
ABSTRACT

Propósito 
El propósito de éste estudio fue evaluar la efectividad de una superficie convencional arenada con grano  
grueso, grabada al ácido (SLA®) recubierta con una solución tampón de pH basada en la humectabilidad  
de la superficie, la adhesión de proteínas sanguíneas, la afinidad osteoblástica y la adhesión y  
activación plaquetaria.

Métodos
Se prepararon discos e implantes de titanio con superficie de SLA® convencional (SA), superficie de  
SLA® en una solución acuosa de cloruro de calcio (CA) y superficie de SLA® con un agente tampón de  
pH (SOI®). La velocidad de humectación se midió por el número de hilos humedecidos por la sangre  
durante un intervalo de tiempo. La adsorción de albúmina sérica se probó mediante el ensayo de ácido  
bicinconínico y midiendo la intensidad de fluorescencia. También se realizaron ensayos  
de actividad osteoblástica (adhesión, proliferación, diferenciación, mineralización y migración  
osteoblástica) y ensayos de adhesión y activación plaquetaria.

Resultados

Tanto en la prueba de velocidad de humectación como en el ensayo de adsorción de albúmina sérica, 
la superficie SOI® mostró una velocidad de humectación significativamente mayor que la superficie SA  
(P = 0,000 y P = 0,000, respectivamente). En las pruebas de adhesión, proliferación, diferenciación y  
mineralización osteoblástica, los valores medios de SOI© fueron todos superiores a los de SA y CA.  
En las pruebas de migración osteoblástica, adhesión plaquetaria y activación, el SOI® también mostró  
valores significativamente más altos que el AS (p = 0,040, p = 0,000 y p = 0,000, respectivamente). 
 
Conclusiones

El SOI® mostró mayor hidrofilicidad y afinidad por las proteínas, células y plaquetas que el SA. 
Dentro de los límites de este estudio, se puede concluir que el recubrimiento de un implan-
te con un agente amortiguador del pH puede inducir la unión de plaquetas, proteínas y células 
a la superficie del implante. Se deben realizar más estudios para comparar directamente el SOI®-

con otras superficies convencionales con respecto a su seguridad y eficacia en entornos clínicos. 
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INTRODUCCIÓN

 
El uso de implantes dentales de titanio ha mejorado con respecto a la rápida osteointegración y carga protésica, 
así como una mayor tasa de éxito de los implantes. En particular, las modificaciones en la superficie de los im-
plantes han desempeñado un papel importante en estas mejoras [1-6]. Se ha demostrado que las modificacio-
nes topográficas y químicas de la superficie del implante mejoran la hidrofilicidad y el contacto hueso-implante 
[5,7-9]. Las superficies de implantes arenadas con grano grueso y grabadas al ácido (SLA®), que tienen una mi-
croestructura y una macroestructura, han mostrado buenos resultados clínicos en estudios previos [1,2,4,7]. 
 
Además, se han desarrollado modificaciones químicas de las superficies de SLA®. SLActive® (Straumann®,  
Basilea, Suiza) consiste en una superficie de implante de SLA® que se ha sumergido en una solución isotónica 
de cloruro de sodio para evitar la contaminación por carbono de la atmósfera. Según un estudio anterior, se 
cree que esta superficie promueve la formación ósea en etapa temprana [10]. También se ha desarrollado una 
superficie de SLA® modificada con calcio activada químicamente (Osstem Implant Co., Ltd., Busan, Korea); Esta 
superficie se sumerge en una solución de cloruro de calcio en lugar de una solución de cloruro de sodio. Esta 
superficie modificada con calcio mostró un contacto óseo-implante similar al de la superficie SLActive® en un 
estudio reciente utilizando un modelo de conejo [11].

Las interacciones con las células sanguíneas y las moléculas en la superficie del implante podrían afectar  
las propiedades de la superficie [12]. Las proteínas, como los factores de crecimiento y diferenciación,  
son atraídas por las superficies de los implantes hidrofílicos. En muchos estudios, las características  
bioquímicas de la superficie del implante, como la viabilidad celular, la proliferación, la unión y la  
diferenciación, se probaron a través de experimentos in vitro utilizando células o citoquinas, y se  
encontró que estas propiedades influyen en las actividades celulares [12-14].

La formación de un coágulo de fibrina suficiente ofrece un enlace directo y estable en la interfaz  
hueso-implante; por lo tanto, juega un papel importante en las respuestas trombogénicas y la  
osteointegración [15]. Cuando se observaron los coágulos de fibrina en diferentes superficies del implante, se 
encontró una relación entre la superficie del implante y la extensión del coágulo de fibrina [16].

En el proceso de perforación antes de la colocación del implante, el tejido óseo sufre un traumatismo  
similar a una fractura. El sitio se vuelve relativamente hipóxico y el pH extracelular se vuelve ácido.  
En condiciones ácidas, las células estromales de la médula ósea exhiben baja actividad de fosfata-
sa alcalina (ALP) y baja síntesis de colágeno, 2 factores que son importantes en la formación ósea [17].  
Se ha informado que la actividad de ALP disminuyó de un pico a un pH de 7,4 a casi cero por debajo de un 
pH de 7,0 [18]. Otro estudio encontró que la actividad de ALP y la síntesis de colágeno, así como la glucólisis 
y la síntesis de ADN de los osteoblastos, también se ven afectadas por las condiciones ácidas [19]. Además, la 
agregación plaquetaria también se redujo por la acidosis extracelular, mediada por la vía de entrada de iones 
de calcio [20].

