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Resumen

El crecimiento constante en el area de implantologia dental ha promovido el interés
de los pacientes, lo que requiere de una constante innovacién y/o actualizacién para
mejorar las propiedades de los implantes dentales. El Titanio, por sus caracteristicas
biocompatibles, es el material mas utilizado. En consecuencia, sustancias naturales,
sintéticas y farmacologicas pueden integrarse en la superficie del implante a través
del método de biofuncionalizacién con el propésito de mejorar la calidad y cantidad
de los tejidos periimplantarios, que son cruciales para la estabilidad y éxito del

tratamiento.

Objetivo: Evaluar la eficacia de la biofuncionalizacién del Titanio con cafeina en la
adhesion y proliferacion celular, y el impacto de las sustancias naturales en la

literatura cientifica a través de una revision sistematica.

Metodologia: Para la funcionalizacién de las placas de Titanio (Ti), inicialmente se
lavaron y esterilizaron a 121 °C, se incubaron con 300 pL de cafeina [0.025 pg/mL],
y se dejaron secar a 25 °C. Brevemente, se realiz6 un subcultivo de hDPSC, 300
uL de células se incubaron sobre las placas de Ti por 1 h a 25 °C. Para evaluar el
proceso de adhesion se realiz6 ensayo de MTT; las placas se incubaron con 300
ML de MTT [0.02 mg/mL] 4 h a 25 °C. Subsiguiente, se colocaron 300 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). Por ultimo, se distribuyeron 100 pL del ensayo de MTT en
una placa de 96 pozos, la lectura se realiz6 a 570 nm. Como grupos controles se
consideraron: (1) Experimental: Ti+Cafeina. (2) Positivo: Ti+Sin/Cafeina. (3)
Negativo: Sin Cafeina. La parte experimental se realizd en condiciones estériles.
Para analizar los resultados obtenidos se emplearon las pruebas de normalidad
Shapiro Wilks y t-Student.

Resultados: Las placas de Ti biofuncionalizadas con cafeina mostraron mejor
adherencia (8.5%) y proliferacion (25%) de hDPSC superior a comparacion con el

grupo control positivo.



Conclusion: El estudio de la biofuncionalizacion de los implantes de Ti con
diferentes sustancias favorece las propiedades de adhesion inicial y proliferacion
celular. La cafeina se plantea con un metabolito con alto potencial para

biofuncionalizar implantes con aplicacién dental.

Palabras clave: Biofuncionalizacion, sustancias naturales, cafeina, Titanio, Hdpsc



Abstract

Constant growth in dental implantology area has promoted the interest of patients,
which requires constant innovation and/or updating to improve the properties of
dental implants. Titanium, due to its biocompatible characteristics, is the most widely
used material. Consequently, natural, synthetic, and pharmacological substances
can be integrated into the implant surface through the biofunctionalization method
with the purpose of improving the quality and quantity of peri-implant tissues, which
are crucial for the stability and success of the treatment.

Objective: Evaluate the efficacy of the biofunctionalization of Titanium with caffeine
on cell adhesion and proliferation, and the impact of natural substances on the

scientific literature through a systematic review.

Methodology: For the biofunctionality of the Titanium (Ti) plates, they were initially
washed and sterilized at 121°C, incubated with 300 pL of caffeine [0.025 pg/mL],
and allowed to dry at 25°C. Briefly, hDPSC subculture was performed, 300 pL of
cells were incubated on Ti plates for 1 hr at 25°C. To evaluate the adhesion process,
an MTT test was performed; the plates were incubated with 300 pL of MTT [0.02
mg/mL] for 4 hrs at 25°C. Finally, 100 pL of the MTT assay was distributed in a 96-
well plate, reading was performed at 570 nm. The following were considered as
control groups: (1) Experimental: Ti+Caffeine. (2) Positive: Ti+Sin/Caffeine. (3)
Negative: Without caffeine. The experimental part was carried out under sterile
conditions. To analyze the results obtained, the Shapiro Wilks and t-Student

normality test were used.

Results: The Ti plates biofunctionalized with caffeine showed better adhesion

(8.5%) and higher proliferation (25%) of hDPSC compared to the positive control
group.
Conclusion: The study of the biofunctionalization of Ti implants with different

substances favors the properties of initial adhesion and cell proliferation. Caffeine is

considered a metabolite with high potential to biofunctionalized dental implants.



Keywords: Biofunctionalization, natural compounds, caffeine, Titanium, Hdpsc



1. Introduccién

1.1. Sustancias naturales

Un estudio realizado por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) sobre la salud
bucodental, se plasma que, a pesar del aumento de la publicidad sobre la salud
bucal en distintas poblaciones de diferentes paises, las enfermedades bucodentales
todavia son un problema de salud en el mundo . Esto principalmente al coste que
representan los tratamientos, siendo las enfermedades orales las més costosas de

atender en algunos paises @,

La enfermedad periodontal y la caries dental son de los problemas de salud méas
frecuentes en México y a nivel mundial, siendo la causa principal de pérdida dental
debido a que un gran nimero de personas no tienen el conocimiento o la motivacion
para llevar una salud bucal adecuada, en especial aquellas personas que habitan
en zonas rurales @. Por lo que existe la necesidad de crear estrategias que ayuden
a la poblacién y a los odontdlogos a combatir con estas enfermedades de forma
simultanea, asi como evitar la resistencia bacteriana debido al uso constante de

antibiodticos y bactericidas artificiales ),

México cuenta con una gran variedad y diversidad de plantas medicinales, las
investigaciones para indagar acerca de sus efectos sobre la salud oral han sido muy
limitados ©). Se ha demostrado en diversos estudios del area odontoldgica que las
hierbas naturales utilizadas de forma exclusiva o en combinacion, son seguras y
eficaces en el manejo de varios problemas de salud bucal como lo puede ser la

halitosis, periodontitis, Ulceras bucales y caries dental *,

El método de preparacion varia dependiendo de la zona de extraccion de la planta
ya sea a partir de sus raices, tallos u hojas, la forma de administracion puede ser
local, en presentacion de enjuague o tépico ®. Muchos de estos extractos y
sustancias naturales han sido utilizados como antisépticos, antibacterianos,

antimicrobianos, antioxidantes, antivirales y analgésicos ©).
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Las hierbas deben sus propiedades curativas a la concentracion del compuesto
bioldgicamente activo que poseen, los cuales son flavonoides, cumarinas,
glucosidos, acidos fendlicos, resinas, taninos, sales minerales y aceites esenciales
©). En los dltimos afios diversas areas de la odontologia como implantologia dental,
periodoncia y endodoncia han comenzado a implementar sustancias y extractos
naturales en sus procedimientos. El uso de propdleo, fruta de noni, raiz de bardana
y hoja de neem, han sido utilizados como medicamento intraconducto mostrando
excelentes resultados y promoviendo la integracion de agentes herbolarios en la

terapéutica pulpar ©).

Diversos estudios han utilizado extractos naturales originarios de México y han sido
eficaces en la prevencion de enfermedades gingivales, asi como en la acumulacién
de la placa dentobacteriana sobre la zona supragingival, dichas sustancias
naturales son la Escobilla (Sida rhombifolia L.), aguacate (Persea americana Miller),
cuachalalate (Amphipterygium adstringens), cornezuelo (Acacia cornigera), aloe
vera (Acemannan) y extractos de ajo y jengibre(GGe) &7, Para aliviar el dolor dental
desde las épocas prehispénicas e inclusive actualmente, el empleo de extractos
herbolarios como lo son el epazote, flor de manita, chilcuague, cacao, chile de arbol
y huizache, siguen siendo parte de la medicina herbolaria en México como forma de

solucionar de manera econémica el malestar de origen dental ©®),

1.2. Funcién de los extractos naturales en los procesos de
osteointegracion

La osteointegracidon consiste en la union estructural y funcional entre la superficie
del implante y el hueso receptor, sin embargo, su mantenimiento depende del
conocimiento clinico para lograr una adecuada cicatrizacion, reparacion y

remodelacion del tejido 6seo alrededor del implante 12,

La osteointegracion se activa al momento en que la matriz 0sea presenta un

traumatismo, provocando el inicio de la cicatrizacion lo cual promueve la produccion

11



de liquido extracelular, generando proteinas no colagenas y factores de crecimiento

para comenzar con el proceso de reparacion @1,

Los compuestos derivados de las plantas han sido de mayor interés para los
investigadores en la busqueda de nuevos candidatos para lograr una mejor
regeneracion 6sea sin crear efectos secundarios indeseables. La creacion de
nuevas alternativas terapéuticas para prevenir y tratar defectos o fracturas 6seas se
ha convertido en un objetivo de gran interés en el area de la medicina regenerativa,
con el propésito de mejorar la calidad y expectativa de vida de muchas personas en

todo el mundo 13,

La terapia de regeneracion 6sea forma parte obligatoria de muchos procedimientos
en odontologia . El area de implantologia dental ha estado en constante
innovacion y evolucién ya que el éxito de los tratamientos ha ido en aumento debido
a que en la préctica clinica odontolégica y la rehabilitacién dental en pacientes que
han perdido piezas dentales unitarias, multiples o totales han logrado tener un
tratamiento beneficioso de manera estética y funcional a largo plazo, debido a que

esta relacionado a un adecuado desarrollo del proceso de la osteointegracion ©).

