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Resumen
Introduccion: El éxito clinico del uso de implantes a base de Ti se relaciona

directamente con el proceso de osteointegracion temprana y la biocompatibilidad.
El empleo de modificaciones en la superficie del implante se ha realizado de forma
fisica y quimica. En este sentido el proceso quimico de hidrofilizaciéon de la
superficie mediante el uso de (NaOH) ha demostrado un aumento en la adhesion
de células fibroblasticas y 6seas que permiten una osteointegracion mas favorable
y por consiguiente el éxito clinico del implante. Objetivo: Cuantificacion in vitro de
la adhesion y proliferacion de fibroblastos de ligamento periodontal humano (FLPH)
a placas de titanio con un tratamiento alcalino de hidréxido de sodio (NaOH).
Metodologia: Se llevé a cabo un estudio experimental in vitro. Placas de Ti
comercialmente puro (10x10x0.5 mm) fueron obtenidas, pulidas y esterilizadas. Las
placas fueron evaluadas mediante microscopia de fuerza atbmica para evaluar la
rugosidad de superficie y fueron tratadas ultrasénicamente con NaOH al 0.5 M
durante 45 segundos. FLPH previamente establecidos del tejido periodontal se
inocularon sobre las placas inmediatamente después del tratamiento alcalino. La
adhesion y proliferacidon celular se determiné mediante el método de colorimetria
rapida de MTT durante 60 minutos y 24 horas, respectivamente, en incubacién a
37°C y atmésfera de 5% CO:2 bajo lectura a 540 nanémetros en espectrofotémetro
de microplaca. Los datos fueron analizados con pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney, la significancia estadistica fue considerada con valor de p<0.05 con un
intervalo de confidencialidad del 95%. Resultados La rugosidad de las placas
mostré un promedio de rugosidad de 0.04um con una superficie casi plana y algunos
microporos. El tratamiento alcalino de las placas de Ti provocan significativamente
(p<0.05) mayor adhesion y proliferacion de FLPH comparadas con placas sin
tratamiento. Conclusién: Clinicamente el tratamiento alcalino de implantes a base
de Titanio puede ser una opcion de preparacion pre-quirirgica para inducir y
acelerar la integracion ésea y de tejidos blandos, al aumentar la tasa de células

viables adheridas

Palabras Clave: Humectabilidad, Hidroxido de sodio, Implantes dentales,

Hidrofilicidad, Fibroblastos del ligamento periodontal



Summary
Introduction: The clinical success of use of Titanium dental implants is directly

related with the early osseointegration process and the biocompatibility. The use of
surface modifications has been made physical and chemically. In this way the
chemical process for hydrophilicity using NaOH has demonstrated an increase in
fibroblastic and bone cell adhesion that enhance a favorable osseointegration and
consequently the implant clinical success. Objective: In vitro adhesion and
proliferation quantification of human periodontal ligament fibroblasts (HPLF) in
Titanium plates using an alkaline treatment based on NaOH. Materials and
methods: In vitro experimental study was carried out. Type 1 commercially pure Ti
plates were prepared (10x10x0.5mm), polished and sterilized. The plates were
analyzed with atomic force microscopy to evaluate surface roughness and treated
ultrasonically with NaOH at 0.5 M for 45 sec. HPLF previously established from
periodontal tissue were inoculated on the treated Ti plates. The adhered and
proliferated viable cell number was determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method for 60 minutes and 24 hrs,
respectively. The data was analyzed using Kruskal-Wallis tests and multiple
comparisons of the Mann-Whitney test, p value was fixed at 0.05 Results: The
surface roughness showed mean roughness values equaled 0.04 um with an almost
flat surface and some grooves. The alkaline treatment of Ti plates caused
significantly (p<0.05) more pronounced HPLF adhesion and proliferation compared
to untreated Ti plates. Conclusion: The treatment of Ti plates with NaOH enhances
cell adhesion and the proliferation of HPLF cells. Clinically, the alkaline treatment of
titanium-based implants could be an option to improve and accelerate

osseointegration.

Keywords: wettability, sodium hydroxide, dental implants, hydrophilicity, periodontal
ligament fibroblast



Introduccién

El uso de implantes dentales como método de tratamiento para la rehabilitacion de
pacientes edéntulos ha incrementado durante las Ultimas décadas debido a sus
propiedades estéticas, de biocompatibilidad con el huésped y su alta funcionalidad

protésica.

El éxito clinico a largo plazo de un implante de titanio (Ti) en odontologia esta
determinado por las reacciones bilaterales entre el material implantado y el medio
bioldgico. Se relaciona principalmente y de manera directa con el proceso de
osteointegracion que proporciona la estabilidad y direccion de las fuerzas
masticatorias mediante la aposicion de hueso, con la estabilidad e integracion del
tejido blando y epitelial de union que mantiene un volumen suficiente de tejido
conectivo para el sellado biolégico y finalmente con las propiedades de
biocompatibilidad del material en el medio local para mantener las funciones

celulares fundamentales.

Estas reacciones dependen de la intensidad de la irritacion fisica-quimica asi como
de la naturaleza del material. En este sentido el incremento en la biocompatibilidad
de las superficies de Ti ha sido continuamente estudiada. Las caracteristicas de la
superficie del implante representan uno de los factores que influyen sobre los
procesos celulares, por lo que su modificacion se ha realizado mediante métodos
fisicos y morfolégicos como son: rugosidad, porosidad, topografia, fotocatalisis y
funcionalizacién con péptidos de la matriz extracelular para inducir la adhesion
celular, de igual manera con alteraciones quimicas que incluyen plasma, soluciones

salinas, oxidacion anddica y uso de hidroxiapatita.

La energia superficial del implante juega un papel importante en la determinacion
de las propiedades hidrofilicas o hidrofobicas que adquiere la superficie, lo que tiene
repercusion en los procesos de integracion. Generalmente cuando existe una carga
positiva, la superficie adquiere caracteristicas hidrofilicas, que ofrecen ventajas en
la integracion 6sea y de tejidos blandos. Inicialmente, algunas proteinas plasmaticas

esenciales son absorbidas de mejor manera por este tipo de superficies, ayudando



al agrupamiento células, adhesiébn y expresion de genes osteogénicos.
Actualmente, diversos métodos han sido introducidos para aumentar la
humectabilidad de las superficies y en este sentido el uso de hidréxido de sodio
(NaOH) como tratamiento alcalino ha mostrado efectos positivos en la adhesion y
proliferacion celular. El objetivo de este proyecto fue el de observar los efectos del
tratamiento alcalino con NaOH sobre placas de Ti en la adhesion y proliferacion

celular de fibroblastos del ligamento periodontal humano (FLPH).
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1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 Implantes dentales

Se entiende por implante dental a aquel aditamento
artificial fabricado a base de materiales
biocompatibles como Titanio (Ti) o componentes
ceramicos, que tiene por funcién remplazar la ™
estructura  biologica radicular mediante su
posicionamiento quirdrgico intra-6seo (Figura 1),
con la finalidad de brindar soporte o estabilidad a
protesis de rehabilitacion; en la actualidad el USO

de implantes dentales representa una opcién de

tratamiento en la rehabilitacion oral de pacientes

con edentulismo parcial o total.1? Figura 1 Implante de Ti comercialmente puro a
30 dias de su insercion. Fuente: Juliana 2013

1.1.2 Titanio

El titanio es un elemento quimico puro representado como Ti, con nimero atbmico

22 y masa atémica igual a 47.90 u. Es un metal de transicion ligera, fuerte, ligero,

de color blanco metalico y
Components (%) ASTM grades
lustroso.® La  ASTM
) _ 1 2 3 4
(American  Society for
) q il Fe max. 0.20 0.30 0.30 0.50
Testing and Materials) | ., 0.10 0.10 0.10 0.10
reconoce 4 grados de |O max. 0.18 0.25 0.35 0.40
titanio comercialmente N max. 0.03 0.03 0.05 0.05
_ H max. 0.015 0.015 0.015 0.015
puro (Figura 2) y 3 |g 0.525 0.695 0.865 1.065
aleaciones de Titanio; el |Ti(%) 99.470 99.300 99.130 98.930
Titanio comercialmente |Fe iron, C carbon, O oxygen, N nitrogen, H hydrogen, 77 titanium

puro es una aleacién entre Figura 2 Componentes del Ti comercialmente puro (Grado 1-4). Fuente: Juliana
P. 2013

el Titanio y oxigeno, que
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de acuerdo a los estandares para su empleo como implante quirdrgico el oxigeno

debe encontrarse en concentraciones de 0.5%.3

Posee diversas propiedades favorables entre las que se encuentra una baja
densidad de 4.5 g/cm y una resistencia a la flexion relativamente alta, alta
resistencia a la corrosion casi equivalente al platino, resistencia mecanica, baja
conduccion térmica, alta conduccién eléctrica, sélido a temperatura ambiente, tiene
la capacidad de formar una capa de Oxido de espesor nanométrico en un
milisegundo que se comporta como barrera contra la disolucion del metal al entrar
en contacto con el ambiente, posee un médulo de elasticidad similar al hueso y

propiedades altas de biocompatibilidad.*

El Ti es un material versatil que ha sido utilizado en diversas industrias como:
ingenieria, industria quimica, naval, nuclear, aeronautica y militar asi como en areas
meédicas y odontoldgicas. En el area odontoldgica, su uso inicio en los afios 60s a
partir del trabajo realizado por Branemark en 1965 quien investigaba la
microcirculacion sanguinea en tibias de ratén utilizando una camara de observacion
hecha de Ti y observé una integracion entre la camara y el hueso; basado en esta
observacion inicio la investigacion con enfoque en el uso clinico en humanos
introduciendo la técnica para implantes de titanio osteointegrados en el ambito
dental y médico. Implantes a base de Titanio han sido utilizados durante afios en el
reemplazo de dientes perdidos con altas tasas de ante sus propiedades biolégicas

favorables.3

1.1.3 Osteointegracion

Posterior a la insercion del implante en el hueso del huésped se lleva a cabo una
interaccidon entre los tejidos adyacentes al implante y la superficie del mismo en
sentido bidireccional, induciendo respuestas celulares que dan paso a la
osteointegracion, que se entiende como la conexién estructural y funcional entre el
hueso nuevo formado y la superficie del implante sin interposicion de tejido

conectivo.1256

13



El posicionamiento 6seo del implante

Coagulo

representa una lesion traumatica en de fibrina

los tejidos 0Oseos que generan
distintas fases de reparacion. La fase
temprana de osteointegracion ocurre
durante las primeras semanas
posteriores al posicionamiento del

Células madre Factores de

implante, siendo esta etapa la de mesenquimales  cio0iinas SrSEISHTG .
inflamatorias Superficie

mayor probabilidad de fracaso. (5)(6) Gel gl

Figura 3. Conformacion del codgulo de fibrina y su relacion
con la superficie del implante. Fuente: Gittens 2014.

