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1. RESUMEN

Aunqgue se han realizado diversos tratamientos de las superficies de titanio (Ti) para incrementar la
adhesidn, proliferacién y diferenciacién celular, no se tiene la suficiente evidencia. Objetivo:
Comparar la adhesion inicial y diferenciacion osteogénica de osteoblastos humanos en placas de Ti
y titanio-nitrurizado (NTi) exponiendolas a irradiacion-UV y quitosano para reconocer la superficie
mas viable para su proliferacion. Materiales y métodos: Placas de Ti-tipo 1 de 10x10x0.5 mm fueron
cortadas, pulidas y esterilizadas. Las placas fueron nitrurizadas por electrodeposicion de vapor. Las
placas fueron analizadas en AFM. Las muestras fueron expuestas a irradiacion-UV durante 20
minutos a 253.7 nm (52 yW/cm?) y recubiertas con quitosano al 1%. Los osteoblastos (2x10°
céluas/mL) fueron inoculados sobre las placas durante 60 min, lavadas 3 veces vy la viabilidad se
determind por el bioensayo de MTT. La diferenciacion osteogénica se realizé durante 4 semanas y
determinada por tincién de rojo de alizarina. Se estimoé el promedio, desviacién estandar de los datos
y analizados con pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks, Kruskall-Wallis y U de Mann-Whitney
(n=9/gp). Resultados: La topografia superficial correspondié a: NTi (Ra=0.098 pm) y Ti (Ra= 0.212
pm). La cuantificacion de adhesién celular fue: Ti+Quitosano=123+4.9% (p<0.05) <Ti=100£10.7%
<NTIi=72+6.8% <NTi+UV=71+4.4 <Ti+UV=69+3.5% <NTi+Quitosano=47+3.3%. Los marcadores
positivos de diferenciacion (Cristales mineralizantes) osteogénica correspondieron en orden a la
adhesidn inicial de osteoblastos. Conclusién: Las placas con mayor adhesion osteogénica fueron
las de Ti con y sin quitosano o UV, lo que demuestra que esta seria la superficie biolégica ideal para
su modificacion ya que mantiene una adecuada y mayor interaccion celular. Palabras clave:

superficies, osteogénico, Quitosano, radiacion uv.



2. INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, uno de los principales retos de la odontologia ha sido el tratamiento de las
ausencias dentales, ya sean causadas por caries, enfermedad periodontal o traumatismos dentales.
En la actualidad el método mas utilizado para contrarrestar estas ausencias, y la mejor opcién en

nuestros dias, han sido sin duda, los implantes dentales. (1)

En 1965 el profesor Branemark (2) descubrié la osteointegracion, y a partir de entonces se comenzo
aintroducir el uso de implantes dentales, lo que paso de ser un suefio a convertirse en una realidad,

cuyo principal objetivo de estos era la funcionalidad dental. (3)

La preocupacion constante de mantener la innovacion en el area de la salud, asi como perfeccionar
la tasa de éxito de los implantes dentales, ha hecho que diversas investigaciones se vayan
desarrollando, dando lugar a una mayor experimentaciéon con materiales biocompatibles con el ser
humano (4), esta experimentacion nace del reconocimiento de las diferencias entre tejidos vivos y
materiales inorganicos, los cuales mantienen una interaccion constante que puede resultar
beneficiosa o contraproducente. (5)

Actualmente uno de los materiales de mayor uso en la elaboracién de implantes dentales es el titanio
(Ti), ya que sus caracteristicas, como la resistencia a la corrosién y su biocompatibilidad, lo hacen

ideal para la interaccion con tejidos vivos (6-7).

A pesar de todo esto, el éxito de los implantes dentales no ha llegado a su maximo potencial, por lo
que la ciencia se ha dedicado a realizar numerosos procedimientos experimentales sobre las
superficies de Ti para maximizar su adhesion al hueso, proceso llamado, osteointegracion (8). Por
lo tanto todas las modificaciones hechas a los nuevos implantes buscan un mismo objetivo, la
adecuada respuesta del medio receptor y un menor tiempo de anclaje, asi también que el implante
soporte las cargas aplicadas y tenga un éxito clinico a largo plazo.

Entre las modificaciones a estas superficies, mas utilizadas actualmente, encontramos la exposicion
a radiacion ultravioleta (UV), sus atributos se deben a que al someter las placas de Ti a esterilizacion
por rayos UV se reducen las concentraciones de carbono, y estas a su vez incrementan la
concentracién de oxigeno, volviendo a la superficie hidrofilicas, captando agua y formando grupos —
OH y —02 (9-10) esto siendo de gran importancia ya que la energia superficial y la hidrofilicidad de
las superficies de los implantes tiene un papel decisivo en la interaccién inicial de las proteinas y las

células del hueso (11).



Por otro lado, el desarrollo de biomateriales capaces de sustituir algin tejido faltante, crean un sinfin
de oportunidades para la aplicacion de estos en el area médica, en este caso la utilizacién de
quitosano para tratamiento de la superficie de Ti, ha generado una alternativa mas, ya que es un
biopolimero con efectos bactericidas/bacteriostaticos, biodegradable y biocompatible, el cual ha sido
utilizado en la ingenieria de los tejidos, con el fin de reemplazarlos parcial o totalmente, liberando
materiales bioactivos o influenciando el crecimiento celular (12).

Este trabajo tiene como objetivo conocer la interaccion de osteoblastos humanos-placas de Tiy
titanio-nitrurizado (NTi) expuestas a irradiacién-UV y quitosano y determinar los efectos en la en la

adhesion focal inicial y diferenciacién a linaje osteogénico.



3. MARCO TEORICO

3.1 Antecedentes de la Implantologia

Desde tiempos antiguos el hombre se ha preocupado por la reposicién dental debido a que cada
pieza dental resulta ser de vital importancia al participar en el proceso alimenticio por cumplir la
funcidn de triturar los alimentos, asi como en la armonizacion facial, sin contar que la presencia de
estos, son un signo de salud, bienestar y estética. (13)

Descubrimientos arqueoldgicos nos sefialan que la relizacion de tratamientos implantolégicos, han
tenido presencia en distintas culturas, como una alternativa funcional-estética para vivos y muertos,

con la intencién de mejorar la imagen del difunto, y la funcionalidad en vivos.(14)

Fig. 1 Primeras prétesis implantosoportadas.
(Sidén Fenicia. Siglo IVy V a.C)

Se define como implante dental a aquel elemento aloplastico, el cual es insertado en tejido 6éseo o
por debajo del periostio, con el fin de reponer piezas dentales ausentes.(15)

En 1941, el sueco Gustav Dahk utilizé por primera vez un implante dental de tipo subperiostico en
pacientes edentulos totales, estos dispositivos estaban fabricados con un material llamado Vitallium

que se asentaba sobre el hueso y comprendia de pilares que atravesaban la mucosa, los cuales



servian como soportes para las protesis totales. (17) La tasa de éxito de este tipo de implantes era

muy baja, debido a que diversos estudios arrojaron que sus efectos cancerigenos eran altos.

