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RESUMEN 
Se ha demostrado que la respuesta celular; adhesión, proliferación y diferenciación 
está influenciada por las propiedades de superficie de los materiales con los que 
entran en contacto (1). Por ejemplo, la diferenciación de células mesenquimales 
hacia el linaje osteoblástico aumenta cuando la rugosidad de la superficie de 
implantes de titanio es alrededor de 2 micras (2-5). El objetivo de esta investigación 
es determinar posibles correlaciones entre las propiedades de superficie de 
diferentes materiales (metales, cerámicos y polímeros) con su potencial de 
diferenciación celular. Para esto se obtuvieron discos (n=30 por cada material) de 
acero inoxidable (AI316L); titanio comercialmente puro (TCP); polimetacrilato de 
metilo (PMMA); polietileno de alta densidad (PEAD), óxido de circonio y porcelana 
de 14 mm de diámetro y 2 mm de grosor. Se realizó un tratamiento superficial a los 
materiales para producir rugosidades promedio similares 2±0.5 micras, la cual fue 
medida utilizando un perfilómetro en un barrido longitudinal de 500 micras y 
microscopía de fuerza atómica. Se realizó la prueba de mojabilidad y se midieron 
los ángulos de contacto utilizando agua desionizada y suero fetal bovino al 10%. La 
toxicidad de los materiales fue evaluada con ensayos de adhesión y proliferación de 
células de ligamento periodontal. Finalmente, el potencial de diferenciación de 
dichas células hacia osteoblastos, adipocitos, cementoblastos y condrocitos fue 
evaluado utilizando RT-qPCR sin agregar ningún tipo de medio de inducción a los 
cultivos. En cuanto a los resultados ninguna superficie fue citotóxica, no hubo 
diferencias significativas en la prueba de mojabilidad entre líquidos (SFB10% y agua 
desionizada), sin embargo determinamos que el AI316L, PEAD y PMMA tienen un 
comportamiento hidrofóbico, mientras que TCP, Porcelana y Circonia son más bien 
hidrofílicos. El ensayo de punto de carga cero indicó que el TCP y PMMA tienen 
valores de PCC por debajo de 7, mientras que el resto tuvo un PCC cercano al pH 
neutro (7.2). En la expresión génica el material que incremento la expresión génica 
con los marcadores osteogénicos, condrogénicos, cementogénicos como 
adipogénicos fue el TCP. Aunque la rugosidad promedio fue similar, la topografía 
de las muestras presentó diferencias significativas cuyo efecto directo en el 
potencial de diferenciación es difícil de evaluar al no contar con un valor cuantitativo 
que la represente. Se observó que el patrón de diferenciación, es decir, los genes 
sobre-expresados en cada muestra fueron diferentes, sugiriendo que sí hay una 
influencia de las propiedades físicas y químicas de cada una de ellas en el proceso 
de diferenciación, pero están actuando de forma sinérgica resultado difícil obtener 
correlaciones directas. 
 

Palabras Clave: rugosidad, superficies, metales, cerámicos, polímeros, Células del 

ligamento periodontal, RT-qPCR. 
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SUMMARY 
It has been shown that cellular response; adhesion, proliferation and differentiation 
are influenced by the surface properties with which they come in contact, such as 
the topography or the surface energy. In particular, it has been shown that the 
differentiation of mesenchymal stem cells into the osteoblast phenotype increases 
when the average surface roughness of titanium implants is about 2 microns. 
However less is known about the effect of the chemical composition on the 
differentiation potential for samples presenting a similar surface roughness. The 
objective is to compare the differentiation potential of periodontal ligament cells 
(HPLC) into adipocytes, osteoblasts, chondroblasts and cementoblasts of three type 
of materials (2 metals, 2 ceramic and 2 polymers) having similar roughness (2±0.5 
microns) without using any biological induction media. The samples were produced 
as discs of 14 x 2mm; (n= 30 for each type material) stainless-steel 316L (SS316L); 
commercially pure titanium (cpTi); polymethyl methacrylate (PMMA); high-density 
polyethylene (HDPE), zirconia (ZrO2) and dental porcelain (Porcelain). An adequate 
surface treatment was used to produce the roughness on each sample. Surfaces 
properties such as wettability, chemical composition and point of zero charge were 
measured in order to correlate them with the biological response. The cell adhesion 
and proliferation were initially tested to assure non-toxic effects using the MTT 
assay. As for the results, no surface was cytotoxic, there were no significant 
differences in wettability test (FBS 10% and deionized water), however we 
determined that AI316L, HDPE and PMMA have a hydrophobic behavior, whereas 
TCP, Porcelain and Zirconia are rather hydrophilic. The zero charge point test 
indicated that TCP and PMMA have PCC values below 7, while the remainder had 
a PCC close to neutral pH (7.2). In gene expression, the material that increased 
gene expression with the osteogenic, chondrogenic, cementogenic as adipogenic 
markers was TCP. Although the average roughness was similar, the topography of 
the samples presented significant differences whose direct effect on the 
differentiation potential is difficult to evaluate, since it does not have a quantitative 
value to represent it. It was observed that the pattern of differentiation, ie the over-
expressed genes in each sample were different, suggesting that there is an influence 
of the physical and chemical properties of each of them in the differentiation process, 
but they are acting synergistically Difficult to obtain direct correlations. 
 
Key words: roughness, surfaces, metals, ceramics, polymers, periodontal ligament 
cells, RT-qPCR.  
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INTRODUCCIÓN 

La capacidad de identificar y manipular las células ha sido un importante avance en 

la medicina regenerativa y ha contribuido al desarrollo de la ingeniería de tejidos 

para su uso en terapias clínicas. En los últimos 15 años se han logrado avances en 

el aislamiento, cultivo y la inducción de la diferenciación de células troncales 

mesenquimales procedentes de diversas fuentes. A su vez, ha habido mucho 

desarrollo sobre los biomateriales buscando que estos jueguen un papel activo y 

permitan la diferenciación de células troncales hacia linajes específicos. El conjunto 

de modificaciones hechas a los biomateriales con esta finalidad incluye variaciones 

en las características topográficas a micro y nano-escala, así como modificaciones 

químicas a través de películas delgadas o adsorción molecular. Sin embargo, dichos 

cambios se han realizado principalmente de forma empírica, sin contar con 

conocimiento fundamental que permita dirigir la respuesta específica deseada. 

Como ejemplos, se ha demostrado que las superficies de titanio, utilizadas en 

implantes que sustituyen hueso, con rugosidades del orden de 1–10 micras que 

maximizan la unión entre el tejido mineralizado y el implante y, a su vez, promueven 

la proliferación y diferenciación de células troncales hacia el fenotipo osteoblástico 

(6). Otros estudios han demostrado también que la rugosidad a nivel nanométrico 

(<1 m) afecta la adhesión celular (7), quizás porque modifica las propiedades de 

mojabilidad superficial, lo que tiene un impacto en la adsorción de las proteínas del 

medio y, en consecuencia, en la adhesión celular.  

El efecto de otras propiedades superficiales, tales como la energía superficial, la 

carga superficial, entre otras, no ha sido tan evidente (2). La dificultad radica en 

cómo controlar de forma individual este conjunto de propiedades, que de por sí 

están fuertemente correlacionadas.  

De manera intuitiva, y como resultado de diferentes estudios, se tiene claro que la 

composición química de las superficies tiene un impacto sobre la citotoxicidad a 

corto y largo plazo, lo que limita de forma clara las composiciones de los materiales 

utilizados para aplicaciones médicas. Por otro lado, la selección de los biomateriales 

se realiza principalmente basándose en las propiedades mecánicas de los 
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materiales en relación a su aplicación; metales para sustitución de hueso y 

polímeros para tejido blando. 

Dentro de cada grupo se busca optimizar las propiedades de superficie para lograr 

la respuesta biológica más adecuada: diferenciación osteoblástica en implantes 

óseos, o adhesión de fibroblastos y tejido conjuntivo o evitar la formación de 

coágulos en implantes en contacto con sangre. 

De modo que se ha hecho poco esfuerzo por estudiar el efecto de la composición 

química superficial en la diferenciación de células pluripotentes mesenquimales. 

Como se mencionaba anteriormente, en el caso de las superficies de Ti, la 

rugosidad superficial micrométrica se optimiza alrededor 2 micras porque esto 

asegura un mayor potencial de diferenciación de las células troncales 

mesenquimales hacia el linaje osteoblástico. Sin embargo, se desconoce si dicha 

respuesta es exclusiva del titanio o es un efecto general inducido por la rugosidad. 

En la literatura se encuentran estudios del efecto de modificaciones superficiales en 

la diferenciación celular, pero solo agrupando algún tipo específico de material, por 

ejemplo o todos son metales (8-10), o polímeros (11, 12) o cerámicos (13, 14). 

En cuanto a la respuesta celular se ha descrito la importancia del conocimiento de 

las interacciones entre célula/proteína/biomaterial que se pretenda usar o colocar 

en un tejido. La respuesta biológica final inducida por los biomateriales se encuentra 

fuertemente influido por las interacciones superficiales entre los componentes 

biológicos y el material sintético (15). De aquí que es relevante entender las 

correlaciones entre propiedades superficiales de los materiales y la respuesta 

biológica; en particular el potencial de diferenciación.  

En el campo odontológico, la respuesta biológica de los materiales dentales ha 

cobrado relevancia debido al interés de conservar la integridad, funcionalidad y 

estética de los órganos dentarios, así como de los tejidos que los rodean con el 

empleo de materiales que sean biocompatibles. Por lo que proponemos el uso de 

células del ligamento periodontal para el estudio del potencial de diferenciación de 

los materiales propuestos. Estas células, desde el punto de vista funcional se 

distinguen por ser células formadoras como los fibroblastos, osteoblastos y 
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cementoblastos; en células resortivas como los osteoclastos y cementoclastos; en 

células epiteliales de Malassez y en células troncales ectomesenquimales (16). 

El objetivo del presente trabajo es generar conocimiento básico sobre el efecto de 

las propiedades físicas y químicas de diferentes materiales (metales, cerámicos y 

polímeros) en el potencial de diferenciación celular. Dentro de los materiales que se 

van a utilizar se encuentra el titanio puro que ofrece una excelente resistencia a la 

corrosión, tiene alta resistencia mecánica, bajo peso y es biocompatible (17).  
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Capítulo 1. BIOMATERIALES 

El factor más importante que distingue un biomaterial de cualquier otro material es 

su capacidad de existir en contacto con tejidos del cuerpo humano sin causar un 

daño inaceptable al cuerpo. Ha quedado claro que hay muchas maneras diferentes 

en que los materiales y los tejidos pueden interactuar para que esta coexistencia 

pueda verse comprometida y la búsqueda de biomateriales que sean capaces de 

proporcionar el mejor rendimiento en los dispositivos se ha basado en la adquisición 

del conocimiento y comprensión sobre estas interacciones. Estas se discuten 

habitualmente en el amplio contexto del tema de la biocompatibilidad (18, 19). 

1. SUPERFICIES 

1.1 METALES 

Los metales son elementos que tienen enlaces metálicos y, en general, buena 

ductilidad, resistencia y conductividad eléctrica (20), presentan propiedades 

biomecánicas que los hacen adecuados como material de implante. Además son 

fáciles de procesar y tienen buen acabado. Los implantes metálicos han sido 

utilizados a través del tiempo pero debido a los avances de la tecnología se ha 

demostrado un bajo éxito con implantes metálicos tales como: el oro, el acero 

inoxidable, el cobalto-cromo, entre otros. Estos materiales se han vuelto obsoletos 

y han sido sustituidos por otros más nuevos. El titanio (Ti) y sus aleaciones 

(principalmente Ti-6Al-4V) y se han convertido en los metales de elección para 

implantes dentales. Sin embargo, los componentes protésicos de los implantes aún 

se elaboran con aleaciones de oro, acero inoxidable, y aleaciones de cobalto-cromo 

y níquel-cromo (21). 

El titanio puro y las aleaciones de titanio son los materiales metálicos más atractivos 

para las aplicaciones biomédicas (22). Debido a su biocompatibilidad, el titanio se 

considera el material universal para implantes permanentes tales como los 

implantes dentales endoóseos (23). 

El acero inoxidable es una aleación de hierro (Fe), cromo (Cr), níquel (Ni) y carbono 

(C). En esta aleación, el Cr (>11% en peso) es el mayor componente que promueve 
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la resistencia a la corrosión, los aceros tipo 316 y 316L son ampliamente utilizados 

en implantes.  
Para aumentar la resistencia a la corrosión del acero inoxidable 316 en soluciones 

de cloro (Cl) la cantidad de C es reducida de 0.08% en peso a 0.03% para restringir 

al máximo la formación de carburos dando lugar al acero inoxidable 316L (bajo en 

C) (24).  

Las aleaciones de acero inoxidable se utilizan para dispositivos ortopédicos e 

implantes. Las aleaciones a base de hierro se usan para la lámina de la rama 

mandibular, el marco de la rama, los pernos del estabilizador y un poco de inserto 

de la mucosa. Es más propenso a la corrosión por picaduras y se debe tener cuidado 

de usar y retener la condición de superficie pasivada (óxido), ya que esta aleación 

contiene níquel como elemento principal. No debe utilizarse en pacientes que 

presenten sensibilidad a alguno de sus componentes. Tienen altos potenciales 

galvánicos y es resistente a la corrosión. Esto puede resultar en acoplamiento 

galvánico y biocorrosión, si se usan biomateriales de titanio, cobalto, circonia o 

implantes de carbono (21). 

 

1.2 POLÍMEROS 

Los primeros trabajos con los implantes de polimetacrilato de metilo se encontraron 

principalmente con fallas. Sin embargo, en 1971, Hodosh (25) informó que los 

polímeros eran biológicamente sustancias tolerables. La investigación sobre los 

implantes de réplicas de dientes de polimetacrilato de metilo llevó al desarrollo del 

concepto de implante de polímero por Milton Hodosh. Al reemplazar un diente 

natural, la réplica polimérica resultó ser ideal para la restauración de la función y la 

apariencia. A continuación se enumera los motivos por los cuales los polímeros de 

metacrilato de metilo fueron seleccionados: 

1.- Las características físicas de los polímeros pueden alterarse depende del uso, 

ya que su composición puede cambiarse fácilmente.  