Se investigó la nueva superficie de SLA© activada químicamente que está recubierta con una solución  
tampón de pH. Se cree que esta superficie muestra una alta afinidad por las proteínas, las células y las  
plaquetas, lo que promueve una coagulación y trombogénesis sanguíneas rápidas y estables. Por lo tanto,  
el propósito de este estudio fue evaluar la efectividad de una superficie de SLA© recubierta con una solución 
tampón de pH in vitro en comparación con una superficie de SLA© convencional y una superficie de SLA© 
modificada con calcio activada químicamente en función de la humectabilidad de la superficie, la adhesión de 
proteínas sanguíneas,  la afinidad osteoblástica y la adhesión y activación plaquetaria.
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Preparación de discos, implantes y reactivos de titanio 

Osstem Implant Co., Ltd. proporcionó tres tipos de discos e implantes de titanio: 1) una superficie 
de SLA® convencional (SA, que sirve como grupo de control negativo), 2) una superficie de SLA® en  
solución acuosa de cloruro de calcio (CA, que sirve como grupo de control positivo) y 3) una  
superficie de SLA© recubierta con una solución tampón de pH (SOI©, sirviendo como grupo de prueba). 

(Figura 1A). Los valores de Ra de las superficies fueron de 2,5±0,5 μm, según la información del fa-
bricante. Los artículos de plástico para cultivos celulares se compraron a Becton-Dickinson Falcon 
(Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). El suero fetal bovino (FBS), la tripsina/ácido etilendiaminotetraacéti-
co (EDTA), la penicilina y la estreptomicina, y el medio de águila modificado de Dulbecco (DMEM) se 
compraron a HyClone (Salt Lake City, UT, EE. UU.), y la solución salina tamponada con fosfato (PBS)  

Figura 1.

Medición de la humectabilidad de la superficie.  
(A) Ángulo de contacto entre una gota  

de líquido y una superficie sólida. 
(B) Medición de la velocidad de humectación. 

Después de 40 segundos, la superficie SOI® mostró la 
mayor cantidad de hilos humedecidos por la sangre. 

SA: superficie de arenado convencional con grano 
grueso, grabada con ácido, CA: superficie grabada 
con grano grueso, grabada con ácido en solución 

acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie grabada 
con grano grueso, grabada con ácido recubierta con 

solución tampón de pH.
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se obtuvo de Invitrogen Corporation (Paisley, Reino Unido). Se compraron Alizarin Red S, Triton X-100, 
p-nitrofenilfosfato (p-NPP), cloruro de magnesio y violeta de cresilo de Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.), 
y se obtuvo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-gl)-5-(3-carboximetoximetoxilfenil)-2-(4-sulfofenil-2H)- sal interna de 
tetrazolio (MTS) de Promega (Madison, WI, EE. UU.). Se utilizaron tres discos de cada superficie de titanio 
(SA, CA y SOI©) para cada prueba.

 
Medición de la humectabilidad de la superficie (medición de la velocidad  
de humectación)

Sangre de oveja efibrinada (MB-S1876; MB Cell, Seúl, Corea) se colocó en un plato (diámetro, 10 cm)  
a una profundidad de 2-3 cm. Los implantes con superficies SA, CA y SOI® (diámetro, 4,5 mm; longitud, 
13 mm) se sumergieron en la sangre hasta 2 mm del ápice (Figura 1B). Se probaron nueve implantes para 
cada superficie. Para el cálculo de la velocidad de humectación se contó el número de hilos humedecidos 
por la sangre en 40 segundos.

 
Adsorción de albúmina sérica 
 
Ensayo de ácido bicinconínico 

Se añadió albúmina sérica bovina purificada (BSA, 1 mg/mL, 1 mL) a las superficies de los discos  
de titanio. Después de la incubación a 37 °C durante 1 hora, el plasma no adsorbido se lavó.  
Los discos tratados con BSA se eluyeron durante 30 minutos utilizando un tampón de lisis  
(0,2% Triton X-100 en PBS, pH 7,4) a 37 °C. Los sobrenadantes se analizaron mediante ensayos  
comparativos de ácido bicinconínico (BCA) (BCA Protein Assay Kit No. 23227) de acuerdo con las  
instrucciones proporcionadas por el proveedor (Pierce, Rockford, IL, EE. UU.). La detección de  
proteínas se realizó a una longitud de onda de 560 nm utilizando un lector de microplacas multimodo 
(DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Alemania). Se probaron nueve discos 
de titanio de cada superficie.

BSA marcada con isotiocianato de fluoresceína (FITC)
Figura 2.

Imagen que muestra la presencia de BSA marcada 
con FITC en cada superficie del implante.  

