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RESUMEN

Antecedentes: Las superficies de titanio bioactivadas pueden ser
una buena opcién en el campo de la implantologia, por tener una
superficie con factores estimulantes del tejido 6seo. Objetivo: Mo-
dificar superficies de titanio y evaluarlas con cultivos primarios de
osteoblastos de rata. Material y métodos: Superficies de titanio mo-
dificadas con polimeros. Caracterizacion de las superficies por medio
de espectroscopia de infrarrojo. Las superficies modificadas fueron
evaluadas con cultivos primarios de osteoblastos de calvaria de rata
utilizando dos técnicas de microscopia (electrénica de barrido y fuerza
atébmica) ademas de analisis por medio de técnicas de electroforesis
y Western blot. Resultados: Nuestros resultados demuestran que la
modificacion de las superficies de titanio tiene efectos inductivos en
la expresién de moléculas de adhesién de los osteoblastos de rata
(OBr). Conclusiones: Este trabajo proporciona un parametro muy
interesante en la modificacion de superficies, asi como sus posibles
aplicaciones en diferentes campos, como lo es implantologia dental,
cirugia apical y periodontologia.

Palabras clave: Modificacién de superficies, polielectrdlitos,
moléculas de adhesidn, osteoblastos.

INTRODUCCION

En el area de investigacion de los materiales denta-
les existe la disciplina de la implantologia dental, la
cual estd dedicada, entre otras cosas, a mejorar las
propiedades del implante dental.!"3 Este trabajo se
enfocé especificamente en la modificacién de la su-
perficie de un material ampliamente utilizado en el
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ABSTRACT

Antecedents: Bioactived titanium surfaces can be a good choice
in the field of implantology, having a surface with bone-stimulating
factors. Objective: The development of this research was to
modify titanium surfaces and evaluated with primary cultures of
rat osteoblasts. Material and methods: Titanium surfaces modi-
fied with polymers. Characterization of the surfaces by means
of infrared spectroscopy. Modified surfaces were evaluated with
primary cultures of osteoblasts from rat calvaria of two techniques
using microscopy (SEM and AFM) as well as analysis techniques
by electrophoresis and Western blot. Results: The results show
that surface modification of titanium has inductive effects on
the expression of adhesion molecules rat osteoblasts (OBr).
Conclusions: This work provides a very interesting parameter
in the modification of surfaces and their potential applications in
different areas such as dental implantology, apical surgery and
periodontology.

Key words: Surface modified, polyelectrolytes, adhesion molecules,
osteoblasts.

campo de la implantologia, como lo es el titanio, con
el fin de evaluar su biocompatibilidad con cultivos
celulares de osteoblastos*® al biofuncionalizar el
titanio con fosfatasa alcalina y calcitonina.

El objetivo de este trabajo fue modificar superfi-
cies de titanio utilizando la técnica de polimerizacién
por plasmas y polielectrolitos autoensamblados, y la
biofuncionalizacién con dos agentes osteoinductores
para evaluar la biocompatibilidad de las superficies
modificadas por medio de un cultivo celular primario
de osteoblastos de rata.

MATERIAL Y METODOS

Las superficies utilizadas en este trabajo son lami-
nillas de titanio (Tic.p. 5 mm?, espesor 0.5 mm, Alfa
Aesar-Johnson Matthey Company). La modificacion
de las superficies se realizé utilizando dos técnicas
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de polimerizacion; la primera es la de polimeriza-
cién por plasmas y la segunda polielectrélitos au-
toensamblados. Finalmente se realiz6 la adsorciéon
de la fosfatasa alcalina y la calcitonina (Figura 1).
Para la caracterizacién de las superficies, se utilizé
FTIR-ATR (Espectrofotémetro Perkin Elmer GX
System modelo 1600). Para la evaluacion in vitro,
se utilizaron las siguientes técnicas: microscopia
electronica de barrido (MEB), microscopia de fuerza
atéomica (MFA), inmunofluorescencia con microsco-
pio confocal invertido, Western blot (WB).

REsuLTADOS

En los espectros de infrarrojo se obtuvo la evidencia
de la modificacién de la superficie de titanio (Figuras
2A y 2B) y se corroboré la actividad funcional de las
biomoléculas adsorbidas (Figuras 3A y 3B); cada una
de las vibraciones caracteristicas corresponde a las
bandas de los polielectrolitos autoensamblados y las
biomoléculas adsorbidas a partir de los parametros
de Silverstein y colaboradores, asi como Lin-Vien y
asociados.”® En la figura 8A se presentan los dife-
rentes espectros que a continuacién se describen:
el espectro del titanio sin modificar (linea negra),
el cual no presenta ninguna sefial, permite deter-
minar que no interfiere en las sefiales emitidas por
los polielectrélitos y las biomoléculas. El segundo
espectro (linea verde) es el plasma de alilamina
(PAA) depositado sobre el sustrato de titanio y los
polielectrolitos poli L lisina (PLL) y acido poliglu-
tamico (PGA) adsorbidos sobre éste. La linea roja
corresponde al espectro de la biomolécula adsorbida

