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RESUMEN

Las aleaciones metélicas han sido fundamentales en la evolucion de la ortodoncia,
destacando por su resistencia mecanica, durabilidad y biocompatibilidad. La
aleacion Ti-6Al-4V se considera una opcidn viable por baja reactividad biolégica y
buena tolerancia en tejidos blandos. Sin embargo, su comportamiento en contacto
directo con la mucosa oral aun requiere validacion experimental. Por ello, el objetivo
de este estudio fue evaluar in vivo la biocompatibilidad e histocompatibilidad de la
aleacion Ti-6Al-4V, utilizada en aplicaciones ortoddnticas, mediante un modelo
porcino. Para ello, se utilizaron 20 cerdos divididos en cuatro grupos: 1) control
negativo, cerdos sin colocacién de aleacion ni biopsia de mucosa bucal; 2) control
positivo-1, cerdos sin colocacién de aleacion, pero con biopsia de mucosa bucal; 3)
control positivo-2, cerdos con colocacion de aleacién (acero inoxidable) y toma de
biopsia de mucosa bucal y; 4) grupo experimental, cerdos con colocacién de
aleacion (Ti-6Al-4V) y toma de biopsia de mucosa bucal. Se comparo la respuesta
bioldgica local y sistémica inoxidable. Para ello, se realizaron evaluaciones y toma
de muestras sanguineas a las 0, 12, 24 y 168 horas posteriores de iniciada la
evaluacion (consolacion de los fragmentos de aleacidon). El analisis incluyo
biomarcadores hematoldgicos (leucocitos, neutréfilos, linfocitos, monocitos,
hematocrito y hemoglobina), inmunolégicos (IL-6, TNF-a y proteina C reactiva) e
histopatolégicos (al inicio y termino de la evaluacién) de los tejidos adyacentes al
fragmento. Los resultados demostraron que la aleacion Ti-6Al-4V gener6é una
respuesta inflamatoria transitoria de menor grado comparada con el acero
inoxidable, con menor infiltrado inflamatorio, preservacion de la arquitectura epitelial
y recuperacion tisular adecuada. Estos hallazgos respaldan la aceptable
biocompatibilidad de la aleacién Ti-6Al-4V, demostrando su potencial como material
seguro y eficaz para su uso en dispositivos ortoddnticos de contacto con mucosa
bucal. El estudio también resalta la relevancia del cerdo como modelo preclinico

experimental para la validacién de biomateriales en aplicaciones odontolégicas.

Palabras clave: Ti-6Al-4V, biocompatibilidad, histocompatibilidad, ortodoncia,

modelo porcino, citocinas, mucosa oral.
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ABSTRACT

Metal alloys have been fundamental in the evolution of orthodontics due to their
mechanical strength, durability, and biocompatibility. The Ti-6Al-4V alloy is
considered a viable option due to its low biological reactivity and good tolerance in
soft tissues. However, its behavior in direct contact with oral mucosa still requires
experimental validation. Therefore, the objective of this study was to evaluate the in
vivo biocompatibility and histocompatibility of the Ti-6Al-4V alloy, used in orthodontic
applications, through a porcine model. Twenty pigs were assigned to four groups: 1)
negative control — pigs without alloy placement or oral mucosa biopsy; 2) positive
control 1 — pigs with oral mucosa biopsy but without alloy placement; 3) positive
control 2 — pigs with placement of stainless steel alloy and mucosal biopsy; and 4)
experimental group — pigs with Ti-6Al-4V alloy placement and mucosal biopsy. Local
and systemic biological responses were compared. Blood samples and clinical
evaluations were performed at 0, 12, 24, and 168 hours after alloy fragment
placement. The analysis included hematological biomarkers (leukocytes,
neutrophils, lymphocytes, monocytes, hematocrit, and hemoglobin), immunological
markers (IL-6, TNF-a, and C-reactive protein), and histopathological evaluations (at
the beginning and end of the study) of tissues adjacent to the alloy fragment. The
results showed that Ti-6Al-4V elicited a transient inflammatory response of lower
magnitude compared to stainless steel, with reduced inflammatory infiltrate,
preservation of epithelial architecture, and appropriate tissue recovery. These
findings support the acceptable biocompatibility of Ti-6Al-4V alloy, demonstrating its
potential as a safe and effective material for use in orthodontic devices in contact
with oral mucosa. The study also highlights the relevance of the pig as a preclinical

model for validating biomaterials in dental applications.

