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RESUMEN

La oseointegracion de un implante dental estd condicionada por el tipo de material
del implante, su topografia superficial y el tipo de recubrimiento. Aunque son varios
los materiales utilizados para la fabricacion de implantes dentales, actualmente el
titanio es el material de preferencia por a su comportamiento inerte al entrar en
contacto con los tejidos bioldgicos. Como la topografia superficial influye en la
adhesion y proliferacién celular, los implantes dentales son sometidos a
tratamientos que crean irregularidades superficiales en la escala micro y sub-
micrométrica. Asi mismo, recubrimientos basados en minerales de origen organico
son utilizados para mejorar la deposicion de hueso sobre el implante. El objetivo de
este estudio es realizar el cultivo de células osteoblasticas sobre sustratos de Ti-
6Al-4V con cuatro tipos de superficies tipicamente usadas en implantes dentales
para determinar cual de ellas tiene mejor comportamiento en términos de adhesién
celular, proliferacién celular y biomineralizacion. Las células osteobldsticas fueron
cultivadas durante 24 horas para el ensayo de adhesion y durante 1, 2, 5,6y 7
dias para el ensayo de proliferacion. La biomineralizacion fue evaluada
caracterizando mediante stereo zoom y SEM los depdsitos de mineral coloreados
mediante la técnica de tincidn con alizarina roja. La cuantificacion de estos
depositos de mineralizacidn se realizd utilizando una herramienta de procesamiento
de imagenes. Los resultados obtenidos revelan que las superficies rugosas y con
recubrimiento poseen mejor comportamiento. Ninguna de las superficies estudiadas
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tuvo caracter toxico para las células y todas presentaron perfiles de adhesién
celular, proliferacién celular y biomineralizacidn.

Palabras clave: implante dental, morfologia superficial, activacién de osteoblastos,
cultivo celular, oseointegracion.

ABSTRACT

The bone integration of dental implants is dependent of type of material of implant,
its superficial topography and also by the type of coating. Although there are many
the materials used for the manufacture of dental implants, currently the titanium is
the choice material by its inert behavior when it contact with biological tissues. As
the superficial topography influenced on cellular adhesion and proliferation, the
dental implants underwent treatments creating superficial irregularities in the micro
and sub-micrometric scale. Likewise, the coats based on organic-origin minerals are
used to improve the bone deposition on implant. The aim of present paper is to
carry out the osteoblasts cells culture on Ti-6AI-4V substrates using four different
types surfaces typically used in dental implants to determine which of them have
the better behavior in terms of cellular adhesion, cellular proliferation and
biomineralization. The osteoblasts cells were cultivated during 24 hr for the
adhesion assay and during 1, 2, 5, 6 and 7 days for the proliferation assay. The
biomineralization was assessed by characterization with estereozoom and SEM of
the mineral depots colored using dying technique with red alizarin. The quantization
of these mineralization depots was performed using a tool of images processing.
The results obtained showed that the rough surfaces and coated have a better
behavior. None of the study surfaces had a toxic character for cells and all showed
cellular adhesion profiles, cellular proliferation and biomineralization.

Key words: Dental implant, superficial morphology, osteoblasts activation, cell
culture, bone integration.

INTRODUCCION

Un implante dental es un dispositivo de biomaterial insertado en el hueso
mandibular para reemplazar la raiz de un diente ausente y lograr una conexion
firme, estable y duradera con el hueso circundante en un proceso denominado
oseointegracién.!? Una adecuada oseointegracién estd condicionada a la aceptacién
del implante por parte de los tejidos vivos asi como a la formaciéon de nuevo hueso
alrededor del implante.?® Esta conexion o interfase hueso-implante dental depende
de factores bioldgicos y factores asociados al paciente,*%* el disefio del implante y
su superficie,>® la distribucion de cargas entre el hueso y el implante,®” y el
procedimiento quirdrgico para colocar el implante.??®