2. Los polímeros se pueden cambiar a una forma más porosa o una más suave.  

3.- Los polímeros pueden manipularse fácilmente y permitir una mejor reproducción. 

4.- Los polímeros no generan microondas o corriente electrolítica como los metales.   
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5.- Pueden ser más fácilmente evaluados microscópicamente 

6.- Son estéticamente agradables.  

Estos materiales presentan algunas desventajas como son:  

a) Propiedades mecánicas inferiores.  

b) Falta de adhesión a los tejidos vivos.  

c) Reacciones inmunológicas adversas (21). 

 
El polimetacrilato de metilo procede del ácido acrílico y de su polimerización, es el 

acrílico más utilizado en la odontología. Sus cualidades de biocompatibilidad, 

fiabilidad, relativa facilidad de manipulación, baja toxicidad se utilizan en muchas 

especialidades médicas diferentes (26).  

El PMMA es un material translúcido estético, biocompatible. En virtud de su amplio 

espectro de propiedades deseadas, posee diversas aplicaciones en odontología 

clínica que incluyen mantenedores de espacio, prótesis parciales fijas con postes 

endodónticos, material de férula en los niños. Además se puede utilizar como una 

alternativa al tratamiento convencional en la odontología pediátrica (27). 

 

1.3 CERÁMICOS 

Las cerámicas para dispositivos de implantes quirúrgicos se han utilizado debido a 

su comportamiento inerte,  buena resistencia y por sus propiedades físicas, tales 

como una conductividad térmica y eléctrica mínima. Sin embargo, algunas 

características de los cerámicos como lo es la baja ductilidad y fragilidad han 

limitado su uso (21). 

Se pueden definir como materiales cristalinos inorgánicos, es posible que sean los 

materiales más “naturales” como la arena de la playa y las rocas. Los cerámicos 

avanzados son materiales resultantes de la refinación de cerámicos naturales y con 

otros procesos especiales. Poseen una elevada dureza y un alto punto de fusión 

(20, 21). 

Las características inherentes a este material le confieren la capacidad de poder ser 

fácilmente igualado para conservar la apariencia de los dientes naturales, además 

de que no presentan actividad química ante los fluidos de la boca (28).
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La porcelana dental convencional es una cerámica vítrea basada en una red de 

sílice (SiO2) y feldespatos de potasio (K2O Al2O3 6SiO2) o feldespatos de sodio 

(Na2O Al2O3 6SiO2) o ambos. Los pigmentos, opacadores y vidrios son añadidos 

para controlar la temperatura de fusión, la temperatura de compactación el 

coeficiente de contracción térmica y la solubilidad. Los feldespatos usados para las 

porcelanas dentales son relativamente puros y sin color. Por lo tanto, se deben 

añadir los pigmentos para producir el matiz de los dientes naturales o la apariencia 

del color de los materiales de restauración de color del diente que pueda existir en 

los dientes adyacentes. El sílice (SiO2) puede existir en cuatro formas diferentes; 

cuarzo cristalino, cristobalita cristalina, tridimite cristalino y sílice fundido no 

cristalino. Éste último es un material cuya temperatura de alta fusión se le atribuye 

a la red tridimensional de enlaces covalentes entre sílice tetraédrico, que son las 

unidades estructurales básicas de la red de vidrio. También se incluyen fundentes 

(vidrios de baja fusión) para reducir la temperatura lo suficientemente bajas para 

que la aleación a la que se unen no se funda o se deforme (29). 

Los feldespatos en las porcelanas dentales, ya sean de potasio o de sodio son 

minerales compuestos de óxido de potasio (K2O), óxido de sodio (NaO2), alúmina 

(Al2O3) y óxido de sílice (SiO2). Cuando el feldespato de potasio se mezcla con 

varios óxidos metálicos y es cocido a temperaturas altas, puede formar leucita y una 

fase de vidrio que se ablanda y fluye levemente. Cuando se reblandece la fase de 

vidrio durante el calentamiento de la porcelana se da el proceso por el cual las 

partículas se unen y se llama fase líquida de compactación, proceso controlado por 

la difusión entre las partículas a temperatura suficientemente alta para formar un 

sólido denso (29). Por lo tanto, la porcelana dental es uno de los materiales más 

utilizados para la reconstrucción de la estructura dental natural perdida (la parte 

coronal), ya que gracias a sus propiedades podemos usarla para solucionar 

problemas funcionales y estéticos.  

La circonia se utilizó para la cirugía protésica dental con implantes endóseos a 

principios de los años noventa. Cranin (30) y colaboradores publicaron el primer 

trabajo de investigación sobre circonia en 1975. Los implantes cerámicos se 

introdujeron para la osteointegración, además de que entra una menor acumulación 
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de biopelícula resultando en la mejora de la gestión de tejidos blandos, y la 

consideración estética como una alternativa a los implantes de titanio. La estructura 

de la circonia polimórfica presenta tres formas de cristal: monoclínica (M), cúbica 

(C) y tetragonal (T). La circonia a temperatura ambiente, adquiere una estructura 

monoclínica y tetragonal a 1170℃, seguido de una fase cúbica a 2370 ℃. A 

temperatura ambiente, estas fases son inestables y se rompen en trozos al 

enfriarse. La fase C de circonia pura puede estabilizarse mediante la adición de 

CaO, MgO e Y2O3 (itrio), resultando en un material multifásico llamado circonia 

parcialmente estabilizada (PSZ por sus siglas en inglés partially stabilized zirconia) 

que combina las fases cúbica, monoclínica y tetragonal en el orden de importancia. 

Los policristales de circonia tetragonal (TZP por sus siglas en inglés tetragonal 

zirconia polycrystals), que contienen sólo fase tetragonal, se pueden obtener 

añadiendo itrio a temperatura ambiente. El TZP estabilizado con itrio posee baja 

porosidad, alta densidad, alta flexión y resistencia a la compresión y es adecuado 

para aplicaciones biomédicas (21). 

La circonia es un material cerámico con propiedades mecánicas adecuadas para la 

fabricación de dispositivos médicos. La resistencia a la compresión de ZrO2 es de 

aproximadamente 2000 MPa. Este material se utiliza como dispositivo ortopédico 

(31). También se usa en odontología por los fuertes enlaces covalentes e iónicos 

junto con sus propiedades microestructurales, es estética, biocompatible y tiene 

resistencia química, puede ser parcial o totalmente estabilizada lo que la hace dura 

y frágil (32, 33). 
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Capítulo 2. ASPECTOS BIOLÓGICOS 

En este trabajo se propone evaluar la diferenciación de células del ligamento 

periodontal hacia los fenotipos osteogénico, cementogénico, condrogénico y 

adipogénico, por lo que en el presente capítulo se describen los tejidos de interés 

como el periodonto que se considera un sistema orgánico compuesto de dos tejidos 

duros (cemento radicular y hueso alveolar) y dos tejidos blandos (ligamento 

periodontal y encía), que en su conjunto mantienen el funcionamiento adecuado del 

diente (34, 35). Y el proceso de diferenciación a través del cual las células troncales 

del ligamento periodontal pueden generar dichos tejidos. 

2.1 PERIODONTO 

El periodonto es un conjunto de tejidos que soportan y protegen a los órganos 

dentales y unen el diente al hueso alveolar. Está constituido por cuatro componentes 

estructurales: hueso alveolar, ligamento periodontal, cemento radicular y encía (36). 

La principal función del periodonto es anclar al diente y amortiguar las fuerzas 

masticatorias debido a que sufre una presión mecánica constante. El periodonto es 

un poderoso sistema que regula la homeostasis, y la integridad fisiológica en íntimo 

contacto con tejidos blandos y tejidos mineralizados, bajo la constante influencia de 

microorganismos y cambios físicos (37). 

 

2.2 ENCÍA 

En el adulto en condiciones de salud, la encía está compuesta por epitelio gingival 

y tejido conectivo que cubre al hueso alveolar y las raíces de los dientes a nivel 

coronal, a través de la unión cemento esmalte. (36). Está constituida 

predominantemente por fibras de colágena, proteoglicanos, fibronectina, 

osteonectina, tenasina y elastina. La contribución variable de estas moléculas a la 

arquitectura gingival depende en gran medida de la ubicación (38). 
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2.3 LIGAMENTO PERIODONTAL 

El desarrollo del ligamento periodontal comienza con la formación radicular antes 

de la erupción dental, tanto en su desarrollo como en la madurez, contiene células 

troncales mesenquimales con potencial de diferenciación hacia osteoblastos, 

cementoblastos y fibroblastos (39, 40). El ligamento periodontal es tejido conectivo 

especializado, vascularizado el cual le brinda sostén y nutrición al órgano dental: es 

considerado como sistema de amortiguación pues resiste y distribuye las fuerzas 

de masticación, además que contribuye a la reparación de daño tisular y genera 

homeostasis. Esta última es una de las características más interesantes, mide entre 

0.15 y 0.38 mm, aproximadamente, de ancho (41). El ligamento periodontal tiene el 

potencial de presentar una remodelación constante y resorción del cemento 

radicular, ligamento y hueso alveolar. Sin embargo, una vez que ha sido destruido 

el daño es irreversible (42). 

2.3.1 Células del Ligamento Periodontal 

Hay evidencia de que el ligamento periodontal contiene poblaciones celulares 

capaces de diferenciarse en cementoblastos, osteoblastos y adipocitos (43-45). La 

presencia de múltiples tipos celulares en el ligamento periodontal sugiere que este 

tejido es un nicho de células troncales heterogéneas de origen mesenquimal que 

mantienen la homeostasis del tejido periodontal. Seo (46) aisló una población de 

células troncales heterogéneas mesenquimales a partir del ligamento periodontal 

que mostraron ser positivas a marcadores como STRO-1, escleraxis (factor de 

transcripción específico de tendón) así como también marcadores de fenotipos 

cementoblástico/osteoblástico. Estudios ex vivo muestran que las células troncales 

heterogéneas del ligamento periodontal pueden regenerar estructuras similares al 

ligamento periodontal y al cemento después de ser trasplantadas en ratones 

inmunocomprometidos; dichas estructuras son totalmente distintas a las estructuras 

formadas por otras células troncales dentales (47, 48). 

Las células troncales heterogéneas del ligamento periodontal humano forman un 

tejido denso de colágena tipo I que simula el ligamento periodontal. Las fibras de 

colágena generadas, in vivo, son capaces de conectarse con una estructura similar 
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al cemento radicular que mimetiza la unión fisiológica de las fibras de Sharpey, 

dentro de defectos periodontales en ratones inmunocomprometidos. La alta taza 

proliferativa, que muestran las células troncales heterogéneas del ligamento 

periodontal, permite que sean la mejor opción para la aplicación clínica en el 

tratamiento de regeneración tisular (46, 47). 

2.4 HUESO ALVEOLAR 

El hueso alveolar es una parte especializada de los huesos mandibular y maxilar 

que forma la estructura de soporte primario de los dientes. Aunque pueden ser 

comparables con otros tejidos óseos del cuerpo, el hueso alveolar se somete a un 

remodelado continúo y rápido asociado con la erupción de los dientes y, 

posteriormente, a las demandas funcionales de la masticación. La capacidad del 

hueso alveolar para someterse a una rápida remodelación es también importante 

para la adaptación posicional de los dientes, pero puede ser perjudicial para la 

progresión de la enfermedad periodontal (49). 

El proceso alveolar consiste en una delgada capa de hueso que forma la pared de 

la cavidad del órgano dentario y contiene insertadas las fibras de Sharpey. Los 

procesos alveolares son estructuras óseas dependientes de los órganos dentarios 

que se desarrollan y sufren remodelación de acuerdo a la formación y erupción de 

los dientes. La forma, localización y función de los dientes determinan la morfología 

ósea. Durante el desarrollo de las raíces comienza los principales cambios, como la 

altura del proceso alveolar, por lo que esto se encuentra íntimamente relacionado 

con la formación del ligamento periodontal y el cemento radicular. Las funciones 

generales del proceso alveolar son anclar a las raíces dentales, absorber y distribuir 

el constante esfuerzo debido a los contactos oclusales (35, 50).  

El hueso alveolar está compuesto por matriz orgánica, de la cual la colágena tipo I 

y III son las más abundantes, además contiene proteínas no colágenas como 

sialoproteína ósea (BSP), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), proteínas 

morfogenéticas de hueso y factores de crecimiento. Los osteoblastos son las células 

que producen la matriz orgánica del hueso, y se diferencian de células foliculares 

pluripotentes. El otro componente estructural es la matriz inorgánica, formada por 
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minerales, principalmente calcio y fósforo, en forma de cristales de hidroxiapatita 

(50). 

2.5 OSTEOGÉNESIS 

La osteogénesis es la diferenciación de células troncales mesenquimales en 

osteoblastos. La diferenciación osteogénica es impulsada por Runx2, que es un 

factor de transcripción que regula los niveles de expresión de genes osteogénicos. 

Estos genes incluyen fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina (OPN), Colágena tipo 

I, osteocalcina (OCN) y osterix.  

Existen otras vías de señalización implicadas en la diferenciación osteogénica, 

incluyendo la proteína morfogenética ósea (BMP), el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), y Wnt / β-catenina. Al igual que la adipogénesis, la 

diferenciación osteogénica se basa en el estímulo mecánico con la superficie de 

crecimiento apropiada, la topografía, el estrés, etc. Un principio general es que la 

estimulación de adipogénesis es el resultado en la supresión de la osteogénesis y 

viceversa. Dada la inducción de la adipogénesis por muchos productos químicos 

disruptores endocrino (EDCs), es lógico que se ha demostrado que los EDC 

reducen la expresión de genes y la actividad de factores de transcripción implicados 

en células troncales mesenquimales (MSCs) que experimentan diferenciación 

osteogénica (51). 

2.6 CONDROGÉNESIS  

La diferenciación de los condrocitos y la hipertrofia son eventos clave en la 

formación ósea. Existen dos procesos de formación ósea: uno es la osificación 

intramembranosa, durante la cual las células troncales mesenquimales (MSCs) se 

diferencian directamente en osteoblastos. De esta manera se forman huesos 

irregulares, que incluyen el hueso del cráneo, la clavícula y parte de la mandíbula. 

