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La biocompatibilidad y la capacidad de osteo-
integracion del titanio comercialmente puro y
de sus aleaciones estan intimamente relacio-
nadas con sus propiedades superficiales co-
mo la composicién de la capa de éxido protec-
tora y la morfologia superficial. La superficie
Biomimetic Advanced Surface (BAS) de los
implantes dentales AVINENT, obtenida al apli-
car un tratamiento compuesto por un proce-
so de granallado seguido de un anodizado
por plasma quimico en la aleacién TiBAI4YV,
ha sido caracterizada a nivel quimico, fisico y
biolégico. Mediante técnicas como micros-
copia electrénica de barrido, espectroscopia
de energfa dispersiva de rayos X e interfero-
metria Optica se ha demostrado que la su-

perficie BAS presenta una morfologfa rugo-
sa (Ra = 3,63 um) compuesta por éxido de
titanio microporoso con pequefias cantida-
des de calcio y fésforo. Debido al caracter
aislante de los 6xidos formados durante el
tratamiento, la resistencia a la corrosién me-
jora notablemente cuando se reproducen las
condiciones ambientales del medio fisiolégi-
co. Los cultivos de osteoblastos de la linea
MG-63 realizados en muestras tratadas BAS
y muestras pulidas indicaron, a partir de la
cuantificacién de la actividad de fosfatasa al-
calina y de observaciones por microscopia
electrénica de barrido, que el tratamiento
promueve la diferenciacién osteobléstica.
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INTRODUCCION

El uso del titanio y sus aleaciones como mate-
rial para implantes dentales responde a su ex-
celente resistencia a la corrosiéon y a su ele-
vada biocompatibilidad. Sin embargo, se han
desarrollado multitud de tratamientos super-
ficiales basados en distintas tecnologias que
permiten mejorar la respuesta biologica de
las zonas del implante que entran en contac-
to con los tejidos vivos. Estos tratamientos
superficiales modifican la superficie desde el
punto-de yis‘{a quimico, fisico y/o microtopo-
—grdfico, afectando el valor de la energia libre
superficial y, por consiguiente, su interaccion

con'las entidades biologicas.

El.uso del tratamiento de granallado o blasting
sobre ftitanio y aleaciones de titanio ha sido
arﬁpliémente estudiado y actualmente se apli-
ca en varios. dispositivos para la sustitucion

de tejidos duros. La proyeccion de particulas

sobre la superficie del implante permite obte-
ner una rugosidad superficial controlada que
afecta positivamente a la diferenciacion de las
células osteoblasticas in vitro'? y a la capaci-

dad de osteointegracion in vivo.®

Por otro lado, la aplicacién del proceso de
anodizado por plasma quimico propuesto por
Kurze et al.* y ampliamente descrito por Isis-
hawa et al.,® ofrece la posibilidad de obtener
superficies microporosas de oxido de titanio
enriquecidas con calcio y fésforo con intere-

santes propiedades biolégicas.®

En el presente trabajo se ha estudiado el efec-
to de la aplicacién conjunta de ambas técni-
cas caracteristicas de la superficie Biomime-
tic Advanced Surface (BAS) de los implantes
dentales AVINENT, granallado y anodizado por
plasma quimico, en distintas propiedades re-
levantes desde el punto de vista de la implan-

tologia dental.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras

Se cortaron discos de Ti6Al4V ELI de 2 mm
de espesor partiendo de una barra de 5,5 mm
de diametro proporcionados por la empresa
AVINENT Implant System S.L. A continuacion,
se traté una de las caras del disco median-
te granallado utilizando corindon blanco F60
como particula de proyecciéon con un tamario
de particula comprendido entre 212 y 300 mi-
crémetros. Seguidamente, las muestras gra-
nalladas fueron lavadas con acetona en ultra-
sonidos durante 10 minutos y aclaradas con

agua desionizada.

A continuacion, las muestras granalladas se
anodizaron conectandolas al anodo de una
fuente de alimentacion de corriente continua y
utilizando una disolucién acuosa rica en calcio

]
y fosforo como electrolito. Se aplicé una den-

o

sidad de corriente de 0,75 mA/mm? y se dejo
evolucionar libremente el potencial hasta al-
canzar el valor de 130 V. Posteriormente, las
muestras se aclararon con agua desionizada
en ultrasonidos durante 10 minutos.