En esta interfase, durante la cicatrizacion de los tejidos y la formacion del nuevo
hueso tienen lugar una serie de eventos bioldgicos y bioquimicos que pueden ser
resumidos en cuatro etapas:®!° formacién del codgulo de sangre, degradacién del
coagulo (fibrindlisis), formacién de tejido granular (fibroplasia y angiogénesis), y
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sintesis de nuevo hueso y mineralizacién (modelado y remodelado éseo). Sin
embargo, cuando un cuerpo extrafio como un implante dental se inserta en el
cuerpo humano, su superficie interactia con los tejidos vivos de tal manera que
puede modificar la secuencia de eventos bioldgicos antes descrita.'**? Por lo tanto,
el éxito de la cicatrizacién en la interfase hueso-implante dental depende de dos
fendmenos adicionales: osteoinduccién y osteoconduccion.?*?

La osteoinduccién es el reclutamiento de células madres que de alguna manera son
estimuladas a proliferar como células formadoras de matriz dsea. Si estas células
logran colonizar la superficie del implante dental entonces se dice que esta
superficie es osteoinductiva®. Por su parte, la osteoconduccion se define como la
formacién de hueso sobre la superficie del implante.?*? Este Gltimo fenémeno
depende esencialmente de la biocompatibilidad del material del implante y las
caracteristicas de su superficie.!>*

Varios estudios evaluan la biocompatibilidad de diferentes materiales de uso comun
en la fabricacién de implantes dentales.>*> Se reporta que el titanio es el mejor
material a escoger debido a su alta resistencia a la corrosidon causada por el
ambiente fisioldgico y su estabilidad mecanica durante todo el proceso de
cicatrizacion.'®'” Se conoce ademas que el niobio, el tantalio, el circonio, el
vanadio, el aluminio y el molibdeno son los materiales mas favorables para ser
usados en aleaciones de titanio con fines biomédicos.'® Aunque estas aleaciones no
son téxicas y son altamente inertes,'”*® muchas de ellas no establecen una fuerte
conexidn con los tejidos circundantes y pueden llegar a inducir la formacion de
tejido fibroso en lugar de tejido dseo.'® Para evitar esto, las superficies de los
implantes dentales son expuestas a tratamientos superficiales que crean patrones
en la superficie metdlica del biomaterial en la escala micro y sub-micrométrica.
Estos patrones aumentan la retencién de moléculas presentes en la interfase
hueso-implante dental que conducen a un aumento en el grado de formacion de los
nuevos tejidos. Adicionalmente, el uso de recubrimientos con minerales inorganicos
mejoran la capacidad osteogénica de la superficie del implante con lo cual su
osteoconduccion es similar a la de una superficie dsea real.!:?°

Una adecuada morfologia superficial permite que las células osteogénicas se
adhieran y proliferen sobre la superficie del implante,'* se crea asi depdsitos de
mineral que constituyen la base de la formacién del nuevo hueso.”*? Por lo tanto,
las estrategias que modifican la superficie del implante conducen a implantes con
mejor respuesta osteoinductiva y osteoconductiva, y a tasas de deposicién de
hueso mas elevadas que resultan en una osteointegraciéon completa.*
Comercialmente, existe una amplia variedad de superficies en implantes
dentales,®'9?2, muchas de las cuales poseen una comprobada eficiencia clinica.
Sin embargo, varios de los mecanismos por los cuales una superficie es viable para
su uso en implantes dentales son ain motivo de investigacion.'® Debido a esto, la
validacion de nuevas superficies estd basada en pruebas experimentales con el uso
de técnicas de cultivo celular y modelos animales que en ningln caso estan
estandarizados.??** Por lo tanto, el estudio comparativo de diferentes superficies es
la manera mas acertada para realizar una evaluacion formal del comportamiento de
diferentes tratamientos superficiales y recubrimientos,?! metodologia que
curiosamente no es muy comun en la literatura.??

