Adhesion y diferenciacion de
osteoblastos humanos sobre Ti c.p.
granallado

3.1. Introduccion

3.1.1. Ambito

En los Capitulos 1 y 2 se ha expuesto la importancia de la calidad superficial de los
implantes dentales de Ti c.p. en su osteointegracion. Asimismo, se ha puesto de manifiesto
la importancia que tiene la correcta caracterizacion de las superficies estudiadas, puesto que
es la unica forma posible para poder comparar estudios y poder determinar qué valores y

qué tipos de rugosidades son las mejores para optimizar la respuesta biologica del implante.

Los objetivos del Capitulo anterior perseguian obtener superficies de T1 c.p. con un rango
amplio de rugosidades, de tipos de rugosidades y de utilizacion de distintas naturalezas de
particulas de proyeccion, puesto que siempre quedan restos de éstas sobre las superficies

del implante, incluso después de su exhaustiva limpieza, pasivacion y esterilizacion.
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La obtencién de estas supetficies se llevo a cabo para poder ser evaluadas respecto a su
respuesta bioldgica, con el objetivo final de determinar qué tipo de particulas (tamafio y
naturaleza) es 6ptimo para mejorar la osteointegracion de los implantes dentales y, de esta
manera, estudiar a partir de ese momento sélo aquella(s) supetficie(s) que se hubiese(n)

determinado como la(s) mejor(es).

En este sentido, los unicos trabajos que han relacionado de forma rigurosa un pequefio
rango de rugosidades con la osteointegracion del implante han sido estudios 2 viwo en los
cuales, por medio de estudios histomorfométricos (porcentaje de hueso neoformado en
contacto con el implante) y biomecanicos (valores mecanicos de extraccion del implante de
su lugar de insercién en el hueso), se ha determinado la calidad de la osteointegracion
después de largos periodos de implantacién en animales [WEN9G]; [WIE99]. A la critica
hecha sobre estos estudios en el Capitulo anterior, correspondiente al estrecho rango de
rugosidades estudiado, se une que las diferencias y las conclusiones extraidas de los
estudios hacen referencia sélo a la influencia de la rugosidad sobre la osteointegracion a
largo plazo. No hay respuesta a la pregunta de qué influencia tiene la rugosidad en la
osteointegracion a corto plazo. Esta respuesta, a diferencia de la fijacion a largo plazo, esta
relacionada en mayor medida a la topografia en el orden micrométrico que al disefio
macroscopico del implante. Este hecho se ha relacionado con que las células
osteoprogenitoras, los osteoblastos, pueden sentir especificamente los detalles
microtopograficos de la superficie, por su morfologia y por la interaccién que otras
entidades biolégicas (agua y proteinas) tienen con esos diferentes detalles. Todo ello,
finalmente, puede provocar que los osteoblastos promuevan de forma favorable la sintesis

de hueso [BDLO1] (Figura 3.1).

Ademias, los estudios 7 vzve limitan el numero de superficies que se pueden estudiar debido
al alto precio y a los condicionantes legales y éticos que implica trabajar con tantos animales
[REC99]; [MOR99]. Teniendo en cuenta que en esta Tesis Doctoral, incluyendo la
superficie del T1 c.p. sin granallar, el nimero inicial de diferentes superficies a estudiar es de

11, el ensayo 7 vivo se presenta inviable.

Por otra parte, a pesar de que es ampliamente aceptada la biocompatibilidad del Ti c.p.
[RATO1], la adecuada respuesta 7 vifro hasta los ultimos estados de maduracion del tejido
6seo [DLS90], y que los implantes dentales de este material, cuando es granallado, se
emplean en la actualidad en la practica clinica [BUSO1]; [ESP01], no se ha estudiado la
influencia que tienen sobre el comportamiento osteoblastico los cambios en la
composicién quimica superficial inducidos por el tratamiento. Este hecho puede ser
relevante (Figura 3.1), sobre todo teniendo en cuenta la especial influencia que puede tener

el tipo de “contaminacion” inducido sobre las células individuales, ya que los restos de las
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particulas, en muchos casos, son del orden del tamafo celular (% 10 um) e inferiores (por

ejemplo: Figura 2.14).
Es por todo esto que se planteo la caracterizacion de la respuesta de los tejidos duros al Ti

c.p. granallado por medio de ensayos 7 wvitro. Para ello, se han cultivado osteoblastos

humanos sobre el titanio granallado y se ha determinado su adhesién y su diferenciacion a

Disefio Microtopografia
macroscépico (Rugosidad)

corto plazo.

Composicién

Respuesta Mejor Mejor Proximidad Respuesta

Mejor
Celular fijacion  transferencia fijacién del hueso Celular
de carga al implante
Formacién Formacion
de hueso i de hueso
OSTEOINTEGRACION
EXITO DEL IMPLANTE

Figura 3.1 Representacion de los factores que afectan a la osteointegracion de un implante. El éxito del
implante depende de la respuesta celular y tisular a la composicion quiniica de la superficie del implante, asi
como a los detalles estructurales de su superficie, a nivel microscdpico (rugosidad) y macroscdpico (diseio).

Adaptado de [BDLO1].
3.1.2. Influencia de la composicién superficial

3.1.2.1. Sustrato-proteinas-células

La composicién quimica de un implante determina una setie de caracteristicas superficiales:
la naturaleza de la carga superficial [HEP73], la energfa superficial [CGB90], la presencia de
bordes de grano [KIL94], la quimica y la estequiometria de los iones superficiales
[HAM79], la cristalinidad de sales [MDM98] y o6xidos [HBO93], y el potencial de
corrosion [SCHO1].

Las caracteristicas superficiales del material tienen una profunda influencia en el éxito del
implante ya que determinan la adsorcién de proteinas, lipidos, azicares, e iones presentes
en los fluidos tisulares [TENO1] y, particularmente, la orientacién de las moléculas
adsorbidas [IST93]; [BHID96]. Asi pues, la interaccién entre el titanio y las moléculas
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organicas, de entre las cuales, las proteinas son las mas significativas, esta regida por las

propiedades tanto del metal como de las macromoléculas (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Propiedades gue determinan la adsorcion proteica sobre el titanio. Traducido de [TENOT .

Propiedades superficiales del Ti c.p. Propiedades de las proteinas

Energia libre superficial Hidrofobicidad global

Carga Carga

Enlace i6nico Grupos funcionales

Potencial de corrosion Redox Enlace i6nico

Capacidad de enlace con el hidrogeno Secuencias de enlace con el hidrogeno
Estructura de hidratacion superficial Enlace con el agua

Propiedades acido/base (potencial Z) pl

Impurezas superficiales Secuencias de interacciones especificas
"l:opograﬁa superficial Estructura cuaternaria, terciaria y secundaria

Oxido (grosor, cristalinidad, cte. dieléctrica, ...) Numero de puentes disulfuro
Interacciones con moléculas organicas pequefias Tamaifio

Los efectos de la composicion quimica de la superficie son rapidos, de hecho, la adsorcién
de proteinas se produce en un intervalo de segundos a unos pocos minutos después de la
introduccion del biomaterial en el tejido vivo [MBN88]; [PKB88]; [PZT90], y la interaccion
con las pequenas moléculas todavia es mas rapida [KAS83]; [BAMSS]; [IKAS02], por lo que

se ha de suponer que también influird sobre la adsorcion proteica.

Esta adsorcion es trascendental para la posterior interaccion de las células, puesto que éstas
responderan en funcién de su relaciéon con la capa de proteinas adsorbidas (tipo y
orientacién). En uno de los primeros estudios sobre este fenémeno, Howllet y col
[HEW94| demostraron que la adhesion de células osteoblasticas sobre distintos sustratos
sintéticos, incluyendo el titanio, dependia de la presencia de la proteina vitronectina en la
superficie. Este hecho se explica porque las células se unen a las superficies por medio de
integrinas  [ALB90], que son receptores celulares, ubicados en su membrana, que
reconocen lugares especificos en las proteinas de unién. Uno de estos lugares especificos es
la secuencia de aminoacidos RGD (arginina-glicina-acido aspartico) [BOR89] presente en
la fibronectina y la vitronectina, entre otras. Mas adelante, Gronowicz y col. [GRM90]
demostraron que la naturaleza quimica del sustrato sintético era capaz de controlar la
expresion de las integrinas asociadas a la adhesion celular, es decir, que los puntos focales
de adhesion son también sensibles a la naturaleza quimica del sustrato. Sin embargo, a
pesar de que estos estudios demuestran que las células se pueden unir al sustrato
directamente, no es probable que sea como esto ocurre 7 vivo, donde la intervencién de
todo tipo de protefnas presentes en los fluidos corporales permitira un inmediato
recubrimiento de la superficie y, en consecuencia, se modificara el comportamiento de
adhesion de las células. Asi pues, es mucho mas probable que la composicion quimica del
sustrato estructure la capa proteica de adsorcion (Tabla 3.I), y sobre ésta tendra lugar la

adhesion celular.
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Es en este sentido es indispensable evaluar el efecto del tratamiento de granallado sobre el
Ti c.p., ya que los cambios de composicion quimica que se pueden operar, aunque sean

sutiles, pueden afectar en la respuesta celular desde los primeros instantes de interaccion.

3.1.2.2. Respuesta osteoblastica

La adhesion a la superficie (nimero de células en la supetficie y la fuerza de adhesion) es un
factor critico en la respuesta celular porque determina qué células poblaran la superficie,
cuantas y como. Este primer paso queda determinado, tal y como se acaba de comentar,
por la adhesion de las protefnas. Esto proveera del primer conjunto de células habiles para
los siguientes pasos de proliferacion vy, la calidad de la adhesion, también influira sobre la
morfologfa y la diferenciacion de los osteoblastos [ANS00]; [BDLO1].

Se han llevado a cabo multiples estudios 7 vifro para determinar el comportamiento de los
osteoblastos sobre una larga serie de diferentes sustratos sintéticos (estado del arte en
[ANSO00]). La diversidad de las respuestas celulares a los distintos materiales que se han
ensayado pone de manifiesto la capacidad celular en general, y osteoblastica en particular,
de discriminar entre diferentes composiciones quimicas. Asi, por ejemplo, se ha establecido
que los osteoblastos se adhieren mejor sobre titanio y sus aleaciones que, sobre otros
metales y polimeros [SMS94] e, incluso, que sobre la hidroxiapatita [PHID91]; mientras que
en otros estudios se ha demostrado que la diferenciacién osteoblastica es supetior sobre la
hidroxiapatita, comparada con el Ti c.p. y otros biomateriales [OZK99].

Sin embargo, si los ensayos biologicos 7 vitro no se llevan a cabo con las debidas
precauciones, no tienen capacidad para detectar diferencias en el comportamiento celular
sobre sustratos con cambios sutiles en su composicion quimica. En consecuencia, se
pueden realizar malas interpretaciones respecto al comportamiento 7z vivo que los distintos
materiales pueden desarrollar [CSS93]; [KSW94]; [SRBIG]; [YMA9G].

Cuando se disefia adecuadamente el ensayo, los estudios 7 vitro si son capaces de detectar
sutiles diferencias entre las composiciones de los materiales, ya sea directamente en la
composicién quimica de las aleaciones [LBB98], en los procesos de fabricacion [HSW94] o
por los diferentes procesos de esterilizacion [SKS94]; [VKID906] y de limpieza [ALK97]

aplicados sobre una misma naturaleza de material.
Las precauciones necesarias para un buen ensayo y una buena interpretacion de los

resultados 7z vifro se centran en el tipo de células empleadas (linea y procedencia); la

utilizacion de hormonas y factores de crecimiento, la seleccion del marcador de la
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diferenciacion celular, el adecuado analisis de la morfologfa celular, etc. Estos aspectos son

analizados con mas profundidad en la discusion de los resultados de este Capitulo.

Hasta la fecha no se han llevado a cabo estudios sobre la influencia que la presencia de las
distintas naturalezas quimicas de las particulas de proyeccion puede tener sobre la respuesta
celular. No obstante, investigadores reconocidos, como los profesores J. Lemmons y B.
Boyan, han sefialado en discusiones cientificas publicas [BOS99] la importancia que estas
heterogeneidades quimicas pueden tener sobre la adhesion, proliferacion y diferenciacion
de los osteoblastos. Ong y col. [OPR96] analizaron la respuesta de adsorcion proteica y de
mineralizacién al ser cultivados sustratos de Ti c.p. pulidos con carburo de silicio o con
oxido de aluminio con células 6seas de rata. Los resultados no encontraron diferencias
significativas en la respuesta para ambos tipos de materiales. Por otra parte Naji y Harmand
[INAH91] comprobaron la osteocompatibilidad de recubrimientos tanto de 6xido de

aluminio como de carburo de silicio sobre sustratos metalicos.
3.1.3. Estudios in vitroy rugosidad superficial

Se han publicado una gran cantidad de estudios que demuestran que la topografia (textura
y rugosidad) de los sustratos influye en distintos parametros de la respuesta celular. Las

referencias a los mismos se detallan a lo largo de este Capitulo.