Calcitonina
Osteoblastos

Fosfatasa alcalina

Polialilamina

Figura 1. Dibujo que muestra el esquema de modificacién de la
superficie de titanio.
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sobre la plataforma de polielectrdlitos, en este caso
es la fosfatasa alcalina, (FA) el cual presenta las
bandas caracteristicas de los compuestos organicos y
es muy semejante al de la calcitonina (CA) por estar
ambas biomoléculas formadas por aminoacidos. En
primera instancia presenta una vibracion de estira-
miento del enlace N-H como parte del grupo amida
secundaria [-C(=0)-NH-], la cual esta localizada a
3,287 cm!; las siguientes dos bandas corresponden
a las vibraciones de estiramiento antisimétricas y
simétricas de los grupos metileno (-CHZ2-), localiza-
das a 2,968 y 2,948 cm'!; a continuacién se identifica
la banda correspondiente a 1,740 cm’!, denomina-
da amida I; esta banda se origina por la vibracién
de estiramiento del enlace C=0 del grupo amida
[-C(=0)-NH-]; ésta sirve de patrén para determinar
la estructura secundaria nativa de la proteina; la
banda denominada amida II se localiza en 1,640 cm™t,
y corresponde a la vibracién de deformacion del enlace
C-N-H en el grupo amida secundaria [-C(=0)-NH-];
por otra parte, la banda que se encuentra en 1,453
cm'! corresponde a la vibracién de deformacién de
los grupos metilenos (-CH2-), la banda localizada en
1,376 cm'! corresponde al estiramiento del enlace
C-N del grupo amida secundaria [-C(=0)-NH-]; tam-
bién se identifica la banda denominada amida III, 1a
cual estd localizada a 1,222 cm™ y que corresponde
a la vibracion de deformacién del enlace C-N-H del
grupo amida secundaria [-C(=0)-NH-]. Finalmente,
presenta una banda correspondiente a la vibracién de
estiramiento del enlace C-N del enlace amida secun-
daria [-C(=0)-NH-], y esté localizada en 1,063 cm™!.
La linea azul corresponde a la fosfatasa alcalina en
soluciéon amortiguadora de fosfatos (200 mg/mL) que
presenta las mismas bandas antes descritas.

Para el caso de las superficies modificadas con
calcitonina se realizé el mismo andlisis y se obtuvo
lo siguiente: en la figura 3 se presentan los espectros
de la superficie modificada con calcitonina que mues-
tra las bandas de absorbancia caracteristicas de la
enzima en la superficie (linea roja) en comparacién
con las bandas de la CA en solucién 100 UI (linea
azul); la linea negra corresponde al espectro del
titanio sin modificar y la linea verde es el espectro
del titanio modificado con el plasma de alilamina
y los polielectrolitos autoensamblados adsorbidos
(superficie modificada sin biofuncionalizar). El es-
pectro de la calcitonina (CA) presenta las siguientes
bandas caracteristicas: vibracién de estiramiento del
enlace N-H como parte del grupo amida secundaria
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[-C(=0)-NH-], la cual est4 localizada a 3,338 cm'!; las
siguientes dos bandas corresponden a las vibraciones
de estiramiento antisimétricas y simétricas de los
grupos metileno (-CH2-), localizadas a 2,922y 2,811
cml; a continuacién se identifica la banda corres-
pondiente a 1,742 cm’!, denominada amida I; esta
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banda se origina por la vibracién de estiramiento del
enlace C=0 del grupo amida [-C(=0)-NH-], ésta sirve
de patrén para determinar la estructura secundaria
nativa de la proteina; la banda denominada amida II
se localiza en 1,640 cm™, y corresponde a la vibracién
de deformacion del enlace C-N-H en el grupo amida se-
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Figura 2. Espectros de FTIR-ATR. Modificacion de la superficie de titanio.
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Figura 3. Espectros de FTIR-ATR. A. Fosfatasa alcalina B. Calcitonina.
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Figura 6. Expresion de vinculina e integrina beta 1 en osteo-
blastos de rata cultivados sobre superficies de titanio, inmu-
nofluorescencia mediante microscopia confocal 40x, cultivo de
24 h. A. Vinculina (verde) B. Integrina beta 1 (rojo) sobre titanio
sin modificar. C. Vinculina (verde) D. Integrina beta 1 (rojo) so-
bre titanio modificado con adsorcion de calcitonina (TiCA). E.
Vinculina (color verde) F. Integrina beta 1 (rojo) sobre titanio mo-
dificado con adsorcidn de fosfatasa alcalina (TiFA).