La respuesta inflamatoria ocurre
consecuentemente e interactua con el
proceso de coagulacion y activacion plaquetaria. Diversos grupos celulares arriban
a la zona dentro de las primeras 24 horas entre los que se encuentran leucocitos,
integrantes del grupo de factor de crecimiento tisular (TGF-B), proteinas
morfogenéticas 0seas (BMPs) y factores de diferenciacion, asi mismo citoquinas
gue seran las primeras moléculas de sefalizacion expresadas fundamentales para

la formacion 6sea.l®

El espacio existente entre la superficie del implante y los tejidos esta ocupada
inicialmente por suero y coagulos sanguineos siendo la zona de primera conexién
con el material; las plaquetas liberaran una amplia gama de proteinas relacionadas
con el proceso de integracion, entre las cuales se presentan el fibrindbgeno,
fibronectina, vitronectina que participan en el desarrollo del coagulo, interacciones
celulares, composicion de la matriz extracelular y angiogénesis entre otras

funciones.”8

La formacion de una matriz a base de fibrinbgeno en conjunto con el coagulo
sanguineo permite la infiltracion de componentes celulares, aisla el lecho quirtrgico
del ambiente y funciona como barrera ante posibles infecciones (figura 3). Las
células pluripotenciales migran a través de la matriz preliminar de fibrina hacia la

superficie del implante, mediadas por los factores liberados por plaquetas y

14



leucocitos, estas células colonizan el implante y comienzan secretando una matriz

libre de colageno dentro de las primeras 24 horas post implantacién.®-8°

El proceso de formacion Gsea inicia con la aposicion de una pequefia capa de
proteina sérica que envuelve tanto la superficie del implante como el coagulo de
sangre el cual evoluciona a tejido de granulacién y posteriormente a tejido 6seo
inmaduro.'® De esta manera los osteoblastos se dirigen hacia atras, lejos del frente
de mineralizacién, donde en algunas ocasiones quedan envueltos y se transforman
en osteocitos sin laguna 6sea, dando paso a la formacion de tejido éseo inmaduro
de una manera aposicional a partir de la superficie del implante hacia los espacios
de corte del hueso conocida como osteogénesis por contacto. Por otro lado, la
formacion puede realizarse de manera contraria, a partir de los cortes 6seos
existentes hacia la superficie implantada conocida como osteogenesis a distancia,
en esta los osteocitos localizados dentro de los bordes éseos cortados durante la
implantacion mueren debido a necrosis térmica, donde el hueso muerto resultante
es reabsorbido por los osteoclastos, de esta manera los osteoblastos diferenciados
migran a la superficie del hueso reabsorbido y forman una linea de cemento no
colagenoso, que posteriormente continuard con la formacion de una capa de
colageno rica en osteoblastos diferenciados, la mineralizacién continta produciendo

hueso por aposicion.1®

El hueso primario incluye trabéculas de hueso reticular que sera sustituido por
hueso laminar y medula que a su vez seran reabsorbidos para la formaciéon nueva
de hueso. Entre la semana 1 y 2 el tejido 6seo formado durante la estabilidad
mecanica primaria, lateral a la region del implante, es reabsorbido y sustituido por

hueso nuevo formado.1°

La siguiente fase se concentra en orientar la remodelacién para remplazar el tejido
0seo primario para la formacion de nuevo hueso en la zona laminar y optimizar la
absorcion de la fuerza oclusal. Al terminar la fase de remodelacion alrededor del 60-

70% de la superficie del implante ha sido cubierta por hueso.

15



1.1.4 Adhesioén fibroblastica

Ademas de la osteointegracion de tejidos duros actualmente se reconoce que la
integracion tisular de los tejidos blandos a la zona transmucosa del implante es
necesaria para el buen prondstico del implante ante el sellado del hueso alveolar
con respecto al ambiente bucal, en ciertas ocasiones el epitelio muestra una
tendencia a migrar apicalmente cuando no existe un correcto soporte de tejido
conectivo. La invasién bacteriana y la aposicion de biofilm en zonas expuestas de
la superficie del implante condiciona al desarrollo de condiciones inflamatorias e
infecciosas que pueden alterar la cicatrizacion inicial asi como el comportamiento a
largo plazo del implante expresando condiciones como recesiones gingivales o
resorciones éseas, es por este motivo que es fundamental la formacion y
estabilizacion de los tejidos blandos para la proteccion biolégica de las estructuras

periimplantarias asi como para la estabilizacién e integracion inicial del implante.?1%

El periodonto es el tejido que rodea y soporta al diente, en condiciones naturales se
conforma por: hueso, encia, cemento y ligamento periodontal. El ligamento
periodontal incluye fibroblastos del ligamento periodontal, elementos
neurovasculares, células epiteliales, cementoblastos, osteoblastos y sus
precursores, de igual forma presenta un alto nimero de macromoléculas. Por otro
lado el cemento posee funciones importantes en el recubrimiento de la raiz y como
base de anclaje para las fibras del ligamento, de igual manera mantiene la
adaptacion oclusal, proteccion pulpar, reparacion de lesiones apicales etc. El tejido
periodontal se encuentra habitado principalmente por fibroblastos gingivales y del
ligamento periodontal, los cuales tienen un papel importante en el desarrollo, funcién
y regeneracion de las estructuras de soporte, se involucran en la produccién de la
matriz extracelular, mantienen la sintesis e integracién del tejido conectivo, y

participan en los procesos de reparacion, remodelacion y regeneracion.?

La adhesion celular juega un papel importante en el éxito o fracaso de implantes
dentales, células como lo son osteoblastos y fibroblastos son dependientes del
anclaje de adhesion para sobrevivir. Los fibroblastos poseen una superficie de carga
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negativa y participan en la produccion de componentes esenciales del tejido
conectivo como lo son la produccion de glucosaminoglicanos y fibras de colageno.
Existen dos tipos de adhesién celular: adhesion de células unas a otras y adhesion
por unidn con proteinas. Los implantes dentales se encuentran cubiertos por 3
tejidos distintos: epitelio, tejido conectivo y hueso, la mucosa adyacente al implante
es un tejido de cicatrizacion que posee menor numero de células y mas fibras, por
lo tanto puede ser menos efectiva en la encapsulacion de lesiones. La orientacion
de las fibras de colageno es diferente entre un diente natural y un implante; en un
diente natural las fibras corren principalmente de forma perpendicular u oblicua con
respecto al mismo con insercién en el cemento, en el caso de un implante estas
poseen una trayectoria paralela puesto que no existe cemento ni formacion de un
ligamento periodontal, si no que existe una union estructural y funcional directa entre
el hueso y el implante. Por lo que una aumento en la adhesién de fibroblastos a la
superficie implantaria podria significar un sellado biolégico méas eficiente, de igual
manera una mayor adhesion celular ayuda a la integracion del implante al tejido
conectivo pues se involucra en la formacién de la matriz inicial del proceso de
formacién 6sea, mejora la vascularizacion y disminuye la encapsulacion fibrosa e

infeccion bacteriana.l3

La fase de nueva formacion tisular se inicia con la formacion del tejido de
granulacion, la transicibn de una fase catabdlica a una anabdlica necesita la
activacion de 3 grupos celulares: células endoteliales, fibroblastos y células
epiteliales; las células endoteliales son necesarias en la formacion de nuevos
capilares derivadas de las células originales en sangre, los fibroblastos se derivan
del tejido conectivo o por transicidn epitelio-mesenquimatosa, las células epiteliales
se derivan de los queratinocitos y contribuyen a la reepitelizacion. Se ha encontrado
una menor cantidad de fibroblastos y mas fibras coladgeno en el tejido conectivo
alrededor de implantes comparado con los encontrados en dientes naturales; no
obstante el numero de fibroblastos adyacentes a la superficie es alto y se

encuentran interpuestos entre las fibras colageno orientadas de forma paralela.*4
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Posterior al posicionamiento del implante, el proceso de reparacién del tejido
conectivo incluye distintas fases: formacion y adhesion del coagulo de fibrina a la
superficie, absorcion de las proteinas de la matriz extra celular y células del tejido
conectivo y finalmente la migracion de las células epiteliales hacia el coagulo de
fibrina. El tejido conectivo se divide en 2 zonas, la zona interna se encuentra en
contacto directo con la superficie, es rica en fibras con presencia de fibroblastos que
se muestran en contacto con el componente transmucoso del implante, esta capa
de fibroblastos juega un importante papel en el mantenimiento de un sellado entre

el ambiente oral y el hueso peri-implantario.*®

1.1.5 Disefio y modificaciéon de superficie

El éxito clinico de los implantes dentales a base de Titanio (Ti) se relaciona
directamente con la rapidez y efectividad del proceso de osteointegracion, dénde el
disefio, geometria asi como las propiedades fisico-quimicas de la superficie juegan
un papel importante. El Ti ha sido empleado como material de implantacion debido
a sus propiedades mecanicas asi como su alta biocompatibilidad in vitro e in vivo
gue permite un alto contacto 6seo, no obstante la adhesion celular a este material
no es siempre Optima por lo que las formulaciones y las caracteristicas de los
implantes han sido modificadas para inducir propiedades bioldgicas que favorezcan
los mecanismos de la osteointegracion. La superficie del implante dental debe ser
capaz de permitir y soportar la proliferaciéon y diferenciacion de las células del

huésped hasta la maduracién de los osteoblastos y fibroblastos.®16.17.18

En este sentido algunas de las propiedades que han mostrado afectar la modulacién
del proceso incluyen la topografia, quimica, energia de la superficie e hidrofilicidad
mostrando que su modificacion puede mejorar el proceso. Las modificaciones en la
superficie incluyen modificaciones fisicas y topograficas a nivel macro, micro y nano
como lo son técnicas de revestimiento, rugosidad, porosidad, arquitectura por
patrén, nanoestructuras entre otras; de igual manera pueden realizarse
modificaciones quimicas con plasma, oxidacion, induccion de hidrofilicidad (o

humectabilidad) entre otros.*®
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1.1.5.1 Modificaciones fisicas topograficas