Se sabe de la influencia de la textura (disposicion regular de detalles topograficos) sobre la
orientacioén y la movilidad celular desde principios del siglo XX; fenémeno que se ha
venido llamando “guiado por contacto” [HARI11]; [WEI34]; [WEI45] y que, en la
actualidad, sigue siendo motivo de estudio [ZADO04]. Se pueden consultar un nimero
significativo de trabajos sobre el estado del arte en este tema [DUNBS2]; [CUC92J;
[MWRI3]; [CUW97]. Chesmel y col. [CCB95] demostraron que las células 6seas también

manifiestan este comportamiento.

Sin embargo, como ya se ha comentado en el Capitulo anterior, el granallado no confiere
textura a las superficies de titanio, sino una configuracion isotrépicamente rugosa. Por lo
tanto, también en el caso del analisis de la respuesta celular z vitro sobre implantes dentales

de Ti c.p. granallados, la principal variable de estudio es la rugosidad.

Los trabajos sobre la influencia de la rugosidad evaltan, por una parte, la respuesta de los
fibroblastos y los queratinocitos [ICP87]; [BRUS8S|; [MGW93]; [CSW94|; [NMK94];
[CRLI9]; [LWOO1], por ser las células principalmente implicadas en el cierre gingival, es
decir, en la curacién de los tejidos blandos; y por otra parte, de los osteoblastos, como
principales células implicadas en la regeneracion y el crecimiento 6seo y, por lo tanto, en la

osteointegracion.
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3.1.4. Osteoblastos sobre titanio granallado

Todos los trabajos coinciden en concluir que la rugosidad superficial tiene un efecto
directo sobre la adhesion, proliferacion, diferenciacién, produccion de matriz extracelular,
calcificacion, y produccién de citoquinas y de factores de crecimiento de los osteoblastos
in vitro; asi como en la respuesta de las células a agentes reguladores locales y sistémicos.
Los trabajos de estado del arte de Boyan [BDLO1];|BLDO01] y Anselme [ANS00] exponen
con detalle estos resultados para distintos materiales y tipos de rugosidad.

En lo que respecta, especificamente, a superficies de Ti c.p. granalladas, Bowers y col.
[BKR92] y Martin y col. [MSH95] demostraron que la adhesion de osteoblastos de la linea
MGO63 era superior en las superficies de Ti c.p. granalladas que en las que no lo estaban.
Para el rango de rugosidades que estudiaron (R, = 0,14-1,15 pum, perfilometria de contacto)
concluyeron que la mayor adhesion se produjo para el Ti c.p. granallado con ALO; y R, =
0,87 um. Keller y col. [KSW94] confirmaron estos resultados con osteoblastos de
explantes de rata, y Deligianni y col. [DKILO1] con osteoblastos humanos, aunque sobre la
aleacion TiGAI4V.

Es importante mencionar la diferencia que en la literatura en inglés se hace de los términos
“attachment”’ y “adhesion”’. Bl primero hace referencia, unicamente, al nimero de células que
se unen al sustrato en las primeras horas de cultivo, mientras que el segundo se utiliza para
incorporar la idea de la fuerza de adhesion entre esas mismas células y el sustrato [ANSOO];
[BDLO1]. Sin embargo, en esta Tesis Doctoral se emplea el término “adhesion” como
medida del nimero de células adheridas al sustrato por considerarse un término que en
castellano describe mejor que “unién” o “fijacién” o “atadura” o “acoplamiento” el tipo
de interacciébn que manifiestan los osteoblastos en cultivo al ubicarse sobre el sustrato

metalico. La “adhesion” inglesa, se traduce entonces como “fuerza de adhesion”.

Asi, la fuerza de adhesion, de acuerdo con Boyan y col. [BHK95]; [SMD96], también es
mayor en supetficies de Ti c.p. granalladas hasta R, = 7 um (microscopia confocal laser),
que en las que no lo estan. La evaluacion de este hecho es cualitativa, pero se puso de
manifiesto por la necesidad de realizar mas de una tripsinizacion para completar el
arrancamiento de las células en el metal granallado y por las diferencias observadas por
MEB en la matriz extracelular y la adhesion de ésta al sustrato. Sin embargo, en otros
estudios [KHK92]; [ABNOO] se obtuvieron resultados contrarios al cuantificar un menor
nimero de contactos focales de los osteoblastos sobre discos de Ti c.p. y Ti6Al4V
granallados, comparados con pulidos, electropulidos y atacados con 4acido. Richards y col.

[RORY7] encontraron este mismo comportamiento con fibroblastos. Anselme y col.
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[ABNOO] han propuesto, ademas, que la fuerza de adhesion se correlaciona mejor con los

parametros hibridos de rugosidad que con los de altura.

La influencia que la rugosidad de las superficies granalladas de Ti c.p. tiene sobre la
proliferacion celular es menos controvertida. Multiples trabajos han confirmado que el
titanio granallado, rugoso en general, reduce la proliferacién osteoblastica al aumentar el
valor de la rugosidad [MSH95]; [DGN90]; [LBB9S8]; [ABNO0]; [DSCO02]. Schwartz y col.
[SMD96], en un estudio sobre Ti c.p. granallado con condrocitos, también demostraron
que los efectos de la rugosidad sobre la proliferacién son sensibles al estado de maduracién
de las células, de manera que la disminucién de la proliferaciéon se hace tanto mas

significativa cuanto mas inmadura esté la célula.

En cultivos osteoblasticos, la disminuciéon de la proliferacién se correlaciona con un
aumento en la diferenciacion [SLO90]; [LIS92]; [LIS93]. Este hecho, en combinacién con
los resultados de los trabajos comentados en el parrafo antetior, sugiere que la rugosidad de
la superficie también puede regular la expresion fenotipica de los osteoblastos, la cual, de
hecho, es una de las principales respuestas celulares como indicador de la capacidad de un
determinado sustrato sintético para permitit una rapida y adecuada osteointegracion.
Martin y col. [MSW95], en un trabajo pionero con osteoblastos de la linea MGO63,
demostraron que sobre Ti c.p. granallado (R, = 3-4 um, microscopia confocal laser) la
actividad de fosfatasa alcalina y la produccién de osteocalcina (los dos marcadores de la
diferenciacion osteoblastica mas empleados) era superior que en el material no granallado.
Posteriormente, estos resultados se han confirmado siempre en una larga serie de estudios
del mismo grupo de investigacion, el de Boyan, Dean y Schwartz [BHD96]; [SMD96];
[LBB98]; [BBKO98]; [LSS99]; [BLSO1]; [BLLO2Z]; asi como otros autores [DGNI6];
[DKLO1]; [DSC02] han encontrado resultados analogos para osteoblastos humanos. Sin
embargo, en ningn caso, se ha disefiado un estudio para identificar el valor de rugosidad
optimo. En los estudios de Boyan, Dean y Schwartz se ha evaluado esta respuesta para Ti
c.p. granallado hasta obtener valores de rugosidad de R, = 7 pm (microscopia confocal
laser). En este rango, los osteoblastos MG63 se diferencian tanto mas cuanto mayor es la
rugosidad. De la misma manera que la proliferacion, la diferenciacion celular sobre el Ti
c.p. es dependiente del estado de maduracion de las células [SMID90].

Los ultimos estados finales de maduracion del tejido 6seo sobre Ti c.p. rugoso, la
produccién de matriz extracelular y la calcificacion del tejido, han sido poco estudiados
vitro. Groessner-Schreiber y Tuan [GRT91] cultivaron osteoblastos embtionarios de pollo
en Ti c.p. liso y rugoso, obteniendo mayor produccién de matriz extracelular (sintesis de
colageno) y mayor calcificacion sobre los discos rugosos que sobre los lisos. Martin y col.
[MSHO95] también comprobaron que la produccién de matriz por parte de osteoblastos

MGO63 era sensible a la rugosidad del Ti c.p. granallado. Sin embargo, el efecto diferfa en
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funcién del componente de la matriz estudiado. Mientras la sintesis de colageno
aumentaba con la rugosidad, la sulfatacién de proteoglicanos disminufa. También la
respuesta de estos factores es dependiente del estado de maduracion de las células
[SMID96]. Por dltimo, Cooper y col. [CMW99] determinaron que las superficies de T1 c.p.
granalladas con 6xido de titanio presentaban patrones de mineralizacion adecuados al

cultivar sobre ellos osteoblastos primarios de mandibula bovina.

Por dltimo, la producciéon de factores de regulacion locales (factores de crecimiento y
citoquinas), asi como la respuesta de los osteoblastos a éstos y a los de regulacion
sistémicos (hormonas) también se ve afectada por la rugosidad del Ti c.p. granallado, tal y
como ha demostrado en una serie de trabajos, referidos a continuacion, el grupo de Boyan,

Dean y Schwartz.

La produccion de prostaglandina E, (PGE,) [LBB98] por parte de osteoblastos MG63, asi
como la del factor transformador de crecimiento B1 (TGF-B1) [KSH96], se incrementan
sobre las superficies rugosas de Ti c.p. y Ti6Al4V, comparadas con lisas de las mismas
naturalezas. Este hecho sugiere que la rugosidad superficial puede mediar en la regulacién
autoctina y paracrina de la osteogénesis, puesto que estos dos factores estan involucrados
en este proceso [CHR84|; [BOM90]. El tipo de factores que liberan las células, y su
respuesta a ellos, también difiere en funcién de su estado de maduracion [GHASS|;
[INDB91]; [SSK92].

La rugosidad superficial modula la respuesta de los osteoblastos MG63 a hormonas
sistémicas. Cuando las células se cultivan sobre superficies de titanio y son tratadas con
1,25-(OH),D;, su respuesta a la hormona se modifica con respecto a la que se produce
normalmente sobre los discos de plastico de cultivo [BBK9S]. La adicién de 1,25-(OH),D,,
de manera genérica, causa un decremento en la proliferacién osteoblastica y un incremento
en la actividad de la fosfatasa alcalina, asi como en la produccion de osteocalcina, es decir,
en la diferenciacion. Sin embargo, la actividad de la fosfatasa alcalina y la produccion de
osteocalcina se incrementan dependiendo de la dosis aplicada, siendo en el caso de las
superficies mas rugosas (cuya superficie estaba recubierta de hidroxiapatita) un efecto
sinérgico entre la rugosidad y la presencia de 1,25-(OH),D,. La produccién de PGE, y
TGF-B1 también se ven afectadas. Los resultados refuerzan la hip6tesis de que el aumento
de la rugosidad superficial conlleva un aumento de la diferenciacion osteoblastica. Por lo
tanto, cuando los osteoblastos se cultivan en superficies rugosas con la adicién de 1,25-
(OH),D;, aquellas responden al metabolito de la vitamina D de una forma que es
equivalente a la de un osteoblasto mas diferenciado. Ong y col. [OCC97] demostraron que
las superficies rugosas de titanio aumentan la respuesta celular a la proteina morfogenética
2 (BMP-2). En los cultivos tratados con este factor de regulacion local la actividad de la

fosfatasa alcalina se incrementa sobre las superficies rugosas con la misma dependencia que
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lo hace la produccién de osteocalcina al anadir 1,25-(OH),D;. Este resultado sugiere, de
nuevo, que la rugosidad superficial provoca un fenotipo celular mas diferenciado, y la célula
mas diferenciada, por lo tanto, responde a los factores de crecimiento y a las hormonas en

una forma apropiada de acuerdo a su estado de maduracion.

Schwartz y col. [SLS01]; [SLVO1] han propuesto, como conclusion de un gran numero de
publicaciones, los diferentes mecanismos por los que la rugosidad, asi como la vitamina
1,25-(OH),D;, pueden modular las respuestas de proliferacion, diferenciacion y produccion
de factores locales de los osteoblastos (Figura 3.2). Este mecanismo se inicia con el
reconocimiento celular por medio de integrinas receptoras [GRMI06]; [KCGO0] de las
proteinas que, espontaneamente, recubren al sustrato activando potencialmente la
fosfolipasa C, incrementando el nivel de diacilglicerol [HMB89] y activando la
proteinquinasa C [SGS98]; [SLS01]. Todo ello desencadena la expresion génica [AKI90];
[CSM98], la regulacion de la proliferacion, la diferenciacion y la produccion de factores
locales. Este mismo camino de sefializacion se estimula también por la acciéon de la 1,25-
(OH),D; sobre un receptor especifico de membrana para este compuesto. Estos mismos
autores han propuesto otros caminos de sefalizacion y regulacion a través, principalmente,
de la accion de las proteinquinasas A [LSS99]; [SLSO1] y mitogenoactivada [MLVO1],
activadas por la produccién de la prostaglandina E, [LSS99]. Un dultimo camino de

regulacion es el que corresponde a la accion de las ciclooxigenasas [BLS01].

Todos los resultados de estos trabajos sugieren que las modificaciones de la superficie del
Ti c.p., con respecto a su microtopografia, pueden influir en la respuesta clinica ya que
pueden modular la respuesta celular (Figura 3.1). De hecho, tal y como se introdujo en el
Capitulo anterior, se ha comprobado en diferentes estudios 7 vivo que, efectivamente, estos
cambios pueden afectar la cantidad y calidad del hueso formado alrededor de los implantes
de Ti c.p. granallado.

