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ABSTRACT

Propdsito

El propdsito de éste estudio fue evaluar la efectividad de una superficie convencional arenada con grano
grueso, grabada al 4cido (SLA") recubierta con una solucién tampdn de pH basada en la humectabilidad
de la superficie, la adhesion de proteinas sanguineas, la afinidad osteoblastica y la adhesion vy
activacion plaquetaria.

Métodos

Se prepararon discos e implantes de titanio con superficie de SLA® convencional (SA), superficie de
SLA® en una solucion acuosa de cloruro de calcio (CA) y superficie de SLA” con un agente tampdn de
pH (SOI"). La velocidad de humectacién se midid por el nimero de hilos humedecidos por la sangre
durante un intervalo de tiempo. La adsorcién de albumina sérica se probé mediante el ensayo de acido
bicinconinico y midiendo la intensidad de fluorescencia. También se realizaron ensayos
de actividad osteobldstica (adhesién, proliferacién, diferenciacion, mineralizacién y migracién
osteoblastica) y ensayos de adhesion y activacion plaquetaria.

Resultados

Tanto en la prueba de velocidad de humectacion como en el ensayo de adsorcion de albumina sérica,
la superficie SOI" mostré una velocidad de humectacion significativamente mayor que la superficie SA
(P = 0,000 y P = 0,000, respectivamente). En las pruebas de adhesion, proliferacion, diferenciacion y
mineralizacién osteoblastica, los valores medios de SOI® fueron todos superiores a los de SA y CA.
En las pruebas de migracion osteoblastica, adhesion plaquetaria y activacion, el SOI° también mostrd
valores significativamente mas altos que el AS (p = 0,040, p = 0,000 y p = 0,000, respectivamente).

Conclusiones

El SOI" mostré mayor hidrofilicidad y afinidad por las proteinas, células y plaquetas que el SA.
Dentro de los limites de este estudio, se puede concluir que el recubrimiento de un implan-
te con un agente amortiguador del pH puede inducir la unién de plaquetas, proteinas y células
a la superficie del implante. Se deben realizar mdas estudios para comparar directamente el SOI™
con otras superficies convencionales con respecto a su seguridad y eficacia en entornos clinicos.

Palabras clave

Materiales recubiertos biocompatibles; Implantes dentales; Inmunoanalisis; Propiedades de la superficie.
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INTRODUCCION

El uso de implantes dentales de titanio ha mejorado con respecto a la rdpida osteointegracién y carga protésica,
asi como una mayor tasa de éxito de los implantes. En particular, las modificaciones en la superficie de los im-
plantes han desempefiado un papel importante en estas mejoras [1-6]. Se ha demostrado que las modificacio-
nes topograficas y quimicas de la superficie del implante mejoran |a hidrofilicidad y el contacto hueso-implante
[5,7-9]. Las superficies de implantes arenadas con grano grueso y grabadas al acido (SLA"), que tienen una mi-
croestructura y una macroestructura, han mostrado buenos resultados clinicos en estudios previos [1,2,4,7].

Ademas, se han desarrollado modificaciones quimicas de las superficies de SLA". SLActive® (Straumann®,
Basilea, Suiza) consiste en una superficie de implante de SLA" que se ha sumergido en una solucion isotonica
de cloruro de sodio para evitar la contaminacion por carbono de la atmosfera. Segun un estudio anterior, se
cree que esta superficie promueve la formacion 6sea en etapa temprana [10]. También se ha desarrollado una
superficie de SLA" modificada con calcio activada quimicamente (Osstem Implant Co., Ltd., Busan, Korea); Esta
superficie se sumerge en una solucion de cloruro de calcio en lugar de una solucién de cloruro de sodio. Esta
superficie modificada con calcio mostré un contacto éseo-implante similar al de la superficie SLActive” en un
estudio reciente utilizando un modelo de conejo [11].

Las interacciones con las células sanguineas y las moléculas en la superficie del implante podrian afectar
las propiedades de la superficie [12]. Las proteinas, como los factores de crecimiento y diferenciacion,
son atraidas por las superficies de los implantes hidrofilicos. En muchos estudios, las caracteristicas
bioquimicas de la superficie del implante, como la viabilidad celular, la proliferacién, la unién vy la
diferenciacién, se probaron a través de experimentos in vitro utilizando células o citoquinas, y se
encontrd que estas propiedades influyen en las actividades celulares [12-14].

La formaciéon de un codgulo 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
osteointegracion [15]. Cuando se observaron los codgulos de fibrina en diferentes superficies del implante, se
encontrd una relacion entre la superficie del implante y la extension del codgulo de fibrina [16].