Por otro lado, los huesos largos y el esqueleto de los vertebrados están formados 

por otro proceso llamado osificación endocondral. En pocas palabras, la osificación 

endocondral es un proceso que comienza con la condensación de las MSCs, que 

se diferencian a los condrocitos y luego forman una plantilla de cartílago. 

Gradualmente, la plantilla de cartílago es reemplazada por minerales óseos. Las 
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MSCs durante la condensación expresará SOX9, que es un factor regulador 

fundamental en la condrogénesis y estas células se diferencian en condrocitos con 

dos subpoblaciones: condrocitos redondos y de baja proliferación en los extremos 

distales de la condensación que continúan expresando SOX9 y condrocitos de alta 

proliferación situados en columnas hacia el centro que luego experimentan 

maduración. (52) 

Durante el proceso de maduración, los condrocitos en la región central del cartílago 

se retirarán del ciclo celular y se diferencian en pre-hipertróficos y condrocitos 

hipertróficos con alrededor de 20 veces mayor volumen. Los condrocitos 

hipertróficos producen una matriz extracelular, que es una plantilla para la 

subsiguiente sustitución por hueso (53). Alrededor del elemento cartilaginoso está 

el pericondrio, que consiste en una capa de células parecidas a fibroblastos. Las 

células en pericondrio se diferenciarán en osteoblastos para formar el periostio 

altamente vascularizado. Y luego los vasos sanguíneos del periostio junto con 

osteoblastos y osteoclastos invaden la matriz calcificada producida por los 

condrocitos hipertróficos, lo que da como resultado la sustitución del cartílago 

mineralizado por hueso para formar el centro de osificación primaria. Y la matriz se 

remodelará adicionalmente para formar el hueso cortical y la cavidad de la médula 

ósea para proporcionar una matriz hematopoyética. Los centros secundarios de 

osificación generalmente surgen en la etapa de desarrollo postnatal y se localizan 

en los extremos distales del hueso largo. (54) 

La expresión génica varía con las diferentes etapas de la osificación endocondral. 

Los condrocitos inmaduros expresan los factores de transcripción SOX5, SOX6 y 

SOX9 y la estructura de las proteínas colágeno tipo II, α1, aggrecan. Todos ellos 

son los marcadores de la diferenciación de los condrocitos. Después de esa etapa 

es la pre-hipertrofia de los condrocitos, que está marcada por el receptor de la 

hormona 1 de la paratiroides (Pth1r) y la expresión del hedgehog (Ihh). Luego, el 

estadío va a los primeros condrocitos hipertróficos que expresan colágena tipo X, 

α1 (Col101). Posteriormente, la expresión de SOX5, SOX6, SOX9 y Col tipo II 

disminuyó. Finalmente, los condrocitos procedieron al estado hipertrófico tardío con 

la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA), la 
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metaloproteinasa de matriz 13 (MMP13) y la osteopontina. Las expresiones de estos 

genes anuncian que la matriz está siendo invadida por osteoblastos, osteoclastos y 

células endoteliales y eso significa que las plantillas de cartílago van a ser 

reemplazadas por huesos. (55) 

Los estudios han informado de que el desarrollo de los huesos depende del 

equilibrio entre la proliferación de condrocitos y la diferenciación. Una vez que se 

altera el equilibrio, se cambiará la longitud y la estabilidad de los huesos (53). 

2.7 CEMENTO RADICULAR 

El cemento radicular es un tejido conectivo heterogéneo mineralizado que recubre 

la superficie de la raíz del diente, es de los componentes más importantes del 

aparato de inserción porque es el sitio donde se insertan las fibras de Sharpey. 

Histológicamente el cemento radicular es muy similar al hueso; sin embargo, 

análisis químicos y físicos indican que el cemento es menos calcificado que la 

dentina. Dentro de las características que difieren con el hueso son: ausencia de 

vasos sanguíneos, vasos linfáticos, no tiene inervación, no sufre reabsorción 

fisiológica o remodelación, pero es caracterizado por su continua deposición 

durante toda la vida. Las funciones más importantes de este tejido son: revestir y 

anclar las fibras principales del ligamento periodontal, la participación en el 

mantenimiento de la relación oclusal (adaptación), la reparación de los defectos de 

las raíces después de la resorción o fractura, y la protección de la pulpa (56). 

2.8 CEMENTOGÉNESIS 

Durante la formación de la raíz, el mesénquima apical continúa proliferando para 

formar el periodonto, mientras el epitelio interno y externo se fusionan a nivel 

cervical para formar una vaina epitelial llamada vaina epitelial de Hertwig (HERS). 

Las células de la vaina proliferan y migran hacia la zona apical, donde se dividen en 

la papila y el folículo dental. Las células de HERS migran de la raíz a la región del 

futuro ligamento periodontal y se re-asocian, para formar los restos epiteliales de 

Malassez que persisten en los adultos en un aposición cercana a la superficie 

radicular. Una vez que se ha perdido la continuidad de las células de HERS, las 

células foliculares ecto-mesenquimales comienzan a depositar el cemento radicular 
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sobre la dentina recién depositada y/o sobre la matriz secretada por las células de 

HERS. La región apical de la raíz en desarrollo contiene células ecto-

mesenquimales progenitoras de fibroblastos, pre-odontoblastos y pre-

cementoblastos (57). 

Actualmente estas dos teorías válidas que postulan la existencia de diferentes tipos 

de cementoblastos: los originados de las células de la vaina epitelial de Hertwig por 

medio de la transformación epitelio-mesénquima (formando el cemento acelular); 

los que derivan de las células del folículo dental (formando en el cemento celular). 

La biología del cemento, los aspectos moleculares y celulares de la cementogénesis 

han propuesto diferentes tipos de cemento clasificados de acuerdo a su origen y 

sus fibras: 

1. El cemento acelular de fibras extrínsecas (AIFC) se encuentra en la parte media 

y coronal de la raíz y contiene principalmente fibras de Sharpey. Este tipo de 

cemento es parte importante el aparato de unión y conecta al órgano dentario con 

el hueso alveolar  

2. El cemento celular de fibras intrínsecas (CIFC), contiene cementocitos embebidos 

en la matriz de fibras de colágeno, estas fibras intrínsecas se encuentran orientadas 

principalmente paralelas a la superficie de la raíz, ubicadas principalmente en la 

reabsorción y contiene fibras intrínsecas y cementocitos. 

3.  El cemento acelular afibrilar (AAC) generalmente se encuentra depositado en las 

superficies del esmalte maduro. Es decir, durante la formación y erupción del órgano 

dental, localizado por arriba del esmalte cervical y la unión amelo-cementaria; el 

principal componente son los glicosaminoglucanos.  

4. El cemento celular mixto, estratificado (CMFC) está presente en el tercio apical 

de las raíces dentales y en las furcas. Se sabe que le proporciona un sistema de 

remodelación de la superficie de la raíz compensando el desplazamiento de los 

órganos dentales en sus cavidades alveolares: contiene fibras intrínsecas, 

extrínsecas, así como también cementocitos. 

El cemento está constituido, aproximadamente, de 50% de hidroxiapatita y 50% de 

proteínas colágenas y no colágenas 
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2.9 PROTEÍNAS NO COLÁGENAS 

Las proteínas de matriz no colágenas que han sido identificadas son la sialoproteína 

ósea (BSP), la proteína de la matriz de la dentina 1 (DMP-1), la sialoproteína 

dentinaria (DSP), la fibronectina (FN), la osteocalcina (OCN), la osteopontina (OPN), 

la osteonectina, la tenascina, los proteoglicanos, lo proteolípidos, y varios factores 

de crecimiento que comparten similitud con la matriz extracelular del hueso, con la 

diferencia de que existen proteínas exclusivas del cemento como son: la proteína 

de adhesión del cemento (HACD1/CAP), y la proteína del cemento 1 (CEMP1). En 

estudios se demostró la presencia de proteínas propias del esmalte, que se sabía 

que participaban en la formación del cemento, sin embargo, encontraron la 

presencia de amelogenina (AMEL) dentro del núcleo de los cementoblastos. Que 

actúan como un factor de crecimiento relacionado en los procesos de proliferación 

y diferenciación. Por su parte, la presencia de la proteína ameloblastina (AMBN), 

actúa en sinergismo con AMEL en los procesos de regulación de la diferenciación 

de los cementoblastos (41). 

2.9.1 Fosfatasa Alcalina (ALP) 

Es una enzima lisosomal, en 1972, Warners (58) sugirió que está implicada en los 

procesos de la mineralización del hueso y la calcificación del cartílago, debido a que 

tiene dominios de unión a la colágena tipo I, II, y X. Se ha encontrado su presencia 

en osteoblastos, fibroblastos, neutrófilos, el suero y también en el fluido gingival 

crevicular. Se relaciona con el incremento de la inflamación gingival. Más aún, la 

actividad de la fosfatasa alcalina se observa también en el ligamento periodontal 

que recubre al cemento acelular, células de la médula ósea, células endosteales y 

cementoblastos. La actividad de ALP puede diferenciar a los fibroblastos del 

ligamento periodontal hacia osteoblastos o cementoblastos, no así en los 

fibroblastos gingivales. La fosfatasa alcalina es una fosfoproteína necesaria para la 

iniciación y maduración de la formación del cristal de hidroxiapatita; esto a través de 

la hidrólisis del pirofosfato. Por lo tanto es una molécula que incrementa su 

actividad, una vez iniciada la mineralización.  
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En la ausencia de ALP, como sucede en una hipofosfatasia, se presenta una 

mineralización anormal en el desarrollo esqueletal y, en cavidad oral, se observa 

escasez de cemento Este proceso origina la pérdida prematura de los órganos 

dentales (35, 59, 60). 

La fosfatasa alcalina es una proteína glicosilada localizada, en la porción externa de 

la membrana citoplasmática y en vesículas de matriz, regula las concentraciones 

extracelulares de fosfatos, y cataliza la hidrólisis de fosfomonoésteres a un pH 

alcalino. La actividad específica de esta enzima es como indicador de desarrollo y 

diferenciación celular. Su actividad se ha localizado en placas de crecimiento de 

cartílago, médula ósea, osteoblastos y cementoblastos. En el hueso se ha 

localizado en el frente de mineralización (35, 61). 

2.9.2 Sialoproteina Ósea (BSP) 

Es una glicoproteína altamente fosforilada de 59 kDa, con altos niveles de ácido 

glutámico. Se expresa durante estadíos tempranos del desarrollo de la raíz y en el 

diente maduro. Posee la secuencia RGD (arginina, glicina y ácido aspártico), 

secuencia de unión celular que interacciona con las integrinas y con dos distintas 

regiones enriquecidas en ácido glutámico que contribuyen a la unión de las células 

de hueso a la matriz extracelular. También intervienen para la formación de cristales 

de hidroxiapatita y afinidad por el calcio (62). Además, se encuentra relacionada con 

funciones de adhesión celular y participa en el inicio de la mineralización. Es una 

proteína quimio-atrayente de pre-cementoblastos: promueve su adhesión y 

diferenciación. Tiene la capacidad de una proteína nucleadora de cristales de 

hidroxiapatita, por lo que se le atribuye un papel importante durante las primeras 

etapas de mineralización (63). 

2.9.3 Osteocalcina (OCN) 

Es una proteína de 84-100 aminoácidos y un peso molecular de 5.8 kDa. Dentro de 

su secuencia contiene cinco residuos de ácidos glutámicos (GLA). Debido a sus 

funciones actúa como marcador de tejidos calcificados, maduración de 

osteoblastos, odontoblastos, cementoblastos, condrocitos hipertróficos. Otra de sus 
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funciones es unir a los iones de calcio y cristales de hidroxiapatita: influye en el 

movimiento y proliferación de los osteoclastos. Recientemente se ha sugerido que 

regula el frente de mineralización, inclusive recientemente se ha sugerido que actúa 

como hormona, ya que influye en el metabolismo de la energía, ya que la regula la 

secreción de insulina. Es altamente conservadora entre las especies. Sin embargo 

se ha observado su expresión en riñón, pulmón, corazón cartílago, células del 

musculo liso y las paredes de los vasos sanguíneos (41, 64, 65).  

2.9.4 Proteína del Cemento 1 (CEMP1) 

La proteína del cemento 1 es una proteína de aproximadamente 50 kDa inicialmente 

aislada a partir del medio condicionante de una línea celular derivada de un 

cementoblastoma humano in vitro, que se ha localizado y expresado en poblaciones 

celulares del ligamento periodontal, cementoblastos y células de espacios 

endosteales, por lo que podría ser considerado como un marcador de 

cementoblastos. La CEMP1 promueve la adhesión, proliferación y la diferenciación 

celular, incluso mediante la transfección a células no mineralizantes (fibroblastos 

gingivales humanos). También se conoce que la CEMP1 cambia el fenotipo de los 

fibroblastos hacia tejido mineralizante. Se observó que la proteína específica del 

cemento radicular tiene una alta afinidad por la hidroxiapatita y que participa en los 

procesos de mineralización ya que regula el crecimiento y morfología a través de la 

nucleación de cristales de fosfato octacálcico (OCP) (cristal precursor de la 

hidroxiapatita). En estudios en vivo se ha observado que la CEMP1, actúa como 

quimio-atrayente en el reclutamiento de células troncales mesenquimales con 

STRO-1 positivas, promueve la proliferación y la mineralización de estas células 

(66-68).  

Cuando se colocó CEMP1 en cultivo 3D de células del ligamento periodontal se 

observó el cambio de fenotipo hacia cementoblástico / condroblástico / osteoblástico 

(69), por lo que representa una molécula ideal con potencial de regeneración en 

hueso. Usando la recombinante humana se demostró tener potencial osteoinductivo 

en la formación y maduración del hueso, con lo que se demostró que la CEMP1 
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puede ser utilizada como agente terapéutico en la regeneración de defectos de 

tamaño crítico en ratas Wistar (66, 70-72).  

Un estudio reciente reveló que hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris tiene 2.4% 

de glicosilaciones, es termoestable y posee una masa molecular de 28,770 Da. El 

espectro de dicroísmo indicó un contenido de estructura secundaria de 28.6% de 

hélice , 9,9% de hoja  y 61.5% de estructura aleatoria. Los ensayos de actividad 

biológica demostraron que hrCEMP1 nuclea y regula el crecimiento de cristales de 

hidroxiapatita. Por este medio se demuestra por primera vez que CEMP1 tiene una 

actividad de tipo lectina (tipo C) y reconoce específicamente el manopiranósido. La 

información producida por esta caracterización bioquímica y estructural puede 

contribuir a comprender mejor las funciones biológicas de CEMP1 (73). 

