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1. SUPERFICIE DEL IMPLANTE Y OSTEOINTEGRACION

Los avances en el campo de la implantologia oral reflejan un notable
interés en el estudio y comprension de la interaccidn de los implantes con los
tejidos circundantes y los métodos para favorecer el fendmeno de
osteointegracion ®. La osteointegracion es el proceso de creacion de un fuerte
vinculo entre el hueso vivo y la superficie de un implante. Durante el
desarrollo de estos fendmenos, se produce nuevo tejido 6seo que rodea y se
adhiere al implante, proporcionando la estabilidad mecanica necesaria. El
éxito de la osteointegracion depende de varios factores, como el disefio del
implante, las caracteristicas de la superficie, las técnicas quirdrgicas
empleadas y los factores relacionados con el receptor. La estabilidad de los
implantes dentales y su exito a largo plazo estan directamente relacionados
con el grado de osteointegracion logrado. Para garantizar resultados favorables
y duraderos en implantologia dental, es esencial lograr una osteointegracion
6ptima 23,

Cuando se coloca un implante dental, se dafia el hueso circundante y se
requiere una cascada de eventos para completar la regeneracién Gsea. Los
estudios sobre la fase temprana de cicatrizacion muestran que el disefio de la
superficie del implante puede contribuir al éxito o al fracaso de la
osteointegracion de los implantes dentales. Durante la cicatrizacidén temprana,
las proteinas, la sangre, las células inmunitarias y las células osteoprogenitoras
interactian con el biomaterial. Estas interacciones afectan en Gltima instancia
a la osteointegracion del implante 4.

En los fendmenos de la osteointegracion pueden diferenciarse cuatro
etapas. La primera etapa se denomina etapa de cicatrizacién inicial, que

transcurre inmediatamente tras la colocacion del implante. El implante entra
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en contacto con el hueso circundante y se forma un coagulo de sangre
alrededor de la superficie del implante. El contacto de los implantes con la
sangre y el liquido tisular dara como resultado la adsorcion de proteinas en la
superficie de los implantes. Esta capa de proteinas determina la activacion de
la cascada de coagulacion, el sistema del complemento, y la migracion de
plaquetas y las células inmunitarias. En pocas horas, estas células orquestan

una respuesta inflamatoria (Figura 1) >*.
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Figura 1.

Procesos biologicos inmediatos tras la implantacion de biomateriales.
(Wang et al. 9).

La segunda etapa, llamada etapa inflamatoria, desencadena el
reclutamiento de varias células fagociticas al sitio del implante, incluidos
neutréfilos y macréfagos (Figura 2) 7. Estas células eliminan desechos,
bacterias y tejido dafiado. La inflamacidon también estimula la liberacion de

factores de crecimiento y citoquinas, que son cruciales en los procesos de
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cicatrizacion posteriores. Los factores de crecimiento son fundamentales para
que los preosteoblastos reclutados puedan diferenciarse en osteoblastos °.

La tercera etapa es la etapa proliferativa. Durante esta etapa, los
osteoblastos, células formadoras de hueso, comienzan a migrar y proliferar en
el hueso circundante. Generan y depositan nueva matriz 6sea alrededor de la
superficie del implante. Los osteoblastos forman gradualmente una matriz
mineralizada, que une el implante y el hueso °. Cuando los osteoblastos estan
rodeados por sus productos o matriz, se diferencian en osteocitos para
promover una mayor formacion 0sea, lo que significa que el hueso se forma
en la superficie de los implantes dentales. La reaccion continuara hasta que la
superficie de los implantes esté cubierta de hueso 8.

La udltima etapa es la de remodelacion. En esta etapa final, el hueso
recién formado sufre una remodelacion, que implica eliminacion de hueso
viejo y daflado y su reemplazo por hueso nuevo y maduro. El proceso de
remodelacion ayuda a fortalecer ain mas la interfase hueso-implante y a
optimizar las propiedades mecanicas del implante integrado °.

Un implante dental ideal debe tener un gran potencial para lograr la
osteointegracion. El mecanismo de osteointegracion esta estrechamente
relacionado con el disefio de los biomateriales utilizados en implantologia °.

El titanio sigue siendo el metal méas utilizado por sus caracteristicas
Unicas:  biocompatibilidad, inactividad  bioldgica, capacidad de
osteointegracion y propiedades mecénicas. Esto implica que la tasa de
supervivencia de implantes de titanio (totales y parciales) son cercanas al cien
por ciento. Los avances significativos realizados en las superficies de titanio
son responsables de gran parte del progreso en la implantologia dental

moderna 19,
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Fendmeno de osteointegracion. (Cooper et al., 7).

Sin embargo, existe la complicacion de que los biomateriales mas
comunmente utilizados, el titanio (Ti) y sus aleaciones, son bioinertes y tienen
una actividad biologica limitada. Desde el punto de vista biologico, la pérdida
temprana y tardia del implante se considera un fracaso para lograr o0 mantener
la osteointegracion, respectivamente ! Por lo tanto, la mejora de la
bioactividad de los implantes dentales es una cuestion vital que debe
abordarse.

El esfuerzo por lograr una osteointegracion mejorada se refleja en
muchos trabajos de revision sobre la modificacion de la superficie de los
implantes dentales, donde se ha demostrado repetidamente que los marcadores
moleculares de osteoinduccion y osteogénesis aumentan en superficies de
implantes de titanio mejoradas topograficamente 1213,

Si bien los implantes dentales se obtienen de diversas formas, casi todos
tienen rugosidad a escala micro y nanométrica en la superficie. La

modificacion adicional mediante la superposicion de caracteristicas a
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nanoescala sobre la superficie moderadamente rugosa o mediante la alteracion
de la energia de la superficie se utiliza para acelerar o aumentar ain mas el
contacto hueso-implante 4%, Por lo tanto, las superficies tratadas para
conseguir una rugosidad a nivel de micro/nanoescala permiten la adhesion,
propagacion, proliferacion y diferenciacion osteogenica de células madre y
tienen un efecto potencial beneficioso en la osteogénesis y en la tasa de éxito
de los implantes 618,

Existen diversos tratamientos sobre la superficie de titanio que permiten
modificar la rugosidad de su topografia. Los tratamientos de arenado producen
una macrorrugosidad, que se ha combinado con grabado acido para conseguir
una microestructura en la rugosidad del titanio. Todos estos tratamientos se
han realizado con el objetivo de promover una buena adhesion, proliferacion y
diferenciacion de las células osteoblasticas para lograr una buena
osteointegracion 1°,

Adicionalmente, estudios recientes han demostrado que las células
madres utilizadas en las superficies de implantes mejoran claramente su
capacidad osteogenica, observandose una mayor formacion de hueso nuevo,
especialmente en la fase temprana de la regeneracién dsea. Ademas, las
células madre pueden diferenciarse directamente en osteoblastos y, en las
primeras etapas de la osteointegracion, contribuir directamente a la nueva
formacion 6sea 1°.

Las primeras células madre que colonizan la superficie del implante tras
su insercion, las células madre mesenquimales Oseas, tienen la capacidad de
mejorar la regeneracion ¢sea mediante su diferenciacion en células
parenquimales y la produccion de factores de crecimiento. El control de la
diferenciacion de las células madre mesenquimales hacia el linaje osteogénico

puede resultar beneficioso, permitiendo una osteointegracion mas rapida y
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efectiva 6. Por lo tanto, el disefio in vitro de los micro y nanoambientes de las
superficies de los implantes afecta directamente a los estimulos mecanicos que
influyen en la diferenciacion de células madre y el uso combinado de células

madre sobre las superficies podria potenciar el fendmeno de osteointegracion.

2. FACTORES IMPLICADOS EN LA OSTEOINTEGRACION

La osteointegracion ocurre en sentido fisico cuando el hueso crece
desde el lecho 6seo nativo fijando mecénicamente el implante y se producen
distintas uniones mecanicas y bioguimicas. En este momento es donde las
diferentes superficies juegan un papel fundamental en la estimulacién de las
células implicadas y la aceleracion de los tiempos de cicatrizacion .

En la unién mecéanica, el crecimiento del hueso hacia las irregularidades
de la superficie produce la fijacion del implante. Mientras mayor sean las
irregularidades, mayor seré el crecimiento 0seo y mayor contacto habra de la
superficie con el hueso. Antes de la carga protésica del implante se debera
esperar el tiempo reglamentario para que se produzca este crecimiento y
remodelado 6seo. En la insercion del implante en el lecho 6seo éste queda
fijado al hueso mediante su macrodisefio, permitiendo una correcta estabilidad
para que se produzca la osteointegracion 2°. Es lo que se denomina estabilidad
primaria, la cual se vera aumentada o disminuida en funcion del tipo de hueso
en el que coloquemos el implante y el disefio macroscépico del implante 2.

La unién bioquimica es la propiedad que tiene el material del implante
para unirse al tejido circundante. El titanio es un material bioinerte, por lo que
su recubrimiento con materiales bioactivos como el fosfato calcico o la
albumina facilitan la unién bioguimica al tejido éseo. Esta unién bioquimica

es la encargada de producir la estabilidad secundaria. Tras la colocacién del

7
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implante comienza a disminuir la estabilidad primaria, debido a los procesos
curativos celulares y extracelulares que se dan en la interfase implante-hueso
20.

Las células madre mesenquimales son células osteoprogenitoras que se
encuentran en maultiples tejidos, incluidos el hueso y la médula dsea y son
esenciales para la formacion de la interfaz hueso-implante. Tras una lesion,
éstas se reclutan en el sitio de la lesién (interfase implante/herida) vy
contribuyen a la regeneracion 0sea. En los sitios de fractura ésea, las células
madre mesenquimales se reclutan rapidamente en el sitio y comienzan a
proliferar aproximadamente tres dias despues de la lesion. Esto es promovido
por las respuestas inflamatorias a las lesiones y la liberacion de factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas 2.

Se han realizado importantes observaciones sobre la osteointegracion en
las primeras etapas de la cicatrizacion del lecho implantario. La formacion del
coagulo de fibrina crea un andamiaje sobre el que se producen los primeros
eventos celulares. Las plaquetas que forman parte integral del codgulo de
fibrina son fuentes ricas en factores de crecimiento y contribuyen a la
osteointegracion. Este andamiaje de fibrina se convierte en un elemento
necesario para el movimiento celular desde los sitios adyacentes hacia la
superficie del implante ’.

Tras el reclutamiento de osteoprogenitores en la superficie del implante
se favorece su proliferacion y posterior diferenciacion a células osteoblasticas
que forman una matriz mineralizante. La diferenciacion osteoblastica ahora
estd bien definida y maltiples estudios han demostrado que los
osteoprogenitores adherentes al implante forman hueso facilmente 223, La

matriz calcica depositada mediante las células osteogénicas produce la
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formacion de hueso nuevo y trabeculado proporcionando y aumentando la
fijacion bioldgica del implante al hueso 24,

Multiples sefiales estan involucradas en la induccion del linaje
osteoblastico. Sin embargo, existen dos “interruptores moleculares esenciales”
para la formacion de osteoblastos, los factores de transcripcion RUNX2 y
OSTERIX (SP7). Por lo tanto, la regulacion positiva de estos factores
osteoinductivos impulsa la formacién G6sea y su expresion se observa en
células adherentes al implante. Otros mediadores importantes de la
osteogénesis incluyen la via de sefializacion de la proteina morfogenética dsea
(BMP), la via de sefializacion del sitio de integracion relacionado con
Wingless (Wnt) y la via de sefializacién de la hormona paratiroidea (PTH),
entre otras. Ademas, las proteinas adhesivas de la matriz extracelular
elaboradas en la superficie del implante también influyen en la osteogénesis.
Todas parecen ser activas en el proceso de osteointegracion .

En las células osteoprogenitoras en la superficie del implante, durante
las fases tempranas de la osteointegracién, aumenta la actividad de Runx2 y
Osterix y la formacién 6sea directa 2°. Ademas, los fendmenos de mejora de la
superficie del implante favorecen tanto la sintesis de BMP como de los
componentes de la via de Wnt 7.

Las BMP son inductores primarios de la diferenciacion osteoblastica y
se expresan en células adherentes al implante; la topografia superficial
mejorada se asocia con una mayor expresion de BMP 2,

Hay varios ligandos de Wnt que son activos en el proceso de
osteointegracion y, en ultima instancia, activan otro factor de transcripcion, la
B-catenina. La topografia superficial mejorada a escala micrométrica/
nanométrica aumenta la expresion de proteinas Wnt que producen la

activacion de la B-catenina para promover la diferenciacion de osteoblastos y

9
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la formacion 6sea entre las células osteoprogenitoras adherentes al implante.
Por ejemplo, Wnt3A parece activar células locales que contribuyen a la
osteointegracion y Wnt5a y Wnt11 también contribuyen funcionalmente 6,
Finalmente, la formacion Osea cesa en un proceso controlado. Una
proteina producida por los osteocitos que inhibe la osteogénesis es la
esclerostina. La esclerostina es expresada por las células adherentes al
implante y aumenta en ausencia de estabilidad primaria. Los anticuerpos
contra la esclerostina se utilizan terapéuticamente para bloquear su efecto

amortiguador sobre la osteogénesis, mejorando asi la formacion 6sea 2’.

3. BIOLOGIA DEL TEJIDO OSEO

El sistema musculoesquelético proporciona el andamiaje fisico para el
cuerpo de los mamiferos. Los huesos del esqueleto humano proporcionan
sitios de unién para musculos, tendones y ligamentos, lo que permite la
locomocidn. Los huesos también contienen los microambientes para que se
produzca la hematopoyesis adulta. EI papel crucial del hueso en la fisiologia
de los mamiferos se destaca ain mas por la capacidad Unica del cuerpo para
reparar el hueso a través de la regeneracion, restaurdndolo a un estado
completamente funcional, previo a la lesion. Los estudios han demostrado que
un equilibrio regulado de actividad entre los osteoblastos formadores de hueso
y los osteoclastos, que reabsorben el hueso, es responsable de esta capacidad
de reparacion %8,

Para comprender la relacion que se establece entre un implante dental y
el tejido 6seo que lo rodea, es necesario comprender la anatomia y la biologia

del hueso, su funcionamiento, su respuesta y como interfieren sus células para

10
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que ocurra la osteointegracion del implante y su mantenimiento estable a lo

largo del tiempo.

3.1. FENOMENOS DE OSIFICACION
3.1.1. Osificacién endocondral:

Los huesos axiales y apendiculares se forman a través de la osificacion
endocondral (Figura 3) 2°. En este proceso, se genera una plantilla de cartilago
(anlagen) del futuro hueso que contiene condrocitos, y las células que rodean a
los condrocitos forman el pericondrio, que define el borde de la plantilla. En
este proceso de osificacion, los condrocitos experimentan hipertrofia
formando cartilago hipertrofico que se mineraliza y luego se convierte en
hueso. Esto ocurre en los sitios de osificacion primaria y secundaria de los
huesos largos en desarrollo, y en las placas de crecimiento del cartilago
ubicadas en los extremos de los huesos largos 3032,

SOX9 es el factor de transcripcion maestro para el compromiso de
diferenciacion de las células mesenquimales en osteocondroprogenitores y
posterior diferenciacion en condrocitos. Poco después de la condensacion
mesenquimal, SOX9, junto con SOX5 y SOX6, favorecen la expresion de
genes del cartilago, incluyendo genes especificos de la matriz como Col2al y
Acan (Agrecano), y facilitan la proliferacion de condrocitos. Aungue la
expresion de Sox9 es necesaria para establecer la diferenciacion mesenquimal,
el compromiso de los osteocondroprogenitores hacia el linaje osteogénico

requiere la regulacion negativa de Sox9 y la regulacion positiva de Runx2 %,

11
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Figura 3

Fendmeno de osificacion y de remodelacion dsea. A: Osificacion
intramembranosa y osificacion endocondral. B: Rutas principales de
diferenciacion osteogenica. C: Osificacion endocondral en los huesos de las
extremidades (Chan et al ).

La hipertrofia de los condrocitos representa el inicio de la osificacion
endocondral, un proceso regulado por una regulacion positiva de la expresion
de Runx2 y Col10al, concomitante con una regulacién negativa de Atf4. Las
células pericondriales adyacentes a los condrocitos hipertréficos se diferencian
en osteoblastos y secretan matriz extracelular formando el collar 6seo
peridstico. El centro de osificacion primario se forma entonces dentro de la
region hipertrofica, que es la primera zona de mineralizacion del anageno del
cartilago %.

En la unidon condroGsea, los condrocitos hipertroficos dirigen una
invasion de los vasos sanguineos a traves de la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Los vasos sanguineos infiltrados

facilitan el reclutamiento de osteoclastos para degradar el cartilago
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mineralizado y de osteoprogenitores para iniciar la osteogénesis, formando la
esponjosa primaria con el establecimiento del cartilago de la placa de
crecimiento en los extremos epifisarios de los huesos largo. En la placa de
crecimiento, una zona proliferativa precede a la hipertrofia %°.

Aunque la apoptosis y el reemplazo por hueso han sido ampliamente
considerados como el destino terminal de los condrocitos hipertréficos,
estudios recientes han demostrado que los condrocitos hipertréficos retienen la
plasticidad del potencial multilinaje para diferenciarse en osteoblastos,
adipocitos, pericitos y células del estroma. Los osteoblastos derivados de
condrocitos  hipertréficos desempefian  funciones esenciales en el
mantenimiento de la homeostasis 6sea y la curacion de fracturas. Estos datos
respaldan que los osteoblastos se pueden formar de dos maneras, directamente
diferenciados de los osteocondroprogenitores o mediante condrogénesis antes
del estado osteoblastico 3334,

Ademaés de las zonas proliferativas e hipertroficas, existe una zona de
reserva que contiene en su mayoria condrocitos que no se dividen y que sirven
para proporcionar una fuente de células a la zona proliferativa. Estudios
recientes sugirieron que la placa de crecimiento es un nicho importante que
alberga células madre esqueléticas (SSCs). Estas SSCs son multipotentes y
pueden dar lugar a condrocitos, osteoblastos y adipocitos en condiciones de

diferenciacion especificas -3,

3.1.2. Osificacién aposicional:

El crecimiento 6seo radial se logra mediante el modelado 6seo durante
el periodo de crecimiento 6seo activo. El control hormonal y la carga
mecanica juegan papeles importantes en este proceso. El crecimiento éseo

aposicional es el aumento en el grosor de los huesos por la adicion de tejido
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6seo de la médula (endosteal) o la superficie periostica de los huesos. Este
engrosamiento y aumento de la masa dsea continla en la vida posnatal,
alcanzando un pico en humanos alrededor de los veinte-treinta afios de edad 3>
37 Los osteoprogenitores o las células madre esqueléticas se transforman en
osteoblastos y son participes de este crecimiento, asi como a los procesos de
reparacion y remodelacion. Los osteoblastos son las células responsables de la
deposicion y calcificacion de la matriz Osea. Estas células producen
componentes de la matriz extracelular como el colageno tipo I, la osteopontina
y la fosfatasa alcalina, que ayuda al proceso de mineralizacion y la deposicién
de cristales de hidroxiapatita durante la formacién ésea 2.

La sefalizacion WNT/B-catenina es una via crucial en la maduracion de
los osteoblastos. La eliminacion de [-catenina de los precursores
osteoblasticos provoca la detencion su diferenciacién en osteoblastos.
Estudios recientes han evidenciado in vivo que la sefalizacion WNT
determina que los progenitores mesenquimales se comprometan con el linaje
osteoblastico, asi como la transicion de los condrocitos hipertroficos a
osteoblastos 2°.

Con el crecimiento aposicional, una fraccion de los osteoblastos
maduros se convierten en células inactivas que recubren la superficie del
hueso, mientras que los osteoblastos activos se incrustan en la matriz 0sea
calcificada y se diferencian en osteocitos como parte de la red canalicular
osteocitica. Los osteocitos se consideran células diferenciadas terminalmente
gue mantienen la homeostasis esquelética. Estas células residen en lagunas y
se comunican entre si a través de canaliculos dendriticos para regular la
homeostasis del calcio y el fosfato. Los osteocitos producen y transportan
esclerostina (SOST) a través de los canaliculos a los osteoblastos en la

superficie 0sea, como un regulador negativo de la formacién Osea a través de

14



INTRODUCCION

la union a los correceptores LRP5/6, inhibiendo la sefializacion de WNT. La
desregulacién de la formacion y el mantenimiento éseo da como resultado una
amplia gama de enfermedades comunes como la osteoporosis y la

osteogénesis imperfecta 3.

3.2. FACTORES REGULADORES IMPLICADOS EN LA OSTEOGENESIS

La formacion de hueso funcional durante el desarrollo y el
mantenimiento de la homeostasis 6sea en adultos depende de la activacion
espacio-temporal de factores de transcripcion osteogénicos. En el grupo de
factores de transcripcion que controlan los osteoblastos se incluyen varias
proteina: Smads, CCAAT/proteinas de unién potenciadoras [ (C/EBP),
C/EBP3, factor potenciador linfatico (efector Wnt), Twist, Runx1/Cb{p, factor
de transcripcion activador 4 (ATF4), Runx2 y Osterix, de los cuales los cuatro
ultimos son los principales factores de transcripcion que funcionan dentro de

la diferenciacion osteoblastica (Figura 4) .
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Figura 4.
Factores de transcripcion implicados en la diferenciacion hacia los
distintos linajes celulares de las MSC (Zhu et al., %).
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Los moduladores transcripcionales que funcionan como "interruptores
maestros” coordinan la transformacién de las MSC en tipos de células
especificas de tejido. Runx2 es fundamental en la formacion 6sea: Durante la
diferenciacion, desempefia un papel importante en la regulacion del
crecimiento celular y la activacion o represion de los genes. Aunque la
diferenciacion osteoblastica se basa principalmente en Runx2 y Osterix, otros
genes importantes como Runxl y Chfp también son necesarios para la

diferenciacion 2°,

RUNX2 (factor de transcripcion relacionado con runt 2) es un factor de
transcripcion de la familia RUNT que se expresa en la etapa tardia de
condensacion mesenquimal en el desarrollo esquelético y en células
progenitoras osteocondrales, actuando como un regulador maestro de la
osteogénesis. Su expresion es necesaria para la diferenciacion de osteoblastos
y odontoblastos y regula muchas expresiones genéticas relacionadas con los
huesos y los dientes. Runx2 determina el linaje de osteoblastos vy
odontoblastos a partir de células mesenquimales. Su expresion es crucial para
la diferenciacion osteoblastica de los progenitores del pericondrio y la
maduracion del collar 6seo. Los ratones deficientes en Runx2 mueren al nacer
debido a insuficiencia respiratoria y la formacion Gsea se ve gravemente
afectada “°.

