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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la respuesta inflamatoria y reparacion del tejido conectivo frente a
implantes de titanio (Ti) y nanohidroxiapatita (nHA) producidos mediante Friccion
Batida (FB), en ratones (Mus musculus). Material y métodos: 20 implantes de
4x5x2mm (10 implantes de Ti y nHA elaborados mediante FB (experimentales) y 10
implantes de Ti sin nHA (controles)) fueron colocados en el tejido conectivo de la
piel de lomo de 10 ratones, uno experimental y uno control en cada raton. El
sacrificio se realizé a los 14 y 28 dias, obteniendo el tejido alrededor de los implantes
para ser procesados en laminas histopatoldgicas con coloracion hematoxicilina-
eosina. Mediante el microscopio Optico se analizd la cantidad de células
caracteristicas de la inflamacion y reparacion. Se utilizd la prueba de Fisher para
comparar la respuesta del tejido conectivo alrededor de los implantes controles y
experimentales. Resultados: No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa
a los 14 dias (p = 1) y 28 dias (no se calcul6 la prueba de Fisher porque los valores
fueron constantes). Conclusiones: Se encontré que los implantes experimentales que
se obtuvieron mediante FB tuvieron una respuesta del tejido conectivo similar a los

especimenes de titanio que se utilizaron como controles.

PALABRAS CLAVE: Titanio, Hidroxiapatita, Tejido Conectivo, Ensayo de

Materiales.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the inflammatory response and repair of connective tissue
against titanium (Ti) and nanohydroxyapatite (nHA) implants produced by Whipped
Friction (FB), in mice (Mus musculus). Material and methods: 20 implants of
4x5x2mm (10 implants of Ti and nHA made by means of FB (experimental) and 10
implants of Ti without nHA (controls)) were placed in the connective tissue of the
skin of the back of 10 mice, one experimental and one control on each mouse. The
sacrifice was made at 14 and 28 days, obtaining the tissue around the implants to be
processed in histopathological sheets with hematoxycillin-eosin staining. The number
of cells characteristic of inflammation and repair was analyzed using optical
microscopy. The Fisher's test was used to compare the response of the connective
tissue around the control and experimental implants. Results: No statistically
significant difference was found at 14 days (p = 1) and 28 days (Fisher’s test was not
calculated because the values were constant). Conclusions: We found that the
experimental implants that were obtained by FB had a connective tissue response

similar to the titanium specimens that were used as controls.

KEY WORDS: Titanium, hydroxyapatite, Connective Tissue, Materials Testing.
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I. INTRODUCCION

La oseointegracion es un factor importante para el éxito del tratamiento con implantes
dentales; para lograrla, el implante requiere de un tratamiento de superficie con la
finalidad de favorecer la adhesion a la superficie, diferenciacion y proliferacion
celular. Son varios los métodos empleados para tal fin; se han descrito métodos
mecanicos, quimicos y fisicos para el tratamiento de superficie de implantes dentales
de titanio (T1). Dentro de los métodos fisicos, esta el de Rociado por Plasma (RP) que
es uno de los mas usados para el recubrimiento con hidroxiapatita (HA). La HA ha
demostrado propiedades bioldgicas favorables, mejorando y acelerando el proceso de
oseointegracion. Sin embargo, se han reportado complicaciones clinicas con este tipo

de recubrimiento en implantes dentales.

Otro método, dentro de los fisicos, es el de Friccion batida (FB), con el que se logra
formar compuestos de Ti y nanohidroxiapatita (nHA), pero atn faltan estudios para
demostrar que pueden mejorar la oseointegracion, asi como estudios que evalten la

respuesta de los tejidos vivos involucrados durante el proceso de cicatrizacion.

Ante estas interrogantes se planted esta investigacion que tuvo como objetivo
determinar la respuesta inflamatoria y reparacion del tejido conectivo frente a
compuestos de aleacion de Ti y nHA producidos mediante FB, en ratones (Mus

musculus).



II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

I1.1. Planteamiento del problema

Diferentes tratamientos de superficie en los implantes dentales buscan una mejor
manera de favorecer la oseointegracion. La HA es utilizada para tal fin como
recubrimiento de superficies, en su mayoria aplicada con el método de RP. Con el
desarrollo de la nanotecnologia, se han desarrollado métodos para que la superficie en
contacto con el hueso posea nHA, entre ellos estan la FB que tiene como ventaja

formar un solo compuesto entre dos biomateriales.

Los estudios de la respuesta tisular in vivo de implantes desarrollados con este
método de elaboracion de compuestos son una prueba importante ya que muchos
aspectos de las respuestas bioldgicas clinicas actualmente no pueden ser demostrados
mediante estudios in vitro, incluyendo las interacciones con los tejidos, la
cicatrizacion de heridas, infecciones, respuestas de hipersensibilidad, la

carcinogénesis y la inflamacion cronica, entre otros.

Por tal motivo surge la pregunta ;Serd la respuesta inflamatoria y reparacion del
tejido conectivo, frente a implantes de Ti y nHA producidos mediante FB similar o

mejor a la de implantes de Ti sin nHA?



I1.2 Justificacion

Las propiedades biologicas de la HA son conocidas, pero existe una controversia en
cuanto a cudl método puede resultar conveniente para su aplicacion en implantes
dentales de Ti. Se estan desarrollando nuevos métodos para lograr el recubrimiento
con nHA sobre la superficie de los implantes, y en el mejor de los casos formar un
solo compuesto de Ti y nHA. Esta investigacion busca determinar cual es la respuesta
del tejido conectivo alrededor de implantes de Ti procesados con el método de FB
para la formacion de un implantes de Ti y nHA, siendo un paso importante ante la

busqueda de una nueva alternativa en implantes dentales.

Esta investigacion aportara nuevos conocimientos acerca de la respuesta que se da en
el tejido conectivo luego de la colocacion a nivel subcutaneo de implantes de Ti y
nHA obtenidos mediante FB en comparacion con implantes de Ti sin nHA. Esta
investigacion in vivo fue realizada en ratones (Mus musculus) y se evalu6 a los 14 y
28 dias; teniendo en cuenta los eventos fisiologicos del proceso de inflamacion y

reparacion luego de la colocacion de implantes.



III. MARCO TEORICO
Biocompatibilidad

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material para generar una

) . . e
apropiada respuesta del hospedero en una situacion especifica .

En general, la biocompatibilidad de un material con el tejido circundante puede ser
descrita mediante las respuestas bioldgicas; es decir, en términos de las respuestas
inflamatorias agudas y cronicas, y la formacion de una capsula fibrosa que se ve en
distintos periodos después de la implantacion.” Para ello, estudios in vitro e in vivo
(en animales) son realizados para la medicion de las respuestas bioldgicas; estas
pruebas se dan para que un biomaterial pueda ser utilizado en humanos en pruebas

clinicas’.