Ademas, se utilizaron discos de Ti6AI4V ELI
pulidos con carburo de silicio y gamma alumi-
na de 0,05 micrometros como superficie de
control en todos los estudios descritos en el

presente articulo.

Microscopia electrénica de barrido

La superficie de las muestras se observd
mediante microscopia electronica de barrido
(Jeol JSM-6400, Japon) con un potencial de
aceleraciéon de 20 KV. Se utilizé microanalisis
de EDS (X-ray energy dispersive spectros-
copy) para determinar la composicion quimi-
ca superficial de las muestras.
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Interferometria 6ptica

Se utilizé un microscopio éptico interferomé-
trico (Veeco WYCO NT 1100, EEUU) ope-
rando en el modo VSI (Vertical Scanning In-
terferorﬁgtty% Se realizaron mediciones a 100

aumentos determinand 0s siguientes pa-
- ametros:

= Ra (media aritmética de las desviaciones del
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. es la media aritmética del valor absolu-
0 g la linea media del

gitud de muestra L.

* Rq (media de la raiz cuadrada de las desvia-
ciones del perfil): es el valor medio de la raiz
cuadrada de las desviaciones del perfil res-
pecto a la linea media, dentro de la longitud
de muestra L. Este parametro es mas sensi-
ble que Ra a los valores extremos debido a la
operacion raiz cuadrada. Rq tiene un significa-
do estadistico, ya que es la desviacion estan-

dar de la distribucién de alturas del perfil.

= Incremento de superficie: es el cociente en-
tre el valor del area real de una superficie y su

area nominal.

Resistencia a la corrosion
Los ensayos realizados para determinar las

propiedades electroquimicas fueron:

= Potencial libre (Open Circuit Potencial)
= Potencial ciclico

Ambos ensayos se realizaron empleando una
celda electrolitica de vidrio de 200 ml de ca-
pacidad conectada a un potenciostato mo-
delo VOLTALAB PGZ 301. En el presente
estudio se utilizé como electrodo de referen-
cia un electrodo de Ag/AgCly como electro-
do auxiliar o contraelectrodo un electrodo de
platino (figura 1).

Los é\sayos/de potencial libre y voltametria
ciclica se realizaron a una temperatura de
375 °Cy uﬁzando como electrolito Hank’s
Balanced Salt Solution (Sigma) con un pH =
7,13. Todas las lecturas de voltaje fueron refe-
ridas al electrodo estandar de Ag/AgCl. En los
ensayos de potencial libre se dejo estabilizar
la muestra su ergi?ia en el electrolito durante
40 minutos, registrando la diferencia de poten-
cial entre la muestra y electrodo de referencia.
En el caso de los ensayos de potencial ciclico
se aplico velocidad de diferencia de potencial
de 1 mV/s en la direccion mas noble entre la
muestra y el electrodo de referencia, y se re-
gistroé el valor de corriente que circulaba entre

la muestra y el electrodo auxiliar.

Celda electroquimica

Placa calefactora

Estudios celulares

Para realizar el presente estudio se utiliza-
ron osteoblastos humanos de la linea celular
MG63. Las células fueron colocadas en pla-
cas de cultivo con 15 ml de medio de cultivo
(DMEM, Dulbecco’s Modified Tagle Médium,
Gibco) afiadiendo un 10% de suero bovino fe-
tal (FCS, Gibco), un 1% penicilina/estrepto-
micina, un 1% de piruvato y un 1% de L-gluta-
mina (todos Gibco). Las células se mantuvieron
a 37 °C en un incubador bajo una atmdsfera
con 5% CO,. El medio de cultivo se cambio
cada 3 dias. Al realizar la cuarta renovacion,
las células fueron lavadas con tampén fosfato
(PBS) y tripsinizadas con Trypsin-EDTA (0,25%)

en una incubadora durante 5 minutos a 37 °C.

