,429 | 1,000 | ,000 | ,429 | ,429 | ,429 | ,048 ,429 429 1,225 ,048
Squar
e
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp ,827 | 513 ,317 | 1,000 | ,513 | ,513 | ,513 | ,827 ,513 ,513 ,268 ,827
. Sig.

Histomorfometria Panoramica, estudio por periodos

Materiales: 0 = Control, 1 =7M3T, 2 = 5V5G, 3 = 5M5G

Test of Homogeneity of Variances
Levene Levene

Material Statistic dfl | df2 | Sig. Material Statistic dfl | df2 | Sig.

0 EH_ad 4,014 3 7 ,059 2 EH_ad 5,152 3 8| ,028
EH_ai ,199 3 7 ,894 EH_ai 2,240 3 8| ,161
EH_bd 3 EH_bd 11,693 3 8| ,003
EH_bi 7,273 3 7 ,015 EH_bi 16,000 3 8| ,001
VSTi 5,080 3 7 ,035 VSTi 10,527 3 8| ,004
VSTe 4,307 3 7 ,051 VSTe 12,025 3 8| ,002
HSTi 8,278 3 7 ,011 HSTI 3,110 3 8| ,089
HSTe 7,038 3 7 ,016 HSTe 3,735 3 8| ,060
A_canal 5,717 3 7 ,027 A_canal 10,388 3 8| ,004
P_canal 6,991 3 7 ,016 P_canal 11,800 3 8| ,003
E_cor_d 3,318 3 7 ,087 E_cor_d 4,488 3 8| ,040
E_cor_i 2,658 3 7 ,129 E_cor_i 4,702 3 8| ,036

1 EH_ad 1,913 3 8 ,206 3 EH_ad 2,884 3 8| ,103
EH_ai 1,389 3 8| 315 EH_ai 2,574 3 8| 127
EH_bd 6,851 3 8 ,013 EH_bd 4,009 3 8| ,052
EH_bi 4,307 3 8 ,044 EH_bi 4,153 3 8| ,048
VSTi 1,267 3 8 ,349 VSTi 1,654 3 8| ,253
VSTe 1,612 3 8 ,262 VSTe 2,138 3 8| ,174
HSTi 2,266 3 8 ,158 HSTi 3,732 3 8| ,061
HSTe 2,749 3 8 , 112 HSTe 1,856 3 8| ,215
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A_canal ,639 3 8 611 A_canal 3,276 ,080
P_canal 2,749 3 8 112 P_canal 4,242 ,045
E_cor_d 1,475 3 8| ,293 E_cor_d 1,764 ,232
E_cor_i 2,002 3 8| ,192 E_cor_i ;731 ,562
ANOVA
Sum of Mean
Material Squares df Square F Sig.
0 EH_ad Between ,824 3 ,275 496 | 697
Groups
Within 3,881 7 ,554
Groups
Total 4,705 10
EH_ai Between 6,668 3 2,223 4,231 | ,053
Groups
Within 3,677 7 ,525
Groups
Total 10,345 10
EH_bd  Between 173 3 ,058 1,909 | ,217
Groups
Within 211 7 ,030
Groups
Total ,384 10
EH_bi Between ,834 3 ,278 418 | 746
Groups
Within 4,655 7 ,665
Groups
Total 5,489 10
VSTi Between 4,757 3 1,586 ,139 ,933
Groups
Within 79,682 7| 11,383
Groups
Total 84,440 10
VSTe Between 27,447 3 9,149 ,528 677
Groups
Within 121,297 7| 17,328
Groups
Total 148,744 10
HSTi Between 16,024 3 5,341 448 | 726
Groups
Within 83,434 7| 11,919
Groups
Total 99,458 10
HSTe Between 39,805 3| 13,268 ,605 | ,633
Groups
Within 153,632 7| 21,947
Groups
Total 193,437 10
A _canal Between | 383,365 3| 127,788 ,260 | ,852
Groups
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Within 3443,126 7 | 491,875
Groups
Total 3826,491 10
P_canal Between | 141,643 3| 47,214 ,404 755
Groups
Within 817,785 7| 116,826
Groups
Total 959,427 10
E_cor_d Between ,612 3 ,204 ,805 ,530
Groups
Within 1,775 7 ,254
Groups
Total 2,387 10
E_cor_i Between ,161 3 ,054 ,138 ,934
Groups
Within 2,719 7 ,388
Groups
Total 2,880 10
EH_ad  Between 2,268 3 , 756 ,815 ,521
Groups
Within 7,418 8 ,927
Groups
Total 9,687 11
EH_ai Between 1,432 3 ATT ,483 , 703
Groups
Within 7,912 8 ,989
Groups
Total 9,344 11
EH_bd  Between ,142 3 ,047 ,428 ,738
Groups
Within ,886 8 111
Groups
Total 1,029 11
EH_bi Between ,236 3 ,079 ,506 ,689
Groups
Within 1,244 8 ,155
Groups
Total 1,480 11
VSTi Between 3,414 3 1,138 ,438 ,732
Groups
Within 20,789 8 2,599
Groups
Total 24,203 11
VSTe Between 11,272 3 3,757 1,908 ,207
Groups
Within 15,754 8 1,969
Groups
Total 27,026 11
HSTi Between 8,173 3 2,724 ,250 ,859
Groups
Within 87,184 8| 10,898
Groups
Total 95,357 11
HSTe Between 26,542 3 8,847 ,504 ,690
Groups

348



Within 140,304 8| 17,538
Groups
Total 166,845 11
A_canal Between | 296,040 3| 98,680 232 | ,872
Groups
Within 3402,227 8 | 425,278
Groups
Total 3698,268 11
P_canal Between 79,152 3| 26,384 ,292 | ,830
Groups
Within 723,265 8| 90,408
Groups
Total 802,418 11
E_cor_d Between ,035 3 ,012 441 , 730
Groups
Within 211 8 ,026
Groups
Total ,246 11
E_cor_i Between ,061 3 ,020 ,289 ,832
Groups
Within ,567 8 ,071
Groups
Total ,628 11
EH_ad  Between 1,161 3 ,387 ,389 | 764
Groups
Within 7,954 8 ,994
Groups
Total 9,115 11
EH_ai Between 2,140 3 ,713 ,900 | ,482
Groups
Within 6,340 8 ,793
Groups
Total 8,480 11
EH_bd Between ,353 3 ,118 , 731 ,562
Groups
Within 1,290 8 ,161
Groups
Total 1,643 11
EH_bi Between ,216 3 ,072 1,000 441
Groups
Within 577 8 ,072
Groups
Total , 793 11
VSTi Between 11,779 3 3,926 ,536 | ,670
Groups
Within 58,565 8 7,321
Groups
Total 70,344 11
VSTe Between 28,244 3 9,415 ,673 ,5692
Groups
Within 111,893 8| 13,987
Groups
Total 140,137 11
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HSTi Between 4,168 3 1,389 ,833 ,512
Groups
Within 13,342 8 1,668
Groups
Total 17,510 11
HSTe Between 12,160 3 4,053 1,037 427
Groups
Within 31,268 8 3,908
Groups
Total 43,427 11
A _canal Between | 193,532 3| 64,511 ,219 ,881
Groups
Within 2359,899 8 | 294,987
Groups
Total 2553,431 11
P_canal Between | 107,866 3| 35,955 ,462 717
Groups
Within 622,643 8| 77,830
Groups
Total 730,509 11
E_cor_d Between ,291 3 ,097 ,295 ,828
Groups
Within 2,629 8 ,329
Groups
Total 2,920 11
E_cor_i Between 1,662 3 ,554 2,094 ,179
Groups
Within 2,117 8 ,265
Groups
Total 3,779 11
EH_ad  Between 1,084 3 ,361 ,534 | 672
Groups
Within 5,408 8 ,676
Groups
Total 6,492 11
EH_ai Between 2,094 3 ,698 2,447 ,139
Groups
Within 2,281 8 ,285
Groups
Total 4,375 11
EH_bd Between 1,931 3 ,644 ,652 ,604
Groups
Within 7,895 8 ,987
Groups
Total 9,826 11
EH_bi Between 2,037 3 ,679 2,328 ,151
Groups
Within 2,334 8 ,292
Groups
Total 4,371 11
VSTi Between ,386 3 ,129 ,110 | ,952
Groups
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Within 9,389 8 1,174
Groups
Total 9,775 11
VSTe Between 2,328 3 776 ,905 ,480
Groups
Within 6,860 8 ,857
Groups
Total 9,188 11
HSTi Between ,937 3 312 ,232 ,872
Groups
Within 10,769 8 1,346
Groups
Total 11,706 11
HSTe Between 4,055 3 1,352 ,367 779
Groups
Within 29,461 8 3,683
Groups
Total 33,516 11
A_canal Between 39,265 3| 13,088 ,102 ,956
Groups
Within 1024,229 8| 128,029
Groups
Total 1063,495 11
P_canal Between 1,709 3 ,570 ,044 ,987
Groups
Within 103,060 8| 12,883
Groups
Total 104,769 11
E_cor_d Between ,225 3 ,075 1,526 ,281
Groups
Within ,394 8 ,049
Groups
Total ,619 11
E_cor_i Between ,531 3 177 ,435 , 734
Groups
Within 3,259 8 407
Groups
Total 3,791 11
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
95% Confidence
Interval
Mean
Dependent 0] J) Difference Std. Lower Upper
Material Variable Periodo Periodo (1-J) Error Sig. Bound Bound
0 EH ad LSD 1 2 -,43333 ,60797 ,499 | -1,8710 | 1,0043
4 ,20000 ,60797 ;752 | -1,2376 | 1,6376
8 -,42333 ,67974 ,553 | -2,0307 | 1,1840
2 1 ,43333 ,60797 ,499 | -1,0043 | 1,8710
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4 ,63333 ,60797 ,332 | -,8043 | 2,0710
8 ,01000 ,67974 ,989 | -1,5973 | 1,6173
1 -,20000 ,60797 ,752 | -1,6376 | 1,2376
2 -,63333 ,60797 ,332 | -2,0710 ,8043
8 -,62333 ,67974 ,390 | -2,2307 ,9840
1 ,42333 ,67974 ,553 | -1,1840 | 2,0307
2 -,01000 ,67974 ,989 | -1,6173 | 1,5973
4 ,62333 ,67974 ,390 | -,9840 | 2,2307
EH_ai LSD 2 -1,47333 ,59180 ,042 | -2,8727 | -,0739
4 ,53000 ,59180 4400 | -,8694 | 1,9294
8 -,66667 ,66165 347 | -2,2312 ,8979
1 1,47333 ,59180 ,042 ,0739 | 2,8727
4 2,00333 ,59180 ,012 ,6039 | 3,4027
8 ,80667 ,66165 262 | -, 7579 | 2,3712
1 -,53000 ,59180 ,400 | -1,9294 ,8694
2 -2,00333" ,59180 ,012 | -3,4027 | -,6039
8 -1,19667 ,66165 113 | -2,7612 ,3679
1 ,66667 ,66165 347 | -,8979 | 2,2312
2 -,80667 ,66165 ,262 | -2,3712 , 7579
4 1,19667 ,66165 113 | -,3679 | 2,7612
EH_bd LSD 2 ,00000 ,14184 | 1,000 | -,3354 ,3354
4 ,00000 ,14184 | 1,000 | -,3354 ,3354
8 -,32500 ,15858 ,080 | -,7000 ,0500
1 ,00000 ,14184 | 1,000 | -,3354 ,3354
,00000 ,14184 | 1,000 | -,3354 ,3354

8 -,32500 ,15858 ,080 | -,7000 ,0500
1 ,00000 ,14184 | 1,000 | -,3354 ,3354
2 ,00000 ,14184 | 1,000 | -,3354 ,3354
8 -,32500 ,15858 ,080 | -,7000 ,0500
1 ,32500 ,15858 ,080 | -,0500 ,7000
2 ,32500 ,15858 ,080 | -,0500 ,7000
4 ,32500 ,15858 ,080 | -,0500 ,7000
EH_bi LSD 2 -,42000 ,66583 ,548 | -1,9944 | 1,1544
4 -, 74333 ,66583 ,301 | -2,3178 ,8311
8 -,37500 , 74442 ,630 | -2,1353 | 1,3853
1 ,42000 ,66583 ,548 | -1,1544 | 11,9944
4 -,32333 ,66583 ,642 | -1,8978 | 1,2511
8 ,04500 , 74442 ,953 | -1,7153 | 1,8053
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1 ,74333 ,66583 ,301| -,8311| 2,3178
2 ,32333 ,66583 ,642 | -1,2511 | 1,8978
8 ,36833 , 74442 ,636 | -1,3919 | 2,1286
1 ,37500 , 74442 ,630 | -1,3853 | 2,1353
2 -,04500 , 74442 ,953 | -1,8053 | 1,7153
4 -,36833 , 74442 ,636 | -2,1286 | 1,3919
VSTi LSD 2 -1,53000 | 2,75477 ,596 | -8,0440 | 4,9840
4 -,93000 | 2,75477 ,746 | -7,4440 | 5,5840
8 -1,67333 | 3,07993 ,604 | -8,9562 | 5,6095
1 1,53000 | 2,75477 ,596 | -4,9840 | 8,0440
4 ,60000 | 2,75477 ,834| -5,9140 | 7,1140
8 -,14333 | 3,07993 ,964 | -7,4262 | 7,1395
1 ,93000 | 2,75477 ,746 | -5,5840 | 7,4440
2 -,60000 | 2,75477 ,834 | -7,1140 | 5,9140
8 -,74333 | 3,07993 ,816 | -8,0262 | 6,5395
1 1,67333 | 3,07993 ,604 | -5,6095 | 8,9562
2 ,14333 | 3,07993 ,964 | -7,1395 | 7,4262
4 , 74333 | 3,07993 ,816 | -6,5395 | 8,0262
VSTe LSD 2 -3,37667 | 3,39884 ,354 -| 4,6603
11,4137
4 -3,41000 | 3,39884 ,349 -| 4,6270
11,4470
8 -3,90500 | 3,80002 ,338 -| 5,0806
12,8906
1 3,37667 | 3,39884 ,354 | -4,6603 | 11,4137
4 -,03333 | 3,39884 ,992 | -8,0703 | 8,0037
8 -,52833 | 3,80002 ,893 | -9,5140 | 8,4573
1 3,41000 | 3,39884 ,349 | -4,6270 | 11,4470
2 ,03333 | 3,39884 ,992 | -8,0037 | 8,0703
8 -,49500 | 3,80002 ,900 | -9,4806 | 8,4906
1 3,90500 | 3,80002 ,338 | -5,0806 | 12,8906
2 ,52833 | 3,80002 ,893 | -8,4573 | 9,5140
4 ,49500 | 3,80002 ,900 | -8,4906 | 9,4806
HSTi LSD 2 -3,14333 | 2,81888 ,302 | -9,8089 | 3,5223
4 -1,29667 | 2,81888 ,659 | -7,9623 | 5,3689
8 -2,28167 | 3,15161 493 | -9,7340 | 5,1707
1 3,14333 | 2,81888 ,302 | -3,5223 | 9,8089
1,84667 | 2,81888 ,533 | -4,8189 | 8,5123
8 ,86167 | 3,15161 ,792 | -6,5907 | 8,3140
1 1,29667 | 2,81888 ,659 | -5,3689 | 7,9623
2 -1,84667 | 2,81888 ,5633 | -8,5123 | 4,8189
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-98500 | 315161 | 764 | -84374| 64674
2.28167 | 3.15161 | 493 | -5,1707 | 9,7340
-86167 | 315161 | 792 | -8,3140| 6,5907
98500 | 315161 | 764 | -64674| 84374
HSTe  LSD -4,63333 | 382513 | ,265 S| 44117
13,6783

-1,95333 | 3,82513| 625 -| 70917
10,9983

-4,31333 | 4,27662 | 347 -| 5,7993
14,4259

4,63333 | 3,82513 | ,265 | -4,4117 | 13,6783

2,68000 | 3,82513 | ,506 | -6,3650 | 11,7250

32000 | 427662 | ,942 | -9,7926 | 10,4326

1,95333 | 3,82513 | 625 -7,0917 | 10,9983

-2,68000 | 3,82513 | 506 -| 6,3650
11,7250

-2,36000 | 4,27662 | 598 -| 77526
12,4726

4,31333 | 4,27662 | 347 | -5,7993 | 14,4259

-,32000 | 4,27662 | 942 -| 9,7926
10,4326

2,36000 | 4,27662 | 598 | -7,7526 | 12,4726

A_canal LSD -13,87000 | 18,10847 | 469 | 28,9497
56,6897

-18667 | 18,10847 | 992 - | 42,6331
43,0064

-6,19333 | 20,24589 | 769 - | 41,6806
54,0672

13,87000 | 18,10847 | 469 - | 56,6897
28,9497

13,68333 | 18,10847 | 475 - | 56,5031
29,1364

7,67667 | 20,24589 | 716 - | 55,5506
40,1972

18667 | 18,10847 | 992 | 43,0064
42,6331

-13,68333 | 18,10847 | 475 - | 29,1364
56,5031

-6,00667 | 20,24589 | 775 -| 41,8672
53,8806

6,19333 | 20,24589 | 769 | 54,0672
41,6806

-7,67667 | 20,24589 | 716 - | 40,1972
55,5506

6,00667 | 20,24589 | 775 - | 53,8806
41,8672

P_canal LSD -9,46667 | 882521 | 319 - 11,4016
30,3350

-3,41333 | 882521 | ,710 - | 17,4550
24,2816

-5,80333 | 9,86688 | 575 -| 17,5281
29,1348

946667 | 882521 | 319 -1 730,3350
11,4016

6,05333 | 8,82521 | 515 - | 26,9216
14,8150

3,66333 | 9,86688 | 721 - | 26,9948
19,6681

341333 | 882521 | ,710 | 24,2816
17,4550
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2 -6,05333 | 8,82521 ,515 - | 14,8150
26,9216