Las pruebas in vitro se realizan fuera de un organismo, utilizando cultivos de células
o componentes celulares. En su forma mas sofisticada, las pruebas in vitro utilizan
multiples células, barreras, o condiciones de cultivo especiales para tratar de

. . . . . 4
reproducir las condiciones in vivo'.

Muchos aspectos de las respuestas biologico clinico no pueden actualmente ser
demostrados mediante ensayos in vitro, incluyendo las interacciones con los tejidos,
la cicatrizacion de heridas, infecciones, reacciones de hipersensibilidad, la
carcinogénesis y la inflamacion cronica, entre otros.” La experimentacion animal
ofrece informacidn sobre este tipo de efectos, sin poner en riesgo a los humanos. Los

estudios en animales pueden ser estructurados para imitar el uso clinico en humano,



en algin grado. Son generalmente menos costosos que los ensayos clinicos en
humanos, se pueden completar mas rapidamente en muchos casos, y pueden ser
controlados a un grado mayor. Los ensayos con animales se pueden usar para
determinar respuestas tales como: la cicatrizacion post-trauma, la formacion de

hueso, o dentinogénesis, que son dificiles o imposibles de probar en seres humanos’.
Respuesta inflamatoria

La inflamacidon es una respuesta protectora del organismo contra la invasion de
componentes extrafios. Sin embargo, la implantacion de un biomaterial puede resultar
en la persistencia del proceso inflamatorio con el fin de eliminar el material extrafio,

desencadenando efectos negativos que lleven a extensos dafios tisulares®.

La inflamacién aguda es definida como una respuesta bioldgica a un agente nocivo
involucrando a los leucocitos y es relativamente de corta duracidon, pudiendo ocurrir
en minutos a dias dependiendo de la extension de la injuria. La inflamacion aguda
posee tres componentes principales: 1) alteraciones en el flujo y calibre vascular
(vasodilatacion). 2) alteraciones estructurales en la microcirculacion, permitiendo que
las proteinas plasmaticas y leucocitos dejen la circulacion, reduciendo la presion
osmotica vascular, y aumentando el fluido intersticial. 3) migracion de leucocitos de
la circulacion para el foco de la lesion frente a una gradiente quimiotactica y su

activacion para la eliminacion del agente agresor®.

La inflamacion cronica, es una reaccion prolongada (varios dias, semanas o meses)

con una ocurrencia simultanea de inflamacidon activa, destruccién e intento de



reparacion tisular, pudiendo ser debido a infecciones persistentes o a exposicion
continua a agentes potencialmente toxicos/irritantes. La inflamacion cronica se
caracteriza por el infiltrado de células mononucleares, macréfagos y diferentes
subpopulaciones de linfocitos, destruccion tisular inducida por la persistencia de
agentes nocivos o la accion de células inflamatorias y el intento de cicatrizacion con
la proliferacion de vasos sanguineos y sustitucion de tejido danado por tejido

fibroso®.

La respuesta inflamatoria crénica a los biomateriales es localizada y puede darse de
dos maneras. La inflamacion con presencia de células mononucleares, incluyendo
linfocitos y células plasmaticas, se le da la designacion de inflamacién crénica;
mientras que a la reaccion a cuerpo extrafio con el desarrollo de tejido de granulacion,
se considera la curacion normal de la herida como respuesta a biomateriales
implantados (es decir, la reaccion normal de cuerpo extrafio). En este caso la

posibilidad de la incompatibilidad del material con el tejido puede ser posible”.
Reparacion

Los primeros estadios de la reparacion efectiva tisular son: la depuracion del detritus
oriundo de los danos tisulares, células necrdticas y apoptdticas por las células
macrofagicas, liberando el camino hacia la reparacion. Ese papel es ampliamente
desenvuelto por los macrofagos que también liberan enzimas, proteinasas,

. . . ., . 6
colagenasas, elastasa y hialurosinasa para que ocurra la reorganizacion tisular’.



Un dia luego de la implantacion de un biomaterial, la respuesta de curacidn se inicia
por la accién de los monocitos y macrofagos, seguida por la proliferacion de los
fibroblastos y las células endoteliales vasculares en el sitio del implante, lo que lleva
a la formacion de tejido de granulacion, el sello distintivo de la curacion de la
inflamacion. El término de tejido de granulacion se deriva del aspecto granular rosa
en la superficie de la curacion de heridas, y sus rasgos histoldgicos caracteristicos
incluyen la proliferacion de nuevos vasos sanguineos pequefios y fibroblastos.
Dependiendo de la extension de la lesion, el tejido de granulacion puede verse tan

pronto como tres a cinco dias después de la implantacion de un biomaterial’.

Los nuevos vasos sanguineos se forman por gemacioén o aparicion de brotes de los
vasos preexistentes en un proceso conocido como angiogénesis O
neovascularizacion®. Este proceso implica la proliferacion, la maduracién, y la
organizacion de las células endoteliales en los tubos capilares. Los fibroblastos
proliferan también en el desarrollo de tejido de granulacion y son activos en la
sintesis de coldgeno y proteoglicanos. En las primeras etapas de desarrollo de tejido
de granulacion (Tejido de granulacion inmaduro), los proteoglicanos predominan;
después (Tejido de granulacion maduro) el colageno, especialmente colageno de tipo
I, predomina y forma la capsula fibrosa, donde algunos fibroblastos en el desarrollo
de tejido de granulacion pueden tener caracteristicas de las células musculares lisas.
La respuesta de curacion de la herida depende en general de la extension o grado de

lesién o defecto creado por el procedimiento de implantacion’.



La reaccion de cuerpo extrafio, que consiste principalmente en los macrofagos y/o
células gigantes de cuerpo extrafio, puede persistir en la interfase implante de tejido

durante la vida util del implante’'".

Generalmente, la fibrosis (es decir, la encapsulacion fibrosa) rodea el biomaterial o
implante con su reacciéon a cuerpo extrafio interfacial, aislando la reaccion del
implante y cuerpo extrafio desde el entorno del tejido local. Desde una etapa
temprana la respuesta inflamatoria activa la adherencia de los macrofagos sobre la
superficie del material. Aunque en general se considera que las propiedades quimicas
y fisicas de la biomaterial son responsables de la activaciéon de macrofagos, la
naturaleza de los acontecimientos posteriores en relacion con la actividad de los
macrofagos en la superficie no estd clara. Los macrofagos tisulares, derivados de
monocitos circulantes en la sangre, pueden unirse para formar células gigantes de
cuerpo extraiio multinucleadas. Células gigantes de cuerpo extraiio muy grandes
contienen un gran nimero de nucleos estan tipicamente presentes en la superficie de
biomateriales. Aunque estas células gigantes de cuerpo extrafio pueden persistir
durante toda la vida util del implante, no se sabe si permanecen activados, liberando

sus constituyentes lisosomales, o manteniendose en reposo’.