La intensidad de fluorescencia de  
la superficie SOI® fue la más fuerte, mientras que la 

de la superficie SA fue la más débil. 
FITC: isotiocianato de fluoresceína, BSA: albúmina de 

suero bovino, SA: superficie convencional arenada 
con grano grueso, grabada con ácido, CA: superficie 

arenada con grano grueso, grabada con ácido en 
solución acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie 

arenada con grano grueso, grabada con ácido  
recubierta con solución tampón de pH.
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BSA marcada con isotiocianato de fluresceína (FITC)

Para la prueba de adsorción de proteínas se utilizó BSA (Sigma) marcada con FITC en PBS. La adsor-
ción se midió mediante intensidad de fluorescencia. Se añadió albúmina sérica conjugada con FITC 
para examinar la adsorción de proteínas plasmáticas por los implantes SA, CA y SOI®. Después de la 
incubación, el exceso de albúmina sérica conjugada con FITC se eliminó de las superficies del implan-
te. Tres implantes de cada superficie se trataron con albúmina sérica conjugada con FITC, se exami-
naron con un dispositivo Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare Life Sciences, Chicago IL, EE. UU.) y se 
analizaron con el software Image J (National Institute of Health, Bethesda, MD, EE. UU.) (Figura 2). 
 
 
Observación de la morfología osteoblástica

Cultivo celular (cultivo osteoblástico)

La línea celular MG-63 (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.), establecida a partir de células humanas de osteo-
sarcoma, es una línea celular no transformada. Estas células se cultivaron de forma rutinaria en DMEM 
con 10% de FBS y 0,1 mg/ml de penicilina y estreptomicina. Las células se subcultivaron en tripsina/EDTA 
dos veces por semana y el medio se cambió cada 2 días.

Microscopía electrónica de barrido (SEM)

Para las observaciones SEM, las células MG-63 se incubaron en los discos de titanio y se fijaron con una solu-
ción de glutaraldehído al 2,5%. Después de la deshidratación, las muestras se recubrieron con Pt-Pd para su 
examen morfológico con SEM (JSM-6480LV, Tokio, Japón) (Figura 3).

Microscopía de barrido láser confocal (CLSM; tinción celular con inmunofluorescencia)

La morfología celular y la disposición citoesquelética de los osteoblastos se observaron con CLSM. Las  
células MG-63 se sembraron durante 24 horas en los discos de titanio y se observaron utilizando CLSM. Las cé-
lulas se fijaron en formol al 4% y se permeabilizaron en Triton X-100 al 0,1%. A continuación, las células se blo-
quearon en BSA al 7,5% que contenía PBS durante 1 hora. La tinción fluorescente se llevó a cabo con vinculina 
y F-actina utilizando Alexa Fluor 488 anti-vinculina (Bioscience, Allentown, PA, EE. UU.) y faloidina fluorescente 
anti-tinción 555 (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, EE. UU.), respectivamente. Después de la incubación durante 
la noche a 4 °C, las muestras se observaron con CLSM (LSM 700, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) (Figura 4).

 
Adhesión osteoblástica

Con un kit de ensayo de proliferación celular no adiactiva CellTiter 96® AQueous (Promega), el ensayo de 
adhesión celular de las células MG-63 se realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Antes del ensayo de adhesión celular, las células se cultivaron en los discos de titanio o en el material 
plástico utilizado para el cultivo en 24 placas de pocillos múltiples (Becton-Dickinson Falcon) a una den-
sidad de 1×105 células durante 1 hora. Se probaron tres discos de titanio de cada superficie. Después 
de retirar y lavar los medios de cultivo, se añadieron 500 μL de mezcla de MTS/1-metoxi fenazino me-
tosulfato (PMS)/medio a cada pocillo durante 2 horas. Las mediciones colorimétricas del colorante de 
formazano se realizaron utilizando un dispositivo DTX 880, y la densidad óptica (DO) se leyó a 490 nm.
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Figura 3.

Imagen SEM tomada 30 minutos después de la 
incubación de células.  

MG-63 en cada superficie de implante. La cantidad 
de osteoblastos en las superficies CA y SOI®  
es más prominente que en la superficie SA,  

y las células en las superficies CA y SOI® parecen 
estar más diferenciadas. 

 
SA: superficie de arenado convencional con grano 
grueso, grabada con ácido, CA: superficie arenada 
con grano grueso, grabada con ácido en solución 

acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie arenada 
con grano grueso, grabada con ácido recubierta con 

solución tampón de pH.

Figura 4.

Imagen de microscopio láser confocal de barrido 
(tinción celular por inmunofluorescencia) tomada 30 
minutos después de la incubación de células MG-63 
en cada superficie de implante. El rojo indica tinción 

con faloidina, mientras que el verde indica tinción 
con vinculina. Se observaron más células óseas en 

las superficies CA y SOI® que en la superficie SA. 
SA: superficie de arenado convencional con grano 
grueso, grabada con ácido, CA: superficie arenada 
con grano grueso, grabada con ácido en solución 

acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie arenada 
con grano grueso, grabada con ácido recubierta con 

solución tampón de pH.
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Proliferación osteoblástica

Utilizando un kit de ensayo de proliferación celular no radiactiva CellTiter 96® AQueous, el ensayo de 
proliferación de células MG-63 se realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se 
cultivaron en los discos de titanio o en el plástico de cultivo. Se probaron tres discos de titanio de cada 
superficie. Después de un período de tiempo, se retiró el medio de cultivo y se combinaron 500 μL de 
la mezcla MTS/PMS/medio en cada pocillo durante 2 horas. Las mediciones colorimétricas del colorante 
formazano se realizaron utilizando un dispositivo DTX 880 y el DO se leyó a 490 nm.