A través de la continua modificacién de los implantes dentales se ha identificado a
la topografia de la superficie como uno de los factores que posee mayor influencia
y reaccién en los tejidos ante la colocacion quirargica de los mismos, incluyendo a
la rugosidad como uno de los parametros de modificacion.?®

La rugosidad de la superficie de Ti induce una excelente respuesta celular (figura
4). Esta puede obtenerse al impactar particulas que consisten en TiOz2, Al20s3, u otras
sustancias contra la superficie a cierta presion para producir irregularidades, de
igual manera puede conseguirse por métodos fisicos de grabado acido, abrasion,
medios de revestimiento (apatita o0 cuentas sintetizadas), spray de plasma,
nanotopografia o por una combinacion de las mismas, tal es el caso de las
superficies micro-rugosas de tecnologia SLA (por sus siglas en inglés)
comercialmente disponibles con tratamiento de arenado por grano grande y
grabado acido que han mostrado promover la diferenciacion osteoblastica,
incrementar la produccion de factores osteogénicos, citoquinas, factores de
crecimiento y el contacto 6seo al implante. Superficies tratadas mediante grabado
acido en el cual se utilizan &cidos fuertes como &cido sulfarico, hidrofluorhidrico o
nitrico para modificar y limpiar la superficie, muestran una resistencia cuatro veces

mayor al par de extraccién (herramienta que evalla la calidad de la unién en la

—~

- l 8 E -
Figura 4 Ejemplo de microestructura por porosidad en implante NobelReplace a
microestructura b) Fuente: Smeets 2015
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interfase entre el hueso y la superficie del implante) comparada con superficies
Gnicamente torneadas. De igual manera las superficies arenadas muestran un
aumento en el contacto 6seo en comparacion con las superficies torneadas donde
el hueso nuevo formado crecié a partir de la superficie arenada mediante una

osteointegracion a contacto.?%21

Las modificaciones mediante nanoestructuras con rangos entre 1-100 nm han
alcanzado gran interés en la investigacion de superficies de implantes; el trabajo
realizado con ceramicas de nanofase ha mostrado un incremento en la adhesion
celular, diferenciacion y expresion de la matriz cuando existe una superficie con un
tamafo de grano igual o menor a 60nm. Se ha observado que las superficies de Ti
modificadas topograficamente con microretencién muestran de igual manera altas
tasas de éxito en ensayos clinicos asi como en la proliferacion, diferenciacion y
adhesion celular in vitro por lo que su uso en el desarrollo de nuevas tecnologias

de implantes dentales ha sido cominmente utilizada.®22

1.1.5.2 Modificaciones quimicas

Ciertas modificaciones de superficie poseen ry

efectos quimicos cuando estas son
adheridas a las fisicas o topograficas,
generando respuestas 6seas mas fuertes y
efectivas comparadas con el proceso de
rugosidad Unicamente.?! Recubrimientos de
varias formas de fosfato de Calcio e
hidroxiapatita han sido utilizados ante su

similitud con los minerales 6seos desde la

, . Figura 5 Ejemplo de recubrimiento con Fosfato de
década de los 80s (Flgura 5)’ que han Calcio (BIOMET 3i). Fuente: Smeets 2016

mostrado clinicamente funcionalidad a largo
plazo asi como una respuesta O0sea rapida con potencial aplicacion en casos
complejos como pacientes con osteoporosis 0 de calidad 0sea disminuida. Dentro

de las modificaciones quimicas a su vez se encuentran otros procesos como lo son
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superficies modificadas con fluoruro, en el que se reduce la superficie de Ti sobre
un catodo para atraer el cation (ion fluoruro) en una solucion de acido fluorhidrico.
Se ha reportado que bajas concentraciones de grabado de fluoruro de hidrégeno
sobre superficies de Ti mejoran la unién entre la superficie y el hueso de manera
considerable; en los casos en que se adiciono a superficies arenadas mostré un
aumento en la diferenciacion osteobléstica in vitro asi como un incremento in vivo
de la formacion de hueso. No obstante las superficies tratadas Uunicamente con
revestimientos a base de fosfatos y fluoruro no han mostrado una osteointegracion

superior in vivo frente a su evaluacion con superficies micro-retentivas existentes.?*

Existen otro tipo de tratamientos como lo es la incorporacion de estroncio a la capa
de dioxido de Ti de las superficies, que ha demostrado una mejora en la
osteoconductividad y tiempo de recuperacién del tejido 6seo asi como un
incremento en la deposicion de hueso sobre la superficie, debido a sus similitudes
qguimicas y fisicas con el Calcio, de manera que puede acumularse en el esqueleto
aumentando la formacion 6sea al inhibir la reabsorcion por osteoclastos, o bien
tratamientos para la biofuncionalizacion de la superficie que consiste en el
revestimiento con componentes de la matriz extracelular 6sea para aumentar las
interacciones bioquimicas entre las que se encuentran el uso de citoquinas, plasma
rico en factores de crecimiento, plaguetas, integrinas, inmovilizacién de proteinas,
enzimas o péptidos entre otras; mediante métodos de fisioabsorcion, union
covalente y sistema portador, los cuales han mostrado promover la adhesion

proteica inicial y el alineamiento celular.?324

Recientemente el estudio de la hidrofilicidad de la superficie ha mostrado un
aumento en las respuestas bioldgicas por lo que tratamientos para su induccion han
sido desarrollados entre los que se encuentran tratamientos con calor, uso de sales,

acidos y tratamientos alcalinos.
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1.1.5.2.1 Energia superficial

Fisicamente para la generacion de una superficie a partir de una masa, es necesaria
una deformacion de la misma, que reaccione en sentido contrario a las fuerzas de
cohesioén, con la finalidad de desplazar y repartir las moléculas o los atomos en el
interior de la superficie dando paso a interfaces en la misma, en este sentido, las
moléculas superficiales poseen una energia méas elevada comparada con las
localizadas en el ndcleo, esta diferencia en la alteracion de los enlaces
intermoleculares representa la energia superficial que se define como el trabajo
requerido para crear una nueva superficie en base al area, bajo condiciones de

temperatura y presiéon constante.?32°

La energia superficial tiene efecto sobre propiedades como la capilaridad y la
humectabilidad de las superficies; la humectabilidad es una propiedad
recientemente investigada en el &rea de implantes ya que juega un papel importante
en relacion con la absorcién proteica y de igual manera sobre la adhesién y
proliferacion celular; la humectabilidad de una superficie se define como la
resistencia de una gota liquida de mantenerse en equilibrio al contacto con un
cuerpo soélido, dicho de otra manera es la capacidad de una superficie para que un

liquido se disemine y se adhiera en ella.?123.2526

La humectabilidad se mide de acuerdo al a&ngulo de contacto (Figura 6), alcanzando
valores de 0° en superficies altamente hidrofilicas, asi mismo han mostrado
mantener la conformacién y funcién de las proteinas, la capacidad de las células
para adherirse y migrar hacia las superficies es dirigida por la absorcién proteica, al
ser afines las superficies hidrofilicas a las proteinas los procesos celulares se ven

aumentados.?!

(a) (b)

Figura 6 Concepto de hidrofilicidad. Superficie hidrofilica a) exhibe un dngulo de contacto <90°, comparada
con superficie hidréfoba con dngulo > 90° b). Fuente: Smeets 2015.
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Por lo que se ha presentado la hipétesis de que una energia superficial mas alta
mejora la interaccion del entorno biolégico al aumentar la humectabilidad también

definida como hidrofilicidad.

1.1.5.2.2 Superficies hidrofilicas

La energia superficial determina las propiedades hidréfilas o hidrofobas; cuando la
superficie posee una carga superficial positiva, la superficie adquiere propiedades
hidrofilicas o viceversa, algunas de las proteinas plasmaticas esenciales para la
estabilizacion del implante son mejor absorbidas por estas superficies ademas de
inducir a una mejor interaccion entre el medio bioldgico y la superficie. El estudio
hacia la hidrofilicidad de la superficie ha aumentado ante sus ventajas durante las
fases iniciales de la recuperacion 6sea y los eventos que ocurren durante la
osteointegracion, estudios han mostrado que fibroblastos y células 6seas cultivadas
en superficies hidrofilicas expresan mayores marcadores de diferenciacién

comparadas con superficies hidr6fobas.0:1

Bajo condiciones naturales, el Ti se caracteriza por una delgada capa externa de
TiO2 que muestra afinidad con proteinas y minerales 6seos, sin tratamientos
especificos esta capa es rapidamente contaminada por la absorciébn de
hidrocarburos y carbonatos provenientes del ambiente que le confieren una energia
de superficie baja adquiriendo asi propiedades hidrofébicas que provocan que el
material repela agua y por lo tanto fluidos tisulares con angulos de contacto desde
los 130-140°, adicional a la contaminacién se ha encontrado que la modificacion en
la topografia de la superficie induce condiciones hidrofébicas, creando un efecto

negativo en el potencial osteointegrativo del implante.?’

