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1. -Resumen
Introduccion: En las Ultimas décadas, los implantes dentales se han posicionado como
una de las mejores opciones de restauracion dental integral; su colocacion es una tarea
multidisciplinar que requiere una sélida comprension de los principios biolégicos,
periodontales, quirdrgicos y protésicos. Objetivo: El objetivo en este estudio fue el
cuantificar la respuesta inicial de fibroblastos gingivales humanos (HGF) in vitro en
superficies de titanio (Ti) en contraste con superficies de zirconia (Zr). Metodologia: Se
observaron las muestras de Ti y Zr bajo microscopia de fuerza atébmica (AFM). Los HGF
se inocularon sobre cada muestra para determinar la adhesion y proliferacion celular. El
reactivo MTT se mezclé en Medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) y se
inoculd6 en cada placa. Tres horas mas tarde, el formazdn se disolvi6 con
dimetilsulféxido y se inoculd en placas de cultivo de 96 pocillos. La placa se analizé a
540 nm en un espectrofotdmetro de microplaca. Los ensayos se realizaron por triplicado
de tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors) y la prueba de Kruskal-Wallis y pruebas de Mann-
Whitney. Resultados: La topografia de las placas de Zr mostraron una mayor
rugosidad (Ra= 0.39um) y de Ti (Ra= 0.049um). La cuantificacién de la adhesion de
HGF fue significativamente mayor (p<0.05) en el Ti, mientras que la proliferacién no
mostré diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los grupos.
Conclusion: Incluso cuando Ti mostro inicialmente una mejor adhesion de células
viables, después de 24 h las muestras de Zr mostraron una proliferacion similar; lo que

demuestra que ambos poseen respuestas bioldégicas comparables.



2. Abstract
Introduction: In recent decades, dental implants have become one of the best options
for comprehensive dental restoration; their placement is a multidisciplinary task that
requires a solid understanding of biological, periodontal, surgical and prosthetic
principles. Objective: The aim of this study was to quantify in vitro the adhesion and
proliferation of human gingival fibroblasts (HGF) response on titanium (Ti) and zirconia
(Zr) surfaces. Methodology: Samples of Ti and Zr were observed under atomic force
microscopy (AFM). HGF were inoculated in each sample to determine adhesion and cell
proliferation. The reagent MTT was mixed with Dulbecco's Modified Eagle's medium
(DMEM) and inoculated in each plate; formazan was dissolved with dimethyl sulfoxide
and analyzed at 540nm in a microplate spectrophotometer. The test was performed with
three independent experiments. Data were analyzed with Kolmogorov-Smirnov tests
(Lilliefors), Kruskal-Wallis tests and Mann-Whitney test comparisons. Results:
Topography of the Zr plates showed greater roughness (Ra= 0.39um) than Ti (Ra=
0.049um). Quantification of HGF adhesion was significantly higher (p<0.05) in Ti, while
proliferation showed no statistically significant differences (p>0.05) between the groups.
Conclusion: It is noteworthy that, even though Ti initially showed increased cell
adhesion on the surface, after 24h Zr samples showed similar proliferation; this

demonstrates that both surfaces have a comparable biological response.



3. Introduccion
Durante las ultimas décadas, los implantes dentales se han posicionado como una de
las mejores opciones en la restauracion integral de pacientes parcial o totalmente
edéntulos®. Proporcionando a los pacientes la posibilidad de volver a tener una
dentadura completa, sana y funcional (desde el punto de vista médico-organico) y
estética (desde el punto de vista actual).
La colocacion de un implante es una tarea compleja y multidisciplinaria por lo que una
vez puesta en practica, el plan de tratamiento abarca ciertas disciplinas dentro del ramo
dental que requieren de un solido conocimiento de los principios biolégicos,
periodontales, quirdrgicos y protésicos.®
El éxito en la colocacién de un implante es determinado por las diferentes condiciones
que existen en la cavidad bucal y las respuestas de los tejidos ante estas. La
presuposicion para el éxito de un implante es el crecimiento de hueso directamente en
la superficie de un implante (osteointegracion) pues dirige las cargas masticatorias
directamente al hueso® y la integracion del tejido blando ya que establece un sello
biolégico entre la cavidad oral y el implante. Esta integracion de los implantes dentales
protege al hueso y a el implante de la penetracién bacteriana, evitando la recesion
gingival y la resorcién ésea impulsada por la inflamacion.®
Las respuestas locales y sisteméaticas del tejido representan las caracteristicas de la
biocompatibilidad. Es por lo tanto, esencial el entender las caracteristicas
fundamentales de las respuestas de los tejidos a los implantes dentales.®)
Anderson® describe el termino biocompatibilidad como la habilidad de un biomaterial,
préotesis o aparato medico de realizar una especifica aplicacion, con una apropiada

respuesta del huésped i.e., la evaluacion de las respuestas biologicas son medidas con



la magnitud y duracién de las alteraciones adversas en los mecanismos homeostaticos
que determinan la respuesta del huésped.

Tan pronto como el implante es colocado en el sitio preparado, dentro de
nanosegundos hay una formacion de una capa de moléculas de agua alrededor de
este, lo cual es principalmente influenciada por la superficie del implante.®

Las propiedades de las superficies de los implantes tienen particular relevancia para los
procesos interfaciales quimicos y biolégicos que ocurren en las etapas tempranas de
sanacion después de la implantacién. Esto influye de forma muy importante cuando se
tiene que decidir el tipo de material de recubrimiento y acabado que usaremos en el
implante dental. ®)

Los materiales dentales mas comunmente utilizados para implantes dentales son los
materiales metdlicos de titanio (Ti) y sus variantes, y de ceramicas recubiertos por
porcelana (6xido de aluminio y zirconia).®

El Ti y sus aleaciones se han utilizado como materiales base en aplicaciones
biomédicas, especialmente en la odontologia, ya que se ha demostrado que estos
materiales destacan por sus buenas propiedades mecanicas, resistencia a la corrosion
y su alta biocompatibilidad-("

La Zr tiene adecuadas propiedades mecénicas similares a las del acero inoxidable,
tales como alta fuerza flexible y de tension, alta resistencia a la abrasion y corrosion y
baja conductividad térmica. La tasa de supervivencia y fractura por carga después de la
simulaciéon de la masticacion demostré ser similar a la de los aditamentos de Ti.®

Los materiales dentales interactian con varios tipos de células incluyendo osteoblastos,

fibroblastos gingivales, fibroblastos de ligamento periodontal y monocitos.®



Los fibroblastos gingivales humanos (HGF) tienen un importante papel en el desarrollo,
funcion y regeneracion de las estructuras de apoyo del diente. Son estas células las
responsables de la produccién total y el volumen de la matriz extracelular y mantienen
la sintesis e integridad de los tejidos conectivos gingivales, sin embargo, los fibroblastos
también tienen funciones especializadas adicionales pues estan involucrados en la
reparacion, remodelacion y regeneracion del hueso alveolar y el cemento adyacente.®

Asi es que los fines de esta investigacion fueron el cultivar HGF primarios y a través de
un analisis observar la adhesion celular en superficies de titanio (TI) y zirconio (Zr)
mediante ensayo de colorimetria rpida por el método de MTT y de esta manera poder

obtener y comparar los beneficios del uso de Ti en oposicion al Zr.



4. Marco teodrico

La restauracion de los dientes perdidos es un aspecto importante en la odontologia
moderna. Cuando se pierden los dientes debido a caries, traumatismo o enfermedad
periodontal, existe una necesidad de remplazar los mismos por motivos estéticos y/o
funcionales.

Un implante es un dispositivo médico fabricado para reemplazar una estructura
biolégica ausente, suplantar a una estructura dafiada, o mejorar una estructura

existente.(9

4.1. Historia de los implantes dentales

La pérdida de dientes conlleva a muchas situaciones problematicas con cuales los
pacientes tienen que lidiar dia a dia, tales como la pérdida del aspecto estético, el
deterioro de la eficiencia de la masticacion y problemas de habla. Todos estos
problemas conducen a situaciones de discapacidad. Como resultado de ello, la
sustitucion de los dientes perdidos se convirtié en una necesidad.(%

Durante siglos, la gente ha intentado reemplazar los dientes perdidos mediante la
implantacion.

