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1. Introduccion.

1.1. Tejido 6seo. Composicion y funciones.

1.1.1. Matriz 6sea.

La matriz del tejido dseo tiene la peculiaridad que se encuentra mineralizada.
Esta matriz es desde un punto de vista metabdlico activa y estd compuesta por dos
fases principales a escala microscépica: por un lado una fase mineral (65%) y otra fase

organica (35%).

La fase mineral estd formada por iones de fosfato calcico depositados en
forma de cristales de hidroxiapatita que se encuentran entre las fibras de colageno tipo
I. En la fase organica encontramos fibras de colageno tipo 1 orientadas en una
direccion preferencial (90% de la proteina total), proteinas no colagénicas,

glucoaminoglicanos y lipidos (Tabla 1.1.) (1).

La matriz dsea es la responsable de las propiedades biomecéanicas del hueso.
Las fibras de colageno proporcionan flexibilidad y resistencia a la tension mientras

que las sales minerales confieren dureza, rigidez y resistencia a la compresion.

a) FASE ORGANICA

- Coléageno: el colageno tipo I es la molécula que forma la estructura bésica de
la red de fibras de la matriz dsea. Se trata de una molécula formada por dos

cadenas al estructuralmente iguales pero genéticamente distintas y una
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cadena o2 (2). El coldgeno tipo 1 es sintetizado por los osteoblastos,
odontoblastos y fibroblastos y es secretado como procoladgeno que es la
molécula precursora caracterizada por la presencia de extensiones peptidicas
amino y carboxiterminales. Antes de que las moléculas de coldgeno se unan
para formar la triple hélice, las dos regiones terminales sufren una reaccion

proteolitica provocando su liberacion (3).

- Osteocalcina (bone Gla-protein): es una pequefia proteina de 49 aminoéacidos,
especifica del tejido éseo y la dentina, que constituye el 20% de las proteinas
no colagenas presentes en la matriz 6sea. Se caracteriza por la presencia de un
aminodcido derivado de una modificacion postraduccional, vitamina K
dependiente, del acido glutamico, llamado &cido carboxiglutdmico (gla). La
biosintesis de la osteocalcina es dependiente de la vitamina K y es estimulada
por la presencia de la vitamina D. En presencia de concentraciones
fisioldgicas de calcio, los residuos de acido carboxiglutdmico proporcionan un
cambio conformacional a la molécula que promueve la unién de la
osteocalcina con la hidroxiapatita favoreciéndose la formacién 6Gsea y su
posterior mineralizacion (4). La osteocalcina sintetizada se queda
mayoritariamente incorporada a la matriz dsea debido a su capacidad de unién
al calcio y a la hidroxiapatita, pero una fraccion de ésta es liberada a la sangre
siendo su determinacién bioquimica un buen indicador de indice de formacion

6sea (5).

- Osteonectina: es una glicoproteina con un peso molecular en torno a los 6000
kD, se identifica por la presencia de residuos de carboxiglutamato que tienen
afinidad por el calcio y una fuerte avidez por la hidroxiapatita sin cristalizar.

Ademas tiene gran afinidad por el colageno tipo I. Por todo ello se cree que
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interviene en la regulacion de la adhesion celular entre la matriz y las células,

en el hueso es necesaria para la mineralizacion normal.

- Fosfatasa alcalina: es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de
ésteres fosforicos, necesario para la mineralizacion. Existen varias isoenzimas
y, entre ellas la 6sea, que se han considerado un buen marcador de la actividad
osteoblastica.

- Proteoglicanos: es un grupo de macromoléculas asociadas a la superficie
celular, compuestas por una proteina central a la que se adhieren cadenas de
glucoaminoglicanos. Su funcién es servir como receptor de membrana y

unirse al colageno de la matriz extracelular.

PROTEINAS Fibras de colageno Tipo I (90%) y V (3%)
COLAGENICAS
PROTEINAS NO Proteoglicanos Condroitin sulfato
COLAGENICAS Decorina,
Biglicano
Hialuronato

Proteinas con acido | Osteocalcina

carboxiglutamico Proteinas de la matriz con &cido carboxiglutdmico

Glucoproteinas Osteonectina

Fosfatasa alcalina

Proteinas con el tripéptido RGD

(Fibronectina,  trombospondina,  osteopontina,

vitronectina, sialoproteinas 6seas)

Proteinas del plasma Alblmina

Alfa 2-SH-glicoproteina

Factores de crecimiento IGF-1y II (insulin growth factor I — 1)
TGF-B (transforming growth factor — j)
PDGF (platelet derived growth factor)

Tabla 1.1. Proteinas de la fase orgénica de la matriz dsea.
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b) FASE INORGANICA

La matriz dsea contiene abundantes sales minerales depositadas en forma de
cristales de hidroxiapatita o fosfato tricalcico, ademés de carbonato célcico en menor
cantidad. Todas estas sales se depositan en una reticula formada por las fibras de
colageno que tienen una estructura fibrosa tipica cuyo didmetro varia entre 100 y 200
pm. Esta reticula es el sustrato en el que se depositan los minerales. La formacién de
los cristales de hidroxiapatita esta regulada por los osteoblastos. Cuando el hueso va
madurando los cristales minerales incrementan en tamafio hasta formar la estructura
totalmente rigida que constituye el hueso mineralizado. ESs un proceso ordenado,

tiempo-dependiente, modulado por las células, se realiza a razén de 1-2 um/ | dia (6).
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1.1.2. Células 6seas.

a) OSTEOBLASTOS

Son células grandes (20-30 um) responsables de la formacion dsea y del
mantenimiento de la arquitectura esquelética. Su funcion principal es la sintesis y
deposicion de las proteinas de la matriz osteoide (Figura 1.1.). Los osteoblastos son
células con nucleos redondos y citoplasma basofilo, normalmente se encuentran en las
superficies Oseas (periostio y endostio) formando una Unica monocapa de células
adherentes. En las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica los
osteoblastos activos presentan las caracteristicas de una célula secretora con un
prominente complejo de Golgi y una gran cantidad de cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso. Son células polarizadas que presentan el ndcleo celular en
posicion distal respecto la superficie celular, ademas poseen regiones especializadas
de la membrana plasmatica modificada para el trafico y la secrecion vesicular y para
establecer uniones con los osteoblastos adyacentes (Figura 1.1). Su membrana
plasmatica se caracteriza por ser rica en fosfatasa alcalina y por poseer receptores
para la hormona paratiroidea (PTH), esteroideos, estrdgenos y 1,25-dihidroxivitamina
D3 (vitamina D). Los osteoblastos estan separados de la matriz 6sea mineralizada por

una fina capa de matriz no mineralizada (7).

11
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OSTEOBLASTO

osteoide

matriz 6sea calcificada

Figura 1.1. Osteoblasto.

Los osteoblastos regulan la diferenciacion y actividad de los osteoclastos. De
esta manera, los osteoblastos, en conjunto con los osteoclastos, juegan un papel

importante en el recambio y remodelado éseo y en la homeostasis del calcio.

Los osteoblastos derivan de células progenitoras de origen mesenquimal
localizadas en la superficie del periostio y en el estroma de la médula dsea. Las células
mesenquimales progenitoras tienen la posibilidad de diferenciarse a mioblastos,
fibroblastos, adipocitos, condrocitos u osteoblastos en funcion de los factores de

crecimiento o diferenciacion que intervengan durante su desarrollo (8).

Los osteoblastos son células especializadas que no estan diferenciadas
terminalmente. Durante el proceso de formacion 6sea los osteoblastos pueden quedar

embebidos en la matriz 6sea donde se diferencian hacia un estadio maduro dando

12
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lugar a los osteocitos. Otro posible destino de las células del linaje de los osteoblastos
es convertirse en células de revestimiento (células del endostio) las cuales a través de
la secrecion de factores locales parecen desarrollar un importante papel en el control y
remodelado 6seo. Por Gltimo, la vida media de los osteoblastos humanos es de una a
diez semanas, al término de las cuales pueden desaparecer por mecanismos de
apoptosis, transformarse en células limitantes o de revestimiento (bone lining cells) o
en osteocitos (15 %) (9).

La proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos se produce bajo la
influencia de un gran nimero de factores de trascripcién, factores de crecimiento y
hormonas. El factor de trascripcion Cbfa/Runx-2 es especifico de osteoblasto y es
imprescindible para la diferenciacion de los osteoblastos actuando en las fases
tempranas (10).

b) OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos son las células encargadas de la resorcion ésea. Normalmente

se encuentran en las superficies 6seas de gran actividad de remodelado.

Los osteoclastos son células grandes, multinucleadas (entre 4-20 ndcleos), de
citoplasma aciddfilo y ricas en anhidrasa carbonica y fosfatasa acida resistente al
tartrato (TRAP). Tienen un area de la membrana plasmética especializada conocida
como rubber border que puede considerarse como un lisosoma extracelular
especializado. Esta area estd formada por invaginaciones que tienen un intimo
contacto con la superficie 6sea. La resorcion tiene lugar en la zona que queda sellada
entre el borde en cepillo y la superficie dsea llamada laguna de Howship. Los enzimas
lisosomales (fosfatasa &cida y colagenasa) se secretan a través del borde en cepillo a la
laguna de Howship donde las bombas de protones presentes en la membrana

13
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citoplasmética de las invaginaciones crean un ambiente &cido que disuelve los

constituyentes de la matriz sea.

Los osteoclastos derivan de células hematopoyéticas mononucleares de la
meédula 6sea, concretamente las células formadoras de granulocitos y macréfagos. Los
precursores osteoclasticos mononucleares circulan por la sangre y proliferan en la
superficie del endostio, se fusionan formando células multinucleares, forman el borde

en cepillo y producen la resorcién.

El osteoclasto es una célula madvil que después de producir acidos y enzimas
lisosomales en la laguna se desplaza a través de la superficie del hueso para resorber

en otro lugar y finalmente desaparece de la zona por un proceso de apoptosis.

En la regulacion de la diferenciacion y la actividad osteocléstica intervienen
un gran namero de factores que actGan principalmente a través de los receptores de los
osteoclastos. Entre ellos encontramos al receptor activador del factor nuclear kappa B
que tiene un papel muy importante en la transduccion de la sefial de diferenciacion y

activacion de los osteoclastos al unirse a su ligando especifico (11).

¢) OSTEOCITOS

Forman el 90% de las células 6seas. Los osteocitos derivan de los osteoblastos
gue permanecen atrapados en la matriz mineralizada que ellos mismos han secretado
activamente. Estudios recientes han profundizado en el mecanismo por el cual el
osteoblasto da lugar al osteocito, siendo un proceso ain no del todo conocido, aunque
si se ha observado que algunos cambios en las propiedades de motilidad de los

osteoblastos pueden ser la llave para la transicion de estos a osteocitos y quedan

14
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reflejados en la alteracion de la expresion de varias moléculas involucradas en las
funciones del citoesqueleto (12). Actualmente se sabe que estas moléculas
involucradas estan controlados por los genes pertenecientes a la familia Hegedhog,
ademés de ser esencial el factor de transcripcion CBfa-1 (core-binding factor a-1,
también llamado Runx2) y las proteinas morfogenéticas Gseas (BMPs), que
constituyen los reguladores méas potentes de la diferenciacion osteoblastica desde las
células mesenquimales pluripotenciales (7).

Autores como Rutishauser y Majno (13) describen dos etapas en la vida del
osteocito, una etapa temprana (osteocito joven) en la cual la célula es de pequefio
tamafio, residente en la matriz osteoide y no expresaba la fosfatasa alcalina, y otra
etapa tardia (osteocito maduro) en la que la célula era ya de mayor tamafio, re-
expresaba la fosfatasa alcalina y estaba embebida mas profundamente dentro del
hueso mineralizado. Esta definicion ha sido revisada actualmente para afiadir una
nueva etapa de diferenciacién: dependiendo con su localizacion espacial y expresion
gendmica, estas células se dividen en osteoides y osteocitos maduros. Este osteoide, u
osteocito joven, se caracteriza por una relativa proximidad al endostio (y posiblemente
al periostio). No se sabe exactamente si ambas etapas del osteocito presentan
diferentes funciones biolégicas o si por el contrario en ambas trabajan como

mecanosensores Yy reguladores esqueléticos (14).

El osteocito maduro degenera dejando una laguna dentro del tejido 6seo
mineralizado. Las lagunas se comunican unas con otras para el aporte metabélico por
medio de conductos calcoforos o canaliculos; estos conductos llegan finalmente a la
superficie del tejido, donde hay vasos sanguineos de tipo capilar. En el espesor del
tejido no hay vasos sanguineos; por el interior no circula sangre sino liquido tisular.
La unidad bésica del hueso compacto es la osteona (Figura 1.2) o sistema de Havers,

que se compone de cuatro partes:
15
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- Las laminillas son anillos concéntricos de matriz que constan de sales
minerales (principalmente calcio y fosfatos) que confieren dureza al hueso, y
fibras de colageno, que proporcionan resistencia.

- Las lagunas son espacios pequefios entre las laminillas donde se alojan células
Oseas maduras, los osteocitos.

- Desde las lagunas se proyectan los canaliculos, redes de diminutos conductos
que contiene las prolongaciones de los osteocitos. Los canaliculos sirven
como ruta para que los nutrientes lleguen a los osteocitos y los desechos se
extraigan de dichas células.

- Conducto de Havers, el cual contiene vasos sanguineos y nervios.

Osteona  — %

Conducto de I,#"'

Havers

Canaliculos

Osteocito

Figura 1.2. Osteona o sistema de Havers.
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d) CELULAS OSTEOGENAS

Son células madre no especializadas que se derivan del mesénquima (de donde
derivan todos los tejidos de tipo conectivo). Son las Unicas células Gseas con
capacidad de division, las células hijas resultantes se transforman en osteoblastos. Las
células ostedgenas se localizan en la porcion interna del periostio (vaina resistente de
tejido conectivo denso e irregular, que rodea la superficie 6sea que no esta cubierta
por cartilago articular), en el endostio (membrana que contiene células formadoras de
hueso y recubre la cavidad medular) y en los conductos internos de los huesos que

contienen vasos sanguineos (15).

17
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1.1.3. Citoesqueleto.

El citoesqueleto se encuentra en las células eucariotas, células complejas que
tienen que organizar sus organulos, mover vesiculas por su citoplasma, incluso
moverse ellas mismas. Este tipo de funciones son realizadas gracias a este armazon
intermolecular, responsable del mantenimiento de la forma celular, del movimiento de
la célula y del mantenimiento de la posicién y movimiento de las distintas estructuras
celulares. Estas funciones se llevan a cabo mediante tres tipos de filamentos
fundamentalmente: microfilamentos, filamentos intermedios y microtibulos (Figura
1.3) (16).

<)
I
| ——
25 pr Sam
FILAMENTOS
ACTINA MICROTUBULOS INTERMEDIOS

Figura 1.3. Filamentos del citoesqueleto.

18



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

Cada tipo de filamento estd especializado en distintas funciones pero
presentan una serie de caracteristicas comunes, como son su estructura proteica y su
asociacion a otras proteinas. Los componentes del citoesqueleto son estructuras muy
dindmicas, ya que intervienen en el transporte de estructuras celulares y de las propias
células, pero en el caso de los filamentos intermedios no se produce una

polimerizacion y despolimerizacion como en los microtubulos y microfilamentos.

Debido al gran nimero de proteinas accesorias de los filamentos del

citoesqueleto que se van descubriendo, el estudio del mismo entrafia cierta dificultad.

El citoesqueleto presenta una serie de funciones fundamentales como son:

1. Control de la posicion de las estructuras intracelulares: los organulos no estan
libres en el citoplasma, sino que estdn unidos a los filamentos del
citoesqueleto, principalmente a los microtdbulos y proteinas asociadas,

aunque aparecen otros filamentos.

2. Control de la forma celular: van a intervenir los tres tipos de filamentos del
citoesqueleto, pero los filamentos intermedios van a provocar cierta
estabilidad y resistencia mecanica. En la mayoria de las células hay una
densidad mayor de filamentos de actina en la periferia celular. Estos
filamentos de actina de la capa situada bajo la membrana plasmatica
determinan el denominado cortex celular. Son los responsables de la forma y
el movimiento de la superficie de la célula. Asi, dependiendo de su union
entre si y a la membrana plasmatica, las estructuras de actina pueden formar
proyecciones de la superficie de la célula extraordinariamente variadas. Estas
incluyen haces puntiaguados como las microvellosidades o filopodios, velos

emergentes y alargados llamados lamelipodios que ayudan a las células a
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desplazarse sobre sustratos solidos, y las evaginaciones fagociticas de los
macréfagos.

Si las clasificamos segun su dinamismo podemos decir que unas son
rigidas, como las microvellosidades, y que otras son dindmicas, como los

pseudodpodos, filopodios, lamelipodios, fibras de estrés.

3. Control transmembrana de la organizacién intracelular: ciertas sefales
extracelulares pueden unirse a receptores de la membrana plasmatica y
generar en ese punto una sefial, que como consecuencia de ella se produzcan
cambios en la organizacién intracelular (variacién de la posicion de los

organulos, etc.).

4. Movimientos celulares: en el desarrollo de esta funcion vital van a intervenir
los tres tipos de filamentos del citoesqueleto, en mayor o menor medida. Los

tipos de movimientos que la célula desarrolla podemos dividirlos en:

a. Movimientos ciliares: este tipo de movimiento esta Ilevado a cabo por
los microtdbulos, ya que son este tipo de filamentos los que
componen las estructuras de los cilios y de los flagelos, que
estructuralmente son iguales, sélo que varia la longitud final y el

namero de veces que se repite la estructura.

b. Movimientos de células en cultivo: las células en cultivo en muchos
casos presentan alteraciones en la membrana plasméatica o
modificaciones en la disposicion de los filamentos. Pueden existir
fibras de estrés, que son haces de actina que aparecen en la zona de la
celula por la que se pega al frasco de cultivo. Asi mismo, encontramos

acumulacion de fibras de actina en el cortex celular, justo debajo de la
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membrana plasmética. También encontramos filopodios (estructuras
alargadas parecidas a las microvellosidades, aunque mas largas,
delgadas y dinamicas que éstas), microespiculas (parecidas a los
filopodios pero mas cortas), lamelipodios (estructuras en forma de
lamina, formadas por una red octogonal de filamentos de actina
entrecruzados, que permiten a la célula extenderse a través de una

superficie sélida) y pseuddpodos (prolongaciones de forma vesicular).

Movimientos por quimiotaxis: en general, un tactismo es un
movimiento de la célula en respuesta a un excitante exterior, en el
caso del quimiotactismo, en respuesta a sefiales quimicas. El tactismo
es positivo cuando el movimiento se realiza en direccién al excitante,

y negativo en el caso contrario.

Ahora nos centraremos en describir cada tipo de los tres tipos de filamentos

fundamentales del citoesqueleto por separado, mas en profundidad.

El citoesqueleto de actina es una red dindmica de polimeros de actina y gran

variedad de proteinas asociadas. La molécula de actina tiene un peso molecular de

41,736 kD y es un Unico polipéptido de 375 aminoécidos asociado muy intimamente

con una molécula de ATP.

Sus principales funciones fisiologicas estdn relacionadas con la motilidad

celular y los cambios de forma de la célula durante el ciclo celular, mantenimiento de

la forma y superficie celular. También participa en la organizacion del citoplasma para

generar fuerzas mecénicas dentro de la célula en respuesta a diversas sefiales

extracelulares, es esencial para algunas actividades contréactiles y controla las

interacciones celulares, la adhesion molecular, y el transporte intracelular (17).
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Los filamentos intermedios son moléculas polipeptidicas de forma
helicoidal con tres porciones que se despliegan. Poseen 310 aminoécidos y
miden 48 pm de longitud. Cada molécula se une a otra similar dando lugar a un
dimero. La unién antiparalela de dos dimeros forma un tetramero. El dimero tendria
un grosor de 1,5 um y el tetrdmero, el doble. El ensamblaje-desensamblaje de los
filamentos intermedios tiene lugar mediante fosforilacion. No estd clara la
existencia de un centro organizador de filamentos intermedios, bien sea comun o
especifico para cada una de las proteinas. Se conoce la existencia de proteinas
asociadas a filamentos intermedios (IFAP) que pueden unir unos filamentos con
otros entre si o filamentos intermedios a microtibulos mediante las proteinas

asociadas de estos.

Los filamentos intermedios son muy resistentes y se encargan del
mantenimiento de la forma celular, tienen ademas una funcién mecéanica que actla

también como respuesta al estrés celular.

Actualmente existe una nueva clasificacién de filamentos intermedios, que
los divide en seis categorias segin su homologia de secuencia, su estructura génica y

sus propiedades de ensamblaje (18):

- TIPO I Incluye las citoqueratinas &cidas. Son un grupo de proteinas que
forman el citoesqueleto de los filamentos intermedios en las células epiteliales
de vertebrados, asi como de anejos cutaneos (pelo y ufias). Su peso molecular
esta entre 40-60 kD. Tienen un punto isoeléctrico (pl) menor a 5,7, es &cido.

Estan incluidas desde la citoqueratina 9 a la 20.
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- TIPO II: Incluye las citoqueratinas basicas. Son diferentes a las de tipo | en
caracteristicas de indole bioquimica, inmune, funcional (en cuanto a capacidad
de formacién de filamentos) y segin su homologia de secuencia. Su peso
molecular es mayor que las de tipo I, entre 50-70 kD. Su pl es superior a 7, es
basico. Aqui estan englobadas desde la citoqueratina 1 a la 8.

- TIPO IlI: es un grupo bastante heterogéneo, incluyendo a los filamentos de

vimentina, de desmina, a los gliofilamentos y a la periferina.

- TIPO 1IV: Engloba los neurofilamentos y la a-internexina. Esta Ultima se
encuentra en el sistema nervioso central y tiene un peso molecular de 57-150
kD.

- TIPO V: Aqui se engloban las lamininas nucleares.

- TIPO VI: Incluye la proteina nestina. Esta implicada en el crecimiento axonal
en su grosor. Su peso molecular es de 66 kD. También estarian incluidas otras

como la sinemina, la paranemina y la tanabina.

Los microttbulos son tubos cilindricos de un didmetro cercano a 25 pm.
Actian como un andamio para determinar la forma de la célula y en una amplia
variedad de movimientos de las estructuras intracelulares, tales como el transporte

intracelular de organelos y vesiculas y la separacion de las cromatidas en la mitosis.
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Los microtUbulos estan construidos por unidades de proteinas globulares
llamadas tubulinas (55 kD). Dos de estas tubulinas se asocian en un dimero: o-
tubulina y B-tubulina. Son los dimeros de tubulinas los que se unen para formar los
microtbulos. Este proceso se llama polimerizacion o ensamble. Cada subunidad del
dimero posee una molécula de GTP. El sitio que ocupa el GTP en la a-tubulina esta en
el centro del dimero y en la B-tubulina se encuentra cerca de la periferia: este GTP es
susceptible de poder hidrolizarse, dando GDP y luego ser intercambiado por otro GTP.
Este comportamiento de la subunidad § permite que los dimeros puedan afadirse a
microtubulos prexistentes por su extremo  con GTP. Una vez dentro del microttbulo,
ocurre la hidrélisis del GTP en la subunidad B, lo cual debilita la unién con otros
dimeros favoreciendo la desorganizacién del microtibulo, fendmeno conocido como
despolimerizacion o desensamble. El extremo de adicion de dimeros suele llamarse
extremo + del microtibulo. En el extremo — ocurre el desensamble. Asi, los
microtibulos tienen un comportamiento Ilamado inestabilidad dinamica, por el cual

alternan ciclos de alargamiento y acortamiento.
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1.1.4. Remodelacién osea.

El hueso esta sometido a un proceso continuo de renovacion que se conoce
con el nombre de remodelacion dsea. Este proceso se lleva a cabo mediante la
destruccion por los osteoclastos de pequefias unidades microscOpicas de tejido
denominadas unidades de remodelacién 6sea (bone remodeling units) (19) o unidades
basicas multicelulares, que posteriormente seran sustituidas por tejido 6seo nuevo
formado por los osteoblastos. El proceso comienza con la fase de activacion, durante
la cual acuden a un determinado foco los precursores de los osteoclastos que al
transformarse en osteoclastos maduros comienzan a reabsorber hueso. En ese
momento estamos en la fase de resorcion, en la que se va labrando una cavidad
tuneliforme en el hueso cortical, llamado cono de apertura, o una zona lacunar en el
trabecular, denominada laguna de Howship. Tras la fase de inversién, periodo de
aparente inactividad, los osteoblastos rellenaran esa zona con tejido dseo neoformado.
Inicialmente los osteoblastos forman la matriz osteoide, que se mineraliza unos 15

dias después, proceso conocido como fase de formacion (20).

El proceso de remodelacion se lleva a cabo en las superficies o6seas,
fundamentalmente en la endostal. En condiciones normales, el 75% de las superficies
del hueso trabecular y alrededor del 95% del cortical se encuentran en reposo. El
balance 6seo es la diferencia entre la cantidad de hueso que se destruye y la que se
forma en cada una de las unidades de remodelacion dsea, siendo su valor igual a cero
hasta los 30-40 afios, y de aproximadamente —3% a partir de esta edad. La velocidad
de renovacién ésea, o lo que es lo mismo, el volumen de hueso renovado por unidad
de tiempo, se conoce con el término de recambio déseo (turnover). Cuando las
unidades de remodelacién 6sea se encuentran en equilibrio negativo, un aumento de su

namero, y por lo tanto, del recambio, supone un incremento en las pérdidas Oseas
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totales. Cuando hay una adecuada coordinacion temporal y espacial entre la activacion
de los osteoblastos y los osteoclastos se dice que existe acoplamiento entre ambos
(22).

En el ciclo de renovacion Gsea debemos distinguir cuatro fases: activacion,
resorcion, inversion y formacion. La activacion comienza con el reclutamiento de los
preosteoclastos, los cuales proliferan, se diferencian y se fusionan, para formar las
grandes células multinucleadas que constituyen los osteoclastos maduros. El
fendmeno de activacion es consecuencia de la intervencion de una serie de sefiales
todavia no bien conocidas, entre las que deben figurar cambios en las fuerzas
mecanicas locales, cambios en la situacion endocrinoldgica general del individuo y
cambios en la propia estructura dsea surgidos como consecuencia del envejecimiento

o del sufrimiento de un dafo.

Antes de que comience la fase de resorcidn, los osteoclastos deben fijarse al
hueso. Para ello, los osteoblastos de revestimiento se retraen dejando huecos a través
de los cuales pasan los osteoclastos. Tras establecer contacto con la matriz dsea, las
células osteoclasticas se fijan al hueso gracias a la afinidad de una integrina presente
en la superficie de determinadas proteinas de la matriz Gsea (vitronectina,
fibronectina). Tal union se sigue de la activacion en el osteoclasto de la quinasa p60c-
src, molécula que interviene en la organizacion del citoesqueleto del osteoclasto, lo
que permite a estas células adoptar la tipica configuracion que caracteriza al
osteoclasto activo, con el borde rugoso, y un anillo rico en filamentos de actina que
rodea a la zona rugosa, y que al unirse a la matriz, sella el espacio que queda entre

ambas (zona rugosa del osteoclasto y matriz), aislandolo del microambiente 6seo.