En el proceso de perforacion antes de la colocacién del implante, el tejido dseo sufre un traumatismo
similar a una fractura. El sitio se vuelve relativamente hipodxico y el pH extracelular se vuelve &cido.
En condiciones dcidas, las células estromales de la médula 6sea exhiben baja actividad de fosfata-
sa alcalina (ALP) y baja sintesis de colageno, 2 factores que son importantes en la formacion dsea [17].
Se ha informado que la actividad de ALP disminuyd de un pico a un pH de 7,4 a casi cero por debajo de un
pH de 7,0 [18]. Otro estudio encontré que la actividad de ALP y la sintesis de colageno, asi como la glucdlisis
y la sintesis de ADN de los osteoblastos, también se ven afectadas por las condiciones acidas [19]. Ademas, la
agregacion plaquetaria también se redujo por la acidosis extracelular, mediada por la via de entrada de iones
de calcio [20].

Se investigd la nueva superficie de SLA® activada quimicamente que estd recubierta con una solucion
tampon de pH. Se cree que esta superficie muestra una alta afinidad por las proteinas, las células y las
plaquetas, lo que promueve una coagulacion y trombogénesis sanguineas rapidas y estables. Por lo tanto,
el propdsito de este estudio fue evaluar la efectividad de una superficie de SLA® recubierta con una solucion
tampdn de pH in vitro en comparacion con una superficie de SLA® convencional y una superficie de SLA®
modificada con calcio activada quimicamente en funcién de la humectabilidad de la superficie, la adhesion de
proteinas sanguineas, la afinidad osteoblastica y la adhesion y activacion plaquetaria.
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Figura 1.

Medicion de la humectabilidad de la superficie.

(A) Angulo de contacto entre una gota

de liquido y una superficie solida.

(B) Medicion de la velocidad de humectacion.
Después de 40 segundos, la superficie SOI” mostro la
mayor cantidad de hilos humedecidos por la sangre.
SA: superficie de arenado convencional con grano
grueso, grabada con &cido, CA: superficie grabada
con grano grueso, grabada con acido en solucion
acuosa de cloruro de calcio, SOI”: superficie grabada
con grano grueso, grabada con &cido recubierta con
solucién tampdn de pH.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de discos, implantes y reactivos de titanio

Osstem Implant Co., Ltd. proporciond 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
solucion acuosa de cloruro de calcio (CA, que sirve como grupo de control positivo) y 3) una
superficie de SLA® recubierta con una solucién tampén de pH (SOI®, sirviendo como grupo de prueba).

(Figura 1A). Los valores de Ra de las superficies fueron de 2,5+0,5 um, segun la informacién del fa-
bricante. Los articulos de plastico para cultivos celulares se compraron a Becton-Dickinson Falcon
(Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). El suero fetal bovino (FBS), la tripsina/acido etilendiaminotetraacéti-
co (EDTA), la penicilina y la estreptomicina, y el medio de dguila modificado de Dulbecco (DMEM) se
compraron a HyClone (Salt Lake City, UT, EE. UU.), y la solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
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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, CAy SOI®) para cada prueba.

Medicién de la humectabilidad de la superficie (medicion de la velocidad
de humectacion)

Sangre de oveja efibrinada (MB-51876; MB Cell, Sedl, Corea) se colocd en un plato (didmetro, 10 cm)
a una profundidad de 2-3 cm. Los implantes con superficies SA, CA y SOI° (didmetro, 4,5 mm; longitud,
13 mm) se sumergieron en la sangre hasta 2 mm del dpice (Figura 1B). Se probaron nueve implantes para
cada superficie. Para el calculo de la velocidad de humectacién se conté el nimero de hilos humedecidos
por la sangre en 40 segundos.

Adsorcion de albimina sérica

Ensayo de acido bicinconinico

Se afiadid albimina sérica bovina purificada (BSA, 1 mg/mL, 1 mL) a las superficies de los discos
de titanio. Después de la incubacion a 37 °C durante 1 hora, el plasma no adsorbido se lavo.
Los discos tratados con BSA se eluyeron durante 30 minutos utilizando un tampon de lisis
(0,2% Triton X-100 en PBS, pH 7,4) a 37 °C. Los sobrenadantes se analizaron mediante ensayos
comparativos de acido bicinconinico (BCA) (BCA Protein Assay Kit No. 23227) de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas por el proveedor (Pierce, Rockford, IL, EE. UU.). La deteccién de
proteinas se realizd 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.

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 més fuerte, mientras que la
de la superficie SA fue la méas débil.