8 -2,39000 | 9,86688 ,816 - | 20,9415
25,7215

1 5,80333 | 9,86688 ,575 - | 29,1348
17,5281

2 -3,66333 | 9,86688 721 - | 19,6681
26,9948

4 2,39000 | 9,86688 ,816 - | 25,7215
20,9415

E cor_d LSD 2 -,193333 | ,411100 ,652 -| 77876
1,16543

4 ,046667 | ,411100 ,913 | -,92543 | 1,01876

8 -,610000 | ,459624 ,226 -| 47684
1,69684

1 ,193333 | ,411100 ,652 | -,77876 | 1,16543

4 ,240000 | ,411100 ,578 | -,73210 | 1,21210

8 -,416667 | ,459624 ,395 -| ,67017
1,50350

1 -,046667 | ,411100 ,913 - | ,92543
1,01876

2 -,240000 | ,411100 ,578 -| ,73210
1,21210

8 -,656667 | ,459624 ,196 -| ,43017
1,74350

1 ,610000 | ,459624 ,226 | -,47684 | 1,69684

2 4416667 | ,459624 ,395 | -,67017 | 1,50350

4 ,656667 | ,459624 ,196 | -,43017 | 1,74350

E_cor_i LSD 2 -, 14333 ,50891 ,786 | -1,3467 | 1,0600

4 ,12333 ,50891 ,815 | -1,0800 | 1,3267

8 -,18833 ,56898 ,750 | -1,5338 | 1,1571

1 ,14333 ,50891 ,786 | -1,0600 | 1,3467

,26667 ,50891 ,616 | -9367 | 1,4700

8 -,04500 ,56898 ,939 | -1,3904 | 1,3004

1 -,12333 ,50891 ,815 | -1,3267 | 1,0800

2 -,26667 ,50891 ,616 | -1,4700 ,9367

8 -,31167 ,56898 ,601 | -1,6571| 1,0338

1 ,18833 ,56898 ,750 | -1,1571 | 1,5338

2 ,04500 ,56898 ,939 | -1,3004 | 1,3904

4 ,31167 ,56898 ,601 | -1,0338 | 1,6571

EH_ad LSD 2 -,17000 ,78626 ,834 | -1,9831 | 1,6431

4 ,91000 ,78626 281 -9031| 2,7231

8 ,57667 ,78626 484 | -1,2365 | 2,3898

1 ,17000 ,78626 ,834 | -1,6431 | 1,9831

4 1,08000 ,78626 ,207 | -,7331| 2,8931

8 , 74667 ,78626 ,370 | -1,0665 | 2,5598

1 -,91000 ,78626 ,281 | -2,7231 ,9031

2 -1,08000 ,78626 ,207 | -2,8931 ,7331
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8 -,33333 ,78626 ,683 | -2,1465 | 1,4798
1 -,57667 ,78626 484 | -2,3898 | 1,2365
2 -, 74667 ,78626 ,370 | -2,5598 | 1,0665
4 ,33333 ,78626 ,683 | -1,4798 | 2,1465
EH_ai LSD 2 -,76333 ,81198 ,375 | -2,6358 | 1,1091
4 ,01000 ,81198 ,990 | -1,8624 | 1,8824
8 ,08333 ,81198 ,921 | -1,7891 | 11,9558
1 ,76333 ,81198 ,375 | -1,1091 | 2,6358
4 , 77333 ,81198 ,369 | -1,0991 | 2,6458
8 ,84667 ,81198 ,328 | -1,0258 | 2,7191
1 -,01000 ,81198 ,990 | -1,8824 | 1,8624
2 -, 77333 ,81198 ,369 | -2,6458 | 11,0991
8 ,07333 ,81198 ,930 | -1,7991 | 11,9458
1 -,08333 ,81198 ,921 | -1,9558 | 1,7891
2 -,84667 ,81198 ,328 | -2,7191 | 1,0258
4 -,07333 ,81198 ,930 | -1,9458 | 1,7991
EH_bd LSD 2 -,16667 ,27176 557 | -,7934 ,4600
4 -,09667 ,27176 731 | -,7234 ,5300
8 ,12333 ,27176 ,662 | -,5034 ,7500
1 ,16667 ,27176 ,557 | -,4600 ,7934
4 ,07000 ,27176 ,803 | -,5567 ,6967
8 ,29000 ,27176 317 | -,3367 ,9167
1 ,09667 ,27176 ,731| -,5300 71234
-,07000 ,27176 ,803 | -,6967 ,5567

8 ,22000 ,27176 442 | -,4067 ,8467
1 -,12333 ,27176 ,662 | -,7500 ,5034
2 -,29000 ,27176 317 | -,9167 ,3367
4 -,22000 ,27176 442 | -,8467 ,4067
EH_bi LSD 2 -,06000 ,32195 ,857 | -,8024 ,6824
4 ,04000 ,32195 ,904 | -,7024 , 7824
8 ,30667 ,32195 ,369 | -,4357 | 1,0491
1 ,06000 ,32195 ,857 | -,6824 ,8024
,10000 ,32195 ,764 | -,6424 ,8424

8 ,36667 ,32195 ,288 | -,3757 | 1,1091
1 -,04000 ,32195 ,904 | -,7824 ,7024
2 -,10000 ,32195 ,764 | -,8424 ,6424
8 ,26667 ,32195 432 -,4757 | 1,0091
1 -,30667 ,32195 ,369 | -1,0491 ,4357
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2 -,36667 ,32195 ,288 | -1,1091 ,3757
4 -,26667 ,32195 ,432 | -1,0091 4757
VSTi LSD 2 -1,09333 | 1,31622 430 | -4,1285 | 1,9419
4 ,28667 | 1,31622 ,833 | -2,7485 | 3,3219
8 -,59000 | 1,31622 ,666 | -3,6252 | 2,4452
1 1,09333 | 1,31622 430 | -1,9419 | 4,1285
4 1,38000 | 1,31622 ,325| -1,6552 | 4,4152
8 ,50333 | 1,31622 ,7121| -2,5319 | 3,5385
1 -,28667 | 1,31622 ,833 | -3,3219 | 2,7485
2 -1,38000 | 1,31622 ,325| -4,4152 | 1,6552
8 -,87667 | 1,31622 ,524 | -3,9119 | 2,1585
1 ,59000 | 1,31622 ,666 | -2,4452 | 3,6252
2 -,50333 | 1,31622 ,7121| -3,5385 | 2,5319
4 ,87667 | 1,31622 ,524 | -2,1585 | 3,9119
VSTe LSD 2 -2,40333 | 1,14577 ,069 | -5,0455 ,2388
4 -1,20667 | 1,14577 ,323 | -3,8488 | 1,4355
8 -2,28000 | 1,14577 ,082 | -4,9222 ,3622
1 2,40333 | 1,14577 ,069 | -,2388 | 5,0455
4 1,19667 | 1,14577 ,327 | -1,4455 | 3,8388
8 ,12333 | 1,14577 917 | -2,5188 | 2,7655
1 1,20667 | 1,14577 ,323 | -1,4355 | 3,8488
-1,19667 | 1,14577 ,327 | -3,8388 | 1,4455

8 -1,07333 | 1,14577 ,376 | -3,7155 | 1,5688
1 2,28000 | 1,14577 ,082 | -3622 | 4,9222
2 -,12333 | 1,14577 917 | -2,7655 | 2,5188
4 1,07333 | 1,14577 ,376 | -1,5688 | 3,7155
HSTi LSD 2 1,80333 | 2,69543 ,522 | -4,4123 | 8,0190
4 1,50333 | 2,69543 ,592 | -4,7123 | 7,7190
8 ,03333 | 2,69543 ,990 | -6,1823 | 6,2490
1 -1,80333 | 2,69543 ,522 | -8,0190 | 4,4123
-,30000 | 2,69543 914 | -6,5157 | 5,9157

8 -1,77000 | 2,69543 ,530 | -7,9857 | 4,4457
1 -1,50333 | 2,69543 ,592 | -7,7190 | 4,7123
2 ,30000 | 2,69543 914 | -5,9157 | 6,5157
8 -1,47000 | 2,69543 ,600 | -7,6857 | 4,7457
1 -,03333 | 2,69543 ,990 | -6,2490 | 6,1823
2 1,77000 | 2,69543 ,530 | -4,4457 | 7,9857
4 1,47000 | 2,69543 ,600 | -4,7457 | 7,6857
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HSTe  LSD 2,50667 | 3,41936 | 469 | -5,2884 | 10,4817
2,38000 | 3,41936 | 506 | -5,5050 | 10,2650
-84333 | 3,41936 | 811 | -8,7284 | 7,0417
2,59667 | 3,41936 | 469 -| 52884
10,4817

-21667 | 3,41936| ,951 | -8,1017 | 7,6684

-3,44000 | 3,41936 | ,344 -| 4,4450
11,3250

-2,38000 | 3,41936 | ,506 -] 5,5050
10,2650

21667 | 3,41936 | ,951 | -7,6684 | 8,1017

-3,22333 | 3,41936 | ,373 -| 46617
11,1084

84333 | 3,41936 | ,811 | -7,0417 | 8,7284

3,44000 | 3,41936 | 344 | -4,4450 | 11,3250

3,22333 | 3,41936 | ,373| -4,6617 | 11,1084

A canal LSD 9,19000 | 16,83802 | 600 - 48,0185
29,6385

8,64333 | 16,83802 | 622 -| 47,4710
30,1852

-1,84667 | 16,83802 | ,915 - | 36,9819
40,6752

-9,19000 | 16,83802 | ,600 - 29,6385
48,0185

-54667 | 16,83802 | 975 -| 38,2819
39,3752

-11,03667 | 16,83802 | 531 -| 27,7919
49,8652

-8,64333 | 16,83802 | ,622 - 30,1852
47,4719

54667 | 16,83802 | ,975 -| 39,3752
38,2819

-10,49000 | 16,83802 | 551 -| 28,3385
49,3185

1,84667 | 16,83802 | ,915 - 40,6752
36,9819

11,03667 | 16,83802 | 531 - | 49,8652
27,7919

10,49000 | 16,83802 | 551 - | 49,3185
28,3385

P canal LSD 6,11000 | 7,76351 | 454 - 24,0127
11,7927

3,15000 | 7,76351| 696 - | 21,0527
14,7527

-12000 | 7,76351| ,988 -| 17,7827
18,0227

-6,11000 | 7,76351 | 454 - 11,7927
24,0127

-2,96000 | 7,76351 | ,713 - | 14,0427
20,8627

-6,23000 | 7,76351 | 445 -| 11,6727
24,1327

-3,15000 | 7,76351 | ,696 - 14,7527
21,0527

2,96000 | 7,76351| 713 - | 20,8627
14,9427

-3,27000 | 7,76351 | ,685 -| 14,6327
21,1727

112000 | 7,76351 | ,988 - 18,0227
17,7827

6,23000 | 7,76351| 445 -| 24,1327
11,6727
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4 3,27000 | 7,76351 ,685 - | 21,1727
14,6327

E _cor_d LSD 2 ,026667 | ,132602 ,846 | -,27911 | ,33245
4 -,056667 | ,132602 ,680 | -,36245 | ,24911

8 ,093333 | ,132602 ,501 | -,21245 | ,39911

1 -,026667 | ,132602 ,846 | -,33245 | ,27911

4 -,083333 | ,132602 547 | -,38911 | ,22245

8 ,066667 | ,132602 ,629 | -,23911 | ,37245

1 ,056667 | ,132602 ,680 | -,24911 | ,36245

2 ,083333 | ,132602 547 | -,22245 | ,38911

8 ,150000 | ,132602 ,291 | -,15578 | ,45578

1 -,093333 | ,132602 ,501 | -,39911 | ,21245

2 -,066667 | ,132602 ,629 | -,37245| ,23911

4 -,150000 | ,132602 ,291 | -,45578 | ,15578

E _cor_i LSD 2 -,11333 ,21733 ,616 | -,6145 ,3878
4 -,19667 ,21733 392 | -,6978 ,3045

8 -,06667 ,21733 , 767 | -,5678 ,4345

1 ,11333 ,21733 ,616 | -,3878 ,6145

4 -,08333 ,21733 , 711 -,5845 A178

8 ,04667 ,21733 ,835 | -,4545 ,5478

1 ,19667 ,21733 ,392 | -,3045 ,6978

2 ,08333 ,21733 ;711 |  -,4178 ,5845

8 ,13000 ,21733 ,566 | -,3712 ,6312

1 ,06667 ,21733 ,767 | -,4345 ,5678

2 -,04667 ,21733 ,835| -5478 4545

4 -,13000 ,21733 ,566 | -,6312 3712

EH_ad LSD 2 ,74000 ,81414 ,390 | -1,1374 | 2,6174
4 ,67000 ,81414 434 | -1,2074 | 2,5474

8 ,73667 ,81414 ,392 | -1,1407 | 2,6141

1 -,74000 ,81414 ,390 | -2,6174 | 1,1374

-,07000 ,81414 ,934 | -1,9474 | 1,8074

8 -,00333 ,81414 ,997 | -1,8807 | 1,8741

1 -,67000 ,81414 434 | -2,5474 | 1,2074

2 ,07000 ,81414 ,934 | -1,8074 | 1,9474

8 ,06667 ,81414 ,937 | -1,8107 | 1,9441

1 -, 73667 ,81414 ,392 | -2,6141 | 1,1407

2 ,00333 ,81414 ,997 | -1,8741 | 1,8807

4 -,06667 ,81414 ,937 | -1,9441 | 1,8107

EH_ai LSD 2 -,14667 ,72689 ,845 | -1,8229 | 1,5295
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4 ,11000 ,72689 ,883 | -1,5662 | 1,7862
8 ,94000 ,72689 232 -,7362 | 2,6162
1 ,14667 ,72689 ,845 | -1,5295 | 11,8229
4 ,25667 ,72689 ,733 | -1,4195 | 1,9329
8 1,08667 ,72689 173 | -5895 | 2,7629
1 -,11000 ,72689 ,883 | -1,7862 | 1,5662
2 -,25667 ,72689 , 733 | -1,9329 | 1,4195
8 ,83000 ,72689 ,287 | -,8462 | 2,5062
1 -,94000 ,72689 ,232 | -2,6162 ,7362
2 -1,08667 ,72689 173 | -2,7629 ,5895
4 -,83000 ,72689 ,287 | -2,5062 ,8462
EH_bd LSD 2 -,21000 ,32783 ,540 | -,9660 ,5460
4 -,41333 ,32783 ,243 | -1,1693 ,3426
8 ,00000 ,32783 | 1,000 | -,7560 ,7560
1 ,21000 ,32783 ,540 | -,5460 ,9660
4 -,20333 ,32783 552 | -,9593 ,5526
8 ,21000 ,32783 ,540 | -,5460 ,9660
1 ,41333 ,32783 243 | -,3426 | 1,1693
2 ,20333 ,32783 ,552 | -,5526 ,9593
,41333 ,32783 243 | -,3426 | 1,1693

1 ,00000 ,32783 | 1,000 | -,7560 ,7560
2 -,21000 ,32783 ,540 | -,9660 ,5460
4 -,41333 ,32783 ,243 | -1,1693 ,3426
EH_bi LSD 2 -,31000 ,21920 ,195 | -,8155 ,1955
4 ,00000 ,21920 | 1,000 | -,5055 ,5055
8 ,00000 ,21920 | 1,000 | -,5055 ,5055
1 ,31000 ,21920 195 | -,1955 ,8155
,31000 ,21920 195 | -,1955 ,8155

