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Caracterizacion quimica y biologica de la superficie Biomimetic

Introduccion

| uso del titanio y sus aleaciones como material para im-

plantes dentales responde a su excelente resistencia a
la corrosiony a su elevada biocompatibilidad. Sin embargo,
se han desarrollado multitud de tratamientos superficiales
basados en distintas tecnologias que permiten mejorar la
respuesta bioldgica de las zonas del implante que entran
en contacto con los tejidos vivos. Estos tratamientos su-
perficiales modifican la superficie desde el punto de vista
quimico, fisico y/o microtopogréafico afectando el valor de la
energia libre superficial y, por consiguiente, su interaccion
con las entidades bioldgicas.

El uso del tratamiento de granallado o blasting sobre ti-
tanio y aleaciones de titanio ha sido ampliamente estudia-
do y actualmente se aplica en varios dispositivos para la
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La biocompatibilidad y la capacidad de osteointegracion del titanio comercialmente
puro y de sus aleaciones estan intimamente relacionadas con sus propiedades
superficiales, como la composicion de la capa de 6xido protectora y la morfologia
superficial. La superficie Biomimetic Advanced Suriace (BAS) de los implantes
dentales Avinent®, obtenida al aplicar un tratamiento compuesto por un proceso de
granallado seguido de un anodizado por plasma quimico en la aleacién Ti6Al4V, ha
sido caracterizada a nivel quimico, fisico y biolégico. Mediante técnicas como
microscopia electronica de barrido, espectroscopia de energia dispersiva de rayos X
e interferometria 6ptica se ha demostrado que la superficie BAS presenta una
morfologia rugosa (Ra = 3,63 wm) compuesta por 6xido de titanio microporoso con
pequefias cantidades de calcio y fésforo. Debido al caracter aislante de los éxidos
formados durante el tratamiento, la resistencia a la corrosion mejora notablemente
cuando se reproducen las condiciones ambientales del medio fisiolégico. Los
cultivos de osteoblastos de la linea MG-63 realizados en muestras tratadas BAS y
muestras pulidas indicaron, a partir de la cuantificaciéon de la actividad de fosfatasa
alcalina y de observaciones por microscopia electrénica de barrido, que el
tratamiento promueve la diferenciacién osteobléastica.
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sustitucion de tejidos duros. La proyeccion de particulas
sobre la superficie del implante permite obtener una rugo-
sidad superficial controlada que afecta positivamente a la
diferenciacion de las células osteoblasticas in vitro'? y
a la capacidad de osteointegracion in vivo®.

Por otro lado, la aplicacion del proceso de anodizado por
plasma quimico propuesto por Kurze y cols.* y ampliamente
descrito por Isishawa y cols.5, ofrece la posibilidad de obte-
ner superficies microporosas de 6xido de titanio enriqueci-
das con calcio y fosforo con interesantes propiedades biol6-
gicas®.

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la
aplicacion conjunta de ambas técnicas caracteristica de
la superficie Biomimetic Advanced Surface (BAS) de los im-
plantes dentales Avinent®, granallado y anodizado por plas-
ma quimico, en distintas propiedades relevantes desde el
punto de vista de la implantologia dental.

Materiales y métodos
Preparacion de las muestras
Se cortaron discos de Ti6AI4V ELI de 2 mm de espesor par-
tiendo de una barra de 5,5 mm de didmetro proporcionados

por la empresa Avinent Implant System S.L. A continuacidn,
se traté una de las caras del disco mediante granallado uti-
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lizando corindén blanco F60 como particula de proyeccion
con untamafio de particula comprendido entre 212 y 300 mi-
crometros. Seguidamente las muestras granalladas fueron
lavadas con acetona en ultrasonidos durante 10 minutos y
aclaradas con agua desionizada.

A continuacidn, las muestras granalladas se anodiza-
ron conectandolas al 4nodo de una fuente de alimenta-
cion de corriente continua y utilizando una disolucidn
acuosa rica en calcio y fésforo como electrélito. Se apli-
c¢6 una densidad de corriente de 0,75 mA/mm? y se dejé
evolucionar libremente el potencial hasta alcanzar 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 aldmina de 0,05 micrometros
como superficie de control en todos los estudios descritos
en el presente articulo.