Tras fijarse a las superficies dseas, los osteoclastos maduros comienzan a

resorber hueso. EI mecanismo principal de disoluciéon del componente mineral, que
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precede al de las fibras colagenas, esta mediado por la secrecion de hidrogeniones (H")
a la zona sellada a través de un mecanismo de transporte activo ATPasa-dependiente.
Los H* proceden de la transformacion previa de CO, y H,0 en CO3H,, gracias a la
accion de la anhidrasa carbdnica, enzima presente en los osteoclastos. La secrecion de
H" facilita la disolucion del cristal de hidroxiapatita y, ademas, crea las condiciones de
pH idoneas (pH 4,5) para que actlen las enzimas lisosomales que disuelven la matriz
orgénica. La méas importante de ellas es la catepsina K, aunque también colaboran en
este proceso otras proteinasas como las metaloproteinasas 2, 9 y 13 que se encuentran
enterradas en la matriz, por lo que también se las conoce con el nombre de matrixinas.
Las sustancias liberadas del hueso pasan al interior del osteoclasto, que las procesa.

Tras finalizar su actuacién, los osteoclastos desaparecen por apoptosis (20,21).

Una vez finalizado el fendmeno de resorcion, la superficie dsea queda libre de
células, excepto por la presencia de unos pocos fagocitos mononucleares cuya estirpe
se ha venido considerando macrofagica, aunque podria ser osteoblastica, y que,
ademas de limpiar la cavidad, tiene la funcidn de formar la linea de cementacion sobre
la que se depositara el hueso nuevo. Es la fase de inversion durante la cual
probablemente se establecen sefiales que reclutan osteoblastos. Tras este periodo de
aparente inactividad van llegando al hueso los precursores de los osteoblastos que
proliferan y se diferencian a osteoblastos maduros llenando con nuevo tejido 6seo el
hueco previamente labrado por los osteoclastos. No se conocen con exactitud los
mecanismos intimos que determinan el acoplamiento entre los osteoblastos y los
osteoclastos, aunque se cree que intervienen algunos factores de crecimiento que,
enterrados en la matriz 6sea al formarse la misma, son liberados desde ella cuando es
destruida. Se desarrolla asi la cuarta fase o de formacioén en la que los osteoblastos
sintetizan y depositan la matriz osteoide que posteriormente se mineralizard. Se
considera que aproximadamente la mitad de los osteoblastos formadores de hueso

mueren por apoptosis. La otra mitad, o bien se transforma en osteoblastos de
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superficie (células de recubrimiento) recubriendo el hueso recién formado, o bien, a

medida que forman hueso, quedan enterrados en él, transformandose en osteocitos.

Los osteocitos se mantienen en contacto entre si y con las células de la
superficie 6sea mediante una red de prolongaciones citoplasmaticas alojada en un

sistema canalicular existente en el seno del tejido 6seo.

Tanto los osteoclastos como los osteoblastos se originan en la médula dsea.
Los precursores de los osteoclastos son de estirpe hematopoyética, mientras que los de
los osteoblastos pertenecen al mesénquima de la médula. Los precursores de los

osteoclastos no pueden desarrollarse en ausencia de las células del estroma.

Los factores gque regulan el proceso de remodelacion dsea s6lo se conocen de
modo parcial. Probablemente existen factores de naturaleza fisica, estimulos
mecanicos y piezoeléctricos, dado que la inactividad fisica condiciona una pérdida de
masa 6sea. Para algunos autores existiria un sistema capaz de regular la cantidad de
masa 6sea en funcién, por una parte, de la sobrecarga mecanica detectada, y por otra,

de las necesidades de resistencia del momento (22,23).

Sin embargo, los factores reguladores de la remodelacién mejor conocidos son
los de caracter humoral. Estos, a su vez, pueden ser sistémicos (factores hormonales) o
locales (factores paracrinos). Dentro de los primeros se engloban las hormonas
calciotropas (24) (parathormona —PTH-, 1,25-(OH) 2-D3 o calcitriol y calcitonina) y
otras hormonas que no estdn relacionadas especificamente con el metabolismo
mineral, entre las que se encuentran las hormonas sexuales (estrégenos y andrégenos),

la hormona de crecimiento (GH), la hormona tiroidea y los glucocorticoides.
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El término mecanostato se refiere al modelo propuesto por Harold Frost (25)
para explicar el mecanismo patogénico por el que se regula el crecimiento y la pérdida
de hueso en funcion de estimulos mecénicos que deforman localmente el mismo
(fuerza, presion y torsion). Segun este modelo, el aumento de la fuerza muscular
ejercida sobre el hueso (durante el crecimiento o en respuesta al incremento de la
carga) o la disminucion de la carga (por inactividad o inmovilizacion) afectaran a la
masa, al tamafio y a la resistencia del mismo de forma positiva 0 negativa,
respectivamente. Asi, por estimulos mecanicos se pondria en marcha un sistema de
retroalimentacion que determinaria cuando el hueso necesita mas resistencia o cuando
no es necesario. Por lo tanto, la teoria del mecanostato explicaria cémo la carga
mecanica aplicada sobre el hueso actla poniendo en marcha un proceso complejo de
remodelado 6seo, en el que el osteocito juega un papel fundamental como el mecano-
sensor que transforma la sefial mecanica en quimica y ésta, a su vez, produce la
respuesta de los osteoblastos/osteoclastos. Sin embargo, los huesos son esencialmente
biomecanicos. La remodelacién 6sea esta regulada por factores locales y sistémicos, el
proceso de adaptacion del hueso a la carga no se explica Unicamente por un efecto
mecanico, sino que depende también de factores genéticos (la mayor parte de la masa
Gsea de un sujeto depende de su genética) y del estado normal de las células
implicadas, de factores neurovasculares loco-regionales, del entorno endocrino-
metabdlico del organismo y del ambiente local del hueso. Por lo tanto, el mecanismo
del remodelado dseo esta modulado tanto por factores mecanicos como no mecanicos;
entre estos ultimos, de los mas importantes son los factores locales, autocrinos y

paracrinos (26).

Tan sélo desde finales de la década 1990 se conocen los efectores finales de
todo este proceso: el ligando del receptor activador del factor nuclear (RANKL), su
receptor natural (RANK) y la osteoprotegerina (OPG), todos ellos pertenecientes a la

familia de los factores de necrosis tumoral (TNF). Teniendo en cuenta los efectos
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antagonicos de las proteinas RANKL y OPG, es facil entender que la remodelacion
6sea dependa en dltima instancia del equilibrio entre ambas, que, a su vez, esta
influido por los multiples factores que hemos revisado hasta ahora. Asi, la “Teoria de
la convergencia” considera que el sistema RANK/RANKL/OPG es el efector final de
la mayoria de los factores reguladores del remodelado 6seo (27,28).
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1.2. Superficies de implantes dentales.

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas, microestructurales vy

mecanicas del titanio.

El descubridor del elemento quimico titanio (Ti) de nimero atdmico 22 y peso
atémico 47,90 kD fue William Gregor en 1791. Su uso se remonta a tiempos antiguos.
En la década de 1930, con el incremento en la tecnologia de nuevos metales es cuando

se inicia una nueva era de expansion de uso quirurgico de implantes metalicos (29).

Mientras su comportamiento quimico muestra muchas semejanzas con el del
silicio y el circonio, como un elemento del primer grupo de transicion, la quimica de
la solucion acuosa, especialmente de los estados de oxidacién mas bajos, tiene algunas

semejanzas con la del cromo y el vanadio.

El principal estado de valencia es 4+, aunque también se conocen los estados
3+ y 2+, que son menos estables. El elemento arde al aire cuando se calienta para
obtener el dioxido de titanio (TiO,), y cuando se combina con hal6genos. Reduce el
vapor de agua para formar el diéxido e hidrégeno, y reacciona de manera parecida con
acidos concentrados calientes, aunque forma el tricloruro con &cido clorhidrico. El
metal absorbe hidrégeno para dar composiciones de TiH,, y puede formar nitruro,
TiN, y el carburo, TiC. Se conocen el sulfuro TiS,, asi como los 6xidos mas bajos,
Ti,O3 y TiO, y los sulfuros Ti,S; y TiS. Asi mismo, estan descritas sales en los tres

estados de valencia.

31



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

El diéxido de titanio (TiO,) se encuentra cominmente en una forma negra o
de color castaiio conocida como rutilo. Las formas naturales que menos se encuentran
en la naturaleza son la anatasita y la brooquita. EI éxido basico negro (FeTiO3) se
encuentra en forma natural como el mineral Ilamado ilmenita, éste es la principal

fuente comercial del titanio.

Durante las dos décadas pasadas, y hasta el momento, algunos autores como
Branemark (1985), sostuvieron que los implantes a base de titanio pueden desarrollar

tanto osteointegracion como fibrointegracion (30-32).

En efecto, este tipo de implante tiene un buen comportamiento mecéanico, es
bien tolerado en el medio biol6gico y es facilmente colable. Es mas liviano que la
mayoria de los metales utilizados, debido a su baja densidad atémica, lo cual es una
ventaja en alguna de sus aplicaciones. Su compleja metalurgia tiene como propiedad
importante la formacién de capas muy delgadas de o&xidos. El titanio puro,
tedricamente, puede formar varias capas de 6xidos. Entre éstas estan: el TiO, TiO, y el
TiO3. De éstas, el TiO, es el mas estable y usado bajo condiciones fisioldgicas, su

resistencia a la corrosion lo califica como biocompatible.

Otra propiedad fisica documentada en el pasado por Branemark, y que es
Unica para el TiO,, es la alta constante dieléctrica, dependiendo de la estructura
cristalina. Esta propiedad da como resultado uniones de Van der Waal's mas fuertes
que con otros 6xidos, un hecho que puede ser importante para la interfase bioquimica.
La naturaleza de la superficie de 6xidos en implantes de titanio o cualquier metal
depende inicialmente de las condiciones dadas durante la oxidacion y el tratamiento

subsiguiente del implante.
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Existen muchos elementos quimicos presentes en la superficie oxidada del
titanio que estan ausentes en una muestra de TiO, que se toma como referencia. Se
observan grandes indicios de carbono, asi como pequefios de nitrégeno. Bajas
concentraciones de cloro, sulfuro y calcio son detectadas frecuentemente. Sin
embargo, el rol de las pequefias cantidades de contaminantes en la biocompatibilidad
de los materiales para implantes no es bien conocido. Igualmente, se debe prestar
particular atencion a los elementos cataliticamente activos, ya que pueden influenciar
profundamente el proceso de la interfase quimica aln en concentraciones
extremadamente bajas. Se ha observado que el titanio en sus diferentes grados de
pureza y en aleacion puede ser utilizado para diversos fines tanto industriales como
médicos (Tabla 1.2). Ademas de la confeccidn de implantes dentales podemos utilizar
el titanio para la confeccion de protesis, debido a sus excelentes propiedades fisicas,
puesto que es resistente a la corrosion y biocompatible. Cubre todos los
requerimientos de un material dental y puede ser usado en la fabricacién de coronas,
prétesis parciales fijas y protesis parciales removibles, aunque presenta dos grandes
problemas: no puede ser revestido con porcelana feldespatica convencional y la
manipulacién de la infraestructura es complicada. A temperaturas por encima de
800°C, que es la requerida para la fusion de la porcelana convencional, el titanio se
oxida rapidamente, produciendo una capa muy delgada de 6xido, que resulta en una
inadecuada union metal-ceramica. Ademas, el coeficiente de expansion térmica es

muy diferente entre el titanio y la porcelana (33,34).
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PROPIEDAD Tigrado 1 Tigrado 2 Tigrado 3 Tigrado 4 TigAl,V
Resistencia a la 240 345 450 550 930
traccion (Mpa)

Resistencia 170 275 380 485 860
maxima (Mpa)

Médulo de 103 103 103 103 113

elasticidad

(Gpa)
Utilizacion Componentes Tuberias Placas de Ti Implantes Implantes
industriales dentales dentales
aeroespaciales Ortopedia

Tabla 1.2. Usos industriales y médicos del titanio.

Las tensiones de fractura por corrosién y la fatiga por corrosién son
igualmente importantes en un sistema de implante porque pueden llevar al fallo del
mismo. Las aleaciones de titanio son Unicamente susceptibles a estos fenémenos bajo
condiciones fisiologicas. La presencia de aluminio en concentraciones mayores del
6% hace a la aleacion susceptible a este problema debido a la formacién de
compuestos de TiAls. La presencia de vanadio reduce la susceptibilidad a la fractura
por corrosion, debido probablemente a la supresion de la formacion de compuestos de
TiAl;. Igualmente, las aleaciones de titanio son extremadamente resistentes a la fatiga
por corrosion. Debido a esto se considera el metal de eleccién cuando esta propiedad
es deseada. Sin embargo, en implantologia dental no ha sido universalmente aceptada
la definicion del término de pasividad. Se puede decir que si un metal es oxidado y los
Oxidos no se rompen bajo condiciones fisioldgicas, el metal es pasivo o ha sido

pasivado. Bascones (35) afirma que el titanio puro, asi como sus aleaciones, es
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facilmente pasivado, formando una superficie estable de TiO, que hace al metal

resistente a la corrosion.

En el estado pasivo, explica el autor; la proporcién de disolucién del TiO; es
extremadamente baja. Con el tiempo, pueden verse pequefios cambios vistos en la
superficie del implante del metal y puede observarse una acumulacion de titanio en los
tejidos. Vale la pena acotar que el nivel normal de titanio en los tejidos humanos es de
50 p.p.m. mientras que los valores de 100 a 300 p.p.m. son frecuentemente observados
en los tejidos blandos alrededor de los implantes de titanio. Con estos niveles, puede
observarse la decoloracion de los tejidos con pigmentos de titanio. Esta proporcion de
disolucion es una de las méas bajas de todos los implantes de metal pasivados y parece
ser bien tolerada por el cuerpo. El significado clinico de estos datos estd sustentado
por mas de 20 afios de experiencia clinica con el titanio puro y TigAl,V. Al respecto,
Wetzel (36) sostiene que cuando el titanio es usado como material de implante no se
observa inflamacién de los tejidos ni reaccion de cuerpo extrafio y el tejido conectivo

y las células epiteliales se desarrollan rapidamente sobre la superficie.
Kawahara (37) ha demostrado sobre cultivo de tejidos y al microscopio

electronico que el titanio no s6lo es estable en el organismo, sino que también es

notablemente compatible con los tejidos y células que lo rodean.
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1.2.2. Superficies de titanio en implantes dentales.

Para determinar la respuesta tisular ante el titanio se han realizado
comunmente dos tipos de estudio. Por un lado unos mas centrados en las propiedades
quimicas de superficie y por otro lado otros estudios centrados en la topografia de

superficie. Ambas caracteristicas pueden afectar al comportamiento celular y tisular.

Durante los ultimos veinte afios se ha ido incrementando el uso médico del
titanio comercialmente puro (cpTi) y de aleaciones de titanio. El éxito de los
implantes dentales de titanio ha generado un gran interés en otros usos dentales tanto
para las aleaciones como para el titanio puro, incluyendo prétesis metalicas o
estructuras metélicas para protesis parciales. Se considera al titanio como el metal mas

biocompatible para prétesis dental.

La aleacion mas utilizada de titanio, tanto para usos dentales como para otras
aplicaciones clinicas es la aleacion titanio-aluminio-vanadio (TisAl,V). Aungue esta
aleacion presenta mayor dureza que el titanio comercialmente puro, algunos autores
recomiendan su uso con cautela, puesto que se pueden producir problemas de
biocompatibilidad por la lenta liberacion tanto de aluminio como de vanadio (38).
Dentro del titanio comercialmente puro encontramos cuatro grados que dependen del
contenido de impurezas (oxigeno, nitrdgeno, carbono, hidrégeno y hierro) que son las

que controlan y pueden hacer variar las propiedades mecénicas.
Las caracteristicas fisicoquimicas tales como la energia de superficie, la carga

superficial o la composicion de superficie pueden ser manipuladas para conseguir una

mejor interactuacion entre implante y células y tejidos circundantes.
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Por otro lado es importante diferenciar las caracteristicas topogréficas de
superficie como hemos comentado anteriormente, diferenciando entre las superficies

lisas y las superficies rugosas (39).

Las superficies lisas fueron desarrolladas en la década de 1960 por Branemark
(40). Se trataba de una superficie brillante con una minima rugosidad de superficie
(entre 0,5-1 pum), compuesta por titanio comercialmente puro.

En general su aspecto macroscopico es liso y brillante, pero
microscopicamente tienen circunferencias paralelas entre si y perpendiculares al eje
largo de los implantes, que son fundamentales para la viabilidad de la
osteointegraciéon. Se denominan lisas, en busca de una descripcién didactica de su
aspecto macroscopico. Poseen microsurcos superficiales de patrén regular que resultan
del proceso de corte del metal, medidos en algunos estudios entre 4 y 10 um de
didmetro y 2 y 8 um de profundidad. Podemos observar estos anillos de pulido en la
imagen de microscopia electronica de barrido a baja resolucién (23x) (Figura 1.4.) en
el cuello pulido de implante GMI (GMI, Global Medical Implants S.L., llerimplant
Group. Lérida, Espafia) y en el aditamento protésico acoplado al mismo (170x)
(Figura 1.5.).
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Figura 1.4. Imagen SEM (23x) de cuello pulido implante GMI.

#1T8 1881km

Figura 1.5. Imagen SEM (170x) de aditamento protésico de implante GMI.
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Dentro de las superficies lisas podemos diferenciar entre las electropulidas y

las maquinadas.

Las superficies electropulidas son superficies tratadas electroquimicamente
por inmersién en bafio electrolitico por el cual pasa una corriente eléctrica. Esta
técnica no es utilizada con frecuencia en clinica, ya que el objetivo es conseguir una

superficie con una baja rugosidad que cree un minimo de microretencion (41).

Las superficies maquinadas son aquéllas que se generalizan como lisas. En
este caso se desbasta la superficie para desincrustar restos sélidos macroscopicos,
guedando expuesta la nueva superficie lisa y pulida. Mediante microscopia electrénica
de barrido se observa un minimo de microrugosidad con lineas de anillo de pulido,

como hemos descrito anteriormente en la figura 1.4 y 1.5.

Las superficies actuales denominadas lisas presentan mayor grado de
maquinado. Por ejemplo, el cuello pulido de un implante de Biomet 3i con superficie
Osseotite® ® (Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) presenta rango de
rugosidad de la superficie de 0,4 um (42).

En contraste con la alta tasa de éxito que presenta el tratamiento con implantes
de superficie lisa para diferentes grupos de pacientes, existen articulos que presentan
situaciones clinicas en las cuales se observa una tendencia a una mayor tasa de
fracasos, como en el caso de la colocacion de implantes en zonas de baja calidad 6sea
(hueso tipo V), con corticales delgadas, baja densidad trabecular y poca resistencia
interna, situacion muy comun en las zonas posteriores de los maxilares. En una
evaluacion a cinco afios de 1.054 implantes tipo Branemark (superficie lisa y titanio
comercialmente puro), de los cuales un 10% de ellos fueron colocados en hueso tipo

IV, se observo un fracaso del 35% para este grupo, mientras que en el resto de los
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implantes colocados en huesos tipo I, 11 y 111, el fracaso fue del 3%. La recomendacion
final que aparece en este trabajo es que se busque la manera de predeterminar la
presencia de hueso tipo IV en la evaluacion prequirirgica como método para
disminuir la tasa de fracaso en estas localizaciones. Otras posibles recomendaciones
son: realizar un menor fresado en el lecho dseo, usar implantes de mayor longitud,
colocar un mayor nimero de implantes en la zona y acortar las proétesis con extension
distal libre (43).

Parece demasiado simple diferenciar entre “liso” y “rugoso”. Es importante
una evaluacién cuantitativa con el fin de comparar superficies preparadas mediante
diferentes métodos. Wennerberg y Albrektsson (44) presentan en su revision 150
parametros diferentes para medir la rugosidad de la superficie y caracterizar su
topografia superficial. El perfil microtopogréafico para superficies rugosas de implantes
dentales esta definido dentro de un rango entre 1 — 10 um. De forma ideal se sugiere
gue la rugosidad debe tener un pit hemisférico de 1,5 um de profundidad y 4 pm de
diametro (45).

Una adecuada morfologia superficial permite que las células osteogénicas se
adhieran y proliferen sobre la superficie del implante. Se crean asi depdsitos de
mineral que constituyen la base de la formacion del nuevo hueso. Por lo tanto, las
estrategias que modifican la superficie del implante conducen a implantes con mejor
respuesta osteoinductiva y osteoconductiva, y a tasas de deposicion de hueso mas
elevadas que resultan en una osteointegracion completa. Comercialmente, existe una
amplia variedad de superficies en implantes dentales, muchas de las cuales poseen una

comprobada eficiencia clinica.

Segun las modificaciones que se pueden llevar a cabo en la superficie de los

implantes dentales, se pueden encontrar variaciones en las propiedades mecéanicas
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(corrosién, dureza, moédulo eléstico), topogréficas (grado de rugosidad), incluso
fisicoquimicas (energia superficial, composicién quimica de superficie) (46). Estas
modificaciones son producidas mediante los tratamientos de superficie de los
implantes dentales, gracias a los cuales podemos variar la topografia superficial, el
grado de rugosidad y la orientacion de estas irregularidades. Se han desarrollado
diferentes tipos de superficies mediante diversas tecnologias empleadas para provocar
microcavidades, fisuras, grietas, incrementando de este modo la rugosidad, con el fin
de favorecer la unién entre las macromoléculas de la superficie del implante y del
hueso. Asi se incrementara la integracion del implante y una mejor respuesta tisular
osteoblastica, resultando en una mayor resistencia a la compresién, tension y estrés, en

definitiva una mejor respuesta bioldgica y fisica.

Las superficies rugosas pueden ser obtenidas mediante varios procesos (47-
49):

a) Tratamientos de sustraccion

a. Tratamiento é&cido de superficie (acid-etching): consiste en el
desprendimiento de particulas de metal de la superficie de los
implantes mediante su inmersion en &cidos fuertes, como el &cido
fluorhidrico (HF), acido sulfarico (H,SOy,), acido nitrico (HNO3)
o0 acido clorhidrico (HCI). Este tipo de tratamiento produce unos

micropits en la superficie entre 0,5y 2 um.

b. Tratamiento con chorreado de particulas (grit-blasting) o arenado
(sand-blasting): consiste en chorrear la superficie de los implantes
maquinados con particulas de diversos materiales. Se puede

realizar con 6xido de aluminio (Al,O3), 6xido de titanio (TiO,) e
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hidroxiapatita. Estos elementos poseen una dureza mayor que la
del material del implante, colisionan sobre la superficie metélica y

forman depresiones irregulares llamadas macroretenciones.

i. Oxido de aluminio: la rugosidad producida en la
superficie variara segun la granulometria del material de
chorreado. La alimina al ser un material insoluble en
acido es dificil de eliminar de la superficie del titanio tras
el tratamiento, por lo que pueden interferir en la

osteointegracién de los implantes.

ii. Oxido de titanio: las particulas utilizadas suelen ser de
unos 25 um, produciendo  una  rugosidad

aproximadamente de entre 1-2 um.

iii. Fosfatos célcicos (hidroxiapatita, fosfato beta-tricalcico):
son materiales reabsorbibles, facilmente retirables de la

superficie de titanio tras su tratamiento.

c. Tratamiento con chorro de particulas asociado al tratamiento
acido (SLA surface: sand-blasted, large grit, acid-etched): se
asocian los dos tratamientos con el objetivo de obtener
macroretenciones (2 um) con el chorro de particulas y

microretenciones (1,3 wm) mediante un ataque acido.

d. Tratamiento laser: crea rugosidades con profundidad, tamafio,

direccion y orientacion controlados. Ademas, presenta un indice
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bajo de contaminacion, ya que no existe contacto de las sustancias

quimicas con los implantes.

b) Tratamientos de adicion

a. Titanium plasma-spraying (TPS): este método consiste en la
sinterizacion de superficies mediante adicion de particulas
esféricas de titanio a alta temperatura, las cuales se condensan y
fusionan formando una capa de 30 um aproximadamente. Como
resultado, la superficie TPS presenta una rugosidad aproximada
de 7 um. Estas superficies, a diferencia de las superficies por

sustraccion, no presentan flancos puntiagudos, sino poros.

b. Tratamiento con oxidacion anddica (anodization): es un método
electroquimico que produce superficies micro- 0 nanoporosas
mediante anodizacion potenciostatica, galvanostatica u oxidacién
electrolitica en acidos fuertes (H,SO,4, HsPO,4, HNO3, HF) a alta
densidad (200A/m?) o potencial (100 V). Se conoce como
anodizado a la capa de proteccion artificial que se genera sobre el

metal mediante el 6xido protector del metal.

c) Nuevos tratamientos

a. Rugosidad de superficie a escala nanoscopica: el rol biolégico
exacto de este tipo de superficies aun es desconocido puesto que
no existe un protocolo estandarizado que permita reproducir
exactamente la topografia a un nivel nanométrico en superficies
de este tipo (50).
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b. Recubrimiento de fosfato célcico biomimético sobre la superficie

de titanio de los implantes: inspirado en el proceso natural de
biomineralizacion. En este método biomimético se lleva a cabo
mediante la precipitacion de cristales de apatita de fosfato célcico
sobre la superficie de titanio mediante fluidos corporales
simulados (SBF) a temperatura ambiente.

Superficies bioactivas (51-53). El principio que sigue este
procedimiento es modificar la superficie afadiendo una
biomolécula que incremente la biocompatibilidad de la superficie
y por otro lado la prevenga de posibles complicaciones
implantarias tardias. Se ha estudiado la incorporacion de
recubrimientos que tengan un efecto de estimulacion en el tejido
0seo, tales como los factores de crecimiento, miembros de la
familia de transforming growth factor (TGF-B), en particular las
proteinas morfogenéticas humanas (BMPs), TGF-B1, o insulin-
like growth factors (IGF-1 and 2). También se ha observado que
la adicién de capas de fibrogeninas y fibronectina promueve la

formacion ésea.
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1.3. Osteointegracion de los implantes dentales.
1.3.1. Concepto de osteointegracion.

La historia de la implantologia dental moderna se remonta a principios de la
década de 1960, cuando Branemark sienta las bases de la osteointegracion, y describe
los primeros implantes dentales de titanio con forma de tornillo. El concepto de
osteointegracion fue presentado en la conferencia de Toronto en mayo de 1982, en la
cual se describi6é un estudio en animales in vivo y los resultados clinicos obtenidos

sobre humanos tratados en Suecia desde 1965.

Para reemplazar los dientes ausentes se han utilizado sistemas de implantes de
diferentes tipos entre lo que se incluyen implantes subperidsticos, implantes
endo6seos con encapsulado fibroso e implantes enddseos en contacto directo con el

hueso (osteointegrados).