Diferenciación osteoblástica (actividad de la fosfatasa alcalina)

La actividad de ALP se examinó como se describió en estudios previos [21-24], con células MG-63 
cultivadas en los discos de titanio o en el plástico de cultivo. Se probaron tres discos de titanio de 
cada superficie. El medio osteogénico (que contenía 0,5 μM de dexametasona, 50 μg/mL de ácido 
L-ascórbico y 10 mM de β-glicerofosfato) [25,26] se reemplazó cada 2 días. Después de un período 
de tiempo, las células se lavaron y se reunieron en un tampón de lisis ALP. Se extrajo la proteína di-
suelta y se incubaron 100 g de proteína con p-NPP utilizando el tampón de ensayo ALP para medir la 
actividad de ALP en sobrenadantes celulares aislados. El grado de la reacción colorimétrica se midió 
utilizando un dispositivo DTX 880 para obtener una medida de OD a 405 nm.

Mineralización osteoblástica (tinción con rojo de alizarina S)

Las muestras experimentales se tiñeron con rojo de alizarina S como se ha informado en otro lugar  
[27-29], con modificaciones menores. Las células MG-63 se cultivaron en los discos de titanio o en el 
plástico de cultivo. Se probaron tres discos de titanio de cada superficie. El medio osteogénico se reem-
plazó cada 2 días. Después de un período de tiempo, las células se lavaron y luego se fijaron en formalde-
hído al 10% (Junsei, Tokio, Japón). Las células se tiñeron con Alizarina Roja S al 2% a un pH de 4,2 durante 
20 minutos. Las células teñidas se recolectaron utilizando el proceso de recolección típico. El nivel de 
absorbancia de Alizarin Red S se midió a 405 nm.

Migración osteoblástica (ensayo de quimiotaxis: ensayo de migración  
celular Transwell®)

Para la migración celular, las células MG63 (1×106 células/mL) se suspendieron en un medio DMEM BSA  
al 0,1%, y se sembraron 350 μL de suspensión celular en las cámaras superiores de una unidad Transwell®  
(tamaño de poro de 8 μm, inserto SPL; SPL Life Sciences, Pocheon, Corea) e incubado. Las cámaras inferiores 
se llenaron con 1 mL de los eluyentes del implante. Después de 2 horas, se retiraron las cámaras superiores y 
se limpió el inserto Transwell® con un aplicador con punta de algodón. Los insertos se tiñeron con violeta de 
cresilo al 0,2% y las células teñidas se eluyeron con ácido cítrico. Las mediciones colorimétricas del violeta de 
cresilo se realizaron utilizando un dispositivo DTX 880 y la DO se leyó a 590 nm. Se probaron nueve discos de 
titanio de cada superficie.
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Adhesión plaquetaria

Aislamiento plaquetario (plasma rico en plaquetas) 

La sangre se obtuvo mediante punción cardíaca de un conejo neozelandés de 2,5 a 3,0 kg utilizando una aguja  
de 21 G en citrato de sodio al 4% (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EE. UU.). El plasma rico en plaquetas (PRP)  
se elaboró de acuerdo con la técnica descrita en un artículo anterior [30]. El PRP se incubó con cloruro de calcio 
(concentración final, 5 mM) (Fisher Scientific) a 37 °C durante 10 minutos.

Ensayo de lactato deshidrogenasa

La solución plaquetaria tenía una concentración de 1×108 plaquetas/mL en PBS. A esta solución,  
se le agregó cloruro de calcio para obtener una concentración de 2,5 mM, después de lo cual se agregó  
cloruro de magnesio para obtener una concentración final de 1,0 mM. Después de 30 minutos a 37 °C, la 
suspensión plaquetaria se colocó sobre los discos de titanio y se dejó adherir durante 1 hora a 37 °C. Se 
probaron nueve discos de titanio de cada superficie. La suspensión plaquetaria se enjuagó para eliminar 
las plaquetas no adherentes. El nivel de adhesión plaquetaria se cuantificó mediante un ensayo de lactato  
deshidrogenasa (LDH). La LDH, que se libera cuando se lisan las plaquetas adherentes, se midió con un  
tampón Triton-PBS y un ensayo de citotoxicidad no radiactiva CytoTox 96® (Promega). Los métodos notificados 
en estudios previos [31, 32] se utilizaron con modificaciones.

Observación SEM de la red de fibrina

Preparación de la muestra de sangre para obtener un coágulo de fibrina 

Como ya han descrito Park y Davies [33], los discos de titanio se insertaron de forma que se encajaran casi a 
presión en el fondo de las placas de 24 pocillos. Se añadió un mililitro de PRP a cada pocillo y se mezcló suave-
mente con proteínas sanguíneas capturadas dentro de la red de fibrina a 37 °C durante 24 horas.

Preparación del coágulo de fibrina lavado y observación SEM

Para prepararse para la observación SEM, las muestras de coágulos de fibrina se enjuagaron  
ligeramente con PBS y luego se fijaron durante 1 hora a temperatura ambiente utilizando un  
tampón de fijación especial (glutaraldehído al 2,5% disuelto en el tampón PBS de Dulbecco a un  
pH de 7,0). Después de deshidratar la red de fibrina adherida con una mezcla de etanol y agua, las mues-
tras se trataron con hexametildisilazano (Sigma) y se secaron. El procedimiento SEM se completó con 
el secado del punto crítico del material. Las redes de fibrina adherentes se observaron mediante SEM 
(Figura 5).