21,22

El propdsito de este estudio es analizar cuatro diferentes tipos de superficies de
implantes dentales mediante ensayos de adhesidn celular, proliferacion celular y
biomineralizaciéon con técnicas de cultivo celular y describir el comportamiento de
cada una de las superficies en un ambiente similar al fisioldgico y asi como
determinar cual de ellas tiene mejor respuesta en términos de las propiedades
osteoinductiva y osteoconductiva.
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MATERIALES Y METODOS
Sustratos

En este estudio se emplearon como sustratos 120 discos de Ti-6Al-4V con 15 mm
de didametro y 2 mm de espesor. Estos sustratos se dividieron en cuatro grupos de
acuerdo a su morfologia superficial: (1) maquinado, (2) superficie tratada con
chorro de arena y grabado acido (SBAE), (3) superficie recubierta con
hidroxiapatita (HA) y fosfato tricalcico (TCP), y (4) superficie recubierta con TCP y
tratada con grabado acido (TCP + acido). Todos los sustratos fueron
proporcionados por MIS Technologies Ltda. de Shlomi, Israel. La superficie
maquinada se obtuvo con un dispositivo de corte y pulido. La rugosidad y
microgeometria de la superficie SBAE se obtuvo por la accién abrasiva de particulas
de Al,O3 (300-400 mm) seguidas de grabado con HCI/H,S0,. La superficie TCP se
obtuvo por abrasion de particulas de HA/TCP (200-400 mm). La superficie TCP +
acido se obtuvo mediante abrasién con particulas de HA/TCP (200-400 mm) y
limpieza con HNOs.

Luego de su fabricacion, los sustratos fueron esterilizados con radiacién gamma y
empacados al vacio en un ambiente limpio. Antes de ser utilizados en los
experimentos descritos mas adelante, los sustratos fueron distribuidos en porta
muestras para cultivo celular de 24 pozos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA).
Estos porta muestras fueron expuestos a radiacion UV durante 12 horas y luego
autoclavados a 120 °C durante 6 horas.

Caracterizacion de superficies

La caracterizacion de la morfologia superficial de cada tipo de sustrato se realiz6 de
dos formas. Primero, se utilizd6 un microscopio de estereo zoom tipo Zeiss Stemi
SV11 con un lente de magnificacion de 4x, y con la ayuda de una camara de acople
tipo Zeiss AxioCam MRC5. De esta forma se obtuvieron imagenes (2,0 x 1,5 mm
de campo visual) de la macro estructura de las superficies. Luego, con el uso de un
microscopio electrénico de barrido SEM tipo LEICA Stereo Scan 440 a 20KV se
obtuvieron imagenes de la micro estructura de las superficies a una escala de 10
mm.

Cultivo celular

Para el cultivo celular se obtuvieron células osteoblasticas derivadas de
cementoblastoma mediante una técnica convencional de explante y caracterizadas
segln se reporta en otros articulos.?>* Durante este procedimiento se siguieron las
consideraciones éticas aprobadas por la Comision de revision interna de la Escuela
de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.?* Las células
fueron cultivadas en frascos para cultivo de 75 cm? con medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 % y una
solucion de antibidtico compuesta por 100 mg/mL de estreptomicina y 100 U/mL de
penicilina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Las células fueron incubadas a
37 °C en un ambiente con 95 % de aire y 5 % de CO,. En todos los ensayos se
utilizaron células del segundo pasaje.
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Adhesion celular

Tres muestras de cada unos de los cuatro tipos de sustrato fueron usados en este
ensayo. Para este ensayo las células fueron sembradas e incubadas durante 24
horas en 500 puL de medio de cultivo bajo condiciones estéandar, como se describid
anteriormente. Luego de la incubacion, las células sin adherir al sustrato fueron
retiradas mediante cuatro lavados con agua estéril. Las células que permanecieron
adheridas al sustrato fueron fijadas y tefiidas con 300 pL de una solucién
compuesta por 0,1 % de azul de toluidina y 3,5 % de paraformaldehido.?*?® Luego
de 24 horas a temperatura ambiente, 100 uL del sobrenadante fueron usados para
medir la absorcién dptica a 630 nm mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), esto debido a que el nimero de células adheridas al sustrato es
proporcional a la absorbancia de las muestras experimentales a 630 nm.2®