Despues de diversos estudios comparativos sobre los efectos del Vitallium, aleaciones con Fe y Ti
realizados, fue en los afios 60, que el Dr. Per-Ingvar Branemark comenzé con los primeros trabajos
integrando el Ti en la implantologia dental, al realizar un estudio en conejos, titulado Microscopia
vital de la funcion de la médula ésea en la cicatrizacién y regeneracion del hueso del peroné de
conejos, con un dispositivo transéseo de Ti para sujetar las lentes que permitirian la observacion de
microscopia vital, puesto que al finalizar con el estudio y proseguir con el retiro de estos dispositivos,
se dio cuenta de la dificultad que existia para retirarlos, ya que estaban integrados al hueso, y pensé
que una utilidad practica para esta cualidad del titanio era usarla para sostener las dentaduras
postizas de pacientes edéntulos, dando inicio a la era de la Odontologia Implantaria; asi pasando el

campo observacional a un campo clinico ya protocolarizado con bases cientificas estrictas.(16)

Fig. 2 Dr. Per-ingvar Branemark
(Associated Branemark Osseointegration Centers)

Para 1965 Branemark inicio con la colocacion del primer implante dental a base de titanio en paciente
en zona anterior mandibular, teniendo gran éxito y consiguiendo una osteointegracion adecuada.
(17) A partir de esto, los procedimientos quirtrgicos y protésicos han ido evolucionando ya que la
necesidad de este tipo de restauraciones ha ido incrementando con el propésito de hacer que los

procedimientos sean mas eficientes y satisfactorios para los pacientes. (14)



3.2 Generalidades de implantologia

A partir de las investigaciones del Dr Branemark y su protocolarizacion en el procedimiento de
colocacién de implantes, este mismo, introdujo el término “osteointegracion” para referirse a conexién
directa, estructural y funcional entre hueso vivo, ordenado y la superficie de un implante sometido a
una carga funcional. Por lo cual, el resultado de esta conexion hueso-implante depende de factores
bioldgicos y sistémicos del paciente, asi como de las caracteristicas del implante y su superficie entre

otros, sin la presencia de sintomas de inflamacién severa. (15)

~iH|

Fig. 3 Implante de Ti osteoihtegrado.
(Estudio Dental Barcelona Espafia)

El éxito del proceso se puede clasificar en tres mecanismos, los cuales seran responsables de que

se realice una adecuada osteointegracion:

1) Osteoinduccidn: transformacién de células precursoras en células osteogénicas, o sea, el
tejido 6seo se forma desde la superficie del hueso circundante.

2) Osteogénesis: Proceso en el que las células osteogénicas forman sitios de depésitos de
hueso nuevo.

3) Osteoconduccioén: formacién de hueso sobre la superficie del implante.

Por su parte, la osteogénesis suele ocurrir de dos maneras, por contacto, la cual forma tejido seo a
una velocidad 30% mayor que a distancia la formacion desde la superficie del implante implica que
dicha superficie permita su colonizacién por parte de células de origen mesenquimal,a esto se le
denominada osteoconduccion, que en realidad es la formacion de hueso sobre el implante o material

bioactivo, provocando que este proceso dependa de la biocompatibilidad del material y de las



caracteristicas de su superficie. Como consecuencia de la colonizaciéon de la superficie del implante
por parte de las células osteoprogenitoras, se forma una interfase de contacto entre el implante y los
tejidos que lo rodean.

A su vez, esta interfase de contacto se da dos tipos: implante-tejido duro e implante-tejido
blando/fibroso. Se ha reportado que el contacto directo entre el hueso vivo y la superficie del implante
forma una fuerte matriz extracelular de unién tanto estructural como funcional que incrementa con el
tiempo, promueve la osteogénesis reparativa en la interfase y permite la fijacion del implante gracias
a su mineralizacion. (20) En el caso de la interfase con el tejido blando, se ha reportado que las
células epiteliales forman un fuerte collar alrededor del implante que carece de signos de respuesta
inflamatoria y que crea una fina capa de tejido conectivo poco vascularizada en las cercanias de la

superficie del implante a partir de la cual comienza la regeneracion tisular. (20)

Estos contactos entre el tejido biolégico y el implante estan relacionados con las caracteristicas

topograficas en la superficie del implante.

Segun Jamen- Mish (2007) se considera exitoso el proceso de osteointegracion cuando se cumplen
los siguientes criterios (15):
Clinicos

e Inmovilidad dental

e Sonido claro y firme a la percusion.

e Ausencia de foco infeccioso.

e Ausencia de parestesia.

Radiograficos
e Ausencia de espacio radioltcido.

e Pérdida 6sea inferior a 2 mm después del primer afio.

Cuando esta se ha producido, las células 6seas del hueso que rodea al implante dental insertado,
se unen estructural y funcionalmente a este. El periodo durante el cual los implantes se “integran” al
hueso en el que se implantaron tiene una duracion en el maxilar superior de 4 a 6 meses y el maxilar

inferior de 3 a 4 meses.

La estabilidad del implante es el factor de éxito mas importante para la osteointegracion.

Por el contrario el fracaso de un implante ocurre cuando este no se llega a osteointegrar
correctamente, ya sea por defectos al principio del proceso cicatricial o porque el proceso no es

favorable desde etapas tempranas. La pérdida de un implante durante la fase de cicatrizacion inicial,
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a menudo se atribuye a una infeccién postoperatoria, a una calidad o cantidad 6sea deficiente 0 a la
técnica quirdrgica empleada. Por el contrario, los fracasos de los implantes en etapas avanzadas

pueden estar dados por una sobrecarga oclusal desfavorable o por periimplantitis. (19)

3.3 Titanio

El uso de Titanio (Ti) para la implantologia se remonta a tiempos antiguos. En la década de 1930,
con el incremento en la tecnologia de nuevos metales, se inicid6 una era de expansion de uso

quirargico de implantes metalicos (27).

Durante las dos décadas pasadas, y hasta el momento, algunos autores como Branemark (1985),
sostuvieron que los implantes a base de titanio pueden desarrollar tanto osteointegracion como
fibrointegracion (28), debido a su alto indice de biocompatibilidad, Kawahara (29) ha demostrado
sobre cultivo de tejidos y al microscopio electrénico, que el titanio no sélo es estable en el organismo,
sino que también es notablemente compatible con los tejidos y células que lo rodean.

La biocompatibilidad del titanio esta relacionada con las propiedades de su 6xido de superficie. En
contacto con el aire o el agua, el titanio rapidamente forma un espesor de 6xido de 3-5 nm a la
temperatura ambiente. El 6xido mas frecuente es el didéxido de titanio (TiO2). Este 6xido es muy
resistente al ataque quimico lo que hace que el titanio sea uno de los metales mas resistentes a la

corrosion y que contribuye a su biocompatibilidad. Ademas el titanio es un material de una resistencia

mas que suficiente para su aplicacion clinica(30)
Los tipos de titanio se han clasificado segun su funcion:

Grado 1: Ti puro, resistencia mecanica relativamente baja y alta ductilidad.
Grado 2: Ti puro mas utilizado. Combinacién de resistencia, ductilidad y soldadura.
3. Grado 3: Ti de alta resistencia, usado para la fabricacién de matrices e intercambiadores de
calor.
4. Grado 5: Aleacion de Ti mas fabricada. Resistencia mecanica muy alta. Alta resistencia al
calor.
Grado 7: Resistencia a la corrosion superior en ambientes oxidantes.
Grado 9: Muy alta resistencia mecanica y a la corrosion.

Grado 12: Mejor resistencia al calor que los Ti puros.