Los estudios 7 witro, sin embargo, son los unicos que nos pueden ayudar a tener
informacion sobre cudles son los primeros eventos de reaccion entre el implante y las
células osteoprogenitoras. Consecuentemente, los resultados de estudios 7 vitro a corto
plazo, obtenidos al cultivar osteoblastos sobre los distintos sustratos, nos ayudan a
identificar y seleccionar aquellos mas convenientes en vista a la rapida curacion y
regeneracion del huésped, lo cual, ademas, puede utilizarse para inferir su posible respuesta
a mas largo plazo. Todo ello sin necesidad de involucrar la participacién de animales vy,
sobre todo, en nuestro caso, sin tan altos costes de investigacion, al tener una gran cantidad
de diferentes superficies a analizar. Asimismo, los estudios z vifro son los tnicos que
permiten identificar el mecanismo biolégico involucrado en las diferentes respuestas con

respecto a las diferentes caracteristicas topograficas.
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Figura 3.2 Esquema que muestra la interaccion de los caminos de seiializacion que median la respuesta de
las células osteobldsticas en funcion de la rugosidad y de la 10,25-(OH):Ds. PLA: fosfolipasa Az, PLC:
Jospolipasa C, DAG: diaglicerol, PKC: proteinquinasa C, eAMP: monofosfato de adenosina ciclico, PKA:
proetinguinasa A, AA: dcido aragquidénico, PGEs: prostaglandina Es MAPK: proteinguinasa
mitogenoactivada, y ERKT/2: quinasa regulada por seiales extracelulares. Adaptado de [ST.1701].
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3.2. Objetivos

En el Capitulo anterior de esta Tesis Doctoral se han caracterizado las propiedades
topograficas (rugosidad) y la contaminacion superficial del Ti c.p. granallado con distintas
naturalezas (TiO,, ZrO,, ALO; y SiC) y tamafios (125-1400 pm) de particulas de
proyeccion. Se han obtenido superficies de titanio con distintos valores de rugosidad (R, =
0,33 + 7,39 um; P, = 56,5 + 202,6 cm™) y con las superficies quimicamente heterogéneas,
puesto que en todos los casos han quedado restos de las particulas de proyeccion sobre las

superficies metalicas.
Los objetivos de este Capitulo son:

1.- Evaluar la influencia que la rugosidad del Ti c.p. tiene sobre la adhesion y la

diferenciacion a corto plazo de osteoblastos humanos.

2.- Evaluar la influencia que la naturaleza de las particulas de proyeccion del granallado

tienen sobre la adhesion y la diferenciacion a corto plazo de osteoblastos humanos.

3.- Identificar la(s) combinacién(es) de tamafo y naturaleza de las particulas de proyeccion

del granallado que pueden mejorar la osteointegracion de los implantes dentales de Ti c.p.
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3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Materiales

3.3.1.1. Material base y particulas de proyeccion del granallado

Los estudios celulares 7 vitro se han llevado a cabo sobre discos de 6 mm de diametro de T1
c.p. grado III granallados con las mismas particulas descritas en los Apartados 2.3.1.1. y
2.3.1.2., es decir, ZrO,, TiO,, ALLO; y SiC.

Como control negativo (CN) del estudio se ha empleado el plastico de cultivo, poliestireno
R, = 0,013 £ 0,002 pum; perfilémetro de contacto), en discos de 6,4 mm de diametro.

3.3.1.2. Células

Las células empleadas han sido osteoblastos de origen humano (paciente varon de 55 afos

sin enfermedades metabdlicas asociadas), procedentes de explantes de hueso esponjoso de
mandibula.

Los explantes se obtienen de trocear el hueso en tamafios de, aproximadamente, 5 mm?” y
se incuban en medio de cultivo Dulbecco’s modified eagle medinm (IDMEM) (Gibco, EE.UU.)
suplementado con suero bovino fetal (FCS) (Sera-lab, Reino Unido) al 20%, penicilina-
streptomicina (Biological Industries, Israel) al 1% vy, piruvirato L-glutamina (Gibco,
EE.UU.) también al 1 %.

Las células para los ensayos son del quinto pase que han crecido en frascos de cultivo de 3
ml hasta la densidad deseada. Las células se lavan con Dulbecco’s phosphate buffered saline
(PBS) (Gibco, EE.UU.) y se despegan utilizando tripsina-EDTA al 0,25 % (Biological
Industries, Israel).

Previamente, y durante la realizacién del ensayo, se llevaron a cabo controles de
especificidad mediante marcaje histoquimico de la fosfatasa alcalina intracelular (SIGMA,
EE.UU.). En todos los casos las células se tifieron intensamente demostrando su adecuado

fenotipo osteoblastico.
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3.3.2. Métodos

3.3.2.1. Obtencion de los discos

Los discos se obtuvieron al granallar la superficie de los mismos con las mismas
condiciones descritas en el Apartado 2.3.2.1., obteniéndose las mismas caracterfsticas
topograficas, tanto cuantitativa (Tabla 2.VII) como cualitativamente (Figuras 2.10-2.23); asi
como las mismas caracteristicas de contaminacion superficial (Tabla 2.VIII). Por lo tanto,

los grupos estudiados son:

Ti: titanio mecanizado sin granallar.

ZR2: granallado con particulas de éxido de circonio de tamafios 125-250 um.

ZR6: granallado con particulas de éxido de circonio de tamafios 425-600 pm.

TI6: granallado con particulas de éxido de titanio de tamafos 290-570 pm.

AL2: granallado con particulas de 6xido de aluminio de tamafios 212-300 pm.

ALG: granallado con particulas de 6xido de aluminio de tamafios 425-600 pm.

AL9: granallado con particulas de 6xido de aluminio de tamafios 1000-1400 pm.

S12: granallado con particulas de carburo de silicio de tamafios 212-300 pum.

Slo: granallado con particulas de carburo de silicio de tamafios 425-600 um y
pasivado con soluciéon de HCL.

SI6-HF: granallado con particulas de carburo de silicio de tamanos 425-600 pm y
pasivado con solucion de HF/HNO,.

SI9: granallado con particulas de carburo de silicio de tamafios 1000-1400 pm.

CN: poliestireno de cultivo. Control negativo para la citotoxicidad.

Todos los discos se esterilizaron mediante 6xido de etileno a 37 °C de temperatura, 760
mbar de presion, durante 5 h. A continuaciéon se mantienen durante 18 h con aireacion

forzada y 24 h mas de aireacién normal.

3.3.2.2. Adhesion y diferenciacion celular

El protocolo experimental esta basado en la norma NF S90-702 y en los estudios descritos
por Clover y Gowen [CLGY4|.

3.3.2.2.1. Cultivo

Se distribuyeron los 72 discos objeto del estudio en una placa de 96 pocillos (Figura 3.3) de

0,4 mm de didmetro, de acuerdo al siguiente esquema:
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CN CN CN CN CN CN
ZR2 | ZR6 | TI6 | AL2 | AL6 | AL9 | SI2 SI6 | SI6-HF | SI9 | Ctr medio
ZR2 | ZR6 | TI6 | AL2 | AL6 | AL9 | SI2 SI6 | SI6-HF | SI9 | Ctr medio
ZR2 | ZR6 | TI6 | AL2 | AL6 | AL9 | SI2 SI6 | SI6-HF | SI9 | Ctr medio
ZR2 | ZR6 | TI6 | AL2 | AL6 | AL9 | SI2 SI6 | SI6-HF | SI9
ZR2 | ZR6 | TI6 | AL2 | AL6 | AL9 | SI2 SI6 | SI6-HF | SI9
ZR2 | ZR6 | TI6 | AL2 | AL6 | AL9 | SI2 SI6 | SI6-HF | SI9

Ti Ti Ti Ti Ti Ti

==laliclicii=Aoll--AFay

Se sembraron 6 discos de cada material con una suspensién celular de 12100 células/cn’,
es decir 4000 células/pocillo, y se incubaron a 37 °C con medio completo IMDM (Iscove
Modjfied Dulbecco’s Medinm) (Sebak, Austria) en atmosfera hiumeda al 5,5 % de CO,,.

Al cabo de 24 horas, se cambi6 el medio de cultivo por 200 pl de IMDM mas 3% de suero
delipidado con carbén activado (SIGMA, EE.UU.) conteniendo vitaminas K, (10° M)
(SIGMA, EE.UU.), C (50 pg/ml) (SIGMA, EE.UU.) y 10,25-(OH),D; (10° M) (SIGMA,
EE.UU.), para la induccién de produccién maxima de osteocalcina. En la columna 12 se

afiadié medio de cultivo como control de las soluciones.

Figura 3.3 Imagen de la distribucion de muestras en los distintos pocillos de la placa de cultivo empleada.
Después de 72 horas de incubacién, se recolectd el medio de cultivo de cada pocillo en

tubos eppendorf de 1,8 ml, que se congelaron a —20 °C hasta el momento de la
determinacion de la produccion de osteocalcina.
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3.3.2.2.2. Recuento celular

La adhesion celular se evalué por medio del recuento de las células que habia sobre la

supetficie de los discos tras las primeras 24 h de cultivo.

Se realizé una doble tripsinizacioén de los cultivos (Biological Industries, Israel) y se realizo
el recuento celular en cimara de Malassez (Marienfeld, Alemania) (Figura 3.4) con un
microscopio invertido con ocular micrométrico (1 cm®) y con el objetivo de x10, campo de

0,01 cm’. Se leyeron 5 campos en cada pocillo y se obtuvo el valor medio.

Los resultados se han expresado en n° células/0,01 cm”.

Figura 3.4 Representacion de la configuracion de campos de una cimara de Malassez para el recuento

celular [PW-PST].

3.3.2.2.3. Citotoxicidad

El porcentaje de citotoxicidad de los distintos tratamientos ensayados se ha calculado a

través de los valores medios del recuento celular y de acuerdo a la siguiente férmula:

9% citotoxicidad :[(CN — Tratamiento evaluado)j 1100

CN

Las desviaciones correspondientes a los valores de citotoxicidad se han calculado aplicando
las reglas de propagacion de errores a partir de los valores de desviacion estandar de las

medias de los recuentos celulates.
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3.3.2.2.4. Proteinas totales

Las proteinas totales se calcularon para poder normalizar la concentracion de osteocalcina

con respecto al valor de protefnas totales.

Se recolectaron las células de cada pocillo y tras su centrifugacion (CR3.12, Jouan, Francia)
a 1000 rpm durante 10 minutos, se decanté el sobrenadante y se afiadieron 100 pl de
Tween"20 (SIGMA, EE.UU.) al 0,1 %, en agua destilada para llevar a cabo la rotura de las
células.

Se tomo una alicuota de 50 pl con la que se determiné la concentraciéon de proteinas (Ug
de proteinas/ml de solucién) mediante el 4 de proteinas totales [SIGMA, EE.UU,
basado en el micrométodo de Lowry [LRF51] modificado por Peterson [PET77]. La
lectura de la absorbancia se realizé a 450 nm en un lector de multiplacas (Lucy2, Anthos,
Austria).

3.3.2.2.5. Produccion de osteocalcina

La diferenciacién celular se evalué por medio de la determinacion de la concentracion de
osteocalcina en el medio tras el iempo de cultivo. La determinacion se llevé a cabo para 4
pocillos de cada tratamiento (posiciones C, D, E y F para ZR2, ZR6, T16, AL2, ALG6, Al9,
SI2, SI6, SI6-HFE y S19; y posiciones 3, 4, 5y 6 para CN y Ti).

El dia de la determinacion de los niveles de produccion de osteocalcina las muestras se

descongelaron a temperatura ambiente.

Se prepararon los estindares de osteocalcina para obtener la recta de calibraciéon. Las
concentraciones para la calibracién fueron 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 y 16 ng de osteocalcina/ml.

Cada muestra se valoré por duplicado.

Se procedi6 a la determinacién de los ng de osteocalcina/ml de solucién de acuerdo a las
indicaciones del K7z EIA (Takara Bio Inc., Japon) para la determinacion de la produccion
de osteocalcina tipo-gla (y-carboxilada). La lectura de las absorbancias se determiné a 450
nm con el lector de multiplacas (Lucy2, Anthos, Austtia).

Los resultados de produccién de osteocalcina se han expresado como ng de

osteocalcina/ g de proteinas totales.
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3.3.2.3. Motfologia celular

Un disco de cada serie (posicion G para ZR2, ZR6, T16, AL2, AL6, Al9, S12, SI6, SI6-HF
y SI9; y posicion 7 para CN y Ti) se f1j6 con glutaraldehido (Agar Scientific, Reino Unido)
al 2,5 % en tampon cacodilato (Agar Scientific, Reino Unido) durante 2 horas a 4 °C.
Posteriormente se lavaron con tampén cacodilato 0,1 M en agua destilada. A continuacion

se deshidrataron, se llevaron al punto critico, se metalizaron con oro y se visualizaron por
medio de microscopia electrénica de barrido (MEB) (X130, Philips, Holanda).