Proliferacion celular

Tres muestras de cada uno de los cuatro tipos de sustrato fueron utilizados en este
ensayo. Este ensayo esta basado en la habilidad de las dehidrogenasas
mitocondriales para oxidar el tiazol azul (MTT), una sal de tetrazolio (bromuro de 3-
(3,5+di-metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), en formazan azul.?® Para este
ensayo, las células fueron sembradas de forma similar al ensayo de adhesién e
incubadas durante 1, 2, 5, 6 y 7 dias. Diariamente se agregé medio fresco y
anticuerpo (500 pl) a los cultivos. Al final de cada término, las células fueron
incubadas con 60 pl de MTT a 37 °C durante 4 horas. Luego, se removio el
sobrenadante y se agregaron 250 de pl de dimetil sulféoxido (DMSO) a cada pozo.
Luego de 30 minutos de incubacion, se midié la absorbancia a 570 nm. Debido a
que la generacién de formazan azul es proporcional a la actividad de las
dehidrogenasas, la disminuciéon en la absorbancia a 570 nm proporciona una
medida directa de la tasa de proliferacion.?’

Biomineralizacion

Para el ensayo de biomineralizacion se utilizaron dos muestras de cada uno de los
cuatro tipos de sustratos. Las células fueron cultivadas en 500 ul de medio DMEM
suplementado con 10 % de SFB con solucion de antibidtico, 10 mM de b-
glicerofosfato, 50 pl/mL de &cido ascérbico, y 10”7 M de dexametasona. Los cultivos
fueron incubados a 37 °C durante 5 y 15 dias, y diariamente se les agregd medio
fresco y anticuerpo (500 pl).?® La biomineralizacién se evalué después de 5y 15
dias de cultivo. Luego de cada término, el sobrenadante se removid y las células
fueron deshidratadas usando etanol. Posteriormente, las muestras fueron cubiertas
con alizarina roja, pH 4,1, y mantenidas a temperatura ambiente durante 24 horas.
La tincion con alizarina roja es técnica histoquimica muy utilizada para detectar
depositos de calcio debido a que tifie los cristales de calcio creados durante el
proceso de biomineralizacién.?® Una vez tefiidas, las muestras fueron lavadas cinco
veces con SFB para eliminar el exceso de alizarina roja. Los cristales tefiidos fueron
caracterizados con el uso de un microscopio de estereo zoom (Zeiss Stemi SV11).
Para el caso de las superficies TCP y TCP + acido los cristales también se observd
con un microscopio electronico de barrido (LEICA Stereo Scan 440). Los cristales
coloreados fueron cuantificados digitalmente con el software Imagel (National
Institutes of Health, EUA) a través del cual se obtuvo el porcentaje del total del
area de la imagen que contiene deposicion de mineral. Para este analisis se usaron
dos imagenes de estereo zoom tomadas tras 5 y 15 dias de cultivo por cada uno de
los cuatro tipos de sustrato.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos mediante los ensayos descritos se evaluaron con un valor p <
0,05 para evaluar la significancia estadistica. Para los analisis estadisticos la empled
el estadigrafo Student's t-test presente en el programa SigmaStat V3.5 (Systat
Software, Richmond, CA, EUA).