RUNX2 tiene un dominio de activacion que activa los genes de
osteocalcina y COL1A1, ademas de un dominio de union al ADN conservado.
Runx2 es un marcador temprano esencial para la diferenciacion osteobléstica,
indicado por el momento relativo de su expresion. En la etapa en la que las
MSC se diferencian por primera vez en células precursoras de osteoblastos

antes de transformarse en osteoblastos inmaduros, la expresion de Runx2 se
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regula positivamente. Sin embargo, en las etapas finales de la diferenciacion y
formacion de osteoblastos, la expresion de Runx2 disminuye gradualmente 3.

La expresion de Runx2 alcanza su pico en preosteoblastos/osteoblastos
iInmaduros y disminuye en osteoblastos maduros, lo que indica su papel
esencial en la diferenciacion temprana. En el linaje divergente de
osteocondroprogenitores, la regulacion negativa o la supresion de la expresion
de Runx2 es necesaria para la condrogénesis y cuando estos condrocitos sufren
hipertrofia, Runx2 se regula positivamente nuevamente. El segundo aumento
de expresion de Runx2 parece estar involucrado en la transicion de condrocitos
hipertroficos a osteoblastos 4142,

Numerosos coactivadores transcripcionales interactian con RUNX2.
CbfP es el mas importante, porque puede unirse a las proteinas de la familia
Runx para formar heterodimeros, mejorando la estabilidad de RUNX2 y
posteriormente facilitando la unién de RUNX2 a las secuencias de ADN
diana. CbfP protege a RUNX2 restringiendo la ubiquitinacion, evitando asi su
degradacion y promoviendo aln mas la expresion de genes especificos de
osteoblastos. Cbfp también es crucial para estimular la osteogénesis al inhibir
la expresion del gen regulador de la adipogénesis C/EBPa y activar la
sefializacion de Wnt10b/B-catenina .

RUNX2 también puede promover la expresion génica al interactuar con
el factor similar a EIf-1 mieloide (MEF) y unirse a un promotor de marcadores
de osteoblastos, como OPN, cerca de MEF. La presencia de estos dos
elementos de respuesta a factores de transcripcion (RRE y ERE) cerca de la
regién proximal del promotor es necesaria para que MEF y RUNX2 funcionen
en el promotor de genes marcadores 0seos. Al acercarse a estos dos elementos,

MEF y RUNX2 muestran efectos sinérgicos significativos en la actividad del
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promotor. MEF y RUNX2 afectan sinérgicamente a los promotores de OPN,
OCNyALP*,

La osteocalcina (OC) es la proteina de matriz 6sea no colagena mas
abundante y se transcribe a partir de Bglap y Bglap2, cuyas expresiones estan
reguladas directamente por Runx2. Los ratones deficientes en Bglap y
Bglap2 tienen una masa ésea, formacion Osea y resorcion ésea normales.
Aunque las fibras de colageno corren a lo largo de la direccion longitudinal
del hueso largo en ratones de tipo salvaje y los deficientes en Bglap/Bglap2, la
orientacion de los cristales de apatita, que es paralela a las fibras de colageno
en los ratones de tipo salvaje, se altera notablemente en los ratones
Bglap/Bglap2 ', y la resistencia 6sea se reduce. Por lo tanto, la osteocalcina
es necesaria para la alineacion de los cristales de apatita paralelos a las fibras
de colageno 3.

Osterix (Osx), también conocido como SP7, es un factor de
transcripcion especifico de osteoblastos que pertenece a la familia similar a
Krippel. Se ha confirmado que Osx esta involucrado en la diferenciacion,
maduracion y actividad de los osteoblastos #4. Osx tiene funciones en las
ultimas etapas de la osteogénesis y la maduracién, controlando la maduracién
a osteoblastos funcionales y una mayor diferenciacion a osteocitos. La
eliminacion de Osx en ratones conduce a la letalidad neonatal debido al déficit
de formacidn désea general, malformacion grave de la caja toracica y la falta de
expresion de genes de osteoblastos como Sparcy Sppl. La inactivacion
posnatal de Osx da como resultado una acumulacién anormal de cartilago,
ausencia de hueso trabecular y maduracién deteriorada de los osteocitos.

Parece que Osx actua aguas debajo de Runx2, ya que no se expresa en
osteoblastos deficientes en Runx2, mientras que la expresion de Runx2 se

observa en osteoblastos deficientes en Osx. Por lo tanto, durante la
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especificacion del linaje osteogénico, Runx2 promueve la diferenciacion de
progenitores mesenguimales, iniciando la osteogénesis, y Osx apoya la
maduracion de osteoblastos funcionales. El papel esencial de Osx se atribuye
ademas a su regulacién de marcadores de osteoblastos como Dkk1, un
antagonista importante de la sefializacion WNT/B-catenina. Por lo tanto, existe
una relacién integral entre Runx2 y Osx en comunicaciones complejas entre

varios reguladores en células 6seas en el desarrollo 6seo y la homeostasis 4.

3.3. VIAS BIOLOGICAS IMPLICADAS EN LA OSTEOGENESIS

Como se ha descrito hasta ahora, existen mdaltiples disefios de
biomateriales que tratan de mejorar la osteogénesis. Entender cémo los
diferentes parametros de disefio inducen la osteogenesis es crucial para
desarrollar los biomateriales mas déptimos para la regeneracion ésea. Una
caracteristica de estos biomateriales es su profunda influencia en la forma
celular, provocando una arquitectura alterada del citoesqueleto y de las
integrinas. Las alteraciones de la forma celular inducidas por los biomateriales
coinciden con otros eventos de sefializacion externa cruciales para la
osteogénesis, como la sefializacion del factor de crecimiento TGF-B/BMP,
WNT, NOTCH, Ca 2+ /Pi y la sefalizacion NF-kB. Ademas, también

intervienen la sefializacion de YAP y de la integrina #° .

3.3.1.Via de sefalizacion TGF-g/BMP

La sefializacion de TGF-3 y BMP desempena un papel importante en la
formacion adecuada de los huesos, el crecimiento y la posterior homeostasis
celular. La sefializacion de TGF-p y BMP se inicia cuando estos factores de
crecimiento se unen a sus respectivos receptores en la membrana celular.

Después de esto, se inicia una cascada de eventos de fosforilacion en los
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complejos SMAD. Los complejos SMAD son transportados al nucleo,
uniéndose a regiones promotoras especificas. La importancia de la
sefializacion de TGF-B y BMP se destaca por la observacion de que las
mutaciones en los genes responsables de estas cascadas de sefializacidn
conducen a defectos 0seos. Ademas, la sefializacion de BMP-2 es esencial en
los fendmenos de reparacion dsea al iniciar la curacion de las fracturas 6.

Un mecanismo molecular bien conocido y crucial relacionado con la
sefializacién de BMP es la capacidad de regular la expresion de la homeobox
5 distal-less (DLX5), que posteriormente interactia con regiones
potenciadoras del factor de transcripcion relacionado con runt 2 (RUNX2).
RUNX2 vy su control sobre genes asociados como osterix (OSX) y
osteocalcina (OCN) son esenciales para la osteogénesis. En este contexto, se
sabe que TGF-B influye directamente en la expresion de RUNX2, mientras
que tambien se sabe que las proteinas SMAD forman complejos con RUNX2
para dirigir la actividad transcripcional 7.

Ademéas del efecto de las propiedades mecanicas intrinsecas del
biomaterial, existen efectos similares del estiramiento mecanico en la
secrecion del factor de crecimiento y la expresion del receptor. BMP-2 se
utiliza ampliamente para mejorar la reparacion 6sea después de una lesion; sin
embargo, los efectos no deseados asociados con las dosis suprafisiologicas
que se utilizan cominmente son fendmenos bien conocidos. Al utilizar fuerzas
biomecéanicas que mejoran la eficacia de BMP-2, puede ser posible reducir la
cantidad de BMP-2 necesaria para lograr un resultado clinico satisfactorio. De
hecho, se ha demostrado que los osteoblastos expuestos a estimulacion
mecanica demuestran una fosforilacion de SMAD mejorada en condiciones de
estimulacion con BMP-2. De manera similar, existe evidencia de que la via

TGF-B puede modificarse mediante estimulaciéon mecénica 8,
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Cuando las células osteoblasticas se exponen a cultivos in vitro, las
caracteristicas del biomaterial y las caracteristicas externas no reflejan la
fisiologia de las condiciones in vivo. Se sabe que las propiedades de los
biomateriales, como rugosidad y microestructuras, alteran el perfil de
secretoma de las células, lo que permiten alteraciones en las sefializaciones
autocrinas o paracrinas. Una consideracion adicional es el uso de estimulos
biomecanicos. Como se mencion0 anteriormente, se sabe que las propiedades
de los biomateriales, como la rugosidad y las microestructuras, alteran el perfil
del secretoma de las células, lo que produce alteraciones en la sefializacion
autocrina o paracrina °.

Ademas, la sensibilidad de las células a las sefiales solubles puede verse
afectada por biomateriales que modulan la expresion del receptor del factor de
crecimiento o por otros medios. Ademas del efecto de las propiedades
mecanicas intrinsecas del biomaterial, los estiramientos mecanicos a los que
se somete el biomaterial también modulan la secrecion del factor de
crecimiento y la expresion del receptor. Por ejemplo, la BMP-2, que es
utilizada ampliamente para mejorar la reparacion osea después de una lesion,
tiene efectos no deseados asociados con dosis suprafisiologicas. Al utilizar
fuerzas biomecénicas que mejoran la eficacia de BMP-2, puede ser posible
reducir la cantidad de BMP-2 necesaria para lograr un resultado clinico
satisfactorio .

Otro ejemplo son los osteoblastos expuestos a estimulacion mecanica,
los cuales demuestran una fosforilacion de SMAD mejorada en condiciones de
estimulacion con BMP-2. La via TGF-p también puede modificarse mediante
estimulacién mecanica . Los receptores BMP y TGF-B pueden regularse
positivamente tanto en superficies de titanio micro-rugosas como nano-

rugosas *.
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Las propiedades estructurales de los biomateriales, incluida su
estructura superficial (sub)micrométrica, son importantes para el rendimiento
clinico de los dispositivos médicos ortopedicos y los sustitutos de injertos
0seos. Existe evidencia de que este efecto podria estar relacionado con la
modificacion de la sefializacion de BMP y de la produccion de TGF-p. Junto
con el aumento de los niveles de expresion, las nanotopografias pueden influir
en la actividad del receptor al mejorar la colocalizacion de las integrinas con
los receptores BMP-2. Ademas, los genes diana de BMP, como Runx2, se
regulan positivamente de forma notable despues de la estimulacion con BMP-
2 de celulas cultivadas en estas superficies nanoestructuradas en comparacion
con las superficies planas.

En resumen, la sensibilidad de las células al TGF-f y BMP se puede
modificar controlando las propiedades de los biomateriales, como sus
propiedades estructurales y mecanicas, y ejerciendo estimulacion mecanica
sobre las células. Esto se logra mediante multiples mecanismos, como se
muestra en la co-localizacion del receptor de integrina/BMP o la expresion del
receptor de BMP y TGF-B. Ademas, los biomateriales pueden estimular la
secrecion de TGF-B y BMP, lo que conduce a una mejor sefalizacion

autocrina .

3.3.2. Via de sefalizaciéon de Wnt

La via de sefializacion de Wnt se conserva evolutivamente y controla el
mantenimiento de la homeostasis tisular. La via de sefializacién de Wnt se
puede clasificar en dos vias principales: la via candnica (también denominada
via Wnt/B-catenina), que depende de la actividad de la B-catenina, y la via no
canonica (que consiste en la via Wnt/PCP y la via Wnt/Ca2+), que opera

independientemente de la actividad de la B-catenina. La via de sefializacion
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canonica de Wnt es esencial para el desarrollo 6seo normal, la homeostasis y
la regeneracion “8. Es interesante destacar que existe una fuerte comunicacion
cruzada entre la sefializacién de Wnt y BMP, ya que ambas actlan sobre
RUNX2. La B-catenina puede influir en la expresion de RUNX2 mediante la
union del factor de transcripcion FHL2. Ademas, la sefalizacion Wnt/f-
catenina puede impulsar la expresion de la fosfatasa alcalina (ALP) a través de
RUNX2. La sefializacion de Wnt es importante para la diferenciacion
osteogénica de las MSC, mantenimiento fenotipico de los osteoblastos y la
diferenciacion de osteoclastos.

Como ocurre para la via de sefializacion TGF-p/BMP, la senalizacion
Wnt también puede verse influenciada mediante el control de las propiedades
de los biomateriales. Los micropits, las estructuras superficiales, las islas
adhesivas y los materiales que promueven la formacidén de esferoides
aumentan la expresion de ligandos Wnt u otros componentes de la via Wnt,
influyendo asi en la actividad de la via. La rugosidad, las estructuras
superficiales y los cambios en la quimica que alteran la union de integrinas y
la formacion de FAK influyen directamente en la actividad de [B-catenina.
Teniendo en cuenta la importancia de la sefializacion de Wnt en procesos
bioldgicos como la diferenciacion osteogénica, la aplicacion de biomateriales
gue modifiquen adecuadamente esta via puede ser Util en un contexto de

regeneracion ésea .

3.3.3. Via de sefalizacion YAP/TAZ

La via YAP/TAZ también desempefia un papel importante en la
diferenciacion osteogénica. TAZ coactiva la transcripcion génica dependiente
de RUNX2, mientras que reprime la adipogénesis al reducir la transcripcion

génica dependiente del receptor activado por el proliferador de peroxisomas
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(PPAR)y %2, Otros estudios también respaldan una interaccion entre TAZ y
RUNX2 y su efecto positivo sobre la osteogénesis . Por lo tanto, el control
de la actividad de TAZ es una consideracion esencial en los protocolos de
diferenciacion osteogenica. Ademas de TAZ, YAP también exhibe efectos

positivos en la induccion osteogénica a través de la interaccion con -catenina
54

3.4. REMODELADO OSEO

El tejido Oseo tiene una estructura macroporosa mineralizada con
componentes a escala nanométrica que determinan su resistencia. La
hidroxiapatita inorganica (HAp) constituye la mayor parte del componente
mineralizado. La matriz extracelular organica (ECM) se compone
predominantemente de colageno tipo | y células dseas: células progenitoras
osteogénicas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.

El tejido 0seo se encuentra en un proceso continuo de remodelado, de
manera que el tejido 0seo viejo es reabsorbido por los osteoclastos y se
produce tejido 6seo de novo por los osteoblastos. Existe evidencia de que los
osteocitos actian como mecanosensores y orgquestadores de este proceso de
remodelacién désea *°.

La remodelacidn Gsea es un proceso muy complejo mediante el cual se
reemplaza hueso viejo por hueso nuevo, en un ciclo compuesto por tres fases:
el inicio de la resorcion Osea por parte de los osteoclastos, el periodo de
reversion de la reabsorcion a la formacion de hueso nuevo y la formacion 0sea
por parte de los osteoblastos. Este proceso ocurre debido a las acciones
coordinadas de osteoclastos, osteoblastos, osteocitos y células de
revestimiento 0seo que juntas forman la estructura anatémica temporal

llamada unidad multicelular béasica (BMU) °°.
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Es fundamental el equilibrio entre la formacion y la reabsorcion Gsea y
depende de la accion de varios factores locales y sistémicos, incluidas

hormonas, citocinas, quimiocinas y estimulacion biomecanica .

3.4.1. Linajes celulares del tejido 6seo
Los linajes celulares que intervienen en la estructura Osea y estan
implicadas en su remodelacion son los osteoblastos, los osteocitos, los

osteoclastos y las células madre y osteoprogenitoras (Figura 5).
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Diferenciacion del linaje osteoblastico (Kitaura et al °°).

- Osteoblastos:

Los osteoblastos son las principales células responsables de la
formacion Osea. Secretan una sustancia denominada osteoide, componente
organico de la matriz, constituido por colageno tipo |, osteopontina,
osteocalcina y fosfatasa alcalina. La deposicion de calcio, en forma de
hidroxiapatita, con el colageno tipo I, proporciona soporte estructural al

esqueleto 28, Estas células, debido a su funcion, tienen en su citoplasma un
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abundante reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi prominente, asi
como varias vesiculas secretoras °’.

Son derivadas de las células madre mesenquimales (MSC). El
compromiso de MSC con el linaje osteoprogenitor requiere la expresion de
genes especificos, siguiendo pasos programados como son la sintesis de
proteinas morfogenéticas Oseas (BMP) y miembros de las vias Wingless
(Wnt). Las expresiones de los factores de transcripcion relacionados con Runt
2 (RUNX2), y Osterix (OSX o SP7) son cruciales para la diferenciacion de
osteoblastos. Ademas, Runx2 es un gen maestro de la diferenciacion de los
osteoblastos.

La especializacion de los osteoblastos hacia el linaje esquelético se
puede dividir en tres etapas: osteoprogenitor, preosteoblasto y osteoblasto.
Inicialmente, la expresion del factor de transcripcion SOX9 marca el
compromiso con una célula osteoprogenitora. La expresion posterior del factor
RUNX en la celula osteoprogenitora significa el compromiso con un
preosteoblasto. Durante la etapa de maduracion, la sefializacion de WNT-p-
catenina actla sobre los preosteoblastos para inducir la expresion de OSX, que
define la diferenciacion de la célula a un osteoblasto. En dltima instancia, la
expresion de RUNX2 y OSX marca el compromiso con un osteoblasto
maduro 58, Esta etapa se caracteriza por la expresion de los genes de
colageno tipo 1 Collal y Colla2.

Las células comienzan a producir la matriz extracelular (ECM) rica en
colageno, el principal componente organico del hueso. La fosfatasa alcalina no
especifica del tejido (TNAP) también se induce en esta etapa, como iniciadora
de la mineralizacion de la ECM. A medida que los osteoblastos maduran,
también comienzan a secretar proteinas adicionales, importantes en la

maduracion de la matriz, como la osteocalcina (OCN), una proteina muy
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abundante en la ECM cuya funcion sigue siendo controvertida pero puede
estar involucrada en la orientacion de los cristales de hidroxiapatita °.

Existen tres destinos potenciales para los osteoblastos maduros: muerte
por apoptosis, transformacion en células de revestimiento 6seo o mayor
diferenciacion en osteocitos, pero no se conoce el mecanismo por el cual se
determina el destino de un osteoblasto en particular. Sin embargo, los
osteoblastos determinados a convertirse en osteocitos estan incrustados dentro
de la matriz extracelular 6sea en un proceso activo que requiere la escision
proteolitica de la matriz de colageno. Durante este proceso, las celulas en
transformacion comienzan a proyectar extensiones celulares, inicialmente
polarizadas hacia el frente de mineralizacion pero luego también dirigidas
hacia la superficie 6sea. Las células en esta etapa de diferenciacion se han
denominado osteocitos osteoides u osteocitos inmaduros, ya que asumen la
morfologia dendritica caracteristica de los osteocitos pero aun no estan
rodeadas de hueso mineralizado. Uno de los primeros marcadores que
expresan los osteocitos en esta etapa intermitente es El11l/podoplanina
(también conocida como GP38), que ha demostrado estar involucrada en la
remodelacion del citoesqueleto y la elongacion de las dendritas >°.

Los osteocitos representan la mayoria de las células que se encuentran
en el hueso mineralizado maduro y coordinan el mantenimiento 6seo a través
de interacciones entre osteoblastos y osteoclastos. El proceso de
mantenimiento 6seo es sensible a las fuerzas mecanicas. Durante la descarga
mecanica, los osteocitos expresan el ligando del activador del receptor del
factor nuclear-xB (RANKL), que promueve la resorcion Osea a través de la
activacion de los osteoclastos. Por el contrario, en respuesta a la carga
mecanica, los osteocitos disminuyen la expresion de la proteina 1 relacionada

con Dickkopf (DKK1) y la esclerostina, lo que conduce a una mayor
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formacion Gsea a través de la activacion de la sefializacion WNT-p-catenina
en los osteoblastos. Los osteocitos responden a sefiales hormonales y
mecanicas para controlar estrictamente la remodelacion Osea a través de vias
de sefializacion 38,
- Osteocitos:

Estas células comprenden el 90-95% de la totalidad de las células 6seas,
son las células mas abundantes y longevas, con una vida util de hasta 25 afios.
Se encuentran dentro de lagunas rodeadas de matriz 6sea mineralizada, con
una morfologia dendritica. Los osteocitos se derivan de las células madre
mesenquimales a través de la diferenciacion de osteoblastos. Pasan por cuatro
etapas reconocibles: osteoide-osteocitos, preosteocitos, osteocito joven y
osteocito maduro. Durante el desarrollo a partir de osteoblastos, los osteocitos
sufren cambios morfologicos y ultraestructurales notorios, incluida la
reduccion de su tamafio la disminucion de los organulos aumentando la
proporcion nucleo-citoplasma, coincidiendo con una disminucion en la
sintesis y secrecion de proteinas .