2.9.5 Proteína de Adhesión del Cemento (HACD1/CAP) 

El gen de la proteína de adhesión del cemento se localiza en el cromosoma 10 

región p13-p14, se considera un empalme (splicing) alternativo del gen PTPLA (se 

expresa mayoritariamente en el desarrollo y etapas posnatales de músculo cardiaco 

y en menor medida en músculo esquelético). La proteína de adhesión del cemento 

tiene 140 aminoácidos y un peso molecular de 14.920 kDa, su carga eléctrica es 

neutra (pH 7.78) y carece de péptido señal. Es una proteína con una movilidad 

relativa de 54-57 kDa que se ha aislado, caracterizado y purificado a partir de 

extractos de cemento maduro bovino y humano, mediante el empleo de un 

anticuerpo monoclonal anti-CAP bovina (3G9). Se ha inmunolocalizado en la matriz 

del cemento radicular, en espacios endosteales del hueso alveolar y en zonas 

paravasculares del ligamento periodontal; así como en cementoblastos putativos in 

vitro e in vivo (67, 74, 75). 

El papel biológico de la proteína de adhesión del cemento es principalmente 

quimiotáctico de células del ligamento periodontal y del hueso alveolar hacia la 

superficie radicular. Se sugiere que su función de adhesión podría estar mediada 

por el receptor de integrinas α5β1, así como una alta afinidad por la fibronectina, 

hidroxiapatita, dentina y cemento radicular. Incrementa la actividad de ALP, así 
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como la expresión de proteínas asociadas al proceso de biomineralización. Se ha 

demostrado que, en fibroblastos gingivales, la proteína CAP activa la vía de MAPK, 

mediada por ERK2 e induce la expresión de c-fos, el cual es un factor de 

transcripción que participa en la proliferación celular (76-80). La proteína de 

adhesión promueve la propagación de células mesenquimales, por lo que la CAP 

puede interaccionar selectivamente con cierto tipo de células y subtipos celulares, 

y afectan sus actividades. Por lo tanto juegan un papel determinante durante la 

formación y regeneración de tejido conectivo periodontal, actúan como molécula 

inductora de la diferenciación hacia un fenotipo mineralizante (67, 70, 76, 81, 82). 

2.9.6 SOX9 

Es miembro de una gran familia de genes SOX: un factor de transcripción que 

contiene un grupo dominio de gran movilidad (HMG), similar a SRY, que se requiere 

para la diferenciación de los condrocitos y la formación de cartílago. SOX9 también 

se expresa en otros tejidos como el sistema nervioso y el sistema urinario. SOX9 

une las secuencias esenciales en Col II  1 y Colágena XI  2, Col XI  2 activadores 

específicos de los condrocitos, es co-expresado con colágena tipo II, y es un 

activador del gen promotor y activador del aggrecan (55). 

2.10 COLÁGENAS TIPO II, X, XI 

En el cartílago articular hay diversos tipos de colágena; representa el 20% del peso 

total; el 95% es colágena tipo II que actúa como un modulador de la osteogénesis, 

también le confiere la estructura y rigidez del cartílago (83). Sus principales 

funciones son proporcionar al tejido propiedades tensiles e inmovilizar los 

proteoglucanos dentro de la matriz extracelular y provee un microambiente 

osteoinductivo. La integrina α2β1 puede ser responsable de la interacción con la 

colágena tipo II y de la diferenciación en estadío temprano. 

La colágena es un homotrímero, tiene un alto nivel de organización estructural. La 

unidad básica es el tropocolágena, que está compuesta por tres cadenas 

polipeptídicas o cadenas . La colágena tipo IX está formada por tres tipos distintos 

de cadenas 1 2 y 3, la cadena 1 contiene una región globular no helicoidea y 
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la cadena 2 esta modificada para contener una cadena de glucosaminoglicanos. 

La colágena tipo X es de bajo peso molecular que contiene tres cadenas idénticas, 

se encuentra en la zona calcificada del cartílago (84, 85). 

2.10.1 ACAN (Aggrecan) 

Es el proteoglucano principal del cartílago también es el componente principal de la 

matriz extracelular, en forma de agregados de alto peso molecular necesarios para 

la hidratación del cartílago y satisface sus demandas mecánicas de soporte de peso. 

El ensamblaje agregado es un proceso altamente ordenado que requiere la 

formación de un complejo ternario entre aggrecan, proteína de enlace e hialuronano 

(83, 86), es decir, que se une al ácido hialurónico formando agregados (87). Forma 

el 35% de las proteínas presentes en el tejido. El tamaño de los agregados varía en 

función del tamaño de la cadena del ácido hialurónico. 

2.11 ADIPOGÉNESIS Y PPAR 

La adipogénesis es la diferenciación de preadipocitos en adipocitos y es importante 

para el almacenamiento de lípidos y en el metabolismo del cuerpo humano. La 

adipogénesis requiere un entorno de apoyo y un receptor activado por un ligando 

proliferador de peroxisoma gamma (PPAR), con el fin de apoyar la diferenciación 

adipogénica la densidad celular apropiada, la distribución espacial de las células, la 

matriz extracelular y un estímulo hormonal soluble, tal como receptor del factor de 

crecimiento 1 similar a la insulina, receptor glucocorticoide, o proteína dependiente 

de monofosfato cíclico de adenosina dependiente de quinasa. Debe estar presente 

como regulador maestro de la adipogénesis, tanto in vitro como in vivo, se ha 

demostrado que PPAR es necesario, único y suficiente para la diferenciación 

adipogénica. 

La expresión de PPARinducida por CCAAT/proteína de unión a potenciador (C / 

EBP) β  , se acopla en un loop de avance directo con C / EBP \  para promover 

adipogénesis (51, 88, 89).
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2.11.1 Lipo-Proteína Lipasa (LPL) 

Es una enzima que participa en el proceso metabólico de los lípidos, en la regulación 

de la diferenciación de células espumosas de macrófagos derivados, en el proceso 

catabólico de lípidos, en el proceso de biosíntesis y catabolismo de los triglicéridos 

(90). 
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CAPÍTULO 3. HIPÓTESIS, OBJETIVOS, PLANTEAMIENTO Y 
JUSTIFICACIÓN  

3.1 HIPÓTESIS DE INVESTIGACIÓN 

La hipótesis del presente trabajo es la respuesta de diferenciación de las células del 

ligamento periodontal es distinta y depende de las propiedades de superficie de 

cada material. Para realizar dicha evaluación es necesario identificar las diferentes 

propiedades de superficie tales como la mojabilidad, la topografía, la carga de 

superficie.   
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3.2 OBJETIVO GENERAL 

Determinar las posibles correlaciones entre las propiedades de superficie 

(topografía, mojabilidad, carga superficial y composición química) de diferentes 

materiales (metales, cerámicos y polímeros) con su potencial de diferenciación de 

células del ligamento periodontal. 

 

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES 

Cada material tiene una composición diferente, la cual será determinada 

previamente mediante espectroscopia de dispersión de rayos X (EDS) y se 

correlacionó con: 

 La mojabilidad de los materiales, es decir, el ángulo de contacto del agua 

sobre las superficies de estudio. 

 La composición de la superficie determinada por una técnica de análisis de 

superficie (espectroscopia de fotoelectrones, XPS) 

 La carga en la superficie, es decir, el punto de carga cero.  

 La adhesión, viabilidad y citotoxicidad de las superficies con cultivo de células 

del ligamento periodontal (HPLC). 

 La diferenciación celular hacia adipocitos, condrocitos, cemento y 

osteoblastos sin utilizar medios inductivos de diferenciación.  
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3.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Para el desarrollo de los biomateriales en el futuro se propone obtener materiales 

que no solo ofrezcan una respuesta inerte, sino más bien que induzcan respuestas 

específicas al interactuar con los tejidos biológicos. Para esto es necesario entender 

el papel que juegan las propiedades superficiales en la respuesta inducida al estar 

en contacto con las células. En particular, consideramos que la diferenciación 

celular es un tema que solo ha sido estudiado parcialmente. En la literatura se 

encuentran estudios del efecto de modificaciones superficiales en la diferenciación 

celular, pero solo agrupando algún tipo específico de material, por ejemplo o todos 

son metales, o polímeros o cerámicos o materiales compuestos. Nuestra propuesta 

es comparar diferentes tipos de materiales; dos metales (titanio comercialmente 

puro y acero inoxidable 316L), dos cerámicas (porcelana dental y circona) y dos 

polímeros (polimetacrilato de metilo y polietileno de alta densidad [PMMA y PEAD]) 

para ver el efecto de sus propiedades superficiales en el potencial de diferenciación 

de células de ligamento periodontal hacia cuatro fenotipos; adipocitos, osteoblastos, 

cemento y cartílago. 
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3.5 JUSTIFICACIÓN 

Los materiales para aplicaciones médicas son seleccionados de acuerdo a sus 

propiedades volumétricas (dureza y rigidez). Sin embargo, son las características 

superficiales las que determinan directamente la interacción a nivel celular. De modo 

que se ha observado que al modificar las propiedades superficiales se puede 

obtener una mejor respuesta celular, sin que se alteren las propiedades 

volumétricas del material, como la resistencia mecánica o el módulo a la flexión. A 

pesar de esto, hay muy pocos estudios que correlacionen propiedades superficiales 

de materiales totalmente diferentes, como un polímero y un metal o un metal y un 

cerámico, en lo que se refiere a la respuesta celular. En particular, nos interesa 

determinar si el potencial de diferenciación celular de cada superficie depende de 

sus propiedades físicas y químicas, incluyendo las diferentes composiciones 

químicas. Con esta finalidad seleccionamos 6 materiales, dos de cada familia; 

polímeros, metales y cerámicos. La propuesta es evaluar, bajo las mismas 

condiciones de cultivo celular, si la diferenciación celular es diferente entre ellos y 

determinar si las diferencias tienen un origen claro en consecuencia de las 

propiedades superficiales. 
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CAPÍTULO 4. DISEÑO EXPERIMENTAL 

4.1  PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

4.1.1 Modificación de la Superficie (Rugosidad). 

Se usaron discos (N=180) de acero inoxidable 316L (AI316L) (n=30); titanio 

comercialmente puro (TCP, Straumann™) (n=30); polimetacrilato de metilo (PMMA, 

Lucitone 199™) (n=30); polietileno de alta densidad, (n=30) (PEAD, Poly-Maq 

Paloma 100™); óxido de circonia (ZrO2. Natura ZIR™) (n=30) y porcelana dental 

(VITA VM13™) (n=30) de 14 mm de diámetro y 2 mm de grosor, se midió la 

rugosidad inicial, se realizó un tratamiento superficial por medio de desgaste con 

lijas de diferente granaje, a todas las superficies de los materiales para producir 

rugosidades en el intervalo de 2±0.5 m, para este procedimiento se utilizó una 

pulidora UNIPOL-810 MLT; las muestras fueron lavadas y sonicadas con la finalidad 

de remover los residuos del pulido mecánico para lo cual, las muestras fueron 

colocadas en un baño de ultrasonido, se utilizaron tres diferentes disolventes en 

tiempos específicos: acetona por 10 minutos, 20 minutos en isopropanol y 20 

minutos en agua destilada estos lavados fueron específicos para los metales; para 

cerámicos y polímeros se lavaron con agua destilada únicamente.  
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4.2 CARACTERIZACIÓN FÍSICA Y QUÍMICA SUPERFICIAL DE LOS 
MATERIALES 

4.2.1 Técnicas Instrumentales   

4.2.1.1 Rugosidad 

La perfilometría es una técnica sencilla y muy sensible para el análisis de la 

rugosidad superficial de una muestra sólida, posee una punta que puede ser móvil 

o fija, y ésta detecta los desplazamientos verticales que sufre la punta en su 

recorrido a lo largo de la superficie de la muestra con la cual se puede determinar 

su topografía (91). 

En perfilometría se utilizan dos modos: de contacto y de no contacto (óptico). La 

perfilometría de contacto es una técnica directa ya que no requiere modelado. En el 

perfilómetro de contacto la punta es estática, mientras el portamuestra se mueve 

vertical o lateralmente bajo la punta haciendo contacto con ella.  

La perfilometría de contacto es ampliamente usada para estudios en biomateriales 

pues determina la rugosidad de la muestra a escalas comparables con las 

dimensiones celulares(92). 

Para evaluar la morfología de las muestras se estableció la rugosidad final de cada 

superficie hasta obtener la rugosidad deseada (2±0.5 micras) para la obtención de 

dicha rugosidad final se utilizó un perfilómetro (Veeco Dektak 150™), se hicieron 10 

barridos lineales de 500 m de longitud en cada disco, aleatoriamente. Los perfiles 

se muestran en la Figura 1Figura 1.  
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Figura 1. Perfilometría del barrido lineal 500 µm realizada aleatoriamente, se 

muestra el más representativo de cada material. A) TCP, B) AI316L, C) 
PEAD, D) PMMA, E) Circonia y F) Porcelana, después de haber sido 
desgastados con lijas de diferentes granajes para conseguir la rugosidad 
media (Ra). Fuente directa.  
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4.2.1.2 Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) 

El principio del funcionamiento del MEB (Scanning Electron Microscope por sus 

siglas en inglés) se basa en un haz de electrones acelerados procedentes de un 

filamento, el haz es focalizado mediante una serie de lentes electromagnéticos hacia 

una muestra. Debido a la interacción que sufren estos electrones con la muestra se 

generan una serie de señales que se recogen y amplifican para obtener información 

tanto de la morfología, como de la composición química, a través del análisis 

semicuantitativo. 