La denominacion de osteointegracion fue propuesta originalmente por
Branemark et al. en 1969, aunque fue definida por Albrektsson et al. en 1981 como “la
conexion directa, estructural y funcional, entre el hueso vivo y la superficie de un
implante endodseo cargado funcionalmente”; se produce una uniéon mecanica directa y
estable sin interposicion de tejido conectivo, identificable con microscopio dptico, y
por tanto no hay movilidad. En 1991 Zarb y Albrektsson (54,55) propusieron una
definicion que hace referencia a un concepto mucho mas clinico que considera la
osteointegracion como “un proceso en el que una fijacion rigida de material
aloplastico, clinicamente asintomatica, es conseguida y mantenida en hueso durante

una carga funcional”.
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Schroeder y col. (1976, 1981, 1995) (56) usaron el término anquilosis
funcional para describir la fijacion rigida del implante en el hueso maxilar y afirmaron
que “el hueso nuevo es depositado directamente sobre la superficie del implante,
siempre que se sigan las reglas para la instalacion atraumatica del implante (rotacion
del instrumento cortante a menos de 800 r.p.m. y enfriamiento con suero fisioldgico
estéril) y que el mismo exhiba estabilidad primaria”. Por consiguiente, para conseguir
las condiciones adecuadas para la osteointegracion (o anquilosis funcional) el implante
debe exhibir una fijacién inicial correcta (estabilidad primaria) después de ser
instalado en el sitio receptor. Esta estabilidad inicial o primaria es resultado de la
relacién de contacto o de friccidn que se establece tras la insercidn del implante entre
el hueso mineralizado (a menudo el hueso cortical) en el sitio receptor y el dispositivo

metalico.

El concepto de osteointegracion debe ser definido a maltiples niveles; clinico,
anatomico, histolégico y ultraestructural. Es importante tener en cuenta que el trabajo
de Branemark es considerado como gold standard con el que la investigacion en esta

linea se compara.

La osteointegracion se consigue con implantes de material bioinerte como el
titanio. La osteointegracion no depende sin embargo exclusivamente de la
biocompatibilidad del material, también influyen el ajuste correcto del implante al
lecho 6seo, la técnica quirdrgica empleada, el disefio del implante y la calidad del

tejido 6seo.

Desde entonces hasta nuestros dias la implantologia dental ha demostrado ser
una técnica eficaz y segura para reponer dientes perdidos. En sus comienzos los
implantes fueron empleados tan sélo en pacientes totalmente edéntulos. Tal ha sido el

avance que los criterios de éxito han variado desde el logro de la osteointegracion,
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hasta la incorporacion de los implantes dentales en el plan de tratamiento global en el
paciente que acude con alguna ausencia dentaria a la consulta odontoldgica, exigiendo
una estética optima, es decir, que la protesis implantosoportada se mimetize al

maximo con sus dientes naturales.

Son varios los estudios que evalian la biocompatibilidad de diferentes
materiales comunmente utilizados en la fabricacion de implantes dentales. La
literatura cientifica (57) recoge al titanio como gold standard para este uso debido a su
alta resistencia a la corrosién causada por el ambiente fisiologico y su estabilidad
mecanica durante todo el proceso de osteointegracion. Se recoge ademas que el
niobio, el tantalio, el circonio, el vanadio, el aluminio y el molibdeno son los
materiales mas favorables para ser usados en aleaciones de titanio con fines
biomédicos (58). Aunque estas aleaciones no son téxicas y son altamente inertes,
muchas de ellas no establecen una fuerte conexién con los tejidos circundantes y
pueden llegar a inducir la formacion de tejido fibroso en lugar de tejido 6seo (59).
Para evitar esto, las superficies de los implantes dentales son expuestas a tratamientos
superficiales que crean patrones en la superficie metélica del biomaterial en la escala
micro y nanométrica. Estos patrones aumentan la retencién de moléculas presentes en
la interfase hueso-superficie del implante dental que conducen a un aumento de la

osteointegracion.

47



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

1.3.2. Interaccion de los osteoblastos con las superficies de

titanio.

El éxito en el tratamiento con implantes dentales depende de tres componentes:
hueso, tejido conectivo y epitelio, cada uno de los cuales juega un papel fundamental.
El hueso acttia como anclaje propiamente dicho gracias a la osteointegracion, mientras
que el tejido conectivo y epitelio juegan un papel fundamental en el resultado estético
asociado a las caracteristicas de cicatrizacion de ambos tejidos. Segun las
caracteristicas que tenga la superficie del implante asi se comportaran los tejidos

periimplantarios.

Tras la implantacién pueden ocurrir dos fendmenos en la superficie implantaria.
Por un lado, que el hueso contacte con la superficie y se produzcan los mecanismos
necesarios para que se realice una correcta osteointegracion, o por el contrario, que se
produzca una encapsulacién fibrosa que haga fracasar el tratamiento, involucrando a
los tejidos blandos que llegan a recubrir la superficie implantaria. En la encapsulacion
fibrosa estan involucrados los tres tipos de tejidos que presentan diferentes patrones de

crecimiento.

Para comprender mejor los mecanismos del éxito primario de los implantes
dentales, la osteointegracion, debemos conocer aquellos mecanismos que la hacen

posible, entre ellos la adhesion celular, en particular la adhesion de los osteoblastos.

La adhesion celular esta involucrada en varios fendmenos naturales tales como la
embriogénesis, el mantenimiento de la estructura de los tejidos, la cicatrizacion, la
respuesta inmune, la metastasis, asi como la integracion en los tejidos de los

biomateriales. La biocompatibilidad de los materiales esta4 intimamente relacionada
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con el comportamiento de las células en contacto con ellos y de las caracteristicas de
la superficie.

El término adhesion recoge varios fendmenos. La fase de acoplamiento ocurre
rapidamente y envuelve eventos a corto plazo como son las uniones fisicoquimicas
entre las células y el material (fuerzas idnicas, uniones de Van der Waals, etc.). Tras
ella ocurre la fase de adhesion, en la cual, mas a largo plazo, se ven involucradas
distintas biomoléculas como las proteinas de membrana celulares, las proteinas del
citoesqueleto que interactlan para inducir la sefial de transduccién y promover asi la

accion de factores de transcripcion.

Esta interaccion osteoblasto/material dependera de la topografia, composicién
guimica y energia superficial de éste Gltimo, que determinaran el comportamiento

bioldgico.

Las células no interactian por si mismas con el material desnudo si no que esta
condicionado por los componentes de fluidos biol6gicos, el pH, la composicion i6nica,
la temperatura, las proteinas y substratos, todos ellos son factores que influyen
directamente en la adsorcion de las proteinas. En el caso de la interactuacion con el
titanio, la adhesion celular esta correlacionada con los parametros de rugosidad y en

particular con los parametros que describen la organizacion de las superficies rugosas.

Las moléculas de adhesion se caracterizan por su capacidad de interactuar con un
ligando especifico. Estos ligandos deben estar situados en la membrana de las células
vecinas o deben ser proteinas de la matriz extracelular. Las moléculas de adhesion
pertenecen a diferentes familias. Hay cuatro principales: selectinas, superfamilia de las
inmunoglobulinas, cadherinas e integrinas. Entre ellas las mas estudiadas han sido las

cadherinas e integrinas.
49



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

Las integrinas son las responsables de la unidn osteoblasto-substrato y las
cadherinas de la union osteoblasto/osteoblasto. La familia de las integrinas esta
compuesta por 22 heterodimeros de dos tipos de subunidades a y B (16 subunidades o
y 8 subunidades ). Esta diversidad de estructuras esta asociada a varias posibilidades
de uniones con los ligandos. Las integrinas son heterodimeros transmembrana
asociados no-covalentemente con subunidades a y 3, cada subunidad esta hecha de un

gran dominio extracelular, otro transmembrana y uno menos amplio citoplasmatico.

Las cadherinas son glucoproteinas que actlan como cateminas que a su vez
interactGan con proteinas intracelulares del citoesqueleto de actina. La familia de las

cadherinas esta compuesta por numerosos tipos de moléculas calcio-dependientes.

Por ultimo describiremos las gap-junctions, responsables de la comunicacién
célula-célula, que ocurre por el intercambio directo de iones por esta via. Este tipo de
canal esta constituido por homohexamus derivadas de las proteinas de la familia de las
conexinas. Cuando la conexion de una célula estd en comunicacion con una estructura
similar de una célula vecina se forma un canal transcelular. Junto a ello, otras uniones
adherentes (como los desmosomas) otorgan anclaje alrededor de las células y permiten

un intercambio directo de iones o pequefias moléculas entre ellas (60).

La proliferacion celular estd influenciada por muchos estimulos; entre ellos
tenemos a citoquinas y factores de crecimiento presentes alrededor de las células, las
hormonas en la circulacién y las tensiones biomecanicas que también pueden
promover la proliferacion del osteoblasto. Si tenemos como estrategia bioldgica
central la reparacion de la herida y proporcionar el mayor nimero de células posibles
para formar un nuevo tejido, podemos utilizar a las citoquinas para promover la
proliferacion de los osteoblastos como mecanismo de ayuda para controlar la

formacion Gsea. Para que la osteointegracion se dé sobre la superficie de los implantes
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es necesaria la produccién de matriz mineralizada. La célula osteoblastica recién
reclutada es incapaz de producir matriz 6sea, para ello debe transformarse en un
osteoblasto secretor. Dicho cambio puede ser estimulado por proteinas
osteoespecificas de la matriz extracelular. Después del inicio de la sintesis de
abundante colageno, los osteoblastos adquieren la capacidad de sintetizar proteinas
especificas de matriz 6sea y de dirigir la mineralizacion. Algunos marcadores del
proceso de diferenciacion del osteoblasto incluyen proteinas de la matriz con relativa
especificidad como la fosfatasa alcalina (ALP), la osteonectina, la osteopontina y la
osteocalcina. La diferenciacion es un proceso selectivo que termina convirtiendo las
celulas secretoras en células de revestimiento u osteocitos. Todavia no se tiene
completa claridad sobre la forma, la presencia de los implantes en el sitio quirdrgico
altera el medio ambiente celular e influye en la fisiologia del osteoblasto. Aunque la
formacidon Osea puede ocurrir de manera directa sobre una variedad de sustratos
metalicos, se ha observado que el material y las modificaciones topograficas pueden

alterar la cantidad de hueso formado (61,62).
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1.3.3. Acontecimientos que se producen en el hueso tras la

colocacion de los implantes.

En implantologia dental debemos tener en cuenta una regla basica: cuanto menos
traumatico sea el procedimiento quirdrgico y menor la lesion o dafio tisular en el sitio
receptor durante la instalacion del implante méas rapido seré el proceso por el cual se
forme hueso nuevo depositado sobre la superficie implantaria.

Los diversos pasos usados en el procedimiento de colocacion de un implante
dental como son la incision de la mucosa, seguida por el levantamiento de colgajo
mucoso y separacién del periostio de su relacion con las tablas corticales, preparacion
de un lecho implantario en el hueso cortical y esponjoso del sitio receptor e insercion
del implante dental en ese conducto, implican una serie de agresiones mecénicas tanto
en la mucosa como en el tejido éseo. El huésped responde a esas lesiones con una
reaccién inflamatoria cuyo principal objetivo consiste en eliminar las partes dafiadas
de los tejidos y preparar el sitio para la regeneracion o reparacion. A la lesién recién
descrita del tejido duro debe agregarse el efecto del denominado ajuste a presion. Es
decir, cuando el implante insertado es de didmetro levemente superior al del lecho
quirdrgico preparado en el hueso del sitio receptor, el tejido 6seo mineralizado en la
periferia del implante es comprimido, los vasos sanguineos se colapsan (en particular
los de la porcion cortical del lecho) y la nutricion de esta porcion del hueso se ve

comprometida. Los tejidos afectados la mayoria de las veces resultan desvitalizados.
El dafio en los tejidos duros y blandos del sitio receptor inicia el proceso de

curacion de heridas que en definitiva asegura que el implante sea anquilosado en el

hueso, es decir, osteointegrado. También se establece una delicada fijacion de la
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mucosa que forma un sellado de tejido blando que protege al hueso de las sustancias
de la cavidad bucal.

Por otra parte, la curacion del hueso seccionado despues de la instalacion de un
implante es un proceso complejo que aparentemente incluye diferentes
acontecimientos en los compartimentos cortical y esponjoso del sitio quirdrgico. En el
compartimento de hueso cortical, para que se pueda formar hueso nuevo debe
eliminarse el tejido 6seo desvitalizado. Por otra parte, en el compartimento de hueso
esponjoso del sitio receptor el dafio infligido quirdrgicamente (preparacion del lecho
implantario y colocacién del implante) da como resultado una lesién de la médula
6sea que al principio se caracteriza por un sangrado localizado y por la formacién de
un coagulo. El coagulo se reabsorbe gradualmente y entonces el compartimento es
copado por vasos sanguineos y células mesenquimaticas en proliferacion: tejido de
granulacion. Como resultado de la migracion continua de células mesenquimaticas
provenientes de la médula dsea circundante el tejido de granulacién joven es
reemplazando por tejido conjuntivo provisional y finalmente por osteoide. En el
osteoide se va a producir el deposito de hidroxiapatita en torno a la estructuras
vasculares neoformadas. Asi se forma hueso inmaduro, posteriormente hueso reticular
y finalmente la osteointegracion, una conexion directa entre el hueso neoformado y el

dispositivo implantado.

En resumen, en la fase inicial del proceso que desemboca en la osteointegracion,
el hueso laminar desvitalizado del compartimento cortical es importante para la
fijacion inicial del implante. Sin embargo, la osteointegracion a menudo se establece

primero en areas ocupadas por hueso esponjoso.

En los procesos de cicatrizacion de la herida quirdrgica se incluyen una serie

coordinada de eventos que intentan restaurar los tejidos a su estado inicial, estos
53



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

eventos se dividen en tres fases (Tabla 1.3.): inflamacion, proliferacion y maduracion.
Otro aspecto a tener en cuenta en este proceso de cicatrizacion es la regeneracion y
reparacion tisular, entendiendo que la regeneracion se da por tejidos que son
estructural y funcionalmente similares a los tejidos dafiados y la reparacion produce un
tejido estructural y funcionalmente diferente al ya existente. Por lo tanto, podemos
dividir los tres estadios de la cicatrizacion dsea (63):

- Fase inflamatoria: durante la preparacion quirargica del lecho 6seo se produce
una capa delgada de hueso necrético en la region periimplantaria. La
exposicion inicial del implante a los tejidos locales lo pone en contacto con
células y liquido extracelular, produciéndose una rapida adsorciéon de
proteinas plasmaticas locales sobre la superficie del implante. Al contacto con
superficies sintéticas, las plaquetas se activan y liberan adenosina, serotonina
e histamina, produciéndose mas agregacién plaquetaria y trombosis local. Se
activa la cascada de la coagulacion (via intrinseca y extrinseca), se produce
vasodilatacion por liberacion de bradiquininas y se aumenta la permeabilidad

endotelial.

Inicialmente se presenta una respuesta celular inflamatoria
inespecifica por migracion de neutrdfilos hacia el area de dafio tisular
(alcanzando su pico maximo a los 3-4 dias), cuyo papel principal es la
fagocitosis y eliminacion de detritus y tejido dafiado. Los eosindfilos
acompafian a los neutrofilos en la fagocitosis, completandose asi la primera
linea de defensa celular. Al final de la primera semana se da una respuesta
inflamatoria mas especifica apareciendo los linfocitos T, linfocitos B y los
macrdfagos. Su funcion es localizar antigenos extrafios introducidos durante el
procedimiento quirurgico, tales como bacterias y detritus de placa, para su

identificacion y eliminacion. La reaccion del macréfago a la exposicion de
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materiales extrafios depende de la naturaleza fisicoquimica del material. Unos
cuantos macrofagos localizados sobre la superficie de los implantes son
normales, sin estar asociados con una respuesta inflamatoria exagerada. Sin
embargo, la aparicién de un gran nimero de células gigantes durante un
tiempo prolongado puede considerarse un problema y sugiere la presencia de
una reaccién inflamatoria cronica y probablemente el fracaso de la

osteointegracion del implante.

- Fase proliferativa: posteriormente se inicia el proceso de neovascularizacion,
acompafiado de diferenciacion, proliferacidn y activacion celular que da como
resultado la produccién de una matriz de tejido conectivo inmaduro que es
posteriormente remodelado. Esta fase de reparacién dsea comienza estando
aun activa la fase inflamatoria, aproximadamente al tercer dia. La
angiogénesis se produce como resultado a la hipoxia inicial ocasionada por
todo este proceso inflamatorio. La llegada del oxigeno y los nutrientes
necesarios permite la diferenciacion de células mediadoras en fibroblastos,
condroblastos y osteoblastos que depositan matriz extracelular de colageno,
glicosaminoglicanos, glicoproteinas y glicolipidos. Se forma un callo
fibrocartilaginoso que se transforma en callo 6seo por medio de una

osificacion endocondral (6-8 semanas).

- Fase de maduracion: el hueso necrético que se produce en los espacios de la
interfase con el implante es reemplazado por hueso vital por aposicién. Este
hueso inmaduro, acompafiado por un proceso de formacién de hueso lamelar,

termina proporcionando continuidad con el hueso basal vecino.

- Interfase implante-hueso: el tipo de interfase que se desarrolla depende de

muchas variables. Materiales como el cobre son encapsulados por tejido
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conectivo fibroso, con alta predictibilidad, cuando se implanta en hueso,

mientras que otros tipos de materiales cicatrizan con contacto 6seo directo a la

superficie del implante. La micromovilidad causada por carga prematura

puede ser otro factor que lleva a la encapsulacién por tejido fibroso. En

general, la interfase implante-hueso estd compuesta por hueso calcificado,

matriz osteoide no mineralizada y tejido conectivo.

El material del implante en cuestion es el factor mas importante que

determina la naturaleza quimica de esta interfase.

FASE

TIEMPO

CARACTERISTICAS

Inflamatoria

1-10dias

Adsorcion de proteinas plasmaticas
Agregacion plaquetaria
Activacién de la cascada de coagulacion
Liberacion de citoquinas
Respuesta celular inflamatoria inespecifica
Respuesta celular inflamatoria especifica

Inflamacion mediada por macréfagos

Proliferativa

342 dias

Neovascularizacion
Diferenciacion, proliferacion y activacion de
células
Produccién de matriz de tejido conectivo

inmaduro

Maduracion

Después del dia 28

Remodelado de la matriz 6sea inmadura
Proceso de formacion/reabsorcion ésea
Remodelado ante la carga del implante

Reabsorcion 6sea fisiologica

Tabla 1.3. Fases de cicatrizacion de la herida quirdrgica.

La formacion de hueso nuevo en el reborde alveolar después de la colocacion de

los implantes dentales ha sido estudiada en experimentos con diversos modelos

animales. En modelo animal, Berglundth et al. (64) y a Abrahamson et al. (65)

56




Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

describieron los pasos en la formacion de hueso y la osteointegracion de implantes
dentales (se utilizaron implantes fabricados especialmente con forma de tornillo sdlido
de titanio comercialmente puro (cpTi) y configurados con topografia de superficie
rugosa (SLA®; Straumann®, Basilea, Suiza).

- Alas dos horas de la implantacion: las zonas periféricas del roscado estan en
contacto con las invaginaciones de la via preparada por el corte en el hueso
cortical. Las camaras de curacién estan ocupadas por un codgulo de sangre en
el cual contiene eritrocitos, neutréfilos y monocitos/macréfagos alojados en
una red de fibrina. Los leucocitos estdn ocupados aparentemente en el proceso

de limpieza de la herida.

- A los cuatro dias (Fibroplasia): el coagulo ha sido reemplazado en parte por
tejido de granulacion con numerosas células mesenquimaticas, componentes
de la matriz y estructuras vasculares neoformadas (angiogénesis). De este

modo queda establecido un tejido conjuntivo provisional.

- Después de una semana (Modelado 6seo): las camaras de curacion estan
ocupadas por un tejido conjuntivo provisional rico en estructuras vasculares y
que contiene numerosas células mesenquimatosas. EI numero de células
inflamatorias remanentes es relativamente bajo. En grandes compartimentos
de la camara se ve hueso inmaduro rico en células (hueso reticular) dentro de
tejidos mesenquimatosos que rodeaban a los vasos sanguineos. Esas areas de
formacion de hueso reticular aparecen en el centro de la cdmara y también en
otras localizaciones que aparentemente estdn en contacto directo con la
superficie del implante de titanio. Esto fue considerado representativo del
comienzo de la primera fase de la osteointegracion: contacto entre la

superficie del implante y el hueso reticular neoformado.
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Después de dos semanas: la formacion de hueso reticular se acentta en todos
los compartimentos y rodea al implante tanto en la parte apical como en la
lateral. En las regiones de médula dsea (la parte apical del implante) se
encuentran grandes areas de hueso reticular neoformado que aparentemente se
extienden desde el hueso viejo original hasta el tejido conjuntivo provisional y
en muchas partes llegan hasta la superficie del dispositivo de titanio. En este
intervalo la mayor parte de la superficie implantaria esta ocupada por hueso
neoformado y se ha establecido una osteointegracion mas integral y madura.
En las areas roscadas hay signos de formacién en curso de hueso nuevo. De
este modo, después de dos semanas de curacién las areas del sitio receptor
ubicadas en posicion lateral respecto del implante, que se hallan en contacto
directo con el hueso huésped inmediatamente después de la cirugia de
instalacion y que suministran fijacion inicial al implante, han experimentado

resorcion tisular y formacion de hueso nuevo.

Después de cuatro semanas: el hueso neoformado mineralizado se extiende
desde la superficie dsea manipulada hasta la cAmara y una capa continua de
hueso reticular rico en células cubre la mayor parte de la pared de titanio de la
camara. La porcion central de la cAmara esta llena de esponjosa primaria rica

en estructuras vasculares y en células mesenquimatosas.

Después de 6-12 semanas (Remodelado): la mayor parte de las camaras de
curacion estan llenas de hueso mineralizado. En el tejido neoformado y en el
hueso mineralizado que entra en contacto con la superficie del implante puede
verse tejido 6seo que incluye osteonas primarias y secundarias. Las trabéculas
de hueso mineralizado estan rodeadas por médula dsea con vasos sanguineos,

adipocitos y células mesenquimatosas.
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1.3.4. Correlacion entre las sefiales moleculares y la unién del

hueso a la superficie de titanio.

Con el fin de conocer mas en profundidad las moléculas y las variables
bioquimicas relacionadas mas intimamente con la osteointegracion, Monjo et al. (66)
presentan un analisis regresivo multiple utilizando discos de titanio colocados en
modelo animal (hueso cortical de conejos blancos neo-zelandeses), los cuales son

explantados a las cuatro y ocho semanas de cicatrizacion para su evaluacion.

Se procedid a evaluar las correlaciones entre las muestras extraidas y diversos
marcadores de tejidos presentes en el fluido tisular (actividad de la fosfatasa alcalina,
ALP, lactato deshidrogenasa, LDH; y el contenido total de proteinas) y los
componentes del hueso periimplantario (osteoblastos, osteoclastos y marcadores de la
inflamacién), por su importancia en la cicatrizacion ésea y la osteointegracion.
Observaron que las fuerzas de extraccion de los discos eran mayores a las ocho

semanas que a las cuatro semanas. Relacionaron la retirada con diversos aspectos:

- Correlacion entre la retirada del disco con la composicion tisular del hueso
periimplantario: se observan niveles altos de ARN y ADN especificos que
reflejan una etapa proliferativa. El hueso maduro presenta menos contenido en

proteinas y méas contenido mineral.

- Correlacién entre la retirada del disco con el contenido total de proteinas,
actividad de ALP (enzima hidrolasa responsable de eliminar grupos fosfatos
de varios tipos de moléculas como nucle6tidos, proteinas y alcaloides) y LDH
(enzima catalizadora correspondiente a la categoria de las oxidorreductasas,
dado que cataliza una reaccion redox, en la que el piruvato es reducido a
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lactato gracias a la oxidacién de NADH a NAD" en el fluido tisular): el fluido
tisular recogido de los discos fue utilizado para analizar la actividad de la ALP
y de LDH (67). El analisis de LDH es un marcador sensible al dafio tisular y
la necrosis, mientras que el analisis de ALP nos da informacion sobre los
procesos de mineralizacion alrededor de los implantes dentales. Tras cuatro y
ocho semanas de mineralizacion no se observd ninguna variacion

estadisticamente significativa de ninguna de las variables analizadas.

- Correlacidn entre la retirada del disco con la expresion genética de marcadores
6seos en el hueso periimplantario: se analizaron los niveles de expresion de
diferentes genes relacionados con la formacion y resorcion de hueso e
inflamacion en el tejido 6seo periimplantario. Se analiz6 la correlacién entre
la fuerza de retirada del disco y los niveles de ARNm de los genes
relacionados con la formacion dsea: runx2, coldgeno 1, osteocalcina y IGF-I.
Se encontr6 que todos estos genes de formacion de hueso estudiados
mostraban una correlacién significativa con el test de tension de retirada del
disco después de cuatro y ocho semanas de cicatrizacion. La correlacion entre
la expresion de ARNm de citoquinas (TNF-a, IL-6 e IL-10) y la fuerza de
retirada del disco también fue investigada, se observé una correlacion negativa
no significativa entre los niveles de expresion de ARNm y la fuerza de
retirada, tanto a las cuatro como a las ocho semanas; al igual que en otros

tipos de citoquinas.

Este estudio muestra que una mejor osteointegracion se asocia con una
disminucién de los constituyentes organicos del hueso alrededor del implante. Por
otra parte, también demostré la regulacion positiva de genes esenciales para la
formacion/reabsorcion de hueso. Entre todos los genes analizados en el estudio, tanto

la osteocalcina como el colageno 1 se observd que eran los marcadores predictivos
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mas fiables para la osteointegracion después de cuatro y ocho semanas de
cicatrizacion respectivamente. Estos resultados sugieren que la evaluacion de estos
marcadores podria ser relevante para el estudio de nuevas superficies de implantes
dentales para conseguir una cicatrizacion del hueso méas rapida y una mejor

osteointegracion.

Dado que las reacciones in vivo son manejadas por mediadores moleculares,
se podria suponer que tales mediadores juegan un papel importante en las reacciones
de la interfase hueso-implante. Cuando un implante se coloca en el lecho 6seo, uno de
los primeros sucesos es la adsorcion de proteinas sobre el sustrato, lo que ocurre en los
primeros 10-60 segundos. El grupo de proteinas adsorbidas parece depender de las
propiedades fisicas y electroquimicas de la superficie dada. Diferentes superficies
tienen distintas propiedades de adsorcion, las cuales estan estrechamente relacionadas
con aspectos quimicos que determinan el grado de biocompatibilidad del material. Las
biomoléculas con mas alta especificidad para la superficie del implante forman la
primera capa monoatdmica sobre la cual se asientan otras capas moleculares. A mayor
distancia se ubican complejos bioldégicos mas organizados y estructuras celulares. Se
puede pensar que el grupo de proteinas adsorbidas determina la clase de células que
interactan con la superficie del implante. Si a la superficie del material no pueden
unirse las macromoléculas que conllevan la estimulacion de la funcion del osteoblasto,
el material probablemente no es adecuado para ser utilizado como implante en tejido
6seo. Tales moléculas incluyen proteinas de adhesion y factores de crecimiento. El
hueso neoformado esta asociado con el factor transformante de crecimiento  (TGF-f3)
y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, los cuales han sido presentados
como mitogenos para las células 6seas. El TGF-B se encuentra en hueso, aumenta la
sintesis de fibronectina y se ha relacionado con remodelado 6seo. Se podria pensar que
las superficies de materiales que sean capaces de interactuar con dichos péptidos

reguladores y de crecimiento hacia la 6seo-morfogénesis serian, probablemente,
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integrados biol6gicamente. Las citoquinas son un conjunto de proteinas de pequefio
peso molecular sintetizadas por multitud de células especialmente las células del
sistema inmune. Su funcién es inmunorreguladora siendo fundamentales en la
comunicacién y en las interacciones que establecen las células del sistema inmune
entre si y con otras células. Las citoquinas dirigen la respuesta inmune innata y la
respuesta inmune especifica e intervienen en la inflamacion y en la hematopoyesis.
Para ello activan a macrofagos, eosindfilos, células NK y neutrdfilos, inducen la
produccidén de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno por parte de los macréfagos y
participan en los procesos hematopoyéticos. Participan en procesos tan importantes
como la inflamacion, la regulacion de la expresibn del MHC (Major
Histocompatibility Complex) de clase | y de clase I, las respuestas inmunosupresoras,
la regulacién del cambio de isotipo de inmunoglobulinas, la quimiotaxis y la funcion

efectora, normalmente citotoxicidad.