La medicina herbolaria ha comenzado a participar en investigaciones relacionadas
al area de la implantologia, en donde ya se han realizado algunos estudios in vitro
e in vivo, con el propdsito de analizar las propiedades que presentan ciertas
sustancias y extractos naturales sobre los procesos de regeneracion ésea con el
objetivo de mejorar la osteointegracion sobre implantes de uso ortopédico y dental,

ver tabla 1 (19,

Estos extractos naturales pueden desempefiar diferentes actividades
farmacoldgicas en funcion y diferenciacion de los osteoclastos, debido a la
presencia de propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que pueden optimizar la

regeneracion 6sea (13,

Tabla 1. Extractos naturales que promueven la osteointegracién
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AUTOR

SUSTANCIA NATURAL

EFECTO EN OSTEOINTEGRACION

WANG Z (2017) @
TENKUMO (2020)

(41)

PACHIMALLA
(2020) 2

JUNG (2022) “9

BHAT (2022) “9)

KANG (2020) “©

Icariin (Herba Epimedii)

Extracto de semilla de uva
rico en proantociacianidina

Extracto de Acemann del gel
de Aloe vera y Moringa
olifeira

Dipterocarpus tuberculatos

Cissus quadrangularis

Extracto de ginseng rojo
coreano (Panax ginseng)

Mejora la bioactividad y la biocompatibilidad en
implantes de Ti al mejorar el crecimiento Gseo e inhibir
la reabsorcion Osea.

Previene la perdida 6sea y la degradacién de la
osteointegracion, por sus propiedades
antiinflamatorias y anti oxidativas.

Incremento de la actividad osteoblastica y nueva
formacion 6sea mediante la estimulacion de células
osteoblasticas, promoviendo la osteointegracion
mediante la proliferacién celular.

Induce la adhesién, supervivencia y proliferacion de
células sobre las superficies del implante de Ti y
promoviendo la osteointegracion.

Estimula las células progenitoras osteoblasticas
depositandolas en la superficie de los implantes y
favoreciendo el crecimiento 6seo alrededor del
implante.

Al inducir y promover la actividad osteoblastica se
produce una alta formacién de cantidad y densidad
O6sea alrededor del implante, favoreciendo vy
potencializando la osteointegracion.

1.3.

Cafeina

Siendo una de las sustancias que mas se consumen diariamente alrededor del

mundo por todas las edades y niveles econémicos ¥, la cafeina es un producto

natural que se encuentra en mas de 80 especies de plantas, principalmente la

cafeina es un extracto natural que proviene de granos de café o cacao, nueces de

cola y hojas de té 18, siendo comercializada en productos de consumo diario como

lo es el té, café, refrescos, dulces, chocolates, helados, bebidas energizantes, yerba

mate e inclusive en jugos (4,

Fue en el afio de 1819 cuando el quimico de origen aleman llamado Friedlieb

Ferdinand Runge aislo la cafeina de sustancias como el café y del té,
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posteriormente en el afio de 1875 E. Fisher describi6 la estructura y composicion
quimica @7, Siendo un alcaloide metilxantamico, la cafeina es derivada del grupo
de las xantinas, que forma parte del grupo de las purinas y se caracteriza por sus

efectos psicoestimulantes 7).

El mecanismo de accion de la cafeina al pertenecer al grupo de las metilxantinas y
de las purinas se une directamente a los receptores de la adenosina Al y A2a,
comportandose como antagonistas competitivos 1719, provocando una inhibicion
de la fosfodiesterasa que origina un aumento en los niveles de GMPc y AMPc, la
interrupcion de los canales de Ca de tipo N y la excitacion de los canales de K+
(17.19)  Una de las principales actividades de la adenosina es que restringe la
liberaciébn de dopamina, serotonina, noradrenalina, serotonina y acetilcolina, que
son los principales neurotransmisores, sin embargo, la cafeina realiza una actividad
contraria, debido a que los receptores A2a se relacionan con receptores de

dopamina D2 y de encefalina en las neuronas del estriado 17:19),

La cafeina proporciona un efecto psicoestimulante ya que produce una excitacion
en el sistema nervioso central (SNC), debido al aumento de noradrenalina y en
consecuencia a la inhibicién de la percepcion de fatiga y cansancio, lo que provoca
un aumento en el estado de alerta 151719 Las metilxantinas provocan una
broncodilatacion debido al estimulo en el sistema respiratorio al limitar el movimiento
del diafragma 7). Al administrar cafeina incita un aumento en la presion arterial y
proporciona un efecto de vasoconstriccion, debido al consumo en grandes
cantidades siendo el tope maximo de hasta 300mg/dia para no provocar otros
efectos adversos en el cuerpo como lo pueden ser el insomnio, migrafias, dolor
premenstrual y adiccion 1719, La cafeina no incita o complica la gravedad de las
arritmias ventriculares ni tampoco aumenta la posibilidad de tener fibrilacién
auricular o flutter, a excepciéon de ingerir dosis considerablemente altas ). Un
promedio diario de ingesta de 2 tazas de café es equivalente a 180 mg/dia de

cafeina 3,
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La cafeina siendo una de las metilxantinas méas activas tiene la capacidad de
producir vasodilatacion a nivel muscular, inhibiendo o disminuyendo la sensacion

de fatiga y cansancio 7:18),

En algunas investigaciones se han estudiado y analizado los distintos componentes
del café (Coffea arabica y Coffea canephora) y del té verde (Camellia sinesis) los
cuales su contenido consta de catequinas, cafeina, aminoacidos, carbohidratos,
proteinas, clorofila, fluoruro, minerales y otros compuestos aln no definidos 2, en
donde la cafeina ha demostrado tener altos niveles de actividad antimicrobiana e
impedir el crecimiento de bacterias E. coli, P.aeuroginosa, P. mirabilis, asi como

bacterias gram + como Staphylococcus aureus y Bacilus cerus (49-59),

1.4. Cafeina en odontologia

El consumo de café proporciona a la dieta diaria una alta aportacion de
antioxidantes debido a sus componentes como la cafeina y el &cido clorogénico, los
cuales proporcionan una proteccion contra diversas enfermedades que se pueden
desarrollar en el cuerpo humano, como la periodontitis, la formacion de Candida
albicans y la inhibicibn de la adherencia en la superficie del esmalte del

Streptococcus mutans el cual es el principal agente formador de la caries dental 47

48,53-54)

1.5. Titanio

1.5.1. Titanio en implantologia dental

El area de implantologia dental ha estado en constante innovacion y evolucion ya
gue el éxito de los tratamientos ha ido en aumento debido a que en la practica clinica
odontoldgicay la rehabilitacion dental en pacientes que han perdido piezas dentales
unitarias, multiples o totales han logrado tener un tratamiento beneficioso de manera

estética y funcional a largo plazo, debido a que esta relacionado de una manera

15



proporcional debido a la respuesta cicatrizante de los tejidos periimplantarios y al

desarrollo del proceso de osteointegracion 9,

La definicion de biomaterial tiene origen en la ciencia que estudia la estructura y
propiedades de los materiales ya conocidos y su interaccion con el medio biologico,
en donde se busca establecer un contacto funcional permanente o intermitente con
el proposito de reemplazar de manera restaurativa las funciones de articulaciones

Oseas @D,

Si un material ya sea de origen natural o sintético demuestra que puede ser aplicado
en experimentos in vivo, como lo puede ser mediante un dispositivo médico o un
implante, se le denomina biomaterial %, El empleo de estos materiales en el cuerpo
humano requiere de caracteristicas y elementos importantes que van desde el
disefio, el cual engloba una serie de caracteristicas como lo puede ser la quimica
superficial, si presenta alteracion de nano-micro rugosidad y porosidad, las cuales

evitaran el rechazo del material y por lo tanto una posible reintervencion quirdrgica
(22)

El Titanio (Ti) necesita ser extraido de minerales como la ilmenita y el rutilo, siendo
el noveno elemento mas abundante en el mundo, en la tabla periddica pertenece al
grupo de los elementos de transicion y es altamente reactivo, su numero atémico
es de 22 y su masa atémica de 47.88 @V, En el area de implantologia dental el uso
del Ti se debe a su capacidad de lograr una alta osteointegracion en la zona
implantada, este descubrimiento lo realizé6 Branemark en donde mas tarde acufio el
termino como una “conexion estructural y funcional directa entre la zona receptora

y la superficie del implante portador de carga” @V,

Debido a que el Ti posee propiedades mecanicas, fisicoquimicas, bioldgicas y tener
una alta resistencia a la corrosién al momento de tener contacto con fluidos que se
encuentran en el medio ambiente bucal, asi como por su bajo coste, por presentar
buenos niveles de osteointegracion y favorecer la adherencia gingival, se convierte

en uno de los biomateriales mas empleados en el area de implantologia dental ),
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Para su uso en el area de la implantologia se clasifica para el Titanio puro (PTi)
acorde a su estado de pureza, ductilidad, resistencia y por su capacidad
anticorrosiva 9, Se clasifican del 1 al 4, siendo precisamente el 1y el 4 los Unicos
que se utilizan en implantologia oral, en donde el PTi grado 1 presenta
caracteristicas anticorrosivas, pero presenta poca resistencia, en cambio el grado 4
es el ideal por su alta resistencia a la manipulacion mecéanicay por presentar un alto
rechace a la corrosion, siendo el mas utilizado en implantologia dental 9, El éxito
clinico del Ti a largo plazo en implantes dentales registra una tasa de 87.8% de

aceptacion en un estudio que se realizé a través de 36 afios .