Los osteocitos secretan esclerostina (regulador negativo de la masa
0sea) y FGF-23, regulador del metabolismo del fosfato. Ademas, los
osteocitos pueden actuar como células mecanosensoriales, transformando la
tension mecénica en sefalizacion quimica hacia las células efectoras
(osteoblastos y osteoclastos). Por tanto, el osteocito juega un papel importante
en la biologia 6sea, concretamente en el proceso de remodelacion, ya que
regula tanto la actividad de los osteoblastos como de los osteoclastos. La
apoptosis de los osteocitos es una sefal quimiotactica de la reabsorcion 6sea
osteoclastica. Y los osteocitos apoptoticos son engullidos por los osteoclastos

en la reabsorcion 6.
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- Osteoclastos:

Los osteoclastos son células multinucleadas de gran tamafio cuya
funcion principal es la resorcion dsea. Estas células se originan a partir del
linaje hematopoyético y se diferencian en osteoclastos maduros mediante la
interaccién del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) vy el
RANKL. EI M-CSF promueve la proliferacion de precursores de osteoclastos,
mientras que el RANKL promueve la diferenciacion de precursores de
osteoclastos a osteoclastos maduros. Durante la remodelacion oOsea, la
osteoclastogénesis comienza con el reclutamiento de precursores de
osteoclastos por osteocitos que expresan RANKL. La expresion de RANKL y
M-CSF dentro del compartimento de la médula dsea inicia la diferenciacién
de precursores de osteoclastos a osteoclastos, lo que conduce al inicio de la
remodelacion dsea. En condiciones de homeostasis, la relacion entre
formacion ésea y resorcion ésea sigue un programa estrictamente controlado
para garantizar la consistencia de la masa d0sea. Por ejemplo, la liberacion del
factor de crecimiento transformante [ (TGFp) activo y del factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) después de la reabsorcion de la
matriz 6sea desencadena la diferenciacion de osteoblastos para reemplazar la
matriz reabsorbida con nueva matriz 6sea. Un desequilibrio de este control
conduce a la osteoporosis, la enfermedad més comun asociada con la
regulacién positiva de la actividad de los osteoclastos, que ocurre cuando la
resorcion 6sea excede la formacion ésea 2.

- Células madre y osteoprogenitoras:

La diferenciacion de los osteoblastos requiere una multitud de pasos
desde que una célula madre se diferencia hasta convertirse en un osteoblasto
maduro. Se ha demostrado que las células madre mesenguimales (MSC) vy las

células madre esqueléticas (SSC), por separado, dan lugar a osteoblastos; sin
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embargo, la relacién entre estas dos poblaciones de células madre no se ha
determinado con precision. A lo largo de la diferenciacidn de los osteoblastos,
se expresan genes especificos para marcar su maduracion en cada etapa
durante el desarrollo y la reparacién.

Las MSC, descubiertas por primera vez en la médula 0sea, son una
poblacién de células madre multipotentes, no hematopoyéticas. Las MSC
tienen la capacidad de diferenciarse en distintos tipos de células maduras de
tejidos mesenquimales como hueso, cartilago y grasa. A traves de la adicién
de factores exogenos, las MSC tienen la capacidad de ser dirigidas hacia un
destino de diferenciacion celular. Por ejemplo, la adicion de dexametasona,
fosfato de B-glicerol y ascorbato a MSC humanas favorece la diferenciacion
osteogeénica.

Las células forman nddulos con mayor expresion de fosfatasa alcalina.
RUNX2 y OSX son los principales factores de transcripcion cuya activacion
compromete a las células con el linaje osteogénico. La expresion de RUNX2
estd precedida por la regulaciéon positiva de GLUT1, que resulta en una
regulacion de retroalimentacion 2. GLUT1 es un transportador de glucosa, y
su regulacién positiva facilita una mayor captacion de glucosa por las células.

Esta secuencia de eventos indica que la diferenciacion de osteoblastos
requiere una alta demanda de energia, que se satisface con un mayor
transporte y captacion de glucosa a través de la regulacion positiva de GLUT1
63, Se ha demostrado que las MSC mantienen la expresion de genes
caracteristicos del desarrollo embrionario, como los genes Hox. Los genes
Hox codifican factores de transcripcion conservados evolutivamente que

controlan el patron esquelético.
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4. UTILIZACION DE LAS CELULAS MADRE EN
IMPLANTOLOGIA ORAL

Las células madre pueden jugar un papel importante en los procesos
bioldgicos de oseointegracion y regeneracion dsea relacionados con el
tratamiento con implantes dentales 4. Las células madre mesenquimales de
médula 6sea de rata (BMSC) cultivadas en laminas de matriz extracelular
(ECM) regulan positivamente los niveles de expresion de los genes
relacionados con la osteogénesis como la fosfatasa alcalina (ALP), la proteina
morfogenética 6sea 2 (BMP2) y el factor de transcripcion relacionado con runt
2 (Runx2). In vivo, estas células demostraron una formacién superior de hueso
nuevo. Este estudio demuestra que las ldaminas de ECM derivadas de BMSC
promueven la osteointegracion in vitro e in vivo .

Un estudio con células madre mesenquimales humanas (hMSC) obtuvo
resultados muy concluyentes. La topografia de la superficie del implante
influye en la morfologia, migracion y diferenciacion de las celulas madre. La
incorporacion de una rugosidad macro, micro y nanomeétrica jerarquica en el
titanio produce una morfologia estrellada tipica de los osteoblastos/osteocitos
maduros, una migracion rapida y aleatoria y una diferenciacion osteogénica
mejorada en las células madre mesenquimales sembradas. La literatura sugiere
que la cobertura rapida de una superficie por parte de las células madre junto
con la estimulacion de la diferenciacion désea minimiza la posibilidad de
formacion de biopeliculas al tiempo que aumenta la tasa de integracion del
dispositivo con el tejido 6seo circundante 7.

Las células madre mesenquimales humanas derivadas de los dientes (d-
hMSC) se han utilizado en distintas superficies tratadas de titanio
(mecanizados, tratados con chorro de arena y grabados con acido (SLA) con'y

sin medio de induccién osteogénica) para evaluar su comportamiento y su
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papel en la osteogenesis local. Las d-hMSC mejoran la formacién de hueso
nuevo alrededor de un implante con el aumento reforzado del potencial
osteogénico de las superficies tratadas con SLA ©6,

Las células humanas mesenquimales (MSC) se han utilizado para
estudiar los posibles efectos beneficiosos del tratamiento de las superficies
SLA de titanio con manganeso (Mn). La superficie tratada exhibiéo una
funcién de MSC relacionada con la osteogénesis mejorada; mejoré los eventos
celulares tempranos, incluida la propagacién y la formacién de adhesion focal,
y promovio la diferenciacion completa de las MSC humanas en osteoblastos
maduros en la superficie del implante SLA 7.

En otro estudio, las células mesenquimales de pulpa dental (DPSC) se
cultivaron sobre superficies de titanio sometidas a diferentes tratamientos de
posproduccion para eliminar particulas de polvo adheridas a la superficie (con
acidos organicos o pulido electroquimico). Las superficies eran
biocompatibles y adecuadas para procesos de adhesion y proliferacion celular.
Existian diferencias entre las distintas superficies con respecto al compromiso
osteogénico de este tipo de células madre. Ademas, las proteinas implicadas
en la adhesion y supervivencia celular, asi como las citoquinas liberadas, se
modulan de forma diferencial entre las diferentes superficies, lo que confirma
la influencia dinamica del disefio interno y de los tratamientos de
postproduccion en la respuesta e interaccion de las células DPSC hacia las

superficies de titanio °7.

5. LAS CELULAS MADRE AMNIOTICAS EPITELIALES Y
MESENQUIMALES
La membrana amnidtica humana estd compuesta por una capa de

celulas epiteliales, de donde derivan las células madre amnioéticas epiteliales
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(hAESCs) y una capa estromal, de donde derivan las células mesenquimales
(hAMSCs). Estas células madre amnioticas tienen caracteristicas de
pluripotencialidad y su alta plasticidad les permite derivar en cualquier tejido

originario de las 3 capas embrionarias: endodermo, mesodermo y ectodermo.

- Ventajas frente a otras células madre:

Sus caracteristicas les confieren grandes ventajas sobre otras células
madre, como capacidad de renovacion, potencial de multidiferenciacion,
ausencia de tumorigenicidad, baja o nula inmunogenicidad, ausencia de
preocupaciones éticas o legales y potentes efectos paracrinos, especialmente
efectos inmunomoduladores. Todo esto las convierte en una fuente
prometedora de células madre para la terapia celular en diversas enfermedades
68.

La placenta estda compuesta por la membrana amnidtica, la placa
corionica, la decidua basal, las vellosidades corionicas, los cotiledones/espacio
interuilloso y los tabiques placentarios (Figura 6). Entre estos componentes
placentarios, la membrana amnidtica sirve como materia prima adecuada en
terapia celular debido a su alto contenido de células. Las hAMSC derivadas
del epiblasto y las hAESC derivadas del hipoblasto son dos tipos primarios de
células madre en la membrana amniotica que son responsables de la
produccion de la matriz extracelular (ECM), diferentes citoquinas y factores
de crecimiento. Las hAESC provienen de la capa mas interna del amnios que
entra en contacto directo con el liquido amniotico y el feto, mientras que las

hAMSC se encuentran dispersas en la membrana .
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Figura 6
Obtencion de células humanas derivadas del amnios (hADSC).
Se destaca la pluripotencialidad de estas células, que se pueden
diferenciar en tejidos de las 3 capas embrionarias.
(Riedel et al %)

En comparacién con las celulas madre de otras fuentes, las células
humanas derivadas del amnios (hRADSC) tienen las siguientes ventajas:
1. Son faciles de obtener, fuente abundante y sin disputas éticas y morales:
como lo que queda después del nacimiento fetal, la membrana amniotica se
puede utilizar para la separacion de las hAAMSC vy las hAESC, sin que exista
perjuicio para los donantes
2. Sin tumorigenicidad: Numerosos estudios han mostrado que las hADSC
no proliferan ni crecen en agar blando in vitro, no forman colonias ni se
forman teratomas después de implantar ratones NOD-SCID in vivo .
3. Baja inmunogenicidad y alta histocompatibilidad: las hADSC se
consideran  células inmunologicamente  privilegiadas y  mostraron
caracteristicas notables de baja inmunogenicidad. Las hADSC poseen una baja
expresion del antigeno principal de histocompatibilidad clase | (HLA-ABC) y
B2 microglobulina, ninguna expresion del antigeno principal de

histocompatibilidad clase I (HLA-DR) y no expresan moléculas
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coestimuladoras como CD80, CD86 y CD40 ™. Ademas, el trasplante de estas
células no produce rechazo inmunoldgico, ni produce reacciones alérgicas,

toxicidad o formacién de tumores 2.

- Expresion de marcadores de superficie para su aislamiento:

Tanto las hAMSC como las hAESC expresan marcadores clasicos de células
madre mesenquimales (MSC), como CD90, CD44, CD73 y CD105, y carecen
de marcadores de superficie celular como CD45, CD34, CD45, HLA-CR,
CD80, CDS86.

- Elevada pluripotencialidad:

Las hADSC tienen el potencial de diferenciarse en las tres capas
germinales cuando se exponen a factores de crecimiento o productos quimicos
exogenos. Tanto las hAMSC como las hAESC expresan los marcadores de
superficie tipicos de las células madre embrionarias, como SSEA-3, SSEA-4,
SOX-2, TRA1-60 y TRA1-81 y especialmente, Oct-4 y Nanog, teniendo gran
potencial de uso en medicina regenerativa. Hasta ahora, los estudios han
demostrado que las hADSC pueden diferenciarse en multitud de linajes

celulares, incluido el 6seo 3.

- Efectos inmunomoduladores e inmunosupresores:
Los factores solubles derivados de hAMSC, incluidos TGF-B, HGF,

PGE2 e IDO y los contactos célula-célula inhiben la proliferacion y producen

la inmunosupresion de las células mononucleadas (PBMCs) "4, Ademas, las
hADSC también tienen efectos inmunomoduladores e inmunosupresores sobre
los procesos inflamatorios, entre ellos la reduccion de las actividades de las
células inflamatorias y la inhibicion de la migracion y el reclutamiento de

células inmunitarias a los sitios de lesion 6. Las hADSC también exhibieron
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propiedades angiogénicas, citoprotectoras, anticicatrices y antibacterianas. Por
lo tanto, es razonable creer que las hADSC pueden ser una fuente celular

potencial para la terapia celular de enfermedades.

- Utilidad: terapia celular en enfermedades:

Las caracteristicas inmunosupresoras e inmunoestimulantes tienen un
papel clave en el tratamiento de varias enfermedades. Las hADSC secretan
una variedad de factores de crecimiento, incluidas citocinas
angiomoduladoras, péptidos antibacterianos y agentes antiinflamatorios, que
presentan propiedades angiogenicas, citoprotectoras, inmunosupresoras,
antiinflamatorias, anticicatrizantes y antibacterianas 2.

Las citoquinas y los exosomas derivados de las hADSC tienen un
potencial importante para la reparacion de diversas enfermedades
(ginecologicas, nerviosas, pulmonares, hepéticas, cancerosas, dermatoldgicas,
Oseas, cardiovasculares, inflamatorias, renales, diabetes, enfermedades
autoinmunitarias...), evitando las deficiencias del trasplante de células madre,
como el rechazo inmunolégico 2. Las hADSC tienen una fuerte capacidad
para transdiferenciarse en distintos linajes celulares, lo que sugiere que en el
futuro, la induccion de la diferenciacion de las hADSC hacia un fenotipo 6seo
in vitro antes del trasplante serda un método eficaz para el tratamiento de
enfermedades dentales.

Varios estudios han demostrado que las hAMSC mejoran la
diferenciacion osteogénica de las células madre adiposas humanas (AdSC), las
celulas madre mesenquimales de la médula 6sea (BMSC) y promueven la
formacion de tubos de las células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC). Cuando las hAMSC se co-cultivan con BMSC, la actividad ALP

de las BMSC y la expresion de marcadores osteogénicos, incluyendo OCN y
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Runx2, se regularon positivamente. Por el contrario, en el co-cultivo, las
hAMSC revierten la inhibicion de la diferenciacion osteogénica inducida por

estrés oxidativo causada por peréxido de hidrégeno -8,
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Figura 7
Células madre amnidticas. En la imagen se puede observar la capa de la
placenta de donde son extraidas, sus principales marcadores de superficie, las
principales citoquinas que liberan y sus principales caracteristicas.
(Liu et al. )

Basandose en estos estudios in vitro, en un estudio se aplicaron hAMSC
a modelos animales de defectos 6seos. Este grupo de trabajo inyectd6 hAMSC
intraperitonealmente en ratones que padecian osteogénesis imperfecta (Ol).
Los ratones trasplantados eran capaces de mejorar la calidad estructural dsea,
la mineralizacién y la densidad 6sea, regularon positivamente los genes
relacionados con la osteogénesis y negativamente los asociados con la

inflamacion, TGF-B y la diferenciacion osteoclastica ™.
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Se ha demostrado que las hAMSC aceleran la formacién de hueso
nuevo no solo en defectos 0seos, sino promoviendo una rapida
osteointegracion de implantes dentales &. Aunque las células madre humanas
amnidticas tienen una capacidad osteoblastica ligeramente inferior que otras
células madre (hBMSC y hAFMSC), su mayor capacidad proliferativa y su
menor rechazo inmunologico, las hace iddneas para su uso en aplicaciones de

regeneracion 6sea 8,

- Regeneracion 0sea:

La cicatrizacion de fracturas es un proceso regenerativo complejo y bien
orquestado que esta coordinado por una variedad de tipos de células, incluidas
células inflamatorias, células endoteliales vasculares, células madre
mesenquimales (MSC) y fibroblastos. En las diversas etapas del proceso de
curacion 6sea, la inflamacion y la angiogénesis preceden a la osteogénesis, 1o
que indica que controlar la inflamacién y promover la angiogeénesis en una
etapa temprana podria acelerar la formacion Osea posterior y, en ultima

instancia, la remodelacion 6sea 82.

- Neoformacion 6sea en implantes dentales:

Después de la disolucion de la fase mineral, el osteoclasto (Oc) libera
catepsina (Cp), metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9) y fosfatasa acida
resistente al tartrato (TRAP) que degradan la matriz organica. EphrinB2
(Eph2) presente en la membrana de los osteoclastos se une a EphrinB4 (Eph4)
en la membrana de osteoblastos (Ob), promoviendo la diferenciacion de
osteoclastos. La senalizacion inversa, EphrinB4/EphrinB2, inhibe la
osteoclastogénesis. Sema4D producido por los osteoclastos inhibe a los

osteoblastos, mientras que Sema3A secretado por los osteoblastos inhibe a los
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osteoclastos. Los osteoblastos (Ob) también producen receptor activador del
factor nuclear KB (RANKL) y osteoprotegerina (OPG), que aumentan y
disminuyen la osteoclastogénesis, respectivamente. Los osteoblastos (Ob)
secretan proteinas colagenas (Coll) y no colagenas como osteocalcina (OCN),
osteopontina (OSP), osteonectina (OSN), sialoproteina o6sea (BSP), vy
proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) &,

Los osteocitos (Ot) se encuentran dentro de lagunas rodeadas de matriz
6sea mineralizada (B). Sus prolongaciones citoplasmaticas cruzan los
canaliculos para conectarse con otras prolongaciones de osteocitos vecinos
mediante uniones gap, compuestas principalmente por Conexina 43 (Cx3), asi
como con prolongaciones citoplasmaticas de osteoblastos (Ob) y células de
revestimiento 6seo (BLC) en la superficie 6sea. RANKL secretado por los
osteocitos estimula la osteoclastogénesis, mientras que la prostaglandina E2
(PGE2), el 6xido nitrico (NO) y el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF) estimulan la actividad de los osteoblastos. Por el contrario, los
osteocitos producen OPG que inhibe la osteoclastogénesis; ademas, los
osteocitos producen esclerostina e inhibidor de la via de senalizacion WNT de
Dickkopf (DKK-1) que disminuyen la actividad de los osteoblastos &2

Con las proteinas de la matriz del trauma o6seo, los factores de
crecimiento que se almacenan en la matriz 6sea se vuelven solubles y los
vasos sanguineos lesionados activan la proliferacién del fibrinégeno para crear
una primera matriz extracelular en el defecto &,

En la superficie del implante interactdan proteinas plasméaticas como la
albumina, las globulinas o la fibrina, este proceso de absorcion de proteinas es
muy efectivo, aumentando su concentracion en la superficie en comparacion
con el medio acuoso circundante. Al ser la Albdmina la proteina con mas alta

concentracion en la sangre es la primera que se une a la superficie y seran
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reemplazadas lentamente por proteinas con una menor concentracion, pero
con una mayor afinidad por la superficie, como son la vitronectina o la
fibronectina 84.

Las plaquetas liberan factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-b), factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF).

La angiogénesis es el requisito previo para la osteogénesis. El hueso
nuevo se forma solo en estrecha conexion con los vasos sanguineos. Primero
se desarrolla el vaso sanguineo y luego sigue el hueso, este proceso recibe el
nombre de osteogénesis angiogenética ®. La célula osteoprogenitora se
adhiere a la superficie de un implante a través de integrinas. Las integrinas se
unen a las proteinas de la matriz extracelular, como la fibronectina. Un
osteoblasto no se adhiere directamente al metal, sino a la capa de proteinas en
la parte superior del implante. La propia célula precursora del hueso produce
fibronectina celular insoluble necesaria para la union celular al titanio.
Después de esta firme union a la superficie, la célula osteoprogenitora se
denomina osteoblasto que comienza a expresar osteocalcina, fosfatasa alcalina
y colageno tipo | 84,

A la semana de la insercion del implante, comienza la formacion de
hueso nuevo y los contactos 6seos primarios se complementan con contactos
0seos secundarios recién formados. Histolégicamente, el hueso que se forma
después de una lesion se caracteriza porque sus fibras de colageno no son
paralelas, estas fibras estan orientadas al azar. Este hueso crece a lo largo de la
superficie 6sea existente y a lo largo de la superficie del implante dental hacia
las ranuras de las roscas °.

La formacion de hueso nuevo comienza con la secrecion de una matriz

de colageno por parte de los osteoblastos. La formacion de hueso dentro del
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proceso alveolar es un proceso de osificacion intramembranosa, comenzando
por la secrecion de colageno tipo 111 %8,

En la fase de remodelacién del tejido 6seo son los osteoclastos los que
eliminan el tejido 06seo entretejido y lo reemplazan por hueso lamelar,
formandose en el interior de las fibras de colageno placas cristalinas de
hidroxiapatita orientadas. Su nanoestructura proporciona las propiedades
mecanicas y biologicas Unicas del hueso, lo suficientemente rigido que lo hace
resistente a fuerzas de presion y traccion manteniendo su elasticidad 84,

El osteoclasto es la célula clave de la fase de remodelacion. Estas
células aparecen en la herida al cabo de unos dias. Comienzan a crear espacio
para la formacion de hueso nuevo y eliminan los contactos primarios entre el
hueso y el implante. Al cabo del tiempo, la mayor parte del hueso entretejido y
el hueso viejo de los contactos dseos primarios son reemplazados por hueso
recién formado y orientado a la carga *°.

El origen de los osteoclastos son los monocitos transportados por la
sangre. Se adhieren a las paredes de los vasos sanguineos mediante la
interaccion CXCR-4, y SDF-1 que se unen a la superficie de las células
endoteliales. La formacion de osteoclastos requiere la presencia del ligando
RANK y M-CSF. Estas proteinas unidas a la membrana son producidas por
osteoblastos vecinos, 1o que requiere un contacto directo entre estas células y

los precursores de osteoclastos °°.

6. SUPERFICIE DEL IMPLANTE

La superficie de un implante estd en contacto directo con el tejido
6seo. Por lo tanto, las propiedades de la superficie son un factor determinante
principal para el posterior comportamiento complejo de las células en la

interfaz hueso-implante in vivo, asi como para la respuesta celular in vitro.
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Diferentes parametros, por ejemplo, la topografia de la superficie, la quimica,
la carga y las condiciones de cultivo (in vitro) o el entorno fisiologico (in
vivo), afectan las interacciones discretas entre las células y el biomaterial .