Uno de los primeros indicios de la implantologia data desde la época de la cultura
Maya, quienes usaban el nacar (“la madre de las perlas”) como implantes dentales,
alrededor del afio 600 DC, siendo este el primer vestigio de la osteointegracién.9)

Mas tarde, en los siglos XVI y XVII se usaron implantes de oro y hierro. En los inicios
del siglo XX se desarrollaron los implantes metalicos (oro, plomo, iridio, tantalio, acero
inoxidable y aleaciones de cobalto). En los afios 40 se introdujeron los implantes
subperiosticos de cobalto-cromo-molibdeno y en los afos 60 los implantes de lamina de

Ti. Desde los afos 50 hasta los 80 éstos fueron los implantes mas populares y exitosos
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pero su falta de predictibilidad y su morbilidad a largo plazo supusieron su menosprecio
y consecuente abandono. (12

En 1985 Branemark et al. acuiid un nuevo término "osteointegracion" para esta la
interfaz definida como "una conexidn estructural y funcional directa entre ordenado,
hueso vivo y la superficie de un implante de soporte de carga".?) Brenemark describié
desde su descubrimiento de la osteointegracion y su investigacion basica y clinica,
hasta sus ensayos clinicos de a 12 afios de seguimiento con los tornillos de Ti en 2
fases. A partir de este disefio en forma de raiz (el mas difundido), se desarrollaron
multitud de implantes sdlidos y tornillos huecos, en formas cilindricas, etc.

El trabajo de Branemark nunca ha sido superado en importancia en la historia de la
implantogia y el descubrimiento de la osteointegracion constituye uno de los avances
cientificos mas significativos de las ultimas décadas. Mas tarde los avances se han
concentrado en el desarrollo de nuevos recubrimientos en las superficies de los

implantes.?)

4.2. Generalidades de la implantologia

Componentes de los implantes

Para comprender las caracteristicas y funcion de un implante deben conocerse primero
sus partes. Aunque cada sistema de implante varia, las partes, basicamente, se
conservan (Fig. 1.1).

La fijacion es el componente del implante que se une al hueso. Dependiendo del
sistema, la fijacion puede tener diferentes superficies: roscada, con surcos, perforada,
pulverizada con plasma o recubierta. Cada tipo de superficie esta disefiado para un

objetivo concreto.
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El segundo componente es el pilar transepitelial, que proporcionan la conexién entre la
fijacion del implante y la fijacion de la protesis que sera fabricada posteriormente.
Habitualmente, el pilar se conecta a la fijacién por medio de un tornillo, aunque también

puede ser cementado o colocado por friccion. 3

Esmalte —(

Dentina——————+—a _

Corona a medida

Pulpa

. Pil
Encia e

Implante

Ligamento

periodontal — Hueso

Fig 1.1 Manchado, A. (2016) Componentes de un implante de Ti. Recuperado de
http://www.clinicadentalsieiro.es/el-precio-de-los-implantes-dentales/

Interfase implante-encia

La union de los implantes endodseos a los tejidos blandos peri-implantarios es muy
similar a la de los dientes y depende en gran parte de la naturaleza de la superficie del
implante.

Llamamos tejidos mucosos o blandos peri-implantarios, al epitelio y tejido conectivo
presentes alrededor del cuello de los implantes.(4

El tejido supracrestal que rodea los implantes se denomina mucosa peri-implantaria y
estd compuesto por el epitelio gingival queratinizado, el epitelio de unién y el tejido
conectivo que se encuentra entre las células mas apicales del epitelio de union y el

hueso alveolar.(
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El epitelio gingival queratinizado posee una vertiente interna y otra externa. Su vertiente
interna da lugar al surco y en la parte mas apical del mismo se contintia con las células
del epitelio de unidn; en su vertiente externa el epitelio gingival esta recubierto por
epitelio bucal queratinizado. El epitelio de unidon es una extension no queratinizada del
epitelio gingival y constituye la pared mas externa del surco peri-implantario. En el surco
peri-implantario al igual que en el surco periodontal, se produce fluido crevicular que
contiene proteinas del complemento, enzimas e inmunoglobulinas.

El tejido conectivo sano alrededor del implante tiene la capacidad mantener el sellado
entre el medio ambiente intraoral y el sistema de soporte interno de los implantes.
Basados en este principio el rol esencial del epitelio durante la cicatrizacion de la herida
es cubrir la superficie de cualquier tejido conectivo descubierto durante la cirugia, las
células epiteliales localizadas en la periferia de la herida, producidas al momento de la
instalacién del implante son codificadas para dividirse y migrar a través de las partes
injuriadas hasta que la continuidad epitelial sea restaurada.4

Las interacciones de las células adhesivas son complicados mecanismos que integran
la unién de una membrana de proteinas a la matriz extracelular (ECM), la reformacion
intracelular del citoesqueleto y transduccion de sefiales. )

Es mucho mas facil estudiar las interacciones de las células en una caja de cultivo que
con una matriz extracelular localizada dentro de un animal. Por consiguiente, gran parte
del conocimiento actual sobre las interacciones entre la célula y la matriz se obtuvo del
estudio de células adheridas a varios sustratos in vitro.?)

En la fig. 1.2 se muestran las etapas de la union de un fibroblasto a la superficie de un

recipiente de cultivo a base de vidrio.
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Fig. 1.2. J. J. Rosen y L. A. Culp. Exp. Cell Res. 107:141, (1977). Pasos en el proceso
de diseminacién celular. Micrografias electronicas de barrido que muestran la
morfologia de fibroblastos de ratbn en momentos sucesivos durante su unién y
diseminacion sobre cubreobjetos de vidrio. Las células se fijaron después de (a) 30
minutos, (b) 60 minutos, (c) dos horas y (d) 24 horas de su unién. Recuperada de Cell
and molecular biology: Concepts and experiments.
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En microfotografias tomadas de microscopia electrénica de transmisién y de barrido,
procedentes de implantes de zafiro instalados en perros, se aprecian numerosas
estructuras de imagen densa en la regién mas préxima al implante. (8

Con mayor resolucion se confirma la existencia de una lamina basal ordenada asociada
con los hemidesmosomas de la membrana celular. Al area entre el epitelio crevicular
regenerado de la encia y la superficie del implante la denominaron zona de sellado
biolégico. (18.19)

Las caracteristicas ultraestructurales del epitelio de union peri-implantario alrededor de
implantes de zafiro instalados en monos son casi idénticas a las del epitelio de union de
la denticién natural. Las células mas internas del epitelio de unién del implante se unen
a la superficie del implante por medio de estructuras similares a la lamina basal, de un
grosor aproximado de 500 a 1.000 A y parecidas a los hemidesmosomas. Una
estructura continua similar a la lamina basal también esta presente a lo largo de las

células basales entre el epitelio de union del implante y le tejido conectivo gingival. 9

4.3. Biomateriales

Los biomateriales son materiales artificiales o naturales, que se utilizan en la fabricacion
de estructuras o implantes, para reemplazar la estructura biolégica perdida o enferma y
remplazar su forma y funcion. Por lo tanto, los biomateriales ayudan a mejorar la
calidad de vida y la longevidad de los seres humanos; el campo de los biomateriales ha
demostrado un rapido crecimiento para poder mantener las demandas de una poblacion
gue envejece. Los biomateriales se utilizan en diferentes partes del cuerpo humano
como valvulas artificiales en el corazon, los implantes de reemplazo en hombros,

rodillas, caderas, codos, orejas y en las estructuras bucodentales. %
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La eleccion de un adecuado material para aplicar en un organismo vivo es definida por
su aplicacion. En el caso de los implantes que estan dedicados al reemplazo de tejido
0seo, los puntos clave son las propiedades mecanicas; el moédulo de Young, ductilidad,
resistencia a la traccion, resistencia a la fractura, resistencia a la fluencia y resistencia a
la fatiga.(®?

Una clasificacibn general divide a los biomateriales en 3 principales categorias:

metalicos, ceramicos y polimeros.3)

Metales

Los metales son materiales inorganicos que poseen enlaces metalicos no direccionales
con gran movilidad de electrones. Ademas de su capacidad para conducir la
electricidad, los metales son fuertes y se pueden moldear relativamente facilmente en
formas complejas.@

El desarrollo de implantes metélicos fue primordialmente impulsado por las demandas
por nuevos enfoques en la reparacién de huesos, tipicamente fracturas internas y la
fijacion de largos huesos.?

La demanda de materiales de implante metalicos se caracteriza por muchos ensayos
clinicos. Se recomiendan por su alta resistencia mecanica que asegura una transmision
de las cargas durante un largo tiempo, asi como por su rigidez mecanica cerca al
hueso.