Existen dos factores que determinan la calidad y capacidad de biocompatibilidad de
un material: la reaccién de los tejidos en el area implantada y la degradacion del

material en el medio ambiente @3,

La estabilidad y duracion en buen estado de un implante depende de diversos
factores que se deben tomar en cuenta al momento de la toma de decisiones, dichas
caracteristicas van desde la edad, toxicomanias, sexo, el tamafio del implante, la
localizacion, calidad y volumen 6seo de la zona a implantar, enfermedades
sistémicas como la osteoporosis, diabetes o que el paciente haya tenido tratamiento
con radioterapia y factores inmunitarios presentes en el medio bucal como las

bacterias causantes de enfermedad periodontal ?”)

La pérdida 6sea en la zona craneo mandibular se debe principalmente a
enfermedades croénicas, traumatismos y anormalidades congénitas, lo que provoca
un problema fisiolégico y psicoldgico en el paciente @4, Por lo que la necesidad de
restaurar la funcionalidad fisiolégica es de suma importancia y un biomaterial debe
tener dichas caracteristicas ya que, al momento de ser insertado en tejido vivo, se
inicia una cascada de eventos que inicia con la absorcion del biomaterial en la
superficie del tejido @422, E| éxito en el proceso de la osteointegracion esta
relacionado directamente con las caracteristicas que debe cumplir el disefio del
implante seleccionado ©®®), que constan de cualidades basicas como el disefio,
tamafo, geometria y longitud, ademas de factores modificables como lo puede ser

su composicion y micro-rugosidad de su superficie 56).
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1.5.2. Tratamiento superficial del Titanio

El utilizar metales como biomateriales tiene la desventaja de que son materiales
artificiales y por lo tanto su nivel de biofuncionalidad es menor ?8). Para afiadirle
biofuncionalidad es necesaria la incorporacion de una alteracion y modificacion
superficial, debido a que dicha caracteristica no se puede modificar al momento de
la fabricacion del material ®®, Para una correcta comprensién acerca del
funcionamiento y efectos que las distintas técnicas modificadoras que alteran la
composicién estructural superficial del Ti, es necesario conocer las propiedades que

conforman a la capa superficial del Ti 28,

Para la proteccion contra la corrosion al momento de la exposicion a fluidos de la
cavidad oral, el Ti desprende una fina capa pasiva de un didmetro aproximado de 1
a 5 nm a una rapidez de 30 ms, esta estructura contiene moléculas de agua que
incitan y mantienen la amorfia de la superficie, lo que genera una fina capa de oxido
(TiO2) la cual una vez formada crea grupos hidroxilo al momento de la exposicion
al medio ambiente bucal %%, Estos grupos contienen cargas positivas y negativas
en donde su carga se determinara mediante el pH de la superficie ©®), teniendo un
papel importante en la unién e inmovilizacién de peliculas asi como de mucha
importancia debido a que en la fase inicial del tratamiento es cuando se desarrolla
la compatibilidad tisular 9. Debido al contenido quimico y a las caracteristicas
morfolégicas de la capa superficial del Ti, se instiga la actividad de plaquetas
sanguineas, fibrina y estimula la adherencia de células osteogénicas a causa de la
formacién de la capa de TiO2, en donde al momento de la interaccion fisicoquimica
con los fluidos sanguineos y salivales de la zona quirargicamente intervenida, la

capa de TiO2 acelera el proceso de osteointegracion (20.25-26),

La calidad de la superficie de los implantes que tienen uso dental ha sido clasificada
en propiedades mecanicas, fisicoquimicas y topograficas 9. Las cualidades
mecanicas que se encuentran sobre la superficie del Ti estdn asociadas
directamente con la tensién superficial potencial y con la rigidez del material €9, Las

caracteristicas topograficas estan ligadas a las irregularidades de la superficie y las
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fisicoquimicas se centran en la energia y carga superficial. Por lo tanto, una

superficie de alta energia superficial tendra mayor afinidad de adsorcion ©9).

Los tratamientos superficiales en biomateriales como el Ti buscan modificar las
caracteristicas morfolégicas y estructurales de la superficie, teniendo como objetivo
el dejar intactas las propiedades mecanicas que se necesitan en el area de la
implantologia dental con el proposito de potencializar, maximizar y mejorar la
respuesta tisular y 6sea, teniendo como propésito el brindarle al paciente una mejor

y mas rapida recuperacion @829,

El cambio en la topografia de la rugosidad y la implementacién de recubrimientos
en la zona superficial proporcionan un ambiente adecuado para que las proteinas y
el crecimiento celular puedan darse, promoviendo la rapidez con la que se desarrolla
el proceso de osteointegracion, asi como, la adhesion gingival y favorecer la
actividad antimicrobiana para la inhibicion de formacion de biopelicula en la zona

implantada (303,

La alteracién superficial a través de la esterilizacion ha demostrado promover y
mantener niveles altos de osteointegracion en estudios in vivo 969  |a
esterilizacion mediante una cémara de luz ultravioleta (UV) produce una
desinfeccién de la superficie y al mismo tiempo crea una capa de TiO2 mas delgada,

creando mejores resultados a comparacion de la esterilizacion en autoclave ©7),

La exposicion a irradiacién UV induce a una fotocatalisis ©® lo que disminuye el
porcentaje de carbono de la superficie del implante y aumenta la cantidad de
oxigeno, creando una superficie hidrofilica mediante enlaces estructurales de agua
mediante la formacién de grupos -OH y O2 sobre la capa de TiO2, promoviendo la

interaccién de proteinas y células 6seas 9.
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1.5.3. Biofuncionalizaciéon

La superficie de implantes de Ti puede ser modificada con el propdsito de maximizar
sus caracteristicas mediante una serie de circunstancias, las cuales empiezan con
la creacion de una capa de oxido sobre una superficie pasiva, la reconstruccion y
formacion de peliculas pasivas, asi como, la formacion de un grupo hidroxilo con
una superficie activa ®). El recubrimiento de la superficie del implante de uso
ortopédico o dental con diversas sustancias naturales y sintéticas que tienen origen
natural, han comenzado a ser estudiadas en varios estudios de investigacion in vivo

e in vitro (41-46),

Los objetivos principales que se buscan obtener al momento de utilizar una técnica
de recubrimiento sobre la superficie de un implante de Ti es el obtener una mejor
adhesion y diferenciacion celular, permitir la fijacion 6sea, limitar la cantidad de la
solucion que se distribuira sobre los fluidos de la cavidad oral y funcionar de forma
terapéutica 9. Al momento de realizar la intervencion quirdrgica previamente ya
colocado el recubrimiento sobre la superficie del implante a implantar, el
recubrimiento se intercala sobre la interfaz del hueso receptor y la superficie del
implante, soportando todas las fuerzas empleadas impuestas al implante, creando
una tensioén en la interfaz hueso-implante debido a la diferencia en el médulo de
elasticidad entre la protesis y el hueso, por lo que si la tension es superior a la fuerza

de la adhesion, el recubrimiento tendré éxito 9.

Los procedimientos en seco y en hUmedo han sido utilizados como técnicas aisladas
gue se emplean en el area de la implantologia dental, siendo la soluciéon acuosa en
la que casi en su totalidad se utiliza debido a su adherencia superficial con el
implante (26-28) Existen otros métodos adicionales los cuales también de forma de
recubrimiento, alteran la superficie del Ti, estas técnicas son la inmovilizacion de
poli(etilenglicol), inmovilizacion de biomoléculas como proteina morfogenética ésea,
péptido, colageno, hidrogel y gelatina @8, recubrimiento quimico y electroquimico,

inmovilizacién de moléculas y biomoléculas funcionales (26:28),
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1.6. Células troncales mesenquimales

La medicina regenerativa y la ingenieria en tejidos tienen el objetivo de reemplazar
o regenerar células, tejidos u érganos, con el proposito de reestablecer la funcién.
(32), La terapéutica basada en la utilizacién de células se convierte en elemento
fundamental de la medicina regenerativa, debido a la capacidad inherente que

tienen las células madre para diferenciarse en tipos de células especificas 2.

Una caracteristica fundamental que poseen las células troncales mesenquimales
(MSC) es la autorrenovacioén, asi como tener la capacidad de pasar por diversas
divisiones celulares mientras conservan el estado indiferenciado, ya que, la
diferenciacion ocurre al momento en que una célula consigue propiedades de una
célula especializada ©®2. Otra caracteristica de las MSC es su capacidad de crear
células intermedias (progenitoras- precursoras), las cuales tienen la inteligencia de
diferenciarse en distintos tipos de células, y, por lo tanto, tener la capacidad de
generar tejidos u 6rganos complejos ©3),

Este tipo de células se catalogan en células pluripotentes inducidas (iPSC), células
embrionarias (ESC) y las células adultas/postnatales (ASC) ©4). Fue en el afio de
1998 cuando Thompson y cols. dieron a conocer por primera vez informacion acerca
de las lineas de células madre embrionarias, las cuales tienen origen al momento
de aislarse del blastocito durante el desarrollo embrionario, originando 3 capas
germinales, dividiéndose en ectodermo, endodermo y mesodermo @3, Las ESC son
pluripotentes o totipotentes, por lo que su capacidad es ilimitada al momento de
diferenciarse, lo que le otorga a este tipo de células poder convertirse en mas de

200 tipos de células que tiene el cuerpo humano 3,

Cuando las células madre son adultas se localizan en diversos tejidos del cuerpo
humano, como ejemplo esta la medula 6sea, vasos sanguineos, el pancreas,
higado, piel, la retina, tejido adiposo, musculos y tejido dental 3. Se encuentran en
nichos propios donde se lleva a cabo la regulacién de la proliferacion, migracion,

supervivencia y envejecimiento 33,
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Estas células tienen la capacidad de dividirse y originar otra célula con las mismas
caracteristicas e inclusive mas diferenciada, pero la posibilidad de diferenciarse en
otros tipos de células es limitada, por lo que se les conoce como multipotentes,

caracteristica que las diferencia con las células madre embrionarias 3.