FITC: isotiocianato de fluoresceina, BSA: albimina de
suero bovino, SA: superficie convencional arenada
con grano grueso, grabada con acido, CA: superficie
arenada con grano grueso, grabada con acido en
solucién acuosa de cloruro de calcio, SOI*: superficie
arenada con grano grueso, grabada con acido
recubierta con solucién tampdn de pH.
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BSA marcada con isotiocianato de fluresceina (FITC)

Para la prueba de adsorcién de proteinas se utilizd BSA (Sigma) marcada con FITC en PBS. La adsor-
cion se midio mediante intensidad de fluorescencia. Se afiadié albumina sérica conjugada con FITC
para examinar la adsorcion de proteinas plasmaticas por los implantes SA, CA y SOI°. Después de la
incubacion, el exceso de albumina sérica conjugada con FITC se eliminé de las superficies del implan-
te. Tres implantes de cada superficie se trataron con albumina 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).

Observacion de la morfologia osteoblastica

Cultivo celular (cultivo osteoblastico)

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

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

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

Microscopia de barrido laser confocal (CLSM; tincidn celular con inmunofluorescencia)

La morfologia celular y la disposicion 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 continuacion, las células se blo-
quearon en BSA al 7,5% que contenia PBS durante 1 hora. La tincién fluorescente se llevé a cabo con vinculina
y F-actina utilizando Alexa Fluor 488 anti-vinculina (Bioscience, Allentown, PA, EE. UU.) y faloidina fluorescente
anti-tincién 555 (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, EE. UU.), respectivamente. Después de la incubacién durante
la noche a 4 °C, las muestras se observaron con CLSM (LSM 700, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) (Figura 4).

Adhesion osteoblastica

Con un kit de ensayo de proliferacidn celular no adiactiva CellTiter 96" AQueous (Promega), el ensayo de
adhesion celular de las células MG-63 se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Antes del ensayo de adhesion celular, las células se cultivaron en los discos de titanio o en el material
plastico utilizado para el cultivo en 24 placas de pocillos multiples (Becton-Dickinson Falcon) a una den-
sidad de 1x105 células durante 1 hora. Se probaron tres discos de titanio de cada superficie. Después
de retirar y lavar los medios de cultivo, se afiadieron 500 pL 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 6ptica (DO) se leyd a 490 nm.
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Figura 3.

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

MG-63 en cada superficie de implante. La cantidad
de osteoblastos en las superficies CA y SOI°

es mas prominente que en la superficie SA,

y las células en las superficies CA y SOI” parecen
estar mds diferenciadas.

SA: superficie de arenado convencional con grano
grueso, grabada con &cido, CA: superficie arenada
con grano grueso, grabada con acido en solucion
acuosa de cloruro de calcio, SOI*: superficie arenada
con grano grueso, grabada con acido recubierta con
solucion tampdn de pH.

Figura 4.

Imagen de microscopio laser confocal de barrido
(tincidn celular por inmunofluorescencia) tomada 30
minutos después de la incubacion de células MG-63
en cada superficie de implante. El rojo indica tincion
con faloidina, mientras que el verde indica tincién
con vinculina. Se observaron mas células dseas en
las superficies CAy SOI” que en la superficie SA.

SA: superficie de arenado convencional con grano
grueso, grabada con acido, CA: superficie arenada
con grano grueso, grabada con acido en solucion
acuosa de cloruro de calcio, SOI": superficie arenada
con grano grueso, grabada con acido recubierta con
solucion tampdn de pH.
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Proliferacion osteoblastica

Utilizando un kit de ensayo de proliferacién celular no radiactiva CellTiter 96" AQueous, el ensayo de
proliferacion de células MG-63 se realizod de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se
cultivaron en los discos de titanio o en el pldstico de cultivo. Se probaron tres discos de titanio de cada
superficie. Después de un periodo de tiempo, se retiré el medio de cultivo y se combinaron 500 ulL de
la mezcla MTS/PMS/medio en cada pocillo durante 2 horas. Las mediciones colorimétricas del colorante
formazano se realizaron utilizando un dispositivo DTX 880y el DO se leyd a 490 nm.