RESULTADOS

Morfologia superficial

La morfologia superficial de los cuatro tipos de sustrato se caracterizé con
microscopio de estereo zoom y SEM. En la superficie maquinada a macro escala se
observaron estructuras onduladas radiales e igualmente espaciadas creadas
durante los procesos de cortado y pulido en la fabricacion del sustrato (ver Fig. 1A).
Las imagenes obtenidas con SEM muestran el perfil ondulado y paralelo de estas
estructuras a escala micrométrica (Fig. 1B). En la superficie SBAE la observacién a
macro escala mediante estereo zoom reveld una superficie con perfil granular (Fig.
1C). A escala micrométrica, estos granulos aparecieron como estructuras
superficiales de tipo "pico y valle" debido al proceso abrasivo durante la fabricacion
del sustrato (Fig. 1D). En el caso de la superficie TCP se encontraron
irregularidades con bordes y cortes como en la superficie SBAE (Fig. 1E y 1F).
Finalmente, la observacién de la superficie TCP+ acido mostré la mas compleja de
las texturas superficiales. A través del estereo zoom se observé una superficie con
un denso perfil granular (Fig. 1G) asociada a numerosas irregularidades con bordes
y cortes observadas mediante SEM (Fig. 1H).
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Fig. 1. Imagenes de stereo zoom y SEM de los cuatro
tipos de superficie empleadas en este estudio. Izquierda,
microscopia de stereo zoom (4x, barra = 0,5 mm).
Derecha, microscopia SEM (2 500x, barra=10m). A) y
(B) superficie maquinada, (C) y (D) superficie SBAE, (E)
y (F) superficie TCP, (G) y (H) superficie TCP+acido.
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Adhesion y proliferacion celular

Ensayos de adhesién y proliferacion celular se realizaron para evaluar las primeras
interacciones de las células osteoblasticas con la superficie del biomaterial. Para el
ensayo de adhesidn, el nimero de células adheridas a los sustratos se evalud luego
de 24 horas de cultivo. Los resultados se muestran en la figura 2 y estan dados en
término de la absorbancia medida a 630 nm. Se encontré diferencia estadistica
entre todos los resultados (p < 0,05, intervalo de confidencia del 95 %). La
adhesion de osteoblastos es favorecida por las superficies TCP y TCP + acido, lo
que supera en mas de 4 y 5 veces respectivamente el nivel de adhesion celular que
se encontrd en la superficie maquinada. Esto sugiere un incremento en la
interaccién celular como consecuencia de la presencia de bordes y cortes en la
superficie del biomaterial. Ademas, demuestra que la adhesion en superficies con
poco tratamiento superficial es menor, lo que corrobora la importancia de las
estructuras a micro y sub-micro escala sobre el sustrato de prueba.?%??

La figura 3 muestra los resultados del ensayo de proliferacion celulartras 1, 2, 5, 6
y 7 dias de cultivo. Los valores estuvieron dados en términos de la absorbancia a
570 nm, una medida proporcional a la actividad metabdlica de las células viables,
inversamente proporcional a la toxicidad del material.>* Como se muestra, todas las
superficies tienen una proliferacién negativa luego de 1 y 2 dias de cultivo,
posiblemente a causa de la muerte celular durante la confluencia inicial de la
siembra. Sin embargo, para la superficie maquinada, la superficie SBAE y la
superficie TCP entre los dias 2 y 5 de cultivo, los niveles de proliferacion
aumentaron casi linealmente hasta alcanzar un maximo de proliferacion en el dia
sexto de cultivo, después del cual los niveles disminuyeron ligeramente hasta el dia
7 de cultivo. Se encontré ademas que el maximo de proliferacién fue mayor en la
superficie SBAE. En contraste a lo anterior, el perfil de proliferacion de la superficie
TCP + acido mostrd una lenta disminucion entre los dias 1 y 2 de cultivo luego de lo
cual aumento de forma exponencial hasta el dia 7 de cultivo. No se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los resultados.