Implantes dentales de Ti y tratamiento de superficie

La seleccion de materiales para implantes dentales se basa en las propiedades
mecanicas, propiedades quimicas y la biocompatibilidad. Sin importar el papel y el
lugar de la aplicacion de los implantes dentales, los materiales deben tener buena
resistencia a la corrosion, biocompatibilidad y estar libre de elementos toxicos.
Actualmente, el titanio y sus aleaciones cumplen con estas caracteristicas como
material en la fabricacion de implantes dentales; siendo el Ti de grado 5 uno de los

.y . . 12-14
empleados para la elaboracion de implantes oseointegrados .

Los oseointegracion que es definida como un proceso biologico en el que se consigue
la fijacion rigida clinicamente asintomatica de materiales aloplasticos y mantenido en
. 1 . . .
el hueso durante la carga funcional'”. El tratamiento de la superficie del implante es
. . 1 . .
un factor importante en la oseointegracién'®, y puede ser realizado mediante el
. . . . . .. 17
cambio de su topografia o incorporando materiales bioactivos como recubrimiento ',

roe . , ;. ,o. . 18
estos propdsitos pueden conseguirse con métodos quimicos, mecanicos y/o fisicos .

La HA (Ca;o(PO4)s(OH);) es un compuesto que se encuentra presente normalmente
en el diente y los huesos. Puede conducir a la formacion de hueso rapidamente y a la
fijacion bioldgica solida de tejido 6seo debido a que es un material bioactivo y
presenta propiedades osteoconductivas. Es un fosfato de calcio estable con valores de
pH entre 4 y 12 bajo temperaturas normales. Muestra biocompatibilidad excepcional

con tejidos duros; piel y tejidos musculares. Debido a estas propiedades es utilizada



para la construccion de rellenos 6seos o como un revestimiento sobre implantes

;. . . sz . 7 19-2
protésicos para mejorar la incorporacion del implante con el hueso huésped'” .

Por otro lado, las particulas nanométricas de HA (nHA) son similares a la HA
nanocristalina que se encuentra en el hueso natural. La proliferacion celular puede
verse afectada por el tamafio de particulas. Las particulas mas pequefias (<100 nm)
son deseables debido a que contribuyen a una mejor adhesion interfase hueso-

implante, el crecimiento y la adhesién celular®.

Estudios han reportado que las superficies nanométricamente controladas tienen un
gran efecto en la adsorcion de proteinas, la formacion de coagulos de sangre, y las
respuestas celulares que se dan tras la colocacion de los implantes dentales. Estos
eventos tempranos tienen un impacto efectivo sobre la migracion, adhesion y la
diferenciacion de las células madre mesenquimales. A pesar de la investigacion en
implantes dentales, la superficie ideal para lograr una integracion del implante al

tejido vivo sigue siendo un desafio™.
Rociado por Plasma (RP)

Entre los métodos existentes, el RP es uno de los que ha sido utilizado en la
fabricacion de implantes dentales comerciales para el recubrimiento superficial con
HA*', material que debido a sus propiedades biocompatibles es el mas comunmente

empleado para recubrir superficies de implantes dentales’>>.

El RP consiste en la inyeccion de un material (por ejemplo, HA) a través de una

antorcha de plasma, a altas temperaturas y a altas velocidades sobre una superficie

10



(por ejemplo, titanio), donde se condensan y se fusionan entre si, formando una
pelicula. (Figura 1) Los revestimientos pueden ser depositados con un espesor que

’ o s17 1
varia desde unos pocos micréometros a unos pocos milimetros’'.

Debido a que la oseointegracion nos brinda una manera de medir la
biocompatibilidad y la respuesta inflamatoria de implantes intradseos,’*** estudios in
vivo demuestran que los implantes recubiertos con HA mediante el tratamiento de
superficie de RP logran oseointegracion, e incluso que la calidad y cantidad de hueso

. . . 4
neofomado es superior a los controles sin recubrimiento de HA***

, también se ha
demostrado oseointegracion temprana en comparaciéon con implantes no recubiertos

.. .41
en un estudio in vivo .

Sin embargo, los implantes dentales con recubrimiento de HA mediante el método de
RP también se han asociado con problemas clinicos como la pérdida del implante.
Una de las posibles explicaciones es la consecuente pérdida del recubrimiento de la
superficie del implante de Ti y el fracaso en la interfase implante-recubrimiento, a
pesar del hecho de que el revestimiento tiene una buena sujecion al tejido 6seo. La
discrepancia en la disolucion entre las diversas fases que componen el revestimiento
ha dado lugar a la pérdida del recubrimiento, de liberacion de particulas y por tanto el
fracaso clinico de los implantes. La pérdida del recubrimiento reportada en
situaciones clinicas, donde la eficacia del método de RP no es optima debido al

tamafio de los implantes dentales****.

11
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Direccion de las particulas disparadas
sobre la superficie del sustrato
Figura 1. Procesamiento de RP. El grafico representa la proyeccion de particulas
hacia el sustrato Donde la antorcha de plasma que. Los asteriscos celestes
simbolizan las particulas que se proyectan. (Adaptado de Mantry S,
Mishra BK, Chakraborty M. Parametric appraisal of process parameters
for adhesion of plasma sprayed nanostructured YSZ coatings using

Taguchi experimental design. Scientific World Journal. 2013: 527491.

Collection 2013.)%
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Friccion Batida (FB)

La FB es un método que consiste en insertar y desplazar un pin metalico no
consumible que rota a una determinada velocidad sobre un material sustrato. La
friccion generard una reaccion térmica que lograra plastificar el material; al tener esta
cualidad en el material se permite que otro material pueda agregarse, logrando asi un
compuesto entre el material sustrato sobre el que se trabajo la rotacion del pin y otro

material que se agreg6 luego sobre la zona plastificada*®"

. (Figura 2) Recientemente
Muiiante’ logro fabricar exitosamente nanocompuestos superficiales de nHA en

sustratos de titanio, el cual es uno de los pocos estudios encontrados acerca del uso de

la FB para la fabricacion de compuestos de Ti y nHA.