Tanto modificaciones quimicas y fisicas pueden inducir superficies hidrofilicas,
estas superficies muestran un descenso en la concentracién de carbon, lo que
provoca un incremento en la cantidad de oxigeno; en teoria, una superficie oxidada
hidrofilica al entrar en contacto con el agua se une estructuralmente, formando
grupos -OH y Oz en la capa mas externa. Otra teoria indica que una superficie de

oxido hidroxilado genera una mayor reactividad hacia los iones, aminoacidos y
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proteinas del fluido tisular.'° La hidroxilacién se ha encontrado como un fenémeno
comun de la mayoria de las superficies metélicas oxidadas, las superficies de TiO2
en contacto con soluciones acuosas muestran quimioabsorcion de moléculas de
agua formando grupos hidroxilo (OH). La alta energia superficial es sostenida por
una superficie hidroxilada / hidratada que minimiza la absorcion de hidrocarburos
contaminantes y carbonatos del aire. Alternativamente, la solucion de iones
hidroxido se puede aplicar para mejorar la humectabilidad de la superficie del

implante como se demuestra por Stadlinger.*®

Posterior a los tratamientos alcalinos, los implantes a base de Ti han mostrado
formacion de apatita similar al hueso al encontrarse en una solucién similar a la del
cuerpo con concentraciones de iones aproximadas y se sugiere que los
osteoblastos y las células osteogénicas reaccionan con estas formaciones de
apatita lo que puede inducir el crecimiento y diferenciacién.?®

El principal sistema con propiedades hidrofilicas es SLActive que ha sido modificado
a partir de su predecesor SLA, éste se caracteriza por un alto nivel de hidrofilicidad
y un contacto de agua de 0° mostrando influencia en la respuesta 6sea temprana
asi como un mayor contacto hueso-implante comparado con SLA que posee
propiedades hidrofébicas. Para prevenir el contacto de contaminantes en la
superficie estos implantes son bafiados bajo proteccion de nitr6geno y se

almacenan en soluciones salinas isotonicas hasta su insercion.t21

El tratamiento de la superficie del implante busca la modificacion de la topografia y
la energia de la superficie que inducen a la humectabilidad, incrementa la

proliferacién y crecimiento celular acelerando el proceso.?®

Las superficies hidrofilicas permiten la interaccion del titanio con las células, fluidos
biolégicos y tejidos, asi mismo permiten la formacion de grupos de osteoblastos,
fibroblastos y la expresion de genes osteogénicos. Diversos métodos han sido
utilizados para mantener o inducir la hidrofilicidad del implante como lo son el
arenado, grabado acido o almacenamiento en soluciones salinas. Otra de las
medidas utilizadas se ha basado en tratamiento alcalino y térmico, el uso de

soluciones a base de hidréxido de sodio como tratamiento de la superficie ha
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reportado una absorcion proteica rapida y homogénea con una osteointegracion

consecuente.16

1.1.6 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La topografia de una superficie se caracteriza por una secuencia de picos y valles

que se cuantifican usando diferentes perfiles y parametros 2D y 3D.3°

A nivel micro, la micro-topografia de superficie esta vinculada a la micro-rugosidad
gue se evalua dentro de una escala de micrometros (1-100 um). Generalmente los
parametros utilizados para describir la rugosidad de una superficie son: Ra
(Promedio del perfil de rugosidad) que es el valor promedio de la altura de manera

bidimensional y Sa (promedio de rugosidad por area) tridimensional.?3:30

Existen diversos meétodos
para la evaluacion de la
topografia superficial entre
los que se ubica Ila
microscopia de fuerza

atomica utilizada en la i

caracterizacion de superficie

Figura 7. Ejemplo de imdagenes AFM de macréfagos sobre cristal,
representacion en 3D Fuente: Heinisch 2012 31

de muestras con
caracteristicas  sélidas vy
semisolidas relativamente planas asi como estructuras biologicas (Figura 7).
Permite la obtencion de representaciones 2D y 3D a partir de imagenes topograficas
de las superficies, asi como parametros como: valores en Z, rugosidad, tamafio,
limites de grano, homogeneidad de particulas entre otras, de igual manera se utiliza
en la determinacion de propiedades mecénicas de los materiales, fuerzas de

atraccion, repulsion, viscosidad, elasticidad y dureza.3!
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sit | EI microscopio de fuerza atomica (Figura 8)
gode | es capaz de detectar fuerzas del orden de
los nanonewton y puede realizar 2 tipos de
medidas: imagen y fuerza. En la modalidad

S de imagen la superficie es barrida en el

plano de la superficie de manera continua

Microfabricated,
flexible cantilever

por una punta con direcciones X y Y

conectada a un cantilever o liston, la

Figura 8 Componentes de Microscopio de Fuerza muestra se encuentra montada en un
Atdmica. Rodriguez 2013 52 ; . L .
escaner piezoeléctrico que permite el
posicionamiento tridimensional, durante el barrido la fuerza interatdmica entre los
atomos de la punta y los atomos en la superficie provocan una flexién o deflexiéon
del cantilever, este cambio en el cantilever es registrada por un sensor mediante un
haz laser reflejado en la parte posterior de éste y la posicién del rayo reflejado se

detecta mediante un fotodiodo sensible a la posicién.3?

A nivel micro la topografia puede aumentar el contacto del hueso con la superficie
incrementando asi la conexién biomecanica. Asi mismo los procesos biolégicos
0seos dependen de procesos de anabolismo y catabolismo donde la formacion 6sea
y remodelacion requieren espacios mayores a los 50 um. La mayoria de los
implantes comerciales expresan valores para Ra de 1-2 pm; de acuerdo a
Albrektsson y Wennerberg valores entre estos rangos proveen una rugosidad

6ptima para promover la osteointegracion.*

1.1.7 Ensayo MTT

En la actualidad ensayos de colorimetria basados en el uso de la sal de tetrazolium
azul de tiazolio también conocido como MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) son comunmente empleados en la determinacion de
la citotoxicidad, proliferacion y viabilidad celular dentro de la biologia celular al

cuantificar el nUmero de células metabdlicamente activas durante ensayos in vitro.

El ensayo de MTT genera una solucion acuosa de tonalidad amarillenta, la cual
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mediante reduccion por deshidrogenasas mitocondriales y agentes reductores
presentes en células metabolicamente activas se obtiene un formazano de color
azul violeta insoluble en agua (Figura 9). Se puede inferir actualmente que la
cantidad de formazan MTT obtenido es directamente proporcional con la cantidad
de células vivas. El ensayo se efectia mediante la incubacion de células con MTT,
seguido por la extraccion de los cristales de formazan de las células y disolucion del
mismo mediante solventes organicos, seguido por la evaluacion de la absorbancia

con espectrofotometria a 440 nm.33:34
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Figura 9 A) Estructura quimica del MTT y su reduccion a formazan; B) espectro de absorcion del MTT en agua destilada y
formazan en aceite de girasol, en concentracién (0.016 mg/ml). Fuente: Stockert 2012

La absorcidn espectroscépica es un método generalmente utilizado en la
determinacioén de las concentraciones de croméforos en soluciones, actualmente es
utilizado para cuantificar los componentes celulares y parametros caracteristicos de

moléculas funcionales.

La espectrofotometria mide la interaccion de moléculas con la radiacion
electromagnética, %° cuando una onda encuentra a una molécula, esta puede
cambiar la direccion de propagacién (dispersion) o puede ser absorbida
(absorbancia); en el Gltimo caso una molécula absorbe un fotdn y su energia interna
aumenta, entrando en un estado inestable, por lo que rapidamente libera esa
energia sobrante y regresa a su estabilidad original, la energia liberada puede ser
en forma de calor o radiacién electromagnética.®® La radiacién solo se absorbe o

emite en fotones y el conjunto de radiaciones electromagnéticas se llama espectro,
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asi mismo si se conoce el espectro de absorbancia de una molécula, se puede

identificar con bastante exactitud.3®

La absorbancia de un soluto depende de la concentracion por lo que es ideal para
mediciones cuantitativas. De igual manera la longitud de absorcion y la fuerza de
absorbancia de una molécula no solo depende de la naturaleza si no del ambiente

en donde se encuentre el cromoéforo.36
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1.2 ANTECEDENTES

v Branemark 1965; En un estudio In vivo sobre la microcirculacién en tibias de
conejo con camara de Ti se observé una integracion perfecta entre el metal y

el hueso.

v Park 2010; En un estudio piloto se aplicaron microrugosidades a superficies
de Ti asi como grabado acido para investigar su efecto sobre la hidrofilicidad,
la actividad osteogénica y proliferacion celular de células de ratdn
preosteoblasticas MC3T3. Los resultados mostraron un aumento de la
hidrofilicidad al aplicar microrugosidades; de igual manera el grupo con las
microrugosidades indujo una mayor proliferaciéon celular sin diferencia

significativa entre grupos con respecto a la actividad osteogénica.3’

v Tugulu 2010; Superficies de Ti fueron divididas en 3 grupos: superficie de
manufactura, superficie de manufactura con tratamiento de arenado y
superficie de manufactura + arenado + grabado acido térmico. Los tres
grupos fueron tratados con una solucion acuosa con 0.05M de NaOH para
evaluar la super hidrofilicidad. Los resultados mostraron que el tratamiento
alcalino con NaOH adicionado a microrugosidades incrementa la
hidrofilicidad de la superficie, asi mismo la absorcion proteica fue mayor en
las superficies tratadas alcalinamente comparadas con las no tratadas.?’

v Lee 2012; Se confeccionaron discos de Ti comercialmente puro y Ti-
8tantalum-3niobium tratado alcalinamente y con calor para evaluar las
propiedades de superficie asi como la respuesta biolégica de células fetales
de raton. Los resultados mostraron una mayor proliferacién celular asi como
una actividad de fosfatasa alcalina superior; de igual manera mostré un menor
angulo de contacto y mayor energia superficial comparada con el Ti

comercialmente puro.?®

v Al Mustafa 2013; En un estudio in vitro utilizando aleacion de Ti-6AL-4V

procesado mediante tratamiento alcalino a base de NaOH 0.05M se
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determind la adhesién celular de fibroblastos gingivales y células 6seas, los
resultados arrojaron un incremento en la adhesion celular de fibroblastos

gingivales y células 6seas comparado con superficies no tratadas.®

v Held 2013; En un estudio in vivo se posicionaron 35 implantes hidrofilicos en
10 pacientes con calidad 6sea clase 3 y 4, donde se evalu6 torque de
insercion, resistencia tactil, y nivel vertical 6seo en periodos de 4,8,12
semanas y un afo, observando un éxito de 34 implantes ain con compromiso