En la siguiente tabla recogemos las localizaciones primarias y las funciones de
las citoquinas relacionadas con los implantes. Las citoquinas tienen diversas
actividades y estan asociadas con una gran variedad de tipos de tejidos (Tabla 1.4.)
(68-71).
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FACTOR

LOCALIZACION

FUNCION

Factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF)

Plaquetas, células endoteliales,

macrdfagos

Remodelacién 6sea,

cicatrizacion de la herida

Factor de crecimiento de
insulina (IGF-1, IGF-11)

Plasma, higado, hueso/cartilago

Cicatrizacion de la herida,
formacién 6sea

Factor de crecimiento
transformante 3 (TGF-)

Plaquetas, hueso

Cicatrizacion de la herida,
homeostasis 6sea, reacciones

inmunes

Proteina 6sea morfogenética
(BMP)

Hueso

Induccidn 6sea

Factor de crecimiento del
fibroblasto acido (FGFa) o
basico (FGFb)

Cerebro, hueso

Proliferacion de células
endoteliales, remodelado 6seo

Factor de crecimiento

transformante o (TGF- o)

Macrofagos, células epiteliales

Crecimiento y diferenciacion

celular

Factor de crecimiento
epidérmico (EGF)

Glandulas submaxilares,

plaquetas

Diferenciacion celular,
crecimiento epidérmico y
queratinizacion, cicatrizacion de

heridas

Interleuquinas (IL)

Origen hematopoyético

Reacciones inflamatorias e
inmunes, regulacion 6sea,

hematopoyesis

Factor de necrosis tumoral
(TNF-a.B)

Origen hematopoyético

Activacién del osteoclasto,
reacciones inflamatorias e

inmunes

Factores estimuladores de
colonias (CSFs)

Origen hematopoyético

Reacciones inmunes, regulacion
de células procedentes del hueso

medular

Interferon (INF- vy)

Origen hematopoyético

Reacciones inflamatorias e

inmunes

Osteopontina (OPN)

Tejidos mineralizados, linfocito

T activados

Resistencia del huésped,

homeostasis mineral

Tabla 1.4. Citoquinas: actividades y asociacion con tejidos.
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1.4. Proteinas morfogenéticas humanas (BMPs).

El propdsito de un tratamiento dental es ofrecer al paciente el restablecimiento de
la forma, estructura y funcionamiento de los tejidos perdidos. La forma ideal o gold
standard para ello es proveerle del mismo tejido perdido, por ejemplo una estructura
6sea nueva, saludable, con las mismas caracteristicas del tejido original. Esto se
denomina regeneracion, y se hace gracias a la biologia molecular y la bioquimica, que
han revolucionado la ingenieria de tejidos. Las tres formas en la que la ingenieria

tisular puede actuar con este fin son:

- por medio de la conduccién, técnica en la cual se utilizan biomateriales en una
forma pasiva, para facilitar el crecimiento de hueso sobre ellos, basandose en la
capacidad regenerativa del tejido existente;

- la induccién es la segunda estrategia, en la cual se activan células en la
proximidad del defecto, por medio de una sefializacion biolégica especifica (esta
basada, en el caso de regeneracion de tejido dseo, en la utilizacion de las proteinas
morfogenéticas humanas);

- el transplante de células, el cual consiste en tomar células progenitoras del
paciente y cultivarlas in vitro y cuando ya hay cantidad suficiente reimplantarlas
en los tejidos por regenerar. Esto es importante sobre todo, cuando se ha
demostrado que las células progenitoras de hueso disminuyen con la edad y para
un sitio donante, lo cual es un inconveniente para los injertos de tejido 6seo en los
pacientes de mayor edad, que con frecuencia son los mas necesitados de

rehabilitacion.

Las tres técnicas tienen en comun el uso de materiales con base de polimeros para

favorecer el proceso. Especificamente, se ha demostrado que hay relacién estrecha
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entre la actividad de las proteinas morfogenéticas y la estabilidad que le provee estar
unida a una matriz, como ocurre naturalmente en el organismo, unidas por
proteoglicanos de la matriz extracelular. Si no hay estabilidad no habré diferenciacion
de células mesenquimales, por lo tanto es indispensable un vehiculo adecuado para
transportarlas y mantenerlas en el sitio por regenerar. Estos acarreadores son utiles
también para llevar vectores virales con informacion sobre proteinas morfogenéticas
hasta el defecto, deben ser capaces de mantener una concentracion aceptable en el
lugar donde se necesitan y por un periodo de tiempo adecuado para la regeneracion del
nuevo tejido. Ademas, deben reabsorberse a medida que el nuevo tejido se va

formando.

Las proteinas morfogenéticas humanas (BMPs) son un subtipo dentro de las
superfamilia de factores de crecimiento transformante - § (TGF-B). Esta superfamilia
incluye activadores e inhibidores, BMPs, TGF-B, factores de crecimiento y
diferenciacion (GDFs), sustancia inhibidora mulleriana, Drosophila dpp y Xenopus

Vgl, entre otros (72).

Se conoce su participacion en multitud de procesos. Aunque compartan
algunas similitudes fundamentales con la familia TGF-f, un rasgo distintivo de las
BMPs es su alto grado de promiscuidad en la interaccién de ligandos con sus
receptores y reguladores, los cuales son igualmente compartidos con otros miembros
de la familia TGF-B. De ahi que el resultado de la transduccion de sefial de las BMPs
dependa en gran medida de las circunstancias espaciotemporales en adicion con las

propiedades endocrinolégicas del individuo (73).

Las BMPs fueron identificadas por primera vez por Urist en 1965, al observar

que la matriz 6sea desmineralizada implantada en zonas ectopicas en ratas inducia la
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formacion 6sea. De las nueve BMPs recogidas en la literatura, siete de ellas estan
relacionadas entre si (de las BMP-2 a la BMP-9).

Al principio de la década de 1960 muchos investigadores estaban estudiando
el proceso de calcificacion. En esta linea, Urist et al. (74) en una serie de experimentos
disefiados para probar su teoria de la calcificacion descubrieron que las muestras de
control de hueso descalcificado no tratado e implantado en los musculos de conejos y
ratas daban como resultado la formacién de nuevo cartilago y hueso. Esto se interpretd
como que una célula inductora (un histocito) actuaba como una célula inducida (un
histocito reparado o una célula joven perivascular del tejido conectivo), causando su
diferenciacion en una célula osteoprogenitora o condroprogenitora. Asi Urist
descubrid en 1965 extractos de proteinas provenientes de hueso que podian inducir la
formacion de cartilago y hueso cuando eran implantados en tejidos no éseos. Llamé
osteoinduccidn al principio fundamental de la regeneracion dsea liderada por la accion
de las proteinas morfogenéticas. Con el desarrollo de las técnicas de Biologia
molecular y tecnologia del ADN recombinante y genética para investigacion, se logro

obtener la primera rhBMP (proteina de hueso recombinante) en 1988 (75).

Entre las BMPs, las BMP-2 son las més estudiadas hasta la actualidad como
regulador de la induccidon de la osteogénesis, en el mantenimiento y reparacion dsea.
Durante la embriogénesis regulan la formacién de patrones, diferenciacion de
osteoblastos, adipocitos y condrocitos, apoptosis celular, diferenciacion de células
neurales, interacciones epitelio-mesenquimales durante la organogénesis, influye en la
reparacion de huesos largos, paladar hendido, fusion de espina bifida, etc. Han sido
analizadas en la curacién de las fracturas, en defectos 6seos y en varios modelos de
fusion espinal. Su expresion estd correlacionada con la diferenciacion de

condroblastos u osteoblastos desde células mesenquimales pluripotenciales
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sugiriéndonos que es un inductor en la formacion de hueso y en la condrogénesis
(76,77).

Ademés de la BMP-2 y dentro de la superfamilia TGF-B, existen otras
proteinas con capacidad osteoinductiva como BMP-6 y BMP-7. El uso de BMP tanto
para investigacion como para aplicaciones clinicas necesita de un medio de
vehiculizacidon, que suelen ser sustancias con capacidad para componer un andamiaje
para la formacion de nuevo hueso. Los mas utilizados son componentes de colageno

reabsorbible, matriz de fosfato calcico o matriz resistente a la compresion entre otros.

Las BMP-2 (Tabla 1.5., Figura 1.6.) fueron identificadas inicialmente usando
secuencias de aminoacidos provenientes de la purificaciéon de la matriz 6sea bovina.
Este proceso incluia la remocion de los componentes minerales del hueso mediante la
utilizaciéon de &cidos y la extraccion del componente activo de la matriz organica
remanente usando agentes caotropico y pasos de cromatologia multiple en columna.
Esta matriz contenia proteinas, las cuales eran clonadas. Se utilizaban técnicas de
biologia molecular e informacion de secuencia para obtener homdlogos humanos de
cada secuencia codificada de BMP. La secuencia de ADN era colocada en un vector
con un marcador selectivo. Mediante este proceso se producian células con BMP-2

expresadas Entonces se purificaba rnBMP-2 de ellas (78,79).
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Proteina morfogenética humana 2

Simbolo oficial

BMP2

Nombre completo oficial

bone morphogenetic protein 2

Fuente primaria

HGNC:1069

Tipo de gen Codificacién de proteina
Organismo Homo Sapiens
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo

También conocida como

BDA2; BMP2A

Tabla 1.5. Caracteristicas de BMP-2.

Location: 20p12

Sequence: Chromosome: 20; NC_000020.10 (6748745..6760910)

Chromosome 20 - NC_000020.10

[6193779 [ 7921093
LOCL49844 BHP24 SRSF10P2
FGFRIPS HAOL

Genemic Sequence |NC_000020 chromosome 20 reference GRCh37_p9 Primary Assembly B

<5 NC_000020.10: 6.7M.6.8M (16Kb+)~ | X | 9> | - + AT AeTools+ | £k Configure & 7 -
___B748K 730K | [&7S2K 874K I67S6K 675K B7e0K | [6.762K
Genes
BMP2
NM_001200.2 B> »— > NP_001191.1

SHP

Clinical Channel

Cited Variants

[Rssociation Results

Figura 1.6. Secuencia gendmica y localizacion rhBMP-2
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Por primera vez en 1992, Rutherford et al. (80) usaron BMP bovina purificada
combinada con matriz 6sea coldgena con el fin de promover la osteointegracion de
implantes dentales de una forma mas répida y exitosa. Concluyeron que este tipo de
proteinas pueden inducir la formacion de hueso (funcién osteoinductora) durante tres

semanas.

Cinco afios més tarde Sigurdsson et al. (81) evaluaron la regeneracion 6sea y
la osteointegracion inducida por BMP-2 humana recombinante (rhBMP-2) en defectos
periimplantarios supraalveolares creados quirdrgicamente en &reas premolares
mandibulares de cinco perros de raza Beagle. Los resultados sugerian gque existe un
gran potencial en rhBMP-2 induciendo la regeneracion désea y osteointegracion en

defectos quirdrgicos periimplantarios.

En 2001 Sykaras (82) et al. investigaron el uso de rhBMP-2 utilizando
también modelo animal, a los cuales se le implantaron cilindros de titanio con camaras
huecas en el extremo apical, la mitad de las cuales fueron llenadas con 20 g de rh-
BMP-2 en un vehiculo de colageno bovino, otra mitad fue control. Tras sacrificar a los
animales y extraer las muestras se observd que en los sitios confinados alrededor de
los cilindros de titanio la rhBMP-2 inducia regeneracion 6sea en una posicion intima
con el implante y la cantidad de hueso formada era tres veces mayor que el lado

control.

Jung et al.,, en 2003 (83) presentaron un estudio clinico prospectivo
controlado, randomizado, a doble ciego, con el propésito de estudiar si la adicién de
rhBMP-2 a sustitutivo dseo mineral bovino puede aumentar el éxito de la regeneracion
Osea guiada, combinando el efecto osteoinductivo de la BMP-2 con el efecto
osteoconductivo (guiar el crecimiento de reparacion del hueso natural) del biomaterial,

cuantificandolo en términos de volumen 6seo, densidad y maduracion. Para ello se
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utilizé 1 ml de rhBMP-2 (0,5 mg/ml) + Bio-Oss® (0,5 g, hueso esponjoso granulado,
0,25-1mm) (Geistilch Ag, Wolhausen, Suiza) en el grupo experimental y 1 ml de
acido trifluoroacético 0,01% + Bio-Oss® (0,5 g, hueso esponjoso granulado, 0,25-
1mm) en el grupo control. En todos los pardmetros histomorfométricos fue superior la
formacion de hueso en los lugares en los que el Bio-Oss® fue suplementado con
rhBMP-2.

Boyne et al., en 2005 (84), llevaron a cabo un estudio de segunda fase (tras
estudio piloto previo en el que se observd la eficacia y seguridad de rhBMP-2, 0,43
mg/ml) para la creacién de hueso de novo en elevaciones de seno maxilar realizadas
mediante abordaje de ventana lateral, con el fin de evaluar la eficacia y seguridad de
dos concentraciones diferentes de rhBMP-2 (Wyeth Genetics Institute, Cambridge,
MA, EE.UU.) en elevacion de seno maxilar, utilizando como via de aplicacion esponja
reabsorbible de colageno. Se eligieron 24 pacientes aleatorizados en dos grupos (ratio
2:1). Los dos grupos experimentales recibieron uno 0,75 mg/ml de rhBMP-2 y el otro
1,5 mg/ml de rhBMP-2. El seguimiento fue de 52 meses. Los métodos para la
evaluacion de la eficacia fueron la induccion de formacion 6sea (medido mediante
tomografia computerizada), histologia (estudio anatomopatoldgico de las muestras
recogidas mediante biopsia), pérdida dsea crestal del hueso adyacente a los implantes
(radiografia intraoral). Los métodos para la evaluacion de la seguridad fueron el
examen oral, radiografia, efectos adversos y respuesta inmune. Concluyeron en que
ambas concentraciones son seguras e inducen la misma cantidad y calidad ésea pero

que el grupo con mayor cantidad de rhBMP-2 lo hace mas rapidamente.

En 2005, Fiorellini et al. (85) nos presentan un estudio similar al publicado
por Boyne et al. pero en esta ocasion utilizando los alveolos postextraccion como
modelo. La eficacia fue estudiada en términos de cantidad de induccion de formacion

Gsea y en la necesidad de un aumento secundario a la hora de colocar el implante. No
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se encontraron diferencias en las estructuras nativas Oseas, aunque se observa un

aumento de predictibilidad y beneficios clinicos para el paciente.

Jung et al. (86), publicaron en 2009 un ensayo clinico controlado y
aleatorizado para la evaluacion clinica y radioldgica de implantes colocados en zonas
que han sido tratadas previamente para aumento dGseo mediante Xenoinjerto y
membrana con o sin adicion de rhBMP-2 (0,18 mg). La metodologia fue examen
durante el seguimiento (a los tres y cinco afios tras la colocacién de la protesis),

cuestionario personal y evaluacién clinica.

En esta linea, De Freitas et al. (87) llevaron a cabo una revision sistematica,
publicada en 2013, en la que buscan evaluar la efectividad clinica y la seguridad de
rhBMP-2, utilizando como vehiculizacién esponjas de colageno reabsorbibles (ACS),
para la elevacion del seno maxilar y el aumento de reborde 6seo. La busqueda incluyé
articulos desde 1980 a 2012, arrojando que la combinacién rhBMP-2/ACS parece ser

una combinacion prometedora en estas técnicas de cirugia bucal.

De estos estudios se recogen la aportacion en la regeneracién 6sea guiada de la
adicion de rhBMP-2 a biomateriales en distintas técnicas, pero también encontramos
recogidos en la literatura estudios como Kao et al. (88), 2012, en el cual hablan por
primera vez de las desventajas del uso de rhBMP-2, reconociendo y comprobando en
su estudio que hay una mayor formacion 6sea de novo, un uso facil de utilizacién
quirargica y sin limites en cantidad, pero que hay que tener en cuenta su alto coste

economico Y la falta de rigidez en el mantenimiento del volumen dseo obtenido.

Se han demostrado diversas aplicaciones clinicas para las rhBMP, la mayoria
en modelos animales, aun muy pocos en seres humanos. Las proteinas morfogenéticas

humanas se han convertido en una probable opcién de tratamiento, dada su accion en
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regeneracion y remodelacion de las lesiones dseas, al aumentar la respuesta del hueso
alrededor de materiales alopléasticas, y es factible que en un futuro cercano sustituyan
los injertos autélogo y alogénico.
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1.5. Técnicas de laboratorio para el estudio de la

funcidn osteoblastica.

1.5.1. Cultivos celulares.

El cultivo celular supone una disgregacién celular ya sea por medios
enzimaticos o mecénicos. La suspension celular se puede cultivar como una monocapa
adherente o en suspension en el medio de cultivo. Este tipo de cultivo permite su
propagacion, aumentando notablemente la masa celular del cultivo a lo largo de las

generaciones.

Peck et al. (89) en sus primeros trabajos mostraron la posibilidad de aislar y
cultivar células 6seas. Desde ese momento se han descrito diferentes técnicas, tales
como digestién enzimatica con colagenasa, clonacion, aislamiento mecanico, y se han
aplicado sobre diferentes fuentes tales como calota de fetos de roedores, embriones de

pollo, calota y huesos largos de conejo, hueso humano, etc.

En la actualidad podemos obtener células déseas principalmente mediante tres
métodos: cultivos de calota fetal, cultivo de hueso humano normal y lineas celulares
establecidas procedentes de sarcomas. Cada procedimiento tiene sus ventajas e
inconvenientes (mezcla de poblaciones celulares, cambios del funcionamiento celular,

potencial de crecimiento variable, etc.).

Nos centraremos en las células utilizadas en el experimento de la presente
tesis, los osteoblastos humanos normales, cuyas siglas son NHOST. Los cultivos de

osteoblastos humanos obtenidos de explantes dseos son un buen modelo de estudio de
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la funcionalidad osteoblastica. Existe una elevada correlacion entre la actividad celular
que presentan los osteoblastos in vitro e in vivo (biopsias ¢seas).

Mills et al. en 1979 (90) fueron los primeros en describir el aislamiento de
células humanas derivadas de hueso y posteriormente otros grupos describieron los
métodos para el aislamiento de células 6seas humanas con fenotipo osteoblastico
especifico. Robey y Termine en 1985 (91,92), presentaron un método de aislamiento
celular basado en un pretratamiento con colagenasa de explantes 6seos humanos para
eliminar todas las células, menos las situadas de forma adyacente al hueso, con este

método se pretendia obtener lineas osteoblésticas mas puras.

Las células de un cultivo crecen hasta que alcanzan la fase de confluencia en
la cual dejan de dividirse ya sea por inhibicion por contacto si el cultivo es en

monocapa o por consumo del medio, si es el caso de cultivo en suspensién.
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1.5.2. Estudio energético celular: cuantificacion del potencial de
membrana mitocondrial mediante tincion JC-1 (5,5°,6,6-
tetrachloro-1,1°,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine
lodide).

Las mitocondrias son organelos citoplasmaticos de aspecto filiforme, con un
didmetro comprendido entre 0,5 y 1 um, con funciones que engloban desde el
abastecimiento energético (en forma de ATP) a la célula, hasta la regulacion
citoplasmatica de los niveles de i6n Ca*" o las especies reactivas del oxigeno. Las
mitocondrias presentan una estructura con dos compartimentos bien definidos, matriz
y espacio intermembrana, delimitados por dos membranas, interna y externa, con

caracteristicas morfoldgicas y funcionales muy diferentes.

En la matriz mitocondrial tienen lugar diversas rutas metabolicas, por ejemplo
la oxidacion del 4cido piravico en el ciclo de Krebs o la beta-oxidacién de los acidos
grasos. Del mismo modo, sus membranas ofrecen también diferencias significativas.
La membrana interna se caracteriza morfolégicamente por presentar unas
invaginaciones (crestas), con multitud de complejos enzimaticos (los componentes de
la cadena transportadora de electrones, la ATP sintetasa) y proteinas que regulan el
paso de metabolitos, como el traslocador de nucleétidos de adenina. La membrana
mitocondrial interna resulta especialmente impermeable a iones gracias a su alto
contenido en el fosfolipido cardiolipina, caracteristica esencial que le permite soportar
un gradiente electroquimico necesario para el desempefio de la funcién energética. Por
el contrario, la membrana externa carece de crestas mitocondriales y, en condiciones

fisiologicas, es permeable al paso de iones y de metabolitos con pesos moleculares
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inferiores a 6.000 Da debido a la presencia de la proteina porina, conocida en la
actualidad como canal anionico dependiente de voltaje.

Eugene Kennedy y Albert Lehninger descubren en 1948 que la mitocondria en
las células eucariotas es el lugar donde se realiza la fosforilacion oxidativa, lo que
marca el inicio de la fase moderna de los estudios sobre las transducciones de energia
biolégica. En las mitocondrias se desarrollan distintas reacciones bioquimicas
catabdlicas que liberan importantes cantidades de energia, la cual se almacena en
forma de ATP y es usada para mantener la actividad celular. En los organismos
aerébicos mas del 90% del ATP proviene de las mitocondrias, el resto se forma en la
glicolisis anaerébica. EI ATP es una molécula relativamente simple, formada por una
ribosa, una adenina y tres fosfatos. La union entre los fosfatos se conoce como union
pirofosfato. Cuando el ATP se hidroliza a ADP y fosfato, se liberan aproximadamente
7.500 calorias por mol (93,94).

La energia que se obtiene a través de la transferencia de electrones a lo largo
de la cadena transportadora es usada para bombear protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembrana, creando un gradiente electroquimico de
protones a través de la membrana mitocondrial interna (A¥Ym: potencial de membrana
mitocondrial). Este gradiente de protones permite a la ATPsintasa utilizar el flujo de
H+ generados para producir ATP partir de adenosina difosfato (ADP) y fosfato
inorganico. De esta manera, la membrana mitocondrial interna separa dos
compartimientos de diferente concentracion de H+, lo que produce diferencias en la
concentracion quimica (ApH) y en la distribucion de la carga (A¥m) a través de la

membrana. El resultado neto es la fuerza proton motriz (AG) (93).
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Durante décadas el potencial de membrana mitocondrial se ha estimado
mediante pruebas de microscopia y citometria fluorescente, proporcionando

indicadores del estado funcional celular (95,96).

La tincion fluorescente mediante JC-1 (Tabla 1.6.) permite estimar el
potencial de membrana mitocondrial, excitdndose con una Unica longitud de onda (480
nm) y emitiendo fluorescencia a dos longitudes de onda diferentes (595 nm y 529 nm).

Informacién sobre producto
(© Merck KGaA, Darmstadt, Alemania, customer.service(at)merckgroup.com, 2014)

Forma Sélido rojo-anaranjado
Masa molar 652.2 g/mol
Proteccion de la luz Si
Empaquetado bajo gas inerte Si
Pureza >95% by HPLC
Solubilidad en agua DMF o DMSO
Férmula quimica C25H27CI4IN4
Categoria de -20°C
Alamacenamiento

Tabla 1.6. Informacion sobre producto (JC-1) de fabricante.

La tincion JC-1 forma J-agregados espectrométricamente distinguibles de los
monomeros de tincion a altas concentraciones alcanzadas en mitocondrias celulares
energéticas de células expuestas a este tipo de tincion. Dichos mondmeros atraviesan
la membrana interna mitocondrial hacia la matriz en funcién del potencial de
membrana. En condiciones normales, el colorante se acumula en la matriz
mitocondrial formando J-agregados (Figura 1.7.) que emiten a 590 nm (rojo). En

cambio si el potencial de membrana disminuye el colorante fluorescente permanece
77




Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cayon

disperso en el citoplasma, emitiendo fluorescencia a 529 nm (verde). Esta ratio de
fluorescencia “verde” a “rojo”, emision de fluorescencia 595/520 nm, nos indica el
grado de polarizacién de las mitocondrias en un cultivo celular, indicando una

depolarizacién mitocondrial mediante la reduccion de la ratio verde/rojo de intensidad
fluorescente.
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Figura .1.7. Formacion de J-agregados de colorante se acumulado en la matriz mitocondrial.
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1.5.3. Estudio de apoptosis: tincion fluorescente de nucleos

celulares mediante DAPI (4°.6-diamidino-2-phenylindole).

La apoptosis 0 muerte celular programada es un término funcional que se usa
para definir la muerte celular como parte normal de la vida de los organismos
multicelulares. La apoptosis es una forma de muerte celular cuyo objetivo es el de
eliminar las células del huésped que ya no son necesarias a través de la activacién de

una serie coordinada y programada de acontecimientos internos.

El proceso de apoptosis puede darse en diferentes contextos: en el desarrollo
embrionario, mecanismo homeostatico para el mantenimiento de las poblaciones
celulares en los tejidos, en las reacciones inmunitarias, cuando las células presentan

alteraciones importantes, durante el proceso de envejecimiento, etc.

Desde la década de 1970 se ha utilizado la tincion DAPI (Tabla 1.7.) en
estudios de histologia, citologia analitica y bioquimica. El diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) es un colorante fluorescente que pertenece al grupo de
los colorantes de indol. DAPI se usa para la tincién de ADN, para tincién nuclear, para
la tincion de células vivas y para la contratincion en tinciones inmunofluorescentes de

material humano y boténico, y en citometria de flujo (97,98).

Informacién sobre producto
(© Merck KGaA, Darmstadt, Alemania, customer.service(at)merckgroup.com, 2014)

Masa molar 350.25 g/mol
Proteccion de la luz Si
Formula quimica Ci1H1sNs*2HCl
Categoria de +5°C a +30°C.
Alamacenamiento

Tabla 1.7. Informacion sobre producto (DAPI) de fabricante.
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El espectro de absorcion para DAPI tiene tres maximos (222, 259, 340 nm),
pero tan solo la longitud de onda 340 nm es importante para los estudios
citofluorométricos. DAPI (Figura 1.8.) por si mismo no es 6pticamente activo, pero el
complejo formado con los &cidos nucleicos inducen un efecto Cotton positivo
extrinseco que puede ser captado. Este efecto puede ser observado como un espectro
circular discrémico, con un pico maximo emision de 330 nm de ambos complejos
fluorescente y no-fluorescente de la tincion de los acidos nucleicos. La posicion del
maximo de longitud de onda de este espectro circular discromico depende de la

composicion del acido nucleico y de la ratio tincién/acido nucleico.