© N o g

Grado 23: Aleacion de Ti para aplicaciones de implante quirlrgico.
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Grado 1, 2, 3y 4, pertenecen a los Ti puros, los demas son aleaciones. Se consideran puros por su

alta resistencia a la corrosion, resistencia mecanica y a la temperatura (44).

3.4 Nitrurizacion del Titanio.

Cuando se emplea nitrégeno como elemento de aportacion como aleante o para la formacién de
compuestos, se produce un incremento de dureza superficial. Este incremento se debe a la
formacién de una capa de nitruros de titanio. En el caso de realizar los tratamientos a temperaturas
inferiores a 1.050° C, para contenidos de nitrégeno situados entre 35% hasta valores superiores al
54% se forman nitruros & (TiN), y para contenidos de nitrégeno situados en un estrecho rango

alrededor del 33% se forman nitruros € (TioN).

La microestructura de estos nitruros difiere de la del titanio. ElI nitruro & (TiN) tiene una

microestructura cubica centrada en las caras, mientras que el nitruro € (TioN) presenta una

microestructura tetragonal centrada en el cuerpo. Estos nitruros presentan una dureza muy elevada,
de 2.000-2.500 HV para el nitruro € y de 3.000-3.200 HV en el caso del TiN [Soh93].

De modo resumido, las capas nitruradas presentan las siguientes caracteristicas:

a) Elevada dureza.

b) Retencion de la dureza a elevadas temperaturas.
c) Gran resistencia al desgaste.

d) Elevada resistencia a la corrosion.

e) Bajo coeficiente de friccion.

f) Laresistencia a la fatiga disminuye ligeramente.

g) Buena biocompatibilidad.

Dados estos buenos resultados, la mayoria de tratamientos superficiales del titanio y sus aleaciones

se basan en el uso del nitrégeno como aleante de aportacion.
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3.5 Periimplantitis

Término introducido por Mombelli en 1987, y despues modificado por el ler Censo Europeo de
Periodoncia para definir una enfermedad inflamatoria patologica en el tejido blando y duro que rodea
a un implante osteointegrado, la cual representa una de las principales causas de la pérdida

implantaria dental en pacientes. (21)

Los tejidos duros y blandos periimplantarios, se forman como resultado de un proceso de
cicatrizacion de una herida tras la insercion del implante. La formaciéon de hueso nuevo en contacto
con el implante es reconocida como osteointegracién, mientras que el establecimiento de mucosa
periimplantaria incluye la generacién de un epitelio de unién y una zona de tejido conectivo en

contacto con componentes del implante.(22)

Se sabe que las caracteristicas de la superficie del implante pueden influir en la morfologia del
defecto. Estd demostrado que los implantes con superficies recubiertas pueden hospedar y
perpetuar infecciones causando pérdida de hueso de forma vertical (25). De este modo estas
caracteristicas influiran de forma notable tanto en el diagnéstico como en el enfoque terapéutico ante

una periimplantitis.

Como antecedente, se asume que la mucositis periimplantaria es la antecesora de la periimplantitis,
ya que la primera es Unicamente la inflamacion de la mucosa que rodea al implante, sin que se
acomparie de pérdida de hueso circundante. Los datos indican que los pacientes diagnosticados con
mucositis periimplantaria pueden desarrollar periimplantitis, especialmente en ausencia de un
programa de mantenimiento periodico. La progresion de la periimplantitis es mas rapida en

comparacion con la periodontitis y se produce con un patron no lineal y acelerado.
Clasificacion de periimplantitis

e Temprana: profundidad de sondaje 24mm, con sangrado y/o supuracion en =2 sitios del
implante y perdida 6sea <25% del largo del implante.
e Moderada: Profundidad al sondaje =26mm, con sangrado y/o supuracion en 22 sitios del

implante, y perdida 6sea entre 25%- 50%del largo del implante.
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e Avanzada: Profundidad al sondaje 28mm, con sangrado y/o supuracion en 22 sitios del

implante, y perdida 6sea entre >50%del largo del implante. (22)

Fig. 4 Progresion de la periimplantitis.

Extraccion atraumatica de implantes: un nuevo enfoque para el tratamiento de la periimplantitis

por Dr. Eduardo Anitua.

Entre la etiologia asociada se encuentran principalmente:

1. Enfermedad Periodontal preexistente: la acumulacion de placa dentobacteriana no
necesariamente conlleva a la prolongacion del proceso inflamatorio, sin embargo en el
implante actla de manera distinta debido a que el infiltrado inflamatorio en mucosa
periimplantaria presenta una extension periapical mas marcada. También se ha demostrado
que los pacientes con un control de placa deficiente que no acuden a un tratamiento de
mantenimiento periddico presentan un riesgo mas elevado de desarrollar periimplantitis. (23)
Casado et al. (2013) realizaron un estudio en el cual incluyeron 215 pacientes con
edentulismo parcial y que contaban con implantes osteointegrados, evaluaron el riesgo de
desarrollar periimplantitis relacionada a la presencia de periodontitis crdnica, obteniendo
como resultado que aquellos pacientes con enfermedad periodontal crénica tenian cuatro

veces mayor riesgo de desarrollar periimplantitis.

Dentro de los principales microorganismos relacionados a la periimplantitis se encuentran el
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromona gingivalis, Treponema denticola,
Tannerella forsythia y Prevotella intermedia, si bien estos se encuentran tanto en periodonto
sano como en periodontopatias, la presencia que se observa de estos microorganismos es
mas elevada en la periimplantitis, esto de acuerdo a Ata-Ali et al. (2011).

2. Tabaquismo: diversos estudios comparativos entre fumadores y no fumadores, identifican al

tabaquismo como un indicador de riesgo para la pérdida 6sea marginal. Se ha demostrado
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que el tabaquismo a largo plazo tiene efectos deletéreos sobre la respuesta inflamatoria e
inmunitaria, asi como sobre la cicatrizacién, con menor produccién de colageno, disfuncion
de los fibroblastos, reduccion de la circulacion periférica y funciéon de neutrofilos y
macréfagos comprometida. (24) También se sabe que la nicotina dafia la sintesis de
proteinas y afecta la capacidad de adhesién de los fibroblastos de la encia, lo que conlleva
a alteraciones en el mantenimiento y remodelado del tejido conectivo (Baig & Rajan, 2007),
si alo anterior se le suma una mala higiene que favorezca la formacion de la placa bacteriana
y la entrada de microorganismos a la zona de colocacion del implante, aumenta
considerablemente el riesgo del desarrollo de periimplantitis. Kasat & Ladda (2012)
realizaron una revision acerca del dafio del tabaco en el cual indicaron que la tasa de fracaso
de los implantes en fumadores va del 6,5 al 20 %.

Enfermedades sistémicas: Se considera que la susceptibilidad aumentada a la enfermedad
periodontal se debe a la influencia negativa de la hiperglicemia en los mecanismos
inflamatorios e inmunitarios del huésped, lo que da como resultado una respuesta irregular,
cicatrizacion alterada y afecciones en la microvascularidad, como diabetes, estados de
inmunosupresion, tratamientos oncoldgicos etc. los pacientes con enfermedades crénico
degenerativas pobremente controladas son considerados pacientes de riesgo de presentar
periimplantitis, y esto es debido a que tienen una res- puesta inmune asi como un proceso
de cicatrizacién pobre (Segura Andrés et al., 2015), esto lo confirma Ferreira et al. (2006) al

indicar que la periodontitis y la diabetes aumentaban el riesgo de periimplantitis.