3.3.2.4. Estadistica

Para evaluar si las diferencias entre los valores medios obtenidos eran estadisticamente
significativas con respecto al control negativo, se han calculado las tablas ANOVA de un
factor y se ha aplicado el test de comparaciones multiples de Dunnett con significacién en

las diferencias para p < 0,05.

Para evaluar si las diferencias entre los distintos valores obtenidos eran estadisticamente
significativas, se han calculado las tablas ANOVA de un factor y se ha aplicado, en el caso
del recuento celular, el test de comparaciones multiples de Fisher; y en el caso de la
produccién de osteocalcina, el de Tukey. En ambos casos con significacion en las
diferencias para p < 0,05. El empleo del test de Tukey, en lugar del de Fisher, se
fundamenta en que las muestras para la produccién de osteocalcina no eran todas del
mismo tamafo, puesto que en algunos grupos, por problemas practicos, se perdié una
lectura. En este caso, el test de Tukey es mas robusto que el de Fisher y se recomienda su
uso. Asimismo, se ha evaluado el test de comparaciones multiples de Dunett, con el
objetivo de identificar la significacion estadistica de las diferencias de todos los tratamientos
con respecto al grupo control. También en este caso, se ha establecido como valor de
significacion p < 0,05.

Todos estos tests se han llevado a cabo con la ayuda de un software apropiado
(MINITAB™ Release 13.1, Minitab Inc., EE.UU.).
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3.4. Resultados
3.4.1. Adhesiodn y citotoxicidad

Los valores de adhesion osteoblastica se resumen en la Tabla 3.11 y estan expresados como
el valor medio de las células/0,01 cm” para cada tipo de tratamiento. En la misma Tabla
3.1 se reflejan los valores de citotoxicidad calculados a partir de los recuentos celulares para

la determinacién de la adhesion.

Tabla 3.1 Valores de adbesion osteobldstica y de citotoxicidad sobre discos de 17 c.p. para los distintos
tipos de granallado. DE: desviacion estindar. DEM: desviacion estindar de la media.

él‘;“féslf&m omy) DEAdL  DEMAdh Citotoxicidad [%] DEM Citot
CN 20,62 483 .97 0,00 0,00
Ti 1917 2,40 0.98 7,03 11,34
ZR2 23.58 3.87 1,58 14,35 13,61
ZR6 24,82 581 237 -20.36 16.89
Ti6 24,57 6.38 261 19,15 17,68
AL2 3157 10,62 434 -53.10 28.18
AL6 51,43 6.25 2,55 149,41 46,05
ALY 39,62 4,76 1.94 -92,14 2021
SI2 26,72 7.78 318 -29.58 2096
SI6 38,53 727 2.97 -86.85 25.58
SI6/HF 27.82 8.75 3.57 -34,91 2311
SI19 36,48 10,04 410 76,91 29,40

En la Figura 3.5 se representan graficamente los resultados obtenidos para la adhesion de
los osteoblastos y en la Figura 3.6 se ilustra la representacion grafica para los resultados de
citotoxicidad.

Los resultados demuestran que para todos los grupos estudiados, excepto para los discos
sin granallar (grupo Ti), la adhesion es superior al grupo control, por lo que los valores de
citotoxicidad son negativos. Este grupo, sin embargo, tampoco presenta un valor de

citotoxicidad supetior al 25 %, por lo que no se considera citotéxico.

Los grupos que presentan diferencias estadisticamente significativas (Test de Dunnett, p <
0,05) con respecto al control negativo son AL6, AL9, SI6, SI9 (Figura 3.5); es decir, los
mejores resultados se han obtenido con los discos granallados con particulas de AL,O; o
SiC; y de tamafios 425-600 pm o 1000-1400 pm, siempre pasivados con HCL De entre
ellos, solo los discos AL6 (ALO;; 425-600 um) presentan un valor superior a todos los
demas con diferencias estadisticamente significativas (Test de Fisher, p < 0,05) (Figura 3.5;
Tabla 3.III). La diferencia que estos discos tienen con respecto al resto se hace mas

evidente al comparar los valores de citotoxicidad (Figura 3.6).
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Figura 3.5 Resultados de la adhesion osteobldstica. (%) indica diferencia estadisticamente significativa

respecto al grupo CN (p < 0,05; test de Dunnett). (@) indica diferencia estadisticamente significativa con
respecto a todo el resto de grupos (p < 0,05, test de Fisher).

Los osteoblastos se adhieren menos sobre los discos granallados con éxido de circonio que
sobre los discos granallados con 6xido de aluminio o carburo de silicio, para el mismo
rango de tamafios de particulas, con diferencias estadisticamente significativas (Test de

Fisher, p < 0,05) (Tabla 3.11I).

Comparando los resultados de adhesion entre discos granallados con 6xido de aluminio y
con carburo de silicio, para los distintos tipos de tamafios de particula, los osteoblastos se
adhieren con preferencia sobre los discos granallados con 6xido de aluminio (AL2 vs SI2;
ALG vs SI6; y AL9 vs S19) (Figura 3.5).

Finalmente, los osteoblastos sobre discos granallados con carburo de silicio y pasivados
con HF/HNO, (grupo SI6G/HF) se han adhetido en menor medida (con diferencias
estadisticamente significativas) que los discos granallados con el mismo tipo y tamafio de
particulas, pero pasivados con HCI (grupo SI6) (Tabla 3.111I).
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Figura 3.6 Resultados de citotoxicidad para todos los tratamientos estudiados. Los resultados negativos
indican ansencia de citotoxicidad.

Tabla 3.II1 Resultados de adbesion osteoblistica, ordenados de menor a mayor, con la significacion
estadistica de las diferencias: Grupos unidos con una misma barra no tienen diferencias estadisticamente

significativas (Lest de Fisher; p < 0,05). DE: desviacién estandar.

Adhesion + DE

[n° ¢é1./0,01 cm?]
Ti 19,17 £ 2,40
CN 20,62 + 4,83
ZR2 23,58 +£3,87
TI6 24,57 + 6,38
ZR6 24,82 +581
SI2 26,72 +7,78
SI6/HF 27,82 +8,75
AL2 31,57 10,62
SI9 36,48 + 10,04
SI6 38,53 +7,27
AL9 39,62 +4,76
AL6 51,43 + 6,25
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3.4.2. Diferenciacion

Los resultados de produccion de osteocalcina se resumen en la Tabla 3.IV y se representan

graficamente en la Figura 3.7.

Tabla 3.IV Valores de produccion de osteocaleina para los osteoblastos sobre discos de 17 c.p. con los
distintos tipos de granallado. DE: desviacion estandar.

Diferenciacion

[ng osteocalcina/ DE

pg proteinas]

CN 0,353 0,190
Ti 0,428 0,049
7ZR2 0,249 0,084
ZR6 0,413 0,275
TI6 0,201 0,039
AL2 0,456 0,075
AL6 0,475 0,307
AL9 0,387 0,156
SI2 0,501 0,286
SIé6 0,608 0,222
SI6/HF 0,382 0,212
S19 0,452 0,209
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0.8 - 0,8
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Figura 3.7 Resultados de la diferenciacion de los osteoblastos sobre las diferentes superficies estudiadas.
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No se ha obtenido ninguna diferencia estadisticamente significativa, ni entre los distintos
grupos con respecto al grupo control, ni entre un grupo con respecto a los otros Figura 3.7.
Sin embargo, cabe destacar que los grupos ZR2 y TI6 presentan valores medios de
diferenciacion inferiores a CN (Tabla 3.1V; Figura 3.7).

Asimismo, es destacable que para una misma naturaleza de particula, los valores de
diferenciaciéon superiores se han obtenido para los osteoblastos cultivados sobre discos
granallados con particulas de entre 425 y 600 um (ZR6 vs ZR2; ALG6 vs AL2 y AL9; y SI6
vs SI2 y S19).

De la misma manera que para los resultados de adhesion, los valores de diferenciacion son
inferiores para Si6/HF que para SI6, indicando la influencia que el diferente tratamiento de

pasivado tiene sobre la respuesta celular.

Finalmente, si se comparan los resultados entre los discos granallados con éxido de
aluminio y con carburo de silicio, para un mismo tamafio de particula, aunque las
diferencias no son estadisticamente significativas, la produccién de osteocalcina es supetior

en los osteoblastos sobre discos granallados con carburo de silicio.

3.4.3. Morfologia celular

Las Figuras 3.8-3.10 muestran osteoblastos sobre superficies de titanio mecanizadas. Las
células tienen morfologia plana, en intimo contacto con el material, en algunos casos
conectadas entre si (Figura 3.9), y sin actividad dorsal.

. AccV  Spot Magn Det WD p 20 pm
w200 kV 4.8 _860;: SE 133

Figura 3.8 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de i c.p. mecanizada (x860).
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~——
pot Magn  Det WD Exp - 20 jim

SE 133 0 CACTL

Figura 3.9 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de 'Ii ¢.p. mecanizada (x847).

Figura 3.10 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de 'Ii ¢.p. mecanizada (x1065).

Los osteoblastos sobre las superficies granalladas con TiO, (Figuras 3.11-3.12) presentan
una morfologfa similar a la mostrada sobre los sustratos mecanizados, siendo
mayoritariamente planos uniéndose entre si y al sustrato por medio de expansiones
lamelares y alguna extension citoplasmatica de pequefio diametro (filopodios), que también

se imbrican en la superficie.

150



Adhesion y diferenciacion de osteoblastos humanos sobre Ti c.p. granallado
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Figura 3.12 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de T16 (x1146).

LLa morfologfa celular sobre el resto de los sustratos rugosos es significativamente distinta a
la obtenida sobre los sustratos mecanizados y T16. Las células sobre sustratos granallados
con ZrO, (Figuras 3.13-3.14), AL,O; (Figuras 3.15-3.18) y SiC pasivado con HCI (Figuras 3-
19-3.22) o con HF/HNO; (Figuras 3.23-3.25), cualquiera que sea el tamafio de particula
empleado, son células compactas y extendidas, que muestran abundantes filopodios
intimamente adheridos a la superficie sintética, con actividad dorsal, y presencia de restos

de matriz extracelular.
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Spot Magn  Det WD Exp
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Figura 3.13 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de ZR2 (x3382).

Spot Magn  Det WD Exp

n kV 30 8669x SE 136 0 CACT.L

Figura 3.14 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de ZR6 (x8659).
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PAccV SpotMagn Det WD Exp —— 5 i

B 200KV 4.0 4638x SE 137 0 CACTL

Figura 3.15 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de AL2 (x4638).

.'.‘pot Magn  Det WD Exp
1159 SE 137 0
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Figura 3.16 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de ALG (x1159).
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i AccV  Spot Magn  Det WD Exp
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Figura 3.17 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de ALG (x13143).

>
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Figura 3.18 Moicrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de AL9 (x1159).
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AccV- SpotMagn Det WD Exp ————— 5 pm
?DQLW 40 4498x SE 136 0 CACTL

B il

Figura 3.19 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de SI2 (x4498).

%

AccV  Spot Magn WD Exp F———— 5um
ACTL

200kV 40 4498x SE 136 0

Figura 3.20 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de S16 (x4498).
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Figura 3.21 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de S16 (x2249).

10 pm

CACTI
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Figura 3.22 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de S19 (x1670).
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Figura 3.23 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de SI16-HF (x3442).
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Figura 3.24 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de SI6-HF (x6885).
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Figura 3.25 Micrografia MEB de un osteoblasto sobre una superficie de SI6-HF (x6885).
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3.5. Discusion

3.5.1. Adhesién y citotoxicidad

La introduccion de un implante en una herida ocasionada por trauma o por efecto de la
intervencion quirdrgica expone la superficie del material a los fluidos corporales y todos los
componentes que estan presentes en ¢l (Tabla 3.V). Estas moléculas interaccionan
rapidamente con la superficie, la condicionan y modifican la adhesion celular, formando un
coagulo y estabilizando el hematoma, a partir de lo cual se promueve la migracién de
células osteoprogenitoras a la zona danada [BDLO1]. Es por esto que, tal y como se
detallaba en la introduccion de este Capitulo, la adhesion celular se produce sobre una capa
de proteinas adsorbidas en la superficie. La naturaleza, conformacion y otientacién de estas
proteinas estara condicionada por la composicion quimica de la superficie [IST93] ya que
ésta modifica una serie de propiedades fisicoquimicas de transcendencia para la interaccién
con las proteinas (Tabla 3.1).

Tabla 3.V Proceso de integracion de un implante en el hueso. Traducido de [BDLOT].