Figura 1. Esquema del montaje para la realizacién
de los ensayos de corrosién.

a) Proliferacion

La proliferacion celular fue cuantificada me-
diante el ensayo WST (Roche, Alemania).
Se cultivaron 10.000 células con 300 pl de
DMEM en cada uno de los pozos de culti-
vo donde se habian colocado las muestras
y discos de poliestireno como control positi-
vo. Después de 1, 3y 7 dias, las células fue-
ron lavadas con PBS y 200 pl de solucion de
WST (Roche). La WST es una sal de tetra-
zolio (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-3H-5-
tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno) que
es transformada en formazan mediante un
complejo sistema mitocondrial-succinato-te-
trazolio-reductasa y es activo sélo en el caso
de células viables. Por lo tanto, la cantidad de
formazan producida durante el ensayo, que se
evalla mediante medidas de absorbancia en
un espectrofotémetro, esta relacionada con el
numero de células viables, es decir, el nimero

de células metabdlicamente activas dentro del

cultivo. Para conseguir un buen nivel de reac-
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cion se dejo incubar el conjunto durante una
hora. Después de ese tiempo se produjo un
cambio de color que se pudo medir utilizan-
do un espectrofotometro (PowerWaveX, Bio-
Tek Instruments) con una longitud de onda de
de 450 nm.

b) Diferenciacién

Para realizar los ensayos de diferenciacion ce-
lular se afiadieron 100.000 células en cada
uno de los pozos. El medio de cultivo fue su-
plementado con 50 mM de acido ascérbico
(Sigma) y 10°*mM de dextametasona (Sigma),
3 pl de cada uno de los suplementos fue afna-
dido en cada pozo durante 48 horas. El liqui-
do sobrenadante de cada uno de los pozos
fue recogido y congelado a -80 °C. Los discos
fueron lavados dos veces con PBS (Phsospha-
te Buffered Solution) y se emple6 M-PER®
(Pierce, USA) para lisar las células. El lisado

celular fue congelado a -80 °C.

El lisado celular obtenido de las distintas
muestras fue descongelado para cuantificar la
proteina total y la actividad de la fosfatasa al-

calina presente en las células. Para la cuanti-

60 um

\ °

ficacion de la proteina total, se empleo el en-
sayo BCA (Pierce, USA) segun el protocolo
especificado por el fabricante. Para realizar el
ensayo, se afiadio 25 pl de muestra a 200 pl de
reactivo de trabajo en una placa de 96 po-
zos. La placa fue incubada a 37 °C durante
30 minutos y enfriada a temperatura ambien-
te. Finalmente se obtuvieron los valores de ab-
sorbancia a una longitud de onda de 562 nm.
Para la obtencion de la curva de calibrado se
prepararon varias diluciones de BSA (Bovine
Serum Albumin) de 0 a 2.000 pg/ml.

Para la determinacion de la actividad de la
fosfatasa alcalina se afadio en cada pozo
100 pl de cada muestra, 50 pl de solucion
tampén AMP (0,5M 2-amino-metil-1-propa-
nol, 2 mM MgCl,) y 50 ul de solucion sustra-
to (10 mM p-nitrofenilfosfato). Para la determi-
nacion de la curva de calibrado se prepararon
varias diluciones de p-nitrofenol con un rango
de concentracion de 2:10°-2,4-10*. La placa
de 96 pozos se incub6 a 37 °C durante 30 mi-
nutos. La reaccion se paré con la adicién de
100 pl de NaOH 3M. Finalmente se realizaron
las medidas espectrofotométricas a 405 nm.

Figura 2. Imagenes de microscopia electrénica de las superficies estudiadas.
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MUESTRA Al Vv O Ca P Na
Pulida 6,5 3,7 - - - -
Tratada 7,6 1,1 58,6 2,8 3,0 1,4

Tabla 1. Andlisis quimico de las superficies.

¢) Morfologia celular

veces con solucion tampoén fosfato
y las células se fijaron mediante OsO,
(1%) en PBS (0.1 M) durante 15-30 minu-
tos. Las muestras fueron deshidratadas me-
diante la inmersion sucesiva en distintas so-
luciones de alcohol ter-butilico (50, 75, 90 y
100%). El alcohol se retir6 durante la etapa de

punto critico.

RESULTADOS Y DISCUSION

La observacion superficial mediante Micros-
copia Electronica de Barrido mostro que las
muestras con la superficie BAS presentaban
una superficie formada por una rugosidad mi-
croscopica debido al impacto de particulas
oxido de aluminio durante el proceso de gra-
nallado y por presencia de poros de 1-2 mi-
crometros de diametro distribuidos uniforme-
mente por la superficie (figura 2). Los analisis
quimi}:os in/dfcaron la presencia de oxigeno,
calcio, fosforo y sodio en la superficie de las
muestras tratadas (tabla 1). Estos elementos
se intréducen en la superficie durante el pro-
ceso de anodizado.”