Cuando el implante se expone a los fluidos bioldgicos, se produce la
adsorcion de agua, moléculas de suero, proteinas y células en su superficie.
Después de su adsorcion a la superficie, las proteinas se adaptan a una
conformacién especifica, que depende de las propiedades de la superficie
(quimica y carga). La union inicial de la céelula con el material esta
determinada por la composicion, la densidad y la conformacion de las
proteinas adsorbidas. Posteriormente, las células cercanas a la superficie
comienzan la deteccion filopodial a través de las sus integrinas. Las integrinas
son receptores de la superficie celular de glicoproteinas que interactian con
las proteinas adhesivas de la matriz extracelular, se agrupan en los
denominados puntos de adhesion focal y, por lo tanto, participan en la
adhesion celular a los biomateriales 8.

A partir de estos puntos de adhesion focales, las fuerzas se transmiten
a través de la membrana celular y se produce la reorganizacion del
citoesqueleto celular. Las interacciones entre las integrinas y las proteinas de
la matriz extracelular se producen a través del reconocimiento de dominios de
secuencia de aminoécidos (p. ej., RGD (Arg Gly Asp)) que se encuentran en la
fibronectina, osteoprotegerina y sialoproteina 6sea, 0 GFOGER (glicina-
fenilalanina-hidroxiprolina-glicina-glutamato-arginina) para el colageno tipo |
86.

El impacto de las caracteristicas de la superficie en la morfologia y
diferenciacion celular esta mediado por las integrinas. La sefializacion de las
integrinas interfiere con las rutas de sefalizacion de los factores de

crecimiento, guiando el patron de comportamiento de las MSC vy las células
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6seas. Los estudios han demostrado que la sobreexpresion de las integrinas A1
y B3 en las células formadoras de hueso induce posteriormente una
diferenciacion favorable de los osteoblastos tanto en las superficies de los
implantes de titanio micro y nanoestructurados. La vinculina, la talina y la
RhoA son proteinas citoesqueléticas que actan como reguladores esenciales
de la adhesion celular y vinculan las integrinas al citoesqueleto de actina. Por
lo tanto, el modo de expresion de estas proteinas de adhesién citoesquelética
regula la sefalizacion intracelular mediada por integrinas y también
contribuye a las vias de sefalizacion relacionadas con la osteogénesis

posteriores de las células madre mesenquimales (MSC) &,

7. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, MICROESTRUCTURALES Y
MECANICAS DEL TITANIO.

El material de referencia utilizado en implantes dentales intradseos es
el titanio o sus aleaciones, debido a su Optima resistencia, su excelente
durabilidad, su biocompatibilidad y sus propiedades antibacterianas 3. El
titanio es el noveno metal mas abundante y fue descubierto por William
Gregory en 1791. En su forma pura se presenta como un metal plateado con
caracteristicas fisico-quimicas Unicas, como baja densidad (4506 g/cm ®) y alta
resistencia (590 MPa) ®. Los estudios con este metal se desarrollan para los
temas mas diversos, como aplicaciones en deportes, pigmentos, joyeria,
equipos marinos, industria aeroespacial y médica . En cuanto a la industria
dental, se sabe que el titanio y sus aleaciones no son toxicos e incluso son mas
biocompatibles que el cromo-cobalto y el acero inoxidable. Ademaés, son

compatibles con la tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética
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(RM). Estos biomateriales de titanio son la base para la fabricacion de protesis
e implantes dentales 8,

La superficie del titanio puede reaccionar rapidamente con el oxigeno
cuando se expone a liquidos bioldgicos (p. ej. Saliva y sangre) formando una
capa de pasivacion de oxido sobre la superficie del metal que proporciona una
gran resistencia a la corrosion en su superficie. Esta caracteristica de
resistencia a la corrosion facilita la biocompatibilidad al mantener la
integridad mecanica del material y la salud del tejido éseo circundante .

Sin embargo, las propiedades electro-fisicoquimicas del dioxido de
titanio son sustancialmente diferentes en comparacion con los tejidos duros
dentales mineralizados, creando un microambiente distinto que afecta la
adherencia de los primeros colonizadores orales (como Estreptococos y
Actinomyces) y puede alterar las interacciones entre especies asociadas con la
salud periimplantaria. Para superar estos obstaculos, se ha aplicado una
diversidad de modificaciones fisicas, quimicas y biologicas a la superficie de
los implantes de titanio para mejorar su rendimiento biolégico y los resultados
de la osteointegracion °L.

El titanio es un material bioinerte, que induce poco o ningun efecto
deletéreo sobre el tejido circundante. Sin embargo, a pesar de sus inherentes
ventajas, sin un tratamiento superficial adecuado, termina teniendo una baja
integracion con el hueso y el tejido gingival, lo que puede conducir a pérdidas
de los implantes dentales. Estos fallos en la implantacion ocurren debido a una
mala osteointegracion, afectando la estabilidad del implante en el hueso, lo
que puede llevar al establecimiento de infecciones y procesos inflamatorios en
el espacio periimplantario. Para reducir tales problemas, se investigan

diferentes  tratamientos superficiales para promover una  mejor

44



INTRODUCCION

osteointegracion y prevenir la formacion de biopeliculas bacterianas dafiinas
92.

Durante las Ultimas décadas se ha producido un importante avance en
el disefio y fabricacion de superficies de implantes de titanio con el objetivo
de mejorar su osteointegracion. La topografia y la rugosidad de la superficie
del implante de titanio son esenciales para una adecuada adhesion,
proliferacion y diferenciacion osteobléstica °.

Se ha demostrado que las superficies rugosas de titanio, que
maximizan el contacto con el hueso alveolar circundante, presentan una mejor
integracion que las lisas. Este beneficio puede atribuirse sustancialmente al
hecho de que la microporosidad de la superficie mejora la diferenciacion
osteobléastica de las células madre mesenquimales circundantes, que son en
ultima instancia responsables de la curacion y consolidacidn Gsea después de
la colocacion del implante 2. Ademas, las células 6seas humanas tienen una
capacidad de adhesion muy baja a las superficies metalicas lisas, y el uso de
estos materiales sin modificar podria provocar infecciones, inflamacion y una
baja viabilidad celular. Por esta razon, se han propuesto modificaciones que
afectan la rugosidad, la topografia y la quimica de la superficie del implante
para aumentar la viabilidad celular y su diferenciacion .

En general, las células Oseas y estromales humanas tienen una
capacidad de adhesion muy baja a superficies metalicas lisas, y el uso de estos
materiales podria provocar infecciones, inflamacion y baja viabilidad celular.
Por este motivo, se han propuesto modificaciones que afectan la rugosidad, la
topografia y la quimica de la superficie del implante para aumentar la
viabilidad celular y la biocompatibilidad. Las modificaciones de superficie
méas comunes utilizadas en odontologia se basan en la abrasion mecanica, el

chorro de arena y el grabado acido '°. Las diferentes superficies obtenidas

45


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/stromal-cell

INTRODUCCION

mediante mecanizado, arenado, grabado acido y las tratadas mediante arenado
y posterior grabado acido han sido profundamente estudiadas en los aspectos

de las propiedades fisicoquimicas de la superficie %.

7.1. TOPOGRAFIA DE LA SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTALES

En el contexto de los biomateriales para la regeneracion oésea, la
rugosidad de la superficie se define comunmente como una coleccion de
patrones de altura distribuidos aleatoriamente con dimensiones a micro o
nanoescala. La importancia de la rugosidad del material en la reparacion y
regeneracion 0sea ha sido ampliamente ilustrada en superficies metalicas (por
ejemplo, aleaciones de titanio), cuya rugosidad se puede modificar facilmente
por medios mecanicos, como tratamiento con chorro de arena, o tratamientos
quimicos, como grabado &cido . Se ha demostrado que los dispositivos
médicos con un cierto grado de rugosidad superficial poseen capacidades
osteointegrativas superiores en comparacion con los implantes de titanio de
superficie lisa *°.

También se ha demostrado que el aumento de la rugosidad superficial
de las superficies de las placas de cultivo de tejidos influye en el
comportamiento de los osteoblastos promueve la diferenciacion de MSC hacia
el linaje osteogénico #°. Un efecto biomecanico primario de la rugosidad de la
superficie sobre las células son las alteraciones en los cambios de forma
celular y la sefializacion de integrinas que influyen en la diferenciacion
osteogénica *°.

Se ha demostrado que los biomateriales sin rugosidad superficial en el
rango de micro y nanoescala obstaculizan la diferenciacion osteogénica
celular. Las superficies mas rugosas (rugosidad media promedio Ra > 0,5 pm)

se correlacionaron con un mayor contacto entre el hueso y el implante (BIC) y
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son las preferidas por las células 6seas. En las superficies lisas, se adhieren y
proliferan menos células proosteogénicas, sino mas bien fibroticas, lo que
puede dar lugar a la formacion de tejido fibroso y al aflojamiento del implante
in vivo. En general, las células proosteogénicas son mas favorables para
adherirse, proliferar y diferenciarse en superficies rugosas con nanopatrones,
lo que reduce el riesgo de fibrosis indeseable .

La rugosidad del titanio favorece el proceso de diferenciacion
osteoblastica a través de variaciones en la regulacion transcripcional o
expresion génica de factores osteogénicos debido a variaciones morfologicas
de las células causadas por la topografia de la superficie del titanio *°.

Podemos clasificar la topografia de los implantes dentales en macro,
micro y nanoescala. La macrotopografia de un implante esta determinada por
su geometria visible como son las roscas y disefio conico. La escala métrica es
de milimetros a micrometros. Una macrogeometria adecuada combinada con
una preparacion adecuada del lecho implantario es la base fundamental del
éxito clinico de un implante *°.

La microtopografia se corresponde con la microrrugosidad a escala
micrométrica (1-100 um) y es modificada por técnicas de fabricacion como
son el mecanizado, el arenado, el grabado é&cido, la anodizacién y la
utilizacion de diferentes procedimientos de recubrimientos de superficies.
Hoyos, surcos y protuberancias caracterizan la microtopografia y sientan las
bases para las respuestas biologicas en la interfase hueso-implante *°.

La nanotopografia provoca cambios a nivel biologico, fisico y quimico
originando un incremento en la adhesion de las células osteogénicas y
potencialmente promoviendo la osteointegracion. La nanotopografia de los
implantes dentales influye en las interacciones célula-implante, a nivel celular

y de las proteinas. En las etapas iniciales del proceso de cicatrizacion, las
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modificaciones nanomorfoldgicas influyen con frecuencia en la interaccién
quimica de las sustancias y el desarrollo del hueso en el sitio implantado. Las
nanoparticulas también tienen repercusiones directas en la diferenciacion
celular, promoviendo el desarrollo del linaje osteoblastico *. Se ha
evidenciado que los implantes con superficie a nanoescala demuestran una
mayor formacion Osea asociada con niveles més altos de expresion
de Osterix durante el periodo de curacion de 21 dias con evidencia directa de
regulacion genética asociada a la superficie que involucra una via
osteoinductiva mediada a nanoescala que utiliza Osterix para dirigir la
osteoinduccion de células adherentes 7.

La topografia a nanoescala afecta en multiples etapas al fendmeno de
osteointegracion, incluida la inmunomodulacioén inicial, el reclutamiento de
MSC vy la posterior diferenciacion osteoblastica que conduce a la produccién y
mineralizacion de la matriz 6sea. Una topografia a nanoescala modula
favorablemente la polarizacion de los macrofagos adherentes hacia fenotipos
antiinflamatorios y regenerativos y promueve el fenotipo osteoinductivo de las
células madre mesenquimales adherentes %,

Los parametros cientificos comunmente utilizados para describir la
rugosidad de la superficie es el bidimensional (2D Ra - promedio de rugosidad
del perfil) y el tridimensional (3D Sa - promedio de rugosidad del area) 1%,

La primera generacion de implantes dentales de titanio tenia superficies
mecanizadas, casi lisas (0,3-1 um). Los implantes mecanizados necesitaban
una cirugia en dos etapas, pero garantizaban un buen rendimiento clinico. La
mejor integracion Osea de las superficies rugosas de titanio ha promovido el
desarrollo de numerosos tratamientos y modificacion de recubrimientos de
superficies, con el fin de promover una integracion 6sea mas rapida y

fisiolégica de los implantes dentales 02,
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La mayoria de los implantes dentales comerciales tienen un Ra de 1-2
um. Este rango de rugosidad parece ser Optimo para conseguir la
osteointegracion. Los picos, valles, y protrusiones de la microtopografia de la
superficie de los implantes constituyen un evento importante para la
configuracion de la interfase implante-hueso y es esencial para la respuesta
bioldgica 1,

Los principales procesos de modificacion de superficies utilizados
actualmente para la realizacion de implantes dentales son el arenado con
particulas de varios tamafios y materiales (las dimensiones de las particulas
suelen estar comprendidas entre 25 pm y 250 um, normalmente fabricadas por
Al20s3, TiO20 ZrOy) consiguiendo una rugosidad final de 0,5-2,0 um; el
grabado acido, con una rugosidad final de 0,3-1,0 um; superficies arenadas y
grabadas con &cido (SLA), obtenidas mediante diversos grabados con acido
realizados sobre superficies arenadas y que dan como resultado superficies
microtexturizadas, con una rugosidad de 1-2 um; superficies modificadas con
laser para obtener micro y nanoestructuras y finalmente, las superficies
anodizadas, obtenidas por oxidacion electroquimica en diversos electrolitos y
dando lugar a capas porosas de dxido de titanio, enriquecidas con diferentes
iones, como el calcio o el fésforo 02,

Las modificaciones de la microtopografia pueden incrementar el area de
superficie, lo que se traduce en mayores niveles de contacto y uniones hueso-
implante. Estos cambios topograficos alteran el crecimiento, el metabolismo,
la produccion de citoquinas y factores de crecimiento y la migracion de

células osteogénicas 1%,
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La interaccion entre las células y su microambiente es crucial para
mantener el comportamiento normal de las células. La seleccion adecuada
de materiales de andamiaje, tipos de células madre y sustancias bioactivas
son imprescindibles para el éxito de la ingenieria de tejidos, influyendo en
la regeneracion y la reparacion de los tejidos dafiados. La topografia de las
superficies de titanio y sus aleaciones influyen en distintos
comportamientos y procesos celulares como formacion ésea, adsorcion de
proteinas e interaccion de los osteoblastos con el biomaterial. Estos
aspectos juegan un papel fundamental en la generacion de nuevas células

osteoblasticas y en el mecanismo de osteoconduccion ®31°,

Se han estudiado y aplicado diversas técnicas de tratamientos
superficiales para mejorar las propiedades bioldgicas de la superficie, lo
que favorece el mecanismo de osteointegracion. Esta estrategia tiene como
objetivo promover la osteointegracion con una formacion 0sea mas rapida
y fuerte, para conferir una mejor estabilidad durante el proceso de

cicatrizacion, permitiendo asi una carga mas rapida del implante 24,

Algunos de los objetivos para el desarrollo de modificaciones de la
superficie de los implantes son mejorar el rendimiento clinico en zonas con
poca cantidad o calidad de hueso, acelerar la cicatrizacion 0sea y permitir
asi protocolos de carga inmediata 0 temprana y tambien estimular el
crecimiento 0seo para permitir la colocacion de implantes en sitios que

carecen de suficiente reborde alveolar residual 31,

Una superficie modificada microscopicamente, con una rugosidad

superficial puede mejorar el contacto entre el hueso y el implante a través
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de la fijacion mecanica y promover las funciones especificas de las células
6seas, como la adhesion celular y la diferenciacion osteogenica. Una
superficie modificada a nanoescala con una gran area superficial puede
promover la proliferacién celular y la diferenciacion osteogénica. La
topografia rugosa de titanio es mas bioactiva y biomimética que la
topografia de titanio lisa 0 mecanizada, y puede beneficiar las funciones de
las células Oseas. ElI aumento de rugosidad del titanio conduce a un
aumento en el proceso de diferenciacion osteoblastica a través de
variaciones en la regulacion transcripcional o expresion génica de factores
osteogénicos debido a variaciones morfologicas de las células causadas por

la topografia de la superficie del titanio 18223,

En este sentido, se ha demostrado que los implantes con un grado
importante de rugosidad, favorecen el anclaje mecanico y la fijacidn
primaria al hueso, mientras que las topografias a nivel nanomeétrico se
centran en la mejora de la respuesta del huésped mediante la promocion de
la adsorcién de proteinas y la adhesion de células osteoblasticas durante las
primeras etapas de la curacion en la region periimplantaria. Ademas, tras el
contacto de la superficie del implante con los fluidos bioldgicos, se forma
diéxido de titanio que sirve como una capa de pasivacion que determina la

biocompatibilidad del implante.

Sin embargo, las propiedades electroquimicas/fisicoquimicas del
dioxido de titanio son fundamentalmente diferentes en comparacion a los
tejidos duros dentales mineralizados, creando un microambiente distinto
que afecta la adherencia de los primeros colonizadores orales y puede
alterar las interacciones entre especies asociadas con la salud

periimplantaria. Para superar estos obstaculos, se ha aplicado una
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diversidad de modificaciones fisicas, quimicas y biologicas a la superficie
de los implantes de titanio para mejorar su rendimiento biolégico y los

resultados de la osteointegracion 1999100,

Entre las modificaciones fisicas del titanio, las modificaciones a nivel
microscopico parecen lograr la osteointegracion mas intensa, mientras que
las modificaciones a nivel nanométrico disminuyen la adhesion bacteriana
de manera mas efectiva. A nivel quimico, las modificaciones a nivel
nanomeétrico se logran para aumentar la hidrofilidad de la superficie y, por
lo tanto, promover la osteointegracion al tiempo que reducen la adhesion
bacteriana hidréfoba. Ademas, se puede lograr una estimulacion directa de
la osteointegracion y la mitigacion de la formacion de biopeliculas
mediante modificaciones bioldgicas especificas. Por ejemplo, se sabe que
el recubrimiento con factor de crecimiento mejora la osteointegracion,
mientras que el recubrimiento con agente antibacteriano combate

directamente las bacterias y mejora las propiedades del implante %498,

Otro tipo de modificacion biologica es la utilizacion de células madre
sobre la superficie del implante. El papel de los osteoblastos es esencial en
el proceso de osteointegracion. Para lograr una regeneracion exitosa, se
requieren tres procesos esenciales: la presencia de las condiciones
apropiadas para el crecimiento de elementos osteogénicos
(osteoconduccion), la estimulacion de células indiferenciadas para formar
osteoblastos (osteoinduccion) y la presencia de osteoblastos que formaran

hueso nuevo (osteogénesis) 7882,

El hueso autdlogo es el Unico material que tiene propiedades
osteoconductoras, osteoinductivas y osteogenicas, y por lo que es el

estandar de oro en el tratamiento reconstructivo. Los autoinjertos son los
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mas eficaces bioldgica y clinicamente, ya que contienen células 6seas vivas
que garantizan la biocompatibilidad y no activan al sistema inmunoldgico
del receptor. Se necesitan hasta doce meses para obtener un hueso

integrado y vascularizado, para su posterior proceso de modificacion 648,

La recuperacion y preparacion del injerto requiere de una cirugia
adicional, que debilita el hueso del lugar de donde se extrae el material,
ademas de aumentar el riesgo de complicaciones y padecimientos post-
tratamiento. La cantidad de material necesario para el injerto es limitada y
el potencial que pueden presentar los autoinjertos varia dependiendo del
paciente y del lugar del que se ha obtenido el material. Estas desventajas
mencionadas han impulsado la blsqueda de nuevas soluciones en
ingenieria de tejidos, como la utilizacion de células madre que sean capaces
de reconstruir de forma predecible y longitudinal el defecto dseo. Se cree
que las células madre podrian alcanzar todos los criterios modernos para
garantizar el eéxito total del tratamiento implantologico (completa
integracion del material implantado y el hueso, pérdida 6sea marginal por

debajo de 0,2 mm y funcionamiento de la restauracion protésica) "°-"4,

Se ha observado que las células madre trasplantadas participan en el
reclutamiento de células madre enddgenas de la médula dsea, creando
centros de osificacion mediante la formacién de callos dseos. La formacion
del callo conduce a la formacion de hueso esponjoso joven que
posteriormente se convierte en hueso maduro. En este proceso participan
distintas citoquinas producidas por las células madre, donde la via MCP-
1/CCR2 juega un papel crucial en este fendmeno. MCP-1 es una citocina
proinflamatoria cuya funcion es atraer a monocitos y basofilos,

participando en la quimiotaxis de leucocitos. CCR2 es un receptor que se
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une a proteinas G que es capaz de unirse a distintos quimioatrayentes,

como MCP-1 68-69.72

Las células madre parecen tener implicaciones terapéuticas
prometedoras en la regeneracion 6sea. Sin embargo, la regeneracion 6sea
es un area de especializacion relativamente nueva en la ingenieria de
tejidos y aun no se conocen completamente los mecanismos presentes en el
cuerpo durante el trasplante. En cuanto a la evaluacion clinica de las células
trasplantadas, aun no se ha aclarado si el hueso nuevo se forma a partir de
las propias células madre trasplantadas (funcion osteogénica de las células
madre) o a través de células formadoras de hueso del reservorio tisular,
estimuladas por las células madre trasplantadas (funcion osteoinductora de

las células madre)”"",

Teniendo en cuenta la evidencia experimental sobre la influencia de la
topografia de la superficie de los implantes y la mejora en el proceso de
osteointegracion con la utilizacion de diversos tipos de células madre, el
objetivo general del presente estudio de investigacion doctoral es evaluar la
respuesta de los tipos de células madre amnioticas humanas (hAECs y
hAMSCs) en las diferentes superficies de titanio utilizadas actualmente en

el ambito de la implantologia oral.
Los objetivos especificos son:

1. Determinar la topografia y la rugosidad de las superficies de los
implantes dentales analizados.
2. Conseguir el aislamiento y cultivo de células madre amnidticas

humanas, epiteliales y mesenquimales (hAECs y hAMSCs)
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3. Evaluar la viabilidad celular de las células madre amnidticas
humanas (hAECs y hAMSCs) en las diversas superficies de
Implantes dentales analizadas.