Keywords: Ti-6Al-4V, biocompatibility, histocompatibility, orthodontics, porcine

model, cytokines, oral mucosa.
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1. INTRODUCCION

La aplicacion de biomateriales en odontologia, especialmente en ortodoncia,
ha evolucionado hacia materiales que no solo tengan caracteristicas mecanicas
apropiadas, sino que también aseguran compatibilidad bioldgica con los tejidos con
los que interactuan (Rios et al., 2014). Bajo dicho contexto, las aleaciones de titanio,
en particular la Ti-6Al-4V, se han establecido como una de las alternativas mas
destacadas en odontologia y cirugia maxilofacial, debido a caracteristicas
favorables como los son su resistencia mecanica, resistencia a la corrosion y
biocompatibilidad (Mitra et al., 2021). La biocompatibilidad no es una caracteristica
inherente al material, sino una relacion entre el biomaterial y el ambiente biologico
donde se ubica. La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material
para cumplir su funciéon con una respuesta apropiada del huésped en una aplicacion
especifica (Willis et al., 2021). Por lo tanto, un material biocompatible para un tejido
puede no serlo en otro, por tal motivo, se requiere una evaluacion rigurosa en el

contexto en el cual sera implementado (Rios et al., 2014).

La aleacion Ti-6Al-4V, formada por un 90% de titanio, un 6% de aluminio y
un 4% de vanadio, ha sido ampliamente utilizada por su elevada relacion entre
resistencia y peso, su resistencia al agotamiento y su comportamiento bioldgico
aceptable. Sin embargo, varias investigaciones han indicado que, bajo
determinadas circunstancias, la liberacion de iones de aluminio (Al) y vanadio (V)
puede provocar reacciones inflamatorias o incluso genotdxicas (Emonson et al.,
2024; Heins et al., 2025; Kunert et al., 2022). Investigaciones recientes han
demostrado que la exposicion a Ti-6Al-4V de fibroblastos gingivales humanos
provoca una respuesta citotoxica dosis-dependiente, aunque dicha respuesta es
inferior a la de otras aleaciones metalicas, como el acero inoxidable (Willis et al.,
2021). Asi mismo, la superficie de dicha aleacion (Ti-6Al-4V) puede ser modificada
mediante tratamientos fisicos o quimicos como el grabado acido o la formacién de
nanotubos de TiO,, con el objetivo de mejorar su biocompatibilidad con diversos
tejidos (Byeon et al., 2023).
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En el ambito ortoddntico, aparatos como minitornillos, anclajes temporales y
placas se exponen a condiciones mecanicas y biolégicas particulares que requieren
una valoracion minuciosa de la reaccion de los tejidos. Las investigaciones in vitro
han demostrado una elevada viabilidad celular (>90%) al interactuar con esta
aleacion, en cambio, las investigaciones in vivo todavia muestran resultados
fluctuantes, en funcion de la superficie de exposicion de la aleacion, el lugar
anatémico y el modelo animal utilizado (Finke et al., 2018; Liang et al., 2019;
Thrivikraman et al., 2014).

Para valorar la biocompatibilidad e histocompatibilidad de materiales
novedosos que puedan ser destinados al uso ortoddntico, los modelos animales
desempefian un rol esencial. En este grupo, el modelo porcino se distingue por su
parecido anatomico, histolégico e inmunoldgico con el humano, particularmente en
términos de densidad Osea, estructura trabecular y estructura de tejido gingival
(Buser et al., 1999; De Souza Costa et al., 2014). La utilizacién de cerdos como
modelo de experimentacién ha facilitado la reproduccion con gran precision de las
condiciones clinicas vy fisiolégicas de la cavidad oral humana, lo que justifica su
eleccion en investigaciones de evaluacidon preclinica de biomateriales
(Nokhbatolfoghahaei et al., 2019; Rios et al., 2014).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente investigacion tiene
como objetivo evaluar de manera integral la biocompatibilidad e histocompatibilidad
de la aleacion Ti-6Al-4V mediante la colocacion de fragmentos de dicha aleacion en
un modelo porcino. A través de analisis histopatolégicos, inmunoldgicos y clinicos,
se pretende determinar el comportamiento tisular ante la presencia del biomaterial,

asi como la reaccion inflamatoria.
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2. ANTECEDENTES

La busqueda de biomateriales apropiados para usos médicos ha sido una
prioridad en la ciencia de los materiales en las ultimas décadas, especialmente en
el ambito dental, donde los materiales utilizados deben satisfacer al mismo tiempo
requerimientos mecanicos, quimicos y biolégicos (De Souza Costa et al., 2014). La
aleacion Ti-6Al-4V, formada por titanio (Ti), aluminio (Al) y vanadio (V), se ha
convertido en uno de los materiales de mayor uso debido a su relacion de
resistencia-peso, estabilidad quimica y aceptable biocompatibilidad en usos

ortopédicos y dentales (da Costa Valente et al., 2021; Dias et al., 2021).