13



Direccion de
avance del pin

Pin fotatorio

Parte del sustrato procesado
conteniendo el biomaterial

Sustrato

Figura 2. Friccion Batida. El grafico representa como el pin rota y avanza en un
trayecto en linea recta sobre la superficiede un sustrato y genera una region
pléstica. (Adaptado de Mishra RS, De PS, Kumar N. Friction stir welding

and processing: Science and engineering. Springer; 2014.)*
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Antecedentes de la investigacion

Tilmaciu y colaboradores™ (2015) evaluaron in vivo e in vitro la eficacia
antibacteriana y la biocompatibilidad de especimenes de titanio recubiertos con plata
mediante una reaccion de acido mercaptododecilfosfonico (MDPA) seguido de una
reaccion con nitrato de plata (AgNOs). Utilizaron 20 ratones (5 ratones por grupo). La
tolerancia de especimenes de titanio recubiertos con plata se evalué en ratones
inmunocompetentes DBA después de la implantacion subcutanea de discos de 10 mm
de didmetro y 1 mm de espesor (se colocaron 10 discos en 5 ratones, un espécimen
experimental y uno control por cada raton) en la parte dorsal de ratones. Los ratones
se sacrificaron en el dia 7 y 21 después de la implantacion. Los tejidos que rodean los
implantes fueron fijados en solucion de formaldehido al 4% durante 24 horas y
procesados en histologia de rutina. Secciones de 3 micras fueron desparafinadas e
hidratadas antes de la tinciéon por solucion de hematoxilina y eosina. El andlisis
histolégico confirmd la presencia en mayoria de tejido fibroso y grasa, asi como
vasos sanguineos en el dia 7. En algunos lugares, se observaron signos leves de
inflamacion, pero no se registrd alguna respuesta inmune grave, debido al rechazo del
implante. Al dia 21, se hicieron observaciones similares para ambos tipos de
especimenes. Concluyeron que tanto los especimenes experimentales y controles

fueron bien tolerados.
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Lamers y colaboradores™ (2012) tuvieron como propdsito determinar la respuesta
inmune in vitro € in vivo de especimenes de silicona con nanoranuras. En este estudio
los patrones nanoestriados de las nanoranuras fueron creados mediante el uso de la
litografia interferencias laser y grabado i6nico reactivo. Las nanoranuras creadas
imitan el entorno natural de la matriz extracelular. En el estudio in vivo realizado con
la implantacion subcutdnea de los especimenes en ratones, durante 14 dias se
observo, mediante microscopia confocal de barrido laser, que las nanoranuras
mejoraron la adhesion celular guiada, y pocas células multinucleadas se formaron. De
acuerdo con los resultados del estudio in vitro, se encontré que la produccion de
citoquinas era dependiente de las nanoranuras, como la interleucina 1p, TNF-a, TGF-
B y la osteopontina que también fueron reguladas. Los resultados indican que la
texturizacion de la superficie de un biomaterial, especialmente en la escala
nanomeétrica, se puede utilizar para controlar la activacion de macrofagos para inducir
una respuesta de cicatrizacion de la herida, en lugar de una profunda respuesta

inflamatoria.
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Lee y colaboradores” (2007) evaluaron la biocompatibilidad de especimenes de
Ti6Al4V (control) y de Ti6Al4V anodizado (experimentales). Utilizaron 48 ratones
en los cuales se evalud la reaccion de los tejidos conectivos subcutaneos abdominales.
Las muestras fueron implantadas en tejido subcutaneo abdominal de ratones, y se
mantuvieron durante 2 y 4 semanas. Se observaron capsulas fibrosas del tejido
conjuntivo alrededor de la vecindad de las muestras, y estas capsulas demostraron
albergar fibroblastos, fibrocitos, y otras células, incluyendo los neutréfilos,
macrofagos y células gigantes multinucleadas. El espesor medio de las capsulas
fibrosas observadas alrededor de los muestras experimentales era menor que la de las
capsulas vistas alrededor de muestras controles. Se obtuvo sangre de las colas de los
ratones experimentales y los andlisis de globulos se realizaron con el fin de evaluar
los niveles de leucocitos, globulos rojos, y trombocitos. Los resultados del anélisis de
sangre del grupo de especimenes controles y experimentales estaban dentro de los
rangos normales. Ademas, la biocompatibilidad de las muestras de aleacion de titanio
se evalud usando técnicas de cultivo celular, encontrando un numero de células MG-
63 cultivadas en los especimenes experimentales mayor que en los controles; sin
embargo, estos aumentos no fueron estadisticamente significativos. En conclusion, la
aplicacion de tratamiento de oxidacién a la superficie de aleacion de titanio parece

afectar de manera eficaz y positivamente su biocompatibilidad.
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Mohammadi y colaboradores (2004)°® investigaron la respuesta 6sea a largo plazo de
implantes de titanio comercialmente puro maquinados sin y con revestimiento de
fosfato de calcio (CaP). El tratamiento térmico se utilizd posteriormente para
aumentar la cristalinidad de los recubrimientos. Cuatro tipos de revestimientos (0.1 y
2.0 ym amorfos; 0.1 y 2.0 um cristalino) fueron fabricados; los implantes no
recubiertos sirvieron como control. Trescientos veinte implantes (64 de cada tipo)
fueron colocados en la cortical tibial y hueso trabecular femoral de 40 conejos. Los
conejos se sacrificaron nueve meses después de la colocacion de los implantes. La
evaluacion histomorfométrica reveld que los recubrimientos de CaP cristalino
lograron un contacto mayor de hueso-implante en la tibia y en fémur en comparacioén
al recubrimiento CaP amorfo y el titanio sin recubrimiento. Concluyeron que un
recubrimiento ultra delgado de CaP cristalina puede obtener y mantener una mejor
respuesta del hueso a largo plazo en comparacion con los implantes de Ti amorfos

revestidos o no, sin ningun tipo de reacciones tisulares adversas.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Evaluar la respuesta inflamatoria y reparacion del tejido conectivo frente a implantes

de Tiy nHA producidos mediante FB, en ratones (Mus musculus).

IV.2. Objetivos especificos

1. Determinar el tipo de respuesta del tejido conectivo segiin presencia o no de nHA
en el Ti a los 14 dias.

2. Determinar el tipo de respuesta del tejido conectivo segiin presencia o no de nHA
en el Ti a los 28 dias.

3. Comparar los tipos de respuesta del tejido conectivo de los implantes a los 14
dias.

4. Comparar los tipos de respuesta del tejido conectivo de los implantes a los 28

dias.
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V. HIPOTESIS

Ha: Los implantes de Ti y nHA fabricados mediante FB (experimentales) tendran una
respuesta similar o mejor a los implantes de Ti (controles), en lomo de ratones (Mus

musculus).
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VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1. Diseiio de estudio
Experimental in vivo.