NH,

3 2Cr

NH NH
ly 2

Figura 1.8. DAPI. Férmula quimica.
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1.5.4 Estudio de movilidad y adhesidn: tincion con anticuerpos
especificos anti actina humana marcados con rodamina-

faloidina (Rhodamina-Phalloidina).

Como hemos expuesto anteriormente en esta introduccion, el citoesqueleto de
actina es una red dinamica de polimeros de actina y gran variedad de proteinas
asociadas. Sus principales funciones fisiologicas estan relacionadas con la motilidad
celular, los cambios de forma de la célula durante el ciclo celular y el mantenimiento

de la forma y superficie celular.

La tincién con rodamina-faloidina (Tabla 1.8.) es una prueba de alta afinidad
por la F-actina en conjuncion con tincién rojo-anaranjada fluorescente,
tetrametilrodamina (TRITC).

La faloidina es un péptido biciclico (Figura 1.9.) perteneciente a la familia de
las toxinas aisladas del hongo Amanita Phalloides. Su uso mas comun es en tincion
selectiva de F-actina de diferentes especies ya sean animales o plantas. La faloidina
otorga una alta selectividad por la F-actina mientras que TRITC proporciona la
fluorescencia rojo-anaranjada del brillo disparalelo y la fotoestabilidad. La tincién con
rodamina-faloidina permite una tincién de alto- contraste y discriminacion ante actina,
ademas de ser uno de los conjugados mas utilizados en la literatura, con mas de 1500

citaciones en la evidencia actual.

Puede ser utilizado para visualizar y cuantificar F-actina en secciones de
tejido, cultivos celulares o preparaciones de células libres. Es compatible con otro tipo

de tinciones fluorescentes usadas en el analisis fluorescente de proteinas (99).
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Informacién sobre producto
(© 2014 Thermo Fisher Scientific Inc.)

Proteccion de la luz Si
Férmula quimica -
Categoria de -5t0 -30°C
Alamacenamiento

Tabla 1.8. Informacion sobre producto (Rhodamine-Phalloidin) de fabricante.
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Figura 1.9. Rhodamine-Phalloidin. Férmula quimica.
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1.5.5. Estudio de productividad 6sea: marcador de anticuerpo

especifico anti proteina BMP-2 humana.

La BMP-2 se sintetiza como un precursor de 396 aminoacidos que consta de
un péptido sefal, un predominio y la secuencia correspondiente a la proteina madura,
gue se encuentra en el extremo c-terminal del precursor. En el proceso de maduracion,
el precursor sufre diferentes modificaciones post-traduccionales (glicosilaciones,
protedlisis y dimerizacidén) hasta alcanzar finalmente la estructura homodimérica
activa que es secretada fuera de la célula. En la figura 1.10. podemos ver un esquema
de la produccion y maduracion de BMP-2 en un sistema de expresion de célula
eucariota. En primer lugar, el precursor sintetizado (pre-pro-BMP-2) es digerido
perdiendo el péptido sefial y en una etapa posterior se produce la dimerizacion de los
mondémeros de pro-BMP-2. Ambas modificaciones se producen en el reticulo
endoplasmatico. El dimero de pro-BMP-2 es transportado al aparato de Golgi donde,
de nuevo, es digerido obteniéndose la proteina dimérica BMP-2 madura. Finalmente el
dimero maduro se secreta al medio extracelular (Figura 1.10.) (100-101). De los
cuatro sitios N-glicosilados presente en el precursor, sélo se mantiene uno en la
cadena polipeptidica de la BMP-2 madura, no obstante, para que la proteina presente

actividad no precisa de esta glicosilacion.
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Figura 1.10. Esquema de produccion y maduracién de BMP-2.

Las tinciones con anticuerpos especificos frente a las proteinas de interés
pueden realizarse con anticuerpos marcados directamente con fluoréforos, con
anticuerpos no marcados que son revelados de manera especifica con anticuerpos
secundarios acoplados a un fluor6foro y con anticuerpos biotinilados que son

marcados utilizando estreptavidina acoplada a fluoréforos (102).

En condiciones normales las tinciones se realizan incubando entre 1x10°-
1x10° células con la concentracion adecuada de cada anticuerpo en un volumen de 50-
100 pl durante 20-30 minutos a 4°C y en oscuridad. Tras el marcaje las células se

lavan, eliminando el excedente de anticuerpo no unido.
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Cuando todos los anticuerpos utilizados en la tincion estan acoplados de forma
directa a un fluorocromo, las células se incuban con todos los anticuerpos
simultaneamente. Cuando se utiliza un anticuerpo no marcado, éste se incuba en
primer lugar de forma independiente. Tras el lavado del anticuerpo no unido, se revela
utilizando anticuerpos secundarios marcados con un fluorocromo dirigido contra el
anticuerpo especifico no marcado. El siguiente paso, imprescindible, es bloquear los
sitios libres del anticuerpo secundario unido a la célula incubando con suero
preinmune o anticuerpo purificado no marcado de la misma especie que el anticuerpo
primario no marcado. Este paso se realiza para evitar el reconocimiento inespecifico

de los anticuerpos directos gque van a ser afiadidos posteriormente.
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1.5.6. Microscopia confocal de discos con cultivos celulares.

La microscopia de fluorescencia fue descubierta por Kohler y Siedentopf en
1908 (103). Se basa en que una sustancia natural en las células o un colorante
fluorescente aplicado al corte es estimulado por un haz de luz, emitiendo parte de la

energia absorbida como haces luminosos.

La luminiscencia es el fendmeno mediante el cual los electrones que se
encuentran en un estado excitado se desactivan emitiendo luz. Dependiendo de la
naturaleza del estado excitado podemos hablar de fluorescencia o fosforescencia. La
fluorescencia es la emision de luz desde un estado excitado hasta el estado
fundamental en el que la relajacién se produce sin cambio de multiplicidad del
electron; mientras que, en la fosforescencia si implica un cambio en la multiplicidad
del electrén. La lentitud del proceso hace que otros fendmenos de desactivacion

compitan con la fosforescencia y por ello no se suele observar (104).

La microscopia confocal es una tecnologia que permite observaciones a una
resolucion mayor que la que se puede lograr con la microscopia 6ptica convencional.
En ella se emplea un sistema laser que aplica el haz de luz en forma de barrido, en
una pequefia parte del espécimen. El laser aplicado a una longitud de
onda determinada en la muestra, hace que moléculas excitadas de la misma, emitan
fluorescencia a una longitud de onda mayor a la aplicada. La fluorescencia en una
muestra puede ser debida a moléculas que se encuentran de forma natural
(autofluorescencia como en el caso de la clorofila, aunque son escasas) o puede ser
producida por moléculas aplicadas artificialmente a la muestra llamadas fluorocromos

(fluorescencia agregada, como en la deteccién de antigenos o anticuerpos) (105,106).
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Hay una gran cantidad de fluorocromos especificos usados para diferentes
estructuras celulares y para diferente emision de fluorescencia. El uso de varias
combinaciones de laser capaces de detectar y producir fluorescencia a diferentes
longitudes de onda, permite un escaneo de la muestra en un amplio rango del espectro
de luz, permitiendo la observacion de estructuras tefiidas con tal detalle como no se
puede lograr con técnicas convencionales. Debido a que penetra facilmente la
muestra, el microscopio confocal logra imagenes en diferentes planos focales que
ligados a un programa de procesamiento de la imagen, puede reproducir una imagen
tridimensional del material observado. La microscopia confocal presenta una serie de
ventajas por lo que su uso en investigacion biomédica se ha extendido en los Gltimos

afios, como son:

Alta sensibilidad en la observacién.
Especificidad en la emisién de la fluorescencia.

Mayor Resolucidn.

M wnp e

Tridimensionalidad de las imagenes.

Los fluoréforos son moléculas o partes de moléculas que emiten fluorescencia
después de ser excitadas con luz. Cuando un fotén excita a un fluoréforo, sus niveles
de energia electronica y vibracional se elevan. Cuando el fluor6foro se relaja a su
estado cero, el fluoréforo libera energia en forma de un foton. La energia se pierde
durante el proceso, asi el foton emitido por el fluor6foro es de menor energia (por
ejemplo, mayor longitud de onda) que es absorbida (conocido como cambio Stokes o
ley de Stokes). La intensidad y longitud de onda de la luz emitida dependera tanto del

fluor6foro como de su ambiente quimico.
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Existen varios fluor6foros comercialmente disponibles para obtener imagenes
microscapicas, los cuales difieren en sus caracteristicas de excitacion y emision. Los
fluoréforos se pueden describir también en términos de eficiencia del proceso
fluorescente por ejemplo su rendimiento cuantico (el cociente del nimero de fotones
emitidos entre el nimero de fotones absorbidos) y su tiempo de vida fluorescente (el
tiempo que la molécula se mantiene en su estado de excitacion antes de emitir un
foton). Los fluor6foros pueden ser dirigidos hacia estructuras especificas para la
obtencién de imagenes por transfeccion, por inmuno-objetivos, o por interaccion de
grupos quimicos especificos con grupos objetivos en el espécimen (por ejemplo, el
DAPI se une al ADN, y el grupo de isotiacioanto en fluorescencia isoticionato se une a

los grupos amino en las proteinas).

El microscopio confocal estd compuesto principalmente de las siguientes partes
(Figura 1.11.) (107-109):

e Fuente luminosa (lampara de mercurio o halégena): debe emitir la mayor
cantidad de luz ultravioleta en el limite del espectro visible, que atraviesan el
material de la preparacién de la misma forma en que lo hace un microscopio
Optico comun.

e Objetivos: suelen ser de cuarzo ya que el vidrio absorbe la radiacién ultra-
violeta.

e Filtros: retienen la radiacion ultra-violeta, peligrosa para el ojo humano,
dejando pasar solamente la radiacion visible, que no es peligrosa. Existen un
gran nimero de juegos de filtros de excitacion y de emision para los diferentes

fluorocromos:
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o EIl de excitacion: ubicado entre la fuente de luz y el preparado.
Permite el paso de luz con longitud de onda en el rango azul con el fin
gue el preparado sea alcanzado exclusivamente por la luz azul y
produzca emision de luz fluorescente.

o El de barrera: ubicado antes del ocular para prevenir dafios retinianos
que podrian ser causados por rayos ultravioleta que escapan el espejo
dicroico. Corta completamente la luz de excitacion no deseada, es

decir, selecciona la longitud de onda de emisidon del fluorocromo.

e Espejo Dicroico: permite la separacion de la luz de excitacion y la
fluorescencia.

Figura 1.11. Microscopio confocal.
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HIPOTESIS
Y
OBJETIVOS
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2. Hipotesis y objetivos

En el estudio de la implantologia oral se insiste en la importancia de la
consecucién de superficies de implantes que interaccionen de una forma 6ptima con
los tejidos tanto blandos como duros, con especial importancia estos ultimos. De este
modo sigue siendo uno de los criterios indiscutibles de éxito en la terapia con
implantes dentales conseguir la maxima osteointegracion de los mismos. Este estudio
se basa en la necesidad de conocer el comportamiento de los osteoblastos, como
principal tipo celular implicado en la osteointegracion, respecto a tales superficies
utilizadas en implantologia dental.

1. Objetivo general: analizar el comportamiento de osteoblastos sobre
superficies de titanio rugosa, tratada mediante doble ataque acido (Osseotite®,
Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) vs. superficie de titanio lisa

(maquinada).

2. Obijetivos especificos:
2.1. Estudiar el grado de apoptosis de osteoblastos cultivados sobre superficies
de titanio rugosa, tratada mediante doble ataque acido (Osseotite®, Biomet 3i,
Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) vs. superficie de titanio lisa

(maquinada).

2.2. Estudiar la longitud axial del citoesqueleto de osteoblastos cultivados

sobre superficies de titanio rugosa, tratada mediante doble ataque acido
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(Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) vs. superficie
de titanio lisa (maquinada).

2.3. Estudiar el balance energético celular de osteoblastos cultivados sobre
superficies de titanio rugosa, tratada mediante doble ataque &cido (Osseotite®,
Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) vs. superficie de titanio lisa
(maquinada).

2.4. Estudiar la produccién de BMP-2 por parte de osteoblastos cultivados
sobre superficies de titanio rugosa, tratada mediante doble ataque éacido
(Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) vs. superficie

de titanio lisa (maquinada).
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MATERIAL Y METODO

93



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

3. Material y método.

3.1 Material.

Para el estudio del rendimiento global de células formadoras de hueso
(osteoblastos) en distintas superficies utilizadas en implantologia hemos utilizado
varios tipos de discos de titanio con superficie lisa 0 maquinada (Figura 3.1.) y varios
discos de titanio con superficie tratada mediante doble grabado con &cido nitrico y
fluorhidrico (dual acid etched, DAE, Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden,
Florida, EE.UU.) (Figura 3.2.). Ambos tipos de discos fueron suministrados por
Biomet 3i (Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.). Asi mismo hemos utilizado placas

Petri de metacrilato de 25 mm como control en el experimento.

Figura 3.1. Mapa 3D realizados con microscopio confocal en modo reflexion sobre discos con superficie

maquinada.
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Figura 3.2. Mapa 3D realizados con microscopio confocal en modo reflexion sobre discos con superficie
Osseotite®.

De forma preliminar se llevo a cabo visualizacion de discos de titanio con
superficie maquinada (Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) observando
las lineas de maquinado concéntricas a 1000x, 5000x y 10000x. (Figura 3.3. — 3.5.).
La visualizacion de los discos se llevé a cabo en el Centro de Investigacion
Tecnologia e Innovacion de la Universidad de Sevilla (C.I.T.L.U.S.). Para la
caracterizacion estructural y microestructural de los discos de titanio se ha utilizado

microscopia electronica de barrido.

Se han visualizado los discos de titanio maquinado y con superficie tratada sin
cultivo de células mediante microscopio electronico de barrido Philips XL30-II
(Amsterdam, The Netherlands) en alto vacio, sin necesidad de sputtering. Midiendo
en el caso de los discos maquinados la distancia entre lineas de maquinado y en el

caso de las superficies tratadas el tamafio del poro de la superficie en algunos puntos.
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AccY SpotMagn DBet WD |——— 50 um
200KV 40 1000x SE 133

Figura 3.3. Imagen SEM (1000x) de superficie de titanio maquinada.

AccY SpotMagn Det WD ——— 10 um
200kV 40 5000x SE 133

Figura 3.4. Imagen SEM (5000x) de superficie de titanio maquinada.
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AccV SpotMagn Det WD ———{ 5um
200k 40 10000x SE 133

Figura 3.5. Imagen SEM (1000x) de superficie de titanio maquinada.

Se llevaron a cabo mediciones orientativas entre lineas de maquinado a fin de

caracterizar mas en profundidad la microestructura superficial del disco (Figura 3.6.).

Figura 3.6. Imagen SEM (4000x) de superficie de titanio maquinada.

97



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cayon

En el caso de los discos de titanio con superficie tratada mediante doble
grabado con écido nitrico y fluorhidrico (dual acid etch, DAE), Osseotite® (Biomet 3i,
Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) se llevé a cabo la visualizacién a 1000k,
10000x y 20000x, con idea de observar el poro de superficie con mayor detalle
(Figura 3.7.—-3.9.)

AccV Sputh'ﬁjn i D | ————{ S
20.0kv 40 10000x iE"%S.B ¥ .3 .
- 3 A

Figura 3.8. Imagen SEM (10000x) de superficie de titanio rugosa (Osseotite®).
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‘k".
AccV  SpotMagn™ Det WD —| 2umy,
200Ky 40 20000x SE" 136 - :

Figura 3.9. Imagen SEM (20000x) de superficie de titanio rugosa (Osseotite®).

Se llevaron a cabo mediciones orientativas del tamafio del poro a fin de

caracterizar en mas profundidad la microestructura superficial del disco (Figura 3.10.).

Figura 3.10. Imagen SEM (5000x) de superficie de titanio rugosa (Osseotite®).
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Tanto en las placas como en los discos se sembraron células 6seas humanas de
fémur, NHOst, proporcionados por el laboratorio farmacéutico Lonza Biologics (O
Porrifio, Pontevedra, Espafa) distribuido por Cultek SLU (Cerdanyola del Vallés,
Barcelona, Esparfia). Asi mismo hemos utilizado, en el laboratorio de cultivos celulares
del Centro de Investigacion Tecnologia e Innovacion de la Universidad de Sevilla
(C.LL.T.ILU.S.), una cabina de flujo laminar Modelo LHC-4A (Esco Micro Pte. Ltd,
Singapur) de forma tridimensional, con una Unica cara libre que es la frontal de
acceso. Este espacio esta libre de particulas y bacterias hasta 0,1 pum que pueden llegar
a contaminar la zona de trabajo. La cabina de flujo laminar esta compuesta por una
cabina y un ventilador que permite el paso del aire ambiente por medio de un filtro
gue tiene como funcion proporcionar aire limpio al area de trabajo de manera

uniforme creando alta presion.

Para el cultivo celular hemos utilizado un medio de cultivo (Figura 3.11.)
compuesto por medio cultivo base (exclusivo para osteoblastos) DMEM (L-glutamina
/ piruvato de sodio) 500 ml (4,5 g/l) (PAA Cell Culture Company, BioPath Stores,
Cambridge, Reino Unido), L — glutamina (5 ml), suero fetal bovino (FBS) (50 ml)
(MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EE.UU.) antifingico y antibi6tico (penicilina,

anfotericina B, estreptomicina) (5ml).
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Figura 3.11. Medio de cultivo.

Para la separacion gravimétrica de células y componentes celulares hemos
utilizado la centrifuga refrigerada Sigma (SciQuip Ltd, Newtown, Wem, Shropshire,
Reino Unido) modelo 3K-30 (Figura 3.12.) para tubos Falcon de 15 ml, que tiene
15.000 r.p.m. como maximo, y un cabezal angular para alojar diez tubos Falcon de 15

ml.

Figura 3.12. Centrifuga refrigerada.
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Los tubos Falcon han sido proporcionados por el laboratorio Inilab S.L.
(Madrid, Espafia). Son tubos de fondo cénico, en polipropileno transparente, indicados
para pruebas con centrifugacion en laboratorios de inmunologia, microbiologia, etc.

Figura 3.13 Tubos Falcon.

Para mantener y hacer crecer cultivos celulares se ha utilizado una estufa
biolégica o incubadora (Sanyo Electric Biomedical Co., Osaka, Japén). La incubadora
mantiene la temperatura, la humedad y otras condiciones en grado éptimo, tales como
el contenido de diéxido de carbono (CO,) y de oxigeno en su atmoésfera interior. Las
incubadoras son esenciales para una gran cantidad de trabajos experimentales en
biologia celular, microbiologia y biologia molecular y se utilizan para cultivos
celulares, tanto bacterianos como de células eucariotas. Las células fueron
introducidas utilizando botellas de cultivo proporcionados por el laboratorio Inilab
S.L. (Madrid, Espafia), disefladas y tratadas para promover la adherencia y

crecimiento celular (Figura 3.14)
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Figura 3.14. Estufa biolégica, botellas de cultivo.

Por otro lado, también ha sido necesario el uso de camara de Neubauer
(Celeromics, Grenoble, Francia) (Figura 3.15.). Este dispositivo es utilizado en

biologia para el recuento de células en un medio liquido, que puede ser un cultivo

celular, sangre, orina, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, etc. o como el caso del
presente estudio medio de cultivo liquido. Esta camara de contaje estd adaptada al

microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos que

tiene dos zonas ligeramente deprimidas y que en el fondo de las cuales se ha marcado

con la ayuda de un diamante una cuadricula.
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Figura 3.15. Camara de Neubauer.
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Para la visualizacion de las muestras se han utilizado una serie de microscopios
incluidos en el Servicio de Microscopia del Centro de Investigacion Tecnologia e
Innovacion de la Universidad de Sevilla (C.I.T.1.U.S.):

- Microscopio éptico Olympus CKX41 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio,
Japon).

- Microscopio dptico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation,
Shinjuku, Tokio, Japdén) y cdmara Axio Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico
Dental, Alemania).

- Microscopio confocal (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania).

- Microscopio confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 (Leica
microsystems, Wetzlar, Alemania).

- Software Leica Lite (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania).
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3.2. Método.

Hemos llevado a cabo un estudio in vitro con células 6seas humanas de fémur
(NHOst) sobre dos tipos diferentes de superficies de titanio.

Para ello hemos distribuido la muestra entre tres grupos de estudio:

1. Grupo Control: Osteoblastos de humanos normales (NHOst) cultivados en

placa Petri de metacrilato de 25mm.

2. Grupo Maguinado: NHOst cultivados en discos de titanio con superficie
maquinada (Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.).

3. Grupo Osseotite: NHOst cultivados en discos de titanio con superficie tratada
mediante doble grabado con acido nitrico y fluorhidrico (dual acid etch,
DAE), Osseotite® (Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.).

Para analizar y comparar la funcidon osteoblastica se cultivaron células

osteoblasticas humanas normales (NHOst), las cuales fueron utilizadas para llevar a

cabo los siguientes experimentos:
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3.2.1. Cultivos celulares. Cultivo de osteoblastos humanos
normales (NHOST).

En un primer momento hemos llevado el cultivo de osteoblastos de humanos
normales (NHOST) conservados en nitrogeno liquido (Figura 3.16.) siguiendo el

siguiente protocolo:

Figura 3.16. Contenedor de nitrégeno liquido

Se ha procedido al descongelado del vial de células en cabina de flujo laminar.
Para ello hay que tener en cuenta unas consideraciones previas importantes: la
campana debe estar limpia y desinfectada, se debe irradiar con luz UV durante 15
minutos con el objetivo de esterilizarla y debemos tener muy presente que todo lo que
entre y salga de la campana durante el experimento, debe estar desinfectado con
alcohol al 70%. Las células se encuentran originalmente a -196°C dentro de un tanque

de N liquido. Una vez fuera del tanque de N, los criotubos se introducen rpidamente
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en un contenedor de agua a 37° C hasta que las células se descongelen.
Posteriormente, en un tubo Falcon de 15 ml, se agregan las células ya descongeladas
junto con 10 ml de medio de cultivo (Figura 3.5.). Posteriormente se centrifuga a 300
rpm durante 10 minutos para eliminar el glicerol anticongelante, el sobrenadante se
descarta. Se deja en reposo en estufa bioldgica durante 48h a condiciones fisiologicas
de cultivo (temperatura 37°C, 95% humedad, y 5% CO,), con medio de cultivo
organismo genéticamente modificado (OGM) atemperado enriquecido con 10% suero
fetal bovino (FBS), y suplementado con glicina y antibidticos (estreptomicina y

penicilina).

Utilizamos una pipeta de 2 ml para introducir las células en una botella de
cultivo. Una vez introducidas (0,5 ml) con densidad aproximada de 500.000
células/ml, afiadimos gota a gota el sustrato (7 ml) con un movimiento de abanico, con

el fin de no alterar las células tras la descongelacién (Figura 3.17.).

Figura 3.17. Subcultivo de NHOST en botella de cultivo.
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Llevamos a cabo controles diarios al microscopio dptico Olympus CKX41
(Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japon), para ir constatando la proliferacion y

controlando las posibles contaminaciones.

Cuando la confluencia (cantidad de area de superficie de la placa de cultivo de
tejido que esta cubierto con células expresadas como un porcentaje) alcanza el 90%, se
procede al subcultivado con el fin de renovar el stock de células para conservar la
linea celular para nuevos experimentos. Posteriormente procedemos a la siembra en
las superficies de titanio elegidas para el estudio (previamente esterilizadas con etanol
70°C). Se afiadi6 26 pl de suspensién celular (710400 células/ml y viabilidad 96%) +
2ml de medio de cultivo lentamente a cada placa de cultivo, y se incubaron durante
48h a condiciones fisiologicas en incubador, momento en que se comenzd su
procesado con marcaje con fluorocromos y anticuerpos especificos para cada variable

de estudio y la posterior captura de imagenes.
Se llevo a cabo el control del crecimiento celular mediante microscopia 6ptica

utilizando el microscopio 6ptico Olympus CKX41 (Olympus Corporation, Shinjuku,
Tokio, Japén) (Figura 3.18. — 3.20.),
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Figura 3.18. Imagen de crecimiento celular en grupo control. Imagen obtenida mediante utilizacion de
microscopio 6ptico.

Figura 3.19. Imagen de crecimiento celular osteoblastos cultivados sobre sobre superficie maquinada.
Imagen obtenida mediante utilizacién de microscopio dptico.
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Figura 3.20. Imagen de crecimiento celular osteoblastos cultivados sobre sobre superficie Osseotite®.
Imagen obtenida mediante utilizacién de microscopio dptico.
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3.2.2. Estudio de viabilidad celular: tincion fluorescente de
nacleos  celulares  mediante  DAPI  (4’.6-diamidino-2-

phenylindole).

Dividimos el proceso en dos partes, una primera de preparacion y una segunda

de tincion propiamente dicha.

Comenzamos la preparacion con solucién primaria de 20 mg de 4’.6-
diamidino-2-phenylindole DAPI (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 100 ml de

agua desmineralizada.

a. Solucion primaria A: 0,1 M &cido citrico (disolver 19,21 g de 4cido
citrico anhidro por 1000 ml de agua destilada o 21,01 g de acido

citrico monohidrato por 1000 ml de agua destilada.)

b. Solucion primaria B: 0,2 M hidrogenofosfato disodico (disolver 35,6
g de tampon fosfato salino (Na,HPO, PBS) x 2 H,O por 1000 ml de
agua destilada o 71,63 g tampon fosfato salino (Na,HPO,4 PBS) x 12
H,O por 1000 ml agua destilada).

El tampdn de Mcllvaine (LabChem Inc., Zelienople, PA, EE.UU.) pH 7,0 se
hace con dos partes de la solucion primaria A y ocho partes de la solucion primaria B

que son mezcladas para producir el tampdn con un valor pH de 7,0.

Preparamos ademas la solucién de tincion DAPI (10ul Solucion primaria / 10

ml tampdn de Mcllvaine pH 7,0).
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Tras la preparaciéon procedemos a la tincion siguiendo el siguiente protocolo:
mantenemos las células en agua desmineralizada durante tres minutos. Tras ello las
mantenemos en tampén de Mcllvaine pH 7,0 durante 5 minutos para tincion DAPI e
incubar las células en oscuridad durante 15 minutos. Los frascos deben mantenerse
siempre bien cerrados. A continuacidn escurrimos bien y secamos el portaobjetos con
una torunda. Montamos con medio acuoso de montaje Aquatex® (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania).

Las imagenes son capturadas con microscopio Optico de fluorescencia
Olympus BX61® (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japén) y cdmara Axio
Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo de 20x. Se aplico un
zoom x2.3 y se adquirieron las imagenes mediante un barrido en Z de diez planos y
cuatro segundos cada uno respectivamente para localizar el mejor plano de enfoque.
Una vez adquiridas las imagenes, se marcan las regiones de interés (ROI) de cada
zona, se toman de cada muestra cinco campos o0 zonas de contaje (noreste, noroeste,
centro, sureste y suroeste), por duplicado al haber dos réplicas de discos de cada tipo.
Posteriormente se procede al recuento manual del nimero de células por campo y el
de viables frente a apoptoticas, calculando el nimero medio de células viables o

apoptéticas por campo en cada tipo de superficie.