La resistencia a la corrosiéon de los metales en el organismo vivo es una de los
principales requisitos previos para evitar el deterioro de las propiedades de los
materiales debido a la degradacion. Por otra parte, la biocompatibilidad se debe

garantizar.
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Desde el siglo XIX los implantes a base de metales han dominado el campo de la
medicina, desarrollandose de manera principal en la cirugia ortopédica, ya sea para el
reemplazo total de la articulacion como cadera, la rodilla o el hombro, o para la fijacion
de fracturas o vasos en forma de clavos, tornillos o stents. Por otra parte, hoy en dia los
metales nobles también se pueden encontrar en el campo de la ortodoncia y la cirugia
oral incluyendo implantes dentales, placas de Ti para cirugia ortognatica, mallas para
reconstruccion de suelo orbitario, maxilar y mandibula, etc. (22

El material mas popular utilizado para implantes en la actualidad es le Ti. Como
resultado de los amplios estudios de Branemark, el Ti se ha convertido en el patron de

referencia de los materiales implantol6gicos. 2

Titanio

Caracteristicas fisicas

El Ti puro pertenece al grupo de los elementos en transicidbn. Presenta un aspecto
plateado-grisaceo, brillante, aunque no tanto como otros materiales o aleaciones
dentales, sino que es mas apagado. Su densidad es de 4,5 g/cm?, lo que le confiere el
hecho de ser el metal mas ligero de los utilizados hasta ahora en el campo dental.
Cristaliza en el sistema hexagonal, caracteristica que le permite tener una relativa
resistencia a la deformacién plastica (como el cobalto, manganeso, cinc, etc.), mas
incluso que los materiales que cristalizan en el sistema cubico. Sin embargo, el Ti

presenta cierto grado de ductilidad. 2

Caracteristicas mecéanicas
Maleable, permite la conduccion de laminas muy delgadas. Ductil, permite la fabricaciéon

de alambre delgado. Duro; escala de Mohs 6, muy resistente a la traccién, gran
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tenacidad, permite la fabricaciéon de piezas por fundicion y moldeado, material soldable,
permite varias clases de tratamientos tanto termoquimicos como superficiales, puede

mantener una alta memoria de su forma.@®

Caracteristicas quimicas

Tiene un nimero atomico de 22 y su peso atomico es de 47, 88 uma.

La resistencia a la corrosion que presenta es debida al fendmeno de pasivacién que
sufre (se forma un éxido que lo recubre). Es resistente a temperatura ambiente, a los
acidos y también a las bases. (9

Los ensayos clinicos de Ti se remontan a 1965 cuando Branemark et al.(9
desarrollaron el implante dental de titanio y simultdneamente introdujeron el concepto
de la osteointegracion. Desde entonces, el Ti y sus aleaciones se han utilizado
tipicamente en aplicaciones médicas, especialmente en los implantes ortopédicos e
implantes dentales.

En comparacién con otros biomateriales metalicos tradicionales, tales como aleaciones
de Co-Cr y los aceros inoxidables, las aleaciones de Ti poseen un mdédulo méas bajo,
biocompatibilidad superior y aumentan la resistencia a la corrosion. Estas actuaciones
atractivas promueven el desarrollo y la aplicacion de nuevas aleaciones de Ti en el

campo médico. (16)

Ceramicos

Los ceramicos son materiales inorganicos compuestos por iones o enlaces covalentes
no direccionales y son por lo general formados a temperaturas elevadas. El tipo de
ceramicos biocompatibles consisten principalmente en materiales cristalinos tales como

el aluminio, el zirconio y fosfato de calcio. Los ceramicos son muy duros y mas
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resistentes a la degradacion en muchos ambientes que algunos metales. Sin embargo,
son mas fragiles debido a la naturaleza de sus enlaces i6nicos. La similitud en la
composicion quimica de la ceramica y la del hueso nativo, hace que la ceramica se
utilice a menudo como parte de los implantes ortopédicos o como materiales dentales.
Sobretodo cerdmicas biocompatibles se utilizan de forma coherente con el esqueleto
humano, huesos, articulaciones y dientes. En la medicina dental de los materiales
cerdmicos se utilizan como reemplazo de los dientes, debido a la alta resistencia a

abrasivos.(@?

Zirconio

Los materiales cerdmicos que estan especialmente desarrollados para uso médico y
dental se denominan bioceramicos. La reciente introduccion de las ceramicas basadas
en Zr como material de restauracion dental ha generado un considerable interés en la
comunidad dental, la tecnologia de éxido de zirconio ha impulsado un rapido desarrollo
en la odontologia libre de metal que puede proporcionar una alta biocompatibilidad, una
mayor estética y una mayor fuerza en el material. El amplio conocimiento adquirido con
respecto a la quimica de ceramica de la zirconia, cristalografia, y la produccién de estas

ceramicas de ingenieria llevaron a prometedoras aplicaciones dentales.?7:28)

Caracteristicas fisicas

Existe zirconio puro en una forma cristalina como un metal blanco y ductil y en una
forma amorfa como un polvo de color azul-negro. El zirconio tienen un punto de fusion
de 2128 K (1855 ° C 0 3371 ° F), un punto de 4682 K (4409 ° C 0 7968 ° F) de ebullicion

y una densidad de 6 g/cm3.(2")
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Caracteristicas mecanicas
Limite de resistencia 1.200 MPa (flexién), elongacion (0,1%), mddulo de elasticidad 200

GPa, resistencia a la traccion 350 MPa y dureza-Vickers de 85-100.(13)

Caracteristicas quimicas

Entre los elementos en la corteza terrestre el zirconio estd en el puesto 18 en
abundancia, sin embargo, este elemento en particular no se produce en la naturaleza
en estado puro, pero sélo en conjuncién con los 6xidos de silicio (SiO2 x ZrO2) o como

el 6xido libre (ZrO2)@®)

Polimeros

Al contrario de las otras dos clases de materiales biocompatibles, los polimeros son
materiales organicos que poseen largas cadenas con un gran numero de pequefas
unidades repetitivas (monémeros) que se mantienen unidas por enlaces covalentes
direccionales: 29

Los polimeros son ampliamente utilizados en aplicaciones biomédicas debido a la gama
de propiedades fisicas y quimicas posibles con estos materiales. Los polimeros se
pueden fabricar facilmente en diferentes formas y estructuras complejas y, ademas, las
propiedades de la superficie se pueden ajustar facilmente. Los polimeros que se utilizan
como materiales de implante pueden ser derivadas ya sea de fuentes naturales tales
como proteinas o de fuentes sintéticas. Al utilizar los polimeros en los dispositivos
biomédicos varios puntos que son cuestiones criticas. Los polimeros tienden a absorber
facilmente el agua y biomoléculas de los alrededores y por lo tanto pueden alterar la

quimica de la superficie. (1329
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Por otra parte, los polimeros son en comparacion con los metales o ceramicas,
materiales blandos que pueden sufrir desgaste mecéanico y la descomposicion. Para la
esterilizacion de los polimeros tiene algunas dificultades como los procedimientos de
esterilizacion de uso comun puede influir en las propiedades quimicas y mecéanicas. @

El avance que han tenido los biomateriales, la nanotecnologia y la ciencia del implante;
mejorada por la biotectonolgia; y el entendimiento de la interface del hueso-implante
han tenido como resultado la expansion en el uso de los implantes. La mejora en las
técnicas de imagenologia para la ayuda en el diagnostico; una amplia variedad de
geometrias, superficies y de refinadas técnicas quirdrgicas han hecho posible para la

mayoria de los pacientes saludables el poder recibir un implante.©0

4.4. Microscopia de fuerza atbmica

El microscopio de fuerza atébmica (AFM) es una de las técnicas que se encuentran
dentro de la familia de instrumentos del Scannng Probe Microscopy (SPM). La primera
técnica del SPM fue el Microscopio de Efecto Tunel desarrollado por Binning y Tohrer
en 1985 por lo que les otorgaron el Premio Nobel de Fisica en 1985. Posteriormente,
Gerar Bining y cols. desarrollaron el microscopio de fuerza atémica en 1986.1)

El AFM ha sido utilizado para estudiar espesores de los materiales en el campo de las
telecomunicaciones, biologicas, quimicas, automotoras, aerospaciales e industrias de
energia. Los estudios con el AFM son aplicados basicamente para analizar los
fendbmenos de abrasion, adhesion, limpieza, corrosion, grabado, friccion, lubricacion y
pulido.?

Cualquiera que sea la aplicacion en que se utiliza, todos los AFM cuentan con los
siguientes componentes:

1.- Una punta muy aguda montada sobre un cantilever o lamina.
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2.- Una manera de medir la deflexion de la lamina.

3.- Un sistema de retroalimentacion para monitorear y controlar la deflexion (y por lo
tanto la fuerza de interaccion).