Biomineralizacion

El ensayo de biomineralizacion se llevo a cabo luego de 5 y 15 dias de cultivo con
alizarina roja como marcador de los cristales de mineral. La figura 4 muestra la
caracterizacion mediante microscopio de estereo zoom de la morfologia de estos
cristales. En términos cualitativos, en todas las superficies la presencia de cristales
(apariencia roja de las dos columnas de la figura 4) es mayor en el dia 15 de cultivo
comparada con el dia 5 de cultivo.®! Sin embargo, para las superficies maquinada
(Fig. 4A y 4B) y SBAE (Fig. 5C y 5D), el proceso de mineralizacion durante el
intervalo de tiempo de cultivo que se analiza no alcanzé a cubrir completamente la
superficie de los sustratos, de manera que parte de las lineas paralelas presentes
en la superficie maquinada (Fig. 4B) y parte de |la apariencia granular de la
superficie SBAE (Fig. 4D) son aun visibles al cabo de 15 dias de cultivo. Para las
superficies TCP (Fig. 4E y 4F) y TCP+acido (Fig. 4G y 4H) esto no sucede y de
hecho la mineralizacion aparece distribuida de manera homogénea sobre los
sustratos luego de 15 dias de cultivo (Fig. 4F y 4H). Debido a esta distribucion
homogénea del mineral, la formacién de cristales sobre estas dos superficies se
observo en detalle con el uso de microscopia SEM (Fig. 5). De esta forma, y luego
de 5 dias de cultivo (Fig. 5A y 5C), se encontraron extensiones celulares que
cubrian parte de las superficies denotando un estado de proliferacién previo al
comienzo de formacién de mineral.” Por su parte, luego de 15 dias de cultivo se
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encontraron cristales de alizarina roja en la escala microscépica que indican la
presencia de ndédulos de mineralizacion debajo de ellos (Fig. 5B y 5D).
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Fig. 5. Imagenes SEM del proceso de biomineralizacion en las
superficies TCP y TCP+Acido luego de 5 dias (izquierda) y 15
dias de cultivo (derecha). Barra=10 m. (A) y (B) superficie
TCP, (C) y (D) superficie TCP+Acido.

De acuerdo a los resultados de la figura 6 las superficies TCP y TCP + acido
poseyeron una mayor actividad de mineralizacién, las imagenes de estereo zoom
tomadas a estos dos tipos de sustratos fueron analizadas con el software Imagel.
Cada imagen fue escalada para ajustar las unidades. Se realizé6 segmentacion de la
imagen mediante umbrales de color y se usé como referencia un depdsito de
mineral (rojo oscuro) que se aprecia en la figura 5B. Las areas mineralizadas se
detectaron mediante la herramienta de medicién de areas. Los resultados
mostrados en la figura 6 corresponden al porcentaje de area total de la imagen
cubierto por mineral.

De acuerdo con la figura 6, luego de 5 y 15 dias de cultivo el porcentaje de area
total cubierto por mineral fue mayor en la superficie TCP que en la superficie TCP +
acido. Esto es plausible ya que el ensayo de actividad de la fosfatasa alcalina
mostré una mayor actividad en la superficie TCP. Hubo ausencia de diferencia
estadistica significativa en las dreas medidas para la superficie TCP + acido luego
de 5 dias y 15 dias de cultivo (p < 0,667), por lo que se estima una baja tasa de
formacion de mineral en este tipo de sustrato. Este hecho concuerda con el bajo
perfil de proliferacion mostrado por la superficie TCP + acido (figura 3) y la
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considerablemente baja variacién en la actividad ALP entre los dias 5y 15 de
cultivo en comparacién con la superficie TCP.

DISCUSION

Este estudio esta basado en los resultados obtenidos de pruebas in vitro de la
activacién de células osteogénicas en funcion de la morfologia superficial del
implante. Se reporta que para que exista una adecuada oseointegracion y
osteogénesis los implantes dentales deben tener superficies con patrones de
rugosidad similares a los dejados en la superficie del hueso durante el proceso de
resorcién y remodelado.'®?° Por lo tanto, estos patrones deben tener dimensiones
en la escala micrométrica con bordes y cortes en la escala sub-micrométrica.?’ La
caracterizacion de las superficies analizadas mediante SEM mostro la existencia de
micro estructuras en cada una de los cuatro tipos de superficie (figura 1). En la
superficie maquinada, estas micro estructuras correspondieron a estructuras
onduladas paralelas separadas aproximadamente 5-10 mm. Los resultados para las
superficies SBAE, TCP y TCP + acido muestran numerosas irregularidades del tipo
pico y valle, aunque la densidad de estas irregularidades es menor en la superficie
SBAE y mayor en la superficie TCP + &cido. Este cambio en la densidad del patrén
de rugosidad corresponde a las variaciones en la cantidad de irregularidades
superficiales creadas por los procesos de abrasion y corrosion.