Activación plaquetaria 

La preparación de muestras de plaquetas humanas y la incubación de discos  
de titanio 

PRP se obtuvo de 3 voluntarios sanos de la manera descrita anteriormente [34]. Como señalan Park 
y Davies [33], los discos de titanio se insertaron de modo que se ajustaran casi a presión en el fondo 
de las placas de 24 pocillos. Se probaron nueve discos de titanio de cada superficie. A cada pocillo se  
le añadió un mililitro de PRP. Con el fin de estimular las interacciones entre las superficies y las  
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plaquetas, la placa se mezcló suavemente a 37 °C. El sobrenadante se pipeteó después de 1 hora para 
su posterior análisis.

Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para la P-selectina

Como índice de activación plaquetaria, se midió la P-selectina, una glicoproteína de la membrana  
plaquetaria que se expresa cuando se activan las plaquetas. Los sobrenadantes previamente  
preparados se analizaron mediante un ELISA para medir la concentración de P-selectina soluble.  
Todos los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS versión 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).  
Los registros de cada experimento se utilizaron para calcular los valores medios y de desviación  
estándar de los hilos por segundo y el DO de los ensayos realizados en las 3 superficies de implante  
(SA, CA y SOI©). Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Mann-Whitney (análisis de  
varianza no paramétrico) para analizar las diferencias entre las 3 superficies de implante. Se con-
sideró que un valor de P inferior a 0,05 indicaba significación estadística. Para algunas pruebas  
con n<4, no se pudo realizar un análisis estadístico y solo se presentaron la media y la desviación estándar.

Figura 5.

Imagen de microscopía electrónica de barrido de 
redes de fibrina en cada superficie de implante 1 

hora después  
de la fijación del coágulo de fibrina. En la superficie 

SOI®, se observaron numerosos glóbulos rojos  
y la red de fibrina estaba densamente presente por 

encima y alrededor de los glóbulos rojos. 
 

SA: superficie de arenado convencional con grano 
grueso, grabada con ácido, CA: superficie arenada 
con grano grueso, grabada con ácido en solución 

acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie arenada 
con grano grueso, grabada con ácido recubierta con 

solución tampón de pH.
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RESULTADOS

Mediciones de humectabilidad superficial (mediciones de velocidad  
de humectación)

Los implantes con las superficies SA, CA y SOI® se sumergieron en sangre para medir  
la velocidad de humectación (Figura 1B). La velocidad media de humectación para cada superfi-
cie del implante se midió como 0,000 hilos/segundo, 0,069 hilos/segundo y 0,124 hilos/segundo,  
respectivamente (Tabla 1). La diferencia entre las velocidades de humectación de las superfi-
cies SA y CA fue estadísticamente significativa (P=0,000). Las diferencias entre las velocidades de  
humectación de las superficies SA y SOI© y entre las de las superficies CA y SOI® también fueron 
estadísticamente significativas (P=0,000 y P=0,000, respectivamente).

Adsorción de albúmina sérica

Ensayo de BCA

Se añadió albúmina sérica a los discos de titanio con las superficies SA, CA y SOI®. La adsorción  
media de albúmina sérica para cada superficie se midió como 0,281, 1,120 y 1,287 OD, respectivamente  
(Tabla 2). Las diferencias entre la adsorción de albúmina sérica de las superficies SA y CA fueron estadísti-
camente significativas (P=0,000). Las diferencias entre las superficies SA y SOI® y las de las superficies CA 
y SOI© fueron estadísticamente significativas (P=0,000 y P=0,000, respectivamente).

BSA con la etiqueta FITC

La adsorción media de proteínas medida por la intensidad de fluorescencia para las superficies SA, CA 
y SOI® fue de 3.972, 1.599.268 y 3.102.829 píxeles, respectivamente. Los datos se presentan en la Tabla 
2. No se pudo realizar un análisis estadístico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de un 
tamaño muestral suficientemente grande. Sin embargo, se observaron grandes diferencias en la intensi-
dad de la fluorescencia entre los grupos, siendo la superficie SA la que mostraba los valores más bajos y 
la superficie SOI® la más alta.
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Observación de la morfología osteoblástica

SEM

Las células MG-63 se incubaron en cada una de las superficies SA, CA y SOI®. El número de osteoblastos 
en las superficies CA y SOI fue mayor que el de la superficie SA, y las células de las superficies CA y SOI© 
parecían estar aún más diferenciadas.

Tabla 1. Velocidad de humectación

Los valores se presentan como media±desviación estándar. 

SA: superficie convencional arenada con grano grueso, grabada al ácido, CA: superficie are-
nada con grano grueso, grabada al ácido en solución acuosa de cloruro de calcio, SOI®: super-
ficie arenada con grano grueso, grabada al ácido recubierta con solución tampón de pH. 
a) Diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo SA.

Tabla 2. Adsorción de albúmina sérica

Los valores se presentan como media±desviación estándar. 

SA: superficie convencional arenada, de grano grande, grabada al ácido, CA: superficie  
arenada con grano grueso, grabada al ácido en solución acuosa de cloruro de calcio; SOI®:  
superficie arenada con grano grueso, grabada al ácido recubierta con solución tampón de 
pH, OD: densidad óptica, FITC: isotiocianato de fluoresceína, BSA: albúmina sérica bovina. 
a) Diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo SA.