4. Evaluar la respuesta osteoblastica y su expresion génica
(actividad de la ALP, deposicion de calcio y expresion de
marcadores osteogénicos) en las diferentes superficies de

implantes de titanio utilizadas.
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El presente estudio doctoral ha sido realizado en la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Sevilla en el Master de Implantologia
Oral. La fase experimental del presente estudio ha sido realizada en el
Departamento de Bioquimica del Hospital Universitario Virgen Macarena
y en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Sevilla.

’ Titanium grade 3 discs (n=200) ‘

Grit Blasting +Acid |

|Acidetching(n=50) | [GritBlasting(n=50) | | TeSnE

! ! ! !

Roughness, Microhardness, Wettability and Surface energy (n=10 x 4 treatments = 40 samples)

!

(HAECs and hAMSCs) (n=40 x 4 treatments = 160 samples)

MTT Viability Assay

Quantification of Alkaline phosphatase activity
Calcium Intake

Quantitative real-time PCR assay (qQRT-PCR)

Figura 1.
Diagrama de flujo con el nUmero de muestras de cada tipo y las
distintas técnicas analizadas.

1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE TITANIO

Galimplant® (Sarria, Lugo, Espafia) proporciond doscientos discos de
titanio (5 mm de didmetro y 2 mm de ancho) con diferentes tratamientos
superficiales. El titanio comercialmente puro era de grado 3 (Ti: 99,5 %, O:
0,3%, Fe: 0,1%, C: 0,05%, N: 0,05%). Las superficies se trataron de la

siguiente manera:
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Mecanizado (MACH): Los discos presentan la abrasion mecanica
propia del mecanizado de implantes dentales sin tratamiento

superficial posterior (n =50).

Arenado (GBLAST): La rugosidad se obtuvo pulverizando particulas
abrasivas de 6xido de aluminio (Al,Os3) sobre la superficie de titanio
a una presion de 2,5 bares y una separacion pistola-muestra de 100
mm (n = 50).

Grabado acido (AE): El grabado acido se realizd con una mezcla de

acidos HCl y HNOj3; concentrados 1:1 durante 45 segundos (n = 50).

Arenado y grabado acido (GBLAST + AE): Los discos fueron
arenados con particulas de alumina de 250 a 450 um a una presion de
2,5 bares y a una distancia de la superficie de la pistola de 200 mm.
Posteriormente, se lavaron con agua destilada y se trataron por
inmersion en una mezcla acida 1:1 de acido clorhidrico concentrado

y acido nitrico durante 45 segundos (n = 50).

Se desarrollaron este tipo de tratamientos de superficies o topografias

porque son las mas utilizadas en implantes de titanio como sustitutos de las

raices dentales. El titanio mecanizado fué utilizado como control.

Para los estudios de caracterizacion superficial (topografia y rugosidad),

las muestras fueron limpiadas incubandose en alcohol metilico durante 15

minutos en ultrasonidos y posteriormente en acetona durante 5 minutos.

Los materiales fueron secados con corriente de aire caliente.
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Los ensayos de microdureza se realizaron mediante el método de dureza
Vickers con un microdurémetro Matzsuzawa de alta precision ® (Tokio,
Japon), aplicando una carga de 1 kilogramo durante 15 segundos. El

indentador era una pirdmide de diamante.

2. CARACTERIZACION DE SUPERFICIES DE DISCOS DE
TITANIO

Para observar la topografia de la superficie se utilizo el microsocpio
electrénico de barrido Jeol 6400 ® (Jeol, Tokio, Japdn), y la evaluacion de
la rugosidad superficial se realiz6 mediante microscopia electrénica de
barrido laser confocal, CLSM; OLS (Olympus Lext 3000, Shinjuku, Japon)
obteniéndose los diferentes perfiles de las diferentes superficies. En primer
lugar, se verifico el equipo con la utilizacion de una muestra de referencia
(Mitutoyo SR 15, Elgoibar, Espafia “Precision Reference Specimen™: Sa =
0,10 um). Se calcularon un total de 3 mediciones en 3 muestras de cada

superficie 19,

El analisis del angulo de contacto se realizd con agua destilada
ultrapura Millipore Milli-Q ® (Merck Millipore Corporation, Darmstadt,
Alemania) y formamida Contact Angle System OCA15 plus ®
(Dataphysics, Filderstadt, Alemania), y los datos correspondientes se
analizaron con SCA20 ® (Dataphysics, Filderstadt, Alemania). Las
mediciones del &ngulo de contacto se realizaron con el método de la gota
sésil. Las gotas se generaron con una jeringa micrométrica y se depositaron
sobre discos. Se depositd un total de 3 uL. de agua destilada y 1 uL de

formamida en cada muestra a 200 pL/min. La humectabilidad se estudia
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midiendo el angulo de contacto siguiendo la ecuacion de Young y describe

el equilibrio en la linea trifasica entre solido (s), liquido (1) y vapor (v):

ysv = ysl + ylvcos®y

Las tensiones interfaciales, ysv, ysl y ylv, forman el angulo de
contacto de equilibrio de humectacion, denominado angulo de contacto de
Young @y. La ecuacion de Young supone que la superficie es
quimicamente homogénea y topograficamente lisa. La relacion entre la
rugosidad y la humectabilidad fué corregida por Wenzel, quien afirmo que
agregar rugosidad a la superficie mejorara la humectabilidad causada por la
quimica de la superficie. La afirmacidn de Wenzel se puede describir de la

siguiente manera:

cos®m = rcos®y

®m es el angulo de contacto medido, ®y es el angulo de contacto de
Young y r es la relaciéon de rugosidad. La relacion de rugosidad (r) se
define como la relacion entre el area de superficie solida real y
geométrica/nominal (r>1 para una superficie rugosa). La ecuacion de
Wenzel es una aproximacion que se vuelve mas precisa a medida que la
gota se hace méas grande en comparacion con la escala de la rugosidad.
Nuestros valores experimentales se modificaron utilizando la ecuacion de

Wenzel 1%,

Finalmente, la energia superficial se determino aplicando la ecuacion
de Owens, Wendt, Rabel y Kaelble (OWRK) a los valores de mojabilidad

obtenidos con el agua destilada y la formamida °1%° Esta energia se
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calcula en base a las dos tensiones superficiales: un componente disperso y

un componente polar de la energia libre superficial.

3. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS MADRE
AMNIOTICAS EPITELIALES Y MESENQUIMALES HUMANAS

Las placentas humanas a término se obtuvieron con el
consentimiento informado por escrito de madres sanas tras partos normales
por cesarea. Todos los procedimientos utilizados en este estudio fueron
examinados por el Comité de Etica del Hospital Virgen Macarena de
Sevilla (Documento 1). Todos los métodos probados se llevaron a cabo de

acuerdo con las directrices y regulaciones pertinentes.

El amnios se separ6 mecanicamente del corién y se lavd con
solucién salina fisiologica estéril para eliminar la sangre y el tejido
conectivo residual. El tejido se corto en aproximadamente 6 fragmentos de
8 cm x 8 cm y se esterilizo en flujo laminar mediante lavados sucesivos en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) estéril que contenia
penicilina/estreptomicina 50 U/mL, anfotericina 50 U/mL y cefalexina 50
U/mL. Posteriormente, el amnios se digirié con tripsina-EDTA al 0,25% a
37°C durante 20 minutos. Las celulas epiteliales amnioticas (hAECSs) se
liberaron especificamente mediante esta digestion. Las células restantes se
centrifugaron durante 10 minutos a 1300 rpm. El pellet celular se
resuspendio y se filtro a través de un filtro estéril de 100 um (BD Falcon)
para eliminar los agregados de tejido. Luego, la solucion celular se

centrifugé durante 10 minutos a 1300 rpm 54,
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Para aislar las células estromales mesenquimales amnioticas
humanas (hAMSCs), tras la separacion de las hAECs, los fragmentos de
membrana se digirieron con 0,75 mg/mL de colagenasa Il durante 90
minutos a 37°C con agitacion vigorosa. La suspension celular se centrifugo
durante 10 minutos a 1500 rpm y luego se filtr6. Finalmente, las hAECs y
las hAMSCs se cultivaron por separado durante 24 horas en IMDM fresco
que contenia 10% FBS. Al final de cada procedimiento, se determiné el

numero total de células aisladas .

Las células aisladas se cultivaron en medio IMDM Invitrogen ®,
(Waltham, MA, EE. UU.) que contenia 10% FBS, 4 mM L-glutamina, 1
mM piruvato de sodio, 50 U/mL penicilina, 50 pg/mL estreptomicina y 1
mM amino&cidos no esenciales a 37°C en una atmosfera de 5% CO, . El

medio se cambid dos veces por semana .

4. ENSAYO DE VIABILIDAD DE MTT

Las hAECs y las hAMSC se sembraron en placas de 24 pocillos con
diferentes discos de titanio (2x10° células por pocillo). Después de los
diferentes tiempos de incubacion, las células se lavaron con PBS y se
afiadieron 80uL de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (concentraciéon final 1 mg/mL) en 400 pL de medio
DMEM-F12 que contenia 10% de FBS. Las células se incubaron durante
30 minutos a 37 °C. En las células metabdlicamente activas, la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa convierte el MTT en formazan, un
compuesto azul. Para cuantificar el color azul generado, se retird el medio
y se disolvi6 el formazan en 200 pL de etanol al 100%, seguido de una

incubacion a temperatura ambiente durante 5 minutos. La absorbancia a
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570 nm se midi6 utilizando un espectrofotdmetro lector de microplacas
DR-200Bs ® (Diatek, South Dumdum, India) 5.

5. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA
ALCALINA

La actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en los sobrenadantes de
hAECs y hAMSCs se cuantificd con el ensayo colorimétrico de fosfatasa
alcalina Sensolyte pNPP ® (Anaspec, Fremont, CA, EE. UU.). La actividad
de la ALP se midi6 a 405 nm en un lector de microplacas ELx800 ®

convencional (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EE. UU.) %,

6. CONSUMO DE CALCIO

Los sobrenadantes de hAMSCs y hAEC se recogieron (1 mL) y se
almacenaron a -80°C. Las concentraciones de iones de calcio (Cay:) se
determinaron utilizando el kit de ensayo de calcio (Abcam, ab102505) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen, los sobrenadantes se
centrifugaron a maxima velocidad durante 5 minutos a 4°C para eliminar
cualquier material insoluble. Los sobrenadantes resultantes se transfirieron
a continuacion a tubos limpios.

A cada muestra, se afiadieron 90 pL del reactivo cromogénico. El
complejo cromogénico formado entre los iones de calcio y la O-
cresolftaleina se cuantificd midiendo la absorbancia a 575 nm utilizando un
lector de microplacas. Los valores de absorbancia obtenidos para cada
estandar se normalizaron frente a su concentracion final de calcio para
crear una curva estandar. Las concentraciones de calcio en las muestras se
determinaron extrapolando a partir de la curva estandar. Finalmente, la
ingesta de calcio se calculd restando la concentracion de calcio de cada

muestra de la concentracién total de calcio de control 4.
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7. ENSAYO CUANTITATIVO DE PCR EN TIEMPO REAL (QRT-
PCR)

Para investigar la expresion génica en hAECs y hAMSCs tratadas y
no tratadas, se aislo el ARN total utilizando el reactivo Trisure ® siguiendo
las instrucciones del fabricante (Bioline GmbH, Berlin, Alemania). La
concentracion 'y la pureza del ARN aislado se determinaron
espectrofotométricamente a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm en un
espectrofotometro  NanoDrop ND-1000 ® (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DC, EE. UU.) &,

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc), 5 ng de ARN total
se sometieron a transcripcién inversa a 50°C durante 1 hora, empleando el
kit de sintesis de ADNc de primera hebra Transcriptor (Roche).
Posteriormente se realizé6 una reaccion de gRT-PCR utilizando primers
forward y reverse disefiados especificamente para los genes de interés
implicados en el proceso de mineralizacion (factor de transcripcion
relacionado con Runt 2 (RUNX2), osteocalcina (OST), osterix (OSX) y

fosfatasa alcalina (ALP)) utilizando los siguientes cebadores:

ALP: (F:5-ACTCCCACTTCATCTGGAACC-3,
R:5'CCTGTTCAGCTCGTACTGCAT-3"),

RUNX2: (F:5-GTCTCACTGCCTCTCACTTG-3, R:5'-
CACACATCTCCTCCCTTCTG-3)),

OSTERIX: (F:5-TGAGGAGGAAGTTCACTATGG-3, R:5'-
TTCTTTGTGCCTGCTTTGC-3'),

OPN: (F:5-CAGAATGCTGTGTCCTCTGAA-3, R:5'-

GTCAATGGAGTCCTGGCTGT-3Y),
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a2 INTEGRIN: (F:5-CCTACAATGTTGGTCTCCCAGA-3’, R:5'-
AGTAACCAGTTGCCTTTTGGATT-3'),

aS INTEGRINA: (F:5-GGCTTCAACTTAGACGCGGAG-3', R:5'-
TGGCTGGTATTAGCCTTGGGT-3"),

av INTEGRINA: (F:5-ATCTGTGAGGTCGAAACAGGA-3', R:5'-
TGGAGCATACTCAACAGTCTTTG-3"),

p1 INTEGRINA: (F:5-CCTACTTCTGCACGATGTGATG-3", R:5'-
CCTTTGCTACGGTTGGTTACATT-3"),

p3 INTEGRINA: (F:5-TCCTCATCACCATCCACGA-3’, R:5'-
TTATCAGCCTGTGCCACGA-3'),

pS INTEGRINA: (F:5-TCTCGGTGTGATCTGAGGG-3',  R:5'-
TGGCGAACCTGTAGCTGGA-3"),

CICLOPILINA: (F:5-CTTCCCCGATACTTCA-3, R:5'-
TCTTGGTGCTACCTC-3") y
GAPDH: (F:5-TCCCTGAGCTGAACGGGAAG-3/, R:5'-

GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT-3).

El analisis de RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) se realiz6 utilizando
un kit SYBR Premix Ex Tag ® (Takara BIO Inc., Shiga, Japon), y las
reacciones de PCR se ejecutaron en un sistema RT-PCR Applied
Biosystems 7500 ® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Cada
reaccion estandar consistio en 1 uM de cebadores directos e inversos, 9 pL
de mezcla maestra SYBR Green 2X, 1 ulL de ADNc y agua, lo que resulto
en un volumen de reaccion final de 15 pL. El proceso de termociclado se
realizd a 95°C durante 10 minutos, 95°C durante 30 segundos, 60°C
durante 10 minutos para 40 ciclos de amplificacion y annealing/extension a
60°C durante 1 minuto. Se empled el programa Opticon Monitor 3 para

determinar el ciclo umbral (CT) para cada pocillo. La cuantificacion
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relativa se determiné mediante la técnica 2724T, En el caso de las muestras
tratadas, el valor 222°T indic6 el cambio en la expresion génica,
normalizada frente a los genes housekeeping (CICLOPHILINA y GAPDH)
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como el promedio + el error estandar del
promedio (SEM) para un minimo de cuatro experimentos independientes.
Las comparaciones estadisticas entre los datos se realizaron mediante un
test de anélisis de varianza de dos vias (ANOVA). La significacion

estadistica se definié como un valor de p<0,05.
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1. MICROSCOPIA Y TOPOGRAFIA DE LAS SUPERFICIES DE
TITANIO

En la Figura 1 se muestran imagenes de microscopia laser de barrido
confocal de las diferentes rugosidades obtenidas de los discos ensayados.
Las principales caracteristicas superficiales (es decir, rugosidad, angulo de
contacto) de los grupos de estudio se resumen en la Tabla 1 y los perfiles
obtenidos mediante microscopio interferométrico se representan en la
Figura 2.

»
v

100 pm

Figura 1
Diferentes superficies observadas mediante microscopio electronico de barrido. (A)
Mecanizado (MACH), (B) Arenado (GBLAST), (C) Arenado y grabado acido
(GBLAST+AE), (D) Grabado &cido (AE).
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RESULTADOS

Los resultados mostraron que las superficies grabadas con acido
producen una rugosidad mayor que las muestras mecanizadas. Los discos
tratados con arenado muestran una rugosidad mayor que los grabados con
acidos y mecanizados. Las superficies arenadas presentaron valles y picos
méas agudos y algunos residuos del o0xido de aluminio utilizado para la
proyeccion de particulas abrasivas. La superficie arenada seguida con
grabado &cido mostré que la rugosidad del arenado se mantiene, pero los
angulos agudos de la rugosidad se reducen debido al acido de grabado. Una
microrrugosidad producida por grabado é&cido se observa en la

macrorrugosidad obtenida mediante arenado.

MACH

GBLAST+AE

Figura 2
Superficies de los diferentes tratamientos observadas mediante imagenes de
Microscopia Laser de Barrido Confocal. (A) Mecanizado (MACH), (B) Arenado
(GBLAST), (C) Arenado y grabado acido (GBLAST+AE), (D) Grabado &acido (AE).
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Los estudios de microandlisis por dispersion de energia de rayos X
para todas las muestras de discos de titanio con superficie arenada y con
superficie arenada+grabada indican que la cantidad de alumina es inferior
al 4 % en las superficies de titanio. No se detectdé ninguna otra

contaminacion en ninguna de las otras superficies.

Los resultados de microdureza indican valores para superficies
mecanizadas de 178 HVN (sd 23), para superficies grabadas de 188 HVN
(sd 17), para arenadas tratadas con pulverizacion abrasiva de 265 (sd 23), y
para arenadas+grabadas de 268 (sd 23). Estos resultados indican
diferencias significativas entre las superficies mecanizadas y grabadas con
respecto a arenadas y para arenadas+grabadas. Esto se puede explicar por
la copresion ejercida sobre la proyeccion de las particulas abrasivas. Entre
las superficies mecanizadas y grabadas, asi como entre arenadas y
arenadas+grabadas, las diferencias no fueron estadisticamente

significativas (p<0,001).

Rugosidad Angulo de contacto ( =)

Superficies
(Sa) (um) a H20 Formamida

MACH 022+0,09* 1,09+0,09* 534+61* 316+43*

GBLAST 2,06+020** 1,66+032* 895+99* 6£32+103*

AE 1,28+0,17* 1,27+0,25* 594+22* 366+62*

GBLAST+AE 2,22+0,19* 1,76+0,27** 92,3+49* 70,2+123**

Tabla 1
La descripcion de la rugosidad superficial (Sa), la relacion de rugosidad (r) y el
angulo de contacto se muestran en media + desviacion estandar. Los asteriscos indican
la diferencia estadisticamente significativa con p < 0,001. Los valores del angulo de
contacto se modificaran siguiendo la ecuacion de Wenzel.
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Energia libre superficial (m]/m *)

Superficie
Energia libre superficial total Componente dispersivo Componente polar
MACH 49,6+3,3% 3020+ 432" 19,40+ 2,88 *
GBLAST 388+4,0™* 14,20 £2,217 24,60+ 1,50 *
AE 465+35* 30,99+0,85* 15,514+ 2,90 **
GBLAST + AE 393+2,7% 12,10+ 2,34 * 27,20+5,15*

Tabla 2
Angulo de contacto del agua, energia libre superficial y sus componentes para las
diferentes superficies de Ti. Los valores son la media + error estandar de la media. Las
diferencias estadisticas frente a superficies lisas para cada columna se indican mediante
simbolos de asterisco simple y doble (p< 0,05).

2. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA SUPERFICIE DE
LOS DISCOS DE TITANIO

2.1. VIABILIDAD CELULAR

Las células madre amnioticas mesenquimales (hAMSC) y las
epiteliales (hAECS) se cultivaron en las superficies de titanio durante 1, 7 y
14 dias. Se observé un aumento significativo de la viabilidad celular en las
hAMSC en superficies arenadas después del cultivo durante 7 dias, medido
mediante el ensayo MTT.

Después de 14 dias de cultivo, la viabilidad celular aument6 en las
superficies mecanizadas, arenadas y arenadas+grabadas (MACH, GBLAST
y GBLAST + AE) en comparacion con el control del dia 1 (Figura 3A). Se
observaron resultados similares cuando se cultivaron hAECs en diferentes

superficies de discos de Ti (Figura 3B).
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Figura 3

Viabilidad celular de (A) hAAMSCs y (B) hAECs cultivadas en diferentes superficies de
titanio. Los datos se presentan como mediaxDE. * p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001 vs.
dia de control 1.

2.2. ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA

La actividad de ALP sirve como marcador para monitorear las
primeras etapas de los osteoblastos. La actividad enzimatica se midi6 para
investigar la diferenciacion osteogénica de las células madre amnidticas

humanas cultivadas en las diferentes superficies de los discos de Ti.

El dia 14, la actividad de ALP aumentd significativamente en las
hAMSCs cultivadas en superficies tratadas arenadas y arenadas+grabadas
(GBLAST y GBLAST+AE) en comparacion con la superficie mecanizada
(MACH) del dia 1 (Figura 4A).

Por el contrario, al evaluar la actividad de ALP en cultivos de
hAECs, no hubo diferencias significativas en ninguna de las superficies
estudiadas (Figura 4B).
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Figura 4
Actividad de ALP en (A) hAMSCs y (B) hAECs cultivadas en diferentes superficies
durante 1, 7 y 14 dias. Los datos se representan como media + DE. * p<0,05 vs. dia de
control 1.

2.3. CONSUMO DE CALCIO

La ingesta de calcio, indicativa de la diferenciacion osteogénica
tardia y compatible con la existencia de osteoblastos maduros durante la
formacién 0Osea, se determin6 en medios de cultivo de hAMSC y hAECs a
los 1, 7y 14 dias.