Diferenciaciéon osteoblastica (actividad de la fosfatasa alcalina)

La actividad de ALP se examind como se describié en estudios previos [21-24], con células MG-63
cultivadas en los discos de titanio o en el plastico de cultivo. Se probaron tres discos de titanio de
cada superficie. El medio osteogénico (que contenia 0,5 uM de dexametasona, 50 pg/mL de acido
L-ascorbicoy 10 mM de B-glicerofosfato) [25,26] se reemplazd cada 2 dias. Después de un periodo
de tiempo, las células se lavaron y se reunieron en un tampon de lisis ALP. Se extrajo la proteina di-
sueltay se incubaron 100 g de proteina con p-NPP utilizando el tampdn de ensayo ALP para medir |a
actividad de ALP en sobrenadantes celulares aislados. El grado de la reaccidn colorimétrica se midio
utilizando un dispositivo DTX 880 para obtener una medida de OD a 405 nm.

Mineralizacion osteoblastica (tincion con rojo de alizarina S)

Las muestras experimentales se tifieron 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
plastico de cultivo. Se probaron tres discos de titanio de cada superficie. El medio osteogénico se reem-
plazé cada 2 dias. Después de un periodo de tiempo, las células se lavaron y luego se fijaron en formalde-
hido al 10% (Junsei, Tokio, Japdn). Las células se tifieron con Alizarina Roja S al 2% a un pH de 4,2 durante
20 minutos. Las células tefiidas se recolectaron utilizando el proceso de recoleccién tipico. El nivel de
absorbancia de Alizarin Red S se midié a 405 nm.

Migracion osteoblastica (ensayo de quimiotaxis: ensayo de migracién
celular Transwell®)

Para la migracion celular, las células MG63 (1x106 células/mL) se suspendieron en un medio DMEM BSA
al 0,1%, y se sembraron 350 plL de suspension celular en las cdmaras superiores de una unidad Transwell®
(tamafio de poro de 8 um, inserto SPL; SPL Life Sciences, Pocheon, Corea) e incubado. Las camaras inferiores
se llenaron con 1 mL de los eluyentes del implante. Después de 2 horas, se retiraron las cdmaras superiores y
se limpio el inserto Transwell® con un aplicador con punta de algoddn. Los insertos se tifieron con violeta de
cresilo al 0,2% vy las células tefiidas se eluyeron con acido citrico. Las mediciones colorimétricas del violeta de
cresilo se realizaron utilizando un dispositivo DTX 880y la DO se leyd a 590 nm. Se probaron nueve discos de
titanio de cada superficie.
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Adhesion plaquetaria

Aislamiento plaquetario (plasma rico en plaquetas)

La sangre se obtuvo mediante puncion cardiaca 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 elabord de acuerdo con la técnica descrita en un articulo anterior [30]. El PRP se incubd con cloruro de calcio
(concentracién final, 5 mM) (Fisher Scientific) a 37 °C durante 10 minutos.

Ensayo de lactato deshidrogenasa

La solucién plaquetaria tenia una concentracién de 1x108 plaquetas/mL en PBS. A esta solucion,
se le agregd cloruro de calcio para obtener una concentracién de 2,5 mM, después de lo cual se agregd
cloruro de magnesio para obtener una concentracién final de 1,0 mM. Después de 30 minutos a 37 °C, la
suspension plagquetaria se colocd sobre los discos de titanio y se dejé adherir durante 1 hora a 37 °C. Se
probaron nueve discos de titanio de cada superficie. La suspensién plaquetaria se enjuagd para eliminar
las plaguetas no adherentes. El nivel de adhesion plagquetaria se cuantificé mediante un ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH). La LDH, que se libera cuando se lisan las plaguetas adherentes, se mididé con un
tampodn Triton-PBS y un ensayo de citotoxicidad no radiactiva CytoTox 96° (Promega). Los métodos notificados
en estudios previos [31, 32] se utilizaron con modificaciones.

Observacion SEM de la red de fibrina

Preparacion de la muestra de sangre para obtener un coagulo de fibrina

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

Preparacion del codgulo de fibrina lavado y observacion SEM

Para prepararse para la observacion SEM, las muestras de coagulos de fibrina se enjuagaron
ligeramente con PBS y luego se fijaron durante 1 hora a temperatura ambiente utilizando un
tampdn de fijacion especial (glutaraldehido al 2,5% disuelto en el tampén 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 completd con
el secado del punto critico del material. Las redes de fibrina adherentes se observaron mediante SEM
(Figura 5).

Activacién plaquetaria

La preparacion de muestras de plaquetas humanas y la incubacién de discos

de titanio

PRP se obtuvo de 3 voluntarios sanos de la manera descrita anteriormente [34]. Como sefialan Park
y Davies [33], los discos de titanio se insertaron de modo que se ajustaran casi a presion en el fondo

de las placas de 24 pocillos. Se probaron nueve discos de titanio de cada superficie. A cada pocillo se
le afiadio un mililitro de PRP. Con el fin de estimular las interacciones entre las superficies y las
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Figura 5.