Una vez obtenida la rugosidad en toda la muestra, se observaron al microscopio 

electrónico de barrido JEOL JSM-7600F Field, donde se observaron varias áreas de 

los discos a diferentes magnificaciones (1,000 y 5,000 X) y a su vez se realizó un 

análisis semicuantitativo con la técnica de espectroscopia de dispersión de rayos X 

(EDS, por sus siglas en inglés energy-dispersive X-ray spectroscopy)  

4.2.1.3 Microscopía de Fuerza Atómica (MFA) 

El mecanismo del MFA (Atomic Force Microscope por sus siglas en inglés), se basa 

en la detección de fuerzas que actúan entre una sonda afilada (cantilever de silicio) 

y la superficie de la muestra. Existen varios modos de operación del MFA 

1. Modo de contacto: Es ampliamente utilizado entre los diferentes modos del 

MFA. La punta del MFA está en contacto real con la superficie de la muestra. 

En este modo se comparan entre los dos tipos de exploración MFA: modo 

tapping (a) y modo de contacto (b). Por lo general, el primero puede minimizar 

la deformación de la muestra. 

2. Microscopía de fuerza lateral: Mediante este modo se miden las áreas de las 

fuerzas de fricción superiores e inferiores. 

3. Modo de No-contacto: El voladizo oscila por encima de la superficie de 

interés a una distancia en este modo, que ya no está en el régimen repulsivo 

sino en el régimen atractivo de la curva de fuerza intermolecular. La 

operación de la formación de imágenes de nanocontacto es bastante difícil 

en las condiciones ambientales, debido a la capa delgada existente de agua 

en la punta y la superficie de interés.
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A medida que la punta se aproxima a la superficie de la muestra, se crea un 

pequeño puente capilar entre la punta y la muestra, y hace que la punta "salte 

al contacto" 

4. Fuerza dinámica \ contacto intermitente: Esto también se conoce como el 

modo de derivación. La punta del MFA toca o golpea la superficie y está más 

cerca de la superficie que el modo de no-contacto. Este modo se sabe que 

mejora la resolución lateral de muestras blandas. 

5. Modulación de la fuerza: En este modo se mide la pendiente de la curva 

fuerza-distancia, que está relacionada con la elasticidad de la muestra 

6. Imagen de fase: En este modo se mide el desplazamiento de fase del 

voladizo oscilante, en relación con la señal de accionamiento. Este 

desplazamiento de fase puede correlacionarse con propiedades de material 

específicas que influyen en la interacción punta / muestra. El cambio de fase 

puede usarse para diferenciar áreas de una muestra con propiedades tan 

diferentes como fricción, adhesión, viscosidad y elasticidad (93). 

Para esta técnica se utilizó microscopía de fuerza atómica en modo de contacto 

Este sondeo se realizó sobre las superficies de los 6 diferentes materiales y las 

áreas de barrido fueron de 30 μm x 30 μm. Para medir se empleó el Nanosurf Naio 

AFM y para el análisis de las imágenes se utilizó el software SPIP™ (94). 

4.2.1.4 Mojabilidad 

La energía libre superficial, desde un concepto básico, es el exceso de energía 

presente en la superficie de un material, como consecuencia de que los átomos de 

superficie no tienen todos sus enlaces saturados (95). La energía superficial es 

determinante para comprender la interacción de un material con su medio ambiente, 

e incluyen interacciones entre diferentes fases; sólido, líquido o vapor. La energía 

libre superficial de un sólido y la tensión superficial de un líquido son equivalentes 

(96). Ambas dependen de las interacciones intermoleculares entre las moléculas 

superficiales de ambas sustancias. Se puede determinar a partir del ángulo que el 

líquido forma en la superficie de contacto con el sólido. El ángulo de contacto es 

indicativo de un fenómeno conocido como humectación de la superficie o 

mojabilidad, ya que los materiales pueden clasificarse como hidrofílicos (mojables) 
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o hidrofóbicos (no mojables) de acuerdo al intervalo de valores en que se encuentre 

el ángulo de contacto (97). La mojabilidad es la habilidad de un solvente de 

propagarse sobre un sólido, esta propiedad es muy importante para los 

biomateriales que interactúan con fluidos fisiológicos. Para los biomateriales, donde 

las interacciones de superficie ocurren en soluciones ricas en biomoléculas. 

Algunos autores han propuesto que el límite entre hidrofobicidad e hidrofilicidad se 

define a partir de los 65º (98-100). Se realizó la prueba de mojabilidad, se midieron 

los ángulos de contacto con un goniómetro (Rame-hart instrument co™) con agua 

desionizada y suero fetal bovino al 10% (Gibco®) con una muestra total de N=210, 

dando un total de 1120 datos para poder realizar así la prueba estadística. El 

objetivo de esta prueba es determinar la energía superficial del material formando 

una gota que se almacena por una cámara de vídeo (Software Pinnacle Studio 

Ultimate Collection®) y se analiza una imagen (software Image J®) que calcula el 

ángulo de contacto de la forma de la gota izquierdo y derecho (2). 

4.2.1.5 Espectroscopia de fotoelectrones por rayos X (XPS)  

También llamada ESCA (Espectroscopia Electrónica para Análisis Químico). La 

técnica XPS (por sus siglas en inglés X-ray photoelectron spectroscopy) se cataloga 

dentro de las técnicas analíticas de espectroscopias electrónicas superficiales, 

denominadas de este modo porque se miden electrones en la superficie. 

La emisión de fotoelectrones se puede imaginar como un proceso de 3 etapas: 

1. Los rayos X interactúan con los electrones de los átomos que conforman la 

superficie del material, y le transmiten suficiente energía a estos para ser 

expulsados y generar los llamados fotoelectrones. 

2. Algunos de estos electrones, al viajar a través del sólido hacia la superficie, sufren 

procesos de dispersión y son emitidos sin ninguna energía característica, lo que da 

lugar al fondo de emisión del espectro. 

3. Los electrones que alcanzan la superficie sin sufrir pérdidas de energía son 

emitidos al vacío (después de superar la función de trabajo) con una energía cinética 

característica que permite identificar el elemento del cual proviene. 
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La energía cinética de los fotoelectrones emitidos se deriva de la diferencia entre la 

energía de los rayos X incidentes, menos la energía de enlace del electrón en los 

niveles de energía de los sólidos y la función de trabajo (101). 

El análisis básico de XPS de una superficie proporciona información cualitativa y 

cuantitativa de todos los elementos presentes, excepto H y He; con aplicaciones 

más sofisticadas de la técnica se obtiene información detallada de la química, de 

organización y de la morfología de la superficie. La técnica XPS es sensible a la 

superficie. Es por esto que se utilizó esta técnica para establecer los elementos en 

superficie y con una erosión previa (19). 

4.2.1.6 Punto de Carga Cero (PCC) 

El punto de carca cero (PZC por sus siglas en inglés point of zero charge) es el pH 

en el cual la carga neta en la superficie es cero. Debido a que la mayoría de los 

sitios (cargas) están neutros (102). Es decir, la densidad de sitios positivos y 

negativos en la superficie es la misma. Para los biomateriales el PCC es importante 

porque da una idea sobre la carga que está presente en la superficie en un pH 

fisiológico y como esto puede influir en la interacción del biomaterial con las 

proteínas, células o bacterias (7, 103). 

El PCC se realizó con la valoración potenciométrica de una sal de fondo, con cloruro 

de potasio 0.01M (KCl). Se ajustó a un pH inicial con ácido clorhídrico 0.01M (HCl) 

y se colocó cada una de las muestras. Se tituló con hidróxido de sodio 0.01M 

(NaOH) en volúmenes de 2 ml, se registró el cambio de pH y se obtuvo una curva 

de pH vs volumen del titulante. El punto en el cual se observa un cambio en la 

pendiente de la curva obtenida representa el PCC (104). 

La valoración se realizó con un potenciómetro Jeanway modelo 3540. El ensayo de 

PCC se validó previamente. Por lo tanto el PCC de cada muestra se realizó una 

sola vez (105-107). 
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4.3 ENSAYOS BIOLÓGICOS  

4.3.1 Cultivo celular 

Las células del ligamento periodontal se aislaron según Hoz (69) y se cultivaron 

células humanas derivadas del ligamento periodontal (HPLC Human periodontal 

ligament cells por sus siglas en inglés), fueron incubadas en cajas de cultivo de 75 

cm2, en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ™), suplementado con 

Suero Fetal Bovino al 10% y antibióticos (100 µg/ml estreptomicina y 100 U/ml 

penicilina, aminoácidos no esenciales y 1 mM piruvato sódico (Todos de Gibco®). 

Las células fueron incubadas en un ambiente con 100% de humedad relativa a 37º 

C, 95% de aire y 5% de CO2 (69). Los cultivos celulares se usaron en el segundo 

pasaje para todos los procedimientos experimentales. 

4.3.2 Adhesión celular 

Se realizaron tres ensayos de adhesión celular: 

En el primer ensayo se sembraron 2X104 células del ligamento periodontal sobre los 

materiales midiendo la absorbancia después de 24 horas de cultivo. 

El segundo ensayo de adhesión se sembraron 5X103 células en cada pozo sobre 

los diferentes materiales midiendo la absorbancia ahora después de 4 horas de 

cultivo. 

Finalmente el tercero con otra línea celular, fibroblastos gingivales humanos, se 

sembraron 5X103 células sobre las superficies de los materiales, midiendo la 

absorbancia después de 24 horas. Todo lo anterior para ver el comportamiento de 

las células sobre las superficies comparadas con el control. 

 

Las células del ligamento periodontal fueron sembradas sobre los materiales por 

triplicado, en cajas de cultivo de 24 pozos (Costar Corporation™), se incubaron 

durante 4 y 24 horas respectivamente en medio DMEM suplementado con 10% de 

SFB, antibióticos, aminoácidos no esenciales y piruvato sódico, bajo las mismas 

condiciones del cultivo celular. Una vez concluido el tiempo, se retiró el medio, se 
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cambiaron los materiales a otro plato de cultivo nuevo y se colocó azul de toluidina 

al 1% y paraformaldheido al 3.5% durante 3 horas, cumplido el tiempo se retiró todo 

el sobrenadante, se realizaron varios enjuagues con agua desionizada y una vez 

secas las muestras se preparó una solución detergente con SDS al 10% y agua 

desionizada, y se le colocó a cada pozo 300 l, los platos de cultivos se pusieron 

en un agitador (Orbital Shaker) durante 15 minutos. Una vez concluido este tiempo 

se tomaron 150 l de cada pozo y se colocaron en cajas de lectura de 96 pozos 

para medir la absorbancia a 595 nm (Filter Max 5 ™). 

4.3.3 Proliferación celular. 

El análisis de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT se realizó por la enzima 

mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabólicamente activas, la cual 

transforma al MTT de un compuesto hidrofílico de color amarillo a un compuesto 

azul, hidrofóbico (formazán) (108-110). Las células derivadas del ligamento 

periodontal humano se sembraron en cajas de cultivo de 96 pozos, a una densidad 

de 2.5 x 103 células por pozo. El día siguiente se le asigno como día 0, se cambió 

el medio y se colocaron 10 µl de MTT (0.5 mg/ml) (110) y se dejaron incubar 4 horas. 

Posteriormente se retiró todo el medio, se cambian los materiales a una caja de 

pozos nueva y se colocaron 1000 l de DMSO, los platos se agitaron y se incubaron 

durante 15 minutos, se retiraron 150 l de cada pozo y se leyó la absorbancia a 570 

nm en el FM5. Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron dos 

veces. El mismo número de células se evaluaron a 24, 48, y 96 horas, bajo las 

mismas condiciones.  

4.3.4 Expresión Génica 

4.3.4.1 Extracción de ARN 

El ARN total purificado de las células del ligamento periodontal cultivadas sobre las 

diferentes superficies mediante la técnica de tiocinato de guanidinio fenol cloroformo 

(Trizol® Reagent) (111) de acuerdo a las especificaciones del fabricante (112). El 

ARN purificado cuantificado espectrofotométricamente mediante Nanodrop 2000 - 
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2000c, (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA™) con 2 µl de muestra y 

una absorbancia de 260 nm. La relación de absorbancia a 260nm / 280nm se utilizó 

para evaluar la pureza del ARN, valor de 2 ±1 fue aceptado.  

Se realizó RT-qPCR con ARN total para determinar la expresión de los genes. La 

cadena de ADNc fue sintetizada del ARN total. RT-qPCR se usaron los primers 

específicos como se muestra en el Cuadro 1 y el kit SuperScript® III Platinum® 

SYBR® Green One-Step qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para determinar la 

expresión relativa se utilizó el método de cuantificación relativa Δ Δ C T (2–[delta] 

[delta] Ct ) (113) y se utilizó a GAPDH como control endógeno (114). 

 

Cuadro 1. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para el análisis de la 
expresión génica con RT-qPCR. 