1.7. Células troncales mesenquimales dentales

Un organo dental se origina debido a las interacciones orquestadas por las células
ectodérmicas epiteliales de origen oral, las cuales se encargan de la formacion del
esmalte, también participan las células mesenquimales que proceden de la cresta
neural, siendo las responsables de la formacion de la papila y el foliculo dental 2
34), Estas células son las encargadas de producir las estructuras dentinarias como
lo es la dentina, el cemento, ligamento periodontal y la pulpa dental ¢2. La Sociedad
Internacional para la Investigacion de Células Madre (ISSCR) declar6 que las

células troncales de origen dental (DSC) forman parte de la poblacién de MSC 2,

Fue durante el afio 2000 cuando se comenzo con el aislamiento y caracterizacion
de diversas células madre/progenitoras dentales ©233), Las primeras en incluirse
fueron las provenientes de tejido de la pulpa dental humana (hDPSC), le siguieron
las células madre de dientes deciduos exfoliados (SHED), posteriormente fueron las
células madre de la papila dental (SCAP), células madre del ligamento periodontal
(PDLSC) y por ultimo las células precursoras del foliculo dental (DEPC) @234 Entre
las caracteristicas mas comunes de las DSC se encuentra su capacidad de
autorrenovacion y de diferenciacion en multilinaje, siendo 3 lineas las principales, la
osteo/odontogénica, adipogénica y neurogénica 8, asi como de respuesta efectiva

sobre marcadores especificos a antigenos de superficie ©6).

Varias ventajas valiosas que presentan las DSC es su sencilla accesibilidad debido
a que el banco de células madre es la opcion principal para la recoleccion;
asimismo, presentan una adecuada interaccion en los andamios y tienen altos

niveles de proliferacion G7),

22



El hallazgo de las células madre de origen dentinario ha originado el interés
cientifico de la odontologia regenerativa debido a la probabilidad de obtener estas
células directamente de los pacientes y comenzar con un futuro esperanzador que
permitird aumentar la calidad de los tratamientos, haciéndolos parte hasta incluirlos

en los tratamientos de rutina que se realizan en la practica dental ©7),

1.8. Células hDPSC

La pulpa dental tiene varias funciones, una de ellas es proporcionar nutricién e
irrigacion a los tejidos dentinarios y reaccionar a estimulos externos, lo que provoca
la sensibilidad neuronal @8, Es un tejido vascularizado e inervado compuesto por
tejido conectivo blando, terminaciones nerviosas y componentes linfaticos que se

encuentran en la cavidad pulpar de cada 6rgano dental G4.

Las células madre de la pulpa dental humanas (hDPSC) tienen derivacion directa
del ectodermo y se originan a través de la migracion celular de la cresta neural y
contienen propiedades mesenquimales de células madre (MSC) lo que les
proporciona una mayor tasa de proliferacion celular, asi como la facilidad de
formacion de colonias con células madre/progenitoras, un mayor porcentaje de
capacidad clonogénica y niveles altos de mineralizacion G%. Presentado una
morfologia y caracteristicas similares a los fibroblastos debido a su capacidad de
adherencia y formacion de cultivo en andlisis in vitro ©2. Fueron Ghotos y cols
quienes durante el afio 2000 las aislaron directamente de terceros molares humanos
(33), En investigaciones realizadas a las hDPSC se ha confirmado que tienen la
capacidad de diferenciarse en adipocitos, condrocitos y odontoblastos, inclusive se
ha demostrado que tienen capacidad de diferenciacion hacia osteoblastos y
mioblastos con una capacidad de autorrenovacion @3- Las hDPSC presentan una
doble ventaja ya que tienen un alto contenido de MSC y el procedimiento para su

obtencion es menos invasivo 32,

La sencillez de aislamiento y su alta capacidad de supervivencia en estudios in vitro

ha llamado la atencion del campo de la medicina regenerativa debido a sus
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caracteristicas prometedoras para tratamientos regenerativos de cartilago, hueso,

tejido nervioso y dientes 2

1.9. Cultivos celulares

El cultivo celular es la herramienta mas eficaz que se esta desarrollando en el campo
de la biologia molecular y la ingenieria genética %, debido a que es un modelo que
comprende los sistemas de 6rganos complejos y propaga células in vitro que
otorgan suplementos y nutrientes ©%. Los estudios desarrollados bajo este modelo
experimental han demostrado tener ventajas en su manejo y cuidado, como el tener
la posibilidad de controlar el entorno fisicoquimico, las condiciones fisiolégicas
celulares, utilizar células homogéneas y caracterizadas, evitando el uso de animales

en el area experimental ().

La elaboracién del sistema y aplicacion del cultivo celular simple consiste en la
recoleccion celular exponiendo el tejido a una digestion quimica, enzimatica o
mecanica, con el objetivo de suprimir la matriz extracelular (MEC)®?). Posterior al
asilamiento celular, se realiza una dilucién mediante medios de cultivo y se esparcen
en recipientes de cultivos esterilizados. Como resultado, se obtiene un cultivo

directo que da las caracteristicas muy similares al tejido original 9.

En la dltima década se han actualizado las herramientas para realizar cultivos in
vitro para la investigacion biomédica al introducir el desarrollo de cultivo celular en
3D, con el objetivo de obtener heterogeneidad celular, asi como, las caracteristicas
y funciones de los tejidos primarios investigados ©%. Para obtener resultados
deseados se han llevado a cabo métodos de cultivo celular que se basan en
andamios biopoliméricos, hidrogeles, laminas celulares y cultivos de gotas
colgantes 8, La microscopia electrénica de barrido (SEM) y la microscopia dptica

son ideales para producir la caracterizacion de los cultivos 38,
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2. Revisién sistematica
2.1. Metodologia

Los estudios fueron seleccionados en base al disefio de la guia PRISMA 2009
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses), para
revisiones sistematicas. La pregunta de investigacion planteada fue: ¢, Los implantes
de titanio biofuncionalizados con extractos naturales tienen un impacto positivo en
el proceso de la osteointegracion? De la cual derivo el siguiente acronimo PICOs

(Population, Intervention, Control, Outcomes, study type) en donde:

e (P) Poblacion: implantes de TI biofuncionalizados con extractos naturales
e (I) Intervencion: extractos naturales

e (C) Control: Implantes de Ti sin biofuncionalizar

¢ (O) Resultados: Proliferacion y adhesion celular al implante de Ti

e (S) Estudio: In vivo e in vitro

2.1.1. Estrategia de busqueday bases de datos:

Se realizé una busqueda en tres bases de datos: ScienceDirect Google académico
y PubMed. El orden de la planificacion para la busqueda de articulos cientificos se
organizo6 en base a la implementacion de palabras clave, términos del indice y texto
libre, empleando la nomenclatura booleana “OR” y “AND”. Para la seleccién de los
articulos, una vez que se obtuvieron en su totalidad, eliminando duplicados y titulos
sin conexion con los términos de busqueda se procedid al analisis siguiendo las
pautas establecidas en el diagrama de flujo PRISMA 2009. (Preferred Reporting
Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (Figura 1) (79,

En Pubmed, se establecio la busqueda como Titanium implants AND coated AND
natural-herbal AND extract. Se obtuvieron inicialmente 28 resultados,
posteriormente se establecieron criterios de busqueda; limite de tiempo de la

publicacion (2016-2023), lo cual disminuyé los resultados hasta 18.

25



Se afiadi6 la palabra clave AND osseointegration; consiguiendo 4 articulos.
Eligiendo aquellos articulos que mediante titulo y resumen tuvieron la mayoria de

las palabras clave previamente establecidas.

En la base de datos ScienceDirect se colocaron las mismas palabras clave Titanium
implants AND coated AND natural AND extract, se aplicé el mismo rango de
busqueda por afios, a partir del 2016 hasta el 2023, obteniendo un total de 9,308
articulos, por lo que se colocaron criterios de busqueda como open Access,
reduciendo los resultados de busqueda a 1,470, se colocé una palabra clave
adicional que fue Dental implant y los resultados disminuyeron a 147 y por ultimo se
selecciono el area Medicine and Dentistry, obteniendo 6 articulos, se aplicaron los

mismos criterios de seleccion con base en el titulo y resumen.

En la base de datos Google Academic, se buscé con la frase exacta “Ti implant
coated” en donde se buscé que en todos los articulos apareciera la palabra herbal
extract, con el mismo periodo de rango de tiempo del 2016 hasta el 2023. Se
obtuvieron 4 resultados de la busqueda, descartando aquellos que no cumplieran

con titulo y resumen o bien que estuviesen duplicados.