No se observaron diferencias significativas entre las superficies CA y SOI®, pero se estimó que el 
número de osteoblastos en la superficie SOI© era ligeramente mayor (Figura 3).
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CLSM

Las células MG-63 se incubaron en cada una de las superficies SA, CA y SOI®. Se realizó tinción por 
inmunofluorescencia para la vinculina y la F-actina, que constituyen el citoesqueleto de la célula. 
Al igual que en las observaciones SEM, se observaron más células óseas en las superficies CA y SOI® 
que en la superficie SA (Figura 4).

Adhesión osteoblástica

Las mediciones medias del ensayo de adhesión celular para las superficies SA, CA y SOI® fueron de 
0,438, 0,842 y 0,949 OD, respectivamente. Los datos se presentan en la Tabla 3. No se pudo realizar 
un análisis estadístico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de un tamaño muestral 
suficientemente grande; sin embargo, la superficie SA mostró el valor más bajo para el ensayo de 
adhesión celular.

Proliferación osteoblástica

Las mediciones medias del ensayo de proliferación celular para las superficies SA, CA y SOI® 
fueron de 0,701, 0,837 y 0,912 OD, respectivamente. Los datos se presentan en la Tabla 3.  
No se pudo realizar un análisis estadístico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de  
un tamaño muestral suficientemente grande; la superficie SA mostró el valor más bajo y la superficie 
SOI® mostró el valor más alto, pero en general, pareció haber poca diferencia entre los grupos.

Diferenciación osteoblástica

Las mediciones medias del ensayo de diferenciación osteoblástica para las superficies SA, CA y 
SOI® fueron de 0,350, 0,379 y 0,385 OD, respectivamente. Los datos se presentan en la Tabla 3. 
No se pudo realizar un análisis estadístico de las diferencias entre los grupos debido a la falta 
de un tamaño muestral suficientemente grande; las superficies SA mostraron el valor más bajo 
y la superficie SOI® mostró el valor más alto, pero en general, pareció haber poca diferencia 
entre los grupos.

Mineralización osteoblástica

Las mediciones medias del ensayo de mineralización osteoblástica para las superficies SA, CA y 
SOI® fueron de 320,4, 382,6 y 452,1 nM, respectivamente. Los datos se presentan en la Tabla 3. No  
se pudo realizar un análisis estadístico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de un 
tamaño muestral suficientemente grande; sin embargo, las superficies de SA parecieron mostrar el 
valor más bajo para el ensayo de adhesión celular.



OIC | Academy Osstem Implant Spain© | 13

Implante recubierto con un agente amortiguador de pH: un estudio in vitro

Tabla 3. Adhesión, proliferación, diferenciación,  
mineralización y migración osteoblástica 

Los valores se presentan como media±desviación estándar.

SA: superficie arenada convencional, con grano grueso, grabada al ácido, CA: superficie arenada 
con grano grueso, grabada al ácido en solución acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie arena-
dacon grano grueso, grabada al ácido recubierta con solución tampón de pH, OD: densidad óptica. 
a) Diferencia estadísticamente significativa en comparación con los grupos SA y CA.

Tabla 4. Adhesión y activación plaquetaria 

Los valores se presentan como media±desviación estándar.

SA: superficie de arenado convencional con grano grueso, grabada al ácido, CA: superficie arenada 
con grano grueso, grabada al ácido en solución acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie arenada 
con grano grueso, grabada al ácido recubierta con solución tampón de pH, OD: densidad óptica.  
a) Diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo SA.
b) Diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo CA.

 
Migración osteoblástica

Las mediciones medias de ELISA de P-selectina soluble para las superficies SA, CA y SOI®  
fueron de 0,195, 0,195 y 0,215 OD, respectivamente (Tabla 3). La diferencia entre los grupos de  
superficie SA y CA no fue estadísticamente significativa (p=0,931). Sin embargo, la superficie SOI® 
mostró un valor estadísticamente significativo mayor que el grupo SA o el grupo CA (P=0,040 y 
P=0,031, respectivamente).
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Adhesión Plaquetaria

Las mediciones medias del ensayo LDH para la adhesión plaquetaria a las superficies SA, CA y 
SOI® fueron de 0,185, 0,255 y 0,298 OD, respectivamente (Tabla 4). La diferencia en el ensayo 
de LDH entre las superficies SA y CA fue estadísticamente significativa (P=0,000). Además, la 
superficie SOI® mostró un valor estadísticamente significativo mayor que los grupos SA y CA 
(P=0,000 y P=0,040, respectivamente).

Observación SEM de la red de fibrina

Se observó la morfología de las redes de fibrina adheridas a cada superficie. En las superficies de 
los implantes SA, la menor cantidad de glóbulos rojos eran visibles y apenas se observó una red de 
fibrina. Por el contrario, un gran número de glóbulos rojos se localizaron en las superficies de CA 
y se formó claramente una red de fibrina alrededor de los glóbulos rojos. En la superficie del SOI®, 
se observaron más glóbulos rojos y una red de fibrina estaba densamente presente por encima y 
alrededor de los glóbulos rojos (Figura 5).