4.- Un sistema mecénico de barrido (usualmente un piezoeléctrico), que mueve a punta
sobre la muestra o a la inversa, la muestra respecto a la punta.

5.- Un sistema de despliegue visual, que convierta los datos medidos en una imagen.©3)

Tensiones de control para el piezotubo

Corr. amplificadora Control de distanda
de tunelamiento y unidad escaneadora

Tubo piezoelectnco
con electrodos

Procesado de datos
y visualizacion

Fig 1.3 Michael Schmid and Grzegorz Pietrzak. (2011) Esquema del microscopio SPM.

Recuperado de Rastertunnelmikroskop-schema es.svg.
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El AFM tiene por objeto para observar la topografia de la superficie de estudio,
aumentandola hasta una resolucion nanométrica e incluso atémica, que ayuda a
comprender la topografia y caracteristicas superficiales de los materiales.

El AFM es una técnica de alta resolucién y una de las ventajas de esta técnica es que
requiere una muestra pequefia, no se dafa al examinarla y la preparacion de ésta es
minima.

Los principios del funcionamiento del microscopio de fuerza atémica son simples,
consta de una cabeza cuya punta muy fina se pone en contacto con el material, la
punta hace un barrido sobe la muestra y las vibraciones que se obtienen son leidas a
través de una laser. Esa informacién se muestra en la pantalla de la computadora

donde aparece la topografia de la superficie observada. ¢43%

Especificando un poco mas, la punta esta atbmicamente afilada y es de Si o Siz Nas de
2 micras de largo y con un diametro menar a los 100 Angstroms. Al barrerse sobre la
superficie mantiene una fuerza constante de 10! a 10® Newtons, por medio de
mecanismos piezoeléctricos para poder obtener informacién de la altura y de la
superficie de la muestra examinada. Mientras la punta examina la superficie de la
muestra moviéndose de arriba hacia abajo en el contorno de la superficie, un
fotodetector mide las diferencias en intensidad de luz y las convierte en voltaje.
Mediante un software se obtiene una imagen de la superficie analizada con una
resolucién lateral de 5 nm y una resolucion vertical de 0.01 nm en todo tipo de
muestreo. )

Los parametros de rugosidad mas usados en ingenieria son la rugosidad promedio, (Ra)
y la rugosidad Rms (Rms). EI Rms representa el promedio a la altura media, es la

desviacion estandar de la distribucién estadistica de alturas, que a su vez es la raiz
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cuadrada de la varianza o segundo momento respecto a la media. Ra corresponde a los

valores absolutos de las desviaciones del perfil, en los limites de la longitud basica 1.4

4.5. Método de MTT

Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el
namero de células presentes en el cultivo lo cual es capaz de medirse mediante la
formacion de un compuesto coloreado, debido a una reaccidon que tiene lugar en las
mitocondrias de las células viables- 7"

El MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazdlico), es captado por las
células y reducido por la enzima succinato deshidrogenasas mitocondrial a su forma
insoluble formazan. El producto de la reaccidn, el formazan queda retenido en las
células y puede ser liberado mediante la solubilizacion de las mismas. De esta forma es
cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que se
produce como consecuencia de la reaccidon un cambio de coloracion del amarillo al
azul.®

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad
de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la
viabilidad celular. La determinacion de la capacidad de las células de reducir al MTT a
formazan después de su exposicibn a un compuesto permite obtener informacion

acerca de la toxicidad del compuesto que se evalta. 9
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Fig. 1.4. Flow Laboratories (2015) Placas de 96 pocillos en donde se realiza el método

de MTT. Recuperado de:

http://bosquedebialowieza.blogspot.mx/2015_06_01_archive.html
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5. Antecedentes
El objetivo de la ingenieria de las superficies de los implantes dentales no es solo
adaptarse a las demandas sociales, fisioldgicas y estructurales a las que tienen que
responder dichos materiales, pero también poder evitar los efectos negativos que
producen los materiales implantados en el tejido circundante y mejorar la interaccion
entre el material técnicamente disefiado y la materia viva.(?
En el organismo, la adhesion es muy importante por una variedad de procesos
fisiologicos y patoldgicos, tales como la respuesta del huésped a los dispositivos
implantados y la integracion de construcciones de ingenieria de tejido.®
Bajo estos pardmetros varios investigadores se han dedicado a analizar las
propiedades de adhesion que poseen diferentes tipos de materiales para implantes
dentales.
E. Rompen, et al. Realizaron un andlisis de la literatura del efecto de las caracteristicas
de los materiales, sus componentes, la topografia de la superficie y las conexiones de
los implantes con la integracion de los tejidos blandos. “9
E. Velazco-Ortega, et al. Investigaron sobre que aspectos son relevantes para la
viabilidad celular en las superficies de implantes dentales de Ti; enfocandose
primordialmente en las caracteristicas topogréficas y la rugosidad de las mismas. ¢
Con las nuevas propuestas acerca del uso de materiales ceramicos“?; entre ellos el
uso del Zr para su implementacién en el campo de los implantes dentales®®, diversas
investigaciones se han publicado.
G. Soon, et al. Presentaron un analisis de la literatura del Zr como bioceramica: las
modificaciones de su superficie y la respuesta celular. ¢4
N. Esfahanizadeh, et al. ¥ A. Pae, et al.*® y Yamano, et al. “, analizaron la

proliferacion y viabilidad de los HGF sobre superficies de Tiy Zr.
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Aun con todos estos antecedentes, las bases para el uso del Zr como material para
implantes dentales no estan cementadas adecuadamente, por lo tanto, mas

investigaciones al respecto tienen que ser conducidas.
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6. Planteamiento del problema
En las dltimas décadas los implantes dentales se han posicionado como una de las
mejores opciones para la rehabilitacion oral en el campo de la odontologia, por lo tanto,
Su innovacion esta en un constante proceso; en la actualidad el nUmero de implantes
fabricados dentro de este campo ha proliferado de tal manera que se ha convertido en
un verdadero dilema poder declarar la mejor opcién de eleccién; aun asi, el Ti sigue
siendo el estandar de oro, en cuanto a materiales de fabricacion para implantes
dentales.
Sin embargo, desde la experiencia clinica, el color gris nunca a armonizado con el color
de la encia y a pesar del gran esfuerzo que se ha realizado para incrementar la
adherencia celular peri-implantaria, ain no se han logrado resultados completamente
satisfactorios.
De acuerdo con el conceso de la Academia Americana de Periodontologia, las
enfermedades peri-implantarias se encuentran entre las principales causas en el
fracaso de la implantologia, estas se presentan en 2 formas: peri-implantitis y mucositis
peri-implante.
La mucositis peri-implante ha sido descrita como “una enfermedad en la cual la
presencia de inflamacién esta confinada a los tejidos suaves que rodean el implante
dental sin sefiales de perdida de soporte 6seo siguiendo después de la remodelacion
Osea inicial durante la sanacion”.
La periimplantitis se ha descrito como “un proceso inflamatorio alrededor de un
implante, que incluye tanto los tejidos blandos y la pérdida del hueso de soporte mas
alla de la remodelacion dsea biologica”. 0
Ambas enfermedades estan intimamente ligadas a la adhesion que tienen los

fibroblastos gingivales a los materiales de implantes dentales.
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El resultado de un pobre sello bioldgico alrededor del implante conlleva a que la
presencia de la flora microbacteriana normal de la boca invada la interfase tejido-
implante resultando en enfermedades peri-implantarias que a largo plazo sobrellevan al
fracaso clinico del implante.“®

Aunque el logro de una cantidad suficiente de mucosa peri-implante y su mantenimiento
seria el objetivo por conseguir, la realidad es que la migracién gingival es uno de los
problemas més constantes en la implementacion de implantes dentales, en especial
cuando su uso es en el sector anterior dental.®%:50)

Una opcidn viable seria elegir un pilar de un color igual y/o similar al de la superficie del
diente, de esta manera se pueda mezclar con el entorno y no llamar la atencién cuando
existan cambios tales como; la recesion del tejido peri-implante y/o la remodelacion de
los tejidos circundantes, de este modo puede existir una transicion del color del pilar al
del diente.

De acuerdo con la literatura consultada el Zr es un material que compite en todas las
cualidades que el Ti tiene para ofrecer.