Como se muestra en la Figura 5A, la ingesta de calcio de las
hAMSCs aumento significativamente en las superficies tratadas con
arenado, arenado+grabado y grabado acido (GBLAST, GBLAST+AE y
AE) a los 14 dias de cultivo.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de calcio en los cultivos de hAECs en ninguna de las superficies en

los dias de cultivo analizados (Figura 5B).
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Figura 5
Ingesta de calcio de (A) hAMSCs y (B) hAECs cultivadas en diferentes
superficies durante 1, 7 y 14 dias. Los datos se presentan como mediatDE. * p<0,05, **
p<0,01 vs. dia de control 1.

3. EXPRESION GENICA OSTEOGENICA

La expresion de marcadores osteogénicos, como OSTERIX, factor
de transcripcion relacionado con runt 2 (RUNX2), fosfatasa alcalina (ALP)
y osteopontina (OPN), se evaludé mediante gRT-PCR en hAMSCs alos 1y
14 dias de cultivo (Figura 6).

La Figura 6 muestra un aumento significativo en los niveles de
expresion de OSTERIX, RUNX2, ALP y OPN en hAMSCs que se
cultivaron en superficies arenadas (GBLAST) durante 14 dias. Ademas, la
combinacion de tratamientos con arenado y grabado acido (GBLAST vy
AE) induce un aumento significativo en la expresion de OSTERIX y ALP
(Figura 6 A,C).
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Figura 6
la expresion del gen osteogénico del ARNm en

hAMSCs, (A) OSTERIX, (B), RUNX2, (C) ALP y (D) OPN. Los datos se presentan
como mediaxDE. ** p<0,01, *** p<0,001 frente al control respectivo.

4. EXPRESION GENICA DE LAS SUBUNIDADES DE INTEGRINA

aYp

Las integrinas desempefian un papel crucial en la unién de las células

a las proteinas que se adsorben en la superficie de un implante (Figura 7).

Para investigar mas a fondo los mecanismos de interaccion entre las

hAMSCs vy la superficie arenada (GBLAST), se analizd la expresion

genética de las subunidades de integrina a y , medidas por qRT-PCR. Las
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figuras 7A y 7D mostraron que solo las subunidades de integrina a2 y 1 se
regularon positivamente en hAMSCs a los 14 dias en la superficie arenada
(GBLAST), en comparacion con la superficie de actuacién mecanizada
(MACH).
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Figura 7

Resultados de RT-PCR cuantitativa de la expresion génica de las subunidades a
y B de la integrina del ARNm en hAMC, (A) al, (B) a5, (C) av, (D) B2, (E) B3 y (F)
B5. Los datos se presentan como media=DE. * p<0,05, *** p<0,001 frente al control
respectivo.
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El presente estudio de investigacion doctoral presenta la influencia
de cuatro superficies de titanio diferentes en el comportamiento biologico
de las células madre derivadas de la membrana amnidtica humana.
Nuestros hallazgos indican que los implantes de superficie de titanio con
diferentes tratamientos de superficie afectan la proliferacion y
diferenciacion de las células madre amnioticas mesenquimales (hAMSC) y
las células madre amnidticas mesenquimales (hAEC). Estos tratamientos de
las superficies de titanio, que provocan modificaciones de la topografia, la
hidrofilia y las propiedades quimicas, afectan positivamente las respuestas
de las hAMSC y las hAEC. En, general, las superficies con arenado y

arenado+grabado podrian mejorar la osteogenesis.

La topografia de la superficie y las propiedades fisicoquimicas de los
implantes de titanio son caracteristicas cruciales para la osteointegracion.
Las caracteristicas de la topografia microscopica pueden aumentar la
oseointegracion mediante el contacto directo entre el hueso y el implante y

la resistencia a las cargas funcionales en las superficies de titanio 19100.106,

Diversos estudios han demostrado que las modificaciones de la
superficie de los implantes dentales pueden incrementar la respuesta dsea
del huésped, mejorando el grado de contacto hueso-implante, y como
consecuencia mejorando el nivel de osteointegracion, lo que es muy
importante para el tratamiento clinico con los implantes de superficie

tratada 100,106,

Ademas, se ha informado que las modificaciones de la superficie,
que afectan tanto a la topografia como a la quimica de la superficie, tienen

una influencia importante en la adhesion, la proliferacion y la
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diferenciacion de células especificas (es decir, los osteoblastos) a través de

una interaccion directa entre las células y la superficie del implante %410¢,

Estos tipos de superficies presentan resultados experimentales de un
incremento en la adherencia celular (estudios in vitro), y una mayor y mas
rapida unioén hueso-implante (estudios in vivo) 1994100106 | o5 estudios in
vitro demuestran que estas superficies rugosas incrementan la actividad de
los osteoblastos con una mayor produccidn de proteinas morfogenéticas

que acelera la respuesta biolégica celular 19:94100.106,

Los estudios in vivo en animales de experimentacion demuestran que
la unién de estas superficies rugosas mejora la union del implante al tejido
0seo. En este sentido, los estudios histomorfometricos confirman una
mayor diferencia en el porcentaje de union hueso-implante entre estas
superficies y las mecanizadas; y asi mismo los valores de la fuerza de
torque necesarias para la remocion de los implantes insertados son mayores
en los implantes con superficies tratadas, lo que demuestra un mayor

anclaje histolégico y funcional 07-109,

De hecho, se han desarrollado varios tratamientos de superficie
(arenado, grabado acido y combinacion de ambos) para mejorar la
osteointegracion. Es decir, las diferentes superficies de los implantes han
sido tratadas con diversas substancias (arenado de alimina, etc.) y/o acidos
(clorhidrico, nitrico, sulfarico) que han provocado en su superficie diversos
grados de rugosidad, manifestadas por valles, cavidades o fisuras con el
objetivo de lograr una superficie mas biocompatible y que mejore su union

con el hueso del paciente 110111,

Los implantes con superficie arenada han demostrado que

incrementan la adhesién, proliferacion y diferenciacion osteoblastica. En
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este sentido, la rugosidad y las caracteristicas topograficas son aspectos
muy relevantes para el éxito de la oseointegracion. La topografia afecta a la
interaccion celular, que influye en la orientacion, migracion, crecimiento y
diferenciacion de las células que se adhieren a la superficie estimulando la

oseointegracion de los implantes dentales 19106110,

Los implantes con superficie grabada con diferentes combinaciones
de &cidos (&cido nitrico, clorhidrico, sulfirico, etc.) han sido introducidos
para incrementar su rugosidad y mejorar su respuesta biologica. La
respuesta celular es estimulada, y la actividad de la fosfatasa alcalina y la
osteocalcina se incrementan notablemente, lo que indica que las
caracteristicas quimicas de las superficies tratadas con &cidos, juegan un
importante papel en la viabilidad celular pudiendo mejorar la

oseointegracion 112113,

La superficie arenada + grabada incluye en la misma superficie dos
técnicas de tratamiento, el arenado y el grabado acido. Esta superficie
presenta una gran evidencia cientifica de estudios experimentales que
demuestran su eficacia. Esta superficie presenta un incremento de la
rugosidad pudiendo mejorar la adhesion de células de estirpe osteoblastica
y tener un efecto sobre la configuracion y conformacion de pseudopodos
celulares lo que aumentaria la proliferaciéon celular, e influyendo en la

expresion fenotipica de los osteoblastos 114116,

Los resultados de este estudio doctoral, son confirmados por la
topografia, y observados mediante la utilizacibn de un microscopio
electronico de barrido y posteriormente mediante la microscopia de barrido
confocal. Los diferentes perfiles muestran que la superficie con mayor

rugosidad se obtuvo con el tratamiento de arenado. Sin embargo, el analisis
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mostré que el grabado acido reduce ligeramente la rugosidad de la
superficie. Segun varios informes, los niveles de rugosidad obtenidos por
los tratamientos de arenado (GBLAST) y arenado+grabado (GBLAST +
AE) estan en el rango de rugosidad Optima para la adhesion de células

osteoblasticas 111117118,

En este sentido, la topografia de la superficie del implante influye en
la proliferacion osteoblastica, la diferenciacion y la expresion de proteinas
de la matriz extracelular. Se cultivaron celulas de osteoblastos en diferentes
grupos de superficies de titanio. La topografia de la superficie tratada con
una solucién mixta de acidos fue analizada mediante microscopia de
barrido y espectrometria dispersa de rayos X, demostrando una mayor
rugosidad, menor nivel de citotoxicidad y mejor biocompatibilidad que los

controles con superficie mecanizada ',

Estos resultados son confirmados por otro estudio que evalla como
la topografia de la superficie puede influir en la diferenciacidn osteogénica
de las células madre mesenquimales mediante el analisis de los niveles de
expresion de genes relacionados con el hueso y el marcador de ceélulas
madre 8, Al comparar los discos mecanizados y los discos con superficie
arenada+grabada a alta temperatura, la RT-PCR cuantitativa en tiempo real
mostré una reduccion significativa de los genes relacionados con el hueso
osteocalcina (BGLAP) y factor de transcripcion de osteoblastos (RUNX2).
El presente estudio demostro que la topografia de la superficie del implante

afecta la expresion génica de los osteoblastos 8,

Nuestros resultados muestran una mayor viabilidad celular para las
superficies arenadas (GBLAST) y arenadas + grabadas (GBLAST + AE)

en comparacion con las superficies mecanizadas (MACH) y grabadas con
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acidos (AE). Esto puede explicarse por el hecho de que las superficies con
alta energia superficial promueven la adhesion celular. En este sentido, se
ha observado que los osteoblastos cultivados en superficies rugosas como
arenadas + grabadas (GBLAST + AE) interactian con este tipo de

superficie a través de filopodios %120,

Los estudios que examinan la respuesta de los osteoblastos a las
caracteristicas quimicas de la superficie de implantes indican que las
superficies hidrofilas son osteogenicas, pero las superficies deben exhibir
una mayor energia superficial para que se produzca una mayor actividad de
la fosfatasa alcalina y osteocalcina y generar un microambiente osteogénico
debido en parte a los efectos estimulantes de la alta energia superficial

sobre los osteoblastos 1°,

Este estudio de investigacion doctoral también demuestra que la
rugosidad produce valores de angulo de contacto mas altos en superficies
tratadas con arenado, lo que indica una mayor hidrofobia. Los valores de
las superficies rugosas han sido corregidos angularmente segun la ecuacion
de Wenzel 212 La energia superficial puede ser un aspecto que
favorecerd la actividad de las células osteoblasticas. La energia
superficial/humectabilidad indica el equilibrio entre las interacciones
intermoleculares cuando una superficie sélida y un liquido se ponen en

contacto.

Se sabe que una mayor energia superficial/humectabilidad promueve
la diferenciacion de células madre mesenquimales a un linaje osteogénico,
asi como facilita el contacto implante-hueso. Las modificaciones de la

morfologia de la superficie por rugosidad pueden cambiar la carga y
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energia superficial y, de esta manera, promover la respuesta bioldgica de

las células.

Varios informes indican que las superficies de implantes que tienen
mayor energia superficial/humectabilidad son mas adecuadas para la
adhesion y proliferacion celular en comparacion con las superficies que

presentan menor energia superficial 57124,

En este sentido, la caracterizacion de la morfologia de la superficie
mediante microscopia electronica de barrido y microscopia de fuerza
atomica puede revelar diferencias entre diversas superficies de implantes.
Las superficies arenadas + grabadas presentan una importante energia
superficial/humectabilidad que puede promover la absorcion de proteinas
osteogénicas y mejorar la osteointegracion. Las hBMSC sembradas en
estas superficies exhiben un mejor desempefio en términos de adhesion

celular, proliferacion y diferenciacion osteoblastica 124,

Los niveles de microdureza también son mas altos en superficies
tratadas con arenado, porque la proyeccion de particulas abrasivas provoca
una deformacion plastica del titanio generando un estado de tension
compresiva residual. Esta tension residual mejora las propiedades
mecanicas de fatiga ya que inhibe la formacién de grietas en la superficie

del metal 106119,

Las propiedades superficiales de los implantes de titanio, como la
topografia, la rugosidad, la humectabilidad y la quimica, tienen un impacto
significativo en la actividad celular 1°12>12%6 De hecho, la interaccion de
las células con la matriz extracelular en la interfase de un implante
determina la biologia de las células y los tejidos. La microscopia

electronica de barrido y la perfilometria revelan el tipo de topografia. Las
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células osteoblasticas suelen mostrar un mayor crecimiento en superficies
con baja rugosidad, aunque sin una correlacion directa con la topografia de

la superficie 1?°,

Se ha demostrado que las superficies de Ti nanoestructuradas en
gradiente promueven la adhesion y proliferacion de hAMSC in vitro.
Ademas, la morfologia de hAMSC en las superficies exhiben una
crecimiento importante y pseuddpodos extendidos 27, Estos hallazgos
experimentales indican que los materiales de Ti nanoestructurados en
gradiente podrian mejorar tanto la diferenciacion osteogenica como las
propiedades mecéanicas, lo que puede tener aplicaciones mas amplias en la

ingenieria de tejidos 6seos y la implantacién clinica 7.

Los resultados del presente estudio de investigacion doctoral
demuestra que las hAM SC y hAEC se cultivaron con éxito en superficies
de titanio durante 1, 7 y 14 dias. Se observo un aumento significativo en la
viabilidad celular en hAMSC en superficies arenadas (GBLAST) después
de cultivar durante 7 dias. Después de 14 dias de cultivo, la viabilidad
celular aumenté en superficies mecanizadas (MACH), arenadas (GBLAST)
y arenadas + grabadas (GBLAST + AE). Se observaron resultados

similares cuando las hAEC se cultivaron en diferentes superficies.

Este estudio de investigacion doctoral analizé también los efectos de
los implantes de superficie de titanio con diferentes tratamientos de
superficie sobre la proliferacion y diferenciacion de hAMSCs y hAECs.
Nuestros resultados in vitro confirman que el tratamiento de la superficie
de titanio, que produce modificaciones en la topografia, hidrofilia y
propiedades quimicas de los implantes de titanio, es positivo para las

respuestas de hAMSCs y hAECs. Estos hallazgos biologicos son
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importantes porque han demostrado la viabilidad celular intensa de las

células madre amnioticas en todas las superficies analizadas.

De hecho, diversos estudios in vitro confirman el efecto de las
modificaciones de la topografia y las propiedades fisicoquimicas de las
superficies de titanio en el comportamiento de las células madre y la
osteogénesis 18127 Varias superficies (es decir, arenado, grabado &cido,
zirconio) han demostrado una osteointegracién mejorada a través de la
estimulacion directa del microambiente de las células madre.
Recientemente se ha informado que los implantes de titanio con diferentes
rugosidades superficiales, nanoestructuras y humectabilidad, fabricados
mediante la modificacion de titanio arenado y grabado acido mediante
tratamiento con H,O,, mejoran significativamente el crecimiento y la

proliferacion de la adhesion celular 6.

En este sentido, la micro/nanotopografia superficial y las
propiedades fisicoguimicas de los implantes de titanio son esenciales para
la osteogenesis. Sin embargo, la influencia de estas caracteristicas
superficiales en los comportamientos de las células madre y la osteogénesis
aun no se comprende por completo. Los estudios celulares in vitro han
demostrado que la superficie arenada+grabada con nanoestructuras,
rugosidad y humectabilidad, podria mejorar significativamente el
comportamiento de las células madre mesenquimales Oseas y la
osteogénesis en la superficie lo que tendria un gran potencial para la

implantologia dental °.

Ademas, la adhesion celular temprana, la migracion y la
diferenciacion eficiente de las células madre a osteoblastos son clave para

colonizar la superficie de los implantes dentales. En este sentido, todos
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estos fendmenos celulares previenen la formacién de biopeliculas y la
infeccion asociada a los implantes. De hecho, la micro-nano-rugosidad del
titanio da como resultado una maduracion mas rapida de los
osteoblastos/osteocitos y la diferenciacion osteogénica de las células madre

mesenguimales (MSC) 7.

En el presente estudio de investigacion doctoral se evalu6 también,
los niveles de expresion de ARNm de ciertos genes reguladores maestros
de la diferenciacion de osteoblastos (RUNX2 y OSTERIX) en hAMSC a
los 14 dias de cultivo. RUNX2 y OSTERIX son genes de factores de
transcripcion para la diferenciacion osteogénica. Se ha demostrado que
RUNX2 es esencial para la diferenciacion de MSC en preosteoblastos, y
OSTERIX es un factor de transcripcion especifico de osteoblastos para la

diferenciacion de preosteoblastos en osteoblastos maduros 7.

El comportamiento de las células madre mesenquimales humanas en
una superficie arenada + grabada, fue analizada, demostrando que este tipo
de superficie puede mejorar la funcién de las células madre relacionadas
con la osteogénesis, y estimular los eventos celulares tempranos como el
crecimiento, la adhesién focal y la expresidbn de ARNm de genes criticos
relacionados con la adhesion y promover la diferenciacion completa de las

células madre humanas en osteoblastos maduros €.

En este contexto, nuestro estudio de investigacion doctoral muestra
que las superficies arenadas (GBLAST) y arenadas + grabadas (GBLAST +
AE) produjeron un aumento en la expresion de RUNX2 y OSTERIX de 4,2
veces y 3,7 veces, respectivamente, en comparacion con la superficie de
control mecanizada (MACH). Estos hallazgos indican que una superficie

con modificacion arenada o arenada+grabada es eficaz para iniciar el
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primer paso en la cascada relacionada con la osteogénesis de las hAMSC,
promoviendo la regulacion positiva de factores de transcripcion criticos

especificos del hueso.

El presente estudio también ha cuantificado la expresién de ARNm
de algunos genes marcadores de fenotipo que indican las etapas de
diferenciacion osteoblastica temprana de fosfatasa alcalina (ALP) y madura
de osteopontina (OPN). Después de 14 dias de incubacion, se observd un
aumento de la expresion de ALP en las superficies arenadas (GBLAST) y
arenadas + grabadas (GBLAST + AE), lo que indica una diferenciacion

osteoblastica temprana en ambas superficies tratadas.

Sin embargo, parece que las ultimas etapas de la diferenciacion
osteoblastica, detectadas por la expresion de osteopontina (OPN), solo
ocurren en superficies arenadas (GBLAST) a los 14 dias de cultivo. Este
resultado sugiere un posible retraso en la progresion de la diferenciacion
osteoblastica en superficies tratadas con arenado y grabado (GBLAST +
AE), posiblemente requiriendo un periodo de cultivo prolongado para su
finalizacidon. Ninguno de los genes osteoblasticos evaluados se detecto en
hAEC durante los 14 dias de cultivo.

La fosfatasa alcalina (ALP) es un marcador de diferenciacion de
osteoblastos de uso comun. Esta enzima desempefia un papel en la
formacion, maduracion y mineralizacion de la matriz extracelular al
mejorar la concentracion de iones de fosfato e inhibir la accion del éster

fosforico 128129,
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Los resultados del presente estudio demuestran que después de 14
dias de cultivo de hAMSC, la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP)
aumento significativamente en las superficies tratadas con arenado
(GBLAST) y arenado+grabado (GBLAST + AE). La ausencia de actividad
de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) en el sobrenadante de los cultivos de
hAEC indica que estas células no se diferenciaron en osteoblastos en
ninguna de las superficies tratadas utilizadas en nuestro estudio. El hecho
de que solo las hAMSC mostraran diferenciacion osteogénica cuando se
cultivaron en las superficies tratadas puede explicarse por las diferencias en
la capacidad de diferenciacion osteogénica ya informadas entre estas
celulas y las hAEC.

Un estudio demuestra que las hAEC mostraron una capacidad de
diferenciacion osteoblastica, sin embargo, las hAMSC mostraron un
fenotipo osteoblastico mas alto cuando se cultivaron bajo estimulacion
osteogénica. Esta investigacion confirmd una menor actividad de ALP y
mineralizacion extracelular de las hAEC en comparacion con las hAMSC.
Con base en esta evidencia previa, es posible que las hAEC no respondan a
las diferentes superficies cambiando su fenotipo a uno mas osteoblastico

como lo observaron las hAMSC &2,

La actividad de mineralizacion es un signo fundamental de la fase
tardia de la diferenciacion osteogénica 3°. Para mejorar la respuesta
celular sobre superficies de titanio y, por lo tanto, su osteointegracion, la
superficie de titanio se biofuncionalizé con fibronectina y elastina que
regulan la diferenciacion de las células madre al respaldar el
microambiente biologico. En particular, la adhesion y proliferacion de
celulas madre mesenquimales humanas aumentd significativamente en el

titanio recubierto con las proteinas induciendo una diferenciacion
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osteogénica, como la actividad de la fosfatasa alcalina y la actividad de

mineralizacion, para mejorar la regeneracion 6sea **°.

Las hAMSC aceleraron las tasas de deposicién mineralizada en las
superficies de implantes inyectadas en modelos de elevacion del seno
maxilar de conejos. Ademaés, las hAMSC mejoraron la formacion Osea
diferenciandose en células osteoblasticas 3. El volumen 6seo, el volumen
6seo/volumen tisular, la relacion de contacto hueso-implante y las
estructuras similares a vasos en el grupo tratado con hAMSC fueron
significativamente mejores. Las actividades de la fosfatasa alcalina de las
hAMSC fueron muy altas. Las observaciones mostraron que las hAMSC
aceleraron las tasas de deposicion mineralizada en las superficies de los
implantes y en las areas aumentadas con hueso. Estos datos demostraron
que las hAMSC podrian mejorar la osteointegracién del implante y la
regeneracion 6sea después de la elevacion de seno maxilar y podrian usarse

para optimizar la implantacion dental en el futuro 2,

Los resultados del presente estudio de investigacion doctoral
demostraron que el consumo de calcio de las hAMSC aumento
significativamente el dia 14 en las todas las superficies tratadas arenadas
(GBLAST), arenadas + grabadas (GBLAST+ AE) y grabadas con acidos
(AE). En linea con los resultados anteriores sobre la actividad de ALP, no

se detectaron niveles de calcio en los cultivos de hAEC.

