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RESUMEN

En lo que concierne a los biomateriales, se ha puesto mucho esfuerzo en el disefio y
proceso de fabricacion de implantes, sobre todo desde la ingenierfa de superficies, que
permitan una mayor aceleracion y robustez del proceso de osteointegracion, de
manera de contribuir a la disminucion de las tasas de fracaso de los implantes por
enfermedades periimplantarias. El objetivo de este trabajo fue desarrollar superficies
bioactivas en Ti para implantes dentales que favorezcan la adhesion celular y la diferen-
ciacion de CMM a células del linaje osteoblastico in vitro. Se realizé un estudio observa-
cional descriptivo de superficies de Ti en cultivo con CMM. Los tratamientos utilizados
fueron blastinizado con particulas de fosfato de calcio (B, 2min/6Bar) y anodizado por
plasma quimico con previo blastinizado con particulas de fosfato de calcio (BAPQ,
CaHPO,-Ca(CH,COO0),). Del analisis de las distintas superficies tratadas con el sembrado
de las CMM, no se observaron efectos citotdxicos en ningln caso. Las células exhibieron
comportamientos de adhesién y crecimiento con la consecuente produccion de proyec-
ciones citoplasmaticas. En las superficies de las muestras BNa y BAPQNa se evidencio
un incremento de las proyecciones citoplasmaticas comparadas con las muestras By
BAPQ. Se observad la presencia de un precipitado alrededor de las células adheridas y se
determiné mediante SEM-EDS que estos estaban compuestos por calcio y fésforo.
Nuestro laboratorio ha demostrado previamente que, en ausencia de factores de
crecimiento exdgenos o medios estimulantes, la topograffa de la superficie y la energfa
de la superficie son suficientes para inducir la diferenciacion de las CMM. Sin embargo,
los mecanismos moleculares precisos que controlan este proceso aln no estan claros.
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SUMMARY

As far as biomaterials are concerned, much effort has been put into the design and
manufacturing process of implants, especially from surface engineering, which allow a
greater acceleration and robustness of the osseointegration process, in order to contribu-
te to the decrease of implant failure rates due to peri-implant diseases. The objective of
this work was to develop bioactive Ti surfaces for dental implants that favor cell adhesion
and differentiation of MSCs to cells of the osteoblastic lineage in vitro. A descriptive
observational study of Ti surfaces in culture with CMM was carried out. The treatments
used were blastinization with calcium phosphate particles (B, 2min/6Bar) and chemical
plasma anodization with prior blastinization with calcium phosphate particles (BAPQ,
CaHPO,-Ca(CH,COO0),). From the analysis of the different surfaces treated with the seeding
of the CMM, no cytotoxic effects were observed in any case. The cells exhibited adhesion
and growth behaviors with the consequent production of cytoplasmic projections. On the
surfaces of the BNa and BAPQNa samples, an increase in cytoplasmic projections was
observed compared to the B and BAPQ samples. The presence of a precipitate around the
adhered cells was observed and it was determined by SEM-EDS that these were composed
of calcium and phosphorus. Our laboratory has previously shown that, in the absence of
exogenous growth factors or stimulating media, surface topography and surface energy
are sufficient to induce MSC differentiation. However, the precise molecular mechanisms
that control this process remain unclear.
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INTRODUCCION

La osteointegracion es un requerimiento fundamental para el éxito
de los implantes dentales!". Se define como el anclaje directo entre
los tejidos periimplantarios y la superficie del implante mediante la
formacion de tejido dseo sin el crecimiento de tejido fibroso
interpuestol#*4, Este proceso se desencadena por un mecanismo
en cascada, que comienza mediante reacciones entre las interfaces
de la superficie del implante, las células sanguineas y el tejido conec-
tivo.

En lo que concierne a los biomateriales, se ha puesto mucho esfuer-
z0 en el disefio y proceso de fabricacién de implantes, sobre todo
desde la ingenieria de superficies, que permitan una mayor acelera-
cion y robustez del proceso de osteointegracion, de manera de
contribuir a la disminuciéon de las tasas de fracaso de los implantes
por enfermedades periimplantarias.

Existe acuerdo en la bibliograffa que las propiedades superficiales
que influyen en la osteointegracion son la rugosidad y la mojabili-
dad. No obstante, todavia existe disparidad en cuanto a los efectos
de las caracteristicas superficiales generadas por los recubrimien-
tos o tratamientos superficiales en la induccién de la diferenciacion
de células madre mesenquimales (CMM) hacia células osteoblasti-
casi>®. En la mayoria de los estudios realizados, se agregan factores
de crecimiento exdgenos o medios estimulantes, como las protef-
nas morfogenéticas 6seas, para estimular la diferenciacion de las
C M M [7.89.1 O]‘