8 ,31000 ,21920 195 | -,1955 ,8155
1 ,00000 ,21920 | 1,000 | -,5055 ,5055
2 -,31000 ,21920 ,195 | -,8155 ,1955
8 ,00000 ,21920 | 1,000 | -,5055 ,5055
1 ,00000 ,21920 | 1,000 | -,5055 ,5055
2 -,31000 ,21920 ,195 | -,8155 ,1955
4 ,00000 ,21920 | 1,000 | -,5055 ,5055
VSTi LSD 2 -,36000 | 2,20917 ,875 | -5,4544 | 4,7344
4 2,13000 | 2,20917 ,363 | -2,9644 | 7,2244
8 -,04667 | 2,20917 ,984 | -5,1410 | 5,0477
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1 ,36000 | 2,20917 ,875 | -4,7344 | 5,4544
4 2,49000 | 2,20917 ,292 | -2,6044 | 7,5844
8 ,31333 | 2,20917 ,891 | -4,7810 | 5,4077
1 -2,13000 | 2,20917 ,363 | -7,2244 | 2,9644
2 -2,49000 | 2,20917 ,292 | -7,5844 | 2,6044
8 -2,17667 | 2,20917 ,353 | -7,2710 | 2,9177
1 ,04667 | 2,20917 ,984 | -5,0477 | 5,1410
2 -,31333 | 2,20917 ,891 | -5,4077 | 4,7810
4 2,17667 | 2,20917 ,353 | -2,9177 | 7,2710
VSTe LSD 2 ,00333 | 3,05360 ,999 | -7,0383 | 7,0449
4 3,57000 | 3,05360 ,276 | -3,4716 | 10,6116
8 ,08000 | 3,05360 ,980 | -6,9616 | 7,1216
1 -,00333 | 3,05360 ,999 | -7,0449 | 7,0383
4 3,56667 | 3,05360 ,276 | -3,4749 | 10,6083
8 ,07667 | 3,05360 ,981 | -6,9649 | 7,1183
1 -3,57000 | 3,05360 ,276 -| 3,4716
10,6116
2 -3,56667 | 3,05360 ,276 -| 3,4749
10,6083
8 -3,49000 | 3,05360 ,286 -| 3,5516
10,5316
1 -,08000 | 3,05360 ,980 | -7,1216 | 6,9616
2 -,07667 | 3,05360 ,981 | -7,1183 | 6,9649
4 3,49000 | 3,05360 ,286 | -3,5516 | 10,5316
HSTi LSD 2 -,54333 | 1,05443 ,620 | -2,9748 | 1,8882
4 -1,61333 | 1,05443 ,165 | -4,0448 ,8182
8 -,48333 | 1,05443 ,659 | -2,9148 | 1,9482
1 ,54333 | 1,05443 ,620 | -1,8882 | 2,9748
-1,07000 | 1,05443 ,340 | -3,5015 | 1,3615
8 ,06000 | 1,05443 ,956 | -2,3715 | 2,4915
1 1,61333 | 1,05443 ,165 | -,8182 | 4,0448
2 1,07000 | 1,05443 ,340 | -1,3615 | 3,5015
8 1,13000 | 1,05443 ,315 | -1,3015 | 3,5615
1 ,48333 | 1,05443 ,659 | -1,9482 | 2,9148
2 -,06000 | 1,05443 ,956 | -2,4915 | 2,3715
4 -1,13000 | 1,05443 ,315 | -3,5615 | 1,3015
HSTe LSD 2 2,70333 | 1,61420 ,133 | -1,0190 | 6,4257
4 1,22667 | 1,61420 469 | -2,4957 | 4,9490
8 2,03000 | 1,61420 ,244 | -1,6924 | 5,7524
1 -2,70333 | 1,61420 ,133 | -6,4257 | 1,0190
4 -1,47667 | 1,61420 ,387 | -5,1990 | 2,2457
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-67333 | 161420 | 688 -4,3957 | 3,0490
122667 | 161420 | 469 | -4,9490 | 2,4957
1,47667 | 161420 | 387 | -2,2457 | 5,1990
80333 | 1,61420 | 632 -29190 | 45257
-2,03000 | 1,61420 | 244 | -5,7524 | 1,6924
67333 | 161420 | 688 | -3,0490 | 4,3957
-80333 | 1,61420 | ,632| -4,5257 | 2,9190
A_canal LSD -431333 | 14,02349 | ,766 - 28,0249
36,6516

6,92000 | 14,02349 | 635 - | 39,2582
25,4182

25333 | 14,02349 | 986 -| 32,5916
32,0849

4,31333 | 14,02349 | 766 | 36,6516
28,0249

11,23333 | 14,02349 | 446 -| 435716
21,1049

456667 | 14,02349 | 753 - | 36,9049
27,7716

-6,92000 | 14,02349 | 635 - 25,4182
39,2582

-11,23333 | 14,02349 | 446 -| 21,1049
435716

-6,66667 | 14,02349 | 647 -| 25,6716
39,0049

-25333 | 14,02349 | 986 - 32,0849
32,5916

-4,56667 | 14,02349 | 753 -| 27,7716
36,9049

6,66667 | 14,02349 | 647 - | 39,0049
25,6716

P_canal LSD -1,79000 | 7,20326 | 810 | 14,8207
18,4007

5097333 | 7,20326 | 431 - | 22,5841
10,6374

-57333 | 7,20326 | 939 -| 16,0374
17,1841

1,79000 | 7,20326 | 810 | 18,4007
14,8207

7,76333 | 7,20326 | 313 | -8,8474 | 24,3741

1,21667 | 7,20326 | ,870 -| 17,8274
15,3941

597333 | 7,20326 | 431 -] 10,6374
22,5841

-7,76333 | 7,20326 | 313 -| 88474
24,3741

-6,54667 | 7,20326 | 390 - | 10,0641
23,1574

57333 | 7,20326 | 939 -~ 17,1841
16,0374

-1,21667 | 7,20326 | 870 -| 15,3941
17,8274

6,54667 | 7,20326 | ,390 -| 23,1574
10,0641

E_cord LSD -340000 | 468034 | 488 - 73929
1,41929

-,390000 | 468034 | 429 -| 68929
1,46929

-,340000 | 468034 | 488 -| 73929
1,41929

340000 | 468034 | 488 | -,73929 | 1,41929
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-,050000 | ,468034 ,918 - | 1,02929
1,12929
,000000 | ,468034 | 1,000 - | 1,07929
1,07929
,390000 | ,468034 429 | -,68929 | 1,46929
,050000 | ,468034 ,918 - | 1,12929
1,02929
,050000 | ,468034 ,918 -1 1,12929
1,02929
,340000 | ,468034 ,488 | -,73929 | 1,41929
,000000 | ,468034 | 1,000 -1 1,07929
1,07929
-,050000 | ,468034 ,918 -1 1,02929
1,12929
E cor_i LSD -,60667 ,41998 ,187 | -1,5751 ,3618
,04667 ,41998 914 -9218 | 1,0151
-,80667 ,41998 ,091 | -1,7751 ,1618
,60667 ,41998 ,187 | -,3618 | 1,5751
,65333 ,41998 ,158 | -,3151| 1,6218
-,20000 ,41998 ,647 | -1,1685 ,7685
-,04667 ,41998 ,914 | -1,0151 ,9218
-,65333 ,41998 ,158 | -1,6218 ,3151
-,85333 ,41998 ,077 | -1,8218 ,1151
,80667 ,41998 ,091| -,1618 | 1,7751
,20000 ,41998 ,647 | -7685| 1,1685
,85333 ,41998 ,077 | -1151| 1,8218
3 EH_ad LSD -,51333 ,67133 ,466 | -2,0614 | 1,0348
-,82000 ,67133 ,257 | -2,3681 ,7281
-,29000 ,67133 ,677 | -1,8381 | 1,2581
,51333 ,67133 ,466 | -1,0348 | 2,0614
-,30667 ,67133 ,660 | -1,8548 | 1,2414
,22333 ,67133 ,748 | -1,3248 | 1,7714
,82000 ,67133 ,257 | -7281| 2,3681
,30667 ,67133 ,660 | -1,2414 | 1,8548
,53000 ,67133 453 | -1,0181 | 2,0781
,29000 ,67133 ,677 | -1,2581 | 1,8381
-,22333 ,67133 748 | -1,7714 | 1,3248
-,53000 ,67133 ,453 | -2,0781 | 1,0181
EH_ai LSD -,84333 ,43601 ,089 | -1,8488 ,1621
-,50333 ,43601 ,282 | -1,5088 ,5021
-1,12000° ,43601 ,033 | -2,1254 | -,1146
,84333 ,43601 ,089 | -,1621 | 1,8488
,34000 ,43601 458 | -,6654 | 1,3454
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-27667 | 43601 | 543 -1,2821| 7288
50333 | ,43601| 282 -5021| 1,5088

-,34000 | ,43601 | ,458 | -1,3454 | 6654

-61667 | ,43601 | ,195| -1,6221 | ,3888

1,12000° | ,43601 | ,033| ,1146| 2,1254

27667 | ,43601 | 543 | -7288| 1,2821

61667 | ,43601 | ,195| -,3888 | 1,6221

EH_bd LSD 69333 | 81112 | ,418] -2,5638 | 1,1771
-30333 | ,81112| ,718| -2,1738| 1,5671

40000 | 81112 | ,635| -1,4705 | 2,2705

69333 | 81112 | 418 -1,1771| 25638

39000 | ,81112 | ,644 | -1,4805| 2,2605

1,090333 | 81112 | ,215| -7771| 2,9638

30333 | 81112 718 -1,5671| 2,1738

-,39000 | ,81112| ,644 | -2,2605 | 1,4805

70333 | 81112 | 411 -1,1671| 25738

-,40000 | 81112 635 -2,2705 | 1,4705

-1,09333 | 81112 | ,215| -2,9638 | 7771

-70333 | 81112 | 411 -2,5738 | 1,1671

EH_bi  LSD -1,00667 | 44102 | 052 -2,0236| ,0103
-,26667 | ,44102 | 562 | -1,2836 | ,7503

,00000 | 44102 | 1,000 | -1,0170 | 1,0170

1,00667 | ,44102| 052| -0103| 2,0236

74000 | ,44102 | ,132| -2770| 1,7570

1,00667 | ,44102 | 052 | -0103| 2,0236

26667 | ,44102 | 562 | -,7503| 1,2836

-74000 | ,44102 | 132 -1,7570| 2770

26667 | ,44102 | 562 | -,7503| 1,2836

,00000 | ,44102 | 1,000 | -1,0170 | 1,0170

-1,00667 | ,44102 | 052 | -2,0236| ,0103

-,26667 | ,44102 | 562 | -1,2836 | ,7503

VSTi LSD 06000 | ,88456 | ,948 | -2,0008 | 1,9798
-,24333 | 88456 | ,790 | -2,2831 | 1,7965

-,46000 | ,88456 | 617 | -2,4998 | 1,5798

06000 | ,88456 | ,948 | -1,9798 | 2,0998

-,18333 | ,88456 | ,841| -2,2231 | 1,8565

-,40000 | ,88456 | ,663 | -2,4398 | 1,6398
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,24333 ,88456 ,790 | -1,7965 | 2,2831
,18333 ,88456 ,841 | -1,8565 | 2,2231
-,21667 ,88456 ,813 | -2,2565 | 1,8231
,46000 ,88456 ,617 | -1,5798 | 2,4998
,40000 ,88456 ,663 | -1,6398 | 2,4398
,21667 ,88456 ,813 | -1,8231 | 2,2565
VSTe LSD -,27667 ,75607 , 724 | -2,0202 | 1,4668
-,46333 ,75607 ,557 | -2,2068 | 1,2802
-1,19000 ,75607 ,154 | -2,9335 ,5535
,27667 ,75607 , 724 | -1,4668 | 2,0202
-,18667 ,75607 ,811 | -1,9302 | 1,5568
-,91333 ,75607 ,262 | -2,6568 ,8302
,46333 ,75607 ,557 | -1,2802 | 2,2068
,18667 ,75607 ,811 | -1,5568 | 1,9302
-,72667 ,75607 ,365 | -2,4702 | 1,0168
1,19000 ,75607 ,154 | -5535| 2,9335
,91333 ,75607 ,262 | -,8302 | 2,6568

, 712667 ,75607 ,365 | -1,0168 | 2,4702
HSTi LSD ,62667 ,94732 ,527 | -1,5579 | 2,8112
,72000 ,94732 469 | -1,4645 | 2,9045
,53667 ,94732 ,587 | -1,6479 | 2,7212
-,62667 ,94732 ,527 | -2,8112 | 1,5579
,09333 ,94732 924 | -2,0912 | 2,2779
-,09000 ,94732 927 | -2,2745 | 2,0945
-,72000 ,94732 469 | -2,9045 | 1,4645
-,09333 ,94732 924 | -2,2779 | 2,0912
-,18333 ,94732 ,851 | -2,3679 | 2,0012
-,53667 ,94732 587 | -2,7212 | 1,6479
,09000 ,94732 ,927 | -2,0945 | 2,2745
,18333 ,94732 ,851 | -2,0012 | 2,3679
HSTe LSD ,99667 | 1,56688 ,542 | -2,6166 | 4,6099
1,49333 | 1,56688 ,368 | -2,1199 | 5,1066
,32000 | 1,56688 ,843 | -3,2932 | 3,9332
-,99667 | 1,56688 ,542 | -4,6099 | 2,6166
,49667 | 1,56688 ,759 | -3,1166 | 4,1099
-,67667 | 1,56688 ,677 | -4,2899 | 2,9366
-1,49333 | 1,56688 ,368 | -5,1066 | 2,1199
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-49667 | 156688 | 759 | -4,1099 | 3,1166
-1,17333 | 156688 | 475 | -4,7866 | 2,4399
-32000 | 156688 | 843 | -39332| 3,2932
67667 | 156688 | 677 | -2,9366 | 4,2899
1,17333 | 1,56688 | ,475 | -2,4399 | 4,7866

A_canal LSD 3,84333 | 9,23864 | 688 - 25,1477

17,4610
482667 | 9,23864 | 616 -| 26,1310
16,4777
3,21000 | 9,23864 | 737 -| 245143
18,0943
-3,84333 | 9,23864 | 688 -]17.4610
25,1477
98333 | 9,23864 | 918 - | 22,2877
20,3210
-63333 | 9,23864 | 947 -| 20,6710
21,9377
-4,82667 | 9,23864 | ,616 - 16,4777
26,1310
-98333 | 923864 | 918 -| 20,3210
22,2877
-1,61667 | 9,23864 | ,865 -| 19,6877
22,9210
-3,21000 | 9,23864 | ,737 -] 18,0943
24,5143
63333 | 923864 | ,947 -| 21,9377
20,6710
1,61667 | 9,23864 | ,865 -| 22,9210
19,6877

P_canal LSD ,95000 | 2,93059 | ,754 | -5,8080 | 7,7080
82667 | 2,93059 | ,785| -59313 | 7,5846
37333 | 2,93059 | ,902 | -6,3846 | 7,1313
-,95000 | 2,93059 | ,754 | -7,7080 | 5,8080
-12333 | 293059 | ,967 | -6,8813 | 6,6346
- 57667 | 2,93059 | ,849 | -7,3346 | 6,1813
-82667 | 2,93059 | ,785| -7,5846 | 5,9313
12333 | 293059 | ,967 | -6,6346 | 6,8813
-45333 | 293059 | 881 | -7,2113 | 6,3046
-37333 | 293059 | 902 | -7,1313| 6,3846
57667 | 293059 | ,849 | -6,1813 | 7,3346
45333 | 293059 | ,881| -6,3046 | 7,2113

E_cord LSD -353333 | 181200 | 087 | -,77118 | ,06451
-186667 | 181200 | ,333 | -60451 | ,23118
-,050000 | ,181200 | 790 | -46785 | ,36785
353333 | 181200 | 087 | -06451 | ,77118
166667 | ,181200 | 385 | -25118 | 58451
303333 | 181200 | ,133| -11451 | ,72118
186667 | ,181200 | 333 | -23118 | ,60451
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2 -,166667 ,181200 ,385 | -,58451 | ,25118
8 , 136667 ,181200 472 | -,28118 | 55451
8 1 ,050000 | ,181200 ,790 | -,36785 | ,46785
2 -,303333 ,181200 ,133 | -,72118 | ,11451
4 -,136667 ,181200 472 | -55451 | ,28118
E cori LSD 1 2 -,36333 ,52117 ,505 | -1,5652 ,8385
4 ,21667 ,52117 ,689 -,9852 | 1,4185
8 -,13333 ,52117 ,805 | -1,3352 | 1,0685
2 1 ,36333 ,52117 ,505 -,8385 | 1,5652
4 ,58000 ,52117 ,298 -,6218 | 1,7818
8 ,23000 ,52117 ,671 -,9718 | 1,4318
4 1 -,21667 ,52117 ,689 | -1,4185 ,9852
2 -,58000 ,52117 ,298 | -1,7818 ,6218
8 -,35000 ,52117 ,521 | -1,5518 ,8518
8 1 ,13333 ,52117 ,805 | -1,0685 | 1,3352
2 -,23000 ,52117 ,671 | -1,4318 ,9718
4 ,35000 ,52117 ,521 -,8518 | 1,5518
Kruskal-Wallis Test
Periodo 1-2 semanas
Test Statistics™”
Material EH ad | EH ai | EH bd | EH bi | VSTi | VSTe | HSTi | HSTe | A canal | P canal | E cor d | E cor i
0 Chi- 441 | 2,333 ,000 | 1,000 | ,048 | ,429 | ,429 | 1,190 ,048 ,048 429 ,048
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
é_symp. ,507 ,127 | 1,000 317 | ,827 | ,513 ,513 ,275 ,827 ,827 ,513 ,827
ig.
1 Cf?i— ,000 ,429 ,067 ,054 | 1,190 | 3,857 | ,429 | ,429 ,048 ,048 ,048 429
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
g_symp. 1,000 ,513 , 796 ,817 | ,275| ,050| ,513| ,513 ,827 ,827 ,827 ,513
ig.
2 Chi- ,048 4429 | 1,000 | 1,000 | ,429 | ,048 | ,048 | 1,190 1,190 1,190 441 3,971
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
gsymp. ,827 ,513 ,317 317 | ,513| ,827 ,827 ,275 ,275 ,275 ,507 ,046
ig.
3 Cr?i— 2,333 | 3,971 | 1,344 | 2,400 | ,048 | ,048 | ,429 | ,429 ,048 ,048 1,765 429
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
g_symp. 127 ,046 ,246 121 | ,827 | ,827 ,513 ,513 ,827 ,827 ,184 ,513
ig.
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Periodo 2-4 semanas

Test Statistics®®

Material EH ad | EH ai | EH bd | EH_bi | VSTi | VSTe | HSTi | HSTe | A canal | P_canal | E cor d | E_cor_i

0 Chi- 1,225 | 3,971 ,000 ,067 | ,048 | ,048 | ,429 | 2,333 ,429 1,190 ,048 441
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,268 ,046 | 1,000 ,796 | 827 | ,827 | ,513| ,127 ,513 ,275 ,827 ,507
Sig.