0seo0.8

v Alfarsi 2014; Se evaluaron 3 superficies para implantes: Liso, Superficie con
micro-rugosidad (SLA) e hidrofilicas con micro-rugosidad (SLA activado),
para cuantificar la adhesion y activacion plaquetaria. Los resultados
mostraron una menor adhesion plaquetaria en la superficie SLA comparada
con las otras superficies, sin embargo la superficie SLA mostré los niveles

mas altos en activacion plaquetaria.’

v Ernst 2014; Se compararon 36 implantes con superficie de Titanio anodizado
altamente cristalino y enriquecido con fosfato contra 36 implantes hidrofilicos
(SLA), los cuales fueron insertados en el hueso pélvico de 6 ovejas maduras,
se evalubé el contacto hueso-implante y estabilidad, sin encontrar una
diferencia estadisticamente significativa en el contacto hueso-implante entre

ambos grupos.3®

v Lee 2015; En un estudio in vivo se compararon 5 implantes hidrofilicos
(modSLA) contra 5 implantes anodizados (hidrofébicos), los cuales fueron
insertados en la tibia de 5 conejos (un implante por cada tibia) para evaluar
contacto hueso-implante y area 6sea obteniendo mayores resultados en los
implantes modSLA del grupo hidrofilico en la evaluacion de contacto hueso-
implante, sin encontrar diferencias significativas en la prueba para el area

Osea.l’

v Lee 2015; Se prepararon discos de 3 tipos de Titanio; discos de manufactura,

discos hidrofilicos (SLA) y discos SLA con microrugosidad. Posterior a la
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evaluacion de la topografia el angulo de contacto y energia superficial fueron
determinados. Fibroblastos gingivales humanos y células osteoblasticas
murinas fueron cultivadas e insertadas en perros Beagle, que posteriormente
fueron eutanasiados para la evaluacion de adhesion de proteinas mediante
ensayo de inmunofluorescencia, donde los resultados arrojaron mejores
resultados para todas las evaluaciones en el grupo de superficies SLA con

microrugosidad.
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CAPITULO Il
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2.1 Planteamiento del problema

El edentulismo dental total o parcial es una condicion que a pesar de haber
disminuido su prevalencia, actualmente se presenta considerablemente en la
poblacion; se describe como la perdida de la denticion natural de manera irreversible
y constituye una pérdida de la integridad fisica resultado de enfermedades bucales
prevalentes (caries y enfermedad periodontal) o resultado secundario ante motivos
ortoddncicos, estéticos, requerimientos protésicos, traumatismo entre otros

motivos.39:40

De acuerdo a datos del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Patologias Bucales
en México en el 2015, menos del 1% de la poblacion adulta evaluada (280,133
personas) presentaban pérdida total de la denticion, dentro del grupo de 80 afios se
encontrdé una prevalencia de 6.9% y un promedio de dientes presentes de 27.8

dentro de la poblacién con edentulismo parcial.*!

La Organizacion Mundial de la Salud integra a la salud bucal como elemento
esencial para el mantenimiento de la salud general y calidad de vida ademas de
favorecer la armonia craneofacial y la adecuada funcién bucal. En este sentido
dentro de las opciones de tratamiento disponibles para el restablecimiento de la
funcion estomatognatica se encuentran las prétesis totales o parciales removibles,
sin embargo, se ha encontrado que los usuarios de éstas presentan una cuarta parte
de la capacidad masticatoria, ademas de problemas relacionados al uso de la
misma como estomatitis, queilitis angular, candidiasis, Ulceras traumaticas,
aumento en la apariciébn de hiperplasias y disquinesia asi como requerimientos

estéticos no satisfactorios.*?

Por estas razones el uso de implantes dentales ha adquirido un papel importante en
la rehabilitacién de pacientes edéntulos a partir del trabajo de Branemark, debido a
sus caracteristicas estéticas, de biocompatibilidad, estabilidad asi como su

capacidad para recuperar la fisiologia y anatomia radicular.*3

Branemark fue el primero en describir el proceso de oseointegracion hace

aproximadamente 45 afos, sin embargo el requerimiento de obtener una
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osteointegracion completa enfocé la investigacién hacia el potencial osteoinductivo
de las superficies de los implantes durante la ultima década, introduciendo cambios
en las propiedades de las mismas con métodos aditivos o de substraccion, mediante
modificaciones con técnicas mecanicas, quimicas, fisicas y combinadas buscando

el incremento del crecimiento y la proliferacion celular.*?°

Con fin de modificar las propiedades de la superficie como es el caso de la
topografia, se han utilizado técnicas de arenado, grabado &cido, ionizacion,
abrasion, creaciébn de nanoestructuras entre otras; de igual manera se han
desarrollado recubrimientos para las superficies o tratamientos con componentes
bioactivos con la finalidad de inducir efectos en el medio biolégico adyacente al
implante. Actualmente el estudio de la humectabilidad como caracteristica potencial
en la induccion de las respuestas celulares se ha incrementado utilizando distintos
métodos como el uso de soluciones salinas, fotocatalisis, tratamientos térmicos y
recientemente el uso de tratamientos a base de Hidroxido de Sodio. Estas técnicas
dan respuesta al aumento de la eficacia en la integracién 6sea y de tejidos blandos
para el éxito clinico del implante que busca el restablecimiento de las funciones

orales.18:43.44

No obstante el estudio de los efectos citotoxicos en el ambiente celular de estos
métodos no esta ampliamente estudiado ante su reciente empleo, por lo que es
necesario continuar el estudio de sus efectos y aumentar la evidencia cientifica para
sus posibles futuras aplicaciones clinicas a fin de asegurar la biocompatibilidad y
eficacia de la técnica. Con base en lo anterior es posible plantear la siguiente

pregunta de investigacion:

¢,Cuales son los efectos in vitro del tratamiento alcalino con hidroxido de sodio en
placas de Ti sobre la adhesion y proliferacion celular de fibroblastos del ligamento

periodontal humano?
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2.2 Justificacion

El éxito a largo plazo de un implante dental esta determinado por las reacciones
bilaterales entre el material implantado y el medio biolégico. Se relaciona
directamente con el proceso de osteointegracion que proporciona la estabilidad y
direccién de las fuerzas masticatorias, asi mismo el estudio de la implantacion
transmucosa indica la importancia de la estabilidad e integracion del tejido blando y
epitelial de union para mantener un volumen suficiente de tejido conectivo que
posea el minimo infiltrado inflamatorio, no solo ayuda en las fases iniciales de
integracion, pues una inflamacion cronica en la regién transmucosa puede generar
recesiones gingivales o procesos de peri-implantitis y finalmente esta relacionado
con las propiedades de biocompatibilidad del material en el medio local para

mantener las funciones celulares fundamentales.45:46

Los rangos de vida promedio y de éxito clinico de los implantes dentales son
excelentes, no obstante, los reportes de fracaso siguen ocurriendo en un porcentaje
de pacientes. El fracaso por implantacién primaria debido a una deficiente
osteointegracion ocurre en 1-2% de los casos dentro de los primeros meses
mientras que el fracaso por implantacibn secundaria aun después de la
osteointegracion representa 5% de la poblacion y es causada principalmente por
peri-implantitis ante colonizacién bacteriana, sobrecarga oclusal, deficiencia en la

técnica quirdrgica etc.t

La osteointegracion deficiente se ha encontrado puede estar relacionada con
condiciones sistémicas del paciente como diabetes mellitus, osteoporosis,
medicacion con bifosfonatos o ante procedimientos subsecuentes a radioterapia

donde la calidad y cantidad de hueso se ve afectada.’

La osteointegracion conlleva a la agregacion de células osteogénicas a la superficie
del implante, el cual debe permitir la proliferacién y diferenciacion celular hasta la
maduracién por lo que el uso de implantes con modificaciones de superficie para

acelerar la osteointegracion sugieren una mejor opcion de tratamiento; asi mismo

35



buscan asegurar el maximo contacto dseo con el implante sin pérdida de hueso

marginal.*®

La induccion de la hidrofilicidad o humectabilidad en los sistemas de implantes ha
sugerido una de las principales modificaciones de superficie al generar potencial
osteogénico en las superficies pues incrementa el contacto de la superficie con los

fluidos biol6gicos.?’

Numerosas técnicas han sido introducidas para reducir los niveles de contaminacion
por hidrocarburos y por consiguiente inducir la humectabilidad a la superficie, sin
embargo algunas de ellas requieren alta inversion de tiempo, demandas técnicas o
uso de productos quimicos agresivos por lo que la busqueda de métodos de
induccién de la hidrofilicidad ha aumentado introduciendo a los tratamientos
alcalinos como un método eficiente para la inducciéon de la humectabilidad.?” En
este sentido la implementacion de tratamientos a base de hidroxido de sodio
representa una excelente opcion en el incremento de la humectabilidad pues
proporciona un método con técnica reproducible, de bajo costo, tiempos cortos de
trabajo y sin requerimientos de aparatologia adicional, ademas de sugerir ventajas

en la adhesion y proliferacion celular.®

No obstante al tratarse de una técnica recientemente introducida el efecto de los
agentes utilizados en el ambiente bucal asi como el impacto citotoxico de los
mismos al contacto con las células no han sido estudiados ampliamente por lo que
la evaluacion de su efecto y sus beneficios deben realizarse mediante pruebas de
citotoxicidad. El desarrollo de esta investigacion proporcionara informacion a la
odontologia basada en evidencias sobre los efectos in vitro de estos agentes sobre
la adhesion celular inicial y citotoxicidad para su enfoque a nuevas lineas de

investigacion para su consideracion de uso en la terapia de implantes.
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2.3 Objetivo

Determinar los efectos del tratamiento alcalino con hidroxido de sodio sobre placas
de Ti en la adhesién de FLPH y proliferacion de los mismos usando un bioensayo
de colorimetria rapida de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio

(MTT) para determinar la viabilidad celular y la adhesion celular.