Imagen de microscopia electrénica de barrido de
redes de fibrina en cada superficie de implante 1
hora después

de la fijacion del coagulo de fibrina. En la superficie
SOI®, se observaron numerosos gldbulos rojos

y la red de fibrina estaba densamente presente por
encima y alrededor de los gldbulos rojos.

SA: superficie de arenado convencional con grano
grueso, grabada con dcido, CA: superficie arenada
con grano grueso, grabada con acido en solucion
acuosa de cloruro de calcio, SOI®: superficie arenada
con grano grueso, grabada con acido recubierta con
solucion tampon de pH.
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plaquetas, la placa se mezclé suavemente a 37 °C. El sobrenadante se pipeted después de 1 hora para
su posterior analisis.

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

Como indice de activacion plaquetaria, se midid la P-selectina, una glicoproteina de la membrana
plaguetaria que se expresa cuando se activan las plaquetas. Los sobrenadantes previamente
preparados se analizaron mediante un ELISA para medir la concentracion de P-selectina soluble.
Todos los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa SPSS version 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).
Los registros de cada experimento se utilizaron para calcular los valores medios y de desviacion
estandar de los hilos por segundo y el DO de los ensayos realizados en las 3 superficies de implante
(SA, CA y SOI®). Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Mann-Whitney (analisis de
varianza no paramétrico) para analizar las diferencias entre las 3 superficies de implante. Se con-
siderd que un valor de P inferior a 0,05 indicaba significacion estadistica. Para algunas pruebas
con n<4, no se pudo realizar un analisis estadistico y solo se presentaron la media y la desviacién estandar.
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RESULTADOS

Mediciones de humectabilidad superficial (mediciones de velocidad
de humectacion)

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

Adsorcion de albumina sérica

Ensayo de BCA

Se afiadid albumina sérica a los discos de titanio con las superficies SA, CA y SOI". La adsorcion
media de albUmina sérica para cada superficie se midié como 0,281, 1,120y 1,287 OD, respectivamente
(Tabla 2). Las diferencias entre la adsorcidn de albumina sérica de las superficies SA y CA fueron estadisti-
camente significativas (P=0,000). Las diferencias entre las superficies SAy SOI° y las de las superficies CA
y SOI° fueron estadisticamente significativas (P=0,000 y P=0,000, respectivamente).

BSA con la etiqueta FITC

La adsorcién media de proteinas medida por la intensidad de fluorescencia para las superficies SA, CA
y SOI° fue de 3.972, 1.599.268 y 3.102.829 pixeles, respectivamente. Los datos se presentan en la Tabla
2. No se pudo realizar un analisis estadistico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de un
tamafio 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 mas bajos y
la superficie SOI" la mas alta.
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Observacion de la morfologia osteoblastica
SEM

Las células MG-63 se incubaron en cada una de las superficies SA, CA'y SOI°. El nimero 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®
parecian estar aun mas diferenciadas.

Tabla 1. Velocidad de humectacion

Tipo de superficie(n=9) SA CA 501

Velocidad (hilos/segundo) 0 0.069+0.005 a) 0.124+0.012 a)

Los valores se presentan como mediatdesviacion estandar.

SA: superficie convencional arenada con grano grueso, grabada al acido, CA: superficie are-
nada con grano grueso, grabada al acido en solucion acuosa de cloruro de calcio, SOI': super-
ficie arenada con grano grueso, grabada al acido recubierta con soluciéon tampon de pH.
a) Diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo SA.

Tabla 2. Adsorcion de albumina sérica

Tipo de superficie(n=9) SA CA 501

BSA (OD) (n=9) 0.281+0.006 | 1.120+0.024 a) 1.287+0.040 a)

BSA (pixel) etiquetado por FITC (n =3) | 3,972+607 1,599,268+119,340 | 3,102,829+72,992

Los valores se presentan como mediatdesviacion estandar.

SA: superficie convencional arenada, de grano grande, grabada al &cido, CA: superficie
arenada con grano grueso, grabada al 4cido en soluciéon acuosa de cloruro de calcio; SOI':
superficie arenada con grano grueso, grabada al 4cido recubierta con solucién tampdn de
pH, OD: densidad optica, FITC: isotiocianato de fluoresceina, BSA: albumina sérica bovina.
a) Diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo SA.

No se observaron diferencias significativas entre las superficies CA y SOI°, pero se estimd que el
numero 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 realizo tincidon por
inmunofluorescencia para la vinculina y la F-actina, que constituyen el citoesqueleto de la célula.
Aligual que en las observaciones SEM, se observaron mas células ¢seas en las superficies CAy SOI
que en la superficie SA (Figura 4).