Tiempo Proceso Células involucradas
0-2 dias Formacion del coagulo Plaquetas
Estabilizacion de hematoma Células inmunologicas
2-3 dias Organizacion del hematoma Células mesenquimales
Aparicion de las células mesenquimales Células osteocondroprogenitoras
3-10 dias Proliferacion de ostoprogenitores y Preosteoblastos

diferenciacion osteoblastica Osteoblastos
Produccién de factores locales
Regulacion de autocrinas y paracrinas
Desaparicion del hematoma
Sintesis de osteoide

1-3 semanas  Maduracion del osteoide Osteoblastos
Calcificacion
3-4 semanas  Maduracion del tejido 6seo Osteocitos
+4 semanas  Remodelacion del tejido dseo Osteocitos
Osteoblastos
Osteoclastos

La rugosidad también condicionara la adsorcién proteica ya que no solo cambia la
topografia sino también, y por causa de ello, propiedades fisicoquimicas superficiales muy
importantes, como la tension superficial. Cuando la rugosidad se obtiene con un
granallado, el tratamiento también induce la obtencién de una capa superficial de tensiones
residuales de compresion en el metal y heterogeneidades quimicas [MKW95]. Ambas
influenciaran, de nuevo, la tensién superficial y otras propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas [MKW95]; [LWL97]. Por lo tanto, la rugosidad modulara la adsorcion de
proteinas y, en consecuencia, la adhesion celular, no sélo en funciéon de los valores
cuantitativos de los parametros, sino también en funcién del método aplicado para

conseguirla.
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Con respecto a los valores cuantitativos de la rugosidad y del tipo de la misma, Boyan y
Schwartz [BOS99] detallan que para que la célula responda a la microrugosidad es
necesario que ésta perciba los detalles de la rugosidad y, por lo tanto, las dimensiones
deben ser del orden de las células [BRUS8G| (Figura 3.26). De acuerdo a la experiencia de
estos autores, los osteoblastos identifican una superficie como rugosa cuando la altura de
los picos es mayor de 2 um, y la altura de los picos y/o las distancias entre los picos no
excede la longitud de la célula, aproximadamente 10 pm [OCC97]. Estas células pueden ser
también sensibles a los detalles de la topograffa en el orden nanométrico, pero los
parametros que intervienen estan, en la actualidad, todavia por determinar [CUW99];
[DCRO3]; [ZADO4].

Sm
R f_—'ﬂsm m
cooaom e e R,
Ry <2um R, > 2um;Sm> 10um Ra > 2um; Spp< 10um

“. Q - Ly [ 2xa Y/ \C T\
Topograiia combinada

Figura 3.26 Representacion del efecto de la rugosidad superficial sobre la morfologia de los osteoblastos.
Cuando los osteoblastos estin cultivados sobre superficies lisas (R, < 2 pim), éstas asumen una morfologia
[fibroblastica plana. Si son cultivados sobre superficies con R.’s > 2 pim, pero las distancias entre picos (S,
=1/HSC) son mayores que la longitud de las células (= 10 pim), la superficie es percibida como lisa. Si R,

>2 umy 1/HSC < 10 wm, las células son incapaces de aplanarse y extenderse. Se anclan en la superficie
por medio de contactos focales entre las extensiones citoplasmaticas y los milltiples picos de la topografia. Esto
Suerza a la célula a asumir una morfologia mds osteobldstica. En superficies con una topografia mixta, el
comportamiento del cultivo reflejard un comportamiento medio combinado entre las dos morfologias.

Adaptado de [BOS99].

Todos estos factores pueden tener una influencia significativa en la adhesion de los
osteoblastos, un primer paso critico en la respuesta celular porque determina qué células y
cuantas poblaran la superficie, para después producir y mineralizar su matriz extracelular
[BLDO1]. A partir de la adhesion celular se producen los siguientes pasos de proliferacion,
lo que indica que el nimero inicial de células disponibles condiciona el resto del proceso de
regeneracion del tejido 6seo. Para una misma capacidad de proliferacion, el nimero total
de células que se dispondran en cada momento para producir hueso sera mayor cuanto
mayor sea el nuimero inicial de células adheridas, indicando una mayor capacidad de
regeneracion. Adicionalmente, las células por si mismas también tendran un papel

predominante ya que, inmediatamente, modifican las superficies a las que se adhieren a
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través de la produccion de matriz extracelular, factores de crecimiento y otros mediadores
[CPVI3]; [MUNDY95]. Esto resulta en una regulaciéon autocrina que es dependiente de la
superficie. Asimismo, puede afectar a las células vecinas a través de mecanismos de
regulacion paracrina y a las células mas distantes a través de la cesion de factores
reguladores a los fluidos extracelulares [BGC92].

En consecuencia, es deseable un mayor numero de células adheridas, siempre y cuando
expresen sus factores de diferenciaciéon adecuadamente, lo cual, asimismo, expresa el grado
de aceptacion celular al sustrato sintético, es decir, su ausencia de citotoxicidad, o dicho de

otro modo, su citocompatibilidad.

Los resultados obtenidos en este Capitulo (Tablas 3.11-3.1V; Figuras 3.5 y 3.6) demuestran
que la adhesioén vy, por lo tanto, la citotoxicidad de los osteoblastos humanos sobre Ti c.p.
granallado dependen del valor de rugosidad obtenido, del tipo de rugosidad y de la
naturaleza de las particulas de proyeccién empleadas. Ademas, estas variables interaccionan

produciendo sinergias que favorecen o dificultan la adhesion celular dependiendo del caso.

En la Figura 3.27 se representan los valores medios de adhesion en funcion de la rugosidad
(R, del Ti c.p. granallado, y se han unido con lineas discontinuas los valores para el Ti c.p.
granallado con el mismo tipo de particulas pero diferentes tamafios (a); y con el mismo
tamafio de particulas de proyeccion pero diferente naturaleza (b). El mismo tipo de
representacion se muestra en la Figura 3.28, pero la adhesion osteoblastica se representa en
funcién del inverso de HSC, es decir, 1/HSC. HSC es el nimero de picos por unidad de
longitud (Ver Apartado 2.3.2.3.2), por lo que 1/HSC representa la distancia entre picos.
Tanto HSC como P, son parametros que cuantifican el espaciado de la rugosidad de una
superficie. En el Capitulo anterior se seleccion6 P_ junto con R, para completar la
cuantificacion de la rugosidad de las superficies granalladas. P, es un parametro que
describe con mas detalle la superficie puesto que, no sélo evalia las distancias entre picos,
sino también la longitud de los valles. No obstante, aqui se ha seleccionado 1/HSC, en
lugar de 1/P,, porque nos permite discutir una mejot comparacion con los comentatios de
Boyan y Schwartz [BOS99] (Figura 3.20) referentes a la microrugosidad percibida por las

células.

Al analizar la adhesién en funcién tanto de Ra como de 1/HSC, patece claro que al
aumentar la rugosidad, aumenta la adhesion. Sin embargo, analizando con mas detalle, se
demuestra que esta dependencia existe, pero depende también del tipo de naturaleza de las

particulas de proyeccién y/o del tipo de rugosidad obtenido.
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Figura 3.27 Representacion grdfica de la influencia de R, del 17 ¢.p. granallado sobre la adbesion
osteobldstica, en funcion de: (a) el tamaiio de las particulas de proyeccion, (b) la naturaleza de estas
particulas. Las barras representativas de las desviaciones estandar se han omitido con el objetivo de facilitar la

visnalizacion de los resultados.
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Figura 3.28 Representacion grifica de la influencia de la distancia entre picos (1/HSC) del T c.p.
granallado sobre la adbesion osteobldstica, en funcion de: (a) el tamario de las particulas de proyeccion, (b) la
naturaleza de estas particulas. Las barras representativas de las desviaciones estandar se han omitido con el
objetivo de facilitar la visnalizacion de los resultados.
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La tendencia al aumento de adhesion al aumentar la rugosidad sélo se produce para
aquellos discos de Ti c.p. que fueron granallados con particulas de Al,O; o de SiC. Ademas,
el aumento sélo se mantiene hasta valores de rugosidad del orden de R, = 4-5 um; P_ = 70-
80 /cm; 1/HSC =~ 11-12 um (Tabla 2.VII), es decit, cuando el granallado se efectué con
particulas de tamafos entre 425-600 pum (ALG, SI6). Para granallados con particulas
superiores y, por lo tanto, para rugosidades superiores, ya no hay diferencias
estadisticamente significativas y, ademas, los valores medios de adhesion celular tienden a la
baja (Tabla 3.I1I; Figura 3.27). Este interesante resultado indica que, en este estudio, los
osteoblastos humanos se adhieren de forma 6ptima, o cuanto menos llegan a un estado de
saturacion, cuando el granallado da como resultado un valor de rugosidad para el Ti c.p. de
R, ~ 4-5 um. Los picos obtenidos al unir valores de adhesion para discos granallados con
la misma naturaleza de particula y distintos tamafios (Figura 3.27-a) ponen de manifiesto
este resultado. Dicho de otro modo, aumentar la rugosidad superficial del Ti c.p. granallado
por encima de estos valores, no mejora la adhesion osteoblastica. Los valores de adhesion
obtenidos con estos cuatro tipos de tratamiento (ALG, AL9, SI6 y SI9) son los unicos cuya
diferencia con respecto al grupo control ha sido estadisticamente significativa (Test de
Dunnett, p < 0,05) (Figura 3.5).

Estas conclusiones estarfan en contradicciéon con  los comentarios de Boyan y Schwartz
[BOS99] referentes a las dimensiones que ha de tener la rugosidad del sustrato para que las
células sean sensibles a la misma, ya que la distancia entre picos es superior a 10 um (Figura
3.26). Sin embargo, estos autores son confusos respecto a la definiciéon de los parametros a
considerar para evaluar esta influencia. Asi, mientras que argumentan que la altura de los
picos ha de ser entre 2-10 um, esta cuantificacion la refieren al parametro R, Este
parametro, tal y como se ha explicado, no evalia este concepto si no el de valor medio de
las distancias del perfil a la linea media. Por lo tanto, no cuantifica la altura de los picos,
valor que estarfa mejor representado por R, o R.. Por otra parte, tampoco hacen ningin
comentario de con qué método de caracterizacion de la rugosidad se debe evaluar este
parametro, y como también se ha demostrado en el Capitulo antetior, dependiendo de la
metodologfa, el valor de los parametros puede verse significativamente modificado. Por
ultimo, Boyan y Schwartz [BOS99] exponen que el tamafio de un osteoblasto es de 10 pm,
pero las micrografias obtenidas en este estudio confirman que las dimensiones de un
osteoblasto humano son superiores, siendo las extensiones citoplasmaticas, o filopodios,
las que se acercan mas a estos valores dimensionales (Figuras 3.8-3.25). Por todo ello,
mientras que es claro que las células osteoblasticas son sensibles a la morfologfa superficial,
tanto cualitativa como cuantitativamente, puesto que, con unos determinados valores y una
determinada forma, facilita la adhesién de las mismas, modificando adecuadamente su
morfologfa y, consecuentemente, su actividad fisiologica; los valores concretos de la altura
y la distancia de los picos para que la superficie facilite esta adhesion no se pueden definir

sin una exhaustiva descripcion de la metodologfa de cuantificacion de la rugosidad, asi
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como de la medicién del tamafio de las células. En consecuencia, para que el osteoblasto
responda a la microrugosidad es necesario que éste perciba los detalles de la rugosidad y los
aproveche para su ubicacién y fijacién al sustrato, para lo cual, la relacion dimensional entre
los detalles superficiales (verticales y horizontales) y la dimension de las células es el factor
fundamental.

La naturaleza quimica de las particulas de proyeccion también tiene influencia significativa
en la adhesion celular. Cuando el Ti c.p. se granalla con ALO; o SiC, y el mismo tamafio de
particulas, la rugosidad que se obtiene presenta muy pequefias diferencias, tanto cualitativa
como cuantitativamente. Sin embargo, en estos casos, la adhesion celular es mayor para el
Ti c.p. granallado con ALO; que el granallado con SiC (AL2 vs SI2, ALG vs SI6, AL9 vs
S19) (Figuras 3.27-2.38). Estas diferencias son mayores en los rangos de rugosidad medios
(R, = 4-5 pm) que cuando la rugosidad es menor (R, # 1,8-2,2 pm) o mayor (R, = 7-7,5
pm), hasta el punto que las diferencias son solo estadisticamente significativas al comparar
ALG vs SI6 (Tabla 3.III).. De hecho, la respuesta de adhesion sobre ALG es
significativamente superior a todo el resto de tratamientos (Figura 3.5). Todo ello indica
que se produce un efecto sinérgico entre los valores de rugosidad medios y las particulas de
ALO; adheridas sobre la superficie del Ti c.p., de manera que AL6 (R, = 4,74 um, P_ =
67,1 /em; 1/HSC = 12,1 um; ALO,) es el tipo de granallado que confiere a la supetficie de
Ti c.p. unas caracteristicas que hacen que los osteoblastos se adhieran mas que en todo el
resto de superficies tratadas, con los consecuentes beneficios que puede tener para las
posteriores etapas de regeneracion del tejido 6seo, tal y como se ha comentado

anteriormente.