2.4 Objetivos especificos

e Observar y medir la micro-rugosidad de superficie y definir los valores
para Ra y RMax de ambos grupos mediante evaluacién con

Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM).

e Cuantificar la adhesiéon celular de FLPH sobre las superficies de los

grupos control y con modificacion alcalina mediante el método de MTT.

e Cuantificar la proliferacion celular a 24 y 48 horas de los mismos

grupos mediante método de MTT.

2.5 Pregunta de investigacion

¢,Cuales son los efectos in vitro del tratamiento alcalino con hidréxido de sodio en
placas de Ti sobre la adhesién y proliferacion celular de fibroblastos del ligamento

periodontal humano?
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2.6 Hipotesis

e Hipotesis de investigacion:

El tratamiento alcalino con hidréxido de sodio sobre las placas de Ti muestra un
efecto positivo en el incremento de adhesion y proliferacion in vitro de fibroblastos

del ligamento periodontal humano

e Hipotesis nula:

El tratamiento alcalino con hidréxido de sodio sobre las placas de Ti muestra un
efecto igual o nulo en la adhesién y proliferacién in vitro de fibroblastos del

ligamento periodontal humano
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CAPITULO III
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3.1 Metodologia

3.1.1 Diseflo de estudio
e Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental comparativo in vitro

e Disefio
Basado en un estudio experimental puro

3.1.2 Universo de trabajo
Implantes de Titanio

3.1.3 Poblacion
Superficies con modificacion

3.1.4 Muestra
n=5

3.1.5 Criterios de seleccion
e Placas de Ti completamente puro

e Placas pulidas sin tratamientos previos de superficie
¢ Placas de superficie de topografia lisa

3.1.6 Operacionalizacion de variables
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VARIABLES DEPENDIENTES

Variable

Adhesion celular

Definicion
conceptual

Es la habilidad de
una célula
individual para
unirse a otra
célula, matriz
extracelular,
sustrato o
superficie
mediante una
unién de anclaje. 4’

Definicién operativa

La modificaciéon en la
adherencia celular
inducida por el
tratamiento con NaOH
de las placas de Ti al
contacto con FLPH
sera determinada
mediante el método
de MTT que mide el
numero de células
metabodlicamente
activas.

Tipo de
variable

Cuantitativa

discreta

Escala de
medicion
Razones 0-n

N° de células
adheridas

Analisis

Kruskal-
Wallis

Mann-
Whitney
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Viabilidad

celular

La capacidad de
una célula para
continuar con las
funciones celulares
en base a la

evaluacion del
crecimiento,
reproduccion,
metabolismo,
algunos grados de
respuesta y

adaptabilidad,
relacionada con el
numero de células
vivas.*®

La modificacién en la
viabilidad celular
inducida por el
tratamiento con NaOH
de las placas de Ti al
contacto con FLPH
sera determinada
mediante el método
MTT, que mide el
namero de células
metabdlicamente
activas

Cuantitativa
discreta

Razones 0-n
N° de células

viables

Kruskal-
Wallis

Mann-
Whitney
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VARIABLES INDEPENDIENTES

Variable

Hidréxido de
Sodio

Topografia

superficial

Definicion
conceptual

Soélido cristalino,
blanco, inodoro,
delicuescente y

soluble en agua.
49

Principios y
técnicas dirigidos
a la descripcion
grafica de las
caracteristicas
de una
superficie. 3°

Definicion Tipo de variable Escala de
operativa medicion
Sustancia Cualitativa Nominal
utilizada como
tratamiento 0.5 M
alcalino para la
remocion de
contaminantes
Observacion y Cualitativa Intervalos

determinaciéon de
valores Ra Yy Rmax
de la topografia
de la superficie
de Ti, mediante
evaluacion de
microscopia de
fuerza atomica
con area de
80x80um

Andlisis

Ninguno

Ninguno
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3.1.5 Desarrollo del proyecto

Preparaciéon de la muestra

Se realiz6 estudio experimental in vitro en la Escuela Nacional de Estudios
Superiores (ENES) Unidad Ledn, Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM), dentro del Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria en el Area de
Nanoestructuras y Biomateriales. Titanio comercialmente puro (Ti: 99.5%; Tokuriki,
Chiyoda-Ku, Tokyo, Japon) se utilizo para elaborar placas (n=5) con dimensiones
iguales a 10x10x0.5 mm, las cuales fueron colocadas en resina epoxica y pulidas
con pulidor automético (160-200 rpm; Buehler, Lake Bluff, USA) asi como con lija
de agua de diferentes calibres (#400, 800, 1000,1500 y 2000). El terminado de la
superficie se realiz6 con suspension diamantada policristalina de 0.05-1um, usando
un pafo pulidor (Chemomet, Buehler, Lake Bluff, IL, USA). Posterior al pulido, las
placas fueron removidas de la resina y lavadas con agua destilada y etanol durante
5 minutos en ultrasonido y secadas bajo chorro de aire. Las muestras fueron

empaquetadas y esterilizadas mediante tratamiento con autoclave.

Topografia de superficie

La superficie fue evaluada con AFM (Nanosurf FlexAFM, Liestal, Switzerland) para
considerar los valores Ray Rmaxen un area de 80x80 pum utilizando de acuerdo a
ISO 4287:1997: Geometrical Products Specifications (GPS)-Surface texture: Profile

method.

Tratamiento alcalino de la superficie

Las muestras experimentales fueron destinadas para modificarse con tratamiento
alcalino a base de NaOH 0.5 M. Las muestras fueron sumergidas en una solucion
de NaOH y sonicadas por 45s. Las muestras se secaron a temperatura ambiente
(23°C) dentro de la camara de fluidos por 5 minutos y las células fueron inoculadas

sobre las placas de Ti experimentales y control.

Cultivo celular
Fibroblastos del ligamento periodontal humano (FLPH) fueron obtenidos mediante

extraccion de tejido periodontal proveniente de terceros molares de un paciente de
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18 afios de edad, con previo consentimiento escrito de los padres. El proyecto fue
autorizado por el Comité de Bioética de la ENES, UNAM, Unidad Leon. Los dientes
extraidos fueron suspendidos en PBS; el tejido fue lavado dos veces con PBS y
suspendido en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM Life Technologies,
Gibco, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 20% de suero fetal bovino inactivado
con calor (FBS, Life Technologies, Gibco), 100u/ml de Penicilina G y 100mg/ml de
Sulfato de Estreptomicina (Life Technologies, Gibco). Las células fueron incubadas
a 37°C con una atmosfera de 5% de COz durante dos semanas para el crecimiento
exponencial con cambios en el medio de crecimiento cada tercer dia. FLPH tuvieron
una esperanza de vida alrededor de PDL 40(Population Doubling Level). Las células
fueron desprendidas mediante el uso de 0.25% tripsina-0.025% EDTA-2Na en PBS

para cada experimento.

Ensayo de la adhesion y proliferacion celular

FLPH fueron sub cultivados como células adherentes en DMEM complementado
con 10% FBS y antibidticos. Las células fueron inoculadas sobre las placas de Ti
control y modificadas a una densidad 2x108 células/ml. La inoculacién se realizé
inmediatamente después del tratamiento alcalino; 150pl fueron colocados en cada
placa y se dejaron incubar a temperatura ambiente (23°C) durante 60 minutos. Las
placas fueron lavadas dos veces con 150 ul de PBS para remover las células no
adheridas. Para el ensayo de proliferacion celular, las células fueron incubadas
otras 24 horas a 37°C con una atmosfera de CO2 al 5%. Las células adheridas
viables y las células de proliferacion fueron determinadas mediante el método de
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). 0.2mg/ml de
agente MTT fue disuelto en DMEM+10%FBS durante 3 horas. El formazan fue
disuelto con 100 pl de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO); las
células fueron recolectadas desde las placas de Tiy fueron transportadas a un plato
de 96 pocillos, y posteriormente analizadas a 540 nm utilizando un lector de micro
placa (Thermo Fisher Scientific). Los datos fueron reproducidos mediante un

triplicado desde 3 experimentos independientes.
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Analisis estadistico

El promedio, desviacion estandar y porcentaje fue calculado. Los datos fueron
sujetos al examen de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, Kruskal-Wallis y
multiples comparaciones de Mann Whitney. La significancia estadistica fue

considerada para p<0.05 con un intervalo de confidencialidad a 95%.
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CAPITULO IV
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4.1 Resultados

4.1.1 Topografia de superficie

Los valores obtenidos para Ra y Rmax de las placas de Titanio evaluadas mediante

AFM fueron 0.04+0.02 pm y 1.83+0.10 pm respectivamente. La figura +A y B

muestran micrografias 2D y 3D de las placas de Titanio pulidas, con una superficie

en su mayoria lisa con la presencia de algunas grietas y rugosidades sobre un area

analizada de 80x80 um.
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Figura 10 Micrografias AFM de rugosidad de superficie en placas de Titanio. Los
valores de rugosidad correspondientes a Ra y Rmax de un drea de 80x80 um se
obtuvieron usando la modalidad tapping de acuerdo con I1SO 4287:1997. A) micrografia
2D, B) 3D. Fuente propia.
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4.1.2 Adhesion y proliferacién celular

Las placas de Ti tratadas con hidroxido de sodio indujeron significativamente

(p<0.05) la adhesion de HPLF. El tratamiento alcalino causo una pronunciada

adhesion celular (p<0.05) para la linea de fibroblastos de ligamento periodontal

comparada a las placas de Ti control (Figura*A) con 30% mas células adheridas. La

cuantificacion de células con proliferacién posterior a la incubacion por 24 horas

mostré 90% mas células adheridas (p<0.01) en placas de Titanio con NaOH,

indicando una proliferacion activa, comparada con las placas control (Figura*B).
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Figura 11 Efectos del tratamiento alcalino sobre la adhesion celular de fibroblastos del ligamento periodontal
a) y proliferacion b).Los datos fueron reproducidos en triplicado desde tres experimentos independientes.