1 Chi- ,784 ,429 ,067 ,054 | 1,190 | 2,333 | ,429 | ,429 ,048 ,048 429 ,048
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,376 ,513 , 796 817 | ,275| ,127 | ,513| ,513 ,827 ,827 ,513 827
Sig.

2 Chi- 429 429 ,067 | 1,000 | ,048 | ,048| 1,190 | ,429 429 429 ,048 3,971
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,513 ,513 , 796 317 | ,827 | ,827| ,275| ,513 ,513 ,513 ,827 ,046
Sig.

3 Chi- ,048 ,049 ,054 | 1,344 | ,000| ,048 | ,429| ,429 ,429 ,429 1,190 2,333
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,827 ,825 ,817 ,246 | 1,000 | ,827 | ,513| ,513 ,513 ,513 ,275 127
Sig.

Periodo 4-8 semanas

Test Statistics®”

Material EH ad | EH _ai | EH _bd | EH_bi | VSTi | VSTe | HSTi | HSTe | A canal | P_canal | E cor d | E_cor_i

0 Chi- 1,333 | 3,158 | 1,500 ,000 | ,000 | ,333| ,333| ,333 ,333 ,333 ,333 ,351
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,248 ,076 ,221 | 1,000 | 1,000 | ,564 | ,564 | ,564 ,564 ,564 ,564 ,554
Sig.

1 Chi- ,784 ,196 | 1,000 | 1,000 | ,048 | ,429| 1,190 | 1,190 429 429 1,765 429
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,376 ,658 317 317 | ,827 | ,513| ,275| ,275 ,513 ,513 ,184 ,513
Sig.

2 Chi- ,048 | 1,190 | 1,000 ,000 | ,048 | ,429 | 1,190 | ,048 ,429 ,429 ,048 1,344
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,827 ,275 ,317 | 1,000 | ,827| ,513| ,275| ,827 ,513 ,513 ,827 ,246
Sig.

3 Chi- 429 | 3,857 ,067 | 1,000 | ,048 | 1,190 | ,048 | 1,190 ,429 ,429 ,049 ,784
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,513 ,050 , 796 317 | 827 | ,275| ,827 | ,275 ,513 ,513 ,825 ,376
Sig.
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Periodo 1-4 semanas

Test Statistics®®

Material EH ad | EH ai | EH bd | EH _bi | VSTi | VSTe | HSTi | HSTe | A canal | P_canal | E cor d | E cor_i

0 Chi- ,000 | 1,344 ,000 | 1,000 | ,048 | ,048 | ,048 | ,429 429 ,048 ,000 ,054
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. | 1,000 ,246 | 1,000 317 | ,827 | ,827 ,827 ,513 ,513 ,827 1,000 ,817
Sig.

1 Chi- ,784 ,048 ,067 ,067 | ,048 | 1,190 | 1,190 | 1,190 1,190 1,190 ,784 1,190
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,376 ,827 , 796 , 796 | ,827 | ,275 ,275 ,275 ,275 ,275 ,376 275
Sig.

2 Chi- ,048 ,048 | 1,000 ,000 | ,048 | 1,190 | 2,333 | ,429 429 429 441 ,067
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,827 ,827 ,317 | 1,000 | ,827 | ,275 ,127 ,513 ,513 ,513 ,507 , 796
Sig.

3 Chi- ,429 | 1,190 ,067 | 1,000 | ,048 | ,048 | ,429 | 2,333 ,429 429 ,048 ,196
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,513 ,275 , 796 317 | ,827 | ,827 | ,513| ,127 ,513 ,513 ,827 ,658
Sig.

Periodo 1-8 semanas

Test Statistics®”

Material EH ad | EH ai | EH_bd | EH_bi | VSTi | VSTe | HSTi | HSTe | A canal | P_canal | E cor d | E_cor_i

0 Chi- ,333 | 1,333 | 1,500 1,500 | ,333| ,333| ,333| ,333 ,333 ,333 1,333 ,333
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,564 ,248 ,221 ,221 | ,564 | ,564 ,564 ,564 ,564 ,564 ,248 ,564
Sig.

1 Chi- ,196 ,048 | 1,000 | 1,000 | ,048 | 2,333 | ,048 | ,429 ,048 ,048 ,196 ,048
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,658 ,827 317 317 | 827 | ,127 | ,827| ,513 ,827 ,827 ,658 ,827
Sig.

2 Chi- 429 | 1,765 ,000 ,000 | ,048 | ,429 | ,048 | ,048 ,048 ,048 ,054 1,344
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,513 ,184 | 1,000 | 1,000 | ,827 | ,513 ,827 ,827 ,827 ,827 ,817 ,246
Sig.

3 Chi- ,048 | 3,857 067 ,000 | ,048 1,190 | ,048 | ,048 ,048 ,048 441 ,196
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Asymp. ,827 ,050 ,796 | 1,000 | ,827 | ,275 ,827 ,827 ,827 ,827 ,507 ,658
Sig.
Periodo 2-8 semanas
Test Statistics®®
Material EH ad | EH ai | EH bd | EH bi [ VSTi | VSTe | HSTi | HSTe | A canal | P canal | E cor d | E cor i
0 Chi- ,351 | 1,333 | 1,500 ,000 | ,333 | ,000 | 3,000 | ,000 3,000 3,000 ,000 ,000
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,554 ,248 ,221 | 1,000 | ,564 | 1,000 | ,083 | 1,000 ,083 ,083 1,000 1,000
Sig.
1 Chi- ,784 | 1,190 | 1,000 | 2,400 | ,429 | ,429 ,048 ,429 ,429 ,048 ,048 429
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. 376 ,275 317 121 | 513 | ,513 ,827 ,513 ,513 ,827 ,827 ,513
Sig.
2 Chi- ,048 | 1,190 ( 1,000 | 1,000 | ,429 | ,196 ,048 ,429 1,190 ,429 ,429 429
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,827 ,275 ,317 317 | ,513| ,658 | ,827| ,513 ,275 ,513 ,513 ,513
Sig.
3 Chi- ,429 441 | 1,344 | 2,400 | 1,190 | 2,333 | ,429 | ,429 ,429 ,429 3,971 ,048
Square
df 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Asymp. ,513 ,507 ,246 121 | 275 | ,127 | ,513| ,513 ,513 ,513 ,046 ,827
Sig.
Histomorfometria detallada, estudio por materiales
Materiales: 0 = Control, 1 = 7M3T, 2 = 5V5G, 3 =5M5G
Test of Homogeneity of Variances ANOVA
Proliferacion Proliferacion
Levene Sum of Mean
Periodo | Statistic | dfl df2 Sig. Periodo Squares df Square F Sig.
0 4,052 9| 110| ,000 0 Between ,088 9 ,010 | 71,621 | ,000
Groups
1 6,722 9| 110 | ,000 Within ,015 110 ,000
Groups
7 6,943 9 110 ,000 Total ,103 119
14 5,649 9 110 ,000 1 Between ,210 9 ,023 | 194,076 ,000
Groups
Within ,013 110 ,000
Groups
Total ,224 119
7 Between 1,202 9 ,134 | 234,055 ,000
Groups

370




Within ,063 110 ,001
Groups
Total 1,265 119
14 Between ,446 9 ,050 | 102,876 ,000
Groups
Within ,053 110 ,000
Groups
Total ,499 119
Multiple Comparisons
95% Confidence
Interval
Mean
0] J) Difference Lower Upper
Periodo Dependent Variable Material Material (I1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
1 A_roscas Tukey 0 1 -,026667 | ,083566 ,988 | -,29428 | ,24094
HSD
2 -,083333 | ,083566 , 755 | -,35094 | ,18428
3 ,030000 | ,083566 ,983 | -,23761 | ,29761
1 0 ,026667 | ,083566 ,988 | -,24094 | ,29428
2 -,056667 | ,083566 ,903 | -,32428 | ,21094
3 ,056667 | ,083566 ,903 | -,21094 | ,32428
2 0 ,083333 | ,083566 , 755 | -,18428 | ,35094
1 ,056667 | ,083566 ,903 | -,21094 | ,32428
3 ,113333 | ,083566 ,557 | -,15428 | ,38094
3 0 -,030000 | ,083566 ,983 | -,29761 | ,23761
1 -,056667 | ,083566 ,903 | -,32428 | ,21094
2 -, 113333 | ,083566 ,557 | -,38094 | ,15428
Bonferroni 0 1 -,026667 | ,083566 1,000 | -,31738 | ,26405
2 -,083333 | ,083566 1,000 | -,37405| ,20738
3 ,030000 | ,083566 1,000 | -,26072 | ,32072
1 0 ,026667 | ,083566 1,000 | -,26405 | ,31738
2 -,056667 | ,083566 1,000 | -,34738 | ,23405
3 ,056667 | ,083566 1,000 | -,23405 | ,34738
2 0 ,083333 | ,083566 1,000 | -,20738 | ,37405
1 ,056667 | ,083566 1,000 | -,23405 | ,34738
3 ,113333 | ,083566 1,000 | -,17738 | ,40405
3 0 -,030000 | ,083566 1,000 | -,32072| ,26072
1 -,056667 ,083566 1,000 | -,34738 | ,23405
2 -,113333 | ,083566 1,000 | -,40405 | ,17738
A_roi Tukey 0 1 -,046667 ,060828 ,867 | -,24146 | ,14812
HSD
2 -,073333 ,060828 ,641 | -,26812 | ,12146
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3 -,020000 | ,060828 ,987 | -,21479 | ,17479

1 0 ,046667 | ,060828 ,867 | -,14812 | ,24146

2 -,026667 | ,060828 ,970 | -,22146 | ,16812

3 ,026667 | ,060828 ,970 | -,16812 | ,22146

2 0 ,073333 | ,060828 ,641 | -,12146 | ,26812

1 ,026667 | ,060828 ,970 | -,16812 | ,22146

3 ,053333 | ,060828 ,817 | -,14146 | ,24812

3 0 ,020000 | ,060828 ,987 | -,17479 | ,21479

1 -,026667 | ,060828 ,970 | -,22146 | ,16812

2 -,053333 | ,060828 ,817 | -,24812 | ,14146

Bonferroni 0 1 -,046667 | ,060828 1,000 | -,25828 | ,16495
2 -,073333 | ,060828 1,000 | -,28495| ,13828

3 -,020000 | ,060828 1,000 | -,23161 | ,19161

1 0 ,046667 | ,060828 1,000 | -,16495| ,25828

2 -,026667 | ,060828 1,000 | -,23828 | ,18495

3 ,026667 | ,060828 1,000 | -,18495| ,23828

2 0 ,073333 | ,060828 1,000 | -,13828 | ,28495

1 ,026667 | ,060828 1,000 | -,18495| ,23828

3 ,053333 | ,060828 1,000 | -,15828 | ,26495

3 0 ,020000 | ,060828 1,000 | -,19161 | ,23161

1 -,026667 | ,060828 1,000 | -,23828 | ,18495

2 -,053333 | ,060828 1,000 | -,26495 | ,15828

BIC Tukey 0 1 ,016667 | ,043589 ,980 | -,12292 | ,15625
HSb 2 ,053333 | ,043589 ,630 | -,08625 | ,19292
3 ,063333 | ,043589 ,505 | -,07625 | ,20292

1 0 -,016667 | ,043589 ,980 | -,15625 | ,12292

2 ,036667 | ,043589 ,834 | -,10292 | ,17625

3 ,046667 | ,043589 ,716 | -,09292 | ,18625

2 -,053333 | ,043589 ,630 | -,19292 | ,08625

1 -,036667 | ,043589 ,834 | -,17625 | ,10292

3 ,010000 | ,043589 ,995 | -,12959 | ,14959

3 0 -,063333 | ,043589 ,505 | -,20292 | ,07625

1 -,046667 | ,043589 ,716 | -,18625 | ,09292

2 -,010000 | ,043589 ,995 | -,14959 | ,12959

Bonferroni 0 1 ,016667 | ,043589 1,000 | -,13497 | ,16831
2 ,053333 | ,043589 1,000 | -,09831 | ,20497

3 ,063333 | ,043589 1,000 | -,08831 | ,21497

1 0 -,016667 | ,043589 1,000 | -,16831 | ,13497
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2 ,036667 | ,043589 1,000 | -,11497 | ,18831

3 ,046667 | ,043589 1,000 | -,10497 | ,19831

2 0 -,053333 | ,043589 1,000 | -,20497 | ,09831

1 -,036667 | ,043589 1,000 | -,18831 | ,11497

3 ,010000 | ,043589 1,000 | -,14164 | ,16164

3 0 -,063333 | ,043589 1,000 | -,21497 | ,08831

1 -,046667 | ,043589 1,000 | -,19831 | ,10497

2 -,010000 | ,043589 1,000 | -,16164 | ,14164

A_roscas Tukey 0 1 -,183333 | ,060828 ,065 | -,37812 | ,01146
Hsb 2 -,013333 | ,060828 ,996 | -,20812 | ,18146
3 -,073333 | ,060828 ,641 | -,26812 | ,12146

1 0 ,183333 | ,060828 ,065 | -,01146 | ,37812

2 ,170000 | ,060828 ,089 | -,02479 | ,36479

3 ,110000 | ,060828 ,336 | -,08479 | ,30479

2 0 ,013333 | ,060828 ,996 | -,18146 | ,20812

1 -,170000 | ,060828 ,089 | -,36479 | ,02479

3 -,060000 | ,060828 , 761 | -,25479 | ,13479

3 0 ,073333 | ,060828 ,641 | -,12146 | ,26812

1 -,110000 | ,060828 ,336 | -,30479 | ,08479

2 ,060000 | ,060828 , 761 | -,13479 | ,25479

Bonferroni 0 1 -,183333 | ,060828 ,100 | -,39495 | ,02828
2 -,013333 | ,060828 1,000 | -,22495| ,19828

3 -,073333 | ,060828 1,000 | -,28495| ,13828

1 0 ,183333 | ,060828 ,100 | -,02828 | ,39495

2 ,170000 | ,060828 ,140 | -,04161 | ,38161

3 ,110000 | ,060828 ,649 | -,10161 | ,32161

2 0 ,013333 | ,060828 1,000 | -,19828 | ,22495

1 -,170000 | ,060828 ,140 | -,38161 | ,04161

3 -,060000 | ,060828 1,000 | -,27161 | ,15161

3 0 ,073333 | ,060828 1,000 | -,13828 | ,28495

1 -,110000 | ,060828 ,649 | -,32161 | ,10161

2 ,060000 | ,060828 1,000 | -,15161 | ,27161

A_roi Tukey 0 1 -, 143333 | ,056765 ,130 | -,32511 | ,03845
HSP 2 -,030000 | ,056765 ,950 | -,21178 | ,15178
3 -,083333 | ,056765 497 | -,26511 | ,09845

1 0 ,143333 | ,056765 ,130 | -,03845 | ,32511

2 ,113333 | ,056765 ,265 | -,06845 | ,29511

3 ,060000 | ,056765 ,723 | -,12178 | ,24178
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0 ,030000 | ,056765 ,950 | -,15178 | ,21178