De ahi enunciamos la siguiente cuestion:

¢ Existe una diferencia significativa en la adhesién celular inicial de fibroblastos entre las

superficies del Zr en contraste con el Ti?
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7. Hipdtesis
Hipotesis de investigacion
La adhesion inicial y proliferacion de fibroblastos gingivales humanos en superficies de
Zr es mayor a la existente con el Ti.
Hipotesis nula
La adhesion inicial y proliferacion de fibroblastos gingivales humanos en el Zr es menor

o igual a la existente con el Ti.
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8. Justificacion

Dado que la tendencia actual es un incremento en la colocacion de implantes dentales,
con un aumento del 6% por afio,®V donde el publico demanda cada vez mejores y mas
estéticos materiales en la odontologia,®? las casas comerciales son impulsadas a una
competencia cada vez mas intensa en la investigacion y desarrollo de los materiales
dentales.

Investigaciones clinicas a largo plazo (con mas de 10 afios de seguimiento) tienen
reportes muy favorables, con tasas de hasta un 94% de supervivencia que colocan al Ti
y sus aleaciones como el estandar de oro en biomateriales. 43

No obstante, la sola supervivencia, definida por la osteointegracion del implante (con o
sin peri-implantitis, o con problemas asociados como la estética) no representa de
manera suficientemente el cuadro clinico global. “®

En la practica clinica actual la mayoria de los pacientes consideran el resultado estético
final como el aspecto mas importante en su rehabilitacién oral, por lo tanto, una
adecuada osteointegracion no es suficiente para declarar el éxito de un implante; y
cuando se considera el éxito en lugar de la supervivencia, las tasas disminuyen
significativamente de un 93,9% a un 73,5%. 854 Debido a que, en algunos casos, el
color del implante de Ti puede percibirse a través de la mucosa periimplantaria
causando inconvenientes estéticos:

Por lo tanto, el desarrollo del Zr como material en implantes dentales ha sido el
resultado de una busqueda para encontrar nuevas alternativas en materiales para la
implantologia dental con caracteristicas fisicas y quimicas similares al Ti, pero con una

mejora en la integracion de los tejidos blandos con los implantes dentales. 5
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La ceramica de Zr parece ser un material adecuado para los implantes dentales debido
a su color de dientes, sus excelentes propiedades mecénicas y su buena
biocompatibilidad.(56) Estudios recientes en animales han demostrado una
osteointegracion exitosa de los implantes dentales de Zr en condiciones descargadas y
cargadas.(7:58)

Pero debido a la falta de informacion clinica en el uso de implantes de Zr a largo plazo,

su uso no ha sido difundido e investigado a méas profundidad.
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9. Objetivos

General

Cuantificar el nimero de fibroblastos gingivales humanos adheridos sobre superficies

de Tiy Zr.

Especificos

- Determinar la rugosidad de las superficies pulidas de las placas de Tiy de Zr.

- Observar mediante microscopia de fuerza atomica la topografia de las superficies de
Tiy de Zr.

- Estimar el namero de fibroblastos gingivales humanos primarios adheridos sobre las
superficies de Ti y Zr a una hora de incubacion y la proliferacion a 24 horas de

incubacion mediante el estudio de MTT.
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10. Metodologia

10.1. DISENO DE MUESTRA

Se trata de un estudio experimental puro, comparativo, descriptivo y prospectivo.

MUESTRA

El muestreo fue de tipo no probabilistico por cuotas que correspondio a un total de 18
muestras (9 muestras de Ti con dimensiones de 10x10x0.5mm y 9 de Zr con
dimensiones de 10x10x10 mm) en un total de 3 experimentos independientes. El grupo
de muestras de Ti fue utilizado como grupo control y el de Zr como grupo experimental.

Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria
(LI), Area de Nanoestructuras y Biomateriales perteneciente a la ENES Unidad Leon,

UNAM.

Criterios se inclusion
- Muestras de Ti con dimensiones de 10x10x0.5 mm.
- Muestras de Zr con dimensiones de 10x10x10 mm.

- Células de fibroblastos gingivales humanos primarios.

Criterios de no inclusion
- Aleaciones comerciales de Ti o Zr.

- Muestras de Ti o de Zr tratadas adicionalmente con factores externos.
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- Muestras no pulidas.

- Cultivos de fibroblastos gingivales humanos con més de 15 divisiones celulares.

Criterios de eliminacion

Placas de Tiy Zr:

-Muestras no esterilizadas apropiadamente.

Células de fibroblastos gingivales humanos primarios:

-Células con presencia de contaminacion.

-Inoculacion de las células sobre la placa de Ti o de Zr que se extendieron mas alla de

la superficie de la placa.

Analisis de variables independientes

Variable Definiciéon Definiciéon Tipo Escalay
operacional unidad
de
medicion
Rugosidad Es el conjunto de | Se calculd con un | Cuantitativa. | De razones
superficial irregularidades de | medidor de superficie | Continua. Opm---2um

la superficie real,
definidas

convencionalment
€ en una seccion
donde los errores

de forma y las

en micrometros (um),
en base a Ra que es
la media aritmética
del punto de partida
de la rugosidad de la

superficie en base a
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ondulaciones han

sido eliminados.®%)

una linea media y
Rms que es la
distancia vertical
entre el punto mas
alto y el punto mas
bajo dentro de la

longitud a medir.

Tipo de muestra

Biomateriales

usados para la
fabricacion de
implantes dentales
que incluyen
metales (Ti),
ceramicos (Zr) y

polimeros.®D

Se seleccionaron
muestras de
superficies de

implantes  dentales,
las cuales estan
disefiadas para estar
en relacion directa
con diferentes
estructuras

bucodentales.

Cualitativa

Nominal

Ti puro tipo
1

Zr

(Zirkonzah

n)
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Variables dependientes

Variable Definicion Definicion Tipo Escala y
operacional unidad de
medicién

Cuantificacion | Es el numero | Se utiliz6 el | Cuantitativa. De razones
in vitro de HGF | de células HGF | método de | Continua. 0—n
adheridos y|al unirse a|MTT por medio absorbancia
proliferados. elemento  del | de la actividad

medio externo | mitocondrial

o] a otras | cuantificada en

células, el lector de

cuantificadas microplaca por

por medio de la | absorbancia en

actividad nm

mitocondrial (nanémetros).

celular.®9) La adherencia

celular

correspondié a
1 hora y la
proliferacion a

24 horas.
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10.2. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Medio esencial minimo de Eagle alfa (a-MEM) (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri,
EUA), medio modificado de Eagle de Dulbecco (DMEM), suero fetal bovino (FBS),
penicilina G y sulfato de estreptomicina (Life Technologies, Gibco, Carlsbad, CA, EUA),
puro titanio de tipo 1 (99,5%) (Tokuriki, Melters, Tokio, Japén) y zirconio (Zirkonzahn,
An der Ahr, Gais, Deutschland), MTT (azul de tiazolilo tetrazolio, Sigma-Aldrich), Dimetil

sulféxido (J. T. Baker, Center Valley, PA, EE.UU.)

Preparacion de las muestras

Preparacién de las muestras de Ti: Se prepararon muestras de Ti puro de tipo 1
(99,5%) en placas de 10x10x0.5mm (n= 9). Las muestras se colocaron en resina epoxi
y fueron pulidas por una pulidora automatica giratoria (160-200 rpm, Buehler, Lake
Bluff, IL, EE.UU.) con diferentes tipos de acabado de superficies con lijjas de agua, #
400, 800, 1000, 1500 y 2000 (Fuji star, Sankyo, Rikagaku, Okegawa, Japén) y 0,05 a 1
micra suspension de diamante con un pafio de limpieza (Chemomet, Buehler).

Las muestras se retiraron y la resina epoéxica, fue limpiadas por un lavado ultrasonico
con agua destilada, etanol 99,5% y 99,5% de acetona durante 10 minutos y después se
secaron por corriente de aire.

Preparacion de las muestras de Zr: Se prepararon muestras de Zr de 10x10x10mm
(n=9). Las muestras se sinterizaron tradicionalmente en un horno a 2822 ° F durante 6
horas y después la temperatura se disminuyé gradualmente durante 3 horas, a

continuacion, que fueron cortadas y pulidas con abrasion mecanica y chorro de arena.
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Todas las placas de Tiy Zr fueron reutilizados a través de experimentos después de re-

pulido, lavado y esterilizacion ultrasonica

Observacion y medicion de la superficie
Las superficies de Ti y Zr fueron evaluadas usando microscopia de fuerza atémica
(NANOSURF FlexAFM, Liestal, Suiza). La rugosidad de la superficie se estimd, en
modo tapping, con base a Ra (Media aritmética de los valores absolutos de las
coordenadas de los puntos del perfil de rugosidad en relacion con la linea media dentro
de la medida de longitud) y Rms (La mayor rugosidad parcial presente en la superficie
de medicidn) sobre una superficie de 80x80um en modo de derivacion basado sobre
ISO 4287: 1997: Especificaciones de productos geométricos (GPS)-Textura de la

superficie: Método del perfil.