Junto con los comentarios previos acerca de la importancia de los factores morfologicos de
la superficie sobre la adhesion celular, las causas de este resultado se han de buscar en los
cambios en las propiedades fisicoquimicas que se producen por el hecho de disponer de
una superficie con una cierta morfologia y una cierta naturaleza quimica. Se precisan
estudios exhaustivos de caracterizacion de estas propiedades para poder identificar como
éstas influyen en la adhesién de proteinas y, finalmente, como estas proteinas pueden
acabar influyendo sobre el comportamiento celular. De entre las propiedades que pueden
tener influencia, la energfa libre superficial es de las mas importantes, a pesar de que es una
de las menos estudiadas. Zanchetta y Guezennec [ZAGO1] demostraron el caracter
hidrofébico de los osteoblastos, proponiendo que los materiales sintéticos también
hidrofébicos inducen la adsorcion selectiva de los osteoblastos, pudiendo mejorar la
adhesion de los mismos y, por lo tanto, la osteointegraciéon del material. Nuestros
resultados pueden ayudar a confirmar esta conclusion: para materiales hidrofébicos como
el titanio esta demostrado [ADA90] que al aumentar la rugosidad aumentan su caracter
hidrofébico y, por otra parte, en un estudio complementario, no incluido en esta Tesis

Doctoral, se demostré6 que el Ti c.p. granallado con particulas de ALO; era mas
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hidrofébico que si era granallado con SiC, cualquiera que fuese el tamafio de las particulas.
Este resultado, sin embargo, puede deberse tanto al ligero aumento de la rugosidad,
demostrado en el Capitulo previo, como a la adhesion de las particulas de ALO;, en lugar
de las de SiC, como a las diferencias en las tensiones residuales de compresion inducidas en
el tratamiento y que también varfan en funcién de la particula de proyeccion utilizada (Ver
Capitulo 4). En el Capitulo 6 de esta Tesis Doctoral se extiende este analisis.

Por lo tanto, es dificil identificar la causa primera. Lo importante, en este caso, es tener en
cuenta que todos estos factores pueden influir sobre el resultado de adhesion osteoblastica
y que, las particulas, sobre todo en el caso del AL O;, pero también en el del SiC, no son
petjudiciales, sino que patrecen ser beneficiosas. Esto tltimo es dificil de confirmar, atn
cuando los resultados para ALG sean tan buenos, puesto que no sabemos qué resultados se
obtendrian si se dispusiese de superficies de Ti c.p. con el mismo tipo de morfologia, pero

sin las particulas adheridas.

Para los discos granallados con particulas de ZrO, los resultados de adhesion son
significativamente inferiores. Es dificil determinar qué causa este comportamiento, si la
naturaleza de las particulas, que ya se ha demostrado que tiene influencia, o el hecho de que
la rugosidad, tal y como se analiz6 en el Capitulo anterior, es topograficamente diferente,
con una rugosidad mas abierta y mas suave, en la que las diferencias entre los picos y los
valles son inferiores, pero el ancho de los valles (distancia entre picos) es tan grande como
para los discos granallados con ALO; o SiC (Tabla 2.VII, Figura 3.28). De hecho, mientras
que en el granallado con particulas de Al,O; y SiC, aunque con cierta influencia por la
diferente naturaleza quimica, éstas no anulan el efecto de la rugosidad en la adhesion, en el
caso del ZrO, si que se anula, ya que los resultados tanto para ZR2 como para ZR6 son
similares a los resultados para Ti. A pesar de que se produce un cierto aumento en la
adhesion osteoblastica, las diferencias no son estadisticamente significativas (Tabla 3.11I) y,
por lo tanto, se podtfa concluir que el granallado con ZrO, no ha afectado a la adhesion

osteoblastica.

Este resultado confirmarfa la necesidad, para tener una buena adhesion, de una buena
relacion entre los parametros R, y 1/HSC; por lo que, en este sentido, los parametros
hibridos pueden ser los mejores para correlacionar con esta respuesta celular, confirmando
las conclusiones de Anselme [ABNOO], aunque en su caso se referfa a la fuerza de adhesion

y no al nimero de células adheridas.

De la misma manera, los resultados obtenidos para TI6 confirman que la rugosidad que se
obtuvo al granallar el Ti c.p. con particulas de TiO, sinterizadas en el laboratorio no es
suficiente como para alterar el comportamiento de los osteoblastos, en lo que se refiere a

su adhesion al sustrato, con respecto al grupo control o al titanio sin granallar.
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Este resultado confirmarfa los comentarios previos acerca de la sensibilidad celular a los
detalles de la microrugosidad. A pesar de que la morfologia del sustrato es rugosa, la altura
de los picos no es suficiente como para que el osteoblasto la sienta, por lo que su
comportamiento es similar al de aquellas superficies no granalladas. Atendiendo al hecho
de que la morfologia superficial de los discos mecanizados (grupo Ti) esta texturada, se
podria esperar que tuviesen una respuesta diferenciada, con una posible alineacién de los
mismos con respecto al surco [MWR93] y un fortalecimiento de la adhesion de los
osteoblastos [ANSO0]. Sin embatgo, la observacién de las micrografias demuestra que el
valor del tamafio de los surcos es demasiado pequefio como para que las células sean
sensibles a los mismos. Todo ello hace que los osteoblastos sobre sustratos poco rugosos
adquieran una morfologia aplanada (Figura 3.8-3.12), mas propia de los fibroblastos;
mientras que sobre los sustratos granallados y con rugosidades superiores, gracias al anclaje
adicional que aportan a la célula, la morfologfa de ésta es cuboidal, mas tridimensional, mas
propia de células dseas activas (Figuras 3.12-3.25) [AUB99]; [HCZ99]; [BLDO1]. Otros han
encontrado influencias similares en otros tipos celulares [BRUO1] y, por otra parte, otros
siguen considerando el anclaje y extensiéon bidimensional de los osteoblastos una

confirmacion de su adecuada adhesion al sustrato [ANS00].

A este respecto, tal y como detallan Boyan y col [BDLO1] “la literatura contiene numerosos
estudios que examinan la unién y el modo en que se extienden las células, basandose en la
conclusion de que, a priori, es deseable que las células tengan sobre el titanio una
morfologia similar a la que muestran sobre los plasticos en los que convencionalmente se
llevan a cabo los cultivos celulares. [...] Por otra parte, por el hecho de que los bidlogos
celulares hagan sus cultivos celulares sobre plasticos no da razén para pensar que esas
células vayan a tener un comportamiento mas o menos bueno sobre el titanio. De hecho,
una célula ampliamente extendida es improbable que exprese fenotipos osteoblasticos ya
que estas células se caracterizan por tener una morfologfa columnar en su fase de secrecion
in vivo. Por esta razén, muchos investigadores han empezado a estudiar como las células
osteoblasticas responden a diversas superficies experimentales utilizando la medida de
marcadores de la diferenciacién como indicadores de la respuesta celular, antes que la
observacion de su morfologia y adhesion sobre el sustrato”. Asi pues, la observacion de la
morfologia celular es un complemento adecuado para el analisis general de su
comportamiento, pero no debe ser interpretada como definitoria de la calidad de este

comportamiento.
Este analisis de la morfologfa celular se completa en el Apartado 3.4.3.

Finalmente, es de especial relevancia el resultado de la adhesion osteoblastica sobre los

discos SI6/HF, los cuales han sido granallados de igual manera que SI6, pero se han
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pasivado con HF/HNO, en lugar de con HCL. Esta diferencia en el método de pasivacion
ha resultado en un descenso estadisticamente significativo de la adhesion celular en los
discos SI6/HF con respecto a los SI6 (Tabla 3.III), hasta tal punto que no tienen
diferencias estadisticamente significativas ni con respecto a discos con rugosidades
inferiores ni con el grupo control. De acuerdo a los resultados del Capitulo anterior, por
una parte, las superficies de SIG/HF tenfan menos cantidad de particulas de SiC adheridas
en su superficie que SI6 y, por otra parte, su rugosidad era una rugosidad similar
cuantitativamente, pero con diferencias cualitativas apreciables. Las supetficies SI6/HF
afiadian a la rugosidad en el orden micrométrico, detalles de rugosidad en el orden
nanométrico, ademas de que provocaban un cierto redondeo de los picos y los valles. De
nuevo, la causa en el descenso de células adheridas puede provenir de los cambios en la
naturaleza quimica de la superficie o de su morfologfa. En este caso, teniendo en cuenta
que la diferencia en la cantidad de particulas adheridas no era muy grande y que, en
cualquier caso, habfan particulas de SiC adheridas sobre los discos SI6/HF, patece
razonable pensar que la causa mds probable de este descenso en la adhesion sean las
diferencias en la topografia, reforzado con los resultados con ZrO, donde las morfologfas
mas redondeadas también parecen haber influido en una inferior adhesion osteoblastica.
Sin embargo, este resultado es contradictorio con otros estudios [MSH95] en los que
también se evalud la respuesta osteoblastica de adhesion sobre discos de Ti c.p. granallados
y atacados quimicamente con una solucion de HCI/H,SO, asi como con HF obteniendo
supetficies morfologicamente andlogas a las de SIG/HF, pero en los que la adhesion de los
osteoblastos MG63 fue significativamente superior que en el plastico control. Por su parte
Diniz y col. [DSCO2] no encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
adhesion de osteoblastos de médula 6sea de rata entre el plastico control y Ti c.p. pasivado
con H,SO, o HF. Finalmente, otros autores [DCRO3]; [ZADO04], han demostrado que la
adhesion de los osteoblastos es dependiente de la topografia en el orden nanométrico,

aunque en superficies texturizadas.

Todos los resultados demuestran que la respuesta a la adhesion de los osteoblastos
humanos sobre Ti c.p. granallado depende de manera combinada entre la rugosidad (su
valor cuantitativo y su tipo), y las particulas de proyeccion empleadas en el granallado; pero
es diffcil identificar el porqué de las interacciones. Por un lado, es posible que todas estas
variables puedan influir en propiedades tan importantes como la energfa libre superficial o
en la carga neta y, por lo tanto, en la capa de proteinas adsorbidas, afectando en ultima
instancia a la afinidad fisicoquimica de los osteoblastos, a través de sus puntos focales. Sin
embargo, el propio efecto que la morfologia superficial puede tener sobre la adaptacion
morfologica de la célula es un factor muy a tener en cuenta, tal y como demuestra, no sélo

este trabajo, sino también otros con superficies granalladas o con superficies texturizadas.
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En cualquier caso, cualquiera que sea el tratamiento llevado a cabo sobre el Ti c.p., no ha
provocado un efecto negativo desde el punto de vista celular, tal y como demuestran los
valores de citotoxicidad, los cuales son negativos, excepto para el grupo Ti (sin granallar)
(Tablas 3.II; Figura 3.6). Todos los tratamientos de granallado han obtenido adhesiones
osteoblasticas superiores al grupo control y, por lo tanto, son citocompatibles. También el

Ti c.p. sin granallar lo es, puesto que su valor de citotoxicidad no supera el 25 %.

3.5.2. Diferenciacion

Tras la adhesién de los osteoblastos sobre el sustrato, estos comienzan una fase de
proliferacion y diferenciacion, que lleva a la formacion de la matriz extracelular y finalmente
a la mineralizacién de la misma [LGS92]. La adhesion de las células al sustrato se efectiua
por medio de la unién de las integrinas [ANSO0]; [LEAOO] con aquellas proteinas que se
adsorben en la superficie del material. La expresion de las integrinas es especifica de un tipo
de células y puede cambiar a medida que la célula se diferencia o como funcién del tipo de
superficie a la que la célula se expone [BDLO1]. La naturaleza de las integrinas que expresan
los osteoblastos determina el tipo y numero de los contactos focales que la célula puede
realizar con el sustrato [SIT96]; [GRMI6]. En este sentido, se ha demostrado que cuando
los osteoblastos se cultivan sobre titanio rugoso, los contactos focales se localizan en la
periferia de la célula, lo cual afecta a la morfologia que el osteoblasto adopta y, como
consecuencia, se mejora la organizacion del citoesqueleto, si se compara con las células
cultivadas sobre superficies lisas de poliestireno [SMS94]. Esta mejora se basa en que el
citoesqueleto se extiende desde la periferia hacia la matriz nuclear, lo cual indica que la
morfologia del osteoblasto puede afectar a la expresién génica que regula la expresion
fenotipica de los osteoblastos [LWH97]; [ATM98]; [BLDO01]. Otros autores también han
demostrado que la diferenciacion se regula, en parte, por medio de la estructura celular
[DLR91]; [BFS96]; [TFS98]. Asimismo, tal y como se ha indicado en la introduccién de
este Capitulo, la expresion de las integrinas esta implicada en los caminos de sefalizacion
que regulan diferentes respuestas celulares. Todo esto sugiere que la rugosidad superficial

puede modular tanto la proliferacion como la diferenciacion de los osteoblastos.

Se han identificado una serie de marcadores que caracterizan la actividad de diferenciacién
de los osteoblastos en cultivo: actividad de la fosfatasa alcalina, produccién de osteocalcina,
sintesis de colageno, y otros. Estas células responden a la 1a,25-(OH),D;, un metabolito de
la vitamina D; que causa incremento en la actividad de fosfatasa alcalina y la produccion de
osteocalcina. Asimismo, los osteoblastos poseen receptores para la hormona paratiroidea,
la cual también regula la diferenciacion de las células [LLIS92).