*P<0.05, **P<0.01 basados en la prueba Mann-Whitney

4.1.3 Articulo de investigacién publicado

Miryam Cuellar-Flores, Laura Susana Acosta-Torres, Omar Martinez-Alvarez,

Benjamin Sanchez-Trocino, Javier de la Fuente-Herndndez, Rigoberto Garcia-

Gardufio, Rene Garcia-Contreras. Effects of alkaline treatment for fibroblastic

adhesion on Titanium. Dent Res J. 2016; 13:473-7

La carta de aceptacion (anexo 1) y articulo publicado (anexo 2) se anexan en este

documento.
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DISCUSION

El tratamiento con NaOH como modificacion de superficie en implantes ha
demostrado generar una absorcion proteica rapida y homogénea a través de la
hidrofilicidad y la atraccidn electrostatica de las células. Las superficies hidrofilicas
en implantes de Ti y su respuesta celular han sido estudiadas ante su potencial
bioldgico bajo condiciones in vitro e in vivo. Este tratamiento propone el incremento
de la activacion celular, absorcion proteica y la formacién de la matriz de fibrina
durante las fases tempranas de osteointegracion para asegurar el éxito clinico. El
estudio presente se enfoco en los efectos del tratamiento alcalino con NaOH como
un acondicionador de superficies hidrofilicas para la adhesion celular de fibroblastos
de ligamento periodontal humano. Consistente con otros hallazgos, la adhesion
celular es generalmente mayor en superficies hidrofilicas tratadas con diferentes
materiales y métodos entre las que se encuentra el uso de Hidréxido de Sodio. 212719

De manera similar a nuestros resultados, el tratamiento alcalino fue efectivo para
fibroblastos gingivales y las lineas celulares MG63 y L929 expuestos a una solucién
5M de NaOH con incremento de la adhesion celular y proliferacién celular en
superficies de Ti. 16 Acorde a nuestro protocolo, el tratamiento alcalino con Hidréxido
de Sodio indujo la humectabilidad de superficies tratadas ademas de una absorcion
proteica homogénea. Por otro lado los resultados de proliferacidn en nuestra
investigacién coinciden con otros ensayos sin diferencia significativa después de 24

horas de incubacion. 16 27

En cuanto al tratamiento con hidréxido de sodio Connor reporta que los principales
eventos que ocurre sobre la capa de TiO2x bajo condiciones quimicas suaves son
la protonacién y desprotonacion de los grupos Ti-OH y los puentes oxigenados Ti-
O-Ti, Boehm mostré ademas que el intercambio de protones se llevé a cabo incluso
a concentraciones de 1mM y a concentraciones de NaOH de 0.5M el 70-75% de los
sitios acidos OH en la superficie del Ti se desprotonaron, bajo condiciones mas

extremas se reporta una disolucién parcial de la capa de TiO2x. 5° 27
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Se ha reportado que la contaminacion de la superficie por hidrocarburos muestra
una disminucién en la humectabilidad de la superficie, en este sentido Connor y
Tugulu reportan que el tratamiento con Hidréxido de Sodio es efectivo en la
remocion de contaminantes de acuerdo a resultados de espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X al mostrar una reduccién en la concentracién de carbon
absorbido post tratamiento. De acuerdo a estos reportes se puede fundamentar que
el efecto del tratamiento alcalino aumenta la humectabilidad ante la remocién de
contaminantes y el aumento de la energia superficial por protonacién de la superficie

que coincide con los resultados reportados en este trabajo. 2’

Por otro lado, la rugosidad de superficie juega un papel importante en la adhesién
celular y la proliferaciéon. La variacion de la rugosidad superficial puede alterar los
resultados de adhesion; superficies muy lisas y pulidas se infiere, pueden generar
menores rangos de adhesion debido a condiciones mecanicas puesto que existe
poca friccidn para permitir un anclaje adecuado, de igual forma se relaciona con el
aplanamiento de las células sobre dichas superficies lo que impide su nutricion a
largo plazo, por otro lado modificaciones topogréaficas con alta aspereza en la
superficie han demostrado disminuir la humectabilidad de la superficie creando
superficies hidrofébicas, de igual manera crestas con demasiada distancia solo
alcanzaran un contacto maximo con el hueso o bien pueden ser percibidas estas
crestas como superficies planas por si mismas con las desventajas ya mencionadas;
en este sentido la mayoria de sistemas de implantes expresan valores para Raentre
1y 2 um, de acuerdo a Albrektsson y Wennerberg valores entre estos rangos
proveen una rugosidad éptima para promover los procesos de integracion, valores

acordes a los promedios reportados en este estudio. 5 1

Los principales hallazgos de la investigacion soportan evidencia sobre que el
tratamiento con hidroxido de Sodio permite propiedades hidrofilicas sobre las
superficies de las placas de Ti e induce la adhesion de células y la proliferacién de
fibroblastos de ligamento periodontal humano ante el incremento en el numero de
células viables consistente con estudios previos. El protocolo reportado parece ser
un método relativamente rapido y reproducible para la determinacion del nUmero de

células adheridas utilizando un ensayo in vitro de células metabdlicamente activas
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Este estudio es preliminar y una de sus limitaciones fue la recuperacion del nimero
total de células adheridas sobre las placas de Titanio con DMSO, pues se sugiere
gue una pequeiia cantidad de células pueden permanecer sobre la superficie.
Experimentos futuros requieren un tiempo de incubaciébn mas pronunciado (4 o 5
horas) del agente MTT para inducir el formazan y recuperar el numero total de
células con DMSO. Futuras investigaciones deben enfocarse en la evaluacion de la
duracion del proceso y los cambios morfolégicos que surgen, como contar las
células redondas y planas en la superficie metélica asi como medir el area adjunta
y el perimetro de las células en las placas como se informé anteriormente. También,
es necesaria una evaluacion in vivo para obtener mayor evidencia cientifica. El
tratamiento de placas de Ti con NaOH induce la adhesion celular y la proliferacion
celular de fibroblastos del ligamento periodontal sobre la superficie. Estos datos
ayudan a ilustrar el posible efecto de la hidrofilicidad en el proceso de formacién del
hueso en la superficie de Titanio. Clinicamente, el tratamiento alcalino de implantes

de base de Titanio puede ser una opcion para inducir y acelerar la osteointegracion.

Conclusion

El tratamiento de placas de Ti con NaOH aumenta de manera significativa la
adhesion celular y proliferacién de fibroblastos del ligamento periodontal humano.
Clinicamente el tratamiento alcalino de implantes con base de Ti puede representar
una opcién pre-operatoria para inducir y acelerar la integracion de tejidos blandos y

duros.
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ABSTRACT

Background: The surface energy of titanium (Ti) implants is very important when determining
hydrophilicity or hydrophobicity, which is vital in osseointegration.The purpose of this study was to
determine how Ti plates with an alkaline treatment (NaOH) affect the adhesion and proliferation
of human periodontal ligament fibroblasts (HPLF).

Materials and Methods: In vitro experimental study was carried out.Type | commercially pure
Ti plates were analyzed with atomic force microscopy to evaluate surface roughness. The plates
were treated ultrasonically with NaOH at 5 M (pH 13.7) for 45 s. HPLF previously established from
periodontal tissue was inoculated on the treated Ti plates.The adhered and proliferated viable cell
numbers were determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
method for 60 min and 24 h, respectively. The data were analyzed using Kruskal-Wallis tests and
multiple comparisons of the Mann-Whitney U-test, P value was fixed at 0.05.

Results: The mean roughness values equaled 0.04 m with an almost flat surface and some grooves.
The alkaline treatment of Ti plates caused significantly (P < 0.05) more pronounced HPLF adhesion
and proliferation compared to untreated Ti plates.

Conclusion: The treatment of Ti plates with NaOH enhances cell adhesion and the proliferation
of HPLF cells. Clinically, the alkaline treatment of Ti-based implants could be an option to improve
and accelerate osseointegration.

Key Words: Cells, periodontal ligament, sodium hydroxide, titanium, wettability

INTRODUCTION

The clinical success of titanium (Ti) implants in
odontology is directly related to the osseointegration
process, which results from the interaction between
tissues and implant surfaces.!"! Integration occurs when
the implant comes into contact with the oral fluids
and tissues after implantation in a host bond. This
bilateral interaction will depend on the intensity of the
mechanical and chemical irritation and the nature of

Access this article online
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the implant surface.” The increasing biocompatibility
of Ti surfaces has been continuously researched.” The
characteristics of the implant surface are one of the
factors that affect the rate of osseointegration. Some
studies have determined that surface modifications
include physical and morphological aspects such as
roughness, porosity. topography.! photocatalysis.”!
and surface functionalized with extracellular matrix
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peptide!® to enhance the cellular adhesion. Moreover,
chemical treatment alterations involving plasma, saline
solutions, anodic oxidation, and hydroxyapatite!” have
improved cellular aggregation !

The early phase of osseointegration occurs during the
I** week after implant positioning as this stage has
the highest failure probability.®! The reactions induce
biofilm formation, which regulates cellular responses.
During the I* week, bone formation starts as a result
of osteoblasts differentiating, as well the production
of osteogenic factors. cytokines, and growth factors.
Primary bone includes trabeculac of woven bone,
which will be replaced by lamellar bone and marrow
bone that will in turn be reabsorbed for new bone
formation.””! The initial phase of osseointegration leads
to the aggregation of osteogenic cells to the implant
surface, which should allow cellular proliferation and
differentiation until maturation."”!

The surface energy of the implant plays an
important role in determining the hydrophilicity or
hydrophobicity of the surface., which is important in
osscointegration. In general, when a positive charge
exists, the surface acquires hydrophilic characteristics,
which offers advantages in bone integration. Initially,
some essential plasma proteins are absorbed by these
surfaces. helping to enhance cell grouping and the
expression of osteogenic genes.>?)