Esta aleacion pertenece a la categoria de materiales a+f, y su eficacia
biolégica se ha atribuido a la creacion de una capa pasiva de 6xido de titanio (TiO2),
que es esencial para su resistencia a la corrosion y para la integracion de los tejidos
(Cvijovi¢-Alagic et al., 2014; Dias Corpa Tardelli et al., 2020). Sin embargo, se ha
registrado que, bajo ciertas condiciones, elementos que componen dicha aleacion,
como el vanadio (V) y el aluminio (Al) pueden liberarse en forma de iones,
provocando reacciones citotoxicas o inflamatorias a nivel local o sistémico (Mirza et
al., 2017; Moretti et al., 2012). Por estos motivos, se ha desarrollado un creciente
interés en la evaluacion comparativa entre la aleacion Ti-6Al-4V y otras alternativas
basadas en elementos no toxicos como el niobio (Nb), el tantalio (Ta) o el zirconio
(Zr), que han demostrado generar capas pasivas mas estables y un perfil citotéxico

mas favorable (Bandyopadhyay et al., 2023).

Desde el punto de vista experimental, la biocompatibilidad suele ser evaluada
a través de procedimientos in vitro con lineas celulares como fibroblastos gingivales,
osteoblastos o monocitos, mientras que la histocompatibilidad se analiza mediante
colocacion del material de interés, en modelos animales que facilitan la evaluacion
de la respuesta inflamatoria, la integracion y la reabsorcién éseas peri-implante
(Byeon et al., 2023; Rios et al., 2014; Willis et al., 2021). En este contexto, el modelo
porcino presenta ciertas ventajas, dado que sus semejanzas anatomicas y
fisiolégicas son equiparables a las de los humanos, y la reaccién inmunoldgica ante

biomateriales es parecida. Ademas, posibilita la instalacion de aparatos a escala

C.D. Stephanie Analy Jasso Flores Pdgina 3



humana en lugares anatdomicos similares, lo que simplifica la evaluacion funcional y
estructural en circunstancias similares a las humanas (Buser et al.,, 1999;
Thrivikraman et al., 2014).

Diversas investigaciones han reportado que la superficie del Ti-6Al-4V puede
ser alterada mediante técnicas como la oxidacién por plasma, grabado &cido,
creacion de nanotubos de TiO2 o injertos bioactivos, lo que potencia la
hidrofobicidad, la osteoinduccion y la adhesion celular (Bandyopadhyay et al., 2023;
da Costa Valente et al., 2021; Mitra et al., 2021). Estas alteraciones han sido
evaluadas tanto en estudios in vitro como in vivo, demostrando avances notables
en la integracion de los huesos y reduccion de la inflamacion (Claros et al., 2016;
Moon et al., 2017; Moon et al., 2012).

Ademas, la creacion de nuevas aleaciones como Ti-13Nb-13Zr, Ti-29Nb-
13Ta-4.6Zr y otras B ha facilitado comparaciones que resaltan tanto el médulo
elastico mas bajo como la estabilidad electroquimica superior de estas opciones,
aunque con restricciones en cuanto a disponibilidad, produccion y experiencia
clinica acumulada (Bandyopadhyay et al., 2023; Dias Corpa Tardelli et al., 2020).
Investigaciones recientes han empezado a incorporar la respuesta inmunoldgica del
huésped como un nuevo criterio para valorar la biocompatibilidad de los materiales,
indicando que el perfil de liberacion i6nica del Ti-6Al-4V podria afectar la
polarizacion macrofagica y la integracion 6sea (Emonson et al., 2024; Kunert et al.,
2022).
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3. GENERALIDADES

La aleacion de titanio Ti-6Al-4V, es una aleacion a+@ desarrollada
originalmente para aplicaciones aeroespaciales, pero actualmente ocupa un lugar
destacado en implantologia médica y odontolégica debido a su elevada resistencia
especifica, biocompatibilidad aceptable y resistencia a la corrosién en medios
biolégicos (da Costa Valente et al., 2021; Mahlooji et al., 2019). Su estructura
bifasica le permite combinar su maleabilidad con un comportamiento mecanico
robusto, exhibiendo un moédulo de elasticidad en torno a los 113-118 GPa, valor
menor que el de aceros quirurgicos o aleaciones de cobalto-cromo, pero aun

superior al del hueso humano (10-30 GPa) (Alipour et al., 2022).