En los articulos seleccionados se analiz6 la metodologia experimental referente al
proceso de los recubrimientos de extractos naturales sobre las placas de titanio en

los estudios in vitro, asi como de los implantes colocados in vivo.
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Figura 1. Diagrama PRISMA
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2.1.1.1 Criterios de seleccidon

Para elegir los articulos de investigacion que formaron parte de la revision
sistematica, se llevo a cabo una seleccion de la literatura con base en los criterios

de seleccion.

2.1.1.2 Criterios de inclusién

Los articulos seleccionados inicialmente respondian al tipo de estudios ya fuera in
Vivo 0 in vitro, que utilizaran extractos naturales como método de potencializacion
de las caracteristicas fisicoquimicas superficiales de implantes de Ti. Se tomaron
en cuenta aquellos que fueron publicados dentro de los ultimos 6 afios (2016-2022),

gue se encontraban en texto completo, acceso abierto e idioma inglés.

2.1.1.3 Criterios de exclusion

Se excluyeron trabajos de investigacion relacionados a revisiones sisteméticas,
resiumenes de trabajos de investigacion, trabajos de tesis, enciclopedias, articulos

de opinidn, capitulos de libro

2.1.1.4 Criterios de eliminacion

Se eliminaron los articulos cientificos que no presentaran metodologia experimental
completa, también se eliminaron articulos que no abordaran de forma correcta la
validez interna y externa, aquellos que no cumplieran con los criterios metodoldgicos
necesarios para la investigacion, que no utilizaran sustancia natural o cualquier otro

tipo de material que no fuera el Ti y los articulos duplicados
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2.2 Resultados

Se utilizaron 3 bases de datos para la obtencion de los articulos que se incluyeron
en la presente revision sistematica, 4 articulos fueron seleccionados ya que
cumplian con las caracteristicas previamente establecidas en los criterios de

seleccidon que se plasman en el diagrama PRISMA de la figura 1.

La busqueda consto en cuatro etapas principales, que son en primer lugar, la (1)
Identificacion: En esta etapa, se identificaron los estudios relevantes,
posteriormente hubo una (2) Seleccion: Durante esta etapa se realizé una revision
de los articulos ya que debian cumplir con los criterios de seleccion previamente
establecidos y se excluyeron o eliminaron aquellos que no lo cumplian o bien eran
duplicados. Posteriormente se hizo una (3) Evaluacion: en donde se revisé la
metodologia experimental de cada articulo, y su relevancia para el estudio (Tabla 2
y 3). Finalmente se revisaron los hallazgos (tabla 3) y se califico el (4) riesgo de

sesgo y la calidad de los articulos cientificos seleccionados.

En los 4 articulos se realizaron investigaciones in vivo e in vitro en los que se
utilizaron sustancias naturales como el Dipterocarpus tuberculatus (MED), un
extracto de aloe vera en gel llamado acemannan, un gel del extracto de ajo (Allium

sativum) y jengibre, y un extracto de raiz de ginseng rojo coreano.

El proceso para la obtencion de la sustancia o extracto natural se describié de forma
clara en todos los articulos revisados, Jung y cols. (2022) “3, realizé una mezcla
entre el polvo liofilizado del tallo seco de MED y methanol (1:10) en donde se
siguieron los pasos de sonicacion, incubacion y filtracion en membranas de poro de
0,4 um, finalizando con una liofilizacién mediante vacio rapido. Banerjee (2019) 1,
descontamino con hipoclorito al 3 %, para la planta de aloe vera, se realiz6 un corte
en la corteza y se extrajo el gel para posteriormente obtener el acemannan mediante
el proceso de extraccion etandlica Soxhlet y el polvo se obtuvo mediante

evaporacion disolvente a 37 °C.
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Prabakaran y cols. (2021) ), obtuvo una pasta con la mezcla de 25 g de jengibre,
25 g de ajo y se agitdé en 500 mL de agua bidestilada por 10 dias, se filtr6 con
membranas Whatman de papel y se almacend a 41 °C. Kang y cols. (2020) “3), por
otro lado, utilizaron un extracto de raiz del Ginseng rojo 4.5 mg/g y agua destilada
con una relacion 1:2. De los 4 articulos, 3 de ellos evaluaron in vitro la actividad
osteoblastica asi como su viabilidad, proliferacion y bioactividad sobre superficies
de discos y placas de Ti, en donde Jung y cols. (2022), Banerjee y cols. (2019) y
Kang y cols. (2020) utilizaron el método de tincion con MTT y DMSO para romper
los cristales de formazan y evaluar a 570 nm la absorbancia en una placa de 96
pocillos. Banerjee y col. (2019), evalu6 el efecto antimicrobiano de sustancias
naturales sobre bacterias como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Escherichia coli ); observé las zonas de inhibicion mediante una
prueba de difusion en agar por disco observando después de 18 h, un buen efecto.
Prabakaran y cols. (2021) también realiz6 la evaluacion antimicrobiana a traves del

método de difusién de agar.

Prabakaran y cols (2021) realizaron pruebas experimentales in vivo en animales,
las cuales fueron supervisadas y consensuadas por diversos comités sobre el
cuidado y uso experimental en animales como lo son el Comité Institucional de
Cuidado y uso de animales, asi como por el Comité Etico de experimentos en
Animales de la Universidad Nacional de Jeonbuk y principalmente por la Asociacion
Internacional para la Acreditacion y Evaluacion del cuidado de los animales de
laboratorio. El principal objetivo del estudio elaborado por Prabakaran y cols (2021)
fue evaluar y analizar los efectos de sustancias naturales sobre el proceso de
adherencia osteoblastica. Por otro lado, Jung y cols. (2022) utilizo ratas Sprague
Dawley (SD) que se mantuvieron en dieta Chow y bajo especificas condiciones
libres de patdgenos. Se utilizaron n=15 ratas macho y se dividieron a cada grupo
implantado ConTiF (n=5), OzoneTiF (n=5) y MEDTIF (n=5) y se implantaron en un
defecto fabricado en la parte de la tibia de la rata y se realiz6 eutanasia a las 4
semanas de la implantacién. Posteriormente se realizé andlisis Western Blot, RT-

gPCR e histopatoldgico.
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Banerjee (2019) prepararon un defecto circular en la parte distal del fémur de ratas
SD en donde se colocaron n=6 implantes, se aplico eutanasia a las 5 semanas y se
retird el fémur para posteriormente conservarlo en una solucion salina neutra al 10
% y se realizO evaluacién histologica y analisis en escaner de tomografia
computarizada (CT). Kang (2020) utilizo 20 ratas distribuidas en el grupo control N-
Ti (n=10) y GN-Ti (n=10) a las cuales se les extrajo el primer molar inferior, posterior
a 4 semanas se realizo la implantacion y durante 4 dias post quirdrgicos se realizo

antibioticoterapia.

Desde la 2 y 4 semana se llevo a cabo un analisis con CT para calificar y analizar
la alteracion en los tejidos periimplantarios y en la 4ta semana se valoré la creacion
de tejido 6seo, asi como la formacion de tejido periodontal alrededor del implante
mediante la tincion con tricromico de Masson y H&E.

En la tabla 3 se resumen de manera mas detallada los datos y metodologia
experimental de los articulos seleccionados, en donde se tomaron en cuenta todo
aguel dato relevante para el estudio: 1) Autor/afio, 2) Sustancia Natural, 3) Andlisis,

4) Namero de muestras, 5) Tiempo y 6) Comparacion.
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Tabla 2. Metodologia experimental de cada articulo incluido en la revisién
sistematica.

Articulo

Método

Jung y cols. (2022).

Estudio in vitro en donde se prepar6 Dipterocarpus tuberculatus Roxb
(MED) a una concentracion 1:10 p/v, se realizé sonicacién, incubacion
por 2 h, 10 veces al dia por 3 d y se realiz6 un filtrado a través de una
malla con porosidad de 0.4 um, se realizé un concentrado con un
evaporador rotatorio y un liofilizado en vacio rapido. La muestra final
se disolvi6 en dimetilsulfoxido. Las placas de Titanio puro fueron
cortadas en cuadrados de 20 mm x 20 mm. Se observé y analiz6 la
alteracion superficial con microscopia de fuerza atomica, el angulo de
contacto se evalu6 con un mediador de angulo de contacto y agua
destilada. Se observo y cuantifico la viabilidad celular mediante método
de tincion MTT y DMSO, la absorbancia se midié a 570 nm.

In vivo se coloc6 un implante de Ti de 10 mm en la tibia de 15 ratas
macho. En donde se dividieron en ConTiP(5), OzoneTiP(5) y
MEDTIP(5). Se observé mediante CT la densidad 6sea.

Banerjee y col. (2019).

Estudio in vitro, se utilizé Ti6Al4 grado V y se cortd en discos de
12,5mm. En el estudio in vivo se utilizaron varillas de 2,5mm. La
extraccién del Acemmanan del gel de aloe vera fue con soxhlet
etandlico por evaporacion a 37 °C. La evaluacion in vitro de la
respuesta osteoblastica fue evaluada con base a su morfologia a través
de FESEM vy su viabilidad por ensayo de MTT.

Durante el estudio in vivo se utilizaron 15 ratas SD y se evaluo la
interfaz de los tejidos y el implante mediante CT y evaluacion

histoldgica a la respuesta osteobléstica de la zona femoral de las ratas.