Los nucleos teflidos con DAPI (méximo de absorcién a 359 nm) muestran
color azul a una longitud de onda de 461 nm. Mediante esta técnica podremos
cuantificar células por células viables por campo y células apoptéticas por campo. Las
células viables (no apopt6ticas) se muestran azul intenso uniforme, mientras que las

apoptéticas en azul granulado, polilobulado o fragmentado.
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Una vez llegados a este punto se procede a un analisis estadistico entre grupos
para observar su significancia. Se realizard la confirmacion de normalidad mediante

Kolmogorov-Smirnov y comparacion entre grupos mediante ANOVA y test de
Bonferroni.
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3.2.3. Estudio del citoesqueleto celular: tincion con anticuerpos
especificos anti actina humana marcados con rodamina-

faloidina (Rhodamine-Phalloidin).

Mediante esta técnica podremos cuantificar la longitud de las fibras del

citoesqueleto (longitud axial).

Para la fijacion de la faloidina con rodamina es necesario que la F-actina tenga una
estructura proteica cercana a la nativa. Las células en fase de movilidad se muestran
con formas triangulares alargadas, es decir, con su esqueleto longitudinal axial (el que

abarca de extremo a extremo de la célula) expandido.

Preparamos 10% paraformaldehido stock como el siguiente: 1g
paraformaldehido en 10 ml de H,O calentada a ~60°C afiadir una gota de 1M NaOH y
continuar calentando hasta que la mayor parte esté disuelto. Después lo filtramos con
un filtro de 0,2 pm, y a continuacion lo diluimos al 4% en tampén fosfato salino

(Na,HPO, PBS) para la fijacion celular del ensayo.

En un primer paso se lavan las células con tampén fosfato salino (Na,HPO,,
PBS) cuidadosamente para retirar los restos de medio de cultivo. Fijamos las células
en 1,5 % paraformaldehido en tampon fosfato salino (Na,HPO, PBS) durante 15
minutos a temperatura ambiente. El tiempo de fijacion puede variar, dependiendo del
grosor del espécimen (tiempo que tarda el fijador para difundir en la muestra) y como
de sensible sea el anticuerpo al fijador.

Retiramos el exceso de aldehido con 0,5ml de tampén fosfato salino (PBS)
durante 5 minutos, tras lo cual procedemos a la permeabilizacion de las células en

0.1% Triton-X100 en PBS durante 1 minuto. Incubamos las células en rodamina-
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faloidina en metanol (Molecular Probes®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, EE.UU.) diluidas 1:100 en PBS durante 15 minutos. Llevamos a cabo tres
lavados con tampén fosfato salino (Na,HPO, PBS), cinco minutos cada lavado, antes
de preparar las muestras para la observacion.

Para preparar las muestras para microscopia usamos medio de montaje y
preservador de la fluorescencia Vectashield® (Vector Laboratories, Inc, Burlingame,
CA, EE.UU.) o glicerol al 10%. Espectro de absorcion-emision max. 540565 nm.
(Figura 3.21.).
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Figura 3.21. Espectro fluorescente 540565 nm.

Para cuantificarlo se procede de la siguiente manera, tras el montaje de los
discos y captura de imégenes con microscopio de fluorescencia (Olympus
Corporation, Shinjuku, Tokio, Japén)y camara Axio Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico
Dental, Alemania) utilizando en detector de lampara de mercurio TRITC, a objetivo
de 20x, de manera similar a los casos anteriores, se miden manualmente formando una

recta ROl mediante programa IMAGE-J Plus la longitud de dicho citoesqueleto (en
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pm) para cada célula de cada zona de estudio y se hace la media de las mediciones de
cada grupo de estudio.

Una vez llegados a este punto se procede a un andlisis estadistico de los entre
grupos para observar su significancia. Se procede a la confirmacion de la normalidad
mediante Kolmogorov-Smirnov y comparacion entre grupos mediante ANOVA 'y test
de Bonferroni.
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3.2.4. Estudio energético celular: cuantificacion del potencial de
membrana mitocondrial mediante tincion JC-1 (5,5°,6,6-
tetrachloro-1,1°,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine
lodide).

El JC-1 es un colorante monomeérico lipofilico de color verde gue permanece
en ese estado en la cara del citosol. Cuando el potencial de membrana (AY) aumenta
(mas activo) debido a la alta densidad de proteinas intermembrana generadoras de
gradiente electroquimico en las membranas mitocondriales, facilitan el paso de estos
mondmeros verdes desde el citosol a la matriz mitocondrial donde se acumulan y
forman los agregados en forma de dimeros de color rojo (Figura 3.22.). La presencia
de los dos colores con predominancia del rojo es indicador de células sanas, no
apoptéticas, con mitocondrias mas activas (alto potencial de membrana), y por lo tanto
células més viables en cuanto a movilidad, proliferacion, capacidad de diferenciacion

y actividad celular se refiere.

Figura 3.22. Color verde: mitocondrias menos activas. Color rojo: mitocondrias méas activas.
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Preparamos 5 mg/ml de solucién stock de JC-1(Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) en dimetilsulfuro (DMSO ~7,7 mM) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO,
EE.UU.), evitando exponer a la luz intensa directamente, llevando a cabo los
procedimientos de tincion bajo luz tenue y la incubacién bajo papel de plata. Debemos
evitar repetir la congelacion/descongelacion de la solucion stock de JC-1. Se deben
hacer pequefias alicuotas tras la primera descongelacion y mantenerlas almacenadas a
-20°C. Cuando tengamos las células cultivadas se procede a calentar el medio de
cultivo fresco a 37°C y descongelar una alicuota de solucion stock de JC-1 a
temperatura ambiente. Debemos asegurarnos que la solucion de JC-1 esta
completamente descongelada y atemperada a temperatura ambiente antes de diluirla
en el medio de cultivo. Preparamos el reactivo mediante disolucién de la solucién de
tincion JC-1 en el medio de cultivo pre-calentado. Para las células adherentes, JC-1 se
diluyen el medio hasta una concentracion final de aproximadamente 5 pg/ml
(agitamos durante la disolucion para prevenir la formacion de precipitados y
mezclamos bien hasta estar seguros de disolver todas las particulas, no se debe
centrifugar el reactivo). Tras esto retiramos el medio de cultivo de las células y lo
remplazamos por la disolucion de 1X JC-1 suficiente para cubrir las células. Dejamos
incubar las células durante 10 minutos a 37°C (o a temperatura ambiente durante 15
minutos). Retiramos el medio y lavamos la monocapa celular dos veces con tampon
fosfato salino (Na,HPO, PBS) o medio fresco. Afiadimos tampon fosfato salino

(Na;HPQO,4 PBS) y cubrimos las células con un cubreobjetos.

Las mitocondrias de dichas células en cultivo en las distintas superficies de los
discos de titanio se observaron inmediatamente mediante microscopia confocal laser

CLSM de Leica® (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania).

En primer lugar se colocé un medio de montaje; Vectashield® (Vector

Laboratories, Inc, Burlingame, CA, EE.UU.), y se colocd un cubremuestras de cristal
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de diametro 0,3mm especifico para confocal, tras lo cual se selecciono el objetivo de
aumento 40x y se usé detector fluorescente FIITC para localizar y enfocar las células,
en 5 regiones aleatorias predeterminadas de la siguiente manera: campo central, y
campos extremos norte, sur, este y oeste del disco, respectivamente, con la cdmara se

recogié del CLSM las mitocondrias presentes en dichas zonas.

Los agregados de color rojo muestran un espectro de excitacion-emision
méaxima a una longitud de onda de 514/590nm. Los mondémeros de color verde
muestran un espectro de excitacion-emisiéon maxima de 514-529nm las imagenes se
recogen con el laser Argon de 488nm digital al 76%, el Pinhole en airy 1.02, la
apertura al numérica al 0,5, las ganancias 1 y 2 a 799V y 841V respectivamente. El
prisma utilizado fue el tricroico TD 488/543/635 (510-535/590-625), y las imagenes
fueron creadas en formato 1024x1024 (8 bits).

Se comienza colocando el potenciémetro del laser Argén general manual al
50% (para evitar el fotobleaching), con el objetivo de 40x donde se empiezan a
visualizar las mitocondrias. Tras el montaje de los discos como en el caso anterior, la
captura de imagenes se produce de la misma manera que en los protocolos anteriores
(Figura 3.23.) y en la subpestana “Analisis” seleccionamos el recuento automatico de
pixeles rojo/verde y el célculo de los datos de porcentaje (%) de cada zona a partir del
grafico de distribucién de nube de puntos (Figura 3.24.), para cada superficie, que es
proporcional al potencial electroquimico de membrana mitocondrial y por

consiguiente al nivel de actividad celular.

Se procedié al test de analisis estadistico de los resultados mediante
confirmacién de normalidad mediante Kolmogorov-Smirnov y comparacion entre
grupos mediante ANOVA vy test de Bonferroni, para observar la significancia de los

datos de los ratios medios (rojo/verde) de cada superficie, siendo la presencia de
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ambos colores y el ratio mas alto el significativo de células con mitocondrias mas
potencialmente activas y sanas, respecto a un ratio rojo/verde bajo que mostraria
signos de apoptosis y senescencia celular.

Figura 3.23. ROI zona central superficie Ti Osseotite a 40x zoom 2 en microscopio confocal laser
CLSM de Leica.

Figura 3.24. Medicion Pixeles rojo/verde de ROI zona central en superficie Ti Osseotite.
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3.2.5. Estudio de productividad dsea: marcador de anticuerpo

especifico anti proteina BMP-2 humana.

La proteina BMP-2, proteina morfogenética dsea 2, se encuentra en el
espacio intra y extracelular. Las células viables y en estado osificante se muestran
pixeladas de color amarillento tanto en el citosol como en la zona extracelular (tras su
excrecion). A mayor concentracion de pixeles, por la proteina marcada con anticuerpo
anti hBMP-2 fluorescente, mayor actividad celular de sintesis de proteinas especificas
BMP-2.)

Para su deteccion se comenz6 con la fijacién celular. Para ello se utilizo
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS durante una hora, tras lo cual se lavo tres veces
con PBS sin Ca?+ ni Mg?+ atemperado. Cada lavado fue de un minuto de duracion. Se
sumergié en Triton x-100 durante 30 minutos con el fin de llevar a cabo la
permeabilizacion de la membrana, y se procedié al lavado con PBS, tres veces de un
minuto de duracién cada una.. Se incubd la muestra con anticuerpo antihumanBMP-2
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante una hora, se lavd posteriormente con
PBS, tres veces de un minuto de duracién cada una. Por Gltimo se procedié al marcaje
con anticuerpos (anticuerpo Fc antihumanBMP-2 marcado con Cys-5) (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) durante una hora. Tras limpieza con albumina (se lavo dos
veces utilizando BSA 1% en PBS, durante 10 minutos) se prepar0 las muestras para
microscopia usamos medio de montaje y preservador de la fluorescencia Vectashield®

(Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, EE.UU.) o glicerol al 10%.

Tras el montaje de los discos como en apartados anteriores, la captura de imagenes
se efectu6 mediante el microscopio confocal (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental,
Alemania) utilizando el Laser de Helio-Nedén de 635 al 50%, a objetivo 10x de la

misma manera que en los protocolos anteriores. Una vez adquiridas las imagenes
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digitales de cada una de las superficies, se procedid a la cuantificacion automatica de
los pixeles de las regiones ROI de cada superficie de estudio, y su correspondiente
porcentaje total (%) de proteina marcada, en relacion al resto de pixeles negros.

Por ultimo, se procedio a un andlisis estadistico de los resultados entre grupos

aplicando la confirmacion de normalidad mediante Kolmogorov-Smirnov y la
comparacion entre grupos mediante ANOVA y test de Bonferroni.
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RESULTADOS
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4. Resultados

tincion fluorescente de
DAPI (4’.6-diamidino-2-

4.1. Estudio de viabilidad celular:

nucleos celulares mediante

phenylindole).

Obtuvimos imagenes de los nlcleos de NHOst viables mediante utilizacion
de microscopio confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 (Leica
microsystems, Wetzlar, Alemania). Presentamos imagenes de NHOst cultivados del
grupo control (20x) (Figura 4.1.); y NHOst cultivados sobre discos de titanio con
superficie maquinada (20x) (Figura 4.2.), y superficie Osseotite® (20x) (Figura 4.3.).

DATOS DESCRIPTIVOS
Tipo de Grupos Media Desviacion

experimento estandar

Células por Control 18,87 +1,72
campo Magquinado 19,33 +13,17
Osseotite 21,26 +11,24

Células viables Control 18,25 +2,76
por campo Magquinado 18,83 +12,93
Osseotite 20,85 +11,55

Células Control ,62 +1,40

apoptéticas por Maquinado ,38 +,60

campo Osseotite ,16 +.74

Tabla 4.1. Datos descriptivos de los experimentos llevados a cabo: Estudio de viabilidad celular: tincion
fluorescente de nucleos celulares mediante DAPI: nimero de células por campo, nimero de células

viables por campo, nimero de células apoptéticas por campo.

Los datos descriptivos recogidos del experimento para el estudio de viabilidad

celular quedan recogidos en la tabla 4.1.
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Figura 4.1. Visualizacion de nlcleos de osteoblastos viables en cultivos de grupo Control. Imagenes
obtenidas microscopio 6ptico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio,
Japon) y cdmara Axio Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo de 20x

Figura 4.2. Visualizacion de nlcleos de osteoblastos viables en cultivos sobre superficie maquinada.
Imégenes obtenidas microscopio 6ptico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation,
Shinjuku, Tokio, Japon) y camara Axio Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo
de 20x.

125



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

Figura 4.3. Visualizacion de nlcleos de osteoblastos viables en cultivos sobre superficie Osseotite®.
Imégenes obtenidas microscopio 6ptico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation,
Shinjuku, Tokio, Japon) y cdmara Axio Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo
de 20x.
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4.2. Estudio del citoesqueleto celular: tincion con anticuerpos
especificos anti actina humana marcados con rodamina-
faloidina (Rhodamine-Phalloidin).

Obtuvimos imagenes del citoesqueleto de NHOst cultivados sobre discos de
titanio con superficie maquinada y superficie Osseotite® (Biomet 3i, Palm Beach
Garden, Florida) tefiidos con rodamina. Las imagenes fueron obtenidas mediante
utilizacién de microscopio confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 a 20x

(Figura 4.4, 4.5, 4.6) (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania).

DATOS DESCRIPTIVOS

Tipo de Grupos Media Desviacion
experimento estandar
Longitud axial Control 74,11pm +22,50
del citoesqueleto | Maquinado 94,81um +37,84
Osseotite 115,9 pm +39,52

Tabla 4.2. Datos descriptivos de los experimentos llevados a cabo: Estudio de citoesqueleto celular:

tincion con Anticuerpos especificos anti actina humana marcados con Rhodamina-Phalloidina

Los datos descriptivos recogidos del experimento para el estudio del

citoesqueleto celular quedan recogidos en la tabla 4.2.
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200 pm

Figura 4.4. Visualizacion de citoesqueleto osteoblastico mediante tincion con rodamina de osteoblastos
cultivados pertenecientes al grupo Control. Imagenes obtenidas mediante utilizacion de microscopio
oOptico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japén) y camara Axio
Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo de 20x.

Figura 4.5. Visualizacion de citoesqueleto osteoblastico mediante tincion con rodamina de osteoblastos
cultivados sobre sobre superficie maquinada. Iméagenes obtenidas mediante utilizacion de microscopio
optico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japén) y camara Axio
Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo de 20x.

128



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

Figura 4.6. Visualizacion de citoesqueleto osteoblastico mediante tincion con rodamina de osteoblastos
cultivados sobre sobre superficie Osseotite®. Imagenes obtenidas mediante utilizacién de microscopio
optico de fluorescencia Olympus BX61® (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japon) y cdmara Axio
Scope® (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) a objetivo de 20x

129



Tesis doctoral

Rocio T. Velazquez Cay6n

4.3. Estudio energético celular: cuantificacion del potencial de

membrana  mitocondrial

(5,5°,6,6’tetrachlorol,1°,3,3 tetraethylbenzimidazolylcarbocy

anine lodide).

Obtuvimos imagenes de mitocondrias de NHOst cultivadas sobre discos de
titanio con superficie maquinada y superficie Osseotite® (Biomet 3i, Palm Beach
Garden, Florida) tefiidas con JC-1. Las iméagenes fueron obtenidas mediante
utilizacién de microscopio confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 a 40x

mediante

(Figura 4.7, 4.8, 4.9) (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania).

DATOS DESCRIPTIVOS
Tipo de Grupos Media Desviacion
experimento estandar
Estudio Control 10,28 +4,77
energético Magquinado 18,74 +6,16
celular (JC1) Osseotite 23,30 +7,11

Tabla 4.3. JC1 (Estudio energético celular: cuantificacion del potencial de membrana mitocondrial

Los datos descriptivos recogidos del experimento para el estudio energético

mediante tincion JC-1),

celular quedan recogidos en la tabla 4.3.
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Figura 4.7. Visualizacion de mitocondrias de NHOst cultivados pertenecientes al grupo Control con JC-1
y visualizadas mediante utilizacién de microscopio confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 a

40x (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania).

Figura 4.8. Visualizacion de mitocondrias de NHOst cultivados sobre discos de titanio con superficie
maquinada (Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida) tefiidas con JC-1 y visualizadas mediante utilizacion
de microscopio confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 a 40x (Leica microsystems, Wetzlar,

Alemania).
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Figura 4.9. Visualizacion de mitocondrias de NHOst cultivados discos de titanio con superficie tratada
mediante doble grabado con &cido nitrico y fluorhidrico (dual acid etch, DAE), Osseotite® (Biomet 3i,
Palm Beach Garden, Florida) tefiidas con JC-1 y visualizadas mediante utilizacion de microscopio

confocal espectral de barrido laser LEICA TCS-SP2 a 40x (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania)
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4.4. Estudio de productividad 6sea: marcador de anticuerpo

especifico anti proteina BMP-2 humana.

Obtuvimos imagenes digitales de BMP-2 producidas por NHOst, utilizando
para la captura de imagenes de microscopio confocal espectral de barrido laser
microscopio confocal (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) utilizando el Léaser
de Helio-Nedn de 635 al 50%, a objetivo 10x. Observamos NHOst cultivados del
grupo control (10x) (Figura 4.10.); y NHOst cultivados sobre discos de titanio con
superficie maquinada (10x) (Figura 4.11.), y superficie Osseotite® (10x) (Figura
4.12)).

DATOS DESCRIPTIVOS
Tipo de Grupos Media Desviacion
experimento estandar
Estudio de Control 3,88% +3,43
productividad Maquinado 13,10% +5,51
0sea (BMP-2) Osseotite 22,33% +11,06

Tabla 4.4. Datos descriptivos de los experimentos llevados a cabo: Marcador de anticuerpo especifico de
proteina BMP-2: Estudio de productividad dsea.

Los datos descriptivos recogidos del experimento para el estudio de

productividad 6sea quedan recogidos en la tabla 4.4.
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Figura 4.10. Visualizacion de iméagenes digitales de BMP-2 producidas por osteoblastos cultivados
pertenecientes al grupo Control. Imagenes obtenidas mediante utilizacion de microscopio confocal (Carl
Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) utilizando el Léaser de Helio-Nedn de 635 al 50%, a objetivos 10x.

Figura 4.11. Visualizacion de imagenes digitales de BMP-2 producidas por osteoblastos cultivados de
osteoblastos cultivados sobre sobre superficie maquinada. Iméagenes obtenidas mediante utilizacién de
Microscopio Confocal (Carl Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) utilizando el Laser de Helio-Ne6n de
635 al 50%, a objetivos 10x.
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Figura 4.12. Visualizacion de iméagenes digitales de BMP-2 producidas por osteoblastos cultivados sobre
sobre superficie Osseotite®.. Imagenes obtenidas mediante utilizacion de microscopio confocal (Carl
Zeiss®, OPM, Pico Dental, Alemania) utilizando el L&ser de Helio-Nedn de 635 al 50%, a objetivos 10x.
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4.5. Diferencias entre los resultados de los diferentes grupos.

Sobre los datos presentados aplicamos el test ANOVA (analisis de la
varianza), con el fin de comparar varios grupos en una variable cuantitativa y
establecer la significancia estadistica. Encontrando diferencias significativas en los
experimentos de estudio de productividad 6sea (marcador de anticuerpo especifico
anti proteina BMP-2 humana), estudio de movilidad y adhesién (tincién con
anticuerpos especificos anti actina humana marcados con rodamina-faloidina) vy
estudio energético celular (cuantificacion del potencial de membrana mitocondrial
mediante tincion JC-1). No se observé esa diferencia significativa para estudio de
apoptosis mediante tincién fluorescente de nucleos celulares mediante DAPI, en el que
podremos observar células apoptoéticas y viables y recuento de nimero de células por

campo.

Tras la comparacion multiple y aplicacién del test de Bonferroni observamos
que existe diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos para el
experimento de BMP-2, entre el grupo Control y grupo Osseotite para el estudio de
movilidad y adhesion, y para las comparaciones de grupo Control y grupo Maquinado
y grupo Control y grupo Osseotite para el estudio energético celular mediante tincion
con JC-1.

Observamos que sobre superficies tratadas mediante doble ataque &cido
(Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.) existe una mayor
produccién de BMP-2 de los osteoblastos, indicAndonos, por tanto, una mayor
productividad 6sea sobre estas superficies. Se cuantifica la expresion de BMP-2 en un
22,3% en grupo Osseotite, 13,1% en grupo Maquinado y tan solo un 3,8% en el grupo

Control, con un valor p < 0,001.
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De igual modo se encontr6 mejores valores para el estudio de movilidad y
adhesion y energético celular para grupo Osseotite, pero con matices. Se midio la
longitud axial media del citoesqueleto de osteoblastos, obteniéndose valores de 115,9
pm en el grupo Osseotite, 94,81 um en el grupo Maquinado y 74,11 um en el grupo
Control, siendo estadisticamente significativo un mejor comportamiento del
osteoblastos sobre superficie Osseotite respecto al grupo Control (p = 0,042), pero no
asi respecto al grupo Maquinado (p = 0,526).

En cuanto al estudio energético celular también observamos una mejor
funcion de los osteoblastos sobre superficie Osseotite®, también con matices que
veremos a continuacion. La ratio pixeles rojo/verde es mayor para este grupo, con un
valor de 23,3, siendo 18,74 para el grupo Maquinado y 10,28 para el grupo Control.
Aplicando el test de Bonferroni para comparaciones multiples observamos diferencia
estadisticamente significativa entre grupo Control y Maguinado (p = 0,0034) y grupo
Control y Osseotite (p < 0,001), no asi entre los grupos Maquinado y Osseotite (p =
0,449).
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DISCUSION
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5. Discusion.

Una de las finalidades de la microscopia es permitir observar los especimenes
en detalle, logrando un balance 6ptimo entre el contraste y la resolucidon. Este hecho es
de extrema utilidad en muestras incoloras, tales como las células vivas, dado que en su
estado natural son transparentes y con poco contraste, en las cuales los detalles
permanecen invisibles a pesar de la alta resolucion de estos aparatos. El interés de
observar células vivas radica en la posibilidad de captar procesos vitales en pleno
desarrollo, tales como la motilidad, la division, la fagocitosis y muchos otros. Estas
particularidades han motivado a los investigadores a buscar métodos para incrementar
el contraste con la finalidad de obtener imagenes de células vivas con mas detalles.
Normalmente, en el microscopio convencional, esto se puede lograr de cierta manera
si se reduce la apertura del diafragma o se disminuye la cantidad de luz; con estas
maniobras se incrementa el contraste, pero lamentablemente también se reduce
seriamente la resolucion y la nitidez; por eso mismo, se han disefiado técnicas
microscopicas mas complejas que incrementan el contraste sin afectar la resolucion.
Son procedimientos que proporcionan efectos Opticos en la muestra, permitiendo que
aquellos detalles que pasan desapercibidos se traduzcan en cambios de intensidades
luminosas las cuales si pueden ser reconocidas por el ojo humano, incluso
cuantificadas. De ahi el desarrollo de técnicas de fluorescencia que nos permiten
estudiar de una forma clara los diferentes acontecimientos que pueden suceder en

células vivas.

El estudio del comportamiento de los osteoblastos sobre dos diferentes
superficies de titanio (como es el caso de nuestro estudio), puede traducirse en el
estudio del comportamiento 6seo sobre estas mismas. Conocer este comportamiento y

desarrollar a partir del mismo superficies de implantes dentales, que promuevan no
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solo el crecimiento, si no la adhesion de las células dseas a las mismas es el principio
del camino hasta la consecucion de superficies con las cuales podamos garantizar la
estabilidad en tratamientos implantolégicos teniendo como base una mayor y mejor

osteointegracion.

Tras afios de investigacion, sabemos que algunos metales o aleaciones
metélicas, tales como titanio, circonio, hafnio, tantalo, niobio o aleaciones de los
mismos, se pueden usar para formar enlaces relativamente fuertes con el tejido 6seo.
El gold standard en osteointegracion de implantes dentales sigue siendo el titanio. Si
bien la unién entre este metal y el tejido 6seo es relativamente fuerte, es deseable
mejorar dicha unién. Son diversos los métodos desarrollados para tratar dichos
implantes metalicos a fin de obtener una superficie adecuada de los mismos que
mejore su osteointegracion. Por "superficie" se entiende la capa superficial o zona mas
externa de un implante compuesta principalmente por el 6xido del metal
correspondiente, cuyas caracteristicas fisicas son claramente diferentes a las del

material macizo del cual estd compuesto.

Es preciso conocer, antes de estudiar el comportamiento osteoblastico, las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de los materiales que componen los
implantes dentales, y mas concretamente sus propiedades de superficie; para ello en
este estudio hemos llevado a cabo técnicas de microscopia electrénica de barrido
(SEM). La morfologia creada mediante diferentes técnicas (descritas en el apartado de
introduccién) que conlleva un incremento en la rugosidad superficial en comparacion
con las superficies mecanizadas, supone un incremento en la capacidad de
osteointegracion de los implantes dentales. En la actualidad, nos encontramos que las
superficies tratadas mediante sistemas de adicion han sido claramente superadas por
aquellas tratadas mediante sistemas de sustraccion. Entre estos ultimos destacan los

arenados con o sin grabado (superficies SLA®, Straumann®, Basilea, Suiza; y
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Tioblast®, Astra Tech®, Dentsply Implants®, Suecia) oxidacion anddica (superficie
TiUnite®, Nobel Biocare®, Suecia) y el grabado acido (superficie Osseotite®, Biomet
3i®, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.). Ademaés del estudio de morfologia de
superficie, es importante conocer la quimica superficial de las mismas, para lo cual, se
utilizan técnicas asociadas a SEM, como la espectroscopia de fotoelectrones emitidos
por rayos X (XPS). Kang et al. observan utilizando esta técnica como los discos de
superficie Osseotite® presentan una capa superficial compuesta por Ti, O, C (110).