Esterilizacion de muestras
Las muestras fueron lavadas en ultrasénico (Pro-sonic 1000) durante 5 minutos, se
retiraron las muestras, se secaron y se introdujeron en bolsas de papel termo-
resistentes. Se esterilizaron utilizando el método humedo con una autoclave marca

Cristofoli.

Cultivo celular
Los fibroblastos gingivales humanos (HGF) se obtuvieron a través de una biopsia de
tejido gingival de un tercer molar de un paciente de 18 afios de edad, con el anterior
consentimiento informado por escrito de los padres. El proyecto fue autorizado por el
Comité de Bioética de ENES, UNAM, Unidad Ledn. El tejido se lavé dos veces con

PBS, 2% de clorhexidina. Explantes de aproximadamente 1 x 1 mm fueron suspendidos
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en a-MEM suplementado con 20% de suero bovino fetal inactivado por calor, 100 U/ml
de penicilina G y 100 mg/ml de sulfato de estreptomicina. Las células se incubaron a
37°C con una atmoésfera de 5% de CO:2 durante dos semanas de crecimiento
exponencial con los cambios en el medio de cultivo cada tres dias. HGF tiene una
esperanza de vida in vitro de aproximadamente 40 PDL (Poblacion Nivel de
duplicacién).

Las células se desprendieron enzimaticamente usando 0,25% de tripsina-EDTA
0,025%-2Na en PBS para cada experimento. Después de que el cultivo celular primario
fue establecido, los experimentos subsecuentes fueron realizados con medio de cultivo

DMEM complementado con 10% de FBS y antibi6ticos.(60)

Cuantificacion de la adherencia y proliferacion celular

Las células de HGF fueron sub-cultivadas como células adherentes y se inocularon en
2x10% células/ml en de cada una de las muestras Ti y Zr y se dejoé incubar a
temperatura ambiente (23 °C) durante 60 minutos. Las placas se lavaron dos veces con
PBS para eliminar las células no adheridas.

En el caso de la proliferacion celular, se incubaron las células durante otras 24 horas
mas a 37 °C con 5% de CO:2y 95% de humedad relativa. El nUmero de células viables
se determind por el método MTT. Brevemente, se disolvio 0,2 mg/ml de un reactivo
MTT en DMEM+10% FBS y se incubG durante 4 horas. El formazan se disolvid
completamente con Dimtilsulfoxido (DMSO) y fueron transportados a una placa de 96
pocillos, y después se analizaron a 540 nm usando un lector de microplaca (Thermo

Fisher Scientific).
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En la adhesion y la proliferacion celular se utilizaron las placas de Ti como valor de
base estdndar del nimero de células viables en la superficie. Los datos se reprodujeron

por triplicado a partir de tres experimentos independientes.

Andlisis estadistico

Se calculd la media, la desviacion estandar y el porcentaje. Todos los datos fueron
sometidos a pruebas de Kolmogorov-Smirnov de normalidad (Lilliefors), prueba de
Kruskal-Wallis y comparaciones multiples de Mann-Whitney. La significancia estadistica

fue considerada con un valor p<0.05 con un intervalo de confianza del 95%.
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Diagrama experimental

Placas de Zr (10x10x10 mm) Placas de Ti (10x10x0.05mm)

Rugosidad superficial con microscopia de

fuerza atémica

I
Adhesion celular y proliferaciéon celular

Observacion de la adhesién con espectrofotometro

de micro placa a 540 nm, estereomicroscopio, y
AFM

\

Andlisis estadistico, con Prueba de Kolmogorov-

Smirnov de normalidad (Lilliefors), Prueba de

Kruskal-Wallis y comparaciones multiples de Mann-
Whitney.

Fig 1.5 Diagrama experimental de la metodologia utilizada.
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11. Implicaciones éticas

La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de Heilsinki como
una propuesta de principios éticos para la investigacion médica en seres humanos,
incluida la investigacion del material humano y de informacion identificables. %
Instados en estos principios el protocolo de esta investigacion fue basado y
posteriormente realizado.

Al incluir material humano este protocolo de investigacion se utilizd6 un consentimiento
informado en el que el donador de tejido accedié a que este se utilizara con los fines

propuestos en esta investigacion.
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12. Resultados

La topografia de las placas de Zr mostré una mayor rugosidad (Ra = 0,39 micras) (Rms
= 0,48 micras) (Fig. 1.4) que el Ti (Ra = 0,049 micras) (Rms = 0,06 micras) (Fig. 1.5).
Las muestras de Ti exhiben una superficie casi plana con algunos rasgufios y

microsurcos al contrario las placas de Zr mostraron una superficie rugosa con una alta

presencia de microporos.

% Ra=0.3977 um
Rms = 0.4877 um

[Fig. 1.6]. Micrografias de fuerza atomica de la superficie de Zr en 2-D (A) y 3-D (B)

Fuente: Directa

Ra = 0.0492 pm

Rms = 0.0640 pm
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[Fig. 1.7]. Micrografia de fuerza atomica de la superficie de Ti en 2-D (C) y  3-D (D)

Fuente: Directa.

La cuantificacion de los HGF adheridos fue significativamente mayor (p <0,05) en el Ti
con 42% (+18,2%) mas ceélulas adheridas que las muestras de Zr (Fig. 1.6), mientras
que la proliferacion mostro células mas viables en Ti con un 37% (£27,4%) sin mostrar

diferencias estadisticas en los dos grupos (Fig. 1.7).
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[Fig. 1.6]. Grafica de adhesién de HGF (%) comparando muestras de Zr y Ti. Los
valores de las superficies de Ti se usaron como control de valor. Las barras representan
la media + desviacién estandar en triplicado de tres experimentos independientes.

*p<0,05 comparaciones multiples de Mann-Whitney. Fuente: Directa.
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[Fig. 1.7]. Grafica de proliferacion de HGF (%) comparando muestras de Zr y Ti. Los
valores de las superficies de Ti se usaron como control de valor. Las barras representan
la media + desviacion estandar en triplicado de tres experimentos independientes. * p

<0,05 comparaciones multiples de Mann-Whitney. Fuente: Directa.
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13. Discusion
La prevalencia de complicaciones bioldgicas asociadas con los implantes dentales
aumenta con su uso y estas comunmente comienzan por un defecto y/o ausencia del
sello tejido suave peri-implantario. La busqueda de soluciones a este problema ha
despertado el interés de la comunidad odontolégica y el uso del Zr ha sido propuesto
como una solucién. 2
Por lo tanto, diferentes autores han realizado estudios comparando las propiedades
entre el Tiy el Zr, tales como N. Esfahanizadeh, et al. “ | A. Pae, et al. “® y Yamano,
et al. »"), analizaron la proliferacion y viabilidad de los HGF sobre estas superficies, sin
encontrar diferencias significativas entre los materiales; resultados que emulan a los
nuestros.
B. GroRner-Schreiber, et al.® analizaron la adhesion focal de HGF en superficies
modificadas de implantes dentales de Ti y Zr, seleccionaron 17 diferentes tipos de
modificaciones en la rugosidad de los implantes; incluyendo técnicas de pulido de
superficies con diferentes tamafos de granos, de tipo espejo, con revestimiento de
vidrio, etc. Los resultados apuntaron a que las superficies mas lisas tenian el mayor
namero de contactos de adhesion focal.
En la cuestion acerca de que tipo de superficie en los materiales de implantes dentales
promueven una mayor adhesion de HGF, es donde la bibliografia encontrada es
controversial; °6:6364)  Yamano, et al *”) en sus investigaciones identifican a las
superficies lisas como un factor que promueve de una manera mas rapida la adhesion
de los HGF; en cambio las investigaciones de A. Pae, et al “® sugieren que al existir
una mayor rugosidad en los materiales para implantes se incrementa la adhesion de

HGF, por otra parte Esfahanizadeh et al. *® exponen que no existen diferencias
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estadisticamente significativas entre los tipos de superficies, estas ultimas afirmaciones
conciertan con los resultados de nuestra investigacion.