La osteocalcina [LIF78]; [PRI8S]; [HLC89], el marcador de la diferenciacion seleccionado

en este estudio, es una proteina de bajo peso molecular (5,7 kDa) cuya produccion
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depende de la vitamina K. Ia osteocalcina es producida por los osteoblastos como
marcador tardio de la diferenciacion, ya que se expresa unicamente tras la proliferacion, en
el momento en que se inicia la formacién de nédulos. Es una proteina que se enlaza
fuertemente a la hidroxiapatita y que adquiere sus maximas dosis de expresion al
mineralizarse la matriz extracelular 7 vivo [HLLC89] e i vitro [OAS90]. En cultivos de rata i
vitro ha demostrado una alta correlacion (0,92) con la calcificacion de la matriz extracelular
[OAS90], una produccion similar a su patron de expresion [WSR90], y una acumulacion
también similar a la que hay 7z vivo en la matriz extracelular [LCC85]. Se ha demostrado
que contribuye a la regulacién de la fase mineral del hueso, tanto z vitro [RWR86] como 7
vivo [GLL87]. Por lo tanto, su tardfa expresion en la secuencia del desarrollo osteoblastico
sugiere que la osteocalcina es un marcador del osteoblasto maduro, y es consistente con un
posible papel de esta proteina en la sintesis y enlace al mineral, participando en el proceso
de regeneracioén del hueso, tanto en su formacién como en su reabsorcion [LIA87]. La
osteocalcina es producida por otro tipo de células, especialmente los odontoblastos, pero
en la mayoria de los sistemas de cultivo empleados para examinar el linaje osteoblastico, es
razonable asumir que cualquier produccién de osteocalcina es debida a las células
formadoras de hueso [BLDO1]. Por todas estas razones, la osteocalcina es un marcador

muy efectivo de los osteoblastos bien diferenciados.

Los resultados de produccion de osteocalcina después de 72 h de cultivo con adicion de
vitamina D, no dieron ningun tipo de diferencia estadisticamente significativa, ni entre los
distintos grupos de Ti c.p. granallado con respecto al plastico de cultivo, ni entre los
distintos tratamientos entre ellos (Tabla 3.1V; Figura 3.7).

No hay una mejora significativa de la diferenciacién al aumentar la rugosidad del Ti c.p., a
pesar de que los cultivos fueron suplementados con vitamina 1a,25-(OH),D;, lo cual
estimula la produccion de osteocalcina en general, y de forma sinérgica en sustratos
rugosos [BBK98]. Este resultado es contradictorio con la mayorfa de los estudios
publicados, tal y como se ha detallado en la introduccion de este Capitulo. Esta falta de
tendencia y de significacién estadistica en los resultados obtenidos puede ser debida a

diversos factores.

En primer lugar, el nimero total de discos evaluados para cada tipo de tratamiento, 3 o 4,
puede haber resultado insuficiente como para tener confianza estadistica en los valores
medios de produccién de osteocalcina. No obstante, es el mismo nimero de datos
obtenidos para los valores de adhesion celular para los cuales si se han obtenido, en
algunos casos, diferencias significativas. En todo caso, un aumento en el nimero de discos
evaluados por tratamiento hubiese incrementado significativamente la cantidad total de

mediciones a realizar, puesto que habia un alto nimero de diferentes tratamientos.
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Una segunda causa puede ser el tipo de células estudiadas. En el caso de los estudios
osteoblasticos, como de otros tipos de células, los estudios 7 vitro se pueden llevar a cabo
con osteoblastos procedentes de tejidos 6seos o con osteoblastos de lineas inmortales.
Ambos tipos tienen ventajas e inconvenientes. Asi, la proliferacion de las lineas celulares
(Tabla 3.VI) ha provocado que la interpretacion de los resultados haya sido, en algunos
casos, controvertida. Las lineas celulares representan un estado de maduracion especifico
en el linaje celular, el estado en que se hallaba la célula 7z vivo en el momento en el que se
produjo la alteracion oncogénica o 7 vitro cuando se transformé quimicamente o por la
introduccion de un plasmido. Por lo tanto, se suele poner en duda que su comportamiento,
por el hecho de estar genéticamente modificadas, sea el de un osteoblasto normal, sobre
todo si se tiene en cuenta que muchas veces estas células se ven alteradas por procesos que
no son del todo bien conocidos. Por esta razén es por lo que los cientificos han trabajado
con células procedentes de tejido 6seo. No obstante, la respuesta de estas células también
esta condicionada por variables como la zona de donde se ha extraido el tejido, el sexo, la
edad, y el estado fisiologico del donante, y si el donante es una rata, un ave o un humano.
Otra variable es el método empleado para sembrar las células, si son células procedentes de
explantes y, si es asi, si se han pretratado con colagenasa para extraer de la superficie
aquellas células mesenquimales menos diferenciadas. Si las células se han sembrado por
digestion enzimatica, el nimero de digestiones es importante para entender cudl es el tipo
de poblacion celular que estan empleando los investigadores. Todo ello hace que el
principal inconveniente del uso de los osteoblastos procedentes de tejidos humanos, como
es nuestro caso, sea precisamente la heterogeneidad celular del cultivo, que lleva a una
mayor variabilidad en la respuesta, lo que en dltima instancia provoca una menor confianza

estadistica.

Tabla 3.VI Modelos celulares comiinmente utilizadas para estudiar la respuesta de las células en el linaje

celular para la formacion de hueso. Adaptade de |BLLDOT).

Modelo celular Fuente Fenotipo

MG63 Osteosarcoma humano Osteoblasto inmaduro

FRC Feto de rata calvaria Osteoblastos y células
osteoprogenitoras
multipotenciales

MC-3T3-El Linea celular no transformada de raton Tipo osteoblastico

OCT-1 Raton transgénico Células maduras de tipo
osteoblastico

MLO-Y4 Raton transgénico Tipo osteocitico

NHOst Preparaciones comerciales de hueso Tipo osteoblastico

humano
ROS 17/2.8 Osteosarcoma de rata Tipo osteoblastico
2T9 Ratoén transgénico Células osteoprogenitoras

Promotor de la proteina morfogenética-2
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Relacionado con esta misma vatiable, las células empleadas han sido células 6seas humanas
del quinto pase, lo cual hace que estas células tengan un estado de maduracion avanzado.
Las células responden de forma diferenciada en funcién de su estado de maduracién sobre
el Ti c.p. granallado, siendo aquellas que se encuentran en un estado de maduraciéon mas
avanzado las que muestran una menor influencia a la adicion de vitamina D, [SDB92];

[LBS00].

Por ultimo, tras las 24 h en que se permiti6 la adhesion de los osteoblastos, la proliferacién
de las células se interrumpio. Los osteoblastos aumentan su diferenciacién tanto mas
cuanto menor es su proliferacion [LIS92], por lo que un aumento de dias de cultivo previo
al paro de la actividad reproductora hubiese amplificado las posibles diferencias en la
produccién de osteocalcina. Es probable que ésta sea la principal causa de que las
diferencias no hayan sido significativas, aunque todos ellas se han de tener en cuenta para

posteriores estudios.

Sin embargo, a pesar de la ausencia de significacion estadistica, también se pueden apreciar
ciertas tendencias en el comportamiento de diferenciacion osteoblastico entre los distintos
tratamientos en funcion de la naturaleza de las particulas de proyeccion (Figura 3.28-a), y
del tamafio de las mismas (Figura 3.28-b), aunque estas tendencias no son tan claras como

para el caso de la adhesion.

Para una misma naturaleza de particula de proyeccion, cualquiera que ésta sea, la
produccién de osteocalcina se ve favorecida cuando los osteoblastos estan sobre
superficies granalladas con particulas de los tamafios intermedios, entre 425-600 pm
(Figura 3.28-b). Este resultado es analogo al obtenido para la respuesta de adhesion celular,
por lo que este tipo de granallados son optimos para la mejora de la adhesion y la
diferenciacion osteoblastica, indicando una influencia significativa del grado de rugosidad
sobre la respuesta general de los osteoblastos sobre el Ti c.p. granallado, de tal manera que
la mejor respuesta es obtenida para rugosidades comprendidas entre R, = 4-5 um, P_ = 70-
80 /cm, 1/HSC = 11-12 pum.

La analogfa entre estos resultados de adhesion y diferenciacién celular, unida a los
anteriores comentarios acerca de la no proliferacién osteoblastica previa a la determinacién
de la produccion de osteocalcina, podria hacer pensar que los resultados de diferenciacion
estan directamente relacionados con los de adhesion, de manera que el estado de adhesion
celular sea el unico causante de la respuesta de produccion de la proteina marcadora. Sin
embargo, a diferencia de los resultados para la adhesion celular, la produccion de
osteocalcina de los osteoblastos, si el tamafio de particulas es el mismo, es mayor sobre los
discos granallados con SiC que sobre los granallados con ALO, y ZrO, (Figura 3.28-a). En

este caso, al aumentar la rugosidad, dentro de un mismo tipo de tamafios de particulas de
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proyeccion, no aumenta la diferenciacion, tal y como pasaba con la adhesion, lo cual

confirma que la naturaleza de las particulas de proyeccion tiene influencia sobre la

respuesta de los osteoblastos, pero es diferente para cada tipo de respuesta. Esto hace que

el tnico tratamiento que mejora de manera notable la diferenciacion de los osteoblastos

sobre el Ti c.p. granallado es el SI6 (Figura 3.28). De nuevo, la influencia sobre la

diferenciacién no es negativa, por lo que de manera general se puede concluir que la

presencia de las particulas de proyeccion no es perjudicial para la adecuada adhesion y

diferenciacion de los osteoblastos humanos sobre el Ti c.p. granallado.
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Figura 3.28 Representacion grafica de la influencia de la rugosidad (R,) del Ti ¢.p. granallado sobre la

diferenciacion osteobldstica, en funcion de: (a) la naturaleza de estas particnlas, (b) el tamario de las

particulas de proyeccion. Las barras representativas de las desviaciones estandar se han omitido con el objetivo

de facilitar la visualizacion de los resultados.
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Otro resultado similar al obtenido con la adhesion es el decremento de producciéon de
osteocalcina en los discos SI6/HF con respecto a SI6, demostrando que el pasivado con
HF/HNO, vy, por lo tanto, la diferente morfologfa supetficial de estos discos, no favorece
la respuesta osteoblastica, a pesar de que, o quizas por causa de que, en su superficie hay

menor nimero de particulas de SiC adheridas.

Las bajas rugosidades de los discos ZR2 y T16, asi como el tipo de rugosidad obtenido, son
la causa principal del descenso en la producciéon de osteocalcina de los osteoblastos, lo cual
es uno de los resultados mas claros de esta parte del estudio. Sin embargo, tal y como ya se
ha comentado, ni siquiera en este caso las diferencias han sido estadisticamente

significativas, incluso al ser comparadas con SI6.
3.5.3. Morfologia celular

La observacion de los osteoblastos sobre los sustratos demuestra que las células sobre las
superficies de Ti c.p. mecanizadas (Figuras 3.8-3.10) y sobre las granalladas con TiO,
(Figuras 3.11-3.12), es decir, las menos rugosas, presentan una morfologia aplanada, con
extensiones lamelares, con pocos filopodios y sin actividad dorsal. Esta morfologia es
marcadamente diferente a la morfologfas mas compacta, de gran nimero de filopodios y
con actividad dorsal de las superficies mas rugosas (ZR2, ZR6, AL2, AL6, AL9, SI2, SI6,
SI6-HF, S19) (Figuras 3.13-3.25).

Se suele argumentar que si las células se aplanan y ocupan una gran area sobre la superficie
en que se encuentran, esto es un indicador de que se estan adaptando adecuadamente en el
cultivo. De hecho, que sobre los sustratos mecanizados y TI6 las células muestren estas
morfologfas, asi como que estén en intimo contacto con el material (Figuras 3.9 y 3.12),

serfa un nuevo indicador de la citocompatibilidad de estos tipos de superficies.

Sin embargo, estas afirmaciones estan basadas en cultivos celulares convencionales sobre
plastico de cultivo o vidrios tratados para favorecer la adhesion y la distribucion de las
células. Cuando los osteoblastos se cultivan sobre sustratos rugosos, otros autores
[LBB9S]; [BLL99] han observado, tal y como nosotros hemos obtenido, morfologfas
menos extendidas, con cuerpos celulares mas compactos (Figura 3.20) y tridimensionales
(Figura 3.22), con una clara funcién de interaccion entre las células y el sustrato rugoso a
través de la suspension de las mismas, de pico a pico de la rugosidad (Figuras 3.16 y 3.21),
por medio de mudltiples filopodios (Figuras 3.15, 3.17 y 3.24). Esto provoca una
redistribucion de los elementos del citoesqueleto del osteoblasto [SMS94]; [ABNOO] que
puede tener importantes consecuencias para la célula, ya que puede generar informacioén

que se transmitira a través de la superficie hasta el nicleo [BLDO1]. Esta informacion es la
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que puede provocar que la rugosidad influya preferentemente sobre la diferenciacion de los

osteoblastos.