Dentro de los biomateriales de mayor uso para implantes dentales
se encuentran el Tiy sus aleaciones. Las superficies de titanio son
Optimas para su aplicacién como implantes dentales y se han
desarrollado e investigado una diversidad de recubrimientos y
tratamientos superficiales con el fin de estimular la osteogénesis
mediante la diferenciacion de las CMM a células osteoblasticas con
la intencién de favorecer el proceso de la osteointegraciont>'"1213,
Los procedimientos de preparacion de superficies son numerosos y
los pardmetros que definen cada proceso (por ejemplo, temperatu-
ra, presion, tiempo, tipo y tamafio de particulas, tipo vy
concentracion de electrolitos de ataque y anodizado) pueden
modificarse ampliamente. Por lo tanto, el nimero de diferentes
superficies que se pueden obtener es casi ilimitado y cada una de
ellas poseen una combinacién de caracteristicas que las hacen
prometedoras, pero carecen de otras, como por ejemplo un
tratamiento que pueda formar una superficie con una excelente
mojabilidad pero no que posea resistencia al desgaste, lo que lo
haria poco factible como pieza implantable.

La investigacién a nivel mundial de los Ultimos afios sobre modifica-
ciones en superficies de titanio sigue tipicamente dos enfoques
diferentes!®'. En el primer enfoque, la interfaz se mejora quimica-
mente incorporando fases inorganicas, por ejemplo, en titanio se
agrega fosfato de calcio sobre o dentro de la capa de ¢xido de
titanio. Esta modificacién quimica inorganica podria estimular la
regeneracion 6seay aumentar el entrelazamiento quimico entre las
protefnas de la matriz 6sea y los materiales de superficie. Incluso, se
puede incorporar Ag en la superficie para dotar a los implantes de
la propiedad antibacterianal™. Otra posibilidad, es la modificacién
de la superficie de manera bioguimica y se refiere especificamente
a la incorporacion de moléculas organicas, tales como proteinas,
enzimas o péptidos, para inducir respuestas celulares especificas!’.
En el segundo enfoque, |a interfaz es mejorada fisicamente a partir
de la modificacion de la topograffa superficial. Se encuentra amplia-
mente documentado que la rugosidad superficial es un factor clave
que afecta la osteointegracion de los implantest'®. Las primeras
superficies osteointegradas fueron generadas a partir del mecani-
zado que producia superficies minimamente rugosas con algunas
microranuras periddicas residuales. A pesar del éxito clinico de
dichas superficies, se han desarrollado otros tipos de procesos para
mejorar la microtopografia, por ejemplo, el grabado acido o el
blastinizadol'2'7, El ataque acido se realiza frecuentemente utilizan-
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do acido fluorhidrico, nitrico o sulfdrico y combinaciones de los
mismos. El blastinizado se realiza mediante la proyeccién de
particulas de silice, fosfatos de calcio, alimina u ¢xido de titanio de
distintos tamafios, y se termina cominmente mediante un pasivado
quimico para homogeneizar la microtopografia superficial y eliminar
la mayor cantidad posible de particulas residuales. Este tratamiento
también es conocido como granallado o arenado dependiendo del
tipo de particula (6xido o metal) y su forma (esféricas o angulares).
Por otro lado, muchos tratamientos superficiales pueden combinar
modificaciones quimicas y fisicas. Por ejemplo, luego del blastiniza-
do se puede realizar un tratamiento alcalino que forma una capa de
hidrogel de titanato de sodio o un tratamiento de anodizado que
puede promover un aumento del espesor y la incorporacion de
elementos del electrolito en la capa de 6xido de titanio; en ambos
casos resultan estructuras porosas con micro y/o nanotopogra-
ﬂ’a[18,19]A

Aunque existen una variedad de tratamientos y recubrimientos en
titanio con caracteristicas muy prometedoras, se debe tener en
cuenta que los procesos superficiales deben ser factibles de
reproducirse a escala industrial y deben ser facilmente maniobra-
bles por los profesionales de la salud. En la Argentina, actualmente
se comercializan implantes con una combinacién de tratamientos
superficiales como el blastinizado seguido posteriormente de un
grabado acido que genera modificaciones en la rugosidad micro y
nanomeétrical’>'”.. Otro tratamiento muy estudiado que se podria
llevar a escala industrial es el tratamiento alcalino debido a su
eficacia y simplicidad. Esto no significa que sea la mejor combina-
cion de tratamientos, sino que los costos de fabricacion son
aceptables a nivel industrial, por lo que se siguen estudiando
opciones que disminuyan las tasas de fracaso de los implantes.

OBJETIVO

- Desarrollar superficies bioactivas en Ti para implantes dentales
que favorezcan la adhesion celular y la diferenciacion de CMM a
células del linaje osteobldstico in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desarrollar combinaciones de tratamientos superficiales en
titanio para implantes como blastinizado, grabado dcido,
tratamiento alcalino, entre otros.

- Evaluar y caracterizar la influencia de los tratamientos superfi-
ciales bioactivos en la adhesién y diferenciacion de CMM a
células osteobldsticas en ausencia de factores de crecimiento
exdgenos o medios estimulantes.