VI.2. Muestra

Se utilizaron ratones albinos (Mus musculus)’; que se adquirieron en el Bioterio del

INS. (Anexo 1)

La muestra utilizada en esta investigacion fue de 10 ratones, 05 ratones en el grupo de
14 dias y 05 ratones en el grupo de 28 dias de evaluacion. Para la obtencion del
tamafio de la muestra se tomd en consideracion la investigacion de Tilmaciu y

colaboradores™, quienes utilizaron 05 ratones por grupo de evaluacion.
VI1.3. Criterios de seleccion
VI1.3.1. Criterio de inclusion

e Ratones de 8 y 9 semanas de vida aproximadamente.
e Con 50a 70 gde peso.
e Sexo hembra.

e En buenas condiciones de salud.
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VI1.3. Variables (Operacionalizacion de variables (Anexo 1))

Variables Independientes

Implante

Definicion conceptual: Protesis, tejido o sustancia que se coloca en el cuerpo
para mejorar alguna de sus funciones, o con fines estéticos. (RAE)
Definicion operacional: Implante de Ti con o sin nHA.
Indicador: Descripcion del fabricante.
Tipo: Cualitativa.
Escala de medicion: Nominal.
Valores:
o Implante de Ti y nHA mediante FB;

o Implante de Ti sin nHA.

Tiempo

Definicion conceptual: Periodo determinado durante el que se realiza una
accion

Definicion operacional: Desde el momento de la colocacion del implante
hasta el sacrificio, medido en dias.

Indicador: Dias calendario.

Tipo: Cualitativa.

Escala de medicion: Ordinal.
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e Valores:
o 14 dias;

o 28 dias.

Se evaluo el tejido formado alrededor de los implantes a los 14 y 28 dias; teniendo en
cuenta los eventos fisioldgicos del proceso de inflamacion y reparacion luego de la

implantacion de un biomaterial®.
Variables dependientes
Inflamacion

e Definicion conceptual: Respuesta protectora del organismo contra la invasion
de componentes extrafios’.
e Dimensiones:
o a) Inflamacién Aguda >®;
* Definicion operacional: Predominio de células
polimorfonucleares.
* Indicador: Identificacion de células inflamatorias alrededor del
implante.
* Tipo: Cualitativa.
» Escala de medicion: Ordinal.
= Valores:
e Leve: <10 células inflamatorias por campo;

e Moderado: 10-50 células inflamatorias por campo;
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e Severo: >50 células inflamatorias por campo’’.
o b) Inflamacion Crénica>®.
* Definicion operacional: Predominio de linfocitos alrededor del
implante.
» Indicador: Identificacion de células inflamatorias.
* Tipo: Cualitativa.
= Escala de medicion: Ordinal.
= Valores:
e Leve: <10 células inflamatorias por campo;
e Moderado: 10-50 células inflamatorias por campo;

e Severo: >50 células inflamatorias por campo’’.

Reparacion

Definicion conceptual: Es la reorganizacion tisular ocurrida luego de una
lesion o enfermedad por crecimiento de nuevas células sanas®.

e Definicidn operacional: Area de tejido en reparacion circundante al implante.
e Indicador: Identificacion de células, fibras y vasos sanguineos.

e Tipo: Cualitativa.

e Escala de medicion: Ordinal.

e Valores:

o Tejido de granulacion inmaduro: presencia de fibroblastos,

neofomacion de vasos sanguineos;
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o Tejido de granulacion maduro: presencia de fibroblastos, neofomacion
de vasos sanguineos, fibras coladgenas;
o Inflamacion granulomatosa tipo cuerpo extrafio: granulomas con

presencia de células gigantes multinucleadas tipo cuerpo extrafio.’
VI1.4. Técnicas y procedimientos
Preparacion de los implantes
a. Preparacion del material

El Ti para la elaboracién de todos los implantes que se utilizd en el estudio fue de
grado 5 (Ti6AI4V) segun la clasificacion de la ASTM". Se utilizé una placa de
Ti6Al4V de la casa comercial Good Fellow de 10x10x2 mm a la cual se le realizaron
3 rieles, de una profundidad de 0.2 mm y 3 mm de ancho a lo largo de la placa
empleando una maquina de control numérico computarizado (VTC-16B, Yamazaki
Mazak Corporation, Japon) del taller de manufactura de la Facultad de Ingenieria

Mecénica de la PUCP.
b. Preparacion de los implantes de Ti-nHA mediante FB

Sobre los tres rieles preparados sobre la placa Ti6Al4V de 10x10x2 mm, se
depositaron nanoparticulas de HA pura (97% de pureza) de la casa comercial Sigma
Aldrich (EE.UU), de un didmetro < 200 nm y un 4rea superficial > 9.4m?/g teniendo
cuidado de empaquetar el polvo de nHA de forma homogénea. La placa fue fijada en

la maquina de control numérico computarizado (VTC-16B, Yamazaki Mazak
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Corporation, Japon) y se utilizdo como herramienta un pin de 16 mm de acero de alto
cabono (Bohler K346) para el proceso de FB. Se realizaron 4 ciclos con los siguientes

parametros: 1) avance: 800 mm/min, 2) rotacion: 800 rpm y 3) profundidad 0.03 mm.

Durante el proceso la temperatura se controld con un pirometro laser para evitar
alcanzar temperaturas altas, y mantener la temperatura por debajo de 850-900°C.
Finalmente la placa de Ti conteniendo particulas de nHA fue lavada en ultrasonido
con agua destilada por 10 min y almacenada en una manga estéril para luego ser
cortada en implantes de 4x5x2 mm. (Figura 3 y 4) Los implantes controles tuvieron

las mismas dimensiones que los implantes experimentales.

Los implantes fueron empaquetados de forma individual, esterilizados mediante calor
humedo a una temperatura 123°C a 133°C con una presion de 1.3 a 2.1 kgf/cm® por

16 min y almacenados para dar paso a las cirugias.
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Figura 3. Espécimen comparado con una sonda periodontal PQW Hu-Friedy ®.

Figura 4. Dimensiones de los implantes.
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Consideraciones en el cuidado de los ratones

Los ratones tuvieron un habitat que cumplié con los parametros establecidos por el
INS®, el cual consté de un microambiente y un macroambiente. El periodo de trabajo

con los ratones fue dividido en prequirtrgico, quirdrgico y postquirargico.
Microambiente

Los ratones fueron alojados en cajas transparentes de policarbonato provistas de tapas
de acero inoxidable con filtro. Las cajas tuvieron un 4rea minima de 480 cm’. La
altura de las paredes fue > de 12.7 cm. Se colocaron 06 ratones por caja en la etapa
prequirurgica y posteriormente a la etapa postquirurgica fueron separados a 1 raton
por caja; el lecho fue recubierto con viruta de madera esterilizada. Se les administrd
agua de mesa (Cielo ®) “ad libitum” en frascos bebederos de policarbonato y

alimento balanceado para roedores que se adquiri6 en el Bioterio del INS.
Macroambiente