Prabakaran
(2021).

y

col

Se evalué un biomaterial con propiedades osteoconductoras y
antibacterianas a través de minerales como el Zinc (Zn), Hidroxiapatita,
compuesto de Chrysin cargado con extracto natural de ajo y jengibre
(GGe) y gentamicin. El compuesto se us6 como recubrimiento de una
placa de Ti de grado ortopédico tratada superficialmente con el método

de deposicion electroforética.
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El GGe se prepard moliendo el extracto (25g), se adicionaron 500 mL

de agua destilada (DD) por 10 d. Se realizé un filtrado con una
membrana Whatman y se almacené a 4 °C. Se evalué la bioactividad
mediante una simulacion de fluido corporal que se encuentra en
plasma sanguineo durante 1,4 y 7 dias, se lavé con DD y se examin6
por SEM y EDX. Se prob6 el efecto antimicrobiano sobre
Staphylococcus aureus (Gram +) y Escherichia coli (Gram -) através
del método de difusidén en agar. La viabilidad osteoblastica (MG-63) se
evalué manteniendo las células en un medio modificado de aguila de
dulbeco (DMEM). Se colocaron sobre placa de 96 pocillos y se
incubaron por 24 h, se colocaron 10 mg/mL en cada muestra y se
llevaron a la incubadora por 1,3 y 7 dias a 37 °C. Se intercambio el
medio por MTT y se rompieron los cristales de formazan con DMSO y
se realizo la lectura de la absorbancia a 570 nm.

Kang y cols (2020).

En este estudio se analizo extracto de ginseng rojo coreano (KRGE)
sobre implantes de titanio y su posible efecto en la osteogénesis y
osteointegracion. Se utilizaron placas de Ti puro (grado 2), los cuales
se lavaron con acetona, DD y tina ultrasoénica. El extracto de KRGE se
prepard en una relacion 1:2 con DD. Se evalud la humectabilidad y el
angulo de contacto usando un microscopio eteroscopico. In vitro se
usaron células MC3T3-E1 (osteoblastos de ratdn) incubados a 37 °C.
se cambi6 el medio cada 3 d y se usaron cuando alcanzaron el 80% de
confluencia, MTT para determinar la proliferacion celular y se midio la
densidad a 570 nm. In vivo se utilizaron 20 ratas SD y se dividieron en
grupo control (10) y GN-Ti (10) y los cambios en la morfologia alrededor

del implante fue medido con una microcomputarizada tomografia.

Tabla 3. Resumen de los datos recolectados en las pruebas experimentales de cada
articulo incluido en la revision sistemética (Parte 1)
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Autor Extracto Andlisis N° de Tiempo Comparacion

natural muestra

Jungy Dipterocarpus In vitro: In vitro: 3 In vitro:1-5 dias In vitro: ConTip,

cols (2022) tuberculatus  Células MG63  placas In vivo: 4 OzoneTip y MEDTip

roxb (MED) In vivo: tibias cuadradas de  semanas
de rata SD Ti (20x20 mm) In vivo: ConTiF,
In vivo: 3 OzoneTiF y MEDTIF
tornillos de Ti
de 3mmen5
ratas
Banerjeey Acemannan In vitro: In vitro: 4 In vitro: 2-5 In vitro e In vivo: HA+TI,
col. (2019) (extracto de osteoblastosy  discos de Ti dias , Ag-Si+HA. Ag-Si
aloe vera) Staphylococcus In vivo: 6 In vivo: 5 HA+Acemannan, Ag-Si
epidermis implantes de semanas HA+ acemannan+
In vivo: fémur  Tien 5 ratas chitosan
de rata

Prabakaran Extracto de In vitro: In vitro: 5 In vitro: 7 dia In vitro: MHAP,

y col. jengibre y andlisis de placas de Ti MHAP/ChN,

(2021) aloe vera viabilidad (10x10) MHAP/ChN/GTN,
osteoblastica y MHAP/ChN/GGe y
andlisis MHAP/ChN/GGe
antimicrobiano
contra
Staphylococcus
aureus y E. coli

Kang y Extracto de In vitro: In vitro: In vitro: 7 dia In vitro: P-Ti, N-Ti y GN-

cols. (2020) raiz ginseng  andlisis de Placas de Ti Ti

rojo (KRGE)  viabilidad con (210x10mm) In vivo: 2y 4
células MC3T3 In vivo: semanas In vivo: N-Ti (control) y

y analisis de
mojabilidad
superficial

In vivo:
Mandibula de
rata SD

Tornillos de Ti
de 4.5mm en
20 ratas SD

GN-Ti.
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Tabla 3. Resumen de datos recolectados en las pruebas experimentales de cada
articulo incluido en la revision sistematica (Parte 2).

Autor/ano Sustancia

natural

Hallazgos

Jung y cols Dipterocarpus
(2022) tuberculatus
roxb (MED)

Banerjeey  Acemannan
col. (2019)

Prabakaran Extracto de
y col. (2021) jengibre y aloe

vera

Kang y cols. Extracto de
(2020) raiz ginseng
rojo (KRGE)

MEDTIP presenté mayor proliferacion celular (1.33) que OzoneTip
(1.26) y ConTip (1.00) A la 4ta semana de implantacion, se observo

mayor osteointegracion en MEDTip

El Ti+Ag-Si HA+Acemannan tuvo una excelente proliferacion
celular al 2do (0.15) y al 5to dia (0.17), el Ti+HA 2do dia (0.9) y al
5to dia (0.13), el Ti+ Ag-Si HA al 2do dia (0.07) y al 5to (0.10) y el
Ti+Ag-Si HA+ acemannan+ chitosan obtuvo al 2do (0.10) y al 5to
dia (0.08) . A la 5ta semana mostro mejores niveles de
osteointegracion que los grupos comparativos.

El compuesto MHAP/ChN/Gge/GTN mostré mayor proliferacion
celular al 7mo dia (84.5%) que los otros
compuestos.MHAP(74.4), MHAP/ChN(68.8), MHAP/ChN/GTN(66.9)
y MHAP/ChN/GGe (82.1)

El GN-Ti fue el de mayor proliferaciéon celular in vitro (8.5%) que el
N-Ti (2.5%) y el P-Ti(4%). A la 4 semana se observé mayor cantidad
y densidad 6sea en el implante con GN-Ti en comparacién del N-
Ti.

2.2.1 Anaélisis de calidad

Evaluar la calidad de los estudios nos permite calificar de manera integral la manera

en la que se llevo a cabo el proyecto de investigacion en donde se evallan partes

fundamentales como lo es el disefio experimental, su realizacion y los resultados.

El analisis de la calidad de los estudios que se integraron en la presente revision

sistematica esta basado en los parametros establecidos de la escala Jadad Scale(’?
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, la cual es utilizada para proporcionar una puntuacién a los estudios de intervencion

controlados aleatorios.

El analisis nos permitio determinar la fortaleza de la evidencia disponible,

pudiéndose utilizar para informar la toma de decisiones clinicas en un futuro. Se

puede observar en la tabla 4 un resumen de la informacion del andlisis de calidad

de los articulos seleccionados, dandoles una calificacién en escala del 0 a 2 en

donde el malo= 0, bueno=1 y Excelente= 2. El valor m&s alto para cada articulo fue

de 9, ya qué se tomaron en cuenta 6 items (9. Analizando los estudios integrados

en esta revision sistematica se obtuvieron un total de 31 puntos y se dividieron en

los 4 articulos integrados en la revision, generando una mediana de 7.75.

Tabla 4. Andlisis de la calidad de los articulos de forma individualizada

Autor Célculo Comparacién Método Variable Analisis Resultados Total
de la descrito estadistico
muestra 0-No en 0- No
0- No 1-D extenso 0-No claro 0- IC
1- D 1-PM 1- PM 1- C
0-No 2-Ex 2- Ex
1-PM
2-EX
Jungy 1 1 1 1 2 1 7
cols. (2022)
Banerjeey 1 1 2 1 2 1 8
cols. (2019)
Prabakaran 1 1 2 1 2 1 8
y cols.
(2021)
Kang y 1 1 2 1 2 1 8
cols. (2020)

D-Descrita, PM-Parcialmente, Ex-Exhaustivo, C-Completo/Correcto, IC-Incompletos. Tipo de calidad: Baja calidad=0-3, Mediana calidad

4-6, Alta calidad= 7-9.

2.2.2 Riesgo de sesgo

La distorsion de la verdad en los articulos seleccionados, sobre los efectos del uso

de biofuncionalizacion de sustancias naturales en implantes de Ti, se evaluo

mediante “Riesgo de Sesgo” sobre la validez de ensayos clinicos.
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El andlisis de riesgo de sesgo se refiere a la posibilidad de que los resultados de un
estudio sean incorrectos debido a algun error sistematico durante el disefio
experimental, su realizacién y al momento de realizar el andlisis o la interpretacion
de los resultados finales obtenidos. Este andlisis puede comprometer la validez y
fiabilidad de los resultados y, por lo tanto, puede comprometer el avance del

conocimiento cientifico (79,

Los articulos que forman parte de la presente revision sistematica mostraron un
riesgo de sesgo alto (100%) ya que ninguno de los articulos seleccionados
menciono los retiros o abandonos durante la seccién experimental, en cuanto a la
seccion de cegamiento a los participantes o a los mismos evaluadores el 100% de
los articulos mostré un riesgo bajo, los cuales se encuentran plasmados en la tabla
5.