Microscopia electronica de barrido

La superficie de las muestras se observé mediante micros-
copia electrénica de barrido (Jeol JSM-6400, Japon) con un
potencial de aceleracion de 20 KV. Se utilizé microanalisis de
EDS (X-ray energy dispersive spectroscopy)para determinar
la composicion quimica superficial de las muestras.

Interferometria dptica

Se utilizd un microscopio dptico interferométrico (Veeco
WYCO NT 1100, EE. UU.) operando en el modo VSI (Vertical
Scanning Interferometry). Se realizaron mediciones a
100 aumentos, determinandose los siguientes parametros:

¢ Ra (media aritmética de las desviaciones del perfil): es la
media aritmética del valor absoluto de |as distancias desde
lalinea media del perfil dentro de la longitud de muestra L.

¢ Rg(mediadelaraiz cuadrada de las desviaciones del per-
fil): es el valor medio de la raiz cuadrada de las desviacio-
nes del perfil respecto a la linea media, dentro de la longi-
tud de muestra L. Este pardmetro es mas sensible que Ra
alos valores extremos debido a la operacion de la raiz cua-
drada. Rqtiene un significado estadistico ya que es la des-
viacion estandar de la distribucion de alturas del perfil.

¢ Incremento de superficie: es el cociente entre el valor
del area real de una superficie y su drea nominal.

Resistencia a la corrosion

Los ensayos realizados para determinar las propiedades
electroquimicas fueron:

e Potencial libre (Open Circuit Potential).
¢ Potencial ciclico.

Ambos ensayos se realizaron empleando una celda elec-
trolitica de vidrio de 200 mL de capacidad conectada a un
potenciostato modelo VOLTALAB PGZ 301. En el presente
estudio se utilizé como electrodo de referencia un electro-
do de Ag/AgCly como electrodo auxiliar o contraelectrodo
un electrodo de platino (fig. 1).
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Fig.1 Esquema del montaje para la realizacion de los ensa-
yos de corrosion.

Los ensayos de potencial libre y voltametria ciclica se rea-
lizaron a una temperatura de 37,5 °C y utilizando como elec-
trélito Hank’s Balanced Salt Solution(Sigma) con un pH=7,13.
Todaslas lecturas de voltaje fueron referidas al electrodo es-
tandar de Ag/AgCI. En los ensayos de potencial libre se dejo
estabilizar la muestra sumergida en el electrdlito durante
40 minutos, registrando la diferencia de potencial entre la
muestra y el electrodo de referencia. En el caso de los ensa-
yos de potencial ciclico se aplicé velocidad de diferencia de
potencial de 1 mV/s en la direccion mas noble entre la mues-
tra y el electrodo de referencia y se registrd el valor de co-
rriente que circulaba entre la muestra y el electrodo auxiliar.

Estudios celulares

Para realizar el presente estudio se utilizaron osteoblastos hu-
manos de la linea celular MG63. Las células fueron colocadas
en placas de cultivo con 15 mL de medio de cultivo (DMEM, Dul-
becco’s Modified Tagle Medium, Gibco) afiadiendo un 10% de
suero bovino fetal (FCS, Gibco), un 1% de penicilina/estrepto-
micina, un 1% de piruvato y un 1% de L-glutamina (todos Gibco).
Las células se mantuvieron a 37 °C en un incubador bajo una
atmosfera con el 5% de CO,. El medio de cultivo se cambi6
cada3dias. Alrealizar la cuarta renovacion las células fueron
lavadas con tampon fosfato (PBS) y tripsinizadas con Trypsin-
EDTA (0,25%) en un incubador durante 5 minutos a 37 °C.