El tratamiento de la periimplantitis esta basado en la evidencia disponible del tratamiento de

enfermedad periodontal, por lo cual el esquema terapeutico es: control de la infeccidn, terdpia no

quirargica y quirargica y terapia de apoyo.

En cuanto al tratamiento quirdrgico debe ser precedido por el tratamiento no quirdrgico, el cual se

compone de desbridamiento mecanico y utilizacion de antisépticos como la clorhexidina al 0,12%

con una espera de 3 meses antes de comenzar con el tratamiento quirurgico, el cual consiste en:

a)
b)
<)
d)

e)

f)

Colgajo mucoperiostico con la eliminacion del tejido de granulacion.

Tratamiento de la superficie del implante.

Técnicas regenerativas o resectivas.

Antibiético administrado por via sistémica (Amoxicilina 500mg y Metronidazol 500mg por 7
dias).

Aplicacion de clorhexidina al 0,12% hasta retomar la higiene mecanica.

Para finalizar, terapia de Apoyo de 3 a 6 meses.
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Para facilitar la oseointegracion, la mayoria de los fabricantes de implantes presentan en el mercado
superficies moderadamente rugosas para aumentar la superficie de contacto. La rugosidad de la
superficie y su composicién quimica, al igual que el disefio de implantes roscados, tienen un impacto

significativo en la acumulaciéon de agrupaciones bacterianas(26).

3.6 Tratamiento de las superficies

Actualmente diversas modificaciones superficiales del titanio han demostrado un incremento en la

adherencia osteoblastica, lo cual es el principal objetivo de un implante.

Entre las caracteristicas de la superficie que han sido probadas para modificar la respuesta biolégica
en torno a los implantes de titanio, tenemos principalmente, la energia libre superficial y la hidrofilia,
las cuales son primordiales para la adhesién inicial de los componentes célulares y las proteinas a
la superficie, entre otras macromoléculas. La primera se puede optimizar mediante la eliminacién de
la contaminacién por hidrocarburos y carbonatos, mejorando la adsorcién de proteinas y
componentes de la sangre y la adhesién celular.(33,34) La liberacion de iones de metal en la
superficie de implantes con diferente tratamientos mejora la proliferacién celular y acelera la actividad

de la fosfatasa alcalina. (32)

Como podemos ver, la morfologia y la rugosidad superficial, son capaces de influir en la proliferaciéon
y la diferenciacion celular, en la sintesis de la matriz extracelular e incluso en la morfologia celular,
ademas, las modificaciones creadas no solo facilitan la retencion de las células
osteogénicas,también les permite migrar a la superficie del implante por un medio osteoconductivo.
(35) Por lo tanto, las diferentes superficies deben mantener la viabilidad celular y permitir conservar

los filamentos celulares de actina sin afectar la toxicidad de las células. (36)

Existe una gran variedad de tratamientos de las superficies, los métodos para alterar la textura de
superficie se pueden clasificar como técnicas que afiaden particulas en el biomaterial a modo de
revestimiento, para crear una superficie que conste de protuberancias capaces de retener particulas

ylo celulas. Podemos clasificar este tipo de revestimientos superficiales de la siguiente manera:

1. Mecanizado. Desarrollado por el equipo de trabajo sueco de Branemark (30), a pesar de que su
superficie se consideraba lisa, el proceso de fresado y pulido creaba irregularidades minimas que
le daban cierto caracter de rugosidad.(31)Los implantes se someten a limpieza, descontaminacion,

pasivacion y esterilizacion, pero la superficie no se modifica teoricamente.
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2. Pulverizacién con plasma. polvos de diferentes sustancias a altas temperaturas las cuales luego
se proyectan sobre las superficies para formar recubrimientos de entre 30 y 50 micras. Esta técnica
confiere una superficie rugosa con una rugosidad media de 7 ym y aumenta el area de superficie del

implante hasta 6 veces.

3. Arenado o chorreado. La superficie del implante se modifica mediante la proyeccion de particulas
duras (de alumina o de TiO) a altas velocidades. La rugosidad depende del tamafo de la particula,
eltiempo, la presién y la distancia a la superficie del implante. Las principales ventajas de esta técnica

es que se mejora la adhesién, la proliferacién y la diferenciacién de los osteoblastos. (37)

4. Grabado &cido. Consiste en aumentar el espesor de la capa de éxido y la rugosidad por inmersion
del implante metalico en una solucién acida (HCI o HF), que erosiona la superficie produciendo micro

poros con tamafios que van desde 0,5 hasta 2 ym.

5. Arenado con particulas de ceramica y grabado acido (SLA): En teoria, el chorreado produce una
capa de rugosidad 6ptima, la cual aporta fijacion mecanica, mientras que el grabado acido suaviza

las elevaciones creadas y mejora la adhesion de proteinas. (36)

6. Anodizacion. Es un proceso electroquimico en el que el implante se sumerge en un electrolito,
mientras que se aplica una corriente eléctrica, produciendo microporos de diametro variable y un

aumento de la capa de oxido.

7. Recubrimiento con NTi. Los implantes dentales se pueden recubrir con una gran variedad de
materiales y / 0 moléculas en funcién de la aplicacién y los requisitos especificos es posible recubrir
superficies de implantes con moléculas inmovilizadas para mejorar la union celular, la deposicion de

proteinas y la mineralizacion.

8. Modificacion quimica. Hay dos grandes tipos de alteraciones quimicas: la adicion de compuestos
inorganicos y la adicion de compuestos organicos (como factores de crecimiento). La adicion de
fases inorganicas, tales como fosfatos de Calcio, imparte propiedades osteoconductivas. El fosfato

de calcio aumenta la velocidad de formacion de hueso. (37)
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4. ANTECEDENTES

La principal problematica en la sustitucion de una prétesis, es la calidad del hueso receptor debido a
su alto indice de deterioro, en consecuencia presentando menores tasas de osteointegracion. Por
ello, es importante desarrollar nuevos materiales y tratamientos superficiales que aumento la vida

util, mejoren la biocompatibilidad.

En la actualidad la utilizacién de metales ha incrementado debido a que presentan elevadas
propiedades mecanicas y fisicas. Entre las principales a considerar en la seleccién del material, estan
la resistencia maxima a la rotura, el mddulo elastico, el limite de resistencia a la fatiga, las
resistencias maxima a la rotura, y a la corrosién (38,39,40). Las protesis metalicas no solo necesitan
disponer de una compatibilidad mecanica con el hueso que sustituyen, que se consigue mediante
una combinacién de bajo moédulo elastico, una alta resistencia a la rotura'y una elevada resistencia

a la fatiga, sino que también deben de presentar una elevada biocompatibilidad.

A inicios de los afios 90, se comenzo el desarrollo de una gran variedad de aleaciones de Ti de tipo
B, principalmente por su mayor resistencia a la fatiga y a la corrosion, asi como su menor médulo de
elasticidad en comparacion con las aleaciones a+f3, para reducir la problematica del apantallamiento
de tensiones y pérdida de la densidad 6sea (41,42,43).