Tabla 5. Riesgo de Sesgo
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2.3 Discusién

Se realizé una revision sistematica para encontrar articulos que cumplieran con los
criterios previamente establecidos. La busqueda se centré en aquellos estudios que
investigaron la biofuncionalizacién de implantes o placas de titanio con sustancias
0 extractos naturales utilizando un método de recubrimiento superficial, para
potencializar las caracteristicas del Ti, evaluando la respuesta tisular y celular en

procesos de osteointegracién en experimentos in vitro e in vivo.

Uno de los estudios seleccionados para esta revision fue el realizado por Jung y
cols. en 2022 “3), el cual evaludé la actividad osteoblastica de células MG63
incubadas en placas de Ti recubiertas con extracto de Dipterocarpus tuberculatus
Roxb. (MED). La meta del ensayo experimental era establecer si el MED pudiera
ser considerado como candidato para pruebas in vivo. Los andlisis de los resultados
del estudio demostraron que el MED es efectivo en promover la humectabilidad de
la superficie del Ti, mejorando la resistencia oxidativa de la misma. Ademas, el
recubrimiento de MED promovié la adhesion, proliferaciéon y supervivencia de
células 6seas MG63 cotejando con los grupos control, lo que indica un efecto

estimulante sobre el crecimiento 6seo alrededor del implante de Ti “3).

Estos resultados también se confirmaron en el estudio experimental in vivo, donde
se implantd el implante de Ti recubierto con MED en la zona de la tibia de ratas SD.
Los hallazgos de este estudio respaldan la biofuncionalizacion de Ti mediante
recubrimiento superficial con sustancias naturales para mejorar la osteointegracion

y la adhesion de células éseas “9).

En el trabajo de investigacion de Banerjee y cols. (2019)6Y, emplearon
hidroxiapatita como recubrimiento de la superficie de implantes de Ti para
aprovechar sus propiedades osteoconductivas. Ademas, se incorpord extracto de
gel de aloe vera (acemannan) y quitosano para controlar la liberacion del extracto

en la matriz de fosfato céalcico.
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Los resultados in vitro mostraron una correcta liberacion del acemannan y una

buena osteointegracion de los implantes recubiertos b,

Por otro lado, Prabakaran y cols. (2021) (), elaboraron un compuesto con
propiedades osteoconductivas y antibacterianas mediante la incorporacion de
extractos de pasta de ajo y jengibre (GGe) y antibidticos modernos (gentamicina),
sustituyendo los minerales por hidroxiapatita (MHAP) y moléculas de crisina (ChN).
Los resultados en el analisis bacteriostatico demostro una mayor eficacia del
compuesto MHAP/ChN/GGe/GTN contra patégenos E.coli en comparacion con
muestras solo con antibiotico. También se evalué la biocompatibilidad del
compuesto MHAP/ChN/GGe/GTN sobre células MG-63 durante 1, 4 y 7 dias, sin
presentar citotoxicidad y mostrando una bioactividad natural, lo que proporciono una

mayor osteointegracion ()

Kang y cols. (2020) “3), realizaron un estudio in vitro de un extracto natural de la raiz
de ginseng rojo coreano (KRGE) como recubrimiento de la superficie de placas de
Ti grado 2 para evaluar la actividad osteoblastica de células MC3T3-E1, en donde
se pudo cuantificar una mayor diferenciacion celular sobre la superficie de Ti

recubierta con KRGE en estudios in vivo 9,

2.4 Conclusién

La biofuncionalizaciéon de superficies de Ti mediante el uso de extractos naturales
ha demostrado ser una estrategia efectiva para mejorar la respuesta celular tanto
en ensayos in vitro como en estudios in vivo. Aunque el Ti es un biomaterial
biocompatible por si solo, la adicion de extractos naturales maximiza sus

propiedades y puede mejorar la tasa de éxito y la recuperacion post-tratamiento.

Los cuatro estudios revisados en esta revision sistematica mostraron una mayor
actividad y supervivencia de células osteoblasticas en ensayos in vitro, asi como
una mayor cantidad y densidad de tejido 6seo alrededor de los implantes de Ti in
vivo. Ademas, dos de los estudios demostraron que los extractos naturales también
proporcionaron actividad antibacteriana contra bacterias gram +y gram -.
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Sin embargo, son necesarios mas estudios para indagar en otros extractos
naturales que puedan maximizar las propiedades biocompatibles de los implantes
de Tiy realizar mas pruebas experimentales in vivo. Por lo que la biofuncionalizacion
con extractos naturales tiene el potencial de mejorar la eficacia del tratamiento y

evitar intervenciones quirargicas adicionales.
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3. Estudio Experimental In vitro
3.1. Planteamiento del problema

La pérdida de piezas dentales debido a enfermedades como caries, periodontitis y
traumatismos conduce a la pérdida ésea en las zonas anoddnticas ©, lo que hace
necesaria la busqueda de técnicas para restaurar y regenerar dichas areas en la
odontologia. La implantologia dental ha sido una técnica exitosa en la restauracion
de piezas dentales, y la modificacion superficial del implante ha sido una
investigacion de creciente interés en la investigacion en animales in vivo (741-45),
Aungue la mayoria de las técnicas utilizan sustancias artificiales y farmacolégicas,
se han utilizado extractos naturales de plantas, hierbas y raices por sus propiedades
antinflamatorias, antibacterianas, antimicrobianas y analgésicas @5, La
periimplantitis es la afectacion del tejido 6seo y mucoso que rodea al implante la
cual afecta del 12-40% de los implantes colocados de acuerdo con el Workshop
europeo de periimplantitis de 2008 2. Y dada la gran resistencia antibiética de los
patdgenos presentes, el empleo de sustancias naturales pueden ser una alternativa

por sus propiedades antimicrobianas y osteointegrables®.

3.2. Justificacion

Hay una necesidad de encontrar alternativas mas seguras y efectivas para
aumentar-potencializar la calidad de la osteointegracion y evitar posibles
complicaciones después del tratamiento. Ademas, el uso de sustancias naturales
puede reducir el riesgo de resistencia antibiotica y efectos secundarios no deseados

asociados con el uso de sustancias farmacolodgicas.

Un estudio realizado por Martin y cols 3, demostraron que un extracto natural
obtenido del grano de café robusta a una concentracion de 10mg/mL, el cual
contiene un alto porcentaje de cafeina (1.6% al 2.4%) mediante la combinacion con
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células madre de la pulpa dental, pueden mejorar la regeneracion ésea al séptimo

dia en un estudio in vivo realizado a ratas wistar afectadas periodontalmente.

Este proyecto busca contribuir al campo de la investigacion en odontologia, al
explorar y comprender mejor las propiedades biofuncionales de la cafeina en la
superficie de placas de Ti, en donde los resultados obtenidos podrian ser utiles para
desarrollar nuevas técnicas, mejorar la tasa de éxito clinico y por lo tanto

proporcionarle al paciente una mejor calidad de tratamiento.

3.3. Pregunta de investigacion

¢ El purificado de cafeina recubierto sobre placas de Ti es eficaz en el proceso de

adhesién y proliferacion celular?

3.4. Objetivos

3.4.1. Objetivo General

Observar y evaluar la eficacia de la adhesion y proliferacion celular de la

biofuncionalizacion de placas de Ti con cafeina

3.4.2. Objetivos Especificos

1. Recubrir las placas de Ti con un purificado de cafeina

2. Realizar un cultivo celular con hDPSC sobre las placas de Ti previamente
recubiertas con cafeina

3. Valorar la adhesion inicial de las de las hDPSC en las placas de Ti.

4. Evaluar el proceso de proliferacion de las hDPSC sobre las placas de Ti.

42



3.5. Hipotesis

El uso del purificado de cafeina sobre las placas de Ti sera eficaz en el proceso de

adhesion y proliferacion de hDPSC

3.6. Disefio de estudio

Tipo de estudio: Experimental Puro in vitro
Poblacién de estudio: Cafeinay hDPSC

Tamafo de muestra: n=9 (Los experimentos se realizaron por triplicado en 3
experimentos independientes para lograr una n=9)

3.6.1. Variables de estudio

Dependientes: proliferacion, Células hDPSC, funcionalizacion con cafeina

Variables Independientes: Placas de titanio, tiempo de incubacion

3.6.2. Criterios de seleccién

Los criterios de inclusién, exclusion y eliminacion en el ensayo in vitro constaron de
caracteristicas esenciales que son fundamentales para analizar los resultados de la

adhesion como en el de la proliferacién celular, ver tabla 7.

Tabla 7. Criterios de seleccién

Criterios de inclusién Criterios de exclusiéon Criterios de Eliminacion
Cafeina [0.025 pg/mL] Muestras sin viabilidad Dosis citotoxicas y
Placas de titanio 2x2 cm celular muestras contaminadas

Células con més del 80 %
de confluencia
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3.7. Metodologia experimental

3.7.1. Preparacion de las placas de Titanio

Se obtuvieron placas de Titanio de 2x2 cm del laboratorio de investigacion
interdisciplinaria de la ENES-Ledn UNAM, las cuales se lavaron con una solucion
acetona y etanol en relacion 1:1 durante 5 minutos. Brevemente, se realizd bafio
ultrasonico durante 3 min y se dejaron secar a temperatura ambiente. Después se
procedi6 a esterilizar en autoclave a temperatura de 121 °C por 20 min. Pasado el
tiempo se les coloc6 300 L de purificado de cafeina a una concentracion de [0.025
ug/mL] sobre la superficie de la placa, se retir6 el purificado y se dej6é secar por 5
min bajo una campana de flujo laminar para poder subcultivar las hDPSC sobre su

superficie como se muestra en la figura 1.