Proliferacion
La proliferacion celular fue cuantificada mediante el ensa-
yo WST (Roche, Alemania). Se cultivaron 10.000 células con
300 wL de DMEM en cada uno de los pozos de cultivo donde
se habian colocado las muestras y discos de poliestireno
como control positivo. Depués de 1,3y 7 dias las células fue-
ron lavadas con PBS y 200 L de solucién de WST (Roche).
La WST es una sal de tetrazolio (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-ni-
trofenil)-3H-5-tetrazoliol-1,3-disulfonato de benceno) la cual
es transformada en formazan mediante un complejo siste-
ma mitocondrial-succinato-tetrazolio-reductasa y es acti-
vo s6lo en el caso de células viables. Por lo tanto, la canti-
dad de formazan producida durante el ensayo, que se evalia
mediante medidas de absorbancia en un espectrofotome-
tro, esta relacionada con el nimero de células viables, es
decir, el nimero de células metabdlicamente activas den-
tro del cultivo. Para conseguir un buen nivel de reaccién se
dejo incubar el conjunto durante 1 hora. Después de ese
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tiempo se produjo un cambio de color que se pudo medir
utilizando un espectrofotdmetro (PowerWaveX, Bio-Tek Ins-
truments) con una longitud de onda de 450 nm.

Diferenciacion
Para realizar los ensayos de diferenciacion celular se afia-
dieron 100.000 células en cada uno de los pozos. El medio de
cultivo fue suplementado con 50 mM de acido ascérbico
(Sigma) y 10 mM de dextametasona (Sigma); 3 L de cada
uno de los suplementos fue afiadido en cada pozo durante
48 horas. El liquido sobrenadante de cada uno de los pozos
fue recogido y congelado a —80 °C. Los discos fueron lava-
dos dos veces con PBS (Phosphate Buffered Solution), se
empled M-PER® (Pierce, EE. UU.) 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 lafosfatasa alcalina presente en las células. Parala cuan-
tificacion de la proteina total se empled el ensayo BCA (Pier-
ce, EE. UU.) segn el protocolo especificado por el fabri-
cante. Para realizar el ensayo se afiadi6 25 pL de muestra a
200 p.L de reactivo de trabajo en una placa de 96 pozos. La
placa fue incubada a 37 °C durante 30 minutos y enfriada a
temperatura ambiente. Finalmente se obtuvieron los valores
de absorbancia a una longitud de onda de 562 nM. Para la
obtencién de la curva de calibrado se prepararon varias di-
luciones de BSA (Bovine Serum Albumin)de 0 a 2000 .g/mL.

Para la determinacion de la actividad de la fosfatasa al-
calina se afiadié en cada pozo 100 p.L de cada muestra, 50 pL
de solucién tampon AMP (0,5 M 2-amino-metil-1-propanol,
2 mM MgCl,) y 50 p.L de solucion sustrato (10 mM p-nitro-
fenilfosfato). Para la determinacion de la curva de calibra-
do se prepararon varias diluciones de p-nitrofenol con un
rango de concentracion de 2:10-5-2,4.10*. La placa de
96 pozos se incub6 a 37 °C durante 30 minutos. La reaccion
se par6 con la adicion de 100 L de NaOH 3M. Finalmente
se realizaron las medidas espectrofotométricas a 405 nM.

Morfologia celular

Para determinar la variacion en la morfologia celular en fun-
cion de la topografia, los cultivos se examinaron mediante mi-
croscopia electronica de barrido (Strata DB 235, FEI Com-
pany). Después de 24 horas de incubacion el medio de cultivo
se retird y las muestras se lavaron 3veces con solucion tam-
ponfosfato (PBS)y las células se fijaron mediante 0s0, (1%)
en PBS (0,1 M) durante 15-30 minutos. Las muestras fueron
deshidratadas mediante la inmersién sucesiva en distintas
soluciones de alcohol ter-butilico (50%, 75%, 90% y 100%). El
alcohol se retiré durante la etapa de punto critico.

Resultados y discusion

La observacion superficial mediante microscopia electrénica
de barrido mostr6 que las muestras con la superficie BAS pre-
sentaban una superficie formada por una rugosidad micros-
copica debido al impacto de particulas de dxido de aluminio
durante el proceso de granallado y por presencia de poros de
1-2 micrémetros de diametro distribuidos uniformemente por
la superficie (fig. 2). Los analisis quimicos indicaron la pre-
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Fig.2 Iméagenes de microscopia electrénica de las muestras
estudiadas. a) Superficie de una muestra pulida. b) Superficie
BAS. c) Detalle de la porosidad de las superficie BAS.
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Tabla 1 Composicién quimica de las superficies
estudiadas obtenidas mediante espectroscopia de energia
dispersiva de rayos X. (Porcentajes en % de peso)

Muestra Ti Al Vv 0 Ca P Na

Pulida 89,7 6,5 3,7 -
Tratada 26,0 7,6 1,1 58,6 2,8 3,0 1,4

sencia de oxigeno, calcio, fdsforo y sodio en la superficie de
las muestras tratadas (tabla 1). Estos elementos se introducen
en la superficie durante el proceso de anodizado’.