1 -, 113333 | ,056765 ,265 | -,29511 | ,06845

3 -,053333 | ,056765 ,785 | -,23511 | ,12845

0 ,083333 | ,056765 497 | -,09845 | ,26511

1 -,060000 | ,056765 , 723 | -,24178 | ,12178

2 ,053333 | ,056765 , 785 | -,12845 | ,23511

Bonferroni 1 -,143333 | ,056765 ,213 | -,34081 | ,05414
2 -,030000 | ,056765 1,000 | -,22748 | ,16748

3 -,083333 | ,056765 1,000 | -,28081 | ,11414

0 ,143333 | ,056765 ,213 | -,05414 | ,34081

2 ,113333 | ,056765 ,486 | -,08414 | ,31081

3 ,060000 | ,056765 1,000 | -,13748 | ,25748

0 ,030000 | ,056765 1,000 | -,16748 | ,22748

1 -,113333 | ,056765 ,486 | -,31081 | ,08414

3 -,053333 | ,056765 1,000 | -,25081 | ,14414

0 ,083333 | ,056765 1,000 | -,11414 | ,28081

1 -,060000 | ,056765 1,000 | -,25748 | ,13748

2 ,053333 | ,056765 1,000 | -,14414 | ,25081

BIC Tukey 1 ,063333 | ,026458 ,156 | -,02139 | ,14806
HSp 2 ,063333 | ,026458 ,156 | -,02139 | ,14806
3 ,106667" | ,026458 ,016 ,02194 | ,19139

0 -,063333 | ,026458 ,156 | -,14806 | ,02139

2 ,000000 | ,026458 1,000 | -,08473 | ,08473

3 ,043333 | ,026458 412 | -,04139 | ,12806

0 -,063333 | ,026458 ,156 | -,14806 | ,02139

1 ,000000 | ,026458 1,000 | -,08473 | ,08473

3 ,043333 | ,026458 412 | -,04139 | ,12806

0 -,106667 ,026458 ,016 | -,19139 | -,02194

1 -,043333 | ,026458 412 | -,12806 | ,04139

2 -,043333 | ,026458 412 | -,12806 | ,04139

Bonferroni 1 ,063333 | ,026458 ,262 | -,02871 | ,15538
2 ,063333 | ,026458 ,262 | -,02871 | ,15538

3 ,106667 | 026458 ,023 ,01462 | ,19871

0 -,063333 | ,026458 ,262 | -,15538 | ,02871

2 ,000000 | ,026458 1,000 | -,09204 | ,09204

3 ,043333 | ,026458 ,841 | -,04871 | ,13538

0 -,063333 | ,026458 ,262 | -,15538 | ,02871

1 ,000000 | ,026458 1,000 | -,09204 | ,09204
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3 ,043333 | ,026458 ,841 | -,04871 | ,13538

0 -,106667 ,026458 ,023 | -,19871 | -,01462

1 -,043333 | ,026458 ,841 | -,13538 | ,04871

2 -,043333 | ,026458 ,841 | -,13538 | ,04871

A_roscas Tukey 1 -,238333 | ,147754 430 | -,72742 | ,25076
Hsb 2 ,055000 | ,147754 ,981 | -,43409 | ,54409
3 -,051667 | ,147754 ,984 | -,54076 | ,43742

0 ,238333 | ,147754 430 | -,25076 | ,72742

2 ,293333 | ,132156 ,207 | -,14412 | ,73079

3 ,186667 | ,132156 ,530 | -,25079 | ,62412

0 -,055000 | ,147754 ,981 | -,54409 | ,43409

1 -,293333 | ,132156 ,207 | -,73079 | ,14412

3 -,106667 | ,132156 ,849 | -54412 | ,33079

0 ,051667 | ,147754 ,984 | -,43742 | 54076

1 -,186667 | ,132156 ,530 | -,62412 | ,25079

2 ,106667 | ,132156 ,849 | -,33079 | ,54412

Bonferroni 1 -,238333 | ,147754 ,905 | -,77554 | ,29887
2 ,055000 | ,147754 1,000 | -,48221 | ,59221

3 -,051667 | ,147754 1,000 | -,58887 | ,48554

0 ,238333 | ,147754 ,905 | -,29887 | ,77554

2 ,293333 | ,132156 371 | -,18716 | ,77383

3 ,186667 | ,132156 1,000 | -,29383 | ,66716

0 -,055000 | ,147754 1,000 | -,59221 | ,48221

1 -,293333 | ,132156 371 | -,77383 | ,18716

3 -,106667 | ,132156 1,000 | -,58716 | ,37383

0 ,051667 | ,147754 1,000 | -,48554 | ,58887

1 -, 186667 | ,132156 1,000 | -,66716 | ,29383

2 ,106667 | ,132156 1,000 | -,37383 | ,58716

A_roi Tukey 1 -,215000 | ,129980 411 | -,64526 | ,21526
HSP 2 ,058333 | ,129980 ,968 | -,37192 | ,48859
3 -,055000 | ,129980 973 | -,48526 | ,37526

0 ,215000 | ,129980 411 | -,21526 | ,64526

2 ,273333 | ,116258 ,175 | -,11150 | ,65817

3 ,160000 | ,116258 ,550 | -,22483 | ,54483

0 -,058333 | ,129980 ,968 | -,48859 | ,37192

1 -,273333 | ,116258 ,175 | -,65817 | ,11150

3 -,113333 | ,116258 ,768 | -,49817 | ,27150

0 ,055000 | ,129980 ,973 | -,37526 | ,48526
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1 -,160000 | ,116258 ,650 | -,54483 | ,22483

2 ,113333 | ,116258 ,768 | -,27150 | ,49817

Bonferroni 0 1 -,215000 | ,129980 ,853 | -,68758 | ,25758
2 ,058333 | ,129980 1,000 | -,41425| ,53092

3 -,055000 | ,129980 1,000 | -,52758 | ,41758

1 0 ,215000 | ,129980 ,853 | -,25758 | ,68758

2 ,273333 | ,116258 ,306 | -,14936 | ,69602

3 ,160000 | ,116258 1,000 | -,26269 | ,58269

2 0 -,058333 | ,129980 1,000 | -,53092 | ,41425

1 -,273333 | ,116258 ,306 | -,69602 | ,14936

3 -,113333 | ,116258 1,000 | -,53602 | ,30936

3 0 ,055000 | ,129980 1,000 | -,41758 | ,52758

1 -,160000 | ,116258 1,000 | -,58269 | ,26269

2 , 113333 | ,116258 1,000 | -,30936 | ,53602

BIC Tukey 0 1 -,075000 | ,094355 ,855 | -,38733 | ,23733
Hsb 2 ,121667 | ,094355 ,597 | -,19066 | ,43400
3 ,051667 | ,094355 ,944 | -,26066 | ,36400

1 0 ,075000 | ,094355 ,855 | -,23733 | ,38733

2 ,196667 | ,084393 ,180 | -,08269 | ,47602

3 ,126667 | ,084393 485 | -,15269 | ,40602

2 0 -, 121667 | ,094355 ,597 | -,43400 | ,19066

1 -,196667 | ,084393 ,180 | -,47602 | ,08269

3 -,070000 | ,084393 ,839 | -,34936 | ,20936

3 0 -,051667 | ,094355 ,944 | -,36400 | ,26066

1 -,126667 | ,084393 485 | -,40602 | ,15269

2 ,070000 | ,084393 ,839 | -,20936 | ,34936

Bonferroni 0 1 -,075000 | ,094355 1,000 | -,41805| ,26805
2 ,121667 | ,094355 1,000 | -,22139 | ,46472

3 ,051667 | ,094355 1,000 | -,29139 | ,39472

1 0 ,075000 | ,094355 1,000 | -,26805 | ,41805

2 ,196667 | ,084393 ,316 | -,11017 | ,50350

3 ,126667 | ,084393 1,000 | -,18017 | ,43350

2 0 -, 121667 | ,094355 1,000 | -,46472| ,22139

1 -,196667 | ,084393 ,316 | -,50350 | ,11017

3 -,070000 | ,084393 1,000 | -,37684 | ,23684

3 0 -,051667 | ,094355 1,000 | -,39472| ,29139

1 -,126667 | ,084393 1,000 | -,43350 | ,18017

2 ,070000 | ,084393 1,000 | -,23684 | ,37684
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A_roscas Tukey 0 -,216667 | ,190863 ,682 | -,84845 | ,41512
Hep -,263333 | ,190863 ,548 | -,89512 | ,36845
-,083333 | ,190863 ,970 | -,71512 | ,54845

1 ,216667 | ,190863 ,682 | -,41512 | ,84845

-,046667 | ,170713 ,992 | -,61175 | ,51842

,133333 | ,170713 ,861 | -,43175 | ,69842

2 ,263333 | ,190863 ,548 | -,36845 | ,89512

,046667 | ,170713 ,992 | -51842 | ,61175

,180000 | ,170713 , 726 | -,38509 | ,74509

3 ,083333 | ,190863 ,970 | -,54845 | ,71512

-,133333 | ,170713 ,861 | -,69842 | ,43175

-,180000 | ,170713 ,726 | -,74509 | ,38509

Bonferroni 0 -,216667 | ,190863 1,000 | -,91061 | ,47727
-,263333 | ,190863 1,000 | -,95727 | ,43061

-,083333 | ,190863 1,000 | -,77727 | ,61061

1 ,216667 | ,190863 1,000 | -,47727 | ,91061

-,046667 | ,170713 1,000 | -,66735| ,57401

,133333 | ,170713 1,000 | -,48735| ,75401

2 ,263333 | ,190863 1,000 | -,43061 | ,95727

,046667 | ,170713 1,000 | -,57401 | ,66735

,180000 | ,170713 1,000 | -,44068 | ,80068

3 ,083333 | ,190863 1,000 | -,61061 | ,77727

-,133333 | ,170713 1,000 | -,75401 | ,48735

-,180000 | ,170713 1,000 | -,80068 | ,44068

A_roi Tukey 0 -, 191667 | ,166756 ,674 | -,74366 | ,36032
ep -,235000 | ,166756 ,532 | -,78699 | ,31699
-,051667 | ,166756 ,989 | -,60366 | ,50032

1 ,191667 | ,166756 ,674 | -,36032 | ,74366

-,043333 | ,149151 ,991 | -,53705 | ,45038

,140000 | ,149151 ,786 | -,35371 | ,63371

2 ,235000 | ,166756 ,5632 | -,31699 | ,78699

,043333 | ,149151 ,991 | -,45038 | ,53705

,183333 | ,149151 ,630 | -,31038 | ,67705

3 ,051667 | ,166756 ,989 | -,50032 | ,60366

-,140000 | ,149151 ,786 | -,63371 | ,35371

-, 183333 | ,149151 ,630 | -,67705 | ,31038

Bonferroni 0 -,191667 | ,166756 1,000 | -,79796 | ,41463
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-,235000 | ,166756 1,000 | -,84129 | ,37129
-,051667 | ,166756 1,000 | -,65796 | ,55463
,191667 | ,166756 1,000 | -,41463 | ,79796
-,043333 | ,149151 1,000 | -,58562 | ,49895
,140000 | ,149151 1,000 | -,40228 | ,68228
,235000 | ,166756 1,000 | -,37129 | ,84129
,043333 | ,149151 1,000 | -,49895 | ,58562
,183333 | ,149151 1,000 | -,35895 | ,72562
,051667 | ,166756 1,000 | -,55463 | ,65796
-,140000 | ,149151 1,000 | -,68228 | ,40228
-,183333 | ,149151 1,000 | -,72562 | ,35895
BIC Tukey -,025000 | ,049901 ,956 | -,19018 | ,14018
Hep ,078333 | ,049901 451 | -,08685 | ,24351
,085000 | ,049901 ,389 | -,08018 | ,25018
,025000 | ,049901 ,956 | -,14018 | ,19018
,103333 | ,044633 ,183 | -,04441 | ,25107
,110000 | ,044633 ,151 | -,03774 | ,25774
-,078333 | ,049901 4451 | -,24351 | ,08685
-,103333 | ,044633 ,183 | -,25107 | ,04441
,006667 | ,044633 ,999 | -,14107 | ,15441
-,085000 | ,049901 ,389 | -,25018 | ,08018
-,110000 | ,044633 1561 | -,25774 | ,03774
-,006667 | ,044633 ,999 | -,15441 | ,14107
Bonferroni -,025000 | ,049901 1,000 | -,20643 | ,15643
,078333 | ,049901 ,963 | -,10310 | ,25976
,085000 | ,049901 ,794 | -,09643 | ,26643
,025000 | ,049901 1,000 | -,15643 | ,20643
,103333 | ,044633 ,323 | -,05894 | ,26561
,110000 | ,044633 ,259 | -,05228 | ,27228
-,078333 | ,049901 ,963 | -,25976 | ,10310
-,103333 | ,044633 ,323 | -,26561 | ,05894
,006667 | ,044633 1,000 | -,15561 | ,16894
-,085000 | ,049901 ,794 | -,26643 | ,09643
-,110000 | ,044633 ,259 | -,27228 | ,05228
-,006667 | ,044633 1,000 | -,16894 | ,15561
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Kruskal-Wallis Test
Material Control-7M3T

Material 7M3T-5V5G

Test Statistics™® Test Statistics®®

Periodo A roscas | A roi BIC Periodo A roscas | A roi BIC

1 Chi- 429 1,190 ,048 1 Chi- ,429 ,429 ,429
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,513 ,275 ,827 Asymp. ,513 ,513 ,513
Sig. Sig.

2 Chi- 3,857 | 3,857 3,857 2 Chi- 3,857 3,857 ,000
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,050 ,050 ,050 Asymp. ,050 ,050 1,000
Sig. Sig.

4 Chi- 1,333 | 1,333 ,000 4 Chi- 2,333 2,333 3,857
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,248 ,248 1,000 Asymp. 127 127 ,050
Sig. Sig.

8 Chi- 3,158 | 3,000 ,333 8 Chi- ,048 ,048 3,857
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,076 ,083 ,564 Asymp. ,827 ,827 ,050
Sig. Sig.

Material 5V5G-5M5G Material Control-5V5G

Test Statistics™” Test Statistics™”

Periodo A _roscas | A_roi BIC Periodo A _roscas | A _roi BIC

1 Chi- 3,971 | 1,765 ,196 1 Chi- 429 429 , 784
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,046 ,184 ,658 Asymp. ,513 ,513 376
Sig. Sig.

2 Chi- 429 429 1,344 2 Chi- ,048 1,190 3,137
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,513 ,513 ,246 Asymp. ,827 ,275 ,077
Sig. Sig.

4 Chi- 2,333 | 2,333 2,402 4 Chi- 1,333 ,333 3,000
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,127 ,127 121 Asymp. ,248 ,564 ,083
Sig. Sig.

8 Chi- ,049 ,429 ,048 8 Chi- 3,158 3,000 3,000
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,825 ,513 ,827 Asymp. ,076 ,083 ,083
Sig. Sig.
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Material Control-5M5G

Material 7ZM3T-5M5G

Test Statistics®® Test Statistics®®

Periodo A roscas | A_roi BIC Periodo A roscas | A_roi BIC

1 Chi- ,049 ,429 1,263 1 Chi- ,049 ,048 1,190
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,825 ,513 ,261 Asymp. ,825 ,827 ,275
Sig. Sig.

2 Chi- 1,190 | 1,190 3,971 2 Chi- 1,190 429 1,344
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,275 ,275 ,046 Asymp. ,275 ,513 ,246
Sig. Sig.

4 Chi- ,333 ,333 3,158 4 Chi- 1,190 1,190 1,225
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,564 ,564 ,076 Asymp. ,275 ,275 ,268
Sig. Sig.

8 Chi- 3,333 ,333 3,000 8 Chi- 441 1,190 3,857
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,068 ,564 ,083 Asymp. ,507 ,275 ,050
Sig. Sig.

Histomorfometria detallada, esudio por periodos
Materiales: 0 = Control, 1 = 7M3T, 2 = 5V5G, 3 = 5M5G

Test of Homogeneity of Variances

Levene

Material Statistic dfl df2 Sig.