El ataqgue quimico de la superficie del implante se puede efectuar empleando
diversos acidos minerales tales como acido fluorhidrico, acido clorhidrico, acido
sulfurico, etc. Asi, por ejemplo, en una serie de patentes en Estados Unidos de Implant
Innovations Inc. (US 5,603,338; US 5,876,453; US 5,863,201 y US 6,652,765) se
describe el tratamiento &cido en dos etapas que se usa para obtener la superficie
comercial Osseotite® (Biomet 3i®, Palm Beach Garden, Florida, EE.UU.). En la
primera etapa se usa acido fluorhidrico acuoso para eliminar el 6xido natural sobre la
superficie metalica, en la segunda etapa se usa una mezcla de acido clorhidrico y acido
sulfarico para obtener una superficie rugosa micrométrica, modificando asi la
microestructura de superficie y las propiedades quimicas de la misma. En la solicitud
de patente europea EP 1477 141, también de Implant Innovations Inc., se describe una
variacion de este método en el que se emplea una mezcla de &cido fluorhidrico y acido
clorhidrico en la segunda etapa para tratar superficies de implantes a base de

aleaciones de titanio TigAl,V.
La respuesta de las células 6seas a las superficies tratadas con doble ataque

acido con éacido fluorhidrico y &cido nitrico, como la superficie Osseotite® ha sido

estudiada tanto en modelo animal in vivo como en modelo humano.
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En 2009, el grupo brasilefio de Silva et al. (111) present6 un estudio en el que
evaltan la proliferacion y diferenciacion de células derivadas de la médula 6sea
humana sobre diferentes superficies rugosas de titanio. Las células obtenidas de la
cresta iliaca de un donante humano adulto (paciente de 45 afios de edad, en buenas
condiciones fisiologicas) fueron procesadas siguiendo el siguiente protocolo: las
células fueron suspendidas en DMEM (Dulbecco's Modification of Eagle's Medium),
suplementadas con suero fetal bovino al 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100
pg/ml y gentamicina 50 pg/ml, tras lo cual se cultivaron sobre superficies de titanio de

diferente rugosidad, distribuyendo los grupos segun el método de preparacion:

- Superficie lisa 'y pulida

- Superficie lisa y pulida, y posterior ataque con &cido fluorhidrico / acido
nitrico durante 15 minutos (superficies rugosas).

- Superficie lisa y pulida, y posterior ataque con &cido fluorhidrico / acido

nitrico durante 30 minutos (superficies rugosas).

Las superficies se evaluaron mediante microscopio electronico de barrido y
perfilometria. Para el analisis de la proliferacion celular se llevaron a cabo recuentos a
los tres, siete, 14 y 21 dias. Para el estudio de diferenciacion celular se detecto la
expresion de ARNm para osteocalcina y osteopontina mediante extraccién de ARN
mediante reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT- PCR).
Observaron que los discos de titanio sometidos a grabado con acido durante 15
minutos permitian una mayor proliferacion celular en todos los periodos de cultivo. El
nivel de la expresion osteopontina y osteocalcina se incrementd en el grupo de
tratamiento con &cido, lo que indica un incremento en la diferenciacion de las células
derivadas de la médula 6sea humana a osteoblastos. Por todo ello, concluyen que el
aumento de la rugosidad superficial en implantes dentales de titanio acelera la

diferenciacion de las células mesenquimales indiferenciadas en células de linaje
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osteogénico, aunque no favorece necesariamente la proliferacion celular. La rugosidad
de la superficie intermedia, de 0,5 um (grabado acido durante 15 minutos), favorece

tanto las respuestas iniciales, como finales de las células.

Por otro lado en 2011, el grupo chino compuesto por He, Yang, Zhao y Cheng
(112) publica un estudio cuyo objetivo era investigar la respuesta del hueso a la
superficie de titanio rugosa creada mediante doble ataque acido acido fluorhidrico /

acido nitrico. Para ello dividieron dos grupos de estudio:

- Grupo test o experimental: implantes de titanio tratados con solucién &cido
fluorhidrico / &cido nitrico
- Grupo control: implantes de titanio sin tratamiento con solucién é&cido

fluorhidrico / &cido nitrico

Para el estudio utilizaron discos de titanio comercialmente puro (cpTi) (10 X
10 x 15 mm) e implantes maquinados (3.0 mm de diametro x 8 mm de longitud)
(Zheijang Guangci Medical Appliance, China). Se insertaron 45 implantes de cada
grupo en ambas tibias de 15 conejos. Después de dos, cuatro y ocho semanas in situ,
las tibias fueron extraidas y preparadas para observacion con microscopia electronica.
Las pruebas mecanicas indicaron que la media del torque de retirada de los implantes
fue mayor en el grupo experimental que en el grupo control tras ocho semanas. El
analisis histomorfométrico indica que el area de hueso de la regién cortical de los
implantes explantados era significativamente mayor en el grupo experimental que en
el grupo control tras cuatro y ocho semanas después de la cicatrizacion. La ratio del
contacto hueso implante en la regién cortical fue mayor también en el grupo
experimental tras ocho semanas. Por lo tanto, concluyen que el tratamiento mediante
doble ataque &cido (acido fluorhidrico / &cido nitrico) promueve la formacion éseay la

osteointegracion tras cuatro y ocho semanas en un modelo animal de tibia de conejo.
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Utilizando modelo animal se han llevado estudios experimentales
comparativos de superficie con tratamiento mediante doble ataque &cido (&cido
fluorhidrico / &cido nitrico) y maquinada, cuantificando en términos de contacto hueso
implante (BIC) tras el tiempo de osteointegracion. Weng et al. (113) presentan un
estudio experimental sobre modelo animal en el cual colocan dos implantes de titanio
maquinado (ICE group, Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, FL, EE.UU.)
y dos implantes tratados en superficie mediante doble ataque acido (OSS group,
Osseotite®, Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, FL, EE.UU.) de 3,75x10
mm en posicién de premolares mandibulares, sumergiéndolos completamente,
retirando la sutura a los diez dias y llevando a cabo su explantacion y estudio
histomorfométrico a los cuatro meses. Por otro lado, Veis et al. (114) llevan a cabo un
estudio de caracteristicas similares, también sobre perros en el cual implantan 22
implantes (20 Osseotite® y dos de superficie maquinada como control). En algunos
sitios se realizaron defectos artificiales que fueron rellenados con hueso autélogo
triturado. Los sitios quirtrgicos fueron recubiertos por membranas y éstas fijadas con
pins. Tras cinco meses se explantaron y se realizd el estudio histomorfométrico.
Comparando los resultados de ambos estudios se observa casi el doble de BIC para los
grupos de implantes Osseotite® respecto a los implantes con superficie maquinada
(Tabla5.1.).

Autores Tiempo de Superficie Superficie
explantacion Osseotite® Maquinada
Weng et al. (113) 4 meses 62,9£12,4% 39,5+13% p<0,01
Veis et al. (114) 5 meses 64,44+15,8% 28,59+12,04% p<0,00
(hueso regenerado)
5 meses 32,32+15,09% 17,25+7,4% p<0,001
(hueso nativo)

Tabla 5.1. Comparacidon de BIC en estudios de Weng et al y Veis et al.
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También se han comparado ambas superficies en modelo animal en términos
de cuantificacion de torque de desinsercion (115-117), demostrando mejor

comportamiento también la superficie Osseotite® en comparacion con aquellos

implantes de superficie maquinada (Tabla 5.2.).

Autores Dimensiones de Tiempo de Torque de Torqgue de
los implantes cicatrizacion desinsercion de desinsercion de
implantes con implantes con
superficie superficie
maguinada Osseotite®
Klokkevold PR 3,75x10 mm 8 semanas 4,95+1,61 Ncm 20,5+6,59 Ncm
etal. (115)
Buser D at al. 3,75x10 mm 4semanas | -mmmmmmmemememe 62,5 Ncm
(116)
8 semanas 87,6 Ncm
12 semanas 95,7 Ncm
Cordioli G et al. 3,754 mm 5 semanas 25,26+3,35 Ncm 40,85+4,14 Ncm
(117)

Tabla 5.2. Comparacion de torques de desinsercion en estudios sobre modelos animal.

El comportamiento de las células osteoblésticas sobre la superficie de los
implantes dentales determinara el grado de osteointegracion que podemos llegar a
conseguir que al fin al cabo serd uno de los factores determinantes para la estabilidad
del tratamiento, asi como la posibilidad de acortar los tiempos actuales en los
protocolos de implantologia dental a la hora de someter a los implantes a carga.
Actualmente, dada la trayectoria y la experiencia adquirida en la rehabilitacion con
implantes dentales la estabilidad de nuestro tratamiento se antoja cada vez més
importante.
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Con el fin de conocer en profundidad el comportamiento de los osteoblastos
sobre superficies de titanio, se han llevado a cabo diferentes estudios en los Gltimos

afos. Traduciendo este comportamiento en cuantificacion de una serie de pardmetros.

Oliveira et al. (118) presentaron un estudio sobre especimenes de titanio
comercialmente puro (cpTi) con la superficie modificada mediante ataque acido (HCI
0 H,PO3), 0 por ataque acido y posterior tratamiento alcalino (NaOH) para investigar
la influencia de dichos tratamientos en las propiedades osteoconductoras de la
superficie, utilizando para ello osteoblastos humanos (HODb). Los niveles de expresién
de ciertos genes tales con ALPL (fosfatasa alcalina), COL3A1 (colageno tipo Ilal),
SPP1 (osteopontina), RUNX2 (factor de transcripcion Runt-related), SPARC
(osteonectina) fueron analizados utilizando RT-PCR a tiempo real. Segun los autores
los resultados de este estudio son Utiles para evaluar los mecanismos que gobiernan el
comportamiento de los osteoblastos sobre las superficies de implantes dentales, el cual
es la llave para el control de la formacién dsea, la cual aceleraria los procesos que
conllevan a la osteointegracion. Concluyen que la superficie tratada mediante ataque
acido y posterior alcalinizacion induce a un mayor comportamiento osteoconductivo:
dichas superficies presentaban mayor formacién de micro y nanoestructuras

calcificadas.

Harimoto et al. (119) con el objetivo de investigar los efectos de los materiales
por si mismos en la compatibilidad con los osteoblastos utilizaron tres tipos diferentes
de discos: un disco con superficie lisa de titanio (ti disk), un segundo con superficie
lisa de hidroxiapatita (Ap disk) y un tercero con superficie rugosa de titanio (TI disk).
Cultivaron células de ratén osteoblast—like sobre los tres tipos diferentes de superficies
para proceder a recuento celular, tincion de fosfatasa alcalina, tincion de Alizarin Red
S y medidores de Quariz crystal microbalance. Concluyen en que la hidroxiapatita

presenta una mayor afinidad por los osteoblastos que el titanio. Este hecho fue, no
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tanto por el tipo de superficie, sino por propiedades intrinsecas tales como la
capacidad de adsorcion de proteinas. Los autores afirman que aunque el titanio haya
sido utilizado durante un largo tiempo como material de eleccion para la fabricacion
de implantes dentales su estudio sugiere que la razon por la que el titanio promueve
mejor la osteointegracion esta relacionada con la alta compatibilidad de la apatita que
deberia formar parte de la superficie de implantes dentales de titanio.

Para conocer algo mas el comportamiento de la superficie de hidroxiapatita
(hydroxyapatite coated, HA-coated) acudimos a un articulo mas cléasico de Vallecillo
et al. (120) en el que presentan un estudio en el que se evaluaron dos tipos de
tratamiento de superficie de implantes después de cinco afios, una de ellas recubierta
con hidroxiapatita y otra con plasma spray de titanio. No se encontré diferencia
significativa. Tras un seguimiento de cinco afios se observd que los implantes con
plasma spray de titanio obtuvieron diez casos fallidos (13,3%), mientras que los
recubiertos con hidroxiapatita obtuvieron tres casos fallidos (5,6%). Concluyeron que
el recubrimiento con hidroxiapatita tenia mayor probabilidad de éxito, ya que el

plasma spray de titanio presenta mayor pérdida de hueso marginal peiimplantario.

No obstante, aunque quede refrendado por la literatura que los implantes con
recubrimiento de hidroxiapatita presentan una unién entre esta superficie y el hueso
mayor que la del titanio Unicamente, presentan una mayor adhesion osteoblastica y
proliferacion de la matriz extracelular que mejora la unién hueso — implante, y que se
haya demostrado su eficacia clinica en diversos estudios realizados; a largo plazo no
existen diferencias entre implantes con superficie recubierta con hidroxiapatita o
superficie mecanizada. Ademas ya en 1999, Lacefield (121) revel6 que este tipo de
superficies presentan desventajas notorias por su potencial contaminacion y posible
reaccion inflamatoria del tejido Gseo adyacente debido a su dehiscencia o

desprendimiento de la superficie del implante.
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Como hemos visto hasta ahora respecto a las propiedades de superficie que
presenta el titanio ha quedado demostrado que afectan a la respuesta de los
osteoblastos, ademas debemos tener en cuenta el papel que juega la calidad 6sea del
huésped en el éxito de la osteointegracion. Uno de los factores que determinan esta
calidad es la edad del paciente. Olivares-Navarrete et al. en 2012, presentaron un
articulo en el que examinan, tanto in vitro como in vivo, si la respuesta a las
caracteristicas de la superficie de titanio se veia afectada por la edad, en un modelo
animal. Se aislaron osteoblastos obtenidos del crdneo de ratas de uno, tres y once
meses. Todos mostraron una reduccion en el numero de células e incremento en la
actividad especifica de la fosfatasa alcalina y la osteocalcina en respuesta al aumento
de la microtopografia del titanio y a su energia superficial. Los osteoblastos obtenidos
de las ratas de las tres edades mostraron un incremento de la produccion de la
osteocalcina, de factores locales de osteoprotegerina, VEGF-A y TGF-B activa en
respuesta al incremento de la rugosidad de la superficie de titanio y su consecuente
aumento de energia superficial. La TGF-B latente solo se veia aumentada en las ratas
de uno y tres meses de edad. El tratamiento con la hormona sistémica 1o osteotropico,
25 (OH) 2D3 incluso mejora ain mas la respuesta de los osteoblastos a la superficie
de titanio en los tres grupos de edad. Sin embargo, los osteoblastos derivados de las
ratas de once meses de edad tenian una respuesta reducida a la la, 25 (OH) 2D3 en
comparacion con los osteoblastos derivados de ratas de uno y tres meses. Estos
resultados fueron confirmados in vivo. En los implantes de titanio colocados en el
canal intramedular femoral en ratas de nueve meses se observd un menor contacto
hueso-implante y menor neovascularizacién en respuesta a la rugosidad de la
superficie y la energia superficial, en comparaciéon con ratas mas jovenes, de dos
meses de edad. Estos resultados muestran que la maduracion de osteoblastos de
roedores in vitro, asi como el hueso neoformado in vivo se reduce con la edad. Por
otro lado, estos resultados deben ser determinados aun en humanos, aunque nos

presentan una referencia orientativa (122).
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La comprension de la base celular de la interaccion célula-biomaterial
osteoblastica es crucial para el analisis del mecanismo de la osteointegracion. La
adhesion celular es un proceso complejo que depende de los tipos de células, la
microtopografia superficie y la quimica del sustrato. Salido et al. (123) estudiaron el
papel de la microtopografia en la modulacion de la adhesién celular in vitro usando
una linea celular de osteoblastos humanos para la evaluacion de la organizacion del
citoesqueleto de actina. A través de la aplicacion de la combinacién de microscopia
confocal laser (CLSM) de reflexién y fluorescencia, se obtuvieron imagenes en dos o
tres dimensiones del citoesqueleto. Sobre superficies lisas de titanio comercialmente
puro (cpTi mecanizadas) se orientaron al azar células dseas predominantemente planas
con una relacion axial de 1:1, con fibras de estrés que se ejecutan en todas las
direcciones y filopodios delgados. En superficies Osseotite® las células osteoblasticas
se conformaron al terreno irregular de la superficie, con sitios de adhesion focal
establecidos sélo en los picos topograficos relativos separados por una distancia
mayor que en la superficie mecanizada, con una mayor expresion de fibras, formando
grandes contactos en la superficie rugosa. La organizacion del citoesqueleto de las
células cultivadas en las superficies Osseotite® apoya un papel activo de la superficie
del biomaterial en los acontecimientos que rigen la adhesion celular osteoblastica. Los
resultados refieren como la topografia de superficie afecta a la adhesion celular
osteoblastica y proporcionan informacion valiosa para el disefio de superficies de
materiales que se requieren para el desarrollo de una superficie osteogénica adecuada
para el anclaje osteoblastico, siendo este anclaje y la organizacion del citoesqueleto
mayor en superficies rugosas en comparacion con las superficies mecanizadas, en el

caso de los implantes dentales.

Como se ha propuesto en nuestro estudio, es importante saber, para un
conocimiento més profundo de la funcion osteoblastica sobre los implantes dentales,

la funcion mitocondrial de los mismos, puesto que un osteoblasto energético podra
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Ilevar mejor a cabo sus funciones de proliferacién y crecimiento sobre superficies de
implantes dentales. Con este fin, Salido et al. (124) en 2009 realizaron un estudio in
vitro cultivando osteoblastos humanos normales sobre superficie de titanio
Osseotite®. Para el estudio de mitocondrias, llevan a cabo tincion con JC-1 y
obtencion de imagenes mediante microscopia de fluorescencia. Observan mayor
densidad de mitocondrias filamentosas sobre superficie Osseotite® en comparacion
con superficie maquinada. Las mitocondrias altamente energizadas se observan
teflidas en rojo y acumuladas en las ramas filopodiales largas. La visualizacién
simultdnea mitocondrial y la formacién de imagenes de retrodispersion de la
superficie les permiti6 correlacionar la distribucién mitocondrial con la
microtopografia de sustrato irregular, lleno de picos y valles. En las células que
crecieron en el disco cpTi (superficies mecanizadas), también aparecieron gran
cantidad de mitocondrias altamente energizadas. No se observd agrupacion o
polarizacion significativa alrededor de las zonas de contacto. También se observé una
red filamentosa de las mitocondrias polarizadas que rodeaba el nicleo. Por otro lado,
en este mismo estudio se observd la organizacion del citoesqueleto de actina a través
de la tincién del mismo mediante rodamina-faloidina. Las células cultivadas sobre
discos cpTi de superficies mecanizadas adoptaron una morfologia que parecia ser
predominantemente plana orientada al azar con una relacion axial media de 1:1. Por
otro lado las células cultivadas en el grupo control no presentaban un patron de
crecimiento homogéneo, observandose una gran variabilidad en la organizacion del

citoesqueleto.

Aungue en nuestro estudio encontramos mejor comportamiento con matices
en el estudio de adhesion de los osteoblastos cultivados sobre superficie rugosa o
tratada, es importante considerarlo; puesto que el citoesqueleto es un complejo
sistema tridimensional de fibras proteicas que intervienen en movilidad y forma de la

célula, asi como en la adhesion. Un citoesqueleto de mayor extensién y mejor
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organizado mejora la adhesion celular, como primer paso hacia la consecucion de la

osteointegracion.

En estudios actuales en humanos no se han evaluado los acontecimientos
biomoleculares que tienen lugar en las primeras etapas de la osteointegracion que
estan relacionados con la osteointegracion y la inmunomodulacién. Con este objetivo
Bryington et al. (125) presentaron un estudio en 2012 en el cual usan un modelo de
implante dental explantado para evaluar la respuesta celular y molecular asociadas a la
cicatrizacion primaria y osteoinduccion de los mismos. Presentan la primera
evaluacion molecular de la cicatrizacién temprana y los eventos de la osteointegracion
en humanos mostrando pruebas de la respuesta molecular de las células adherentes
sobre superficies de implantes dentales in vivo. Para evaluar los eventos de
osteoinduccién y procesos de sefializacion célula-célula en células adherentes, se
realiz6 una comparacion in vivo de implantes de titanio comercialmente puro (cpTi)
con nanotopografia tratados con acido fluorhidrico (grupo experimental) e implantes
de oOxido de titanio (TiO,) con topografia a escala micrométrica tratados con chorro de
arena (grupo control). Se colocaron seis implantes en diez sujetos sanos y fueron
desinsertados por roscado inverso a uno, tres y siete dias. Los perfiles de expresion
génica de las células adherentes fueron estudiados mediante RT-PCR. En el primer dia
no se observo osteoinduccion en ninguna de las superficies. A los tres dias, se observd
en el ARN de las células adherentes que los niveles de BMP-6, osteopontina, y osterix
(OSX) eran elevados, tanto en las superficies micro- como nanotopogréaficas. A los
siete dias, ambas superficies presentaron expresion de genes que ayudan a la
osteoconduccion; sin embargo, se observé un aumento muy moderado de la mayoria
de los ARNm y se midieron niveles significativamente mas altos de ARNm para OSX
para células adheridas a los implantes nanotopografia. Ademas, se observo un
aumento en la expresion de quimioquinas y los perfiles de citoquinas incluyendo

CXCL10, CXCL14, IL-9, IL-22, y TOLLIP en superficies nanotopogréaficas en
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comparacion con las superficies microtopograficas. Por tanto, los autores concluyen
que las superficies con nanotografia generan una mayor induccion de genes

relacionados con la osteoinduccion en las fases mas tempranas de la osteointegracion.

Sola-Ruiz et al. (126) presentan un estudio cuyo objetivo es observar el
comportamiento de osteoblastos cultivados in vitro sobre discos de titanio, en relacion
con su rugosidad y la aplicacion de melatonina. Extraeremos a continuacion los datos
correspondientes al comportamiento sobre superficie rugosa, que de hecho es en lo
gue se centra nuestro estudio. Los discos utilizados fueron manufacturados por Biomet
3i® (Paterna, Espafia) utilizando una aleacién de titanio, aluminio y vanadio. Como
hemos comentado anteriormente nos centramos en el grupo tratado mediante doble
ataque &cido. Se llevo a cabo un analisis de la superficie de los discos previo a cultivo
celular mediante microscopio Optico (Carl Zeiss, OPM Pico Dental, Alemania),
microscopio electrénico de barrido (Jeol JSM 6300; Oxford Instruments Ltd.
Abingdon, Reino Unido) y microscopio confocal (CLSM) (Lext PLS3100; Olympus
Corporation, Tokio, Japon). Tras cultivo celular se procedié a estudiar la adhesion y
proliferacion celular. Para ello tras 24 y 72 horas del cultivo, los discos se lavaron con
solucién salina tamponada (PBS) tres veces, fijando posteriormente las células
mediante glutaraldehido 2,5%. Tras cuatro lavados con PBS, las muestras fueron
tefiidas secuencialmente con hematoxilina-eosina, y posteriormente incubadas con
DAPI, tras lo cual los discos fueron observados bajo microscopia de fluorescencia
utilizando el filtro adecuado. Las imagenes se capturaron con lentes de 10x y 20x para
hacer el recuento celular y estudio de su morfologia (por la emisién fluorescente de la
eosina). Se observod que la media de rugosidad en los discos tratados mediante doble
ataque acido fue de 0,277 um y en los discos maquinados de 0,114 um. Tras 24 horas
del cultivo, los osteoblastos se adherian activamente a ambas superficies, aunque
veremos que los osteoblastos se comportaban de forma diferente en una y otra. En la

superficie rugosa las células crecian de forma aleatoria, mientras que en la superficie
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lisa seguian un patron lineal. En el estudio de adhesion celular tras 24 horas mediante
microscopia de fluorescencia se observé un mejor comportamiento sobre superficie
rugosa. En el estudio de proliferacion llevado a cabo tras 72 horas se contabilizé 261,7
células por campo en superficie rugosa frente a 144, 5 células por campo en superficie
maquinada, demostrando un mejor comportamiento de los osteoblastos sobre las

mismas in vitro.

Como hemos visto hasta ahora tanto en los resultados de nuestro experimento
como en la revision de la literatura cientifica publicada hasta la fecha, las superficies
rugosas o tratadas de implantes dentales de titanio han demostrado mayores tasas de
osteointegracién, en gran medida dada la mejor predisposicion que presentan las
células osteoblasticas a la adhesion y proliferacion. En nuestro estudio hemos
observado una mayor produccién de BMP-2, indicAndonos una mayor productividad
6sea de los osteoblastos cultivados sobre superficies rugosas. En la misma linea,
hemos encontrado mejores valores en movilidad y adhesion y estudio energético
celular sobre estas superficies. Parece evidente una mayor probabilidad que en un
ambiente contaminado como es el medio oral pueda aumentar la posibilidad de
adhesion microbiana a estas superficies, lo cual puede dar a la larga problemas tales
como recesion gingival, reabsorcion ¢sea y pérdida final del implante. La
periimplantitis avanza méas rapidamente que la periodontitis y los mecanismos de
reparacion son mas lentos, resultando en una ruptura de las fibras de colageno y escasa
reconstruccion ésea. En lineas generales, la adhesion bacteriana es similar en dientes y

en implantes, podemos dividirla en tres etapas:

1. Las bacterias son transportadas hacia el sustrato a través de la saliva. Esta
etapa si diferiria claramente de la adhesion celular, por ejemplo osteoblastica.
2. Establecimiento de una interaccion electrostatica bacteria-sustrato y una

interaccion especifica entre bacteria y ligando.
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3. Agregacion de diferentes tipos de bacterias.

El biofilm est4 formado por bacterias inmersas en una matriz extracelular que
proporciona resistencia a los mecanismos de defensa del huésped y cualquier intento
en contra de la bacteria. La interaccion inicial entre las células microbianas vy el
sustrato esta muy influenciada por las caracteristicas fisicoquimicas de las superficie
del implante. La rugosidad superficial es el factor principal que aumenta la
colonizacidn bacteriana dado que aumenta el area de superficie, protege a la bacteria y
hace més estable la unién microbio/sustrato. La rugosidad de superficie demuestra ser
especialmente importante sobre todo durante las etapas iniciales de la colonizacion
bacteriana. La energia libre superficial es el segundo factor fisicoquimico que
influencia la propagacion bacteriana (127).

En la busqueda de nuevos materiales para el uso en implantes dentales han
surgido lineas de investigacion que estudian el comportamiento de los osteoblastos
sobre estos. Asi Hofsletter et al. en 2013 (128) presentan un estudio enfocado a
dilucidar los efectos de la estructura de las superficies metalicas en el comportamiento
in vitro de las células derivadas del hueso humano. Para ello se recubrié superficies de
titanio SLA con geometria idéntica con una capa de un metal determinado (en rango
de tamafio nanométrico). De esta forma se observaria las capacidades de cada metal
para aumentar la formacién dsea. Con ese propoésito se recubri6 los discos de Ti/SLA
con capas de distintos metales, titanio (Ti), circonio (Zr), tantalio (Ta), niobio (Nb),
asi como de oro (Au) y cromo (Cr). Por su superioridad en biocompatibilidad se
utilizé al titanio como Control Positivo para investigar el comportamiento celular, por
el contrario oro y cromo, los cuales han sido descritos como menos adecuados para el
desarrollo celular, fueron utilizados como Control Negativo. Las células se sembraron
en estas superficies con geometrias idénticas pero con diferentes superficies quimicas

metalicas sobre las que adherirse. Para evaluar la reaccion celular a estas superficies se

154



Tesis doctoral Rocio T. Velazquez Cay6n

determind la proliferacion, diferenciacion y funcion de osteoblastos humanos
primarios. Para los autores, el objetivo mas importante en el desarrollo de implantes
dentales u ortopédicos en este sentido es la aplicacion de estrategias que permitan
acelerar los procesos de osteointegracion. Ademas de la aplicacion de factores de
crecimiento, los cuales representan una gran oportunidad de futuro al respecto, pero
que aln presenta numerosas cuestiones sin resolver (tales como la concentracion
Optima de estos factores de crecimiento y vislumbrar su cinética). Con el objetivo de
modificar o acelerar los acontecimientos que conllevan como resultado la
osteointegracién entra en juego la eleccién del metal, superficie de contacto, etc. En
este estudio se observd que todos los metales utilizados eran biocompatibles y
permitian la adhesion de los osteoblastos humanos primarios, asi como su
proliferacién, diferenciacion y funcion. No se encontraron diferencias significativas en
el desarrollo celular de las muestras cultivadas sobre los distintos metales, aunque si se
encontré diferencia significativa en el estudio de diferenciacion osteogénica. Las
superficies en la que los osteoblastos presentan mejor comportamiento son en orden
decreciente Ta > Nb > Zr > Cr > Ti > Au, aunque son necesarios mas estudios para
refrendar estos resultados. Un pardmetro determinante para el establecimiento de la
biocompatibilidad de un metal es su resistencia a la corrosién y la produccion de
productos reactivos que pueden provocar que las células generen nuevos antigenos
que actlen contra esos alérgenos. Este estudio in vitro sugiere que metales como Ta o
Nb presentan superficies mas adecuadas para facilitar la osteointegracion que las de Ti
0 Zr, aunque debemos tener en cuenta, y los propios autores lo recalcan asi, que es un

estudio in vitro.