Gen 
(primer) Secuencia F(5’-3’) Secuencia R (5’-3’) 

GAPDH CAACGGATTTGGTCGTATTGG GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA 

ALP AGCACTCCCACTTCATCTGGAA GAGACCCAATAGGTAGTCCACATTG 

BSP AACGAAGAAAGCGAAGCAGAA TCTGCCTCTGTGCTGTTGGT 

OCN GGGCTCCCAGCCATTGAT CAAAGCCTTTGTGTCCAAGCA 

CEMP1 TGAGAACCTCACCTGCCTCT ACCCCTTAGGAAGTGGCTGT 

CAP TCCAGACATTTGCCTTGCTT TTACAGCAATAGAAAAACAGCATGA 

Coll II CGGCTTCCACACATCCTTAT CTGTCCTTCGGTGTCAGGG 

Coll X GTGGACCAGGAGTACCTTGC CATAAAAGGCCCACTACCCA 

Coll XI GTCATATGCTGCCTTGGGAT AATGGAATCACGGTTTTTGG 

Aggrecan ACAGCTGCAGTGATGACCCT TTCTTGGAGAAGGGAGTCCA 

SOX 9 GTAATCCGGGTGGTCCTTCT GACGCTGGGCAAGCTCT 

LPL TCAGCTGTGTCTTCAGGGG CTCCAGAGTCTGACCGCCT 

PPAR AGGCCATTTTGTCAAACGA GAGAGATCCACGGAGCTGA 
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4.3.4.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa con Transcriptasa 

Reversa (RT-qPCR)  

La reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-qPCR del 

inglés Reverse transcription polymerase quantitative chain reaction) es una variante 

de PCR una técnica de laboratorio usada en biología molecular para generar una 

gran cantidad de copias de ADN, proceso llamado "amplificación". En el RT-qPCR, 

sin embargo, un templado de ARN es retrotranscripto en ADN complementario 

(ADNc) mediante una enzima llamada transcriptasa inversa: 

Un templado de ADN, un par de cebadores específicos, dNTPs, un tampón de 

reacción adecuado una ADN polimerasa; a dicha mezcla se le adiciona una 

sustancia marcada con un fluoróforo, en un termociclador que albergue sensores 

ópticos. Para medir fluorescencia tras excitar el fluoróforo a la longitud de onda 

apropiada, permita medir la tasa de generación de uno o más productos específicos 

(115). 
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS 

5.1 RESULTADOS FISICOQUÍMICOS  

5.1.1  Microscopia Electrónica de Barrido (MEB) y Espectrometría de 
Dispersión de Energía de Rayos X (EDS) 

El análisis de las superficies mostró que a pesar de que los valores de rugosidad 

promedio fueron muy similares entre las muestras, la topografía superficial luce muy 

diferente. La rugosidad promedio es similar entre los materiales pero la topografía 

de cada uno depende de sus propiedades estructurales y mecánicas. Los metales 

presentan claramente las rayas del pulido mecánico, mientras que los polímeros 

presentan un patrón fibroso, totalmente desordenado en el PEAD y alineado en el 

PMMA. La circonia, por su parte, muestra los granos cristalinos y la porcelana 

muestra los rasgos característicos de su producción por un proceso de empastado, 

como se observa en la Figura 2. 
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Figura 2. Microfotografías de barrido de la topografía superficial a una 

magnificación de 5,000X para los diferentes materiales, con rugosidad de 
2±0.5 m A) TCP, B) AI316L, C) PEAD, D) PMMA, E) Circonia, F) 
Porcelana. En el ángulo superior derecho de cada imagen se puede 
observar la Ra. Fuente directa. 
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Se realizó el análisis semicuantitativo con EDS a cada superficie como se observa 

en la Figura 3. El titanio (figura 3A) solo presenta picos relacionados con el Ti. Es 

decir, es 100% de Ti. Para el acero (figura 3B) se observan los principales 

elementos; Fe seguido del Cr, Ni, y C. La porcelana (figura 3C) presenta Na, C, Si, 

O y N mientras que la circonia presenta solo señales de Zr y O (figura 3D). Ambos 

polímeros solo presentan presencia de C y Oxígeno (figura 3 E y F) 

 
 

Figura 3. Espectroscopia de dispersión de rayos X (EDS). En los cuadros se 
observa el elemento y el porcentaje atómico de cada material A) TCP B) 
AI316L, C) Porcelana D) Circonia, E) PEAD y F) PMMA. Fuente directa. 
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5.1.2 Microscopía de Fuerza Atómica (MFA) 

La técnica de MFA aporta un mejor contraste topográfico de la superficie de una 

muestra, pues oscurece las partes más bajas de la superficie, mientras que las 

partes más altas las aclara y, además, se obtiene una medida directa de la altura. 

Por lo tanto, con esta técnica es posible obtener características de la superficie 

relacionadas con la topografía. En la Figura 4 se observa el mapeo de las superficies 

con la respectiva rugosidad media (Ra) de cada muestra al centro de cada imagen, 

y se representa el resultado de las diferentes superficies, en nm. 

 
Figura 4. Microscopía de fuerza atómica a una amplificación de 30 μm x 30 

μm x 3 μm (eje z). Se usó un tratamiento de superficie para producir una 
rugosidad media A) TCP, 1B) AI316L, 1C) PEAD, 1D) PMMA, 1E) Circonia 
y 1F) Porcelana. Todas las superficies de los diferentes materiales con su 
respectiva rugosidad media (Ra).Fuente directa.
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5.1.3  Mojabilidad 

En la prueba de mojabilidad se midieron ambos ángulos de contacto (izquierdo y 

derecho), en la Figura 5 se observa las imágenes de las gotas de agua desionizada 

sobre los diferentes materiales, donde el TCP, circonia y porcelana mostraron 

fuerzas adhesivas. Es decir, el líquido se extiende por casi toda la superficie y el 

PEAD, PMMA y AI316L mostraron fuerzas cohesivas, es decir, cuando el líquido se 

abulta y tiende a evitar la superficie (116). 

 

 
Figura 5. Se observa la imagen de la gota sobre las superficies de cada 

material. Del lado izquierdo el TCP, la Circonia y la Porcelana con fuerzas 
adhesivas y del lado derecho el PEAD, PMMA y AI316L con fuerzas 
cohesivas. Fuente directa. 
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El ángulo de contacto determinado se obtuvo con un goniómetro con agua 

desionizada y SFB al 10% (Gibco®) con una muestra total de N=210, dando un total 

de 1120 datos para poder realizar así la prueba estadística. En la Figura 6 se 

observa la comparación de ambos líquidos (agua desionizada y SFB10%) sobre las 

superficies, esto para establecer en el análisis estadístico, donde no existen 

diferencias significativas, al comparar la superficie con agua desionizada y con 

suero fetal bovino 10%. El TCP, la porcelana y circonia son las superficies más 

hidrofílicas (<65°), mientras que el AI316L, PEAD y PMMA presentan un carácter 

más hidrofóbico (>65°). 

 

 
Figura 6. Prueba de mojabilidad donde se compara el comportamiento de 

los 2 líquidos (agua desionizada y suero fetal bovino 10%) sobre las 
superficies de los diferentes biomateriales y una línea punteada que divide, 
según Vogler (98, 117), los materiales de acuerdo a su hidrofobicidad (>65º) 
e hidrofilicidad (<65º). Fuente directa. 
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Se realizó una prueba múltiple de comparación para establecer diferencias entre 

cada líquido utilizado sobre las superficies y, en la Figura 7, se observa una gráfica 

de barras color azul de las superficies medidas con agua desionizada donde el 

AI316L, PEAD y PMMA no tuvieron diferencias estadísticamente significativas y en 

la gráfica de barras color rojo las superficies con SFB10% el AI316L y el PEAD no 

tuvieron diferencias estadísticamente significativas.  

 
Figura 7. En la gráfica de agua desionizada se muestra el comportamiento 

de los diferentes materiales con su respectiva desviación estándar asi como 
sus diferencias significativas y en la gráfica con SFB 10% se muestra el 
comportamiento de los diferentes materiales. Prueba de comparación 
múltiple de Tukey (p≤0.05 significancia). Fuente directa.
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La composición química en la superficie de los diferentes materiales se obtuvo 

mediante XPS. En las figuras 8 y hasta la figura13 se observa el espectro de baja 

resolución de cada una de las superficies de los diferentes materiales, donde 

pueden observarse los elementos que se encuentran a nivel superficial (10 nm de 

la superficie). Figura 8Figura 9Figura 10Figura 110¡Error! No se encuentra el 
origen de la referencia. 
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Figura 8. Espectro de baja resolución representativo del análisis por XPS 

para la superficie de TCP. Fuente directa. 
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Figura 9. Espectro de baja resolución representativo del análisis por XPS 

para la superficie de AI316L. Fuente directa. 
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Figura 10.  Espectro de baja resolución representativo del análisis por XPS 

para la superficie de Circonia. Fuente directa. 
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Figura 11. Espectro de baja resolución representativo del análisis por XPS 
para la superficie de Porcelana. Fuente directa.  
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Figura 12. Espectro de baja resolución representativo del análisis por XPS 
para la superficie de PEAD. Fuente directa.  
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Figura 13.  Espectro de baja resolución representativo del análisis por XPS 
para la superficie de PMMA. Fuente directa.  
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5.1.4 Punto de Carga Cero (PCC) 

El punto de carga cero es el pH al cual se tiene una carga neta cero en la superficie. 

Conociendo el PCC es posible identificar la carga superficial que hay en un material 

a un pH dado, como lo es el pH fisiológico (106). 

La importancia del análisis del PCC en biomateriales radica en saber que carga 

tiene el biomaterial en su superficie cuando es colocado de manera in vitro, donde 

generalmente el pH fisiológico es neutro (alrededor de 7.2). 

En el Cuadro 2 se observa que el TCP y el PMMA tienen cargas negativas (pH < 7) 

y el AI316L, PEAD, porcelana y circonia presentan una carga levemente positiva 

(pH > 7) si se tiene en cuenta que los cultivos celulares se realizan a pHs alrededor 

de 7. 

Cuadro 2. pH de cada material después de realizar el PCC 
Material AI316L TCP Circonia Porcelana PMMA PEAD 
pH 7.3    0.1 4.6    0.3 7.4    0.1 6.7   0.3 4.8  0.2 7.2  0 

 
Fuente directa. 

 



CAPÍTULO 5  Resultados Biológicos 

50 
 

5.2 RESULTADOS BIOLÓGICOS 

5.2.1 Ensayo de Adhesión Celular 

En la Figura 14 se observan los resultados de la prueba de adhesión con células 

del ligamento periodontal después de 24 horas en cultivo. Inicialmente se sembraron 

20,000 células en cada plato de cultivo. Los resultados mostraron que el grupo 

control tuvo una menor adhesión, comparado con el resto de los materiales 

mediante estadística de Dunett, por tal motivo se repitió la prueba. 
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Figura 14.  Ensayo de adhesión después de 24 horas de cultivo con células 
del ligamento periodontal. Fuente directa. 
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Se repitió la prueba de adhesión pero ahora a 4 horas y con 5,000 células 

sembradas en cada pozo. Como resultado en la Figura 15 se observa que el TCP 

fue similar al control. Sin embargo, para las otras superficies, el control obtuvo 

menor adhesión que el resto de las muestras y entre todos los grupos no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas, p ≤ 0.05 después de 4 

horas. 
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Figura 15.  Ensayo de adhesión después de 4 horas de cultivo con células del 
ligamento periodontal, donde no se observan diferencias estadísticamente 
significativas en todos los materiales con respecto al control. Fuente directa 
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Se realizó una tercera prueba de adhesión ahora con fibroblastos gingivales 

humanos con la finalidad de comparar el comportamiento del grupo control con las 

anteriores pruebas de adhesión. Las células del ligamento periodontal se obtuvieron 

en su segundo pasaje y se colocaron sobre las superficies de los materiales 

después de 24 horas de cultivo. Los resultados se muestran en la Figura 16. Se 

observa el mismo comportamiento que con células del ligamento periodontal, donde 

el control es presenta menor adhesión cuando se compara con el resto de las 

superficies. 

 

 
 

Figura 16.  Ensayo de adhesión después de 24 horas de cultivo celular con 
fibroblastos gingivales humanos. Fuente directa 
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5.2.2 Ensayo de Proliferación Celular 

El ensayo de proliferación se realizó con células del ligamento periodontal. Los 

resultados muestran que las seis superficies tienen altas tasas de proliferación 

después de 4 días en cultivo, con la excepción de la superficie de PMMA, presenta 

una disminución en la proliferación de aproximadamente el 50%, en comparación 

con el control. El TCP presentó el 85% de proliferación en comparación con el 

control a las 96 horas. La superficie de PEAD también presentó alta proliferación, 

ya que después de 96 horas había un incremento celular del 87%, en comparación 

con el control. La circonia, el AI316L y la porcelana mostraron un comportamiento 

por encima del 70% cuando se comparan con el control. Estos resultados confirman 

que los materiales no son citotóxicos como se puede apreciar en la Figura 17. 
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Figura 17.  Ensayo de proliferación con células del ligamento periodontal 
después de 24, 48 y 96 horas con la prueba colorimétrica MTT. Fuente 
directa 
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5.2.3 Expresión génica  

5.2.3.1 Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa con Transcriptasa 

Reversa (RT-qPCR)  

La expresión del marcador osteoblástico BSP se observa en la Figura 18 después 

de 5, 10 y 15 días de cultivo celular, en la BPS cuando se compara con los diferentes 

materiales se concluye que hubo una expresión significativa sobre la superficie de 

TCP a los 10 y 15 días, seguido de PMMA a los 10 días. 

 

 
 

Figura 18. Expresión génica del marcador de osteoblastos BSP después de 
5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. Prueba de 
comparación múltiple de Tukey con diferencias significativas (*) p ≤ 0.05 (n 
= 3). Fuente directa. 
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Se observa la expresión del marcador osteoblástico ALP en la Figura 19 donde se 

compara la expresión entre las superficies y al día 15 días sobre el TCP se observa 

una diferencia significativa así como en el día 15 sobre la superficie de AI316L, 

Porcelana, PMMA y PEAD excepto en circonia.  

 

 
 

Figura 19. Expresión génica del marcador de osteoblastos ALP después de 
5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. Prueba de 
comparación múltiple de Tukey con diferencias estadísticamente 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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Se observa la expresión del marcador osteoblástico OCN en la Figura 20 que al 

realizar la comparación entre las demás superficies mostró una actividad muy 

similar entre todos los materiales a los 5 días, sin embargo a los 10 días no hubo 

diferencias entre el TCP y la porcelana, y a los 15 días la superficie de TCP 

demostró diferencias con el resto de las superficies cuando se compararon 

estadísticamente. 

 

 
Figura 20. Expresión génica del marcador de osteoblastos OCN después de 

5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. Prueba de 
comparación múltiple de Tukey con diferencias estadísticamente 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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La proteína de adhesión del cemento (HACD1/CAP) se conoce como proteína 

nucleadora de la hidroxiapatita debido que su expresión se ve marcada a los 5 días 

de cultivo. En la Figura 21 cuando se compara entre las diferentes superficies se 

observa que la expresión significativa es sobre el TCP, seguida de la porcelana y 

AI316.  

 

 
 

Figura 21. Expresión génica del marcador de cementoblastos HACD1/CAP 
después de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. 
Prueba de comparación múltiple de Tukey con diferencias estadísticamente 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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La CEMP1 se ha descrito que tiene función de lectina, es decir proteína con afinidad 

a carbohidratos por lo que explica cuando se compara entre las diferentes 

superficies la expresión significativa en el día 5 sobre el PEAD y al ser una molécula 

iniciadora del frente de mineralización se observa sobre el TCP a los 15 días de 

cultivo como se observa en la Figura 22. 

 

 
 

Figura 22. Expresión génica del marcador de cementoblastos CEMP1 
después de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. 
Prueba de comparación múltiple de Tukey con diferencias estadísticamente 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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En la Figura 23, el factor de transcripción SOX9 se expresa a los 5, 10 y 15 días 

sobre TCP, y con respecto al AI316L y circonia solo se observa expresión a los 5 

días, considerando que estos materiales promueven el fenotipo condrogénico.  