Adhesion osteoblastica

Las mediciones medias del ensayo de adhesion 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 analisis estadistico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de un tamafio muestral
suficientemente grande; sin embargo, la superficie SA mostrd el valor mas bajo para el ensayo de
adhesion celular.

Proliferacion osteoblastica

Las mediciones medias del ensayo de proliferacién 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 analisis estadistico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de
un tamafio muestral suficientemente grande; la superficie SA mostré el valor mas bajo y la superficie
SOI” mostro el valor mas alto, pero en general, parecié haber poca diferencia entre los grupos.

Diferenciacidon osteoblastica

Las mediciones medias del ensayo de diferenciacién osteoblastica para las superficies SA, CAy
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 analisis estadistico de las diferencias entre los grupos debido a la falta
de un tamafio muestral suficientemente grande; las superficies SA mostraron el valor méas bajo
y la superficie SOI° mostrd el valor mas alto, pero en general, parecié haber poca diferencia
entre los grupos.

Mineralizacion osteoblastica

Las mediciones medias del ensayo de mineralizacién osteoblastica 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 andlisis estadistico de las diferencias entre los grupos debido a la falta de un
tamafio muestral suficientemente grande; sin embargo, las superficies de SA parecieron mostrar el
valor mas bajo para el ensayo de adhesion celular.
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Tabla 3. Adhesion, proliferacidn, diferenciacidn,
mineralizacién y migracion osteoblastica

Tipo de superficie SA CA 501

Adhesion (OD) (n=3) 0.438+0.015 | 0.842+0.028 0.949+0.038
Proliferacion (OD) (n=3) 0.701+0.016 | 0.837+0.027 0.912+0.023
Diferenciacion (OD) (n=3) 0.350+0.010 0.379+0.005 0.385+0.005
Mineralizacion (nM) (n=3) 320.4+23.0 3B82.6+20.1 452.1+28.9
Migracion (OD) (n=9) 0.195+0.013 | 0.195+0.012 0.215+0.018 a)

Los valores se presentan como mediatdesviacion estandar.

SA: superficie arenada convencional, con grano grueso, grabada al acido, CA: superficie arenada
con grano grueso, grabada al dcido en solucidon acuosa de cloruro de calcio, SOI°: superficie arena-
dacon grano grueso, grabada al acido recubierta con solucion tampodn de pH, OD: densidad optica.
a) Diferencia estadisticamente significativa en comparacion con los grupos SA'y CA.

Tabla 4. Adhesion y activacion plaquetaria

Tipo de superficie SA CA 501
Adhesion (OD) (n=9) 0.185+0.016 | 0.255+0.031a) 0.298+0.042 a, b)
Activacion (OD) (n=9) 0.112+0.014 | 0.251=0.024a) 0.414+0.046 a, b)

Los valores se presentan como mediatdesviacion estandar.

SA: superficie de arenado convencional con grano grueso, grabada al acido, CA: superficie arenada
con grano grueso, grabada al dcido en solucidn acuosa de cloruro de calcio, SOI°: superficie arenada
con grano grueso, grabada al 4cido recubierta con solucion tampdn de pH, OD: densidad dptica.
a) Diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo SA.
b) Diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo CA.

Migracion osteoblastica

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 estadisticamente significativa (p=0,931). Sin embargo, la superficie SOI’
mostrd un valor estadisticamente significativo mayor que el grupo SA o el grupo CA (P=0,040 y
P=0,031, respectivamente).
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Adhesion Plaquetaria

Las mediciones medias del ensayo LDH para la adhesién plaquetaria a las superficies SA, CA 'y
SOl 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 estadisticamente significativa (P=0,000). Ademas, la
superficie SOI° mostré un valor estadisticamente significativo mayor que los grupos SA y CA
(P=0,000 y P=0,040, respectivamente).

Observacion SEM de la red de fibrina

Se observo la morfologia de las redes de fibrina adheridas a cada superficie. En las superficies de
los implantes SA, la menor cantidad de gldbulos rojos eran visibles y apenas se observé una red de
fibrina. Por el contrario, un gran numero de glébulos rojos se localizaron en las superficies de CA
y se formo claramente una red de fibrina alrededor de los glébulos rojos. En la superficie del SOI°,
se observaron mas glébulos rojos y una red de fibrina estaba densamente presente por encima vy
alrededor de los glébulos rojos (Figura 5).