El presente estudio es preliminar y por lo tanto son necesarias mas pruebas para
estudiar la correlacion entre el tejido peri-implantario y la rugosidad superficial de los
materiales de implantes dentales; estas incluyen ensayos con otras células de tipo peri-
implantarias como células de ligamento periodontal, expresion genética y analisis de
puntos de adhesion focal. Incluyendo las diversas formas de tratamiento que recibe el
Zr al ser trabajado, en la actualidad existen en el mundo mas de 10 compafiias que
manejan implantes de Zr, cada uno con sus propia metodologia de produccion. (9
Futuros ensayos deberian enfatizarse en la modificacion de las superficies de los
materiales en combinacién con el uso de sustancias con propiedades de estimulacion

celular como P. Krawczyk, et al. Con el uso de Histanina 1. ()
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14. Conclusiones

Incluso cuando Ti mostr6 una mejor adhesion inicialmente, después de 24 hrs las
placas de Zr y Ti no mostraron diferencia en proliferaciéon celular; lo que muestra
respuestas bioldgicas comparables.

A pesar de las limitaciones del presente estudio, se concluye que al Zr puede
proporcionar un sello biologico e inhibir el descenso epitelial con resultados no
estéticos; serian necesarios mas estudios para demostrar cuales son las caracteristicas
de las superficies que influyen mas en la adhesion de fibroblastos.

Pero se llega a la conclusion que es el tipo de superficie y no el tipo de material que
hace una diferencia en la adhesion de HGF y por consecuente el sello de los tejidos

periimplantarios.
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Anexo 1: Publicacion de un articulo original.

Fibroblast response to initial attachment and proliferation on

titanium and zirconium surfaces.

Abstract: Introduction: In recent decades, dental implants have become one
of the best options for comprehensive dental restoration; their placement is a
multidisciplinary task that requires a solid understanding of biological, perio-
donral, surgical and prosthctic ]Jrim:iplcs. Objcctivc: The aim of this study was
to quantify in vitro the adhesion and proliferation of human gingival fibroblasts
(HGF) response on titanium (Ti) and zirconia (Zr) surfaces. Methodology: Sam-
ples of Ti and Zr were observed under atomic force microscopy (AFM). HGFs
were inoculared in each sample to determine adhesion and cell proliferation. The
reagent MTT was mixed with medium DMEM and inoculated in each plate;
formazan was dissolved with dimethyl sulfoxide and analyzed at 540nm in a
microplate spectrophotometer. The test was performed with three independent
experiments. Data were analyzed with Kolmogorov-Smirnov tests (Lilliefors),
Kruskal-Wallis tests and Mann-Whitney test comparisons. Results: Topography
of the Zr plates showed greater roughness (Ra= 0.39um) than Ti (Ra= 0.049pm).
Quantification of HGF adhesion was significantly higher (p<0.05) in Ti, while
proliferation showed no statistically significant differences berween the groups.
Conclusion: It is noteworthy that, even though Ti initially showed increased
cell adhesion on the surface, after 24h Zr samples showed similar proliferation;
this demonstrates that both surfaces have a comparable biological response.

Keywords: Dental implants, Titanium, Zirconiwm, Biomaterials, Human
gingival fibroblasts.
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INTRODUCTION.

In recent decades, dental implants have become one of the

to bone formation around it (osseointegration), in order to

direct the forces of mastication to the bone strucrure'; soft

best options for comprehensive dental restoration in patients
with partial or toral prosthesis. Dental implants may help
patients obtain a complete, healthy, functional and aestheric
dentition'. Implant placement is a complex, mulridiscipli-
nary task involving various disciplines and requiring a deep
knowledge of periodontics, surgery and prosthetics®.

The successful placement of a denral implant is derermi-
ned by the environment of the oral cavity and the response of

adjacent tissues. The success of an implant is directly related

tissue integration to provide a biological seal berween the
oral cavity and the implant® and the appropriate biocompari-
bility of the tissue at systemic and local level®. As soon as an
implant is placed in the appropriate site, there is a molecular
interaction covering the implant in just nanoseconds. This is
primarily influenced by the implant surface?, which also de-
termines the type of coating and rehabilitation procedures®.
Anderson defined the term biocompatibility as the abili-

ty of a biomaterial, prosthesis or medical device to perform
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a specific function, with an appropriate host response. The
evaluation of biological responses is measured by the magni-
tude and duration of adverse alterations in homeostatic me-
chanisms thar determine the host response®.

Biomaterials commonly used for dental implants are ma-
nufacrured from meral (titanium and its variants) and ce-
ramic materials covered by porcelain (aluminum and zirco-
nium oxide)®. Ti is widely used because it has proven to be
a biocomparible and bio-inert material, stable and very well
tolerated by soft tissues”. Although Ti implants have been
used as the gold standard in the past 40 years, cell adhesion
to this type of material is not always strong, and new for-
mulations and modifications of the surfaces are developed
to enhance cell attachment to the implant and accelerate
osseointegration®.

In response to the above, the use of dental implants based
on Zr represents a new frontier in implantology. Ceramic
implants have been successfully used in orthopedic surgeries
for many years because their biocompatibility tests have yiel-
ded positive results, while carcinogenicity and mutagenicity
tests have shown negative results. Zr can provide an aesthetic
advanrtage and result in less biofilm accumulation on the sur-
face of the implant®. However, due to the lack of information
on their performance in the short and long term'®, Zr im-
plants have nor been widely used as T’ ones.

The hypothesis proposed in this study is based on the fact
that a Zr surface can provide adhesion and proliferation for
human gingival fibroblasts (HGF) equal to or greater than a
Ti surface'’, and therefore show more scientific evidence on
the adhesion of fibroblast to Zr surfaces.

The aim of this study was to quantify in vitro the adhe-
sion and proliferation of HGF response on Ti and Zr surfa-
ces with a fast and reproducible colorimetric method using
MTT bromide salt.

MATERIALS AND METHODS.

Materials

Minimum essential alpha culture medium (0-MEM)
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA,

USA), feral bovine serum (FBS, Sigma culture Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA), phosphate-buffered saline
(PBS, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), peni-
cillin G and streptomycin sulfate (Gibeo, Carlsbad, CA,
USA), type 1 titanium (99.5% purity) (Tokuriki Melrers,
Tokyo, Japan) and zirconium (Zirkonzahn, An der Ahr,
Gais, Germany). 0.25% trypsin-EDTA 0.025% -2Na
(Gibco, Carlsbad, CA, USA). MTT reagent (3-(4,5-Di-
methyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromi-
de, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), dimethyl
sulfoxide (DMSO, JT Baker, Center Valley, PA, USA),
10-cm culture dishes and 96-well plates (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachuserts, USA).

Preparation of Ti samples

Type 1 Ti plates of 10x10x0.5mm (n=3) were prepared.
Samples were placed in epoxy resin and polished auto-
matically at 160-200 rpm (Buchler, Lake Bluff, IL, USA)
with water sandpaper of different roughness, # 400, 800,
1000, 1500 and 2000 (Fujistar, Sankyo, Rikagaku , Oke-
gawa, Japan) and diamond suspension from 0.05 to Ipym
with a cloth (Chemomer, Buchler, Lake Bluff, IL, USA).
Samples were removed from the epoxy resin and washed in
ultrasound witch distilled warer, 99.5% ethanol and 99.5%
acerone for 10 minutes and dried at room temperature.

Preparation of Zr samples

Zr plates of 10x10x10mm (n=3) were prepared. Sam-
ples were sintered in a conventional manner in a furnace
at 2822°F for 6 hours and then the temperature was gra-
dually decreased for 3 hours. Then plates were cut, po-
lished and sandblasted. All Ti and Zr plates were reused
for each experiment after being re-polished, ultrasonic
washed and sterilized.

Observation of samples by AFM

Ti and Zr surfaces were evaluated using atomic force
microscopy (NANOSURF FlexAFM, Liestal, Switzer-
land). The surface roughness was estimated based on Ra
(arithmetic mean of the absolure values of the coordina-
tes of the points of the roughness profile in relation to
the midline within the length measurement) and Rms

(the largest partial roughness present on the measuring
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surface) on a surface of 80x80pum in rapping mode based
on 150 4287:1997: Geometrical Products Specifications
(GPS)-Surface texture: Profile method.

Cell culture

The human gingival fibroblasts (HGF) were obrained
from gingival tissue biopsy of a third molar of an 18-year-
old patient, with prior approval and after signing informed
consent. The project was authorized by the Committee on
Bioethics at ENES, Unir Leon, Narional Auronomous Uni-
versity of Mexico. The tissue was stored in PBS and 2% an-
tibiotic. The sample was washed twice with PBS and 2%
chlorhexidine. The primary cell culture was performed using
exl:rlants of IxImm al:lpmxima[cly. The tissue was suspcndcd
in - MEM medium supplemented with 20% FBS, heat inac-
tivated, 100IU/ml penicillin G and 100mg/m! streptomycin
sulfate. Cells were incubated ar 37°C with an atmosphere of
5% CO, and 95% humidity for two weeks changing the cul-
ture medium every third day until exponential growth was
observed. HGFs have an in vitro life expectancy of approxi-
mately 40 PDL (population doubling level).