 

 
Figura 23. Expresión génica del marcador de condroblastos SOX9 después 

de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. Prueba de 
comparación múltiple de Tukey con diferencias estadísticamente 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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Se sabe que el aggrecan es un proteoglicano y que es un marcador de la 

diferenciación de los condrocitos en la que tuvo mayor expresión sobre la porcelana 

a los 5 días seguido de la circonia. Sin embargo, el TCP tuvo una mayor expresión 

a los 10 días como se observa en la Figura 24. 

 

 
 

Figura 24. Expresión génica del marcador de condroblastos Aggrecan 
después de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. 
Prueba de comparación múltiple de Tukey con diferencias significativas (*) 
p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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Se observa la expresión de colágena tipo II en la Figura 25 que es igual que el 

aggrecan, un marcador de la diferenciación de los condrocitos en PMMA seguido 

de PEAD y porcelana al día 5, a los 15 días se observa una expresión en TCP, 

AI316L, porcelana, PMMA y PEAD.  

 

 
 

Figura 25. Expresión génica del marcador de condroblastos Col tipo II 
después de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. 
Prueba de comparación múltiple de Tukey entre superficies con diferencias 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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Se observa la expresión de colágena tipo X en la Figura 26 que es cuando ya están 

los primeros condrocitos hipertróficos y se expresaron sobre TCP, circonia y 

porcelana a los 10 días y a los 14 días solo en TCP.  

 

 
Figura 26. Expresión génica del marcador de condroblastos Col tipo X 

después de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. 
Prueba de comparación múltiple de Tukey entre superficies con diferencias 
significativas (*) p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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La expresión de colágena tipo XI se observa en la Figura 27 se expresa en el TCP 

siempre, sin embargo no es significativa sobre los diferentes materiales a los 

diferentes días de cultivo celular. 

 

 
 

Figura 27. Expresión génica del marcador de condroblastos COL tipo X 
después de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. 
Prueba de comparación múltiple de Tukey con diferencias significativas (*) 
p ≤ 0.05 (n = 3). Fuente directa. 
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Con respecto a la expresión de marcadores de la adipogénesis, en la Figura 28 se 

observa la expresión del factor de transcripción PPAR que fue significativa sobre 

el TCP a los 5, 10 y 15 días, de la misma manera que en el AI316L a los 5 días y el 

PEAD a los 10 días cuando se compara con las demás superficies. 

 

 
Figura 28. Expresión génica del marcador de adipogénesis PPAR  después 

de 5, 10 y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. Prueba de 
comparación múltiple de Tukey con diferencias significativas (*) p ≤ 0.05 (n 
= 3). Fuente directa. 
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La lipoproteína lipasa es un marcador temprano del proceso de diferenciación 

adipogénica. En la Figura 29 se observa la no expresión de este marcador sobre los 

diferentes materiales.  

 

 
Figura 29. Expresión génica del marcador adipogénico LPL después de 5, 10 

y 15 días de cultivo con HPLC sin medio de inducción. Prueba de 
comparación múltiple de Tukey con diferencias significativas (*) p ≤ 0.05 (n 
= 3). Fuente directa. 
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En los resultados de RT-qPCR, se observó que en los marcadores óseos, es decir, 

en BSP hubo una gran expresión del TCP en a los 10 y 15 días; y en PMMA a los 

10 días; en la ALP hubo una expresión ascendente en el TCP y en la OCN por ser 

nucleador de la hidroxiapatita se expresó a los 5 días en todas las superficies, por 

lo tanto, con estos resultados se propone realizar un ensayo de biomineralización, 

para determinar el patrón de la formación mineral entre los diferentes tipos de 

materiales con medio de inducción específico únicamente para osteoblastos. 
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5.3 BIOMINERALIZACIÓN. 

El proceso inicial de la mineralización biológica de los tejidos duros derivados del 

mesodermo, tales como el hueso, la dentina, el cemento radicular, el cartílago 

calcificado o bien el cartílago hipertrófico. Este proceso es conocido por su papel 

inductor de nuevo mineral. Inicia con la formación de vesículas en la matriz. Este 

término se utiliza debido a que son pequeños cuerpo esféricos (20 – 200 nm) 

observados en la matriz pre-mineralizada antes de la subsecuente mineralización 

de la matriz. El proceso de biomineralización ocurre en los diversos sistemas 

biológicos, en donde la formación y organización está altamente regulada. En los 

vertebrados, los cristales de hidroxiapatita constituyen la fase mineral, la cual se 

deposita en la matriz orgánica (118). Para que ocurra la nucleación de los cristales 

de hidroxiapatita es necesario que haya una fuente de iones de calcio y fosfatos, y 

la participación de una o varias biomoléculas (99, 119, 120). 

La biomineralización es un proceso regulado por interacciones de minerales y 

moléculas orgánicas extracelulares. Es decir, donde se efectúa una estrecha 

relación entre las proteínas colágenas y las proteínas no colágenas. El paso inicial 

es la formación de los cristales de hidroxiapatita dentro de las vesículas de la matriz 

extracelular. En la fase orgánica de la mineralización es predominante la presencia 

de fibras de colágena, ya que actúan como andamio para la interacción con 

proteínas, las cuales, preferentemente, nuclean a los minerales y controlan su 

crecimiento (119). Por medio de tinción con alizarina roja después de 7 días en 

cultivo celular se determinó que existe la presencia de manera cualitativa de 

mineralización de las células del ligamento periodontal humano sobre las diferentes 

superficies, indicando que sólo en la superficie de AI316L, seguida de circonia y 

PMMA existe la formación de nódulos de calcio como se observa en la Figura 30. 

En todos los materiales se colocó medio mineralizante y estos resultados 

concuerdan con los de la técnica de RT-qPCR, es decir, con el comportamiento 

sobre los diferentes materiales utilizando los marcadores de BSP y ALP. En el caso 

del PEAD absorbió el colorante, toda su estructura se tiñó de color rojo y no se 

observaron como tal nódulos de mineralización.
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Figura 30. Ensayo de mineralización realizado con alizarina roja al 2% en 

cultivos de HPLC con medio mineralizante después de 7 días de cultivo 
sobre los diferentes materiales A) TCP, B) AI316l, C) PEAD, D) PMMA,         
E) Circonia F) Porcelana. Fuente directa. 
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Se realizó un acercamiento en las superficies después de 7 días visto con 

microscopio estereoscópico Olympus donde en la Figura 31 se observan los 

nódulos de mineralización en sobre todos los materiales. 

 
Figura 31. Ensayo de mineralización con alizarina roja al 2%, después de 7 

días de cultivo sobre los diferentes materiales A) TCP, B) AI316l, C) PEAD, 
D) PMMA, E) Circonia F) Porcelana. Fuente directa. 
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Se realizó otro ensayo de biomineralización después de 14 días de haber estado en 

cultivo celular y con cambio de medio mineralizante cada tercer día. De manera 

cualitativa existe la presencia la mineralización de las células del ligamento 

periodontal humano con alizarina roja al 2%. Esto indica que en la superficie de 

TCP, circonia y PMMA existe la formación de nódulos de calcio, como se observa 

en la Figura 32. Estos resultados confirman que el TCP, la circonia y el PMMA son 

potencializadores de la diferenciación hacia fenotipo osteoblástico, ya que en todas 

las superficies hubo las mismas condiciones biológicas y esto coincide con los 

resultados que se obtuvieron con la técnica de RT-qPCR de las superficies de los 

materiales TCP, PMMA con BSP a 10 y 15 días; el TCP con la OCN a los 15 días y 

también el TCP y la circonia con la ALP a 5, 10 y 15 días.  
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Figura 32. Ensayo de mineralización realizado con alizarina roja al 2% en 

cultivos de HPLC con medio mineralizante después de 14 días de cultivo 
celular sobre las superficies A) TCP, B) AI316l, C) PEAD, D) PMMA, E) 
Circonia F) Porcelana. Fuente directa. 
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Se observa un acercamiento de las superficies en la Figura 33 después de 14 días, 

donde se observa a detalle los nódulos de calcio sobre las diferentes superficies.  

 
Figura 33. Ensayo de mineralización con alizarina roja al 2%, después de 14 

días de cultivo celular con medio mineralizante. A) TCP, B) AI316l, C) PEAD, 
D) PMMA, E) Circonia F) Porcelana Fuente directa. 
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En la prueba de mineralización también se observó por microscopia electrónica de 
barrido (Figura 34) el EDS puntual para determinar de manera semicuantitativa la 
relación calcio/fósforo, después de 14 días de haberse sembrado 5,000 células por 
pozo con medio mineralizante como se muestra en el Cuadro 3. 

 
Figura 34. Microfotografías por microscopía electrónica de barrido con cultivo 

celular, después de 14 días con medio mineralizante sobre las superficies 
de los materiales A) TCP, B) AI316l, C) PEAD, D) PMMA, E) Circonia F) 
Porcelana. Fuente directa
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Cuadro 3. Relaciones de Ca/P y fase cristalina de los materiales obtenidos 
después de 14 días en cultivo celular con medio mineralizante obtenida por 
EDS. 
 
BIOMATERIAL Ca %  

ATÓMICO 
P % 

ATÓMICO 
RELACIÓN 

 Ca/P 
FASE 

CRISTALINA *  
AI316L 8.81 16.27 0.54 Fosfato 

monocálcico* 
TCP 96.73 68.16 1.42 Fosfato tricálcico* 

PMMA 187.42 121.47 1.54 Hidroxiapatita 
deficiente de Ca*  

PEAD 99.92 76.80 1.30 Fosfato 
octacálcico* 

Circonia  213.20 133.98 1.59 Hidroxiapatita 
deficiente de Ca*  

Porcelana  107.98 81.94 1.32 Fosfato 
octacálcico* 

Fuente directa. 
*Lin, Kaili (121) . 
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CAPÍTULO 6. DISCUSIÓN 

El objetivo del presente trabajo es evaluar las posibles correlaciones entre 

propiedades físicas y químicas, incluyendo la composición, de diferentes 

biomateriales de uso común en odontología sobre la proliferación y el potencial de 

diferenciación de células del ligamento periodontal humanas. Se seleccionaron seis 

materiales diferentes: dos metales, dos cerámicos y dos polímeros con un acabado 

superficial y dado que hay muy poca información sobre la correlación entre 

topografía y comportamiento celular para polímeros y cerámicos, se utilizaron los 

extensos datos relativos a la diferenciación osteoblástica sobre superficies 

metálicas, los cuales definen la rugosidad ideal entre 2-3 m. Los valores de 

rugosidad se seleccionaron según información sobre el efecto de la topografía para 

mejorar la osteointegración (122, 123), debido a que es el fenómeno del cual existe 

mayor información sobre el efecto del terminado superficial en la respuesta. Las 

diferencias en los patrones de diferenciación podrían verse afectadas también por 

la diversa morfología de las muestras, que fueron observadas cualitativamente por 

las imágenes del SEM. 

Como se ha discutido en la mayoría de los artículos relacionados con biomateriales 

y diferenciación celular casi siempre utilizan materiales de la misma naturaleza y los 

comparan entre sí con ciertas modificaciones en su superficie (11, 26, 32, 94, 124). 

En el presente trabajo de tesis se evaluaron 3 diferentes tipos de materiales: 2 

metales, 2 polímeros y 2 cerámicos con rugosidades promedio similares para 

determinar, con células del ligamento periodontal, el potencial de diferenciación 

celular sin medio de inducción y con base a los resultados, se decidió realizar un 

ensayo de biomineralización con medio de inducción osteogénica únicamente para 

comparar éste resultado con el del comportamiento de las superficies con medio 

mineralizante. Se comparó con ambas pruebas que aún en materiales de la misma 

naturaleza, la diferenciación celular es diferente. 

En esta investigación se utilizaron células del ligamento periodontal ya que ha sido 

demostrado por diferentes autores (46, 48, 94, 125, 126) su potencial para 

diferenciarse en una amplia gama de linajes. Además, las HPLC son una fuente 
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potencial para la regeneración periodontal, tema de interés para aplicaciones 

dentales. Sin embargo, poco se conoce sobre la interacción entre estas células y 

los biomateriales (94, 108). En particular no se sabe si el linaje de las células de 

cultivo puede ser preservado y/o si las superficies inducen la diferenciación en algún 

fenotipo específico. En este estudio, se cultivaron HPLCs en seis diferentes 

superficies por períodos de hasta 15 días, para evaluar el perfil de expresión de 

marcadores osteoblastos, adipocitos, condroblastos y genes relacionados con 

cemento. Se evaluaron los genes específicos del linaje después de cultivar las 

células (5, 10 y 15 días) sin añadir ningún medio de diferenciación mediante la 

técnica RT-qPCR. Las características de superficie de los seis materiales se 

caracterizaron con el objetivo de identificar posibles correlaciones entre el perfil de 

expresión génica de las células de HPLC y las propiedades del material, tales como 

composición superficial, mojabilidad y carga superficial. 

Los resultados de proliferación indicaron que las células del ligamento periodontal 

humano eran capaces de unirse y crecer en todas las superficies a una velocidad 

ligeramente menor que en el plato de cultivo. También se ha observado una 

proliferación menor o similar en muestras rugosas para superficies de titanio. Desde 

2002, Boyan (127) y cols. demostraron que el número de células (osteoblastos, en 

calvaria de rata fetal) disminuyó a medida que la rugosidad de la superficie aumentó 

de 0,6 a 3,97 y 5,21 μm en comparación con el plato de cultivo (grupo control). Este 

comportamiento también se ha confirmado cuando se utilizan osteoblastos 

humanos o células troncales mesenquimales humanas sobre aleaciones de Ti con 

una rugosidad de similar escala (128). Boyan sólo investigó la diferenciación sobre 

el linaje de osteoblastos y la reducción del número de células se asoció con la 

maduración de los osteoblastos que dejan de dividirse produciendo las proteínas 

asociadas al crecimiento óseo (128). Esta producción se ve reforzada por la 

rugosidad. Se observó una reducción similar en la tasa de proliferación en 

comparación con el control de todas las superficies, que en realidad tienen valores 

de rugosidad similares, lo que sugiere que la reducción inducida por la rugosidad en 

el número de células no es única para las superficies con base en Ti, aunque nada 
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se puede decir sobre el efecto de las características topográficas específicas (picos, 

valles, distorsión, etc.). 