La tabla 2 muestra los valores de los distintitos para-
metros microtopograficos utilizados para cuantificar la ru-
gosidad superficial. Evidentemente, las muestras tratadas
presentaban una rugosidad superior que las pulidas incre-
mentando la superficie especifica en un 76%. El aumento
del parametro Ra se atribuye, principalmente, a la defor-
macion plastica producida por el impacto de particulas en
la superficie durante el proceso de granallado®. El anodiza-
do permite incrementar la superficie especifica del material,
pero suincidencia en el valor de Ra es menor que el proceso
de granallado®.

Los ensayos electroquimicos indicaron que el trata-
miento superficial incrementaba notablemente la resisten-
cia a la corrosion de la aleacion Ti6AI4V (fig. 3). En primer
lugar, las muestras tratadas presentaban un potencial en
circuito abierto de 273 mV frente a los —23 mV de la super-
ficie sintratar. Las voltametrias ciclicas mostraron que la su-
perficie tratada ofrecia valores de densidad de corriente
mas bajos que el metal sin tratar para el intervalo de volta-
je estudiado y manteniéndose la capacidad de repasivacion
de la aleacion Ti6AI4V. Esta mejora en la resistencia a la
corrosion se asocia a la formacion de una capa formada,
principalmente, de 6xidos de titanio, eléctricamente aislan-
tes, sobre la superficie de la muestra'C,

Los resultados de proliferacidn celular pusieron de ma-
nifiesto el buen comportamiento in vitro de la superficie tra-
tada indicando la adecuada citocompatibilidad del mate-
rial, aunque no se observaron diferencias significativas
entre la superficie tratada y la superficie sin tratar (fig. 4).

En cuanto a la diferenciacion celular, se observaron ma-
yores concentraciones de fosfatasa alcalina por microgra-
mo de proteina total en los discos tratados, indicando una
mayor expresion fenotipica de los osteoblastos en la su-
perficie BAS (fig. 5). Estos resultados concuerdan con es-
tudios descritos en otras publicaciones'2

El estudio morfolégico mostro variaciones entre las
muestras lisas y cubiertas con la superficie BAS en la mor-
fologia de los osteoblastos después de 24 horas de incuba-
cion (fig. 6). En las superficies lisas las células presentaban
una morfologia fibroblastica plana con una débil actividad
dorsal. Esta configuracion extendida reduce la probabilidad
de que la célula exprese fenotipos osteoblasticos ya que
estas células se caracterizan por tener una morfologia co-
lumnar en su fase de secrecion in vivo'. En cambio, en las
muestras tratadas los osteoblastos se anclaban a la super-
ficie por medio de contactos focales entre las extensiones
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Tabla 2 Valores de los distintitos pardmetros
microsuperficiales

Muestra Ra Rq Incremento de superficie
Pulida 0,19+0,04 0,24 +0,05 1,00 + 0,00
Superficie BAS 3,63+047 45+0.60 1,76 £ 0,11
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Fig.5 Actividad de fosfatasa alcalina.

citoplasmaticas y los mdltiples picos de la topografia. Esto
fuerza a la célula a presentar una morfologia mas osteo-
blastica con una mayor actividad dorsal.

Conclusiones

La superficie BAS, obtenida mediante la aplicacion del doble
tratamiento superficial, granallado y anodizado por plasma
quimico en sustratos de Ti6AI4V, presenta una microtopo-

No tratada

grafia caracteristica formada por una morfologia rugosa re-
cubierta por 6xido de titanio microporoso con pequefas
cantidades de calcio y fosforo. Los ensayos celulares mos-
traron que la superficie formada permite una adecuada pro-
liferacion y una mayor diferenciacion de las células osteo-
blasticas cuando se comparan los resultados con los
obtenidos con superficies pulidas.
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