Los biomateriales, entre los que se destacan las aleaciones de titanio, empleados como implantes
han evolucionado a través de tres generaciones:

e Primera generacién; maquinados para coincidir con las propiedades fisicas que sustituyen,
con baja toxicidad y siendo biolégicamente inertes.

e Segunda generacién de implantes fue desarrollada para presentar caracter bioactivo a
través de tratamientos superficiales, como la modificacion de la rugosidad y del area
superficial.

e Tercera generacion; la mas reciente, intenta promover la respuesta celular a nivel molecular
y mejorar el rendimiento del implante a largo plazo. Se centra en nuevos tratamientos
superficiales con morfologia a escala nanométrica, asi como en el estudio de aleaciones de

titanio con menor médulo elastico.
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A partir del surgimiento de la tercera generacion, uno de los materiales utilizados actualmente es el
quitosano; polimero natural biodegradable y no toxico que optimiza los resultados de la cicatrizacion
de las heridas y la formacién de hueso, propiedades que lo hacen ideal para el tratamiento de
superficies implantarias.

Su utilizacién ha sido investigada como material de sustitucion 6sea y como material de membrana
en Ortopedia y en Periodoncia, con la introduccién de la nanotecnologia la membrana de Quitosano
ha confirmado su biocompatibilidad pues incrementa la regeneracidon 6sea y no se observan
reacciones inflamatorias adversas, los polimeros de nanofibra muestran un selectivo incremento en

la adhesién de los osteoblastos si los comparamos con polimeros de microfibra (44-46).

Este polimero puede aumentar la formacién ésea in vitro e in vivo y ademas de esto ha revelado
capacidad para regular la liberacion de agentes bioactivos, como factores de crecimiento ya
mencionados antibiéticos y antiinflamatorios también se adapta facilmente a materiales inorganicos
como el fosfato tricélcico y la hidroxiapatita ,gracias a su variedad de presentaciones como gel polvo

o0 solucién sus aplicaciones clinicas son muy amplias (47-49).

Son numerosos los estudios desarrollados en relacién con la aplicacion de este biomaterial en cirugia
Osea reconstructiva ortopédica y cradneo facial buscando siempre la menor invasion de los tejidos y
la facilidad para transportar el material sin presentar efectos adversos. Como se ha expresado este
biomaterial puede usarse en variados formas y también puede servir de carrier a otros materiales en

cirugia 6sea reconstructiva tanto en Medicina como en Odontologia.

Seung-Yu Shin en 2005 en un experimento realizado en humanos demostré que las membranas
de Quitosano con tecnologia de nanofibra podian incrementar la regeneracion ésea sin presentar
ningln signo de reaccion inflamatoria lo que abre una puerta para utilizar este material en

regeneracion osea guiada(44).

Eun-Kyoung Pang 2005 concluye que al aplicar Quitosano al 0.1% en una esponja de colageno se
incrementa la sintesis de colageno tipo | y se facilita la diferenciacion de células osteogénicas en
estas condiciones existe un significativo potencial para acelerar la regeneraciéon ésea de calota
craneana en ratas con defectos 0seos extensos Por su parte, la radiacion UV en el campo de la
investigacién, ha demostrado que sus propiedad siguen siendo valiosas para el tratamiento de las
superficies implantarias, ya que la descarga de la irradiacion de luz ultravioleta (UV) logra esterilizar
la superficie de estos, fomentando de esta manera la osteointegracion adecuada. La esterilizacion
por luz UV produce una capa de oxido mas delgada y eficiente que la esterilizacion por vapor, en

consecuencia se induce a una fotocatalisis, reduciendo las concentraciones de carbono e

19



incrementando la cantidad de oxigeno sobre las superficies. La energia superficial e hidrofilicidad de
las superficies de los implantes son de vital importancia en la interaccién inicial entre las proteinas y

células 6seas (49).

5.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La salud bucodental es un indicador clave de la salud, el bienestar y la calidad de vida en general.
Segun estimaciones publicadas en el estudio sobre la carga mundial de morbilidad 2016, las
enfermedades bucodentales afectan a la mitad de la poblacion mundial (3580 millones de personas)
y la caries dental en dientes permanentes es el trastorno mas prevalente de todos los considerados
en ese mismo estudio, seguido a su vez, por enfermedad periodontal (51). Es por esto que la
odontologia actual constantemente ha avanzado en la formacion de nuevos conocimientos para
responder a el nimero de ausencias dentales que se ha incrementando, haciendo del uso del

implante dental, la mejor alternativa ante la pérdida de un diente.

Actualmente, la utilizacion del Ti como material idéneo en el area de implatologia ha tenido un gran
auge en la odontologia, tanto por sus especificaciones biologicamente compatibles, como en su
maleabilidad para tratar su superficie (33,34). Sin embargo, a pesar de esto y de los avances en el
tratamiento de dicho material, la falta de osteointegracion y el rechazo del material en el organismo,
provocan un continuo fracaso en el tratamiento odontoldgico. Es por ello que continuamente se
reinventa el tratamiento de las superficie de los implantes dentales, para obtener un tratamiento

idéneo que mejore la osteointegracion y proliferacién de células osteoblasticas en el implante.
Por lo tanto, es posible formurar la siguiente pregunta con respecto al presente trabajo:

¢, Qué cantidad de células osteoblasticas se adhieren a placas de Ti tratadas previamente con

quitosano e irradiacion-UV en comparacion a las placas con recubrimieto de NTi?
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6. JUSTIFICACION

Actualmente la odontologia se encuentra en constantes cambios a nivel tanto clinico como
experimental, y el incremento en la utilizacién de implantes dentales no es la excepcion, ya que

representa una de las alternativas mas recomendadas para tratar las ausencias dentales.

La implantologia dental, es una rama antigua, que ha tenido gran auge tanto estética como
funcionalmente. Se sabe que, la morfologia y la rugosidad superficial de estos dispositivos, son
capaces de influir en la proliferacion y la diferenciacién celular, en la sintesis de la matriz extracelular
e incluso en la morfologia celular, ademas, de que las modificaciones creadas no soélo facilitan la
retencion de las células osteogénicas, también les permite migrar a la superficie del implante por un
medio osteoconductivo, lo que resulta ser favorecedor para el incremento en la osteointegracion y
asi evitar el fracaso en el tratamiento, el cual segun Schmidlin et al. (2012) determinod que entre el
56 y 79 % de los implantes, podian presentar algun proceso infeccioso posterior a 5 y 10
afios respectivamente de la colocacion del implante. Cavalli et al. (2015) por su parte, encontraron
que la periimplantitis se presentaba con una prevalencia menor al 4.5 % atribuida al paciente y menor
al 3.5 % atafida al implante.

Realizando modificaciones en su superficie con exposicion de rayos UV se sabe que la adhesicién
y la proliferacién de los osteoblastos aumenta considerablemente, por su parte el quitosano resulta
ser un material bactericida/bacteriostatico, totalemente biocompatible, el cual es capaz de reducir asi

el nivel de contaminacion, y favorecer la regeneracion ésea.

Todo esto con el Unico objetivo de favorecer tanto al clinico como al paciente, puesto que el principal
objetivo de la colocacién de un implante dental, es la recuperacién de la funcion y la estructura
anatomica, minimizando el riesgo de pérdida implantaria, en consecuencia, esto indica que al tratar
una superficie representa un incremento deseado para lograr un éxito en tratamientos odontol6gicos

con implantes dentales.
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7. HIPOTESIS

La superficie de una placa de titanio nitrurizado expuestas a irradiacion-UV tienen una mayor
adhesién osteoblastica y diferenciacién osteogénica, ya que este recubrimiento permite una mayor

concentracion de estas células.