Activacion 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 estadisticamente significativa (P=0,000). Las diferencias entre los grupos de superficie
SAy SOI’ y entre los grupos de superficie CA y SOI° también fueron estadisticamente significativas
(P=0,000 y P=0,000, respectivamente).
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DISCUSION

Se probd si una superficie de SLA” recubierta con una solucion tampdn de pH mostraba una mayor
hidrofilicidad y afinidad por las proteinas, las células y las plaguetas 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 dngulo de contacto entre una gota de
liquido y la superficie sélida de un disco plano. En este estudio, |a velocidad de humectacion, que es
el nimero de hilos humedecidos por la sangre, se utilizo para probar indirectamente la humectabili-
dad, ya que los dngulos de contacto de las superficies CAy SOI° eran casi 0°, lo que imposibilitaba la
comparacién entre los grupos utilizando solo el angulo de contacto. De hecho, el uso de la velocidad
de humectacién para evaluar la hidrofilicidad o humectabilidad de la superficie puede no producir
resultados precisos. Sin embargo, optamos por medir la velocidad de humectacion porque la capaci-
dad de atraer sangre ensituaciones clinicas es lo que finalmente queriamos evaluar. En cierto sentido,
esto puede ser una limitaciéon metodoldgica de este experimento, ya que se probaron 2 superficies
con muy alta hidrofilicidad. La velocidad de humectacidn de la superficie SA fue casi 0, mientras que
fue mucho mayor para las superficies CAy SOI’ durante un corto periodo de tiempo. Esencialmente,
la superficie SA parecia ser menos hidréfila que las otras 2 superficies porque era una superficie seca
que no habia estado en contacto con ningun liquido, como se usa en situaciones clinicas. Por esta ra-
z0n, el resultado superior obtenido para el grupo SOI° puede no haberse debido al efecto del agente
tampon en si. Sin embargo, para comparar las superficies de los implantes utilizadas en situaciones
clinicas reales, es razonable utilizar una superficie de SLA® seca en lugar de una superficie de SLA”
sumergida en solucion salina que no sea isoténica. Un estudio previo [10] que comparo la superfi-
cie de SLA® sumergida en una solucién isoténica de NaCl con una superficie de SLA” convencional
también utilizé una superficie seca para su grupo de control.

El grado 6ptimo de hidrofilicidad de la superficie del implante sigue sin estar claro. No esta claro
si la superficie de un implante superhidrofilo es bioldgica y clinicamente superior a una superficie
de implante hidrofilico convencional y, en caso afirmativo, no esta claro [9]. Sin embargo, se cree
que una superficie mas hidrofilica mejora la osteointegracion segun estudios previos in vivo y en
humanos [8,10], ya que produce un mayor contacto entre el hueso y el implante. Ademas, se ha
descubierto que la humectabilidad de la superficie altera las respuestas bioldgicas de las superficies
de los implantes con respecto a la adhesion de proteinas y otras moléculas, asi como las interaccio-
nes celulares [9]. Del mismo modo, en el presente estudio, el grupo SOI° con mayor velocidad de
humectacion también mostro la mayor afinidad por las proteinas y los osteoblastos.

Las propiedades bioguimicas de las superficies de los implantes, como la viabilidad celular, la prolifera-
cion celular, la unién celular y la diferenciacién, se han probado en estudios in vitro anteriores [12-14].
Soares et al. [12] observaron el rendimiento biolégico de superficies de implantes tratadas de manera
diferente. Se evalué la viabilidad celular (actividad mitocondrial), la adhesién celular, la proteina sérica
total y la FA. Las caracteristicas de la superficie del implante pueden determinar la respuesta celular
alrededor del implante, asi como la extensidn de las proteinas adsorbidas en la superficie.
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Martin et al. [13] realizaron analisis de proliferacion celular, sintesis de ADN, actividad de
ALP, sintesis de ARN vy proteinas, y sintesis de proteoglicanos utilizando 5 tipos de superfi-
cies de implantes y células similares a osteoblastos MG63. Ademas, observaron la morfologia y
distribucion de las células cultivadas en cada tipo de superficie. Su estudio demostrd que la
rugosidad de la superficie podria alterar la proliferacién, la diferenciacion y la produccion 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 proteina morfogenética dsea-2 segln la energia superficial de las superficies de los implantes. La
energia superficial parecia ser particularmente importante en las primeras etapas, y se demostré que
una alta energia superficial promueve la diferenciacién y activacién celular.

En el presente estudio, se realizd un ensayo de proliferacién para evaluar la adhesidon vy
proliferacién de las células MG-63, el cual se visualizd utilizando el método colorimétrico de
colorante formazano. Las imagenes SEM mostraron que las células de las superficies SOI® estaban
mas diferenciadas y habian proliferado en mayor medida que las de las otras superficies.