El circonio y més particularmente los policristales de circonio tetragonal o
TZP han sido estudiados y utilizados en Odontologia, mas particularmente en
implantologia dental y protesis sobre implantes dentales, por sus propiedades

mecénicas, biocompatibilidad y propiedades estéticas. Con respecto al conocimiento
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del comportamiento de los osteoblastos sobre TZP existen muchas lagunas. Las
superficies de TZP tratadas con ataque &cido han demostrado un aumento de la
proliferacion celular significativa durante los primeros dias del cultivo pero sin una

adhesion a superficie fuerte (129).

Kohal et al. (130) proponen tratar la superficie de circonio con el fin de
promover la proliferacion y adhesion en estas superficies; tratamientos tales como el
arenado, ataque acido, tecnologia laser o nanotecnologia. Este grupo de investigacion
lleva a cabo un estudio cuya finalidad es doble, por un lado evaluar el comportamiento
de los osteoblastos hFOB 1,19 sobre superficie rugosa de circonio (Y-TZP) tratada
con anodizacion electroquimica (TiUnite®, Nobel Biocare, Suecia) y por otro lado
evaluar de la cicatrizacion endo6sea de esta nueva superficie en un modelo animal
estandarizado (fémur de rata). Para ello se llevd a cabo cultivo de osteoblastos
humanos (linea hFOB 1,19, ATCC, LGC; Promochem, Wesel, Alemania) sobre:

- Superficie TiUnite®: Y-TZP tratada mediante anodizacion electroquimica.
- Superficie Ti-m: titanio maquinado.
- Superficie TZP-proc: tratada mediante arenado y ataque &cido.

- Superficie TZP-Am: circonio maquinado.

Se estudio la proliferacion celular, la expresion de genes mediante RT-PCR y
analisis histolégico y biomecanico de implantes en miniatura colocados en fémur de
rata. En los primeros siete dias se constaté una proliferacion retardada de células
cultivadas sobre superficies TiUnite®. Tras 28 dias, la proliferacion celular fue similar
en todos los tipos de superficies. Entre los 14 y 28 dias la media de contacto hueso-
implante fue mayor en TiUnite®. A los 28 dias el test biomecénico mostraba mejor
comportamiento de TiUnite® sobre otras superficies. Los autores concluyen que el

circonio es un material biocompatible que muestra una respuesta celular comparable al
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del titanio, que ain es el material de eleccion para implantes dentales. En el ensayo in
vivo las superficies de circonio tratadas muestran propiedades mecanicas menores a

las del titanio.

Por otro lado, los hallazgos de respuesta celular sobre la topografia de
superficie TZP han sido contradictorios. Para ello es muy necesario que se lleve a
cabo la caracterizacion de superficie con el fin de diferenciar la influencia en los
cambios de la morfologia de superficie sobre la respuesta celular y de alguna forma
tenerlo en cuenta independientemente del material que estudiemos. Ito et al. (131)
presentan un estudio cuyo objetivo es evaluar la influencia de la topografia superficial
en la adhesién, morfologia, proliferacion y diferenciacion de células osteblast-like
sobre TZP mediante caracterizacion 2D y 3D de superficie. Para ello se compararon
superficies lisas de TZP con tres tipos diferentes de superficies tratadas del mismo
material con niveles diferentes de rugosidad, observandose que aunque no hubiera una
diferencia clara en la adhesién inicial de los distintos grupos de estudio, la
proliferacién celular y la expresién de ALP en el grupo de superficie rugosa tratada
mediante ataque mecanico con alimina y ataque &acido con acido fluorhidrico, fue
simplemente mayor que en estos otros grupos. Con estos resultados, los autores
concluyen que los tratamientos de superficie para la creacion de micro y
nanotopografias en TZP son un método prometedor para aumentar la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos, aunque son necesarios mas estudios para determinar si
es debido a los cambios topogréaficos o a los cambios fisicoquimicos resultantes del

tratamiento de dichas superficies.

Tras el analisis de la bibliografia disponible para el estudio de superficie de
implantes dentales observamos que independientemente de la eleccion del material,

teniendo en cuenta que el gold standard sigue siendo el titanio, las superficies rugosas
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presentan un mejor sustrato para el comportamiento de los osteoblastos y una

consecuente mejor osteointegracion de los implantes dentales.

Tal y como hemos visto hasta ahora revisando la literatura, tanto la quimica
superficial (tipo de material elegido) como la topografia de los materiales
seleccionados para la confeccién de implantes dentales son factores criticos para
modular la respuesta inicial de las células 6seas y consecuentemente afectar a la
osteointegracién. En este mismo contexto, se ha demostrado que el rol que juega la
topografia superficial es muy importante, incrementando las funciones osteoblasticas
en contacto con superficies rugosas. Como hemos comprobado en nuestro estudio,
observando que los osteoblastos cultivados sobre superficie rugosa presentaban un
mejor comportamiento tanto en productividad 6sea, movilidad y adhesion a superficie.
Ademas, las propiedades fisicoquimicas de superficie como la hidrofilia y la carga
superficial tienen un impacto directo en la adsorcién inicial de proteinas a la
superficie. Estas propiedades median la adhesion celular y regulan la expresion de
integrinas para las uniones de superficie. La superficie de los implantes dentales
muestran propiedades hidrofilicas tales como una alta energia superficial que
promueve un aumento de la diferenciacion osteogénica y la integracion de estos
materiales con los tejidos duros. En este estudio nos hemos centrado en el
comportamiento de los osteoblastos sobre superficies de titanio con o sin tratamiento
de superficie. Por otro lado, revisando la literatura cientifica al respecto, hemos tratado
de ofrecer una vision general de los estudios relacionados sobre comportamiento
osteblasticos sobre otro tipo de materiales (propiedades quimicas) u otro tipo de
superficie (propiedades fisicoquimicas). Para tener un conocimiento mas completo,
decidimos revisar otros métodos utilizados para aumentar la biocompatibilidad de la
propia superficie implantaria méas alla de tratamientos que vayan encaminados a crear
micro o nanotopografias. En este sentido existen métodos como la modificacion

fotoquimica de superficies de dioxido de titanio (TiO,) mediante irradiacion con luz
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ultravioleta (UV). La bioactivacion inducida por UV est& causada probablemente por
la eliminacidn de los hidrocarburos adsorbidos y otras especies carbonosas de dioxido
de titanio mediados por fotooxidacion y/o por la produccion de vacantes de oxigeno
foto-inducidas de la superficie, dando como resultado una mayor reactividad de la
superficie de titanio, traduciéndose en un aumento de la susceptibilidad para la
adsorcion disociativa de agua (132).

Ante el intento de lograr una osteointegracion mas rapida para poder acelerar
el proceso general del tratamiento, el uso de agentes biomiméticos representa un
campo de investigacion en expansion en Odontologia. En 2009 Avila, Misch, Galindo
y Wang (133) presentan un trabajo en el que recogen las cuatro categorias de agentes
bioactivos que pueden aplicarse para cubrir la superficie de un implante de titanio y su

respectiva importancia en las primeras etapas de la osteointegracion:

- Ceramicas biocompatibles: la méas utilizadas en Medicina y en Odontologia
son las sales de fosfato tricélcico, con variaciones en su composicion quimica,
estructura cristalina y formulacion quimica. Es el componente inorganico principal de
los huesos. Asi mismo, el fosfato calcico es el biomaterial y sustitutivo 6seo mas
utilizado en Medicina. Los principios bioldgicos que apoyan el uso de recubrimientos
de ceramicas biocompatibles o biomiméticas con fines terapéuticos han sido
ampliamente investigados. La hidroxiapatita (HA) fue la primera modificacion de
superficie utilizada (inicialmente usada para el uso en protesis de cadera). Como
hemos visto anteriormente, el uso de HA favorece la osteointegracion en las etapas
tempranas, no siendo asi en las mas tardias. El valor clinico de estos materiales deriva
en parte por la biocompatibilidad y bioactividad cuando son aplicados sobre hueso

Vivo.
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- Proteinas bioactivas: este grupo lo conforman las proteinas morfogenéticas
humanas (BMP) y los factores de crecimiento. La opcion de inmovilizar las BMPs a
las superficies de titanio ha abierto una nueva puerta hacia sus aplicaciones clinicas.
Hasta la fecha se han identificado varios tipos, aunque las mas utilizadas en terapias
de implantes dentales son la BMP-2 y BMP-7. Para un uso clinico adecuado de estas
proteinas, la barrera de BMPs debe ser dimensionalmente estable y capaz de resistir
las fuerzas de compresion si estan situadas en zonas de hueso supraalveolar. Asi
mismo, las propiedades de estas moléculas no deben verse alteradas en los procesos de
adicion. Los autores refieren que las caracteristicas y propiedades de los implantes
tratados con rhBMP-2 pueden influenciar claramente las capacidades de esta proteina
como agente biomimético. Las ventajas que presenta el uso de estas proteinas en
implantologia dental son: pueden ser utilizadas sobre cualquier tipo de material,
incluso sobre polimeros en condiciones de temperatura y pH fisioldgicas; la molécula
conserva sus propiedades hasta su uso terapéutico, con pequefias dosis se observa una

gran cantidad de osteogénesis periimplantaria.

Dentro de los factores de crecimiento los autores engloban a las citoquinas,
plasma rico en plaquetas (PRP), colageno tipo I, péptido RGD; como agentes

bioactivos potenciales.

- lones: para aumentar la biocompatibilidad del titanio, se han identificado
algunos estudios en los cuales, con el fin de mejorar la biocompatibilidad del titanio,
se ha utilizado una modificacion quimica que une ciertos elementos esenciales (por
ejemplo, fluor) del hueso con la superficie del implante con el fin de promover la
osteogénesis. De hecho, existen ya disponibles para uso clinico implantes de titanio
con fluor como agente biomimético (OsseoSpeed®, AstraTech®, Mdlndal, Suecia)
cuyo mecanismo de accion se basa en, primero, formacion de fluorapatita, a

continuacion, promocion de proliferacion de osteoblastos y estimulacién de actividad
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de la fosfatasa alcalina. El flor pertenece a la familia de los hal6genos, es el miembro
con el nimero y peso atdmico més bajo. En soluciones acuosas aparece en la forma de
ion fluoruro, altamente reactivo con capacidad considerable para formar compuestos
muy estables con otros elementos. Estas propiedades permiten que el fluoruro pueda
interactuar con la HA presente en el tejido 6seo y dar lugar a la fluorapatita 0 HA
fluorada, que presenta una mejor cristalinidad y menor velocidad de disolucién en
comparacion con la HA. Por lo tanto, se observa una union estrecha entre el hueso y el

implante.

- Polimeros (chitosan): el chitosdn es un polisacarido de origen natural
formado por copolimeros de N-acetil-glucosamina. Es obtenido a partir de la
diacetilacion del chitin, el segundo polimero organico marino mas abundante en la
naturaleza. Tiene numerosos grupos amino unidos a la cadena principal que le
permiten reaccionar quimicamente con ambientes anionicos. Las propiedades
guimicas y estructurales beneficiosas del chitosdn han impulsado propuestas para
varias aplicaciones terapéuticas (por ejemplo, como agente hemostatico). También se
ha desarrollado un implante dental recubierto, que se ha estudiado en modelo animal.

Se han observado resultados notables en regeneracion.

En este mismo articulo se evaltan las caracteristicas ideales que retienen los
agentes biomiméticos y los factores que podrian influenciar en su eficacia. Los autores
incluyen la textura de la superficie del implante, vehiculos de entrega orientados hacia
el tiempo y la capacidad del agente de alcanzar la meta. Algunos de estos agentes,
tales como las biocerdmicas (sales de fosfato de calcio) o iones (flior) ya estan
disponibles comercialmente y han demostrado ser clinicamente exitosos. Otros, tales
como las BMPs, son muy prometedores, con un excelente potencial terapéutico. Un
recubrimiento especifico de la superficie del implante podria mejorar el porcentaje del

contacto entre el hueso y el implante asi como acelerar la osteointegracion que permite
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a los clinicos superar muchos escenarios complicados, aunque aun hace falta mucha

investigacion con datos concluyentes que den una base cientifica a su uso terapéutico.

Anteriormente a este articulo de revision de Avila et al. y ante el auge de las
superficies bioactivas, Leti¢-Gavrilovi¢ et al. (134), en 2000, presentaron un articulo
en el que revisaron el potencial genético de las células osteoprogenitoras para
reconocer y responder a los distintos biomateriales. En el mismo presentan una tabla
de clasificacion de los biomateriales utilizados en implantologia segun el tipo de

contacto que establecian con el huésped y el tipo de osteogénesis (Tabla 5.3., Figura
5.1).

e m Titanio
litanio +

+ Recubrimiento

Recubrimiento
ceramico

Metal Ceramico  Titanio

cerdmico
+

. Moléculas
bioldgicamente activas

o e

HANI LR ?,
SO TR
:umu“‘!&;.
= \\mullll‘:m-‘-fh’ 5
PRI .n
SO TRIE

Biotolerante Bioactivo Biointerte Osteoconductivo  Osteoinductivo

Figura 5.1. Cronica del desarrollo de los implantes con efectos directos sobre hueso. Desde la

tolerancia pasiva entre implante y hueso hasta la creacion de superficies bioactivas (134).
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CATEGORIA TIPO DE CONTACTO TIPO DE OSTEOGENESIS
1. Biotoletante Cépsula de tejido conectivo Distante

(Co, Cr, Mo, Au,

polimeros)
2. Bioinerte Contacto directo entre hueso e Contacto directo

(Ti, AlL,O3, Ta, implante

ceramicas)
3. Bioactivos Unidn quimica entre hueso e Osteogénesis

(HA, fosfato célcicos, implante

bioceramicas,
biocristales, coral)

4. Bioinerte Unidn fisico-quimica entre Osteogénesis
osteoconductivo hueso e implante
(ej; aleaciones de titanio
con recubrimientos)

Tabla 5.3. Biomateriales utilizados en implantologia segun el tipo de contacto que establecian
con el huésped y el tipo de osteogénesis (134).

Como puede parecer obvio y ante el resultado de los estudios revisados los
cambios provocados sobre las superficies de los materiales a implantar provocan un
aumento de la biocompatibilidad y osteointegracién, hechos o propiedades que son
indispensables para la implantacion a largo plazo en el cuerpo humano. En la revisién
de Leti¢-Gavrilovi¢ et al., la interfase hueso implante fue interpretada y evaluada en
base a cultivos de osteoblastos, por ejemplo, en el potencial genético de los
osteoblastos a expresar diferentes marcadores fenotipicos segun el tipo de biomaterial
utilizado. Asi se observo que el titanio y el fosfato calcico eran los materiales de
sustancias sintéticas que mejores propiedades presentaban para implantaciones en
tejidos duros. No obstante, proporcionan una matriz fisica adecuada para la aposicion
de hueso nuevo que es capaz de guiar tanto el crecimiento como la extensién del
nuevo hueso formado. Comparando las superficies de titanio con las superficies de

sistemas ceramicos, estas primeras presentan mayor aposicion 0sea, aunque las
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investigaciones que comparan superficies de titanio de diferentes aleaciones y
superficies bioactivas presentan resultados extremadamente diversos. Las distintas
casas comerciales han creado un amplio rango de recubrimientos inorgénicos o
ceramicos sobre superficies de titanio con el fin de promover una mejor cicatrizacion

y osteoconduccion.

El titanio, como material, presenta unas propiedades mecéanicas y
fisicoquimicas Unicas, y actualmente gracias a los tratamientos de superficie se han
incrementado las propiedades que siguen manteniéndolo como gold standard en

términos de osteointegracion.

Como hemos visto hasta ahora, existe una gran cantidad de literatura cientifica
en el campo del disefio de implantes dentales y modificaciones de superficie.
Observando la investigacién sobre superficies de implantes dentales Coelho et al.
(135) constatan una falta importante de guias racionales y claras para los clinicos del
uso de disefios de superficies de implantes dado que no existen criterios unificados
para relacionar estudios in vivo, in vitro, ensayos clinicos, etc. Esto has sido
constatado por nosotros mismos al llevar a cabo la revision para la documentacion de
la presente tesis. Por ello, es aun si cabe mas importante conocer y estar al dia de las
diferentes metodologias y técnicas con el fin de comprender los estudios publicados

para de poder llegar a aplicar en la préactica clinica los conocimientos adquiridos.

En palabras de David Sackett (136), “la Medicina Basada en la Evidencia es la
utilizaciéon consciente, explicita y juiciosa de la mejor evidencia clinica disponible

para tomar decisiones sobre el cuidado de los pacientes individuales”.

Aplicandolo a la Odontologia, la Odontologia Basada en la Evidencia

pretende aportar mas ciencia al arte de la Odontologia, siendo su objetivo disponer de
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la mejor informacion cientifica disponible (la evidencia) para aplicarla en la practica

clinica.

En los distintos niveles de evidencia, desde el inicio de su uso los implantes

Osseotite® han demostrado tasas de éxito elevadas (ejemplos recogidos en la Tabla

5.4.), y un buen comportamiento clinico (137-144).

TIPO DE N° PACIENTES/ TIEMPO DE CONCLUSIONES
AUTORES ESTUDIO N° IMPLANTES Osseotite® SEGUIMIENTO
Lazzara et al. Estudio 155 pacientes / 12,6 meses Estudio preliminar sin
(137) prospectivo 429 implantes conclusiones fiables.
multicéntrico (cargados 2 meses
aproximadamente después de
insertar)
Davarpanah Evaluacion 199 implantes (maxilar) / 18 meses Tasa de éxito de
et al.(138) multicéntrica a 222 implantes (mandibula) / 95,3%
3 afios 16 fallos de integracion
Sullivan et al. Estudio 75 pacientes / 6 afos Tasa de éxito de
(139) prospectivo 147 implantes 96,6%
multicéntrico
Testori et al. Estudio 15 pacientes/ 12 — 24 meses Tasa de éxito de
(140) prospectivo 103 implantes 95,3%
multicéntrico
Schoropp et Estudio 47 pacientes/ 24 meses Tasa de éxito de 91%
al. (141) prospectivo, 46 implantes en grupo implantes 10
controlado, (23 tras 10 postextraccion/ postextraccion.
aleatorizado 23 tras 3 meses postextraccion) Tasa de éxito de 96%
en grupo implantes3
meses postextraccion.
Garlini et al. Estudio clinico 244 pacientes/ 5 afos Tasa de éxito de
(142) restrospectivo 555 implantes 98.5%
Drago et al. Estudio 27 pacientes / 18 meses Tasa de éxito de
(143) prospectivo 51 implantes 97.9%
observacional
Browaeys et Estudio clinico 83 pacientes/ 7 afios Tasa de éxito de 92%

al. (144)

restrospectivo

749 implantes (que recibieron
carga inmediata)

Tabla 5.4. Tasas de éxito de implantes con superficie Osseotite® en estudios clinicos.
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Menicucci et al. (145) presentaron un estudio prospectivo, aleatorizado, a
doble ciego en el que evaluaron el proceso de formacion de hueso alrededor de
implantes insertados simultaneamente con hueso bovino inorganico (ABB) en
elevacion de seno maxilar. Se incluyeron siete pacientes siguiendo los siguientes
criterios de inclusion: brecha edéntula de menos de dos dientes, altura alveolar de al
menos 5 mm (evaluado en ortopantomografia), no existencia de historia de
radioterapia en cabeza y cuello, diabetes mellitus o desordenes inmunitarios y de
coagulacion, y pacientes no fumadores. Para el estudio se colocaron miniimplantes
experimentales de 2,18x10 mm con superficies Osseotite® y Nanotite®, lo cuales
fueron insertados en la misma intervencion quirdrgica de elevacion de seno maxilar
mediante abordaje a través de ventana lateral. A los doce meses se retiraron las 18
muestras y se llevd a cabo el analisis histomorfométrico, microscopia de luz circular
polarizada (CPLM), SEM-EDX vy evaluacion de rugosidad de superficie. Se observé
gue la superficie Nanotite® presenta mejores propiedades sobre hueso nativo, en
términos de BIC que la superficie Osseotite®, aunque no hay diferencia
estadisticamente significativa en el comportamiento en hueso injertado, tras un

periodo de cicatrizacion de 12 meses.

En 2004, Kokubo et al. (146) describen un tratamiento de bioactivacion del
titanio para promover la precipitacion de apatita. Basan el propdésito de su estudio en
incrementar las propiedades de superficie del titanio y sus aleaciones, como material
de alta resistencia a la fractura en comparacion con las ceramicas bioactivas, sobre
todo para zonas que vayan a soportar una carga elevada. El titanio y sus aleaciones
forman una capa de titanato sodico cuando son sumergidos en una solucion 5M —
NaOH a 60°C durante 24 horas, seguido por un tratamiento a alta temperatura, 600°C,
durante una hora. Gradualmente, se va formando hacia el interior del metal puro una
capa de titanato sodico de 1 um de grosor. La resistencia mecéanica del titanio y sus

aleaciones no se ve afectada negativamente ni por el tratamiento quimico ni térmico.
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A causa de esta combinacion de tratamientos se liberan iones Na* provenientes de la
superficie de titanio hacia el fluido corporal que circunda, por medio de una reaccion
de intercambio i6nico con iones H;O", resultando en muchos grupos TiOH formados
en la superficie. Inicialmente, estos grupos TiOH combinan con iones Ca* para formar
titanato calcico amorfo y posteriormente el titanato calcico combina con iones fosfato
para formar fosfato célcico amorfo, el cual se transformara en apatita bone-like. Por
medio de este proceso el titanio se une al hueso circundante a través de esta capa de

apatita bone-like.

Con el fin de evaluar el potencial de regeneracién Gsea de nuevas superficies
osteoconductoras a corto plazo, el grupo de Gil-Mur et al. (147) presenta un estudio en
el cual colocan 320 implantes de titanio grado 3 con distintos tratamientos de

superficie en minipigs.

1. Titanio maquinado (Ctr).

2. Titanio tratado con grabado acido (AEtch).

3. Titanio tratado con chorreado de particulas de alimina (GBlast).
4. Titanio tratado mediante técnica de Kokubo (2step) (146).

La principal relevancia clinica de este estudio, segun los autores, es
presentarlo como primer paso en direccion a reducir el tiempo entre la colocacion del
implante dental en el lecho 6seo preparado para albergarlo y su carga funcional. Se
evalia el BIC a los tres dias y a la primera, segunda y tercera semana tras la
colocacion mediante analisis histomorfogénico. Asi mismo se analiza la composicion,
topografia y humectabilidad de la superficie de los implantes mediante SEM y CLSM.
Se observa que las superficies tratadas mediante técnica de Kokubo presentan una
osteointegracion mas acelerada y la proponen como candidata para aplicaciones en

terapias de carga inmediata.
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La evolucidn de las superficies de implantes dentales parece estar encaminada
hacia la consecucion de superficies bioactivas con las que se pueda aumentar el grado
de osteointegracion, reducir tiempos en protocolos de carga funcional y mayor
estabilidad a largo plazo de los tratamientos con implantes dentales. Para ello existen,
como hemos visto anteriormente, tratamientos que alteran la microtopografia y las
caracteristicas quimicas de las mismas. Mas recientemente se han presentado
superficies en las cuales se ha inmovilizado moléculas, o incluso partes de moléculas,
gue contribuyen a este propdsito. Como por ejemplo la unién de lactoferrina como
péptido antimicrobiano (148) o la unién de peptidomiméticos basados en el motivo

RGD con selectividad a integrinas (149).

Como hemos observado en este estudio y queda refrendado en la literatura
utilizada la topografia de la superficie de implantes dentales juega un papel principal
en la osteointegracion de los mismos. Dado lo cual las nuevas lineas de investigacion
estan encaminadas a la consecucién de superficies con una mayor biocompatibilidad y
bioactividad (superficies nanométricas, superficies bioactivas, etc.) aunque presentan
buenos resultados preliminares son necesarios mas estudios que ofrezcan datos

concluyentes.
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CONCLUSIONES
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6. Conclusiones.

1. Obtenemos menor grado de apoptosis celular en osteoblastos (NHOST)
cultivados sobre discos de superficie rugosa, tratada mediante doble ataque
acido (Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, USA) y lisa o
maquinada. Conclusion referida al objetivo especifico 1.

2. Las iméagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia para el estudio
de la movilidad y adhesion de los osteoblastos sobre superficies de titanio
mediante tincion con rodamina-faloidina, nos muestran citoesqueletos de
mayor dimension y mejor organizacion en osteoblastos (NHOST) cultivados
sobre discos de superficie rugosa, tratada mediante doble ataque acido
(Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida, USA) y lisa o

maquinada. Conclusion referida al objetivo especifico 2.

3. Los osteoblastos (NHOST) cultivados sobre discos de superficie rugosa,
tratada mediante doble ataque 4cido (Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach
Garden, Florida, USA) presentan mitocondrias mas activas, mostrando un
estado energético celular mas activo que aquellos osteoblastos (NHOST)
cultivados sobre discos de superficie lisa 0 maquinada. Conclusidn referida al

objetivo especifico 3.

4. El estudio de la productividad 6sea tomando como referencia la produccion de
BMP-2, muestra mayor % de produccion de la misma en osteoblasto
(NHOST) cultivados sobre superficies de titanio rugosa, tratada mediante

doble ataque acido (Osseotite®, Biomet 3i, Palm Beach Garden, Florida,
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USA) que aquellos cultivados sobre discos de superficie lisa 0 maquinada.
Conclusion referida al objetivo especifico 4.

5. Tras el anlisis de los datos recogidos en el experimento, hemos comprobado
un mejor comportamiento de los osteoblastos (NHOST) sobre superficie
rugosa, tratada mediante doble ataque &cido (Osseotite®, Biomet 3i, Palm
Beach Garden, Florida, USA) que sobre superficie lisa o maquinada.

Conclusidn referida al objetivo general.
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