Debido a que las irregularidades en escala sub-micrométrica influencian la creacion
de contactos focales y por lo tanto, la adhesidn celular, la deformacion del
citoesqueleto de las células y su orientacion,'® la superficie maquinada presentd el
rendimiento mas bajo en términos de adhesién celular (figura 2). Ademas, como la
presencia de recubrimientos basados en HA/TCP en las superficies TCP y TCP +
acido incrementd la osteoinduccidn,? los perfiles de adhesién en estos dos tipos de
superficie fueron mayores. A partir de los resultados presentados se infiere que la
presencia de una morfologia superficial en la escala sub-micrométrica y el uso de
recubrimientos basados en HA/TCP aumenta la adhesion celular 5,8 veces con
respecto a una superficie sin patrones de rugosidad y sin recubrimiento. Estos
resultados confirman que una adecuada superficie de implante dental no sélo debe
poseer una morfologia superficial caracterizada por la presencia de patrones de
rugosidad sino también un recubrimiento osteoconductivo que proporcione la
respuesta bioactiva, es decir, que promueva la formacion de compuestos basados
en H?gt;cr; la superficie del biomaterial al entrar en contacto con el tejido éseo in
vivo.™™

Por otra parte, para determinar la biocompatibilidad de las muestras, se evalué la
proliferacidon celular luego de 1, 2, 5, 6 y 7 dias de cultivo. Debido a que el titanio y
sus aleaciones poseen una comprobada biocompatibilidad,'® y especificamente la
aleacién Ti-6Al-4V posee una adecuada apacidad osteogénica.®! La superficie
magquinada se considera como el control del ensayo de proliferacidon. En la figura 3
se observa que las cuatro superficies tuvieron un perfil de proliferacién creciente y
en los casos de las superficies SBAE, TCP y TCP + acido los valores siempre se
encontraron por encima de los valores del perfil de control, segun lo cual, en
principio, ninguna de las superficies es toxica para las células osteoblasticas.*® Se
encontré que luego de 5 dias de cultivo, la proliferacién celular en las superficies
maquinada, SBAE y TCP decrece hasta un aparente nivel de saturacién en el dia 7,
que puede estar en relacién con la muerte celular debido a una elevada confluencia
celular en el area de los sustratos. A pesar que la superficie TCP + acido parece
alcanzar el mismo nivel de saturacién en el dia 7 de cultivo, su comportamiento de
caracter exponencial indica que el mecanismo particular de proliferacion celular en
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este tipo de superficie difiere del que existié en las demas. Ademas, aunque es
sobre la superficie TCP + acido que se encontré el mejor perfil de adhesion, fue sélo
hasta después del dia 5 de cultivo que las células comenzaron a proliferar.

Este retraso en la proliferacion se refiere tambien por otros autores®** como una

consecuencia de la elevada rugosidad superficial creada por la accion combinada de
las técnicas de abrasidn y corrosién®* durante la fabricacién de la superficie TCP +
acido. Aunque el mecanismo de sefializacién del retraso en la proliferacion es aun
desconocido, puede que sea causado por el aumento en las fuerzas de contacto que
inducen el reordenamiento de las células y retrasan o incluso restringen el ciclo
celular.®®> No obstante, esta reduccién en el perfil de proliferacién para la
superficie TCP + acido no fue suficiente argumento para considerarla como no
biocompatible ya que luego de 7 dias de cultivo las células alcanzé un nivel de
confluencia, lo cual solo es posible si las células permanecen viables durante todo el
tiempo de cultivo.?”