HIPOTESIS DE TRABAJO PLANTEADA

Las caracteristicas de las superficies de Ti bioactivas en cuanto a
topografia y energia superficial (mojabilidad) son suficientes para
inducir la diferenciacion de CMM en ausencia de factores de
crecimiento exdgenos o medios estimulantes in vitro.



Figura 1: (a,b) Muestra B, (c,d) Muestra BAPQ.
Ambas superficies modificadas exhiben comportamiento de adhesién y crecimiento.

MATERIALES Y METODO

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo de superficies de Ti
en cultivo con CMM. Los tratamientos utilizados fueron blastinizado
con particulas de fosfato de calcio (B, 2min/6Bar) y anodizado por
plasma quimico con previo blastinizado con particulas de fosfato de
calcio (BAPQ, CaHPO,-Ca(CH,CO0),). Ambas condiciones fueron
sometidas a un tratamiento alcalino en NaOH (BNa, BAPQNa; 10M,
60°C, 24hs). Posteriormente, se realizaron cultivos en células madre
mesenquimales (CMM) durante 48 horas seglin protocolo en el
LBMB (Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la
Facultad de Odontologia UNLP.) La viabilidad celular se determind
con el colorante de exclusion Azul Tripano y la cuantificacion con
camara Neubauer. Se analizaron las caracteristicas morfolégicas y el
comportamiento in vitro de las CMM de la pulpa mediante el
microscopio invertido de contraste de fases (Leica D 1000) y el
aspecto morfoldgico se determind mediante coloracion de rutina
H-E para Microscopfa Optica.

RESULTADOS

Del andlisis de las distintas superficies tratadas con el sembrado de
las CMM, no se observaron efectos citotoxicos en ningun caso. Las
células exhibieron comportamientos de adhesion y crecimiento con
la consecuente produccién de proyecciones citoplasmaticas. Las
proyecciones citoplasmaticas crearon uniones localizadas entre el
sustrato y la superficie celular, con cambios en la morfologfa celular.
Ademas, se evidencié comunicacién intracelular, considerado esto
como uno de los factores mas importantes para la diferenciacion
celular. En las superficies de las muestras BNa y BAPQNa (Figura 2)
se evidencia un incremento de las proyecciones citoplasmaéticas
comparadas con las muestras By BAPQ. Se observd la presencia de
un precipitado alrededor de las células adheridas (Figura 2) y se
determiné mediante SEM-EDS que estos estaban compuestos por
calcio y fésforo. La muestra BAPQNa presentd una relacion de Ca/P
de 1,76 y la muestra BNa una relacién de Ca/P de 1,66; en tal
sentido la muestra BNa presenté una relaciéon Ca/P similar a la
proporcion de hidroxiapatita (1,67) del tejido éseo humano.
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Figura 2: (a,b) Muestra BNa, (c,d) Muestra BAPQNa.
Las proyecciones citoplasmdticas se unen a la estructura esquelética de red
nanoporosa producto del tratamiento alcalino en NaOH.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Sibien es cierto que las propiedades de volumen tienen una impor-
tante influencia en el desempefio de los implantes, entre los
parametros clave que determinan el éxito de un implante en el
corto y largo plazo son sus caracteristicas superficiales. Por otro
lado, es inusual que un biomaterial con propiedades de volumen
adecuadas posea, a su vez, caracterfsticas superficiales apropiadas
y, ademas, son escasas las superficies realmente biocompatibles.
Desde que se introdujeron los implantes de titanio, se ha realizado
un esfuerzo sostenido para hacer que sus superficies sean mas
osteoprogenitoras. Las técnicas de ingenieria para la fabricacion de
implantes dentales han jugado un papel clave en el disefio del
dispositivo, las topografias de la superficie, la inserciéon sin complica-
ciones en la materia ¢sea del huésped, biocompatibilidad y costos.
Aungue algunos tratamientos superficiales sean dificiles de
reproducir en implantes se pueden aprovechar algunas caracteristi-
cas que producen en las superficies para estudiar en profundidad
los procesos biologicos que se generan en la interaccion célula-su-
perficie. El conocimiento y los avances que se generaran en esta
tematica permitiran desarrollar trabajos de forma inter y transdisci-
plinaria y difundir en ambitos de ciencia e ingenierfa de materiales,
odontologia y medicina en el pais. Los implantes de titanio con
superficies hidrofilas microestructuradas aumentan la diferencia-
cién de CMM vy la formacién de hueso periimplantario. Nuestro
laboratorio ha demostrado previamente que, en ausencia de
factores de crecimiento exdgenos o medios estimulantes, la
topograffa de la superficie y la energfa de la superficie son suficien-
tes para inducir la diferenciacién de las CMM. Sin embargo, los
mecanismos moleculares precisos que controlan este proceso aln
no estan claros.
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