Se sabe que la rugosidad de la superficie influye en la concentracion
y la actividad biologica de las proteinas adsorbentes y el comportamiento
celular posterior 132, Las integrinas son los vinculos entre las células y la
matriz extracelular y desempefian un papel crucial en los transductores de

sefiales para regular el crecimiento, la diferenciacién y la motilidad celular
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133 Si bien es evidente que todas las moléculas extracelulares son parte
integral de un organismo multicelular, resulta paradojico que a menudo se
las considere disociadas de las células. Las interacciones dinamicas
vinculan el entorno intracelular a través de receptores de la superficie
celular con conjuntos extracelulares multimoleculares. Estas interacciones
no solo controlan el comportamiento de las células individuales, sino que
también determinan la arquitectura tisular. Los receptores de integrina
modulan eventos de sefializacion que son esenciales para la diferenciacion

celular 1%,

De hecho, la integrina a2p1, se une a los sitios del colageno tipo I,
que media la respuesta de los osteoblastos a las superficies de implantes de
Ti micro y nanoestructurados en las células madre ***. Las células madre
pueden exhibir caracteristicas de osteoblastos (fosfatasa alcalina, RUNX2 y
osteocalcina) cuando crecen en superficies microestructuradas de titanio
que son suficientes para inducir la diferenciacion de células madre a
osteoblastos. Esta diferenciacion se debia a la sefializacion a traves de las

integrinas o2p en los osteoblastos en la superficie 4.

De manera similar, la introduccion de la microrrugosidad de la
superficie del titanio disminuyo la proliferacion y mejoro la diferenciacion
osteogénica en las células osteoblasticas mediada por la integrina a2f1.
Ademads, el silenciamiento de las subunidades o2 o Bl resultdé en un
aumento de la proliferacion celular y una reduccion de la diferenciacion
celular comparable a las células de tipo salvaje en superficies de Ti mas
lisas *°. Nuestros resultados indican que las superficies arenadas
(GBLAST) podrian mejorar la diferenciacion osteoblastica de las hAMSC.
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En este contexto, el presente estudio de investigacion doctoral evaluo
las diferencias en la expresion génica de las subunidades de integrina o2,
a5, av, Bl, B3 y P5 en las hAMSC entre las superficies arenadas
(GBLAST) y mecanizadas (MACH). Los hallazgos experimentales
describieron una mayor expresion de las hAMSC a2 y B1 en la superficie
arenadas (GBLAST). Estos resultados sugieren que la superficie de Ti
tratada con arenado modula la diferenciacion osteogénica de las hAAMSC a
través de la interaccion de las integrinas a2/B1. Es necesario realizar mas
estudios para revelar el mecanismo de diferenciacion osteogénica de las
hAMSC en las superficies arenadas (GBLAST).

Las celulas madre amnidticas humanas son reconocidas por sus
ventajas, en particular su capacidad inmunomoduladora y su estatus
inmunoprivilegiado, sobre otros tipos de células madre para aplicaciones en
terapia celular ">82, En este sentido, las hAMSC se han utilizado en varios
estudios, demostrando su potencial inmunomodulador y regenerativo 0seo.
La regeneracion Osea se ha convertido en un foco de investigacion y un
objetivo terapéutico en el campo de la medicina dsea y articular. La terapia
basada en células madre tiene como objetivo promover la regeneracion
enddgena y mejorar los efectos terapéuticos y los efectos secundarios de la
reconstruccion tradicional de defectos y trastornos 0seos significativos. Las
hAMSC son células también con funciones superiores en la regulacion

inmunitaria, inflamacién y la regeneracion tisular vascularizada .

Las células madre, incluidas las células madre embrionarias, las
células madre pluripotentes inducidas y las células madre adultas, pueden
reparar 0 reemplazar tejidos dafiados o degenerativos y mejorar la
recuperacion funcional en modelos experimentales y ensayos clinicos 2.

Sin embargo, todavia existen muchas limitaciones y problemas sin resolver
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en relacion con la terapia con células madre en términos de barreras éticas,
rechazo inmunoldgico, tumorigenicidad y fuentes celulares. Al revisar la
literatura reciente y nuestros trabajos relacionados, las células madre
amnioticas, incluidas las hAMSC vy las hAESC, han demostrado ventajas

considerables sobre otras células madre 2.

Nuestros resultados demostraron la capacidad de diferenciacién
osteogénica de las hAMSC cuando se cultivan sobre una superficie de
titanio arenada (GBLAST). Este nuevo hallazgo podria emplearse en una
nueva estrategia terapéutica para mejorar la osteointegracion de los
implantes dentales. Se necesitaran estudios in vivo para dilucidar el efecto
de las hAMSC en el microambiente local de regeneracion tisular y
osteointegracion de implantes Ti con superficie arenada (GBLAST) para su
utilizacion como una posible terapia combinada en el campo de la

implantologia oral.
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PRIMERA. Desde un punto de vista microscopico, los implantes dentales
tratados con arenado o arenado + grabado presentan una mayor rugosidad,
asi como un mayor angulo de contacto y una menor energia superficial en

comparacion con las superficies tratadas quimicamente 0 mecanizadas.

SEGUNDA. Las superficies modificadas, especialmente las arenadas y
arenadas-grabadas, presentan una hidrofilicidad reducida, mayor
microdureza y una energia de superficie menor. Todas estas caracteristicas

de la topografia tridimensional parecen incrementar la respuesta celular.

TERCERA. Las células madre amnidticas epiteliales y mesenquimales son
capaces de sobrevivir y proliferar en las superficies de titanio tratadas y
mecanizadas, aunque las superficies arenadas con mayor rugosidad

favorecen la viabilidad celular.

CUARTA. Las celulas madre mesengquimales amnidticas tienen una mayor
viabilidad celular y un mayor grado de diferenciacion osteogénica en las
superficies tratadas con arenado comparadas con las superficies grabadas
con acido y mecanizadas, demostrando un mayor efecto biologico para la

osoeintegracion.

QUINTA. Las celulas madre amnioticas epiteliales no parecen
diferenciarse en células osteoblasticas ya que no se observa un aumento de

expresion genica en marcadores osteogénicos ni signos de mineralizacion.

SEXTA. Son necesarios mas estudios de investigacion sobre los
mecanismos de las células madre en implantologia oral para un mayor

conocimiento de su biologia y de su aplicacién clinica.
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Abstract: The dental implant surface plays a crucial role in osseointegration. The topography and
physicochemical properties will affect the cellular functions. In this research, four distinct titanium
surfaces have been studied: machined acting (MACH), acid etched (AE), grit blasting (GBLAST),
and a combination of grit blasting and subsequent acid etching (GBLAST + AE). Human amniotic
mesenchymal (hAMSCs) and epithelial stem cells (hAECs) isolated from the amniotic membrane
have attractive stem-cell properties. They were cultured on titanium surfaces to analyze their impact
on biological behavior. The surface roughness, microhardness, wettability, and surface energy
were analyzed using interferometric microscopy, Vickers indentation, and drop-sessile techniques.
The GBLAST and GBLAST + AE surfaces showed higher roughness, reduced hydrophilicity, and
lower surface energy with significant differences. Increased microhardness values for GBLAST and
GBLAST + AE implants were attributed to surface compression. Cell viability was higher for hAMSCs,
particularly on GBLAST and GBLAST + AE surfaces. Alkaline phosphatase activity enhanced in
hAMSCs cultured on GBLAST and GBLAST + AE surfaces, while hAECs showed no mineralization
signals. Osteogenic gene expression was upregulated in hAMSCs on GBLAST surfaces. Moreover,
«2 and B1 integrin expression enhanced in hAMSCs, suggesting a surface—integrin interaction.
Consequently, hAMSCs would tend toward osteoblastic differentiation on grit-blasted surfaces
conducive to osseointegration, a phenomenon not observed in hAECs.

Keywords: titanium; surfaces; amniotic stem cells; dental implants

1. Introduction

Osseointegration is the key to good fixation and long-term performance of dental im-
plants. According to Albretksson et al., there are six factors that affect osseointegration,
including the implant manufacturing material, the surface, the mechanical properties of the
bone, the dental implant design, the masticatory loads, and the surgical technique [1-4].
Many studies have shown the significant importance of the implant surface, where a suitable
topography for osteoblastic adhesion, proliferation and differentiation has been established [5].
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However, there are other properties such as wettability and surface energy with its polar and
dispersive components that will influence metabolic activity [6-8].

The different surfaces obtained by sandblasting, acid-etching, and those treated by
sandblasting and subsequent acid-etching have been deeply studied in the aspects of
physicochemical properties of the surface [9-11]. Today, the most common surfaces in
implant dentistry are those treated by the projection of abrasive particles on the titanium
(Ti) surface, especially alumina particles. This treatment makes it possible to obtain the
desired roughness for the cells since it can be adjusted by the size of the abrasive particles,
projection pressure, distance from the gun to the surface and the abrasiveness of the parti-
cles. In addition to achieving the desired roughness, the sandblasting treatment produces a
compressive residual stress on the surface of the dental implant that hinders the nucleation
of cracks due to fatigue, resulting in better long-term mechanical behavior. Different treat-
ments will produce different wettability properties and surface energies that will also affect
cell behavior [12-16]. This blasted surface can be modified with an acid-etching procedure.
Strong acids like hydrochloric, sulfuric, and nitric acids are normally used for etching. The
topography of both sandblasted and acid surfaces showed irregularities such as large dips,
small micropits, sharp edges, and pointed tips. Sa, one of the surface parameters defined
as the arithmetic mean height of the surface, is approximately 1.5 pm to 2 um. It is known
that osteogenic cells migrate to a roughened Ti surface through the fibrin clot and seem to
recognize the irregularities of the surface [17-19].

Performing topography and surface chemistry modifications on titanium implants
enhances osseointegration by increasing surface tension. In this context, grit blasting has
been shown to improve the biological activity of titanium surfaces through increased micro-
hardness, which is linked to higher compressive surface tension, greater hydrophilicity, and
enhanced osteoblast activity. Additionally, compressive stress from grit blasting enhances
implant fatigue life by inhibiting crack formation [20,21]. However, there are risk factors
for biological and mechanical complications, contributing to late implant failure [22-27].

Recent studies have reported that the osteogenic effect of stem cells around an implant
was clearly identified, showing the greater new bone formation especially in the early phase
of bone regeneration. Moreover, stem cells can develop a direct conversion to osteoblasts,
and in the early stages of osseointegration, stem cells can stimulate bone formation through
a direct role in the source of new osteoblasts. This osteogenic capacity of stem cells can be
improved in relation to implant surface type by an additional effect of sandblasting and
acid-etching surfaces at a later phase of bone healing [28-30].

The amnion of the human placenta is a source of multipotent and pluripotent stem
cells. The unlimited potential to provide cells, easy accessibility, minimal or no ethical
and legal issues associated with its use, and cell isolation without invasive procedures
makes the amnion very attractive for regenerative medicine applications [31]. Placental
stem cells such as human amniotic mesenchymal stem cells (hAMSCs) and human am-
niotic epithelial stem cells (hAECs) can be isolated from the human amniotic membrane.
Amnion cells possess immunomodulatory and anti-inflammatory properties [32], as well as
differentiation potential, including osteogenic lineage [33-36]. Moreover, they express em-
bryonic and pluripotency markers, do not express telomerase, and are non-tumorigenic [37].
These properties make the amniotic stem cells a valuable and non-controversial tool for
application in tissue engineering and dental implanting.

The aim of this study was to compare the response of Human Amniotic Epithelial
and Mesenchymal Stem Cells on four different Ti surfaces: (i) machined acting (MACH),
(ii) grit-blasted (GBLAST), (iii) acid etching (AE) and (iv) grit-blasted and acid etching
(GBLAST + AE) through the evaluation of cell viability, ALP activity, calcium deposition,
and osteogenic marker expression. Understanding the cellular behavior of amnion stem
cells on the Ti surface will provide new knowledge to facilitate the development of stem
cell-based therapy applied in oral implantation.
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2. Results
2.1. Topography of the Samples

Figure 1 shows Confocal Laser Scanning Microscopy images of the different rough-
nesses obtained. The main surface properties (i.e., roughness, contact angle) of the study
groups are summarized in Table 1 and the profiles obtained by interferometric microscope

in Figure 2.

< »
<+ L

100 pum

Figure 1. Different surfaces observed by Scanning Electron Microscope. (A) Machined (MACH),
(B) Grit Blasting (GBLAST), (C) Grit Blasting and Acid Etching (GBLAST + AE), (D) Acid Etched (AE).

Table 1. Description of surface roughness (Sa), roughness ratio (r), and contact angle are shown in
mean + standard deviation. Asterisks mean statistical difference significance with p < 0.001. The
values of the contact angle were modified following the Wenzel equation.

Roughness Contact Angle (o)
Surfaces (Sa) (um) r H,0 Formamide
MACH 0.22 £0.09 * 1.09 + 0.09 * 534+£61* 316 £43*
GBLAST 2.06 £ 0.20 ** 1.66 £ 0.32 ** 89.5 £ 9.9 ** 63.2 +10.3 **
AE 128 £0.17 % 127 £0.25* 594 +22* 36.6+62*
GBLAST + AE 222 +£0.19 ** 1.76 £ 0.27 ** 923 +49* 70.2 £12.3*
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Figure 2. Surfaces of the different treatments observed by Confocal Laser Scanning Microscopy
images. (A) Machined (MACH), (B) Grit Blasting (GBLAST), (C) Grit Blasting and Acid Etching
(GBLAST + AE), (D) Acid Etched (AE).

In Table 2 can be observed the values of the free surface energy with the two compo-
nents: polar and dispersive.

Table 2. Water contact angle, surface free energy and its components for the different Ti surfaces.
Values are mean =+ standard error of the mean. Statistical differences vs. smooth surfaces for each
column are indicated by single and double asterisk symbols (p < 0.05).

Surface Free Energy (mJ/m?)

Surface Total Surface Free Energy  Dispersive Component Polar Component
MACH 49.6 £3.3* 30.20 £4.32* 19.40 £ 2.88 %
GBLAST 38.8 +4.0** 1420 £2.21% 24.60 £ 1.50 **
AE 46.5+35* 30.99 £0.85* 15.51 +2.90 **
GBLAST + AE 39.3 £2.7* 1210 £2.34 % 2720 +£5.15*

The results showed that the acid-etched surfaces produce a higher roughness than
machined samples. The discs treated with GBLAST show higher roughness than AE and
MACH. GBLAST surfaces presented sharper valleys and peaks and some residues of the
aluminum oxide used for abrasive particle projection. GBLAST followed by AE showed
that the GBLAST roughness is maintained, but the sharp angles of the roughness are
reduced due to the etching acid. A microroughness produced by AE is observed in the
macroroughness obtained by sandblasting.

X-ray energy dispersive microanalysis studies for all GBLAST and GBLAST + AE
samples indicate that the amount of alumina is lower than 4% on the titanium surfaces. No
other contamination was detected on any of the other surfaces.
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The microhardness results indicate values for MACH surfaces of 178 HVN (sd 23),
for AE surfaces of 188 HVN (sd 17), for abrasive spray-treated GTBLAST of 265 (sd 23),
and for GBLAST + AE of 268 (sd 23). These results indicate significant differences between
the MACH and AE surfaces with respect to the GBLAST and GBLAST + AE. This can be
explained by the co-pressure exerted on the projection of the abrasive particles. Between
MACH and AE, as well as between GBLAST and GBLAST + AE, the differences were not
statistically significant (p < 0.001).

2.2. Biological Characterization of Titanium Disc Surfaces
2.2.1. Cell Viability

HAMSCs and hAECs were cultured on titanium surfaces for 1, 7, and 14 days. A
significant increase in cell viability was observed in hAMSCs on GBLAST surfaces after
culturing for 7 days, measured by MTT assay. After 14 days of culture, cell viability
increased in MACH, GBLAST, and GBLAST + AE surfaces compared with the control
of day 1 (Figure 3A). Similar results were observed when hAECs were cultured on the
different Ti disc surfaces (Figure 3B).

B
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., +™w £ GBLAST - =3 GBLAST
B3 GBLAST+AE £ b « AL * 3 GBLAST+AE
o
m AE 5 1.0+ m AE
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©
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0.0-
days 14 days 1 day 7 days 14 days

Figure 3. Cell viability of (A) hAMSCs and (B) hAECs cultured on different titanium surfaces. Data
are presented as mean £ SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. control day 1.

2.2.2. Alkaline Phosphatase Activity

ALP activity serves as a marker for monitoring the early stages of osteoblasts. The
enzyme activity was measured to investigate the osteogenic differentiation of human
amnion stem cells cultured on the different Ti disc surfaces. At day 14, ALP activity was
significantly enhanced in hAMSCs cultured on GBLAST and GBLAST + AE-treated surfaces
compared to the MACH disc of day 1 (Figure 4A). On the contrary, when evaluating ALP
activity in hAECs culture, there were no significant differences on any of the surfaces
studied (Figure 4B).

MACH
GBLAST
GBLAST+AE
AE

= MACH
03 GBLAST

N B GBLAST+AE
B AE

1.5

1.0

0.5+

ALP relative activity
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0.0-
14 days 1 day 7 days 14 days

Figure 4. ALP activity in (A) hAMSCs and (B) hAECs cultured on different surfaces for 1, 7 and
14 days. Data are presented as mean + SD. * p < 0.05 vs. control day 1.
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2.2.3. Calcium Intake

The calcium intake, indicative of the late-stage osteogenic differentiation expressed by
mature osteoblasts during bone formation, was determined in culture media from hAMSCs
and hAECs at 1, 7, and 14 days. As shown in Figure 5A, the calcium intake from hAMSCs
was significantly increased in GBLAST, GBLAST + AE, and AE-treated surfaces at 14 days
of culture. No statistically significant differences in calcium levels were found in hAEC

cultures (Figure 5B).
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Figure 5. Calcium intake from (A) hAMSCs and (B) hAECs cultured on different surfaces for 1, 7 and
14 days. Data are presented as mean & SD. * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. control day 1.

2.2.4. Osteogenic Gene Expression

Expression of osteogenic markers, such as OSTERIX, runt-related transcription factor 2
(RUNX2), alkaline phosphatase (ALP), and osteopontin (OPN), was evaluated by qRT-PCR
in hAMSCs at 1 and 14 days of culture. In Figure 6, there is a significant increase in the
expression levels of OSTERIX, RUNX2, ALP, and OPN in hAMSCs that were cultured
on GBLAST surfaces for 14 days. In addition, the combination of both GBLAST and AE
treatments induces a significant increase in OSTERIX and ALP expression (Figure 6A,C).
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Figure 6. Quantitative RT-PCR results of mRNA osteogenic gene expression in hAMSCs, (A) OS-
TERIX, (B), RUNX2, (C) ALP and (D) OPN. Data are presented as mean =+ SD. ** p < 0.01, *** p < 0.001

vs. respective control.
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2.2.5. e and P Integrin Subunit Gene Expression

Integrins play a crucial role in the attachment of cells to proteins that are adsorbed
on the surface of an implant (Figure 7). To further investigate the interaction mechanisms
between hAMSCs and GBLAST surface, we analyzed the gene expression of « and f3
integrin subunits, measured by qRT-PCR. Figure 7A,D showed that only o2 and 31 integrin
subunits were upregulated in hAMSCs at 14 days on the GBLAST surface, compared to the
machined acting surface.
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Figure 7. Quantitative RT-PCR results of mRNA integrin « and (3 subunit gene expression in hAMCs,
(A) «l1, (B) a5, (C) av, (D) B2, (E) B3, and (F) 5. Data are presented as mean + SD. * p < 0.05,
*** p < 0.001 vs. respective control.

3. Discussion

The present study reports the impact of four different titanium surfaces on the bio-
logical behavior of human amniotic membrane-derived stem cells. Our findings indicate
that Ti surface implants with different surface treatments affect the proliferation and dif-
ferentiation of hAMSCs and hAECs. These treatments of titanium surfaces, which bring
about modifications of topography, hydrophilicity, and chemical properties, positively
affect hAMSCs and hAECs responses. We found that GBLAST surfaces could enhance
osteoblast differentiation of hAMSCs, benefiting osseointegration.

The surface topography and physiochemical properties of Ti implants are crucial
characteristics for osseointegration. The microscopic topography features can increase
osseointegration by direct bone-to-implant contact and resistance to functional loads on
titanium surfaces. Moreover, modifications to the surface, affecting both topography and
surface chemistry, have been reported to be an important influence regarding adhesion,
proliferation, and differentiation of specific cells (i.e., osteoblasts) via a direct interaction
between cells and the implant surface [5,9,13]. In fact, several surface treatments (i.e.,
sandblasting, acid-etching,) have been developed to improve a better and faster bone
formation in experimental and clinical studies [14,17,38].

The results of this study demonstrated by the topography are observed via the use
of a Scanning Electron Microscope and confirmed by Confocal Scanning Microscopy. The
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different profiles show that the highest roughness surface was obtained by the grit blasting
treatment; however, the analysis showed that acid etching slightly reduces the surface
roughness. According to several reports, the roughness levels obtained by GBLAST and
GBLAST + AE treatments are in the range of optimal roughness for osteoblast cell ad-
hesion [17,19,25]. Our results show higher cell viability for GBLAST and GBLAST + AE
surfaces compared to machine-made and acid-etched surfaces. This can be explained by
the fact that surfaces with high surface energy promote cell adhesion. In this regard, it has
been observed that osteoblasts cultured in rough surfaces such as GBLAST + AE interact
with this type of surface through filopodia [39,40].

This study also shows that roughness produces higher contact angle values on surfaces
treated by grit blasting, indicating higher hydrophobicity.

The values of the rough surfaces have been angle-corrected according to the Wenzel
equation [41-43]. The surface energy can be an aspect that will favor osteoblastic cell
activity. Surface energy/wettability indicates the balance between the intermolecular
interactions when a solid surface and a liquid are brought into contact. Higher surface
energy/wettability is known to promote the differentiation of mesenchymal stem cells
to an osteogenic lineage as well as facilitate implant-to-bone contact. The modifications
of surface morphology by roughening can change the surface charge and energy and, in
this way, promote the biological response of cells. Several reports indicate that implant
surfaces having higher surface energy/wettability are more suitable for cell adhesion and
proliferation compared to surfaces presenting lower surface energy [44,45].