0 A_roscas 4,849 3 6 ,048
A_roi 3,942 3 6 ,072
BIC 5,710 3 6 ,034

1 A_roscas 2,677 3 8 ,118
A_roi 2,688 3 8 ,117
BIC 4,493 3 8 ,040

2 A_roscas 10,634 3 8 ,004
A_roi 8,395 3 8 ,007
BIC ,683 3 8 ,587

3 A_roscas 2,092 3 8 ,180
A_roi 1,089 3 8 ,408
BIC 3,399 3 8 ,074
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ANOVA

Sum of Mean
Material Squares df Square F Sig.
0 A _roscas Between ,005 3 ,002 | ,168 914
Groups
Within ,064 6 ,011
Groups
Total ,069 9
A_roi Between ,002 3 ,001 | ,115 ,948
Groups
Within ,042 6 ,007
Groups
Total ,044 9
BIC Between ,004 3 ,001 | ,760 ,556
Groups
Within ,012 6 ,002
Groups
Total ,016 9
1 A _roscas Between ,050 3 ,017 | ,476 ,708
Groups
Within ,280 8 ,035
Groups
Total ,330 11
A_roi Between ,056 3 ,019 | ,764 ,545
Groups
Within ,197 8 ,025
Groups
Total ,253 11
BIC Between ,034 3 ,011 | ,934 ,468
Groups
Within ,096 8 ,012
Groups
Total ,129 11
2 A _roscas Between ,165 3 ,055 | 1,932 ,203
Groups
Within ,228 8 ,028
Groups
Total ,392 11
A_roi Between ,129 3 ,043 | 2,097 ,179
Groups
Within ,164 8 ,020
Groups
Total ,292 11
BIC Between ,008 3 ,003 | 1,616 ,261
Groups
Within ,013 8 ,002
Groups
Total ,022 11
3 A_roscas Between ,006 3 ,002 | ,368 778
Groups
Within ,046 8 ,006
Groups
Total ,052 11
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A_roi Between ,003 3 ,001 | ,166 ,917
Groups
Within ,056 8 ,007
Groups
Total ,060 11
BIC Between ,005 3 ,002 | 2,044 ,186
Groups
Within ,006 8 ,001
Groups
Total ,011 11
Kruskal-Wallis Test
Periodo 1-2 semanas Periodo 2-4 semanas
Test Statistics*® Test Statistics®®
Material A _roscas | A roi BIC Material A roscas | A roi BIC
0 Chi- ,048 ,048 ,429 0 Chi- ,333 ,333 ,789
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,827 ,827 ,513 Asymp. ,564 ,564 374
Sig. Sig.
1 Chi- , 784 1,190 ,048 1 Chi- ,048 ,429 1,190
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,376 ,275 ,827 Asymp. ,827 ,513 ,275
Sig. Sig.
2 Chi- 3,857 3,857 1,190 2 Chi- 1,190 455 2,333
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,050 ,050 ,275 Asymp. ,275 ,500 127
Sig. Sig.
3 Chi- 441 ,429 ,202 3 Chi- ,048 ,048 3,333
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,507 ,513 ,653 Asymp. ,827 ,827 ,068
Sig. Sig.
Periodo 4-8 semanas Periodo 1-4 semanas
Test Statistics®® Test Statistics®®
Material A_roscas | A roi BIC Material A roscas | A _roi BIC
0 Chi- ,000 ,000 ,167 0 Chi- ,000 ,000 ,333
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. 1,000 1,000 ,683 Asymp. 1,000 1,000 ,564
Sig. Sig.
1 Chi- ,048 ,196 ,196 1 Chi- ,429 2,333 1,190
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. 827 ,658 ,658 Asymp. 513 127 275
Sig. Sig.
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2 Chi- 3,857 3,857 , 784 2 Chi- 3,857 3,857 , 784
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,050 ,050 376 Asymp. ,050 ,050 376
Sig. Sig.

3 Chi- ,049 ,048 1,818 3 Chi- 1,225 , 784 1,818
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,825 ,827 ,178 Asymp. ,268 376 ,178
Sig. Sig.

Periodo 1-8 semanas Periodo 2-8 semanas

Test Statistics*® Test Statistics®®

Material A _roscas | A roi BIC Material A roscas | A roi BIC

0 Chi- ,351 ,333 ,333 0 Chi- ,351 ,088 2,193
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,554 ,564 ,564 Asymp. ,554 767 ,139
Sig. Sig.

1 Chi- 1,190 1,190 1,190 1 Chi- ,000 ,048 ,429
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,275 ,275 ,275 Asymp. 1,000 ,827 ,513
Sig. Sig.

2 Chi- ,429 ,196 ,048 2 Chi- 3,857 | 3,857 1,765
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,513 ,658 ,827 Asymp. ,050 ,050 ,184
Sig. Sig.

3 Chi- 2,722 ,429 ,051 3 Chi- ,054 ,048 ,202
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,099 ,513 ,822 Asymp. ,817 ,827 ,653
Sig. Sig.

Histomorfometria detallada, estudio por materiales

Materiales: 0 = Control, 1 = 7M3T, 2 = 5V5G, 3 =5M5G

Test of Homogeneity of Variances ANOVA
Proliferacion Proliferacion
Levene Sum of Mean
Periodo | Statistic dfl df2 Sig. Periodo Squares df Square F Sig.
0 4,052 110 ,000 0 Between ,088 9 ,010 | 71,621 ,000
Groups
1 6,722 110 ,000 Within ,015 110 ,000
Groups
7 6,943 110 ,000 Total ,103 119
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14 5,649 9 110 ,000 1 Between ,210 9 ,023 | 194,076 ,000
Groups
Within ,013 110 ,000
Groups
Total ,224 119
7 Between 1,202 9 ,134 | 234,055 ,000
Groups
Within ,063 110 ,001
Groups
Total 1,265 119
14 Between 446 9 ,050 | 102,876 | ,000
Groups
Within ,053 110 ,000
Groups
Total ,499 119
Kruskal-Wallis Test
Material Control-7M3T Material 7ZM3T-5V5G
Test Statistics®” Test Statistics™”
Periodo A _roscas | A_roi BIC Periodo A roscas | A roi BIC
1 Chi- 429 1,190 ,048 1 Chi- ,429 ,429 ,429
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,513 ,275 ,827 Asymp. ,513 ,513 ,513
Sig. Sig.
2 Chi- 3,857 | 3,857 3,857 2 Chi- 3,857 3,857 ,000
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,050 ,050 ,050 Asymp. ,050 ,050 1,000
Sig. Sig.
4 Chi- 1,333 | 1,333 ,000 4 Chi- 2,333 2,333 3,857
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,248 ,248 1,000 Asymp. ,127 ,127 ,050
Sig. Sig.
8 Chi- 3,158 | 3,000 ,333 8 Chi- ,048 ,048 3,857
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,076 ,083 ,564 Asymp. ,827 ,827 ,050
Sig. Sig.
Material 5V5G-5M5G Material Control-5V5G
Test Statistics®® Test Statistics®®
Periodo A roscas | A roi BIC Periodo A roscas | A roi BIC
1 Chi- 3,971 1,765 ,196 1 Chi- ,429 ,429 , 784
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,046 ,184 ,658 Asymp. ,513 ,513 ,376
Sig. Sig.
2 Chi- 429 ,429 1,344 2 Chi- ,048 1,190 3,137
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
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Asymp. 513 513 246 Asymp. 827 275 077
Sig. Sig.

4 Chi- 2,333 2,333 2,402 4 Chi- 1,333 ,333 3,000
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. 127 127 121 Asymp. 248 564 ,083
Sig. Sig.

8 Chi- ,049 429 ,048 8 Chi- 3,158 3,000 3,000
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,825 ,513 ,827 Asymp. ,076 ,083 ,083
Sig. Sig.

Material Control-5M5G Material 7ZM3T-5M5G

Test Statistics*® Test Statistics®®

Periodo A _roscas | A roi BIC Periodo A _roscas | A _roi BIC

1 Chi- ,049 ,429 1,263 1 Chi- ,049 ,048 1,190
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. 825 513 1261 Asymp. 825 827 275
Sig. Sig.

2 Chi- 1,190 1,190 3,971 2 Chi- 1,190 ,429 1,344
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,275 ,275 ,046 Asymp. ,275 ,513 ,246
Sig. Sig.

4 Chi- ,333 ,333 3,158 4 Chi- 1,190 1,190 1,225
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,564 ,564 ,076 Asymp. ,275 ,275 ,268
Sig. Sig.

8 Chi- 3,333 ,333 3,000 8 Chi- 441 1,190 3,857
Square Square
df 1 1 1 df 1 1 1
Asymp. ,068 ,564 ,083 Asymp. ,507 ,275 ,050
Sig. Sig.
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Tablas del estudio estadistico de los resultados de la
Fase de Caracterizacion Il

Angulo de contacto

Test of Homogeneity of Variances

Angulo_cto

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

2,068

32

124

Multiple Comparisons

Dependent Variable:Angulo_cto

ANEXO 2

ANOVA

Angulo_cto

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Betwee 3810,02 3| 1270,00 | 96,19 | ,000
n 8 9 9
Groups
Within 422,462 32 13,202
Groups
Total 4232,49 35

0

95% Confidence

Interval
(0] ) Mean
Materia Materia | Differenc Std. Lower Upper
| | e (I-J) Error Sig. Bound Bound
Tukey 4 5 17,01667 | 1,71282 ,000 | 12,3760 | 21,657
HSD 3
6 19,76667 | 1,71282 ,000 | 15,1260 | 24,407
3
7 23,80000" | 1,71282 ,000 | 19,1593 | 28,440
7
5 4 - | 1,71282 ,000 | -21,6573 -
17,01667 12,376
0
6 2,75000 | 2,09777 ,563 | -2,9336 | 8,4336
7 6,78333" | 2,09777 014 | 1,0997 | 12,467
0
6 4 - | 1,71282 ,000 | -24,4073 -
19,76667 15,126
0
5 -2,75000 | 2,09777 ,563 | -8,4336 | 2,9336
7 4,03333 | 2,09777 ,239 | -1,6503 | 9,7170
7 4 - 1,71282 ,000 | -28,4407 -
23,80000 19,159
3
5 -6,78333" | 2,09777 ,014 | -12,4670 | -1,0997
6 -4,03333 | 2,09777 ,239 | -9,7170 | 1,6503
LSD 4 5 17,01667 1,71282 ,000 | 13,5278 | 20,505
6
6 19,76667 | 1,71282 ,000 | 16,2778 | 23,255
6
7 23,80000" | 1,71282 ,000 | 20,3111 | 27,288
9
5 4 - | 1,71282 ,000 | -20,5056 -
17,01667 13,527
8
6 2,75000 | 2,09777 ,199 -1,5230 | 7,0230
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7 6,78333" | 2,00777 ,003 2,5103 | 11,056

6 4 -| 1,71282 ,000 | -23,2556 4
19,76667 16,277

5 -2,75000 | 2,09777 ,199 | -7,0230 1,523?)

7 4,03333 | 2,09777 ,063 -,2397 | 8,3064

7 4 -| 1,71282 ,000 | -27,2889 -
23,80000 20,311

5 -6,78333 | 2,09777 ,003 | -11,0564 -2,510;

6 -4,03333 | 2,09777 ,063 | -8,3064 ,2397

Degradacion in vitro
Materiales; 5=7M3T, 6=7M3T+G, 7=3X

Test of Homogeneity of Variances ANOVA
Degradacion Degradacion
Levene Sum of Mean
Periodo | Statistic dfl df2 Sig. Periodo Squares df Square F Sig.
1 8,000 2 6 ,020 1 Between ,000 ,000 ,500 ,630
Groups
7 ,000 2 6 1,000 Within ,000 ,000
Groups
14 ,857 2 6 471 Total ,000
7 Between ,000 ,000 | 2,333 ,178
Groups
Within ,000 ,000
Groups
Total ,000
14 Between ,000 ,000 ,875 464
Groups
Within ,001 ,000
Groups
Total ,001
Multiple Comparisons
Dependent Variable:Degradacion
95% Confidence
Interval
Mean
0] ) Difference Std. Lower Upper
Periodo Material Material (1-J) Error Sig. Bound Bound
7 Tukey 5 6 ,00667 ,00471 ,392 -,0078 ,0211
HSD
7 ,01000 ,00471 ,165 -,0045 ,0245
6 5 -,00667 | ,00471 ,392 -,0211 ,0078
7 ,00333 | ,00471 ,768 -,0111 ,0178
7 5 -,01000 ,00471 ,165 -,0245 ,0045
6 -,00333 ,00471 , 768 -,0178 ,0111

387




LSD

5 6 ,00667 | ,00471 ,207 -,0049 ,0182
7 ,01000 | ,00471 ,078 -,0015 ,0215
6 5 -,00667 | ,00471 ,207 -,0182 ,0049
7 ,00333 | ,00471 ,506 -,0082 ,0149
7 5 -,01000 | ,00471 ,078 -,0215 ,0015
6 -,00333 | ,00471 ,506 -,0149 ,0082

Kruskal-Wallis Test

Material 7ZM3T-7M3T+G

Material 7M3T+G-3X

Material ZM3T-3X

Test Statistics*® Test Statistics*® Test Statistics®”
Periodo Degradacion Periodo Degradacion Periodo Degradacion
1 Chi- ,000 1 Chi- 1,000 1 Chi- 1,000
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. 1,000 Asymp. ,317 Asymp. 317
Sig. Sig. Sig.
7 Chi- 1,667 7 Chi- ,556 7 Chi- 2,722
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,197 Asymp. ,456 Asymp. ,099
Sig. Sig. Sig.
14 Chi- ,484 14 Chi- 1,667 14 Chi- ,222
Square Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. ,487 Asymp. ,197 Asymp. ,637
Sig. Sig. Sig.
Bioactividad de las superficies, estudio por materiales
Materiales; 4 = Control, 5 = 7M3T, 6 = 7M3T+G, 7 = 3X
Periodo =1
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
3,009 8 ,095 Between ,010 3 ,003 | 1,249 ,355
Groups
Within ,022 8 ,003
Groups
Total ,032 11
Periodo =7
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
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Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
2,197 3 8 ,166 Between ,021 3 ,007 | 1,325 ,332
Groups
Within ,042 8 ,005
Groups
Total ,063 11
Periodo = 14
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df | Square F Sig.
1,949 3 8 ,200 Between ,085 3 ,028 | 3,175 ,085
Groups
Within ,072 8 ,009
Groups
Total ,157 11
Bioactividad de las superficies, estudio por periodos
Materiales; 4 = Control, 5 = 7M3T, 6 = 7M3T+G, 7 = 3X
Material = 4
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df | Square F Sig.
2,250 2 6 ,187 Between ,086 2 ,043 | 14,946 ,005
Groups
Within ,017 6 ,003
Groups
Total ,103 8
Multiple Comparisons®
95% Confidence
Interval
Mean
0] ) Difference Std. Lower Upper
Periodo Periodo (1-J) Error Sig. Bound Bound
1 7 ,013333 | ,043716 1,000 | -,13038 ,15705
14 -,200000" | ,043716 ,011 | -,34372 | -,05628
7 1 -,013333 | ,043716 1,000 | -,15705 ,13038
14 -,213333" | ,043716 ,008 | -,35705 | -,06962
14 1 ,200000 | ,043716 ,011 ,05628 ,34372
7 ,213333" | ,043716 ,008 ,06962 ,35705
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Material =5
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df | Square F Sig.
,807 2 6 ,489 Between ,037 2 ,019 | 1,400 317
Groups
Within ,080 6 ,013
Groups
Total ,117 8
Material = 6
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df | Square F Sig.
1,347 2 6 ,329 Between ,028 2 ,014 | 3,010 ,124
Groups
Within ,028 6 ,005
Groups
Total ,056 8
Material =7
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Bioactividad Bioactividad
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df | Square F Sig.
1,095 2 6 ,393 Between ,036 2 ,018 | 9,538 ,014
Groups
Within ,011 6 ,002
Groups
Total ,047 8
Multiple Comparisons®
95% Confidence
Interval
Mean
0] J) Difference Std. Lower Upper
Periodo Periodo (1-J) Error Sig. Bound Bound
1 7 -,140000 | ,035382 ,022 | -,25632 | -,02368
14 -,013333 | ,035382 1,000 | -,12965 ,10298
7 1 ,140000 | ,035382 ,022 ,02368 ,25632
14 1126667 | ,035382 ,035 ,01035 ,24298
14 1 ,013333 | ,035382 1,000 | -,10298 ,12965
7 -,126667 | ,035382 ,035 -,24298 -,01035
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Adhesion celular

T-Test

Material Control-7M3T

Independent Samples Test

Levene's Test
for Equality of

Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Adhesion Equal ,226 | ,659 | 10,165 4 ,001 ,02298 ,00226 | ,01670 | ,02926
variances
assumed
Equal 10,165 | 3,745 ,001 ,02298 ,00226 | ,01653 | ,02943
variances
not
assumed
Material 7M3T-7M3T+G
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Adhesion Equal 7,310 ,054 - 4 ,000 -,01497 ,00140 - -
variances 10,697 ,01886 | ,01109
assumed
Equal -| 2,150 ,007 -,01497 ,00140 - -
variances 10,697 ,02061 | ,00934
not
assumed
Material 7M3T+G-3X
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Adhesion  Equal 5793 | ,074 | 45,457 4 ,000 ,01239 ,00027 | ,01164 | ,01315
variances
assumed
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Equal 45,457 | 2,187 ,000 ,01239 ,00027 | ,01131 | ,01347
variances
not
assumed
Material Control-7M3T+G
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Adhesion  Equal 5359 | ,082 | 4,412 4 ,012 ,00801 ,00181 | ,00297 | ,01305
variances
assumed
Equal 4,412 | 2,088 ,044 ,00801 ,00181 | ,00051 | ,01551
variances
not
assumed
Material Control-3X
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
Adhesion Equal 7,133 | ,056 | 11,359 4 ,000 ,02040 ,00180 | ,01541 | ,02539
variances
assumed
Equal 11,359 | 2,004 ,008 ,02040 ,00180 | ,01269 | ,02811
variances
not
assumed
Material 7M3T-3X
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95%
Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower | Upper
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Adhesion Equal 10,769 ,030 | -1,875 4 ,134 -,00258 ,00138 -|,00124
variances ,00640
assumed
Equal -1,875 | 2,007 ,201 -,00258 ,00138 -|,00332
variances ,00848
not
assumed

Proliferacidn celular, estudio por periodos

Periodo = 1 dia

Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Valor obtenido para ensayo proliferacion Valor obtenido para ensayo proliferacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
28,515 3 32 ,000 Between 19,597 3 6,532 | 2,637 ,066
Groups
Within Groups 79,268 32 2,477
Total 98,865 35
Periodo =7 dias
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Valor obtenido para ensayo
proliferacion Valor obtenido para ensayo proliferacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
16,101 3 32 ,000 Between 116,674 3 38,891 | 1,372 ,269
Groups
Within 907,418 32 28,357
Groups
Total 1024,093 35
Periodo = 14 dias
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Valor obtenido para ensayo proliferaciéon Valor obtenido para ensayo proliferacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
14,096 3 32 ,000 Between 37313,19 3| 12437,73 | 37,24 ,000
Groups 0 0 2
Within 10687,01 32| 333,969
Groups 4
Total 48000,20 35
3
Multiple Comparisons?