Lavado e el
Esterilizacion
f;.'.‘ - ":"‘_,:ﬁ L — —
,:,'5':' Ti n |y To— | ‘
(i | . Soluciénde T ¥ —
. ~| aguay acetona -
W y 4 | relacién 1:1 T -
3 plac_a_s de Ti de T
2x2em Bano ultrasonico y
esterilizacion en
autoclave a 121 °C
Biofuncionalizacion
f4 Tl
Recubrimientodelas (| 7
placas de Ti con [
purificado de cafeina %, Ti

a [0.025 pg/mL]

Fuente: elaboracién propia

Figura 1. Preparacion de las placas de Ti para ser biofuncionalizadas mediante recubrimiento
superficial con un purificado de cafeina a una concentracion de [0.025 pg/mL]
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3.7.2. Subcultivo de HDPSC

Se verifico en el microscopio que el cultivo de hdpsc tuvieran mas del 80 % al 100%
de confluencia; se retir6 el medio de cultivo y se enjuagaron dos veces con PBS,
posteriormente se les coloco 0.05 mL de tripsina al 5 % incubando por 5 min. Se
corroboré en el microscopio el desprendimiento celular y se procedié a colocar 2 mL
de medio de hasta disgregar las células. Finalmente se colocaron 300 L sobre las
placas de titanio incubandose por 1 h a temperatura ambiente (25 °C) dentro de la
campana de flujo para el ensayo de adhesion y se incubaron durante 8,12 y 15 dias

para el ensayo de proliferacion celular, representado en la figura 2
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g25°0

Subcultivo de hDPSC y
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ﬁ 8,12y 15 dias “

Figura 2. Preparacion de las células hDPSC para el ensayo de adhesion y proliferacion
celular.

g

Ensayo de adhesion inicial
incubando durante 1 hr

Fuente: elaboracion propia
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3.7.3. Ensayo de MTT y lectura de resultados

Se retird el medio de cultivo de las células, se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron con 300 pL de la solucibn de MTT (0.02 mg/mL) duranter 4 h a
temperatura ambiente. Posterior a las 4 h, se retird el MTT y se colocaron 300 uL
DMSO (dimetilsulfoxido) para poder disolver los cristales de formazan que se
forman sobre la placa y finalmente se incubaron 100 pL en placa de 96 pocillos y se
realizo la lectura a 570 nm, representado en la figura 3.
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Fuente: elaboracién propia

Figura 3. Representacion del ensayo de MTT y la lectura de los resultados posteriores a la
incubacion de las placas de Ti con DMSO
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3.8. Resultados

Las placas de titanio recubiertas con cafeina [1.6 pg/mL] mostraron una mejor
adherencia de las células hDPSC con un 8.5 % superior al grupo control (Grafica
1). El ensayo de proliferacion mostré que a los 8 y 12 dias se incremento la

proliferacion de las hDPSC en un 25y 6 % respectivamente (Gréfica 2).

Grafica 1. Efecto sobre la adhesion inicial de 2D PSC en superficies de titanio

120

Prucba de normalidad
1 student(p<0.05)

Viabilidad celular(%)
N o
(@) o
| |

control cafeina

Gréfica 1. Grafica que representa los resultados obtenidos en el ensayo de adhesion
de células hDPSC sobre superficie de placas de Ti. Se evalud la viabilidad celular
en donde el grupo control no contuvo cafeina sobre su superficie, es representado
con la barra de color amarillo que obtuvo un resultado de 100, mientras que las
placas recubiertas con cafeina son representadas con la barra de color azul,
obteniendo un resultado de 108.5.
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Grifica 2. Efecto proliferativo de hDPSC en superficies de titanio

1 40 _ Prucba de normalidad
{ studeni(<-0.05)
Intervalo de confianza de 95%

120

100

80 -

60 - [ control
[ Ti+Cafeina

40 -

20

Viabilidad celular(%)

8d 12 15
Tiempo(dias)

Grafica 2. Grafica que presenta los resultados obtenidos durante el ensayo de proliferacion
celular en placas de Ti sin y con cafeina en donde se evalu6 el tiempo (x) y la viabilidad
celular (y). Siendo las barras de color purpura las representantes del grupo control al cual
se asignaron las placas de Ti sin cafeina y las barras de color gris las placas de Ti con
cafeina. El estudio demostro que a los 8 dias se obtuvo un 125, a los 12 dias 108 y al 15vo
dia se obtuvo un 95.

3.9. Discusién

En el ensayo in vitro de esta investigacion se llevo a cabo un estudio experimental
in vitro para determinar si un purificado de cafeina a una concentracion a [0.025
pug/mL]podria ser utilizado como recubrimiento para biofuncionalizar las placas de
Ti y obtener propiedades adhesivas y proliferativas mediante la incubacion de
células hDPSC. Los resultados obtenidos demostraron una buena adhesion inicial
después de 4 h de incubacion y una proliferacion celular considerable en el 8vo y
12vo dia.
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En comparacion con otros estudios, como los de Bo-Hyun y cols (2017) y Jung y
cols (2022), que utilizaron fibronectina, elastina y extracto de Dipterocarpus
tuberculatus respectivamente, para biofuncionalizar la superficie de las placas de
Ti, nuestro estudio demostro resultados comparables en términos de adhesion y

proliferacion celular.

Ademas, el estudio de Benerjee y cols (2019) que utilizé extracto de acemannan y
quitosano sobre la superficie de discos de Ti también demostro efectos
osteopromotores y antibacterianos. Los resultados obtenidos en nuestro estudio
también concuerdan con el estudio de Prabakaran y col (2021) en donde se utilizd
un extracto natural de ajo y jengibre para elaborar un compuesto formado por
hidroxiapatita, crisina gentamicina y el extracto natural de ajo-jengibre, incubandolas
con 10 pg/mL en un intervalo de 1,4 y 7 dias. En este estudio, el séptimo dia fue el

gue presentd mayor actividad de células osteoblasticas.

Por otro lado, el estudio de Kang y cols (2020) biofuncionaliz6 las superficies de las
placas de Ti con un extracto de ginseng rojo (4.5 mg/m), utilizando células
osteoblasticas MC3T3-E1 para medir la actividad osteoblastica. Los resultados
demostraron un aumento en la proliferacion y diferenciacién celular después de 7
dias de incubacién. En un estudio realizado por Yang y cols % se utilizé una
solucion a base de polvo de cafeina a concentraciones de 100-1 mM para observar
la respuesta metabdlica de los osteoblastos mediante un ensayo in vitro, dando
como resultado la disminucion de la viabilidad celular al tercer y séptimo dia, estos
resultados son comparables con el estudio realizado por Yusuke y cols 6% en donde
la cafeina sola a concentracion de 1mM inhibi6 la proliferacion celular a las 24 hrs.

Mohammad y cols ©® estudiaron los efectos de cafeina (400mg/dia-100mg/dia) en
la estabilidad del implante durante el tiempo de curacion en un periodo de tiempo
de 4,6 y 8 semanas. Sus resultados se pueden interpretar de manera que la cafeina
no tiene un efecto negativo en la estabilidad del implante durante el periodo de
curacion. A pesar de estos estudios previos, no se encontraron datos sobre la

biofuncionalizacion de las placas o implantes de Ti con cafeina.
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En un estudio realizado por Al Reef 8 se determind que la cafeina tiene una
respuesta bifasica en donde se demostré que la cafeina a dosis elevadas de uso
cronico puede generar un aumento en los niveles de AMPc y generar apoptosis
celular, asi como, niveles bajos de cafeina aumentan el recuento de agentes
inmunes ya que nivelan el nivel de adenosina ©® - En el estudio realizado por Shu
Jem ©9) también se demostré que la cafeina tiene dosis-respuesta bifasicas ya que
concentraciones a partir de .2mM inhiben la mineralizacion, disminuyen los niveles
de fosfatasa alcalina (ALP) y concentraciones de .1mM mejora diferenciacion
osteoblastica al expresar proteinas OPG, RUNX2, SIRT1 Y ALP ©9).

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la cafeina puede ser una
alternativa eficaz y prometedora para la biofuncionalizacion de las placas de Ti, lo
que puede mejorar la osteointegracion en la superficie del implante dental.

Sin embargo, es necesario realizar mas estudios in vitro para confirmar estos

resultados y asi determinar la viabilidad de su uso clinico.

3.10. Conclusién

En base a los resultados obtenidos en el presente ensayo in vitro se observé una
buena actividad, adhesion y proliferacién de células hDPSC en la superficie de
placas de Ti recubiertas con un purificado de cafeina a [0.025 pug/mL], como método
de biofuncionalizacion. En donde la actividad celular tuvo una mayor respuesta al
8vo y 12vo dia, superando al grupo control. Por lo que este estudio nos permite
promover a la cafeina como posible metabolito bioactivo para la implementacién en
estudios in vivo ya que aun no hay registro en la literatura sobre el uso de la cafeina

para biofuncionalizar superficies de Ti
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