Luego de la proliferacién, las células osteoblasticas comienzaron la deposicién y
mineralizacion de la nueva matriz 6sea.’ La biomineralizacién fue esencial para el
rendimiento éptimo del implante dental, pues crea una conexién viable entre el
hueso vivo y la superficie del implante que precede la oseointegracion.>”° La
habilidad de las células osteoblasticas para producir nddulos de mineralizacion fue
evaluada mediante la caracterizacion de los depdsitos de mineral. Mediante el
ensayo de biomineralizacién se encontré que la superficie maquinada y SBAE
poseyeron una baja deposicion de mineral luego de 15 dias de cultivo como se
muestra en la figura 4. Por su parte, la observacién mediante SEM de las
superficies TCP y TCP+acido (figura 5) mostrd la evolucidon temporal de la
formacion de cristales de mineral desde el dia 5 de cultivo hasta el dia 15. La
agregacion de estos cristales (figuras 5B y 5D) es una prueba de la
osteoconductividad del sustrato por tanto las células osteoblasticas proliferaron
sobre la superficie al punto que inician la sintesis de nédulos de mineral, respuesta
propia de los osteoblastos maduros.”*° El andlisis cuantitativo de estos cristales que
se realizd6 mediante el procesamiento de imagenes resumido en la figura 6 confirma
que la superficie TCP es mas favorable para la actividad osteoblastica que la
superficie TCP + acido ya que el porcentaje de area total cubierta por depdsitos de
mineral es 2,74 veces mayor que el de la superficie TCP + acido.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se analizé la respuesta bioldgica de células humanas con
caracter osteoblastico sobre cuatro superficies de implantes dentales comunes para
determinar aquella con mejor comportamiento en términos de adhesion celular,
proliferacién celular y biomineralizacion. Los resultados del ensayo de adhesion
celular mostraron que las células osteoblasticas se adhieren a las superficies TCP y
TCP + acido de mejor forma que sobre las superficies maquinadas y SBAE. De
acuerdo a esto se concluyd que las superficies TCP y TCP + acido demostraron
tener una mejor osteoinduccidn. El ensayo de proliferacion celular mostré que luego
de 7 dias de cultivo la superficie TCP + acido poseyd la menor tasa de proliferacion,
debido a su mayor rugosidad superficial.**** El proceso de biomineralizacion se
evalud luego de 5 y 15 dias de cultivo con el fin de determinar la formacion de
nodulos de mineral sobre las superficies. Las diferencias entre las respuestas
osteoblasticas de los cuatro tipos de sustratos, caracterizadas por el adecuado perfil
de adhesion de la superficie TCP y su considerable alta tasa de proliferacion tras 7
dias de cultivo, fueron confirmadas por los resultados del ensayo de
biomineralizacién a partir del cual la superficie TCP fue mas favorable para la
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mineralizacién. La cuantificacién de los depdsitos minerales asi lo demuestra ya que
el porcentaje de area total de las muestras cubierto por mineral fue 2,1 veces mas
alto en la superficie TCP que en la superficie TCP + acido. Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la superficie TCP promueve la
formacion de depdsitos minerales, es decir, la osteoconduccion, a una tasa mayor
que las superficies maquinada, SBAE y TCP + acido. Aunque la formacion de matriz
0sea mineralizada es el proceso mas importante para obtener una adecuada
oseointegracion.?? Ninguna de las superficies analizadas fue téxica para las células
osteoblasticas y todas permitieron la adhesién, proliferacién y biomineralizaciéon. No
obstante, es necesario realizar analisis adicionales para establecer el
comportamiento de las superficies a largo plazo, ya que la respuesta temprana de
las células osteoblasticas aqui presentada no necesariamente predice el grado de
oseointegracion de un determinado sustrato.
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Fig. 2. Resultados del ensayo de adhesion celular luego de 24
horas de cultivo. Barras = Error estandar. Un asterisco indica
diferencia estadistica entre los resultados con p < 0,05.
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Fig. 3. Resultados del ensayo de proliferacion
celularluegodel, 2, 5, 6 y 7 dias de cultivo.
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Fig. 4. Imagenes de stereo zoom del proceso de biomineralizacion.
Izquierda, 5 dias de cultivo. Derecha, 15 dias de cultivo. Barra = 0,5 mm.
(A) y (B) superficie maquinada, (C) y (D) superficie SBAE, (E) v (F)
superficie TCP, (G) y (H) superficie TCP+Acido.
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Fig.6. Porcentaje de area con actividad de biomineralizacion
que se encontrdo a traves del analisis de imagenes.
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