Studies concerning the hydrophilicity of dental
implants have become increasingly important as
bone response increases ostcogenic potential and
osseous tissue formation in early bone response
and therefore osteointegracion.!'™! Current studies
in human bone marrow-derived mesenchymal
cells have demonstrated an increase in the gene
expression levels of the markers and transcription
runt-related factor 2, with bone sialoprotein also
observed." In vitro tests show higher cell adhesion
on hydrophilic surfaces such as photocatalysis®'?!
compared to anodized coating with calcium
phosphate on hydrophobic surfaces.!'!! As mentioned
above, an increase in the hydrophilicity of the
surface represents an increase in the adhesion
of bone and gingival fibroblast cells not only on
the apical surface of the implant but also on the
accession of the peri-implant soft tissue. Both
mechanisms would enhance osseointegration and
reduce torsional forces."*'™! The processes used to
maintain surface hydrophilicity may include acid
ctching.'" sandblasting and in saline storage. as well

as treatment with sodium hydroxide " The purpose
of this study was to determine the effects of alkaline
treated (sodium hydroxide) Ti plates in the adhesion
of human periodontal ligament fibroblasts (HPLF) and
proliferation of the cells using a rapid colorimetric
3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) bioassay to determine cell viability
of the cell attachment.

MATERIALS AND METHODS

Sample preparation

An in vitro experimental study was performed at the
Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES)
Unidad Leon, Universidad Nacional Autonoma
de Meéxico (UNAM), Interdisciplinary Research
Laboratory, Nanostructures and Biomaterials area.
Type I commercially pure Ti (Ti: 99.5%: Tokuriki,
Chiyoda-Ku, Tokyo, Japan) was used to prepare
10 x 10 x 0.5 mm (» = 5 per group. control and
experimental samples) plates because it is the most
used in the manufacture of dental implants for
biological properties, which were placed in epoxy
resin and polished with an automatic polisher
(160200 rpm; Buehler, Lake Bluff, USA) and
#400, 800, 1000, 1500, and 2000 water sandpaper.
The surface was finished with a polycrystalline
diamond suspension of 0.05-1 um using a polishing
cloth (Chemomet, Buchler, Lake Bluff, IL, USA).
After polishing, the samples were removed and
washed with distilled water and ethanol for 5 min in
ultrasound and then blow dried. Samples were packed
and sterilized using an autoclave treatment.!'”

Surface topography

The surface was evaluated with atomic force
microscopy (AFM) (Nanosurf FlexAFM. Liestal,
Switzerland) to consider average roughness (R) and
maximum roughness height within a sample length
(R,,) arca of 80 x 80 um using the tapping mode
according to ISO 4287:1997: Geometrical products
specifications-surface texture: Profile method.

Alkaline surface treatment

Alkaline surface treatment was implemented based
on published protocol. Experimental samples were
intended for alkaline treatment modification with
0.5 M of NaOH (pH 13.7) (23°C). The samples were
soaked in NaOH solution and sonicated for 45 s. The
samples were then dried at room temperature (23°C)
in the chamber fluid for 5 min. and the cells were
inoculated on the control and experimental Ti plates.®!
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Cell culture

HPLFs were obtained through periodontal tissue
extraction of the third molar from an 18-year-old
patient, with the prior written informed consent
from the parents. The project was authorized by the
Biocthics Committee of ENES. ENES Unidad Leon,
UNAM. Unidad Leoén. The extracted tooth was
suspended in phosphate buffered saline (PBS); the
tissue was washed twice with PBS and suspended
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM
Life Technologies, Gibco, Carlsbad, CA., USA)
supplemented with 20% of heat inactivated Fetal
Bovine Serum (FBS. Life Technologies. Gibco),
100 w/ml penicillin G, and 100 mg/ml of sulfate
streptomycin (Life Technologies. Gibco). The cells
were incubated at 37°C with an atmosphere of 5%
CO, for 2 weeks for exponential growth with changes
in the growth medium every 3 day. HPLF have
an in vitro life expectancy of about 40 population
doubling level. Cells were detached using 0.25%
trypsin - and  0.025%  ethylenediaminetetraacetic
acid-2Na in PBS for each experiment '

Assay of cell adhesion and proliferation

HPLF cells were subcultured as adherent cells in
DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics.
Cells were inoculated in each experimental and
control Ti plate at 2 x 10° cells/ml. Cell inoculation
was performed immediately after the alkaline
treatment: 150 pl was placed in each plate and
allowed to incubate at room temperature (23°C)
for 60 min. Plates were washed twice with 150 ul
of PBS to remove unattached cells. In case of cell
proliferation. cells were incubated for a further 24 h
at 37°C with 5% CO,. The viable adherent and
proliferated cells were determined by MTT method.
Briefly, 0.2 mg/ml of a MTT reagent was dissolved

in DMEM + 10% FBS for 3 h. The formazan was
dissolved with 100 ul of dimethyl sulfoxide (DMSO,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis. MO, USA): cells were
collected from Ti plates and were transported to a
96-well plate, and then analyzed at 540 nm using a
microplate reader (Thermo Fisher Scientific). Data
were reproduced in triplicate from three independent
experiments.['*!

Statistical analysis

The mean. standard deviation. and percentage
were calculated. All data were subject to test for
normality data by Kolmogorov—Smirnov (Lilliefors).
Kruskal-Wallis tests, and multiple Mann—Whitney
U-test comparisons. The significance was considered
at P < 0.05 with a 95% interval confidence.

RESULTS

Surface roughness

The values obtained for R and R of the Ti plates
were 0.04 £ 0.02 um and 1.83 £ 0.10 um, respectively.
Figure la and b exhibits two-dimensional and
three-dimensional AFM micrographs of polished Ti
plates with an almost flat surface and some scratches

and grooves on the 80 x 80 wm analyzed area.

Cell attachment and proliferation

The treatment of Ti plates with sodium hydroxide
significantly enhanced (P < 0.05) the adhesion
of HPLF. The alkaline treatment caused more
pronounced cell attachment (P < 0.05) for the HPLF
line compared to the Ti control plates [Figure 2a]
with 30% more adhered cells. The quantification of
proliferated cells after incubation for 24 h showed
90% higher attached cells (P < 0.01) in Ti plates
treated with NaOH, indicating an active proliferation,
compared to control plates [Figure 2b].

Opm10 20 30 40 S0 60 70

-1,83 pm

-2,27 ym

Ra=48.5 nm
Rmax= 1826.2 nm

Figure 1: Micrographs of atomic force microscopy roughness of titanium plate surface. The roughness values corresponded
to Ra and R, of a 80 x 80 um area using the tapping mode in accordance with ISO 4287:1997. (a) Two-dimensional,

(b) Three-dimensional micrograph.
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Figure 2: Effects of alkaline treatment on human periodontal ligament fibroblasts cell adhesion (a) and proliferation (b). Cells were
subcultured as adherent cells in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, supplemented with 10% fetal bovine serum. They were then
inoculated on titanium plates at 2 x 108 cells/ml for 60 min for adhesion (a) and a further 24 h of incubation at 37°C with 5% CO, for
proliferation. The viable adherent and proliferate cells were determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide method (0.2 mg/ml) and analyzed at 540 nm using a microplate. Reader values represent a mean + standard deviation.
Data were reproduced in triplicate from three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 based on the Mann—-Whitney U-test.

DISCUSSION

The treatment with NaOH has shown that this
modification supports fast and homogeneous protein
absorption through hydrophilicity and the electrostatic
attraction to cells."”? Hydrophilic surfaces in Ti
implants and cell response have been studied for
their osteolytic potential in virro™ and in vivolll
conditions. This treatment proposes increasing cell
activation, protein intake, and the forming of fibrin
matrix during the carly phases of osscointegration
for clinical success. This study focused on the effects
of alkaline treatment with NaOH as a hydrophilic
surface conditioner for cell attachment. Consistent
with our findings. cell adhesion is usually greater on
hydrophilic surfaces treated with different materials
and methods including alkaline treatment.

On the other hand, similar to our investigation, alkaline
treatment was effective for mouse osteoblast cell
exposed to a 5 M solution of NaOH with 20% higher
attachment and proliferation™ of the MC3T3-E1 mouse
preosteoblast cell line to the hydrophilic surface.'”
Similarly, another assay has reported better effects in
the use of sodium hydroxide 0.05 M in monocyte and
osteoblastic cell adhesion and platelet activation.!'”
Chemical modification with hydrochloric/sulfuric acids
increased osteogenic differentiation in five primary
human osteoblast cell lines.™ Proliferation results
in our research coincide with other assays without
significant difference after 24 h®*?" of incubation.

Surface roughness plays a very important role in
cell attachment and bone proliferation. Varying

476

surface roughness alters adhesion results. This
may be attributed to the additional use of surface
modifications such as microgrooves as studies have
reported that hydrophilicity on the surface may have
a stronger effect on bone formation. !

The main findings of the research support evidence
that sodium hydroxide treatment allows hydrophilicity
on the surface of Ti plates and enhances the
attachment of cells and proliferation of HPLF by
increasing the number of viable cells, coinciding
with a previous study.'® The protocol reported
here seems to be a reproducible and rapid method
for determining the attached cell number using a
metabolically active in vitro assay as previously
reported.!! It is based on the conversion of yellow,
water-soluble MTT to a purple, water-insoluble end
product formazan using mitochondrial dehydrogenase.
The amount of formazan formed is proportional to the
number of metabolically active cells.*” The key steps
in the assay are to incubate cells with MTT, extract
the formazan crystals from the cells, dissolve the
formazan, and measure absorbance between 540 and
570 nm >

This study is preliminary, and one of its limitations
was the recovery of a number of total attached cells
on Ti plates with DMSO, suggesting that a few cells
can remain on the surface. Future experiments will
require a longer incubation time (4 or 5 h) of the MTT
reagent to enhance the formazan and recover the total
number of cells with DMSO. Future research should
be focused on evaluating the duration of the sprouting
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process and the morphological features that arise, such
as counting the round and flat cells on the metal surface
and measuring the attached area and perimeter of
cells in the plates as previously reported.® Moreover,
an in vivo evaluation is necessary to obtain more
scientific evidence. The treatment of Ti plates with
NaOH enhanced the cell attachment and proliferation
of HPLF culture cells over the surface. These data
help to illustrate the possible effect of hydrophilicity
in the process of bone formation on a Ti surface.

CONCLUSION

The treatment of Ti plates with NaOH enhances
significanlty the cell adhesion and the proliferation
of HPLF cells. Clinically, the alkaline treatment of
Ti-based implants could be an option to improve and
accelerate osseointegration.
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