La alta actividad dorsal sobre las muestras mas rugosas (Figuras 3.14, 3.15, 3.18 y 3.23)
también es un indicador de un estado de desarrollo fenotipico activo y, como
consecuencia, es un indicador de una mejor respuesta de diferenciacién del osteoblasto.
Cabe destacar las abundantes muestras de esta actividad en los osteoblastos sobre las
supetficies SI6 (Figuras 3.19-3.22).

El desarrollo fenotipico mas avanzado también lo pone de manifiesto, de forma indirecta,
la presencia de restos de matriz extracelular (Figuras 3.17 y 3.25). En los sustratos menos

rugosos no se aprecian restos de esta naturaleza.

3.5.4. Seleccion del tratamiento éptimo

Con los resultados obtenidos, el analisis llevado a cabo, y el objetivo final de conseguir un
tratamiento de granallado sobre el Ti c.p. que optimice su osteointegracion, la seleccion de

este tratamiento 6ptimo aconseja una conclusion cauta y matizada.

En la Figura 3.29 se representan conjuntamente los valores medios de adhesion y
diferenciacion de los osteoblastos sobre las distintas superficies de Ti c.p. granallado. En
esta figura se han delimitado distinta zonas de respuesta osteoblastica. Estas zonas se han
establecido en funcién de los comentarios previos cualitativos llevados a cabo en la
discusion de este Capitulo acerca de las diferencias que se han considerado mas
significativas, con independencia de que la significacion se haya confirmado
estadisticamente o no. Las mejores superficies setfan aquellas que maximizasen la adhesién
y la diferenciacién, y en las que las células desarrollasen morfologias propias de
osteoblastos activos. Este resultado estarfa representado en la zona superior derecha de la
grafica. Mientras que en la zona inferior izquierda quedarfan representados los peores
resultados.

De acuerdo con esta grafica, los mejores tratamientos son aquellos que se han llevado a
cabo con particulas de tamafos entre 425-600 pum y granallados con SiC o ALO;. El factor
en comun para estos tratamientos es el tamafio y la forma de las particulas y, por lo tanto,
el valor y el tipo de la rugosidad obtenido: R, = 4-5 pm, P, = 65-80 /cm, 1/HSC = 11-12
um. Si el granallado es con SiC, se mejora especialmente la diferenciacion, y si es con
ALO;, la mejora es significativa en la adhesion de los osteoblastos. En consecuencia, ALG y
SI6 son los tratamientos Optimos en este estudio con el objetivo de mejorar la respuesta
biolégica. No obstante, se ha de considerar que algunas de las diferencias por las que se

llega a esta conclusion, especialmente en el caso de la diferenciacion de los osteoblastos, no
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han sido estadisticamente significativas, lo cual resta confianza a esta conclusion. Ronold y
Ellingsen [ROE02], en un estudio 7 vivo, determinaron que la rugosidad optima para la
fijacién de implantes en hueso era cercana a R, = 4 um. Sin embargo, llegaron a esta
conclusion con diferencias que no eran estadisticamente significativas y, ademas, con un

margen estrecho.
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Figura 3.29 Representacion grafica de la respuesta de adbesion y diferenciacion de los osteoblastos sobre
todos los tipos de superficies estudiadas en este Capitulo. Las lineas discontinuas delimitan zonas de distinto
comportamiento celular (ver texto). Las barras representativas de las desviaciones estindar, tanto para la
adbesidn como para la diferenciacion, se han omitido con el objetivo de facilitar la visualizacion de los
resultados.

Es destacable la zona para los siguientes mejores resultados, puesto que incluye todo el
resto de tratamientos con distintos tamafios de particulas para estos dos mismos tipos de
naturaleza, es decir, AL2, AL9, SI2, SI9. Ello indica que el tratamiento de granallado con
estas naturalezas es mejor que con ZrO, o con las débiles particulas de TiO,. Es por esto
que en los posteriores trabajos de investigacion de esta Tesis Doctoral no se ha estudiado el
Ti c.p. granallado ni con TiO, ni con ZrO, Tampoco se continuara estudiando el
granallado con catburo de silicio y pasivado con HE/HNO,, puesto que los cambios
topograficos y de limpieza de la superficie que conlleva influyen negativamente en la

respuesta de los osteoblastos respecto al mismo granallado, pero pasivado con HCL
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3.5.5. Relacion in vitro-in vivo

Existe una gran controversia sobre la utilidad de los resultados de este tipo de estudios
vitro como elementos de prediccion sobre el comportamiento  vivo de estos mismos
materiales. Hay autores que, después de conseguir identificar 7 zifro una mejor respuesta
osteoblastica sobre superficies de Ti c.p., topograficamente similares pero ligeramente
diferentes a otras [MSH95], han corroborado estos resultados zz vivo, tanto en animales
[CNH96] como en humanos [BMB97], al obtener una mejor osteointegraciéon de los
implantes con esas mismas superficies. Estos resultados, segin estos mismos autores
[BDLO1], ponen de manifiesto la importancia de la adhesion, proliferacion y diferenciacion
de los osteoblastos sobre los sustratos sintéticos para el adecuado comportamiento
biolégico de los mismos. Sin embargo, es dificil encontrar justificacion a una correlacion
directa entre la respuesta en el laboratorio de células dseas, previamente aisladas, con la
respuesta que las células y los tejidos vivos tendran una vez quede implantado el material

en el lecho dseo.

La situacion 7 vivo es claramente mas compleja, entre otras cosas, por la presencia de los
vasos sanguineos y la resultante presion de oxigeno en los tejidos que alojan al implante
[BLDO1]. También influira la infeccién en la zona, asi como el tamafio del defecto 6seo, o
dicho de otro modo, la distancia que exista entre el implante y el area endéstea del tejido
afectado por la cirugfa. En este sentido, Bloebaum y col. [BBM94], comprobaron que las
distancias superiores a 50 um impedian la posibilidad de crecimiento dseo hasta el interior
de los valles de la rugosidad superficial del Ti c.p. Este espacio del defecto 6seo se rellena,
en primera instancia, con un coagulo o un hematoma [SSH90], por lo que, como algunos
autores han sefialado [PGVO01], puede ser tan importante evaluar la interaccién de las

plaquetas sobre la superficie del metal como la de los propios osteoblastos.

Durante la formacién de hueso, las células osteoprogenitoras pueden migrar hacia el
material desde la superficie enddstea del hueso alrededor del implante, formando hueso
mientras realizan esta migracion. Asimismo, el hueso se puede formar desde el implante
gracias a la diferenciacion de las células osteoprogenitoras que alcanzan la zona a través de
la vasculatura o la médula. Lo importante es el hecho de que, con independencia del
mecanismo, el comportamiento de estas células depende de la adhesion de las mismas al
sustrato y de su capacidad para moverse sobre ¢l [BLDO1]. También se debe afiadir que el
crecimiento del hueso, tanto si es desde la superficie como desde los extremos de la
osteotomfa, se regula por medio de sefiales paracrinas emitidas por los osteoblastos que se
ubican sobre la superficie del implante o que se hayan en el zona por rellenar. Estas senales,
como han demostrado los magnificos trabajos del grupo de Boyan y Schwartz [BLDO1],

también dependen de la adhesion, proliferacion y diferenciacion de las células éseas. En
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consecuencia, los estudios 7 vitro, como el de este Capitulo, si se pueden revelar valiosos
para predecir respuestas 7z vivo de regeneracion Osea; sobre todo, tal y como se ha
comentado previamente, el numero total de células disponibles para llevar a cabo esta
regeneracion y su habilidad para regular adecuadamente su linaje para una rapida y final
mineralizacion del tejido.

Por otra parte, tal y como se comento en la introduccion de esta Tesis Doctoral, cualquiera
que sea la naturaleza quimica o la topografia del implante metalico biocompatible, siempre
se forma 7 vivo una capa de tejido blando, mas o menos gruesa, entre el implante y el hueso
neoformado [TLE97]. No esta claro si la formacion del tejido blando se produce porque la
adhesion de los fibroblastos esta mas favorecida que la de los osteoblastos o si la calidad de
la superficie (naturaleza y topografia) modula la diferenciacién de las células mesenquimales
hacia una linea fibroblastica en lugar de una osteoblastica. En consecuencia, parece
razonable llevar a cabo estudios  vitro de cultivos mixtos de los dos tipos de células, en
lugar de emplear sélo osteoblastos. Otra posible explicacion a este hecho, aunque poco
probable teniendo en cuenta los resultados de multiples estudios con células éseas, es que
la mineralizacion del tejido esté dificultada o impedida sobre la superficie del metal. En
cualquier caso, el hueso siempre se forma sobre esta capa de tejido blando, por lo que
algunos autores sostienen que zz vivo los osteoblastos reconocen unicamente la topografia
de la supetficie y no la naturaleza quimica de la misma [Lemons en la discusién de
HCZ99).

De todos estos comentarios se desprende la complejidad de todos los mecanismos
involucrados en la interaccion de los tejidos y el implante, asi como de la regeneracion del
hueso. El complejo sistema biolégico no se estudia en todos sus mecanismos y matices con
los estudios 7 vitro de osteoblastos sobre sustratos sintéticos. Por ello, Caplan conclufa en la
discusion publica de [HCZ99]: “Creo que los estudios 7z vifro con osteoblastos, incluidos
los mios (y los de este Capitulo, tal y como se ha discutido a lo largo del mismo) sufren por
la dificultad que supone intentar correlacionar la carga superficial, la composicion quimica y
la adhesion y crecimiento celulares con la formacién del hueso 7 vivo”. Sin embatgo, estos
estudios son utiles siempre que se consideren multiples parametros para evaluar la
respuesta celular y que se definan bien las caracteristicas de los ensayos, su alcance, con el
objetivo de identificar parametros de la calidad superficial de los implantes que favorezcan
o dificulten el adecuado comportamiento osteoblastico. Cuanto menos, son una buena
ayuda para decidir de qué supetficies se puede esperar un buen comportamiento 7 vivo,

sobre todo en lo que respecta ala regeneracion dsea.
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3.6. Conclusiones
Del analisis de los resultados obtenidos en este Capitulo se puede concluir que:

(1) Todas las superficies de Ti c.p. estudiadas en este Capitulo, cualquiera que sea la
naturaleza o el tamafio de las particulas del granallado, son citocompatibles, por lo que los
cambios topograficos y la contaminacién supetficial por parte de las particulas no perjudica

el comportamiento de adhesion de los osteoblastos humanos.

(2) Para que los osteoblastos respondan a la microrugosidad es necesario que éstos
perciban los detalles topograficos y los utilicen para su ubicacion y fijacion al sustrato, para
lo cual, la relacion dimensional entre los detalles superficiales (verticales —R - y horizontales
—P.y/0 1/HSC) y la dimension de las células es el factor fundamental.

(3) Las superficies de Ti c.p. consiguen una respuesta osteoblastica 6ptima cuando sus
rugosidades son de valotes R, = 4-5 pm, P, ® 65-80 /cm, si estas supetficies se han
obtenido con particulas de ALLO; o SiC, ya que el tipo morfolégico de la rugosidad
obtenido, la propia naturaleza quimica de estas particulas y las tensiones residuales que

inducen en el metal, también pueden ser factores determinantes sobre la respuesta celular.

(4) La naturaleza quimica de las particulas de proyeccion tiene una influencia relevante
sobre el comportamiento celular, de tal manera que el granallado con particulas de Al,O,
favorece la adhesion de los osteoblastos humanos y el granallado con particulas de SiC

favorece la produccion de osteocalcina de los mismos.

(5) El efecto de la conclusion (4) tiene una respuesta sinérgica con la rugosidad del sustrato,

de manera que se maximizan los beneficios para las rugosidades referidas en la conclusion

3).

(6) El redondeo de los detalles topograficos de las superficies de T1 c.p. granalladas con
710, y las granalladas con SiC y pasivadas con HF/HNO,, comparadas con las analogas
granalladas con Al,O; y con SiC pasivadas con HCI, probablemente es la principal causa
del descenso en la adhesion y diferenciacion de los osteoblastos humanos; hasta el punto

de que no inducen un beneficio en estas respuestas celulares respecto al Ti c.p. sin tratar.

(7) Las bajas propiedades mecanicas de las particulas de TiO, y, como consecuencia, la
excesivamente pequefa rugosidad que se obtiene, es la principal causa de que las
superficies de Ti c.p. granalladas con estas particulas no tengan un efecto benéfico sobre la

adhesion y la diferenciacion de los osteoblastos.
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(8) Para evitar que en futuros estudios los valores de produccion de osteocalcina tengan
una menor dispersion y, por lo tanto, las diferencias encontradas sean estadisticamente
significativas, se debe aumentar el nimero de datos para cada muestra (factor estadistico) y

se debe alargar en el tiempo la etapa de proliferacion de los osteoblastos (factor celular).
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