Activación plaquetaria

Las mediciones medias de ELISA de P-selectina soluble para las superficies SA, CA y SOI® fueron de 
0,112, 0,251 y 0,414 OD, respectivamente (Tabla 4). La diferencia entre los grupos de superficie 
SA y CA fue estadísticamente significativa (P=0,000). Las diferencias entre los grupos de superficie 
SA y SOI® y entre los grupos de superficie CA y SOI® también fueron estadísticamente significativas 
(P=0,000 y P=0,000, respectivamente).
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DISCUSIÓN 
 

Se probó si una superficie de SLA® recubierta con una solución tampón de pH mostraba una mayor 
hidrofilicidad y afinidad por las proteínas, las células y las plaquetas que una superficie de SLA® 
convencional. Estos estudios in vitro realizados con varias superficies de implante demostraron que 
esta novedosa superficie era superior a una superficie SLA® convencional.

Generalmente, la humectabilidad se cuantifica por el ángulo de contacto entre una gota de  
líquido y la superficie sólida de un disco plano. En este estudio, la velocidad de humectación, que es 
el número de hilos humedecidos por la sangre, se utilizó para probar indirectamente la humectabili-
dad, ya que los ángulos de contacto de las superficies CA y SOI® eran casi 0°, lo que imposibilitaba la 
comparación entre los grupos utilizando solo el ángulo de contacto. De hecho, el uso de la velocidad 
de humectación para evaluar la hidrofilicidad o humectabilidad de la superficie puede no producir 
resultados precisos. Sin embargo, optamos por medir la velocidad de humectación porque la capaci-
dad de atraer sangre en situaciones clínicas es lo que finalmente queríamos evaluar. En cierto sentido, 
esto puede ser una limitación metodológica de este experimento, ya que se probaron 2 superficies 
con muy alta hidrofilicidad. La velocidad de humectación de la superficie SA fue casi 0, mientras que 
fue mucho mayor para las superficies CA y SOI® durante un corto período de tiempo. Esencialmente, 
la superficie SA parecía ser menos hidrófila que las otras 2 superficies porque era una superficie seca 
que no había estado en contacto con ningún líquido, como se usa en situaciones clínicas. Por esta ra-
zón, el resultado superior obtenido para el grupo SOI® puede no haberse debido al efecto del agente 
tampón en sí. Sin embargo, para comparar las superficies de los implantes utilizadas en situaciones 
clínicas reales, es razonable utilizar una superficie de SLA® seca en lugar de una superficie de SLA®  
sumergida en solución salina que no sea isotónica. Un estudio previo [10] que comparó la superfi-
cie de SLA® sumergida en una solución isotónica de NaCl con una superficie de SLA® convencional 
también utilizó una superficie seca para su grupo de control.

El grado óptimo de hidrofilicidad de la superficie del implante sigue sin estar claro. No está claro 
si la superficie de un implante superhidrófilo es biológica y clínicamente superior a una superficie 
de implante hidrofílico convencional y, en caso afirmativo, no está claro [9]. Sin embargo, se cree 
que una superficie más hidrofílica mejora la osteointegración según estudios previos in vivo y en 
humanos [8,10], ya que produce un mayor contacto entre el hueso y el implante. Además, se ha 
descubierto que la humectabilidad de la superficie altera las respuestas biológicas de las superficies 
de los implantes con respecto a la adhesión de proteínas y otras moléculas, así como las interaccio-
nes celulares [9]. Del mismo modo, en el presente estudio, el grupo SOI® con mayor velocidad de 
humectación también mostró la mayor afinidad por las proteínas y los osteoblastos.

Las propiedades bioquímicas de las superficies de los implantes, como la viabilidad celular, la prolifera-
ción celular, la unión celular y la diferenciación, se han probado en estudios in vitro anteriores [12-14]. 
Soares et al. [12] observaron el rendimiento biológico de superficies de implantes tratadas de manera 
diferente. Se evaluó la viabilidad celular (actividad mitocondrial), la adhesión celular, la proteína sérica 
total y la FA. Las características de la superficie del implante pueden determinar la respuesta celular 
alrededor del implante, así como la extensión de las proteínas adsorbidas en la superficie.
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Martin et al. [13] realizaron análisis de proliferación celular, síntesis de ADN, actividad de 
ALP, síntesis de ARN y proteínas, y síntesis de proteoglicanos utilizando 5 tipos de superfi-
cies de implantes y células similares a osteoblastos MG63. Además, observaron la morfología y  
distribución de las células cultivadas en cada tipo de superficie. Su estudio demostró que la  
rugosidad de la superficie podría alterar la proliferación, la diferenciación y la producción de  
matrices de los osteoblastos.

Eriksson et al. [14] investigaron la viabilidad celular, la actividad de la fosfatasa alcalina, el nivel de 
factor de crecimiento endotelial vascular, la presencia de osteocalcina y las células positivas para 
la proteína morfogenética ósea-2 según la energía superficial de las superficies de los implantes. La 
energía superficial parecía ser particularmente importante en las primeras etapas, y se demostró que 
una alta energía superficial promueve la diferenciación y activación celular.

En el presente estudio, se realizó un ensayo de proliferación para evaluar la adhesión y  
proliferación de las células MG-63, el cual se visualizó utilizando el método colorimétrico de  
colorante formazano. Las imágenes SEM mostraron que las células de las superficies SOI© estaban 
más diferenciadas y habían proliferado en mayor medida que las de las otras superficies.