Los animales fueron mantenidos en un ambiente con una temperatura de 20-25 °Cy
con una humedad entre 40 y 70% que fue medido con un termohidrémetro. El
ambiente cont6 con luz artificial de lamparas fluorescentes tipo luz de dia, de manera
que todas las cajas, independientemente de su ubicacion, recibieron intensidades
similares de luz. Se programaron 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, para lo cual
se utilizd un reloj temporizador. Se minimiz6 la generacion de ruidos innecesarios.
No se utilizaron productos que emanaran olores, que sean irritantes y desodorizantes

en el ambiente donde estuvieron alojados los ratones™.
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Bioseguridad

El personal que trabajo en el bioterio tuvo una capacitacion, de acuerdo con las
caracteristicas de las instalaciones, numero de animales mantenidos y la naturaleza de
la investigacion que se realizd. Fue responsable de la atencion y mantenimiento
correcto de los animales asignados. Con relacion a la bioseguridad, el personal debid
identificar y evaluar los peligros y riesgos que son propios cuando se trabaja con
ratones (mordidas, alérgenos y zoonosis) y de los materiales utilizados en el bioterio
(agentes quimicos de limpieza y sustancias biologicas peligrosas) en la intensidad de

la exposicion, su duracién y frecuencia de uso’".
Eliminacion de desechos

El area de eliminacion de desechos proporcion6 espacio para el almacenaje apropiado
de material relacionado con los animales, excrementos, camas sucias, cadaveres,
materiales peligrosos, etc. Los desechos colocados fuera de las instalaciones se
mantuvieron en recipientes cerrados herméticamente. Se usd bolsas rojas para el
material bioldgico contaminado y bolsas de color negro para material sucio o

desechos no contaminados>®.
Manejo prequirurgico

Los ratones tuvieron un periodo de aclimataciéon de 02 semanas, luego de ser
adquiridos, en un ambiente que cumplia con todas las recomendaciones para el

manejo de ratones de experimentacion’™.
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Los animales recibieron alimento en cantidad y calidad suficiente para sus
necesidades y conservar su salud. Tuvieron acceso libre al alimento dosificado, éste
se colocd en diferentes puntos para minimizar la competencia por €l y asegurar que
todos los ratones lo consuman. El alimento fue registrado y almacenado en
contenedores. No fue expuesto a temperaturas mayores de 25 °C y humedades
mayores de 60%, condiciones insalubres, luz, insectos y roedores. Los contenedores

fueron lavados regularmente y permanecieron en un lugar determinado’®.

La provision de agua fue cambiada diariamente eliminando todo el contenido del
frasco de bebida. Los frascos fueron lavados y desinfectados por lo menos una vez
por semana. Los desechos fueron colocados fuera de las instalaciones y colocados en
recipientes herméticamente cerrados. Las cajas donde estuvieron los ratones tuvieron
hojas de registro acerca de los procedimientos de alimentacidén, grupo al que

pertenecieron y los controles realizados™.

Cada raton fue capturado, de la caja donde habitaba, por la region media de la cola
con los dedos indice y pulgar. Se colocd sobre una superficie rugosa y con los dedos
de la mano izquierda se le pellizc6d suave y firmemente en la parte posterior del cuello

y los hombros para ser levantado con la mano.

La aplicacion de la anestesia para la sedacion fue por via intraperitoneal utilizando
clorhidrato de ketamina de 100 mg/mL y clorhidrato de xilacina de 20 mg/mL, en
dosis de 50 mg/kg y 3 mg/kg respectivamente, usando jeringas de tuberculina y

agujas calibre 25-27 G de %2 a 1 pulgada de bisel pequefio. La anestesia local que se le
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aplico en el lomo fue por via subcutdnea; se utilizé clorhidrato de lidocaina al 2% y

agujas calibre 25-27 G de ' a % pulgada con jeringas de tuberculina’®.
Manejo quirurgico

Una vez anestesiados los ratones en orden se procedio a rasurar la zona operatoria en
el tercio anterior del lomo. Se realizo una incision de 8 a 10 mm en sentido
anteroposterior en la mitad derecha anterior y en la mitad izquierda anterior. (Figura
5) Los implantes se colocaron a nivel subcutdneo de modo que la base mas ancha
estuviera paralela al lomo del animal, luego se sutur6 el area con aguja cortante 3/8
de circulo, de 15 mm, con hilo de 4cido poliglicélico de calibre 6/0 con puntos

simples. En cada raton se colocaron 2 implantes, uno experimental y uno control.
Manejo postquirirgico

Se aplicd enrofloxacina 10% inyectable y tramadol clorhidrato 50 mg/mL por via
intramuscular y se control6 al ratén hasta que despertd del efecto anestésico. Cada
raton, luego del procedimiento quirurgico, fue colocado en una caja individual.

Posteriormente se mantuvieron los cuidados que se tuvieron durante el prequirurgico.
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Lomo de raton

Figura 5. Zona operatoria donde fueron realizadas las incisiones. Demarcadas por

las 2 lineas punteadas en la zona anterior del lomo del raton.

Figura 6. Tejido circundante a los implantes obtenido del lomo del raton.
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Sacrificio de los ratones

En los dias postquirurgicos 14 y 28, se procedi6 al sacrifico de cada grupo segin el
orden. Se utilizd pentobarbital soédico 6.5 g/100 ml en una dosis 50-75 mg/kg hasta
llegar a un plano anestésico y luego se aplico el agente eutandsico TOI®
intratoraxicamente®. La eutanasia se realiz6 debido a que se retird una parte
considerable de piel lo cual seria incompatible con la vida. Todos los procedimientos,
cuidados y el ambiente de hébitat de los ratones fueron realizados de acuerdo a la

Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: raton; elaborado por el INS™.
Obtencion del tejido a analizar

Se obtuvieron las muestras con un margen de seguridad de 10 mm con el uso de
bisturi. (Figura 6) El tejido fue fijado en formol al 10% por 2 dias; y posteriormente
se retird cuidadosamente el implante de los tejidos. Luego fueron procesadas en el
Laboratorio de Patologia del Departamento de Medicina y Cirugia Bucomaxilofacial
de la Facultad de Estomatologia de la UPCH, en laminas histopatologicas mediante la

coloracion Hematoxilina-Eosina.

El patologo del Departamento de Medicina y Cirugia Bucomaxilofacial de la Facultad
de Estomatologia de la UPCH responsable de la calibracion y de la evaluacion de las

laminas histopatolédgicas fue el Mg. Esp. Carlos Vladimir Espinoza Montes.
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Protocolo de evaluacion de las laminas histopatolégicas

Se utilizé un microscopio de luz multicabezal, (BX50F4, Olympus Optical Co., Ltd.,
Japon), para realizar las observaciones, empleando lentes de 40x. La observacion y
conteo de células se realizd por campos. El investigador fue calibrado para la lectura
de las laminas histopatologicas con un especialista del area de Patologia Oral. (Anexo

3)

Se evalud toda la superficie que estuvo en contacto con el implante, tomando en

cuenta los siguientes pardmetros:

Si toda la superficie presentd caracteristicas de inflamacién aguda, se optd por
clasificarla como inflamacion aguda.