The cells were detached enzymatically from the culture
dish with 0.25% trypsin-EDTA 0.025% -2Na for cach ex-
periment. After the primary cell culture was established,

the experiments were carried out using DMEM+10% FBS

and antibiotics'.

Adhesion assay and cell proliferation.

Cells were inoculated at a density of 2x10° cells/ml in cach
of the Ti and Zr samples and incubared at room temperature
(23°C) for 60 minutes”. Samples were washed twice with
PBS to remove nonadherent cells. In the case of cell prolife-
ration, cells were incubared for 24 hours more ar 37°C with
5% CO,. The number of viable cells attached and prolifera-
ted on the surfaces was determined by MTT method. Sub-
sequently, 0.2mg/ml of MTT reagent was mixed in DMEM
+10% FBS and incubated for 3 hours at 37°C with 5% CO..
Formazan was completely dissolved with DMSO, transpor-
ted to a 96-well P]at(: and analyzed at 540nm ina micropla_r{;
reader (Thermo Fisher Scientific, St. Louis, Missouri, USA).
In cell adhesion and proliferation Ti plates were used as con-
trol value. Assays were performed in triplicate from three in-
dependent experiments.

Statistic analysis

The mean, standard deviation and percentage were calcu-
lated. All data were tested with Kolmogorov-Smirnov tests
of normality (Lilliefors), Kruskal-Wallis test, and muliple
comparisons using Mann-Whitney (SPSS, Chicago, IL,
USA). Statistical significance was considered at p<0.05 and a

95% confidence interval.

Figure 1. Micrographs of atomic force microscopy.
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Figure 2. HGF adhesion and proliferation on Ti and Zr.
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A) HGF Adhesion B) HGF Proliferation. Fibroblasts were inoculated at 2x106cells/ml. Viable cells adhered and proliferated and were determined by MTT bioassay and
analyzed at 540nm by microplate spectrophotometer. The values of Ti surfaces were used asvalue control. Bars represent the meantstandard deviation in triplicate

of three independent experiments. * p<0.05 multiple Mann-W hitney comparisons.

RESULTS.

Topography of the Zr plates showed a higher roughness
(Ra=0.39um) (Fig. 1A and 1B) than Ti (Ra=0.049pum)
(Fig. 1C and 1D). Ti samples showed an almost flat
surface with some sipes and micropores, in contrast, Zr
plates showed a roughened surface with a high presence
of micropores.

Quantification of HGF adhesion was significantly
higher (p<0.05) in the Ti with 42% (+18.2%) more when
compared to adherent cells in Zr samples (Fig. 2A), while
the proliferation revealed a greater number of cells on the
surfaces of Ti with 37% (+27.4%) showing no statistical
differences (Fig. 2B), having a similar biological response

between both surfaces.

DISCUSSION.

The aim of modifying the surfaces of the implants is
not only to adapt them to the demands to avoid the nega-
tive effects of implanted materials into the surrounding
tissue, but to improve rhe interaction berween the ma-
terial and tissues”®. The use of current technologics that

modify the surface of the implants has become a trend in

Online 071

tion of the Facultad de Odontolog

markcting and production of new implants, creating dif-
ferent morphologies and chemical treatments to improve
and accelerate osseointegration'®,

For a long time, osseointegration was identified as a lo-
cal factor that could interfere with the success of dental
implants. Now, it is known that not only the osseointegra-
tion of dental implants contributes to the integration of
the adjacent tissues, but also of the soft rissues adjacent ro
the implant"’.

Long-term stability of dental implants, the biological
seal of soft tissues and implant interface are imporrant
features for the clinical success of oral rehabilitation. The
transmucosal part of the dental implant requires sufficient
artachment of connective tissue and inhibition of bacte-
rial invasion”. Conventionally, surfaces in contact with
soft tissues, particularly the aburment, are designed with
smooth surfaces to prevent bacteria from adhering casily'.

The aim of this resecarch was to quantify in vitre the
HGF response on Ti and Zr surfaces by cell adhesion and
proliferation. The results shown here indicare thar inicially
Ti surfaces significantly increase HGF adhesion by 42%,

while cell proliferation, comparing both surfaces showed
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no difference in the number ofpm]ifcra[cd cells, suggest-
ing that the biological response in both surfaces after 24
hours can yield similar and comparable results. The type
of material with which dental implants are manufactured
is critical to their success, also the topography of the im-
plant surface influences integration' qualitatively and
quantirartively'.

However, the review of the current literature showed
partly contradictory results. Yamano ez al."” identified the
topography of the surfaces as an important modulator of
fibroblast behavior, bath iz vitre and in vive, demonstrat-
ing that smooth Zr surfaces promote more adhesion and
proliferation of fibroblasts. The difference berween their
results and this research could be caused by the polish-
ing of the surfaces. Furthermore, Pac ef a/.'® suggest that
microporosity allows greater diffusion and alignment of
fibrablasts, when compared ro the smooth surface. The
controversy lies not only in the topography of the Zr
surfaces. Velasco-Ortega er. 4L found that osteoblastic
cells cultured on rougher Ti surfaces differ faster than on
smoother surfaces, however, Xiaohui Rausch-fan er /"
suggested that the smoothest surfaces are the ideal sur-
faces for better adhesion and cell prolifcra[ion. Further-

more, Esfahanizadeh er al.** showed that the difference

berween the adhesion on Zr and Ti surfaces is not signiﬁ—
cant, which is line with the findings of this study.

The method reported here is an easy and reproducible
technique for the study of the interaction between Ti and
Zr cells and surfaces. The method of rapid colorimetry by
MTT is based on the identification of the merabolic activ-
ity of the cells adhered and proliferated on the surface. The
results shown in this study are more representative than
those previously published by direct counting with scan-
ning electron microscopy' or enzymatic detachment with
trypsin and ultrasonic vibration®”. Such methods may un-
derestimate the number of cells adhered and proliferated
to surfaces. However, this study is preliminary and it is
necessary to investigate the kinetics of the interaction, the
specific morphological and functional relationship of the
cells on surfaces, as well as controlling the expression of
different genes associated with cell adhesion and prolifera-

tion, such as integrin expression on surfaces.

CONCLUSION.

Although initially Ti showed increased cell adhesion on
the surface after 24h, Zr samples showed a similar prolif-
eration. Therefore, both surfaces have comparable biologi-

cal response.

Respuesta de fibroblastos a la adhesién inicial y
proliferacién en superficies de titanio y zitconio.

Resumen: Introduccién: En las dltimas décadas, los implan-
tes dentales se han posicionado como una de las mejores opciones
de restauracién dental integral; su colocacion es una tarea muld-
disciplinaria que requicre una sélida comprensién de los princi-
pios biolégicos. periodontales, quirtirgicos y protésicos. Objc[ivo:
El objetivo de este estudio fue cuantificar in witro la adhesion y
prolifcracién de la respuesta de fibroblastos gingivalcs humanos
(HGF) en superficies de titanio (Ti) en contraste con superfi-
cies dezirconia (Zr). Metodologia: Se observaron las muestras de
Tiy Zr bajo microscopia de fuerza atémica (AFM). Los HGF
fueron inoculados en cada muestra para determinar la adhesion
y proliferacién celular. El reactivo MTT se mezclé con medio
DMEM vy se inoculé en cada placa, el formazdn se disolvié con

dimerilsulféxido y se analizé a 540nm en un espectroforéme-

IS5N Online 0719-247

tro de microplaca. El ensayo se realizé con tres experimentos
independientes. Los datos fueron analizados con pruebas de
Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors), pruebas de Kruskal-Wallis y
comparaciones de Mann-Withney. Resultados: La topografia de
las placas de Zr mostraron una mayor rugosidad (Ra=0.39um)
en comparacion con las de Ti (Ra=0.049pm). La cuantificacion
de la adhesion de HGF fue significativamente mayor (p<0.05) en
el Ti, mientras que la proliferacién no mostra diferencias estadis-
ticamente significativas entre los grupos. Conclusién: Es impor-
rante mencionar que, a pesar de que el Ti mostré inicialmente
una mayor ad hesién celular sobre la superficie, después de 24 hrs
las muestras de Zr mostraron una proliferacion similar; lo que
demuestra que ambas superficies poscen una respuesta bioldgica
comparable.

Palabras clave: [nplantes dentales, Titanio, Zirconia, Biomate-
riales, Fibroblastos gingivales humanos.
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