HIPOTESIS NULA

No existe diferencia en la adhesién y diferenciacion de osteoblastos respecto a las superficies.
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8. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Comparar la adhesion inicial y diferenciacion osteogénica de osteoblastos humanos en placas de Ti
y NTi exponiendolas a irradiaciéon-UV y quitosano para reconocer la superficie mas viable para su

proliferacion y diferenciacion celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Observar la topografia de las placas de Tiy NTi en Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

2. Estimar el nimero de osteoblastos adheridos de forma inicial sobre los diferentes
tratamientos de superficies con ensayos de viabilidad celular por MTT

3. Conocer el tratamiento de superficie con mayor efectividad para inducir diferenciacién de
linaje osteogénico por tincion de rojo de alizarina y observacion en esteromicroscopia de

campo claro y fluorescencia.
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9. METODOLOGIA

Disefio de la Investigacién

Tipo de estudio: Experimental, comparativo y prospectivo.

Muestra: No probabilistico por cuotas que correspondié a un total de 6 placas, 3 de titanio y
3 titanio nitrurizado con dimensiones de 10x10x0.5mm, divididas en 3 grupos (n=2), Tiy NTi.
Las placas fueron tratadas con quitosano, irradiacion UV y grupo control. Se utilizaron células
osteoblasticas humanas, previamente determinadas por hematocitométro (2x108 células/ml)
e inoculadas sobre las placas de titanio. En cada experimento se realizo el procedimiento de
diferenciacion osteogénica para los tres grupos, por cuatro semanas y se realizé su
observacién por método de microscopia de barrido. Los experimentos se realizaron en el
laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria (LIl), area de nanoestructuras y biomateriales
de la Escuela Nacional de Estudios Superiores UNAM Le6n.

Criterios de inclusion:

1. Cultivo de células osteoblasticas humanas sin presencia de focos infecciosos.

2. Placas de Tiy NTi previamente pulidas y esterilizadas.

Criterios de Eliminacién:

1. Células Osteoblasticas: células con la presencia de contaminacion, inoculacion de las

células sobre la placa de Ti o NTi que se extendieran mas alla de la superficie de la
placa.

2. Placas de Ti o NTi: placas no estériles o placas no pulidas previamente.
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Analisis de variables

Variables Independientes

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Tipo Escala de medicion
devariable
Tipo de Biopolimero caracterizado Se realizarén dos Cuantitativa Quitosano
tratamiento por ser biodegradable, soluciones de continua Irradicacion UV
biocompatible, quitosano, una al 0.5% Control
mucoadherible con y otra al 1% para
capacidad filmogénica, determinar a que
hemostatico, promotor de concentracion es
absorcién, posee actividad menos fluida la
antimicrobiana, solucion.
antimicrobiana,
anticolestterolémica y
antioxidante, no téxico.
Tipo de metal El titanio es un elemento Se tomaron 6 placas en | Cuantitativa Titanio
guimico de total, 3 de titanio y 3 continua Titanio Nitrurizado

simbolo Tiy nimero
atomico 22 que se sitla en
el grupo 4 de la tabla
periddica de los elementos. Es
un metal de transicion de color
gris, baja densidad y gran
dureza. Resistente a
la corrosién por agua del

mar, agua regia y cloro.

titanio nitrurizado,
divididas en 3 grupos
(n=2), compuesto por
una placa de titanio y
una de titanio
nitrurizado, y con
dimensiones de
10x10x0.5mm y
20x20x0.5mm
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Variables Dependientes

celular

el cual las
células jévenes,
inmaduras (no
especializadas)
adoptan las
caracteristicas
individuales y
alcanzan su
formay funcién
maduras

(especializadas).

experimento se
realizé el
procedimiento de
diferenciacion
osteogénica para
los tres grupos,
por cuatro
semanas y se
realiz su
observacién por
método de
microscopia de

barrido.

Variable Definicion Definicion Tipo devariable Escala de
conceptual operacional medicion
Cuantificacion de Numero de Se utiliz6 el Cuantitativa De razones 0---
osteoblastos céulas método continua. 2x108 células/ml.
adheridos osteoblasticas al | colorimetro MTT,
unirse a por medio de la
elementos del actividad
medio externo o mitocondrial
a otras células, cuantificada en
cuantificadas por el lector de
medio de la microplaca por
actividad absorbancia en
mitocondrial nanémetros.
célular.
Diferenciacion Proceso durante En cada Cuantitativa. Nominal.

Diferenciacion
positiva 0

negativa.
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Materiales y Métodos

e Preparacion de las Placas

Se utilizaron 3 placas de Ti comercialmente puro (99.5%) y 3 placas de titanio nitrurizado, se les
realizé un pulido manual con lijas de agua, #400, 800, 1000 y 1500 (Fuji Star, Sankyo, Rikagaku,
Okegawa, Japon) y suspencién de diamante de 0.05-1 (MetaDi, Buehler, Lake Bluff, IL, EU),
aplicada sobre fieltro (Chemomet, Buehler, Lake Bluff, IL, EU). Posteriormente, las placas fueron
colocadas en ultrasonido con agua bidestilada, etanol al 99.5% y acetona al 99.5% durante 10
minutos y secadas por la corriente de aire. Todas las placas fueron sometidas al mismo
procedimiento por cada experimento. La nitruracién fue realizada previamente en 3 de las placas de
Ti por deposicion catddica de vapor en una atmosfera de N2 a 850°C durante 7 horas, la nitruracion
fue lograda al momento de que el titanio ionizado se mezclé con atomos de nitrégeno ionizado en la
superficie de las placas de Ti, el procedimiento fue realizado en la empresa YDM (Yamaura
corporation, Tokyo, Japén). Las placas de NTi presentan una coloracién dorada con un grosor de

capade 1.5 um.

e Preparacion del Quitosano al 2%

Se realizé la preparacion de quitosano al 2% mediante la utilizacion de quitosano de céscara de
camarén (<75% de desacetilacién, Sigma Aldrich, Toluca, Edo. De México) 0.2 g previamente
pesado en la balanza analitica de presicion SGC-LII (Denver Instrument), y fue colocado en vaso de
precipitados de 50 mL. Posteriormente se afadieron 10 ml de acido acético al 0.5%, dejando la
mezcla en parrilla de calentamiento y agitacion (CIMAREC, Barnsted/Thermolyne) a temperatura
ambiente durante 24 h, hasta lograr la homegeneidad y viscocidad de la mezcla. Al finalizar el

margen de tiempo, se determino el pH de la solucion estableciéndolo en 4.

e Esterilizacion e irradiaciéon con rayos UV

Al término de la separacién de las placas (Ti y NTi) su division se realizo en los tres grupos
presentes., grupo control, grupo UV y grupo Quitosano.

Para el grupo UV, a las placas se les expuso a radiacién ultravioleta en una camara luz, durante un
periodo de 20 min a una distancia de 5 cm aproximadamente entre el foco de radiacion UV y las
placas.