Si gran parte de la superficie presentd caracteristicas de inflamacién aguda, pero en al
menos un punto se presentaron células caracteristicas de inflamacidon cronica, se
clasificod como inflamacion cronica.

Si toda la superficie presenta caracteristicas de inflamacion cronica, se clasificé como

inflamacioén cronica.

Se tuvo en consideracion que la inflamacion aguda se presentd primero que la
inflamacién cronica, dato que sirvid para poder diferenciar entre inflamacion crénica

e inflamacién crénica reagudizada.

En tanto a los patrones establecidos para la observacion de la reparacion:
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Si se identificé fibroblastos, neoformacion de vasos sanguineos, se clasifico como
tejido de granulacion inmaduro.

Si de identificaron las caracteristicas anteriores mas fibras coldgenas, fue clasificada
como tejido de granulacion maduro.

Si se identificd la formacioén de un granuloma mas la presencia de células gigantes
multinucleadas tipo cuerpo extrafio fue clasificada como inflamacién granulomatosa

tipo cuerpo extrafo.
VLS. Plan de analisis

Los datos fueron recolectados en una hoja de célculo de Excel® y luego procesados
con el paquete estadistico SPSS 22®. Se realizo la elaboracion de tablas descriptivas
y tablas comparativas. Debido a que se tuvo que comparar dos grupos mediante
proporciones y las muestras fueron pequeias se aplicé la prueba de Fisher. Los datos

con valor p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
VI.6. Consideraciones éticas

Aprobado por el Comité Institucional de Etica para el uso de animales - CIEA
mediante el documento CONS-CIEA-010-2016; y posteriormente se presentd una
enmienda que también fue aprobada. (Cddigo de inscripcion al SIDISI: 66266)

(Anexo4y)5)

Se sigui6 el principio de las tres R de la experimentacion humanizada para con los
animales, propuesta por William Russell (zo6logo y psicologo) y Rex Burch

(microbidlogo) en 1959: Reducir, Reemplazar y Refinar®.
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VII. RESULTADOS

En la evaluacion a los 14 dias se encontro6 inflamacion cronica moderada alrededor de
01 implante (en 01 implante de Ti sin nHA) (10%), Inflamacién cronica severa
alrededor de 03 implantes (en 01 implante de Ti sin nHA, y en 02 implantes de Tiy
nHA) (30%), tejido de granulacion inmaduro alrededor de 05 implantes (en 02
implantes de Ti sin nHA, y en 03 implantes Ti y nHA) (50%) y tejido de granulacién

maduro alrededor de 01 implante (en 01 implante de Ti sin nHA) (10%). (Tabla 1)

Al realizar la comparacion entre el tipo de respuesta del tejido conectivo a los 14 dias
y si contenia 0 no nHA, no se encontrd diferencia estadisticamente significativa.

Prueba de Fisher (p > 0.05). (Tabla 1)

En la evaluacion a los 28 dias se encontro tejido de granulacion maduro alrededor de

los 10 implantes (100%). (Tabla 2)

Al realizar la comparacion entre el tipo de respuesta del tejido conectivo a los 28 dias
y si contenia o no nHA, no se calcul6 la prueba de Fisher porque los valores fueron

constantes. (Tabla 2)
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Tabla 1. Respuesta inflamatoria y reparacion segin la presencia de nHA a los 14

dias.
Implante de Ti
Tipo de respuesta n % Sin nHA Con nHA p
n % n %
Inflamacion cronica moderada 1 100 1 10.0 0 0.0
Inflamacion cronica severa 3 30,0 1 10.0 2 20.0

1.00
Tejido de granulacion inmaduro 5 500 2 20.0 3 30.0

Tejido de granulacion maduro 1 100 1 10.0 0 0.0

n: Frecuencia absoluta.
%: Frecuencia relativa.

Prueba de Fisher (p > 0.05).
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Tabla 2. Respuesta inflamatoria y reparacion segun la presencia de nHA a los 28

dias.
Implante de Ti
Tipo de respuesta n % Sin nHA ConnHA p
n % n %
Tejido de granulacion 10 100 5 50.0 5 50.0 -
maduro

n: Frecuencia absoluta.
%: Frecuencia relativa.

No se calculd la prueba de Fisher porque los valores fueron constantes.
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VIIL. DISCUSION

En esta investigacion se encontrd que no hay diferencia en el tipo de respuesta tisular
al evaluar implantes con HA o sin HA a los 14 o a los 28 dias. Actualmente esta
investigacion es una de las primeras en evaluar la respuesta biologica que se da tras la
implantacion de estos implantes utilizando el método de FB para la creacion de
compuestos de Ti y nHA, a diferencia de otras técnicas que logran la formacion de
una pelicula de biomaterial sobre la superficie del sustrato que en su mayoria es
titanio; la ausencia de investigaciones que tengan las mismas variables hace dificil
poder comparar los resultados que se obtuvieron. Pero aun asi, se podrian comparar
con las investigaciones de Tilmaciu y colaboradores®, donde evaluaron la
biocompatibilidad de especimenes de Ti6Al4V recubierto con una capa de plata en
tejido subcutaneo de lomo de ratones a los 7 y 21 dias, encontrando una respuesta
similar entre los especimenes experimentales y controles; y Lee y colaboradores,
quienes evaluaron la biocompatibilidad a través de examenes sanguineos e
histopatologia de la cépsula de tejido fibroso que se formo alrededor de Ti6Al4V y
otros especimenes de titanio anodizado que fue implantado en tejido subcutdneo de
ratones a las 2 y 4 semanas. Estas investigaciones tuvieron una metodologia similar, y
resultados similares demostrando una buena respuesta por parte de los especimenes

experimentales y sus controles.

M¢étodos nuevos de aplicacion de nHA a la superficie han sido investigados in vitro
para analizar la respuesta biologica: Liu y cols®' demostraron que hay una mejora de

la osteogénesis en el Ti recubierto con nHA mediante tratamiento térmico alcalino;
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Zhao y cols® encontraron propiedades bioactivas y capacidad de unién ésea de
Titanio con Ca-P en su superficie mediante activacién acida; Yang y cols®
demostraron que se promueve la osteogénesis in vitro, se acorta el periodo de
cicatrizacién Osea y hay una mejora en la osteointegracion en implantes de Ti
recubierto con Sr-HA mediante deposicion electroquimica; Lu y cols® encontraron
una buena biocompatibilidad en Ti recubierto con HA y Ag igualmente, mediante
deposiciéon electroquimica; y Hu y cols® demostraron biocompatibilidad y alta
bioactividad de Ti recubierto con nHA mediante deposicion electroquimica. Estos
estudios demuestran que la nHA mejora la respuesta bioldgica in vitro, también se
deberian de tener en cuenta sus propiedades al momento de interactuar con el tejido
conectivo, pero el método de medicion empleado en este estudio no permitid apreciar

claramente el desenvolvimiento de estas caracteristicas al utilizar la nHA.