A
N

MUESTRA Ra Rq Incremento de superficie
Pulida ,19 £ 0,04 0,24 £ 0,05 1,00 £ 0,00
Tratada 2,89 £ 0,07 3,68 + 0,09 1,76 £ 0,11

Tabla 2. Pardmetros topogréficos obtenidos.

o
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La tabla 2 muestra los valores de los distintos
parametros microtopograficos utilizados para
cuantificar la rugosidad superficial. Evidente-
mente, las muestras tratadas presentaban una
rugosidad superior que las pulidas, incremen-
tando la superficie especifica en un 76%. El
aumento del parametro Ra se atribuye, princi-
palmente, a la deformacion plastica producida
por el impacto de particulas en la superficie du-
rante el proceso de granallado.® El anodizado
permite incrementar la superficie especifica del
material, pero su incidencia en el valor de Ra es
menor que el proceso de granallado.®

Los ensayos electroquimicos indicaron que
el tratamiento superficial incrementaba nota-
blemente la resistencia a la corrosion de la
aleacion TiBAI4V (figura 3). En primer lugar,
las muestras tratadas presentaban un poten-
cial en circuito abierto de 273 mV frente a los

Figura 3. (a) Curvas de potencial libre. (b) Curvas de potencial ciclico.

Superficie tratada

Superficie no tratada

-23 mV de la superficie sin tratar. Las voltame-
trias ciclicas mostraron que la superficie tra-
tada ofrecia valores de densidad de corrien-
te mas bajos que el metal sin tratar para el
intervalo de voltaje estudiado y manteniéndo-
se la capacidad de repasivacion de la aleacion
Ti6Al4V. Esta mejora en la resistencia a la co-
rrosion se asocia a la formacién de una capa
formada, principalmente, de ¢xidos de titanio,
eléctricamente aislantes, sobre la superficie
de la muestra.™

Los resultados de proliferacion celular pusie-
ron de manifiesto el buen comportamiento in
vitro de la superficie tratada, indicando la ade-
cuada citocompatibilidad del material, aunque
no se observaron diferencias significativas en-
tre la superficie tratada y la superficie sin tra-
tar (figura 4a).

En cuanto a la diferenciacion celular, se ob-
servaron mayores concentraciones de fosfa-
tasa alcalina por microgramo de proteina total
en los discos tratados, indicando una mayor
expresion fenotipica de los osteoblastos en la
superficie BAS (figura 4b). Estos resultados
concuerdan con estudios descritos en otras

publicaciones.': 2

El estudio morfolégico mostro variaciones en-
tre las muestras lisas y cubiertas con la su-
perficie BAS en la morfologia de los osteo-
blastos después de 24 horas de incubacion

(figura 5). En las superficies lisas, las células

presentaban una morfologia fibroblastica pla-
na con una débil actividad dorsal. Esta confi-
guracion extendida reduce la probabilidad de
que la célula exprese fenotipos osteoblasti-
cos, ya que estas células se caracterizan por
tener una morfologia columnar en su fase de
secrecion in vivo.'® En cambio, en las mues-
tras tratadas los osteoblastos se anclaban a la
superficie por medio de contactos focales en-
tre las extensiones citoplasmaticas y los mul-
tiples picos de la topografia. Esto fuerza a la
célula a presentar una morfologia mas osteo-

blastica con una mayor actividad dorsal.

Figura 4. (a) Resultados de proliferacion celular. (b) Resultados de produccién de fosfatasa alcalina.

M No tratada
Tratada

7 dias

M No tratada
Tratada
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estudiadas después de 24 horas de incubacién.

CONCLUSIONES

La superficie BAS, obtenida mediante la apli-
cacion del doble tratamiento superficial, gra-
nallado y anodizado por plasma quimico en
sustratos de Ti6Al4V, presenta una microto-
pografia caracteristica formada por una mor-
fologia rugosa recubierta por oxido de tita-
nio microporoso con pequefas cantidades de
calcio y fosforo. Los ensayos celulares mos-
traron que la superficie formada permite una
adecuada proliferacion y una mayor diferen-
ciacién de las células osteoblasticas cuando
se comparan los resultados con los obtenidos
con superficies pulidas.

Figura 5. Imégenes de microscopia electrénica de costeoblastos sobre las dos superficies
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