The microhardness levels are also higher on surfaces treated with grit-blasting because
the projection of abrasive particles causes a plastic deformation of the titanium generating a
state of residual compressive stress. This residual stress improves the mechanical properties
of fatigue as it inhibits the formation of cracks on the metal surface [13,39].

The surface properties of titanium implants such as topography, roughness, wetta-
bility, and chemistry have a significant impact on cell activity [5,6,9]. Wang et al. [46]
demonstrated that the gradient nanostructured Ti surfaces promoted the adhesion and
proliferation of hAMSCs in vitro. Moreover, the morphology of hRAMSC on the surfaces
exhibited robust spreading and extended pseudopods. Our study reported that hAM-
SCs and hAECs were successfully cultured on titanium surfaces for 1, 7 and 14 days. A
significant increase in cell viability was observed in hAMSCs on GBLAST surfaces after
culturing for 7 days. After 14 days of culture, cells viability increased in MACH, GBLAST
and GBLAST + AE treated surfaces. Similar results were observed when hAECs were
cultured on different surfaces.

This study analyzed the effects of Ti-surface implants with different surface treatments
on the proliferation and differentiation of hAMSCs and hAECs. Our in vitro results con-
firm that the treatment of the titanium surface, which brings about modifications to the
topography, hydrophilicity, and chemical properties of the titanium implants, is positive
for hRAMSCs and hAECs responses. These biological findings are noteworthy as we have
demonstrated the robust cell viability of amniotic stem cells over all analyzed surfaces.

In fact, numerous in vitro studies confirmed the effect of the modifications of to-
pography and physiochemical properties of titanium surfaces on stem cell behavior and
osteogenesis [28-30,46]. Several surfaces (i.e., sandblasting, acid-etching, zirconia) have
demonstrated improved osseointegration through the direct stimulation of the microenvi-
ronment of stem cells. It has been recently reported that titanium implants with different
surface roughness, nanostructures, and wettability, fabricated by the modification of sand-
blasted and acid-etched titanium by H,O, treatment, significantly enhance cell adhesion
spreading and proliferation [28]. Furthermore, early cell adhesion, migration, and efficient
differentiation of stem cells to osteoblasts are key to colonizing the surface of dental im-
plants. In addition, all the above-mentioned cell events prevent biofilm formation and
implant-associated infection. Moreover, micro-nano-roughness of titanium results in faster
maturation of osteoblasts/osteocytes and osteogenic differentiation of Mesenchymal Stem
Cells (MSCs) [29].
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We evaluated mRNA expression levels of certain master regulator genes of osteoblast
differentiation (RUNX2 and OSTERIX) in hAMSCs at 14 days of culture. RUNX2 and OS-
TERIX are transcription factor genes for osteogenic differentiation. It has been demonstrated
that RUNX2 is essential for the MSC differentiation into preosteoblasts, and OSTERIX is an
osteoblast-specific transcription factor for the differentiation of preosteoblasts into mature
osteoblasts [45]. In this context, our study shows that GBLAST and GBLAST + AE surfaces
produced an increase in RUNX2 and OSTERIX expression by 4,2-fold and 3,7-fold, respec-
tively, compared to the control surface. These findings indicate that a surface with GBLAST
modification is effective in initiating the first step in the osteogenesis-related cascade of
hAMSCs, promoting the upregulation of critical bone-specific transcription factors. We also
quantified the mRNA expression of some phenotype marker genes that indicate the stages
of early (ALP) and mature (OPN) osteoblast differentiation. After 14 days of incubation,
we observed an increased expression of ALP in GBLAST and GBLAST + AE surfaces,
indicating early osteoblastic differentiation on both treated surfaces. However, it appears
that the late stages of osteoblastic differentiation, detected by OPN expression, only occur
on GBLAST surfaces at 14 days of culture. This result suggests a potential delay in the
progression of osteoblast differentiation on surfaces treated with GBLAST + AE, possibly
requiring a prolonged culture period for completion. None of the evaluated osteoblast
genes were detected in hAECs during the 14 days of culture.

Alkaline phosphatase (ALP) is a commonly used marker of osteoblast differentiation.
This enzyme plays a role in extracellular matrix formation, maturation, and mineralization by
enhancing the concentration of phosphate ions and inhibiting phosphoric ester action [47,48].
Our results show that after 14 days of hAMSCs culture, ALP activity significantly increased
on GBLAST- and GBLAST + AE-treated surfaces. The absence of ALP enzyme activity in the
supernatant of hAEC cultures indicates that these cells did not differentiate into osteoblasts on
any of the treated surfaces used in our study. The fact that only hAMSCs showed osteogenic
differentiation when cultured on the treated surfaces can be explained by the differences
in osteogenic differentiation capacity already reported between these cells and hAECs. Si
et al. [49] found that although hAECs displayed osteoblastic differentiation capacity, hAMSCs
showed a higher osteoblastic phenotype when cultured under osteogenic stimulation. These
authors reported lower ALP activity and extracellular mineralization of hAECs compared
to hAMSCs. Based on this previous evidence, it is possible that hAECs do not respond to
the different surfaces by changing their phenotype to a more osteoblastic one as observed
by hAMSCs.

Mineralization activity is a fundamental late-phase sign of osteogenic differentia-
tion [50]. Yin et al. [51] showed that hAMSCs accelerated mineralized deposition rates on
implant surfaces injected into rabbit maxillary sinus floor elevation models. Moreover,
hAMSCs improved bone formation differentiating into osteoblast cells. As we expected,
calcium intake from hAMSCs was significantly increased at day 14 in GBLAST, GBLAST
+ AE, and AE-treated surfaces. In line with the previous results on ALP activity, calcium
levels were not detected in hAEC cultures.

It is known that surface roughness influences the concentration and biological activity
of adsorptive proteins and subsequent cell behavior [52]. Integrins are the links between
cells and the extracellular matrix and play a crucial role in signal transducers for regulating
cell growth, differentiation, and motility [53]. Olivares-Navarrete et al. [54] demonstrated
that o231 integrin, which binds to sites on type I collagen, mediates the osteoblast response
to micro and nanostructured Ti implant surfaces in MSCs. Similarly, the introduction of
titanium surface microroughness decreased the proliferation and enhanced osteogenic
differentiation in osteoblast cells mediated by integrin «231. Moreover, the silencing of
a2 or 31 subunits resulted in an increment of cell proliferation and a reduction in cell
differentiation comparable to wild-type cells on smoother Ti surfaces [55]. Our results
indicate that GBLAST surfaces could enhance the osteoblastic differentiation of hRAMSCs.
In this context, we examined the differences in a2, &5, av, 31, 33, and (35 integrin subunit
gene expression in hAMSCs between GBLAST and MUCH surfaces. We found an increased
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expression of a2 and 1 hAMSCs on the GBLAST surface. These results suggest that the Ti
surface treated by grit blasting modulates the osteogenic differentiation of hAMSCs via
a2/ {1 integrin interaction. Further studies need to be performed to reveal the mechanism
of osteogenic differentiation of hAMSCs on the GBLAST surface.

Human amniotic stem cells are well-recognized for their advantages, particularly their
immunomodulatory capacity and immunoprivileged status, over other types of stem cells
for applications in cell therapy [56]. In this regard, hRAMSCs have been used in various
studies, demonstrating their immunomodulatory and bone regenerative potential [57]. Our
results demonstrated the osteogenic differentiation capability of hAMSCSs when cultured
on a titanium GBLAST surface. This new finding could be employed in a novel therapeutic
strategy to improve the osseointegration of dental implants. In vivo studies will be needed
to elucidate the effect of hAMSCs on the local microenvironment of tissue regeneration and
osseointegration of Ti GBLAST implants to be used as a potential combined therapy in the
implantology field.

4. Materials and Methods
4.1. Sample Preparation

Figure 8 shows the flowchart of the tests realized and the number of samples.

| Titanium grade 3 discs (n=200) |

; ; - ; ; - Grit Blasting + Acid
Smooth (n=50) ’Amd etching (n=50) ‘ ’Grlt Blasting (n=50) ‘ etching (n=50)

! ! ! !

‘ Roughness, Microhardness, Wettability and Surface energy (n=10 x 4 treatments = 40 samples)

!

(HAECs and hAMSCs) (n=40 x 4 treatments = 160 samples)

MTT Viability Assay

Quantification of Alkaline phosphatase activity
Calcium Intake

Quantitative real-time PCR assay (qQRT-PCR)

Figure 8. Flowchart of the experiments realized.

Two-hundred titanium discs (5 mm in diameter and 2 mm in width) with different
surface treatments were provided by Galimplant® (Sarria, Lugo, Spain). The commercially
pure titanium was grade 3 (Ti: 99.5%, O: 0.3%, Fe: 0.1%, C: 0.05%, N: 0.05%). The surfaces
were prepared as follows:

e  Machined (MACH). The discs show the mechanical abrasion typical of the machining
of dental implants without subsequent surface treatment (1 = 50).

e  Grit Blasted (GBLAST). The roughness was obtained by spraying aluminum oxide
(Al,O3) abrasive particles on the titanium surface at a pressure of 2.5 bars and a
gun-sample separation of 100 mm (1 = 50).

e Acid Etching (AE). Acid etching was performed with a mixture of 1:1 concentrated
HCI and HNOj acids for 45 s (n = 50).

e  Grit Blasted and Acid Etching (GBLAST + AE). The discs were blasted with alumina
particles of 250 to 450 pm at a pressure of 2.5 bar and at a gun-surface distance of
100 mm. They were then washed with distilled water and treated by immersion in a
1:1 acid mixture of concentrated HCl and HNOj for 45 s (n = 50).



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 7416

11 of 17

These types of topography were developed because they are the most commonly used
in titanium hard tissue substitute implants. The machined titanium was the one used as
the control. For some applications, especially orthopedic ones, slightly rough titanium
obtained by acid etching is used. In this case, there is a double objective to give the titanium
a little roughness to facilitate the osteoblastic activity and the generation of a passivation
layer to increase the resistance to corrosion and decrease the release of titanium ions to the
physiological environment.

The titanium treated by grit blasting with alumina particles generates a higher rough-
ness and also causes a compressive residual stress state on the titanium surface that im-
proves fatigue resistance. This type of treatment is very common in dental implants since
a good osseointegration is necessary to cause a biological fixation of the dental implant.
It has also been determined that the residual stresses improve the hydrophilicity of the
surface, thus improving the protein adsorption activity on the surface, which will facilitate
the biological activity on the surface of the implant [5,58,59].

Finally, the combination of grit blasting and acid etching generates a surface suitable
for bone tissue growth with good long-term mechanical behavior and also presents a
passivation layer that improves its compatibility with chemical degradation.

For the surface characterization studies (roughness and machinability), the samples
were cleaned by incubating in methyl alcohol for 15 min in ultrasound and in acetone for
5 min. The materials were dried with hot air flow.

Microhardness tests were performed by Vickers hardness with a high-precision Matz-
suzawa microhardness tester (Tokyo, Japan), applying a 1 kg load for 15 s. The indenter
was a diamond pyramid.

4.2. Characterization of Titanium Disc Surfaces

The SEM (Jeol 6400, Jeol, Tokyo, Japan) was used to observe the topography, and
the evaluation of surface roughness was performed by means of Confocal Laser Scanning
Microscopy, obtaining the different profiles of the different surfaces (CLSM; OLS Olympus
Lext 3000, Shinjuku, Japan). First, the equipment was verified with the use of a reference
sample (Mitutoyo SR 15, Elgoibar, Spain “Precision Reference Specimen”: Sa = 0.10 um).
A total of 3 measurements in 3 samples of each surface were calculated [60]. The surfaces
observed by Scanning Electron Microscopy are shown in Figure 1.

The contact angle analysis was performed with ultrapure distilled water (Millipore
Milli-Q, Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Germany) and formamide (Contact
Angle System OCA15plus—Dataphysics, Filderstadt, Germany), and the corresponding
data were analyzed with SCA20 (Dataphysics, Filderstadt, Germany). Contact angle
measurements were made with the sessile drop method. Drops were generated with a
micrometric syringe and were deposited over discs. A total of 3 uL of distilled water and
1 uL of formamide were deposited on each sample at 200 pL/min. Wettability is studied
by measuring the contact angle follows Young’s equation and describes the balance at the
three-phase line between solid (s), liquid (I) and vapor (v):

vsv = ysl + ylvcos@y

The interfacial tensions, ysv, ysl and ylv, form the equilibrium contact angle of wetting,
referred to as Young’s contact angle ®y. Young’s equation assumes that the surface is
chemically homogenous and topographically smooth. The relationship between roughness
and wettability was corrected by Wenzel, who stated that adding surface roughness will
enhance the wettability caused by the chemistry of the surface. Wenzel’s statement can be
described by:

cos®m = rcos®y

where Om is the measured contact angle, ®y is Young’s contact angle, and r is the rough-
ness ratio. The roughness ratio (r) is defined as the ratio between the actual/real and
geometric/nominal solid surface area (r > 1 for a rough surface). The Wenzel equation
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is an approximation that becomes more accurate as the drop becomes larger compared
to the scale of the roughness. Our experimental values were modified using the Wenzel
equation [61].

Finally, surface energy was determined by applying the Owens, Wendt, Rabel and
Kaelble (OWRK) equation to the wettability values obtained with the distilled water and
formamide [8,9]. This energy is calculated based on the two surface tensions: a disperse
component and a polar component of the surface free energy.

4.3. Isolation and Culture of Human Amniotic Epithelial and Mesenchymal Stem Cells

Human placentas at term were obtained following written informed consent from
healthy mothers after normal cesarean deliveries. All procedures used in this study were
considered by the ethics committees of the Universitat Internacional Catalunya, and patient
consent was signed for the research. All tested methods were conducted in accordance
with relevant guidelines and regulations.

The amnion was mechanically separated from the chorion and washed with sterile
physiological saline to remove blood and residual connective tissue. The tissue was cut into
approximately 6 fragments of 8 cm x 8 cm and sterilized in a laminar flow through succes-
sive washing in sterile Phosphate Buffered Saline (PBS) containing penicillin/streptomycin
50 U/mL, amphotericin 50 U/mL, and cephalexin 50 U/mL. Subsequently, the amnion was
digested with 0.25% trypsin-EDTA at 37 °C for 20 min. Amniotic epithelial cells (hAECs)
were specifically released by this digestion. The remaining cells were centrifuged for 10 min
at 1300 rpm. The cell pellet was resuspended and filtered through a sterile 100 pum filter (BD
Falcon) to eliminate tissue aggregates. Then, the cell solution was centrifuged for 10 min at
1300 rpm.

To isolate human amniotic mesenchymal stromal cells (hAMSCs), following the sepa-
ration of hAECs, membrane fragments were digested with 0.75 mg/mL of collagenase II
for 90 min at 37 °C with vigorous agitation. The cell suspension was centrifuged for 10 min
at 1500 rpm and then filtered. Finally, hAECs and hAMSCs were cultured separately for
24 h in fresh IMDM containing 10% FBS. At the end of each procedure, the total number of
isolated cells was determined,

Isolated cells were cultured in IMDM medium containing 10% FBS 4 mM L-glutamine,
1 mM sodium pyruvate, 50 U/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin, and 1 mM non-
essential amino acids (Invitrogen, Waltham, MA, USA) at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.
Medium was changed twice per week.

4.4. MTT Viability Assay

HAECs and hAMSCs were seeded in 24-well plates with different titanium discs
(2 x 10° cells per well). After the different time incubation, the cells were washed with PBS,
and 80 pL of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (final
concentration 1 mg/mL) in 400 uL of DMEM-F12 medium containing 10% FBS was added.
The cells were incubated for 30 min at 37 °C. In metabolically active cells, the mitochondrial
enzyme succinate dehydrogenase converts MTT into formazan, a blue compound. To
quantify the blue color generated, the medium was removed, and the formazan was
dissolved in 200 uL of 100% ethanol, followed by incubation at room temperature for
5 min. The absorbance at 570 nm was measured using a DR-200Bs Microplate Reader
spectrophotometer (Diatek, South Dumdum, India).

4.5. Quantification of Alkaline Phosphatase Activity

Alkaline phosphatase (ALP) activity in hAEC and hAMSC supernatants was quan-
tified with Sensolyte pNPP alkaline phosphatase colorimetric assay (Anaspec, Fremont,
CA, USA). The ALP activity was measured at 405 nm in a conventional ELx800 microplate
reader (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
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4.6. Calcium Intake

hAMSC and hAEC supernatants were collected (1 mL) and stored at —80 °C. Calcium
ion (Ca?*) concentrations were determined using the Calcium Assay Kit (Abcam, ab102505)
in accordance with the manufacturer’s protocol. In brief, supernatants were centrifuged at
top speed for 5 min at 4 °C to eliminate any insoluble material. The resulting supernatants
were then transferred to clean tubes. To each sample, 90 pL of the chromogenic reagent was
added. The chromogenic complex formed between calcium ions and 0-cresolphthalein was
quantified by measuring absorbance at 575 nm using a microplate reader. The absorbance
values obtained for each standard were plotted against their final calcium concentration
to create a standard curve. The calcium concentrations in the samples were determined
by extrapolating from the standard curve. Finally, the calcium intake was calculated
by subtracting the calcium concentration of each sample from the total control calcium
concentration.

4.7. Quantitative Real-Time PCR Assay (qRT-PCR)

To investigate gene expression in both untreated and treated hAECs and hAMSCs,
total RNA was isolated using TRISURE reagent following the manufacturer’s instructions
(Bioline GmbH, Berlin, Germany). The concentration and purity of the isolated RNA were
determined spectrophotometrically at wavelengths of 260 nm and 280 nm in a NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DC, USA).

For complementary DNA (cDNA) synthesis, 5 pug of total RNA was subjected to re-
verse transcription at 50 °C for 1 h, employing the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit (Roche). Subsequently, a qRT-PCR reaction was carried out using forward and reverse
primers designed specifically for the gene of interest: ALP (F:5-ACTCCCACTTCATCTGGA
ACC-3/, R:5-CCTGTTCAGCTCGTACTGCAT-3'), RUNX2 (F:5'-GTCTCACTGCCTCTCAC
TTG-3/, R:5'-CACACATCTCCTCCCTTCTG-3'), OSTERIX (F:5'-TGAGGAGGAAGTTCACT
ATGG-3/, R:5'-TTCTTTGTGCCTGCTTTGC-3'), OPN (F:5'-CAGAATGCTGTGTCCTCTGA
A-3’, R:5-GTCAATGGAGTCCTGGCTGT-3'), o2 INTEGRIN (F:5'-CCTACAATGTTGGTCT
CCCAGA-3,R:5'-AGTAACCAGTTGCCTTTTGGATT-3'), a5 INTEGRIN (F:5'-GGCTTCAA
CTTAGACGCGGAG-3/, R:5'-TGGCTGGTATTAGCCTTGGGT-3'), av INTEGRIN (F:5'-
ATCTGTGAGGTCGAAACAGGA-3/, R:5'-TGGAGCATACTCAACAGTCTTTG-3'), 1 IN-
TEGRIN (F:5'-CCTACTTCTGCACGATGTGATG-3/, R:5-CCTTTGCTACGGTTGGTTAC
ATT-3'), 33 INTEGRIN (F:5'-TCCTCATCACCATCCACGA-3/, R:5'-TTATCAGCCTGTG
CCACGA-3'), 5 INTEGRIN (F:5'-TCTCGGTGTGATCTGAGGG-3', R:5-TGGCGAACCTG
TAGCTGGA-3'), CYCLOPHILIN (F:5'-CTTCCCCGATACTTCA-3, R:5'-TCTTGGTGCTACC
TC-3'), and GAPDH (F:5'-TCCCTGAGCTGAACGGGAAG-3/, R:5'-GGAGGAGTGGGTGTC
GCTGT-3'). Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis was conducted using a SYBR Premix
Ex Taq kit (Takara BIO Inc., Shiga, Japan), and the PCR reactions were executed on an
Applied Biosystems 7500 RT-PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Each standard reaction consisted of 1 uM of both forward and reverse primers, 9 uL of
SYBR Green master mix 2X, 1 uL of cDNA and water, resulting in a final reaction volume
of 15 uL. The thermal cycling process consisted of 95 °C for 10 min, 95 °C for 30 s, 60 °C
for 10 min for 40 amplification cycles, and annealing/extension at 60 °C for 1 min. The
Opticon Monitor 3 Program was employed to determine the threshold cycle (CT) for each
well. Relative quantification was determined using the 2 22€T technique. In the case of
treated samples, the 2724CT value indicated the fold change in gene expression, normalized
against housekeeping genes (CYCLOPHILIN and GAPDH).

4.8. Statistical Analysis

Results are presented as the average + the standard error of the average (SEM) for
a minimum of four independent experiments. Statistical comparisons among the data
were performed using two-way analysis of variance (ANOVA). Statistical significance was
defined as having a p < 0.05.
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5. Conclusions

Dental implants treated by grit blasting show a higher roughness as well as a higher
contact angle and lower surface energy when compared to chemically treated or machined
surfaces. The projection of alumina on the titanium surface increases the surface hardness
due to the compressive loads on the surface. We have shown that amnion mesenchymal
stem cells have higher cell viability and a higher degree of osteogenic differentiation at 1, 7
and 14 days for surfaces treated with grit blasting compared to acid-etched and machined
surfaces. HAECs does not seem to differentiate into osteoblastic cells given that we have
not observed osteoblastic gene expression or mineralization signs. Therefore, hAMSCs
but not hAECs would be suitable for the osseointegration process. Further in vitro and
in vivo studies are required to assess the impact of hRAMSCs on implant osseointegration.
Nevertheless, this novel study offers new insights into the behavior of amniotic stem cells
on different Ti surfaces. These findings will enable further research into new therapeutic
strategies and applications in oral implantology.
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