El método de friccion batida logra obtener un compuesto unico, que podria evitar el
desprendimiento de nHA en cantidades que comprometan la estabilidad del implante
una vez colocado en hueso, lo cual es una ventaja en comparacion al método de
rociado por plasma que deja una pelicula de nHA en el titanio que podria

desprenderse en su totalidad*'**.

En esta investigacion se encontré inflamacion cronica moderada y severa a los 14
dias, tejido de granulacion maduro e inmaduro que corresponden a los estadios de
reparacion. Lo encontrado nos da a entender que el proceso inflamatorio como se
precisa es dindmico y pueden encontrarse inflamacion cronica como evolucion de la

inflamacion aguda, y en algunos casos tejido de granulacion; a los 28 dias el proceso
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de reparacion se encontr6 en todas las ldminas, lo cual también reafirma que, al pasar

por una etapa de inflamacion, el tejido reparara.

Luego de la implantacion de un biomaterial, la inflamacion y la reparacion se daran
como proceso de cicatrizacion de los tejidos, estos eventos ocurriran en simultdneo en
algunas etapas®®. El resultado de la interaccion de los componentes de los
especimenes que estén en contacto con las células, en este caso del tejido conectivo,

determinard que el espécimen pueda utilizarse como un biomaterial.

La utilizacion de Ti6Al4V como material para la elaboracion de implantes tiene
resultados favorables en cuanto a su biocompatibilidad in vivo, como lo demuestraron
Kim® y Oh®. El Ti interactia con los fibroblastos estimulando la adhesion,
proliferacion y aumento significativo en la deposicion y maduracion de coldgeno, la
produccion de fibronectina y la activacion de enzimas de remodelacion en etapas

970 Como también lo demostré6 Markhoff y cols’' in vitro, quienes

tempranas
encontraron que Ti6Al4V provocé un aumento de la produccion de MMP-1 en
osteoblastos con una ligera sintesis de colageno tipo 1 y un aumento en la sintesis de
colageno tipo 1 en fibroblastos acompafiado de una minima produccion de MMP-1;

estas caracteristicas encontradas en conjunto confirman su participacion en el proceso

inflamatorio.

La HA también reporta una buena respuesta in vitro y biocompatibilidad frente a
fibroblastos como lo demostré Comin y col”>. Como se evidencia, tanto el Ti y la

nHA interactian de manera favorable con el proceso de cicatrizacion, y este estudio
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demostrd que al ser fabricado un compuesto de estos biomateriales la respuesta del

tejido conectivo visto en histopatologia convencional fue similar al de los controles.

Estos sucesos ocurridos tanto en la evaluacion de los grupos experimentales como los
controles establecen que hay una respuesta similar en ambas situaciones. La
aplicacion de nHA mediante la FB no afectaria el proceso biologico, pero queda atn
por investigar con examenes mas sofisticados para evaluar si elementos del implante
Ti y nHA afectaran la oseointegracion. Al de demostrar que el implante investigado
posee una respuesta similar del tejido conectivo circundante, deberian realizarse
estudios de oseointegracion para conocer su eficacia frente a la respuesta O0sea; hasta

ese momento toda evidencia cientifica deberia ser tomada en consideracion.
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IX. CONCLUSIONES

Los implantes de Ti con nHA obtenidos mediante FB mostraron una respuesta

inflamatoria y reparacion similar a los implantes de Ti sin nHA.

1. Los tipos de respuesta en el tejido conectivo alrededor de los implantes que se
encontraron a los 14 dias fueron inflamacidon cronica moderada, inflamacion
cronica severa, tejido de granulacion inmaduro y tejido de granulacion maduro.

2. El tipo de respuesta del tejido conectivo alrededor de los especimenes que se
encontro a los 28 dias fue tejido de granulaciéon maduro en los implantes de Ti
con nHA y sin nHA.

3. La respuesta inflamatoria y la reparacion del tejido conectivo entre los grupos de
implantes con nHA y sin nHA a los 14 dias es similar.

4. La respuesta inflamatoria y la reparacion del tejido conectivo en los grupos de

implantes con nHA y sin nHA a los 28 dias es similar.
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ANEXO 1

CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

. Definicion Definicion . . Escala de
Variable . Indicador Tipo . er Valores
conceptual operacional medicion
Protesis, tejido o Implante de Ti y
sustancia que se nHA mediante FB
coloca en el
cuerpo para Implante de Ti con| Descripcion o .
Implante ) ho P P . p Cualitativa Nominal
mejorar alguna de o sin nHA del fabricante Implante de Ti sin
sus funciones, o P HHA
con fines
estéticos.
Desde el momento 14 di
., ias
., de la colocacion
Duracion de las . ,
) ) del implante hasta Dias e .
Tiempo cosas sujetas a o : Cualitativa Ordinal
el sacrificio del calendario
mudanza 28 dias

animal, medido en
dias




ANEXO 1

CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Definicion

Definicion

Escala de

Variable Dimension . Indicador Tipo . .. | Valores
conceptual operacional medicion
Leve: <10 células inflamatorias
Predominio por campo
Inflamacion de células Iden"uﬁlc acton litati hal Moderado: 10-50 células
Aouda PMNs de células . Cualitativa | Ordina inflamatorias por campo
Respuesta g alrededor del |inflamatorias
protectora del espécimen Severo: >50 células inflamatorias
organismo or campo
Inflamacion |contra la p P
invasion de Leve: <10 células inflamatorias
componentes . or campo
extrfﬁos . Predominio Identificacion ’ ° .
Inflamacion | de linfocitos . o . Moderado: 10-50 células
s de células Cualitativa | Ordinal . .
Cronica alrededor del |. . inflamatorias por campo
espécimen inflamatorias
p Severo: >50 células inflamatorias
por campo
Tejido de granulacion inmaduro:
presencia de fibroblastos,
Es la e ,
L, neofomacion de vasos sanguineos
reorganizacion
tisular ; Tejido de granulacion maduro:
. Areas de . sy X
ocurrida luego teiido en Identificacion presencia de fibroblastos,
. de una lesion ) y de células, o . neofomacion de vasos sanguineos,
Reparacién reparacion Cualitativa | Ordinal ;
o enfermedad fibras y vasos fibras colagenas
alrededor del ;
por o sanguineos - .
especimen Inflamacién granulomatosa tipo

crecimiento de
nuevas células
sanas

cuerpo extrafio: presencia de
granulomas con presencia de
células gigantes multinucleadas
tipo cuerpo extrafio