La diferenciación osteoblástica estuvo representada por la concentración de ALP, ya que 
la ALP está altamente expresada en la etapa de proliferación del osteoblasto [21-24].  
La mineralización osteoblástica estuvo representada por la cuantificación del mineral  
calcificado teñido con Alizarina Roja S. Alizarina Roja S se une a los depósitos de calcio en  
cultivos celulares, lo cual es útil para la detección de calcificación de la matriz extracelular  
[27-29]. Además, la migración osteoblástica se probó con el ensayo de migración  
celular Transwell®, que mide la movilidad celular hacia un gradiente quimioatrayente [35].  
Aunque el número repetido de experimentos para la adhesión, proliferación, diferenciación y  
mineralización celular no fue estadísticamente suficiente, hubo una tendencia a que la superficie 
SA fuera la menos amigable para los osteoblastos y la superficie SOI® fuera la más amigable para los 
osteoblastos en este estudio.

Di Iorio et al. [16] observaron coágulos de fibrina en las superficies de los implantes, y los  
puntos negros en las imágenes SEM, que se tomaron para indicar la presencia de coágulos de  
fibrina, se contaron automáticamente utilizando un software especial. En el presente estudio, el 
nivel de adhesión plaquetaria se cuantificó mediante la medición de la LDH, que se libera durante la  
lisis de las plaquetas adherentes. El nivel de activación plaquetaria se cuantificó midiendo la  
P-selectina, la glicoproteína de la membrana plaquetaria que se expresa cuando se activan las  
plaquetas. En la prueba de adhesión plaquetaria, la superficie SOI® mostró el valor medio más 
alto, pero sin significación estadística en comparación con la superficie CA. En la prueba de  
activación plaquetaria, la superficie SOI® presentó la mayor activación plaquetaria, con significación  
estadística. Las imágenes SEM también mostraron los mismos resultados, con una red de glóbulos 
rojos y fibrina claramente formada en la superficie del SOI®. La actividad osteoblástica alcanza su  
punto máximo a pH 7,4, una condición débilmente básica, y casi desaparece por debajo de 6,9 [18,19].  
En este experimento, se utilizó un medio débilmente básico para cultivar células MG-63, como 
en la sangre. Aunque el medio de cultivo celular se intercambiaba periódicamente, el pH no  
podía mantenerse constante, ya que se veía afectado por los metabolitos de las células. Además, 
varios errores de laboratorio podrían afectar el pH en experimentos in vitro. Incluso cuando no 
se produce la perforación o la destrucción del hueso, lo que produciría un pH débilmente ácido, 
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un tampón de pH puede ser útil para mantener el pH constante incluso en condiciones in vitro. El 
agente amortiguador del pH parece crear condiciones favorables para la actividad osteoblástica  
al mantener el pH constante o al menos prevenir cambios significativos en el pH, ya que los  
resultados de este experimento mostraron un aumento de la actividad osteoblástica en el grupo 
SOI®. Los iones de calcio también se unen a varias proteínas en solución, manteniendo el pH de la 
solución débilmente básico y funcionando como un tampón de pH. Hay que tener en cuenta que 
los iones de calcio por sí mismos contribuyen a los procesos osteogénicos, pero también puede ser 
importante que la superficie de CA tenga un efecto amortiguador del pH, aunque no sea tan 
eficaz como la superficie SOI®. Además, la adhesión y activación plaquetaria fue significativa-
mente mayor en las superficies de CA y SOI® que en la superficie de SA. La actividad plaquetaria es  
inhibida por la acidosis extracelular y promovida por la alcalosis extracelular [20]. Dado que la acti-
vidad plaquetaria se ve afectada por el pH extracelular, se cree que las plaquetas pueden haberse  
activado en las superficies CA y SOI®, que tienen un efecto amortiguador del pH.

En algunos experimentos, se observaron diferencias significativas entre las superficies CA y SOI®, 
mientras que otros experimentos no mostraron diferencias significativas. Dado que tanto las  
superficies de CA como las de SOI® tienen un efecto amortiguador del pH en la solución  
isotónica, los resultados de los experimentos no parecían ser consistentemente diferentes a menos 
que mostraran un efecto importante sobre la actividad celular. Por el contrario, la superficie SA,  
que no se sumergió en solución y no tuvo ningún efecto amortiguador del pH, mostró resultados 
significativamente inferiores en la mayoría de los experimentos.

Una superficie de SLA® con un agente amortiguador de pH mostró una mayor hidrofilicidad y afini-
dad por las proteínas, las células y las plaquetas que una superficie de SLA® convencional. Dado que el  
número de experimentos realizados no estaba estandarizado y era estadísticamente insuficiente en  
algunos experimentos, es necesario tener precaución al interpretar los resultados. En condiciones  
ácidas después de un procedimiento de perforación, también se espera que la capacidad de  
amortiguación del pH aumente el nivel de ALP, promoviendo la trombogénesis y la actividad osteoblástica. 
Dentro de los límites de este estudio, se puede concluir que esta nueva superficie puede inducir la unión a  
plaquetas, proteínas formadoras de hueso y células más que una superficie SLA® convencional, lo que  
permite lograr una osteointegración estable y rápida. Se deben realizar estudios adicionales para comparar  
directamente una superficie de SLA® con un agente amortiguador de pH con otras superficies  
convencionales con respecto a su seguridad y eficacia en entornos clínicos.
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