La diferenciacion osteobldstica estuvo representada por la concentracion de ALP, ya que
la ALP estd altamente expresada en la etapa de proliferaciéon del osteoblasto [21-24].
La mineralizacion osteoblastica estuvo representada por la cuantificacion del mineral
calcificado tefiido con Alizarina Roja S. Alizarina Roja S se une a los depdsitos de calcio en
cultivos celulares, lo cual es util para la detecciéon de calcificacion de la matriz extracelular
[27-29]. Ademas, la migracion osteoblastica se probd con el ensayo de migracion
celular Transwell®, que mide la movilidad celular hacia un gradiente quimioatrayente [35].
Aungue el numero repetido de experimentos para la adhesion, proliferacién, diferenciacion y
mineralizacion celular no fue estadisticamente suficiente, hubo una tendencia a que la superficie
SA fuera la menos amigable para los osteoblastos y la superficie SOI” fuera la mas amigable para los
osteoblastos en este estudio.

Di lorio et al. [16] observaron codgulos de fibrina en las superficies de los implantes, y los
puntos negros en las imagenes SEM, que se tomaron para indicar la presencia de codgulos de
fibrina, se contaron automaticamente utilizando un software especial. En el presente estudio, el
nivel de adhesién plaquetaria se cuantificd mediante la medicion de la LDH, que se libera durante la
lisis de las plaquetas adherentes. El nivel de activacion plaquetaria se cuantifico midiendo la
P-selectina, la glicoproteina de la membrana plaquetaria que se expresa cuando se activan las
plaguetas. En la prueba de adhesion plaquetaria, la superficie SOI” mostrd el valor medio mas
alto, pero sin significacion estadistica en comparacion con la superficie CA. En la prueba de
activacion plaquetaria, la superficie SOI” presentd la mayor activacion plaquetaria, con significacion
estadistica. Las imdgenes SEM también mostraron los mismos resultados, con una red de gldbulos
rojos vy fibrina claramente formada en la superficie del SOI". La actividad osteoblastica alcanza su
puntomaximoapH 7,4, unacondicion débilmente basica, y casi desaparece por debajode 6,9[18,19].
En este experimento, se utilizé un medio débilmente bdsico para cultivar células MG-63, como
en la sangre. Aunque el medio de cultivo celular se intercambiaba periddicamente, el pH no
podia mantenerse constante, ya que se veia afectado por los metabolitos de las células. Ademas,
varios errores de laboratorio podrian afectar el pH en experimentos in vitro. Incluso cuando no
se produce la perforacion o la destruccion del hueso, lo que produciria un pH débilmente &cido,
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un tampdn de pH puede ser Util para mantener el pH constante incluso en condiciones in vitro. El
agente amortiguador del pH parece crear condiciones favorables para la actividad osteoblastica
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 osteoblastica en el grupo
SOI”. Los iones de calcio también se unen a varias proteinas en solucion, manteniendo el pH de la
solucion débilmente basico y funcionando como un tampdn de pH. Hay que tener en cuenta que
los iones de calcio por si 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°. Ademas, la adhesidn y activacion 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 CAy 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 solucién
isotonica, los resultados de los experimentos no parecian ser consistentemente diferentes a menos
gue mostraran un efecto importante sobre la actividad celular. Por el contrario, la superficie SA,
gue no se sumergié en solucion y no tuvo ningun efecto amortiguador del pH, mostré resultados
significativamente inferiores en la mayoria de los experimentos.

Una superficie de SLA” con un agente amortiguador de pH mostré una mayor hidrofilicidad y afini-
dad por las proteinas, las células y las plaguetas que una superficie de SLA" convencional. Dado que el
nimero de experimentos realizados no estaba estandarizado y era estadisticamente insuficiente en
algunos experimentos, es necesario tener precaucion al interpretar los resultados. En condiciones
acidas después de un procedimiento de perforacion, también se espera que la capacidad de
amortiguacion del pHaumente el nivel de ALP, promoviendo la trombogénesisy la actividad osteoblastica.
Dentro de los limites de este estudio, se puede concluir que esta nueva superficie puede inducir la unién a
plaquetas, proteinas formadoras de hueso y células mas que una superficie SLA” convencional, lo que
permite lograr una osteointegracion estable y rapida. Se deben realizar estudios adicionales paracomparar
directamente una superficie de SLA® con un agente amortiguador de pH con otras superficies
convencionales con respecto a su seguridad y eficacia en entornos clinicos.
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