0] ) Mean

Recubrimient  Recubrimie | Difference

0 nto (1-J) Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
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Lower Upper
Bound Bound
7M3T TM3T+G 64,18252° 8,61483 ,000 39,9546 88,4104
TRIPLE -11,65288 8,61483 | 1,000 -35,8808 12,5750
CONTROL -15,36387 8,61483 | ,504 -39,5917 8,8640
7TM3T+G 7M3T -64,18252 8,61483 | ,000 -88,4104 -39,9546
TRIPLE -75,83540 8,61483 | ,000| -100,0633 -51,6075
CONTROL -79,54639" 8,61483 | ,000 | -103,7743 -55,3185
TRIPLE 7M3T 11,65288 8,61483 | 1,000 -12,5750 35,8808
7TM3T+G 75,83540° 8,61483 | ,000 51,6075 100,0633
CONTROL -3,71099 8,61483 | 1,000 -27,9389 20,5169
CONTROL 7M3T 15,36387 8,61483 | ,504 -8,8640 39,5917
7TM3T+G 79,54639° 8,61483 | ,000 55,3185 103,7743
TRIPLE 3,71099 8,61483 | 1,000 -20,5169 27,9389
Kruskal-Wallis Test
Material 7ZM3T-7M3T+G
Periodo = 1 dia Periodo = 7 dias Periodo = 14 dias
Test Statistics®"* Test Statistics™"* Test Statistics™"*
Valor Valor Valor
obtenido para obtenido para obtenido
ensayo ensayo para ensayo
proliferacion proliferacion proliferacién
Chi-Square 1,421 Chi- 1,421 Chi- 12,789
Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. Sig. ,233 Asymp. ,233 Asymp. ,000
Sig. Sig.
Material 7M3T+G-3X
Periodo = 1 dia Periodo = 7 dias Periodo = 14 dias
Test Statistics®"* Test Statistics™"* Test Statistics™"®
Valor Valor Valor
obtenido para obtenido para obtenido
ensayo ensayo para ensayo
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi-Square 3,997 Chi- ,160 Chi- 12,950
Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. Sig. ,046 Asymp. ,689 Asymp. ,000
Sig. Sig.

Material 3X-Control

Periodo = 1 dia

Test Statistics®"*

Periodo = 7 dias

Test Statistics®"*

Periodo = 14 dias

Test Statistics®®°
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Valor Valor Valor
obtenido para obtenido para obtenido
ensayo ensayo para ensayo
proliferacion proliferacion proliferaciéon
Chi-Square 11,102 Chi- 444 Chi- ,018
Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. Sig. ,001 Asymp. ,505 Asymp. ,894
Sig. Sig.
Material 7ZM3T-3X
Periodo = 1 dia Periodo = 7 dias Periodo = 14 dias
Test Statistics*>® Test Statistics*>° Test Statistics®>®
Valor Valor Valor
obtenido para obtenido para obtenido
ensayo ensayo para ensayo
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi-Square 1,439 Chi- 1,439 Chi- ,870
Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. Sig. ,230 Asymp. ,230 Asymp. ,351
Sig. Sig.
Material 7M3T-Control
Periodo = 1 dia Periodo = 7 dias Periodo = 14 dias
Test Statistics™"* Test Statistics™"* Test Statistics™"*
Valor Valor Valor
obtenido para obtenido para obtenido
ensayo ensayo para ensayo
proliferacion proliferacion proliferacion
Chi-Square 12,789 Chi- 12,789 Chi- 4,680
Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. Sig. ,000 Asymp. ,000 Asymp. ,031
Sig. Sig.
Material 7M3T+G-Control
Periodo =1 dia Periodo = 7 dias Periodo = 14 dias
Test Statistics®"* Test Statistics™"* Test Statistics®"*
Valor Valor Valor
obtenido para obtenido para obtenido
ensayo ensayo para ensayo
proliferacion proliferacion proliferacién
Chi-Square 1,421 Chi- 1,421 Chi- 12,789
Square Square
df 1 df 1 df 1
Asymp. Sig. 233 Asymp. 233 Asymp. ,000
Sig. Sig.

Proliferacion celular, por materiales

Recubrimiento = 7M3T
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Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?

Valor obtenido para ensayo proliferacion

Valor obtenido para ensayo proliferacion

Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
44,198 2 24 ,000 Between | 31110,499 2| 15555,250 | 166,258 | ,000
Groups
Within 2245,468 24 93,561
Groups
Total 33355,967 26
Recubrimiento = 7M3T+G
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Valor obtenido para ensayo proliferacion Valor obtenido para ensayo proliferacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
23,881 2 24 ,000 Between 773,352 2 386,676 | 14,519 [ ,000
Groups
Within 639,163 24 26,632
Groups
Total 1412,515 26
Recubrimiento = TRIPLE
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Valor obtenido para ensayo proliferacion Valor obtenido para ensayo proliferacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
16,470 2 24 ,000 Between | 42276,425 2| 21138,212 | 60,140 | ,000
Groups
Within 8435,635 24 351,485
Groups
Total 50712,059 26

Kruskal-Wallis Test
Periodo 1-7 dias
Recubrimiento = 7M3T

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para ensayo
proliferacion

Chi- 12,789
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Recubrimiento = TRIPLE

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para ensayo
proliferacion

Recubrimiento = 7M3T+G

Test Statistics™"*

Valor
obtenido
para
ensayo
proliferacion
Chi- 3,947
Square
df 1
Asymp. ,047
Sig.

Recubrimiento = CONTROL

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para
ensayo
proliferacion
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Chi- 7,933

Square

df 1
Asymp. ,005
Sig.

Periodo 7-14 dias
Recubrimiento = 7M3T

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para ensayo
proliferacion

Chi- 12,789
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Recubrimiento = TRIPLE

Test Statistics™"*

Valor
obtenido
para ensayo
proliferacion

Chi- 13,114
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Periodo 1-14 dias
Recubrimiento = 7M3T

Test Statistics™"*

Valor
obtenido
para ensayo
proliferacion

Chi- 12,789
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Recubrimiento = TRIPLE

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para ensayo
proliferacion

Chi- 13,114
Square
df 1
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Chi- 12,789
Square

df 1
Asymp. ,000
Sig.

Recubrimiento = 7M3T+G

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para
ensayo
proliferacion
Chi- ,860
Square
df 1
Asymp. ,354
Sig.

Recubrimiento = CONTROL

Test Statistics™"*

Valor
obtenido
para
ensayo
proliferacion
Chi- 12,789
Square
df 1
Asymp. ,000
Sig.

Recubrimiento = 7M3T+G

Test Statistics™"*

Valor
obtenido
para
ensayo
proliferacion
Chi- ,860
Square
df 1
Asymp. ,354
Sig.

Recubrimiento = CONTROL

Test Statistics®"*

Valor
obtenido
para
ensayo
proliferacion
Chi- 12,789
Square
df 1




Asymp. ,000
Sig.

Asymp. ,000
Sig.

Diferenciacion celular, estudio por periodos

Periodo = 7 dias

Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Mineralizacion Mineralizaciéon
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
1,784 3 8 ,228 Between 21,112 3 7,037 | 43,267 ,000
Groups
Within 1,301 8 ,163
Groups
Total 22,413 11
Multiple Comparisons®
Dependent Variable:Mineralizacion
95% Confidence
Interval
Mean
) Difference Lower Upper
(I) Nombre Nombre (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
LSD Control 7M3T -,16347 ,32929 ,633 -,9228 | ,5959
7M3T+G | -3,20135° ,32929 ,000 -3,9607 -
2,4420
3X -,27621 ,32929 ,426 -1,0356 | ,4831
7M3T Control ,16347 ,32929 ,633 -,5959 | ,9228
7M3T+G | -3,03787 ,32929 ,000 | -3,7972 -
2,2785
3X -,11273 ,32929 741 -,8721 | ,6466
TM3T+G Control 3,20135 ,32929 ,000 2,4420 | 3,9607
7M3T 3,03787 ,32929 ,000 | 2,2785 | 3,7972
3X 2,92514° ,32929 ,000 | 2,1658 | 3,6845
3X Control ,27621 ,32929 ,426 -,4831 | 1,0356
7M3T ,11273 ,32929 741 -,6466 | ,8721
7M3T+G | -2,92514° ,32929 ,000 -3,6845 -
2,1658
Periodo = 14 dias
Test of Homogeneity of Variances® ANOVA?
Mineralizacion Mineralizacion
Levene Sum of Mean
Statistic dfl df2 Sig. Squares df Square F Sig.
4,509 3 8 ,059 Between 8,169 3 2,723 |1 993,171 ,000
Groups
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Within ,022 8 ,003
Groups
Total 8,191 11
Multiple Comparisons®
Dependent Variable:Mineralizacion
95% Confidence
Interval
Mean
) Difference Lower Upper
(I) Nombre Nombre (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
LSD Control 7M3T -,16975 ,04275 ,004 -,2683 | -,0712
7M3T+G | -1,97223 ,04275 ,000 -2,0708 -
1,8736
3X -,04689 ,04275 ,305 -,1455 | ,0517
7M3T Control ,16975 ,04275 ,004 ,0712 | ,2683
7M3T+G | -1,80248" ,04275 ,000 -1,9011 -
1,7039
3X ,12287 ,04275 ,021 ,0243 | 2215
TM3T+G Control 1,97223 ,04275 ,000 1,8736 | 2,0708
7M3T 1,80248" ,04275 ,000 1,7039 | 1,9011
3X 1,92534 ,04275 ,000 1,8268 | 2,0239
3X Control ,04689 ,04275 ,305 -,0517 | ,1455
7M3T -,12287 ,04275 ,021 -,2215 | -,0243
7M3T+G | -1,92534° ,04275 ,000 -2,0239 -
1,8268
Diferenciacion celular, estudio por materiales
Nombre = Control
Independent Samples Test?
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
Mineralizacién Equal 6,907 | ,058 | 4,785 4 ,009 1,47453 ,30813 | ,61904 | 2,33002
variances
assumed
Equal 4,785 | 2,015 ,040 1,47453 , 30813 | ,15812 | 2,79094
variances
not
assumed

Nombre = 7M3T

399

Independent Samples Test?




Levene's Test
for Equality of

Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
Mineralizacion Equal 15,043 | ,018 | 5,009 4 ,007 1,46825 ,29314 | ,65437 | 2,28213
variances
assumed
Equal 5,009 | 2,004 ,037 1,46825 ,29314 | ,20920 | 2,72731
variances
not
assumed

Nombre = 7M3T+G

Independent Samples Test?

Levene's Test
for Equality of

Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
Mineralizacion Equal 2,875 | ,165 | 18,493 4 ,000 2,70365 ,14620 | 2,29773 | 3,10957
variances
assumed
Equal 18,493 | 2,633 ,001 2,70365 ,14620 | 2,19943 | 3,20788
variances
not
assumed
Nombre = 3X
Independent Samples Test?
Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference | Lower Upper
Mineralizacién Equal 10,012 | ,034 | 12,602 4 ,000 1,70385 ,13520 | 1,32847 | 2,07923
variances
assumed
Equal 12,602 | 2,053 ,006 1,70385 ,13520 | 1,13626 | 2,27144
variances
not
assumed
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Respuesta de reaccidn a cuerpo extrafio

ANOVA
Test of Homogeneity of Variances Media
Sum of Mean
Media Periodo Squares df Square F Sig.
1 Between 7,182 3| 2,394 (1636 | ,257
. Levene . semana  Groups
Periodo Statistic dfl df2 Sig.
1 ,679 3 8 ,589 Within 11,708 8| 1,464
semana Groups
2 4,143 3 8 ,048 Total 18,891 11
semanas
2 Between 6,457 3 2,152 | 1,872 | ,213
semanas Groups
Within 9,198 8| 1,150
Groups
Total 15,656 11
Kruskal-Wallis Test
Material 4-5 Material 5-6
Test Statistics®” Test Statistics®”
Periodo Media Periodo Media
2 Chi- 1,765 2 Chi- ,000
semanas Square semanas Square
df 1 df 1
Asymp. ,184 Asymp. 1,000
Sig. Sig.
Material 6-7 Material 4-6
Test Statistics®” Test Statistics®”
Periodo Media Periodo Media
2 Chi- 1,190 2 Chi- ,429
semanas Square semanas Square
df 1 df 1
Asymp. ,275 Asymp. ,513
Sig. Sig.
Material 4-7 Material 5-7
Test Statistics®® Test Statistics®®
Periodo Media Periodo Media
2 Chi- 2,333 2 Chi- 3,857
semanas Square semanas Square
df 1 df 1
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Sig.

Asymp. | 127 |

Sig.

Asymp. |

,050 |

Histomorfometria Panoramica, estudio por materiales

T-test

Independent Samples Test

Material

Levene's Test
for Equality of
Variances

t-test for Equality of Means

95% Confidence
Interval of the
Difference

Sig.

t

df

Sig.
(2-
tailed)

Mean
Difference

Std. Error
Difference

Lower

Upper

4 EH_ad Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,280

,616

1,174E+00

1,323E+00

(2]