El comportamiento de las células depende de las interacciones con el medio 

ambiente. En consecuencia, el contacto entre las células y los materiales 

implantables determinará el éxito o el fracaso de un material implantable o un 

dispositivo médico. Es bien sabido que la respuesta celular está afectada por los 

parámetros físicos y químicos de la superficie del biomaterial, tales como la energía 

superficial, las cargas superficiales o la composición química. Engel (12) menciona 

que la topografía es una de las señales físicas más importantes para las células, 

que la microtopografía influye en la adhesión, proliferación y diferenciación celular. 

En su investigación utilizó PMMA con diferentes rugosidades y confirmó la 

relevancia de la topografía de superficie y concluyó que ésta es uno de los 

principales parámetros utilizados para controlar el diseño de dispositivos médicos e 

implantes. Por esta razón se hace énfasis en que la rugosidad de alrededor de 2 a 

3 micras mejora la diferenciación en el hueso. Además, comenta también que la 

microtextura es importante en el diseño de matrices de ingeniería tisular para tejidos 

específicos y puede usarse para facilitar experimentos con células cultivadas in 

vitro. 

La hipótesis propuesta para esta investigación fue que las propiedades físicas y 

químicas de los materiales serían capaces de inducir diferentes microambientes que 

a su vez regulan la señalización celular y la expresión de diferentes genes o 

proteínas relacionadas con diferentes linajes celulares. De acuerdo con esto, 

esperábamos que el producto químico composición y propiedades intrínsecas de la 

familia de materiales (metales, cerámicas o polímeros) presentaran patrones que 

pudiesen estar asociados a cada familia. Sin embargo, después de analizar los 

resultados del RT-qPCR llegamos a la conclusión de que la expresión y/o la 

regulación positiva de ciertos marcadores no están asociada a ningún tipo de 

material, pero tal como se discute a continuación puede estar asociado a 

propiedades superficiales específicas. Un resultado general fue que observamos 

marcadores de los cuatro linajes (osteogénico, condrogénico, adipogénico y 

cementogénico) expresados en todas las superficies. Una posible explicación 
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podría estar relacionada con la heterogeneidad de las HPLC, que contienen células 

troncales mesenquimales con el potencial de diferenciarse a linajes celulares 

osteogénicos, adipogénicos, cementogénicos y condrogénicos (43, 44). De manera 

paralela puede considerarse que los diferentes linajes celulares fueron capaces de 

adherirse y proliferar en las superficies preservando sus linajes, lo cual es de hecho, 

un buen resultado para el tratamiento de la enfermedad periodontal usando terapias 

celulares. Alternativamente, el resultado también podría indicar que la metodología 

propuesta, en la que usaron células heterogéneas, y no medios de inducción no es 

suficientemente sensible para evaluar el efecto de las propiedades superficiales 

sobre el potencial de diferenciación. 

Si nos concentramos en los marcadores que fueron regulados por encima de las 

otras superficies y durante más de un período de evaluación, se pueden observar 

algunas relaciones interesantes. Los marcadores de osteoblastos se expresaron en 

mayor medida en la superficie de TCP; la expresión de BSP fue mayor que en todas 

las otras superficies a los 10 y 15 días, mientras que en la OCN a los 15 días y el 

ALP fue mayor para los tres períodos de evaluación y, en realidad, aumentó con el 

tiempo de incubación. Tales resultados están claramente de acuerdo con el 

conocimiento actual sobre las extraordinarias propiedades del titanio para inducir la 

diferenciación de los osteoblastos in vitro. A su vez, el TCP también mostró la 

regulación de los marcadores SOX-9, Col X, Aggrecan, PPAR y LPL; estos 

asociados a la condrogénesis y adipogénesis (51, 52) Curiosamente, el marcador 

de cemento (HACD1 / CAP) es regulado en las etapas iniciales de mineralización 

(5 días), y la proteína del cemento 1 (CEMP1) en las últimas etapas de la 

mineralización (15 días), lo que indica que la superficie de TCP sí promueve la 

diferenciación de HPLC hacia un fenotipo cementoblástico. Por lo tanto, podríamos 

decir que TCP tiene mayor capacidad de preservar los linajes celulares en 

comparación con las otras superficies. El siguiente material que presenta una 

regulación positiva de más de un marcador de osteoblastos fue el PMMA: BSP (10 

días) y OCN (5 días). El PMMA también mostró una regulación positiva de Col II y 

Aggrecan (15 días). Estas dos superficies; TCP y PMMA tienen en común un menor 

valor de PCC (4.6 y 4.8, respectivamente) en comparación con las otras 4 
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superficies que mostraron valores de PCC cercanos al pH neutro. Los valores de 

PCC inferiores a 7 indican que, bajo las condiciones de cultivo, estas superficies se 

cargarán negativamente mientras que las restantes permanecerán neutras. Por otra 

parte, el TCP mostró un comportamiento hidrofóbico mientras PMMA fue más 

hidrofílico. La combinación de hidrofobicidad y bajos valores de PCC hace que el 

TCP sea completamente diferente a las otras superficies. Las interacciones 

hidrofóbicas entre las superficies y las biomoléculas en los medios, incluidas las 

células, son atractivas y de mayor alcance que en las superficies hidrofílicas (129). 

Y, además, la presencia de una carga electrostática puede aumentar 

significativamente la configuración de las proteínas adheridas a la superficie y al tipo 

de interacciones. 

Las otras dos superficies que presentaban carácter hidrofóbico pero no valores 

bajos de PCC eran los cerámicos. Sin embargo, no había un patrón claro de 

expresión de los marcadores; sólo Aggrecan (5 días) y Col X (10 días) fueron 

reguladas en ambas superficies y Col I en la porcelana a los 5 y 15 días. Estos 

marcadores son todos asociados a los linajes condrogénicos, donde también TCP 

mostró-regulación. ¿Podría esto ser indicativo de que las superficies hidrofóbicas 

favorecen de alguna manera la diferenciación o preservación condrogénica? En 

este punto, no hay suficiente evidencia para apoyar esto como una conclusión, pero 

sin duda es una hipótesis interesante para explorar si se considera las dificultades 

actuales en el tratamiento de las enfermedades degenerativas del cartílago, incluida 

la osteoartritis [57]. 

En el ensayo de biomineralización se tuvo que realizar por los resultados obtenidos 

en la expresión de marcadores óseos, prueba realizada con RT-qPCR. En este 

ensayo de biomineralización se esperaba que por tener todos los materiales las 

mismas condiciones incluidas en medio mineralizante, es decir, después de 7 y 14 

días con cultivo celular y, con el cambio del medio de cultivo cada tercer día el 

resultado esperado era que hubiera nódulos de calcio en todas las superficies. Sin 

embargo, no ocurrió así, lo que explica, que la carga superficial y la topografía sí 

influyeron sobre la superficie durante dichos ensayos. 
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CAPÍTULO 7. CONCLUSIONES 

El objetivo del trabajo era evaluar el efecto de las propiedades físicas y químicas de 

diferentes materiales (metales, cerámicos y polímeros) en el potencial de 

diferenciación celular; en este sentido la conclusión general del trabajo es que sí se 

observaron diferencias importantes en dicho potencial de diferenciación entre los 

seis materiales evaluados. Sin embargo, no fue posible establecer correlaciones 

específicas entre el tipo de material (cerámico, polímero o metálico) y la 

diferenciación o entre el tipo de material y sus propiedades de superficie.   

A continuación se describen las conclusiones específicas a cada uno de los 

objetivos propuestos, explicando su influencia en los resultados finales.   

 

La rugosidad promedio (Ra) determinada a escala micro y nanométrica fue similar 

entre las superficies de los 6 materiales. Sin embargo, cada material presentó una 

topografía diferente en respuesta a su propia naturaleza y método de síntesis. Por 

lo tanto, es posible que el resultado de la diferenciación celular hubiese sido 

influenciado por las diferencias topográficas de las muestras, pero dado que el valor 

de Ra medido no representa a las diferentes topografías, no se logró explicar su 

efecto en la diferenciación celular. Una de las razones por las que consideramos 

que ocurrió esta falla en la determinación adecuada de la rugosidad, es debido a las 

limitantes en las técnicas utilizadas. Tanto el perfilómetro mecánico como el AFM 

en modo contacto, utilizan como sonda de análisis una punta con dimensiones 

finitas. En la Figura 35 puede observarse como las dimensiones de la punta limitan 

el valor en profundidad medido dependiendo de su tamaño relativo con respecto a 

las homogeneidades de las superficies. En el apéndice se presentan nuevas 

mediciones realizadas con una técnica óptica de nuevo desarrollo, en donde se 

puede ver que las rugosidades en efecto eran diferentes. 
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Figura 35. Esquema que explica las limitaciones de las técnicas utilizadas 

para determinar los parámetros que describan la topografía de las 
superficies 

 

En la prueba de mojabilidad no se observó una correlación de acuerdo al tipo de 

materiales, es decir, metales, polímeros y cerámicos. El TCP (metal) y las cerámicas 

(circonia y porcelana) mostraron un comportamiento hidrofílico y el resto de los 

materiales (AI316L, PMMA, PEAD) fueron hidrofóbicos. De manera similar, 

considerando que la mojabilidad es resultado de la acción conjunta de la energía de 

superficie y de la rugosidad-topografía, es probable que este resultado fuese 

influenciado por las diferentes topografías. 

 

De manera similar, no puede decirse que el punto de carga cero (pH) de los 

materiales dependa de su tipo específico. Observamos que un metal (TCP) y un 

polímero (PMMA) presentaron puntos de carga cero menores a 7; el pH al cual la 

carga neta es cero fue al pH 4.6 y 4.9, respectivamente. Mientras que los otros 

materiales en general presentaron un PCC cercano al pH neutro.  En este sentido, 

no se tiene mucha información sobre el efecto de la rugosidad o topografía en las 

cargas acumuladas a nivel superficial, Sin embargo, si se conoce que dicha carga 

sería influenciada por especies químicas adsorbidas que podrían variar de material 

en material.
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En la prueba de adhesión celular no hubo diferencias significativas sobre las 6 

superficies, incluso comparadas con el control. Este resultado en conjunto con la 

proliferación celular, indican que ningún material es tóxico a nivel celular. Sin 

embargo, se observó que la proliferación fue ligeramente superior en el control que 

en las diferentes muestras, efecto que asociamos a la rugosidad superficial. Esta 

asociación está basada en los resultados de la literatura que demuestran que, en 

general, hay menor proliferación en las muestras con rugosidades moderadas (>1 

micra) comparadas con muestras lisas. 

 

Todos los materiales; metales, polímeros y cerámicos presentaron una expresión 

relativa con respecto al control (GADPH) positiva de todos los marcadores de hueso, 

cartílago, cemento radicular y marcadores adipogénicos. Aunque si había 

diferencias en la cantidad relativa de cada marcador expresado, pero no se 

observaron tendencias claras. 

 

Respecto a las sobre-expresiones de algunos genes, se hace evidente que el TCP 

fue el que obtuvo mayor expresión en todos los marcadores génicos. 

 

En el caso particular de marcadores hacia hueso, el TCP (10 y 15 días), el PMMA 

(5 y 10 días) y la circonia (5 días) fueron los que presentaron mayor sobre-expresión 

de BSP y OCN, resultado que concuerda con lo observado en el ensayo de 

biomineralización. Justamente, dicho ensayo demostró que el TCP (metal), el 

PMMA (polímero) y la circonia (cerámica) promueven la formación de nódulos de 

calcio después de 14 días en cultivo celular; es decir promueven la diferenciación 

hacia osteoblastos, mientras que en las otras superficies la formación de nódulos 

fue mínima o nula, a pesar de que para todas las muestras se utilizaron las mismas 

condiciones de inducción química de la mineralización.   
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9.2 ARTÍCULOS REALIZADOS DURANTE EL DOCTORADO 
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CAPÍTULO 10. APÉNDICE 

10.1  RUGOSIDAD CON PERFILOMETRÍA ÓPTICA 

Como complemento de la investigación se utilizó un perfilómetro óptico (ZYGO 

Modelo NEXVIEW®) de reciente adquisición (Instituto de Investigación en 

Materiales).  

Los perfilómetros ópticos tienen sistemas de interferómetro de luz blanca, que 

ofrecen una perfilometría 3D rápida, sin contacto y de alta precisión de las 

características de la superficie. Los perfilómetros Zygo incluyen un software de 

análisis y control de datos para cada muestra. La elección del sistema de 

perfilómetro va a depender de los requisitos de su aplicación, incluyendo precisión, 

velocidad, automatización, flexibilidad de configuración y rango vertical.  

El perfilómetro óptico proporciona un mapeo en 3D de superficies, sin contacto, de 

forma superficial, la topografía y metrología con el uso de lentes esféricas o 

asféricas y moldes, la precisión de la altura del nanómetro y millones de puntos de 

datos. 

El rendimiento y la capacidad de cualquier perfilómetro óptico depende en gran 

medida de los objetivos de lente que utiliza. Los objetivos determinan la 

magnificación, la distancia de trabajo, la capacidad de pendiente y el campo de 

visión del generador de perfiles, por lo que la elección de los objetivos adecuados 

es muy importante para alcanzar sus metas de metrología. La amplia gama de 

objetivos que maneja la marca Zygo ofrece para sus perfiladores ópticos es 

inigualable en la industria y está creciendo continuamente. Ofrece objetivos 

especiales para largas distancias de trabajo, amplio campo de visión y la capacidad 

de medir películas finas y superficies que están bajo una superficie transparente. 

 

Se realizó la perfilometría sobre las superficies de los diferentes materiales y 

enseguida se observan las imágenes, y sus respectivas rugosidades. 
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10.1.1  Titanio comercialmente puro 
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10.1.2  Acero inoxidable 316L 
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10.1.3 Polietileno de alta densidad 
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10.1.4 Polimetacrilato de metilo 
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10.1.5 Circonia 

 
 

 
 



CAPÍTULO 10  Apéndice  

100 
 

10.1.6 Porcelana dental 
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