En cambio para las placas del grupo quitosano, el procedimiento se realiz6 colocando las mismas
placas dentro de solucién de quitosano por 15 min, posteriormente se retiraron y dejaron secar a

temperatura ambiente.
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Finalmente, para el grupo control no hubo tratamiento alguno a las placas en su superficie.

e Cultivo celular

Se realizaré un cultivo primario de células 6seas (osteoblastos) de biopsias frescas de tejido 6seo
obtenido durante cirugias de terceros molares. El protocolo fue avaluado por el comité de bioética
de la ENES, Unidad Leén de la UNAM con registro CE_16/004_SN. Se utilizarén terceros molares
permanentes retenidos o erupcionados indicados para odontectomia en las clinicas de la ENES
Unidad Leén de pacientes de 16-25 afios de edad, libres de patologia pulpar y periapical. El tejido
Oseo fue aislado dentro de la campana de flujo laminar horizontal y se realizaran explantes de 1x1
mm e incubaron con medio a-MEM adicionado con el 20% de suero fetal bovino, glutamina y
antibiodtico (Gibco) en platos de 10 cm de didmetro e incubadas a 37°C con 5% de CO2 y 95% de
humedad durante 21 dias. Cuando las células muestraron una morfologia fibroblastoide y una

confluencia del 80% (3 semanas) se realizaron subcultivos para ejecutar los experimento.

e Adherencia celular

Las placas fueron divididas en tres grupos, cada uno formado por una placa de Tiy otra de NTi. Las
células fueron inoculadas a 2x10° células/ml en cada una de las placas, despues por 60 minutos de
incubacion a temperatura ambiente Pasado el periédo de adherencia, se retiro el medio de cultivo y
se lavo con PBS (+) tres veces para remover las celulas no adheridas. La viabilidad celular fue
determinada por el método de MTT que se dej6 en contacto durante 7 horas a 37°C. El formazéan fue
disuelto con dimetilsulfoxido (DMSO, karal, Leén, Mexico) El mismo procedimiento se realizé cada

tercer dia hasta lograr la mayor proliferacién célular posible.

Fig. 5 Proceso de adhesion osteobastica en placas de Tiy Nti.

Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria (LII) ENES Leodn.
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Fig. 6 Placas de Tiy Nti en grupos respectivos.

Laboratorio de Investigacién Interdisciplinaria (LII) ENES Leédn.

Diferenciacion Osteogénica

Después de las cuatro semanas de proliferacion célular se inicia la diferenciacion osteogénica para

cada posillo de la siguiente manera:

Retirar el medio de cultivo.

Lavado con PBS (dos veces).

Agregar medio de diferenciacion osteogénica (SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%),
dexametasona (0.1mM), B-Glicerofosfato (10mM), ascorbato-2 fosfato (50mg/ml).
Reemplazar el medio cada segundo dia durante cuatro semanas hasta que se encuentren
cristales birrefringentes al microscopio.

Interrumpir la diferenciacién con unatincién de roja de Alizarina (40mM) en NaH2PO4 (0.1M)
y un pH de 4.3.

Lavar las células con PBS, dos veces.

Fijacion con etanol al 70% (v/v) por 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar las células con PBS, dos veces.

Agregar 0.25ml de rojo de Alizarina por 10 minutos a temperatura ambiente.

Lavar dos veces con PBS y finalmente 5 veces con agua bidestilada.
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Fig. 7 Células Osteoblasticas .

Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria (LII) ENES Ledn.

Fig. 8 Proceso de elaboracién de tincion de rojo de Alizarina.

Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria (LII) ENES Ledn.

Fig. 9 Interrumpcion de la diferenciacion con una tincion de roja de Alizarina .

Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria (LII) ENES Leodn.
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10. RESULTADOS

e OBSERVACION Y MEDICION DE LA SUPERFICIE

Todas las placas de Ti-tipo 1 fueron analizadas en AFM, mostrando la topografia superficial

siguiente:

N
e

Ra = 0.0982 um
Rms = 0.1271 pm

Fig. 10 Placa de NTi (Ra=0.098 um, Rms= 0.1271) analizada con AFM.

.
“'Ra=0212 um
Rms = 0.2698 pum

Fig. 11 Placa de Ti (Ra= 0.212 um, Rms= 0.2698) analizada con AFM.
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e CUANTIFICACION DE ADHESION CELULAR Y DIFERENCIACION

OSTEOGENICA

Las placas de Ti-tipo 1 con Quitosano al 2%, mostraron tener un mayor incremento de la adhesién

celular de osteoblastos humanos en comparacion con la utilizacién Gnica de Ti, por su parte en

comparacion con el NTi sin tratamiento de su superficie, el incremeto es significativo.

Cuantificacion de adhesiéon Celular

(Procesamiento de método MTT)

1. Ti+ Quitosano

123+ 4.9 % (p < 0.05)

2. Ti 100 + 10.7 %
3. NTi 72+6.8%
4, NTi+ UV 71+£44%
5. Ti+UV 69+£35%
6. NTi + Quitosano 47+ 3.3 %

Tabla 1. Resultados de cuantificacion de adhesion celular.
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Cuantificacion de adhesion celular

blue.

Tabla 2: Fuente directa, imagenes de MEB de la superficie de las placas de Tiy Nti, tincién Alician

Muestra Ti Nti
Control Cuantificacion de adhesion celular 100 + 10.7 %. | Cuantificacion de adhesién celular 72 + 6.8 %.
uv Cuantificacion de adhesion celular 71 + 4.4 %.
Quitosano Cuantificacion de ahesic’m celular 123 + 4.9 %. Cuantificacion de ahesién ceIIar 47 + 3.3 %.

Se realizo tincion Alcian Blue para confirmar la adhesion inicial. Se puede observar en las imagenes

los depositos de células osteoblasticas teflidos de color azul, que demuestran la cantidad de

adhesion osteoblastica en cada una de las placas.
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Diferenciacion Osteogénica

Muestra Ti Nti

Control Cuantificacion de adhesion celular 100 + 10.7 %. | Cuantificacion de adhesion celular 72 + 6.8 %.

uv Cuantificacion de adhesion celular 69 + 3.5 %. Cuantificacion de adhesion celular 71 + 4.4 %.

Quitosano | Cuantificacion de adhesion celular 123 + 4.9 %. Cuantificacion de adhesion celular 47 + 3.3 %.

Tabla 3: Fuente directa, imagenes de MEB de la superficie de las placas de Ti y Nti, tincion de

Alizarina.

Los marcadores positivos de diferenciacion (Cristales mineralizantes) osteogénica correspondieron

en orden a la adhesion inicial de osteoblastos.
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11. DISCUSION

Como primer punto tenemos, que el trauma ocasionado por la introduccion de un implante dental
expone la superficie del mismo a los fluidos corporales y todos los componentes que estan presentes
en el lecho quirdrgico. Estas moléculas interaccionan rapidamente con la superficie, la condicionan
y modifican la adhesién celular, formando un coagulo y estabilizando el hematoma, a partir de lo cual
se promueve la migracion de células osteoprogenitoras a la zona traumatizada (57). Entonces la
adhesion celular se producira sobre una capa de proteinas adsorbidas en la superficie. Por lo tanto
la naturaleza, conformacion y orientacion de estas proteinas estara condicionada por la composicion
quimica de la superficie (58) ya que ésta modifica una serie de propiedades fisicoquimicas de

transcendencia para la interaccién con las proteinas.