5,854

,285

,235

-,23273

-,23273

,19820

,17585

- 71771

-,66565

,25225

,20018

EH_ai Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,487

,262

1,109E+00

1,225E+00

5,112

,304

274

-,36460

-,36460

,32864

,29754

-1,14172

-1,12446

41252

,39526

EH_bd Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,380

,261

1,17450

1,17450

,85099

-1,53372

3,88272

EH_bi Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,549

1,349E+00

2,177E+00

4,572

-,78880

-,78880

,58481

,36239

-2,29210

-1,74717

,71450

,16957

VSTi Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,671

,237

-8,395E-
02

-9,121E-
02

5,814

,935

,930

-,02495

-,02495

,29719

,27356

-, 72769

-,69953

67779

,64963

VSTe Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,014

,910

2,246E+00

2,274E+00

6,833

,060

,058

-,51140

-,51140

,22773

,22488

-1,04991

-1,04580

,02711

,02300

HSTi Equal
variances
assumed
Equal
variances
not

1,933

,207

-3,353E-
01

-3,591E-
01

6,346

747

, 731

-,10085

-,10085

,30081

,28088

-,81216

-, 77915

,61046

57745

402




assumed

HSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,560

479

,019

,020

6,420

,985

,984

,01455

,01455

,76048

,71170

-1,78369

-1,69964

1,81279

1,72874

A_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,990

,353

,255

,269

6,757

,806

,796

,55740

,55740

2,18708

2,07252

-4,61422

-4,37934

5,72902

5,49414

P_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,734

,142

-8,339E-
02

-9,090E-
02

5,678

,936

,931

-,06775

-,06775

,81243

, 74535

-1,98884

-1,91689

1,85334

1,78139

E_cor_d

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,463

,518

2,983E+00

3,129E+00

6,868

,020

,017

-,311900

-,311900

,104563

,099671

-,5569151

-,548504

-,064649

-,075296

E_cor_i

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,459

,266

-8,684E-
01

-9,174E-
01

6,732

414

,391

-,06965

-,06965

,08021

,07592

-,25931

-,25064

,12001

,11134

L_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,643

,241

2,562E+00

2,411E+00

4,681

,037

,064

-,27335

-,27335

,10671

,11335

-,52568

-,57080

-,02102

,02410

W_impll

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,049

,195

1,103E+00

1,147E+00

6,976

,306

,289

-,46550

-,46550

42187

,40591

-1,46307

-1,42599

,53207

,49499

W_impl2

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,895

211

1,393E+00

1,454E+00

6,937

,206

,190

-,39780

-,39780

,28552

,27355

-1,07295

-1,04582

27735

,25022

A_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,766

,410

2,081E+00

2,142E+00

6,996

,076

,069

-1,92640

-1,92640

,92576

,89943

-4,11548

-4,05343

,26268

,20063

EH_ad

Equal
variances
assumed
Equal
variances

7,700

,032

-8,170E-
01

-8,170E-
01

3,836

/445

,462

-,45825

-,45825

,56089

,56089

-1,83069

-2,04215

,91419

1,12565
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not
assumed

EH_ai

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,086

,208

1,816E+00

2,046E+00

4,201

,129

,107

-,78067

-,78067

,42982

,38148

-1,88556

-1,82010

,32423

,25877

EH_bd

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

-5,866E-
01

-,63700

-,63700

1,08600

14,43589

13,16189

EH_bi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,798E+00

,218

-1,23600

-1,23600

44167

-6,84799

4,37599

VSTi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,970

,363

2,035

2,035

5,464

,088

,093

,59800

,59800

,29393

,29393

-,12122

-,13867

1,31722

1,33467

VSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,000

,998

877

877

5,912

414

415

,22925

,22925

,26132

,26132

-,41017

-,41247

,86867

,87097

HSTi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,929

224

2,154

2,531

3,173

,084

,081

,60317

,60317

,28000

,23833

-,11660

-,13247

1,32293

1,33880

HSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

7125

1433

1,703

1,600

3,381

,149

,198

,93600

,93600

,54955

,58494

-,47667

-,81236

2,34867

2,68436

A_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,454

,178

2,158

2,330

4,913

,083

,068

6,13900

6,13900

2,84454

2,63469

-1,17313

-,66993

13,45113

12,94793

P_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,054

,826

1,924

1,942

4,600

,112

,115

2,03275

2,03275

1,05675

1,04691

-,68371

-,73034

4,74921

4,79584

E_cor_d

Equal
variances
assumed
Equal
variances

5,926

,051

1,135

1,135

3,988

,300

,320

,105500

,105500

,092950

,092950

-,121942

-,152885

,332942

,363885
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not
assumed

E_cor_i

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,655

449

1,930E+00

1,930E+00

4,718

,102

,115

-,21250

-,21250

,11011

,11011

-,48194

-,50071

,05694

,07571

L_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

3,059

1,024E+00

1,024E+00

3,524

,345

371

-,36300

-,36300

,35449

,35449

-1,23040

-1,40197

,50440

,67597

W_impl1l

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,546

,260

1,522E+00

1,522E+00

3,828

179

,206

-,50950

-,50950

,33482

,33482

-1,32877

-1,45586

,30977

,43686

W_impl2

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,167

,191

1,824E+00

1,824E+00

3,516

,118

,152

-,36800

-,36800

,20176

,20176

-,86168

-,95992

,12568

,22392

A_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

3,708

-4,398E-
01

-4,398E-
01

4,195

,675

,682

-,70225

-,70225

1,59684

1,59684

-4,60958

-5,05557

3,20508

3,65107

EH_ad

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

5,266

,062

3,071E+00

3,071E+00

3,144

,022

,051

-,62875

-,62875

,20474

,20474

-1,12974

-1,26374

-,12776

,00624

EH_ai

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

4,863

,070

2,816E+00

2,816E+00

3,301

,031

,060

-1,06200

-1,06200

37719

37719

-1,98496

-2,20281

-,13904

,07881

EH_bd

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,767

,219

1,28833

1,28833

,72895

-1,84810

4,42477

EH_bi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

-8,270E-
01

,495

-,18200

-,18200

,22008

-1,12891

,76491

VSTi

Equal
variances
assumed
Equal
variances

1,615

,251

2,912

2,912

4,993

,027

,033

,61625

,61625

,21164

,21164

,09839

,07200

1,13411

1,16050
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not
assumed

VSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,279

,182

1,172

1,172

4,336

,286

,301

,20050

,20050

, 17105

, 17105

-,21805

-,26025

,61905

,66125

HSTi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,039

,347

,606

,606

5,703

,14200

,14200

,23440

,23440

-,43155

-,43886

,71555

,712286

HSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,395

173

1,410

1,410

4,811

,208

,220

,75800

,75800

,563753

,563753

-,55730

-,64026

2,07330

2,15626

A_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

12,485

,012

1,412

1,412

3,214

,208

,247

2,72200

2,72200

1,92728

1,92728

-1,99388

-3,18725

7,43788

8,63125

P_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

8,374

1,500

1,500

3,453

,184

,219

1,00275

1,00275

,66869

,66869

-,63348

-,97581

2,63898

2,98131

E_cor_d

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,841

224

~7,448E-

-7,448E-
01

4,008

,485

,498

-,029000

-,029000

,038935

,038935

-, 124271

-,137019

,066271

,079019

E_cor_i

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

3,735

,101

1,040E+00

1,040E+00

4,272

,338

,354

-,11500

-,11500

,11056

,11056

-,38553

-41442

,15553

,18442

L_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,009

,354

-5,689E-
01

-5,689E-
01

4,774

,590

,595

-,24875

-,24875

43728

43728

-1,31874

-1,38899

,82124

,89149

W_impl1

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,638

,248

-1,187E-
01

-1,187E-
01

4,874

,909

,910

-,03025

-,03025

,25489

,25489

-,65395

-,69059

,59345

,63009

W_impl2

Equal
variances
assumed
Equal
variances

,050

,831

-8,787E-
02

-8,787E-
02

5,714

,933

,933

-,01825

-,01825

,20770

,20770

-,52646

-,53270

,48996

,49620

406




not
assumed

A_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,832

,397

,138

,138

5,925

,895

,895

,21825

,21825

1,57905

1,57905

-3,64555

-3,65736

4,08205

4,09386

EH_ad

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

1,263

,298

2,104E+00

2,266E+00

6,165

,073

,063

-,34325

-,34325

,16311

,15151

-,72894

-,71159

04244

,02509

EH_ai

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

3,226

-5,132E-
01

-5,777E-
01

4,301

,624

,592

-,13990

-,13990

,27258

,24217

-,78445

-, 79411

,50465

,51431

EH_bi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,000

,820

,820

1,006

,499

,562

,73100

,73100

,89187

,89187

-3,10643

10,43819

4,56843

11,90019

VSTi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,613

,459

3,347

3,210

5,278

,012

,022

1,12945

1,12945

,33747

,35184

,33147

,23915

1,92743

2,01975

VSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

2,629

,149

2,220

2,085

4,617

,062

,096

,80945

,80945

,36468

,38821

-,05288

-,21390

1,67178

1,83280

HSTi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,081

,784

2,545

2,455

5,465

,038

,053

,95225

,95225

37411

,38784

,06763

-,01975

1,83687

1,92425

HSTe

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,322

,588

1,193

1,255

6,818

272

,251

,92500

,92500

, 77561

713722

-,90902

-,82771

2,75902

2,67771

A_canal

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

23,295

,002

2,905

2,642

3,732

,023

,062

9,28610

9,28610

3,19706

3,51521

1,72626

-, 75592

16,84594

19,32812

P_canal

407

Equal
variances
assumed

14,405

,007

3,531

,010

2,71705

,76945

,89758

4,53652




Equal
variances
not
assumed

3,207

3,699

,037

2,71705

,84720

,28736

5,14674

E_cor_d

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,034

,859

-8,666E-
01

-8,659E-
01

6,549

,415

417

-,046500

-,046500

,053659

,053699

-,173383

-, 175271

,080383

,082271

E_cor_i

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

12,578

,009

2,361E+00

2,145E+00

3,703

,050

,104

-,50555

-,50555

,21410

,23569

-1,01181

-1,18117

,00071

,17007

L_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

5,009

,060

3,499

3,864

5,125

,010

,011

,96540

,96540

,27591

,24988

,31298

32777

1,61782

1,60303

W_impl1l

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,001

,978

2,268

2,280

6,691

,058

,058

,65030

,65030

,28672

,28522

-,02768

-,03050

1,32828

1,33110

W_impl2

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,560

479

2,474

2,379

5,364

,043

,060

,56350

,56350

,22775

,23683

,02496

-,03307

1,10204

1,16007

A_impl

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,017

,901

2,079

2,119

6,925

,076

,072

2,83960

2,83960

1,36584

1,34006

-,39010

-,33608

6,06930

6,01528

Histomorfometria Panoramica, estudio por periodos

Test of Homogeneity of Variances

Levene

Periodo Statistic dfl df2 Sig.

1 VSTi 1,651 3 12 ,230
VSTe 4,666 3 12 ,022
HSTi ,816 3 12 ,510
HSTe 475 3 12 , 706

2 VSTi ,301 3 14 ,824
VSTe 1132 3 14 ,939
HSTi 3,732 3 13 ,039
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HSTe ,501 ‘ 3 ‘ 13 | ,688 |
ANOVA
Sum of Mean
Periodo Squares df Square F Sig.
1 VSTi Between 1,709 3 ,570 | 3,918 ,037
Groups
Within 1,745 12 ,145
Groups
Total 3,454 15
VSTe Between 1,545 3 ,515 2,746 ,089
Groups
Within 2,251 12 ,188
Groups
Total 3,797 15
HSTi Between 2,085 3 ,695 3,447 ,052
Groups
Within 2,419 12 ,202
Groups
Total 4,504 15
HSTe Between 8,727 3 2,909 | 4571 ,023
Groups
Within 7,636 12 ,636
Groups
Total 16,363 15
2 VSTi Between 1,167 3 ,389 1,831 ,188
Groups
Within 2,975 14 212
Groups
Total 4,142 17
VSTe Between 1,087 3 ,362 2,827 ,077
Groups
Within 1,795 14 ,128
Groups
Total 2,882 17
HSTi Between ,563 3 ,188 977 434
Groups
Within 2,497 13 ,192
Groups
Total 3,059 16
HSTe Between 9,838 3 3,279 2,542 ,102
Groups
Within 16,774 13 1,290
Groups
Total 26,612 16
Kruskal-Wallis Test
Material 4-5 Material 4-6
Test Statistics®® Test Statistics®®
Periodo VSTe HSTi Periodo VSTe HSTI
1 Chi- 4,083 1,333 1 Chi- ,750 ,333
Square Square
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df 1 1
Asymp. ,043 248
Sig.

2 Chi- ,060 1,089
Square
df 1 1
Asymp. ,806 ,297
Sig.

Material 4-7

Test Statistics*®

Periodo VSTe HSTi

1 Chi- 3,000 2,083
Square
df 1 1
Asymp. ,083 ,149
Sig.

2 Chi- 3,938 1,844
Square
df 1 1
Asymp. ,047 ,175
Sig.

Material 5-7

Test Statistics®”

Periodo VSTe HSTi

1 Chi- ,083 1,333
Square
df 1 1
Asymp. 773 ,248
Sig.

2 Chi- 2,160 ,200
Square
df 1 1
Asymp. ,142 ,655
Sig.

df 1 1
Asymp. ,386 564
Sig.

2 Chi- 2,940 1,500
Square
df 1 1
Asymp. ,086 ,221
Sig.

Material 5-6
Test Statistics®®

Periodo VSTe HSTi

1 Chi- 3,000 3,000
Square
df 1 1
Asymp. ,083 ,083
Sig.

2 Chi- 2,083 ,000
Square
df 1 1
Asymp. ,149 1,000
Sig.

Material 6-7
Test Statistics®”

Periodo VSTe HSTi

1 Chi- 1,333 3,000
Square
df 1 1
Asymp. ,248 ,083
Sig.

2 Chi- ,000 ,540
Square
df 1 1
Asymp. | 1,000 462
Sig.

Histomorfometria Detallada, estudio por materiales

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Periodo Statistic dfl df2 Sig.
1 A_roscas 1,974 3 12 172
A_roi 2,397 3 12 ,119
BIC 2,319 3 12 127
2 A_roscas 1,904 3 14 ,175
A_roi 2,664 3 14 ,088
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BIC | 1,225 ‘ 3 ‘ 14| ,337 |
ANOVA
Sum of Mean
Periodo Squares df Square F Sig.
1 A_roscas Between ,003 3 ,001 ,379 , 770
Groups
Within ,029 12 ,002
Groups
Total ,032 15
A_roi Between ,007 3 ,002 1,051 ,406
Groups
Within ,028 12 ,002
Groups
Total ,036 15
BIC Between ,007 3 ,002 1,157 ,366
Groups
Within ,025 12 ,002
Groups
Total ,032 15
2 A_roscas Between ,024 3 ,008 , 765 ,532
Groups
Within ,145 14 ,010
Groups
Total ,169 17
A_roi Between ,015 3 ,005 ,594 ,629
Groups
Within ,116 14 ,008
Groups
Total ,131 17
BIC Between ,032 3 ,011 1,792 ,195
Groups
Within ,083 14 ,006
Groups
Total ,115 17
Histomorfometria Detallada, estudio por
periodos
T-Test
Group Statistics
Std. Std. Error
Material Periodo N Mean | Deviation Mean
4 A _roscas 1 4| ,09375 ,075066 ,037533
2 5| ,20120 ,057599 ,025759
A_roi 1 4| 14225 ,075274 ,037637
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2 5| ,24360 | ,032462 | ,014518
BIC 1 4| ,16350 | ,006137 | ,003069
2 5| ,25540 | ,041932 | ,018753
5 A roscas 1 4| ,06875 | ,027281 | ,013640
2 4| ,20350 | ,129565 | ,064782
A_roi 1 4| ,12500 | ,011165| ,005583
2 4| ,26200 | ,113331| ,056666
BIC 1 4| ,10450 | ,071262 | ,035631
2 4| ,24225| ,108032 | ,054016
6 A _roscas 1 4| ,07675 ,024102 ,012051
2 4| ,21825| ,154388 | ,077194
A_roi 1 4| ,13325| ,039576 | ,019788
2 4| ,26850 | ,141441| ,070721
BIC 1 4| ,14475| ,025591 | ,012796
2 4| ,23950 | ,084461 | ,042231
7 A_roscas 1 4| ,10175 | ,052290 | ,026145
2 5| ,12720 | ,050157 | ,022431
A_roi 1 4| ,18125| ,045595| ,022798
2 5| ,19640 | ,057422 | ,025680
BIC 1 4| ,13575 | ,051156 | ,025578
2 5| ,15340 | ,070205 | ,031397
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
taile | Differenc | Differenc
Material F Sig. t df d) e e Lower Upper
4 A ro Equal 282 | ,612 | -2,440 7,045 | -,107450 ,044044 | -,211597 | -,003303
scas variances
assumed
Equal -2,360 | 5,566 | ,060 | -,107450 ,045522 | -,220980 | ,006080
variances
not assumed
A_roi Equal 2,799 | ,138 | -2,744 7,029 | -,101350 ,036929 | -,188673 | -,014027
variances
assumed
Equal -2,512 | 3,894 | ,068 | -,101350 ,040340 | -,214559 | ,011859
variances
not assumed
BIC Equal 7,069 | ,033 | -4,288 7| ,004 | -,091900 ,021434 | -,142582 | -,041218
variances
assumed
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Equal
variances
not assumed

-4,836

4,213

,007

-,091900

,019002

-,143622

-,040178

5 A_ro
scas

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

3,963

,094

-2,035

-2,035

3,265

,088

127

-,134750

-,134750

,066203

,066203

-,296742

-,336070

,027242

,066570

A_roi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

5,708

,054

-2,406

-2,406

3,058

,053

,094

-,137000

-,137000

,056940

,056940

-,276327

-,316272

,002327

,042272

BIC

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

,853

,391

-2,129

-2,129

5,195

,077

,084

-,137750

-,137750

,064709

,064709

-,296088

-,302229

,020588

,026729

6 A_ro
scas

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

4,675

,074

-1,811

-1,811

3,146

-,141500

-,141500

,078129

,078129

-,332675

-,383733

,049675

,100733

A_roi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

4,369

,082

-1,842

-1,842

3,467

,115

,150

-,135250

-,135250

,073437

,073437

-,314944

-,352125

044444

,081625

BIC

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

6,402

,045

-2,147

-2,147

3,546

,075

,107

-,094750

-,094750

,044126

,044126

-,202724

-,223702

,013224

,034202

7 Ao
scas

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

,029

,869

-, 743

-, 739

6,429

,482

,486

-,025450

-,025450

,034267

,034449

-,106478

-,108397

,055578

,057497

A_roi

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

378

,558

-,429

-441

6,996

,681

,672

-,015150

-,015150

,035339

,034339

-,098712

-,096360

,068412

,066060

BIC

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not assumed

111

,748

-,419

-,436

6,975

,688

,676

-,017650

-,017650

,042096

,040497

-,117192

-,113479

,081892

,078179
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ANEXO 3

Tablas de puntuacion de items para la evaluac

Iva
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7

Ion semicuan

de la respuesta de reaccidn al implante
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