10 ym
Figura 5.
AFM. Ay B Osteoblastos adhe-
ridos Ti-CA. C y D Osteoblastos 0m

adheridos sobre Ti-FA.
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cundaria [-C(=0)-NH-]; por otra parte, la banda que se
encuentra en 1,450 cm™! corresponde a la vibracién de
deformacién de los grupos metilenos (-CH2-), la banda
localizada en 1,371 cm! corresponde al estiramiento
del enlace C-N del grupo amida secundaria [-C(=0)-
NH-]; también se identifica la banda denominada
amida III, la cual est4 localizada a 1,222 cm'! y que
corresponde a la vibraciéon de deformacion del enlace
C-N-H del grupo amida secundaria [-C(=0O)-NH-].

MEB, MFA e Inmunofluorescencia. En las
superficies biofuncionalizadas con fosfatasa alcalina
los osteoblastos estaban parcialmente extendidos y,
por lo tanto, su forma era esferoide. En cambio, los
osteoblastos adheridos sobre las superficies biofun-
cionalizadas con calcitonina y las superficies sin mo-
dificar estaban completamente extendidos (Figuras
4y 5). La expresion de la vinculina y la integrina
beta 1 es mayor en las superficies biofuncionalizadas
(Figuras 6, 7y 8).

Discusion

La osteointegracion de un implante dental esta
condicionada por el tipo de material del que esta
hecho, asi como de su topografia superficial y el tipo
de recubrimiento. Aunque son varios los materiales
utilizados para la fabricacién de implantes dentales,
actualmente el titanio es el de preferencia debido a
su comportamiento inerte al entrar en contacto con
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los tejidos biolégicos. Como la topografia superficial
influye en la adhesién y proliferacién celular, los
implantes dentales son sometidos a tratamientos que
crean irregularidades superficiales en la escala microy
submicrométrica, o bien son utilizados recubrimientos
basados en minerales de origen organico para mejorar
la deposicién de hueso sobre el implante. Lopez-Aldrete
y colaboradores (2011) realizan la bioactivacién de la
superficie de titanio con polielectrodlitos y fosfatasa al-
calina con el fin de evaluar la proliferacién de fibroblas-
tos de ligamento periodontal sobre las superficies; sus
resultados confirman que las superficies bioactivadas
promueven la proliferacién celular.’

Ademads, una adecuada morfologia superficial
permite que las células osteogénicas se adhieran
y proliferen sobre la superficie del implante; se
crean asi depésitos de mineral que constituyen
la base de la formacién del nuevo hueso.'® Por lo
tanto, las estrategias que modifican la superficie
del implante lo conducen a tener mejor respuesta
osteoinductiva y osteoconductiva, y a tasas de
deposicién de hueso mas elevadas que resultan
en una osteointegracién completa.ll

Por otra parte, en el 2010, Shin-Hee y colabo-
radores'? realizaron un recubrimiento bioactivo
sobre la superficie de titanio consistente en un gel
hibrido con silice y chitosan, el cual fue evaluado con
fluido corporal simulado y cultivo de osteoblastos;
los resultados mostraron que las superficies con el
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Figura 7. Gréfica de intensidad de fluorescencia que muestra la expresion de las moléculas de adhesidn vinculina
e integrina beta 1 de los osteoblastos de rata adheridos a las diferentes superficies.
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Figura 8. Gréfica de la densitometria del Western Blot que muestra la expresién de las moléculas de adhesién vinculina e integrina
beta 1 (I 1) en los osteoblastos de rata adheridos a las tres superficies en diferentes tiempos (eje X), unidades densitométricas arbi-

trarias UDA (eje Y).

recubrimiento hibrido tuvieron una bioactividad
excelente mediante la induccién de la precipitacién
rapida de apatita en su superficie cuando se sumerge
en un fluido corporal simulado (SBF). En el 2010,
Ning y asociados,'® dentro del campo de la modifica-
cién de superficies, recubren fibras de carbono con
hidroxiapatita y fabrican una malla para ser apli-
cada en defectos dseos; los resultados demostraron
que el recubrimiento de hidroxiapatita tiene efecto
osteoconductivo al compararlo con la malla de fibra
de carbono puro.

CONCLUSIONES

El comportamiento de los osteoblastos es semejante
en periodos de tiempo corto al adherirse sobre la
superficie de titanio sin modificar y sobre la super-
ficie de titanio biofuncionalizado con calcitonina. En
ellos se observa un nimero similar de osteoblastos
adheridos y con una morfologia de osteoblastos
extendidos y aplanados con una gran cantidad de
prolongaciones citoplasmaticas. En cambio, los
osteoblastos adheridos a la superficie de titanio
biofuncionalizado con fosfatasa alcalina presentaron
evidentes diferencias a tiempos cortos. Los osteo-
blastos adheridos eran en menor cantidad y tenian
una morfologia esferoide, no estaban extendidos y
con pocas extensiones citoplasmaéticas.
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