Con respecto a los valores cuantitativos de la rugosidad y del tipo de la misma, Boyan y Schwartz
(59) detallan que para que la célula responda a la microrugosidad es necesario que ésta perciba los

detalles de la rugosidad y, por lo tanto, las dimensiones deben ser del orden de las células (60).

De acuerdo con ellos, los osteoblastos identifican una superficie como rugosa cuando la altura de
los picos es mayor de 2 uym, y la altura de los picos y/o las distancias entre los picos no excede la
longitud de la célula, aproximadamente 10 um (61). Estas células pueden ser también sensibles a
la topografia en el orden nanométrico, pero los parametros que intervienen estan, en la actualidad,

todavia por determinar (62).

En el caso de formacién de hueso nuevo sobre los biomateriales, se sabe que tambien depende de
las esctructuras superficiales, las cuales se van a encargar de promoveer la proliferacién celular y la
produccion de matriz extracelular. Y para que esto ocurra de manera exitosa, se debe llevar a cabo

una adecuada adhesién celular, dando como resultado un implante exitoso (63).

En conjunto estos factores pueden tener una influencia significativa en la adhesion de los
osteoblastos, un primer paso critico en la respuesta celular porque determina qué células y cuantas

poblaran la superficie, para después producir y mineralizar su matriz extracelular (64).

A partir de la adhesion celular se produce la proliferacion, lo que indica que el namero inicial de
células disponibles condiciona el resto del proceso de regeneracion del tejido 6seo. Para una misma

capacidad de proliferacion, el numero total de células que se dispondran en cada momento para
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producir hueso sera mayor cuanto mayor sea el niumero inicial de células adheridas, indicando una
mayor capacidad de regeneracion. Adicionalmente, las células por si mismas también tendran un
papel importante ya que, inmediatamente, modifican las superficies a las que se adhieren a través

de la produccion de matriz extracelular, factores de crecimiento y otros mediadores (65, 66).

Tras la adhesion de los osteoblastos sobre el sustrato, estos comienzan una fase de proliferacion y
diferenciacion, que lleva a la formacion de la matriz extracelular y finalmente a la mineralizacion de
la misma . La adhesion de las células al sustrato se efectua por medio de la unidn de las integrinas
(68. 69).

En este sentido, se ha demostrado que cuando los osteoblastos se cultivan sobre titanio rugoso, los
contactos focales se localizan en la periferia de la célula, lo cual afecta a la morfologia que el
osteoblasto adopta y, como consecuencia, se mejora la organizacién del citoesqueleto, si se
compara con las células cultivadas sobre superficies lisas de poliestireno ( 71). Esta mejora se basa
en que el citoesqueleto se extiende desde la periferia hacia la matriz nuclear, lo cual indica que la
morfologia del osteoblasto puede afectar a la expresion génica que regula la expresion fenotipica de
los osteoblastos (72,73,74).

Las propiedades de la luz UV han sido analizadas a traves de diversos estudios, los cuales se han
enfocado principalmente en sus efectos antibacteriales y de esterilizacion como lo fueron reportados
por Xu y cols. y Koseki y cols. Recientemente, Ueno y cols., Susuki y cols. e lwasa y cols.
demostraron que la irradiaciébn UV para el tratamiento de placas e implantes de titanio han

incrementado la aposicion ésea en estudios en animales. (55)

En el estudio de Yong-Moo Lee de 2000 se describe la aplicacién exitosa de una esponja de
Quitosano para aplicar y transportar factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF-BB) ,se
produce un efecto  osteogénico en la  regeneracion 6sea in  vivo (7).
Un estudio en animales realizado por el mismo autor también en 2000 se analiza los efectos de la
aplicacién de Quitosano en una esponja de fosfato tricalcico se concluye que podria ser un
promisorio material pues permitiria la regeneracién dsea al facilitar el desarrollo de los osteoblastos

en una estructura tridimensional (16).
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Ishihara M en 2001 encontré6 que un hidrogel de Quitosano era capaz de acelerar el proceso
cicatrizal y de contraccion de las heridas.

A pesar de tener una amplia bibliografia sobre el tratamiento de las superficies del Ti, e incluso del
tratamiento de este mismo con radiacion UV, aln se carece de literatura a cerca del recubrimiento
con Nitruro de Ti, asi como la combinacién de este mismo con quitosano, por ser una combinacion
poco convencional, se puede obtener una recopilacion adeuada pero sesgada dada las

circunstancias de ausencia literaria.

Con base al presente estudio nuestra hipotesis es rechazada, esto fundamentado en los resultados

arrojados previamente descritos.
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12. CONCLUSIONES

La placa de Ti- tipo 1 junto con el uso de quitosano como recubrimiento de superficie, resultd

tener una mayor adhesién celular en comparacion de la placa de NTi tratada con irradiacion UV.

Los resultados topograficos de la investigacion arrojaron que la mayor adhesion osteoblastica
presente fue en la placa de Ti con respecto a la de NTi, puesto que obtuvo un pico de altura de

0.212 pm.

La estimacion del nimero de osteoblastos adheridos fue:
Ti + Quitosano 123 + 4.9 % (p < 0.05)
Ti 100 + 10.7 %
NTi 72 +6.8 %
NTi+UV71+£44%
Ti+UV69+35%
NTi + Quitosano 47 + 3.3 %.

Con esto podemos concluir que los patrones de diferenciacion osteogénica son mejores en la

placa de Ti + quitosano con respecto a las otras placas.

13. RELEVANCIA CLINICA

En un aspecto clinico resulta benéfico para el tratamiento de implantologia, puesto que al tener
una mayor adhesién celular las probabilidades de una osteointegracién adecuada incrementan,
proporcionando un prondstico favorable a la vida del implante dental, y junto con las propiedades
del quitosano, como la regeneracion ésea y el control de la hemostasia, lograr la disminuciéon

del trauma ocasionado por la manipulacién quirtrgica.
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Estimado(a) Jimena Mufoz Vazquez:

Su trabajo enviado al XVII Encuentro Participacion de la Mujer en la Ciencia, identificado con el nimero de
registro MS-0006/20 y titulado:

CUANTIFICACION DE LA ADHESION y DIFERENCIACION DE OSTEOBLASTOS EN PLACAS DE Ti Y
NTi

Jimena Mufioz Vazquez', Laura Susana Acosta Torres’, Concepcion Arenas', Omar Martinez Alvarez' y René Garcia
Contreras’

1 Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Leén, UNAM. jimenamvazquez @outlook.com

ha sido aceptado para su presentacion en la modalidad de poster. La clave del trabajo es S3-MCS01 y se
presentara en la sesion 3 La fecha de presentacion esta pendiente de definir.

Le recordamos que los reconocimientos por presentacion de trabajos se entregaran después de comprobar
su participacion en la sesion correspondiente. Favor de verificar si asi desea que aparezca el nombre de los
autores del trabajo.

Mayor informacién puede ser obtenida en www.cio.mx en la seccion de congresos y conferencias.

Sin otro motivo, reciba cordiales saludos.

ATENTAMENTE:

Dra. Cristina Elizabeth Solano Sosa
POR EL COMITE ORGANIZADOR
encuentro2020 @cio.mx

Loma del Bosque 115, Col. Lomas del Campestre, C.P. 37150, Leon Gto. México. Tel. (477) 4414200
WWW.clo.mx
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