El comportamiento superficial del Ti-6Al-4V ha sido objeto de numerosos
estudios debido a su influencia directa en la respuesta celular. La formacién
espontanea de una capa de 6xido de titanio (TiO,) sobre la superficie de la aleacion
otorga resistencia a la corrosion y facilita la adsorcion de proteinas y adhesién
celular (Liang et al., 2019). Sin embargo, esta capa puede ser modificada o
degradada bajo condiciones de pH acido o estrés mecanico, facilitando la liberacién
de iones metdlicos, principalmente aluminio (Al) y vanadio (V), que han sido
asociados con efectos citotoxicos e inflamatorios ((Kunert et al., 2022; Willis et al.,
2021).

Las aplicaciones clinicas del Ti-6Al-4V incluyen desde proétesis ortopédicas
hasta implantes dentales, tornillos 6seos y minitornillos ortodonticos. Su versatilidad
deriva no solo de sus propiedades mecanicas, sino también de su compatibilidad
con técnicas de manufactura avanzadas como el mecanizado convencional y la
manufactura aditiva por fusion laser o haz de electrones (Paul et al., 2024). La
implementacion de tratamientos superficiales como el grabado acido, la oxidacion
por plasma, la anodizacion y la formacion de nanotubos de TiO, ha permitido
mejorar su rugosidad, energia superficial, actividad osteoblastica y capacidad de

integracion con el tejido 6seo (Claros et al., 2016; Moon et al., 2017).

C.D. Stephanie Analy Jasso Flores Pdgina 5



No obstante, uno de los principales cuestionamientos actuales es la
biocompatibilidad a largo plazo del Ti-6Al-4V. Estudios recientes han demostrado
que los iones liberados por esta aleacion pueden inducir efectos negativos en
células gingivales, hepaticas y renales, especialmente en condiciones de baja
alcalinidad o presencia de estrés oxidativo, como ocurre en procesos inflamatorios
cronicos o infecciones periimplantarias (Delgado-Ruiz and Romanos, 2018;
Emonson et al., 2024).

En respuesta a estas limitaciones, se ha propuesto el uso de aleaciones f3
de titanio sin aluminio ni vanadio, tales como Ti-13Nb-13Zr o Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr,
las cuales presentan menor mdédulo de elasticidad y mejor comportamiento
electroquimico (Dias Corpa Tardelli et al., 2020). Estas nuevas aleaciones generan
oxidos mas estables como Nb,Os, Ta,05 y ZrO,, que ofrecen mayor proteccion
frente a la corrosién en comparacion con la capa de TiO, modificada por 6xidos de
aluminio (Al) y vanadio (V) presentes en el Ti-6Al-4V (Cordeiro et al., 2017;
Mohammed et al., 2015).
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3.1. Biocompatibilidad de materiales dentales.

La biocompatibilidad es una caracteristica esencial en los biomateriales
utilizados en odontologia, ya que estos estan destinados a interactuar directamente
con tejidos vivos durante periodos prolongados (Rios et al., 2014). Esta interaccion
implica una evaluacion rigurosa de posibles efectos citotoxicos, inmunoldgicos e
inflamatorios. En términos generales, se entiende por biocompatibilidad la
capacidad de un material para inducir una respuesta biolégica apropiada en el
contexto de su aplicacion clinica especifica, sin causar dafo local o sistémico
(Bandyopadhyay et al., 2023).

Los materiales dentales se encuentran en contacto con una amplia variedad
de tejidos, entre ellos mucosa, encia, hueso alveolar y pulpa dental, asi como con
fluidos biolégicos como saliva y sangre (Willis et al., 2021). Por ello, se han
desarrollado diversas metodologias para evaluar su biocompatibilidad, tanto in vitro
como in vivo. Las pruebas in vitro permiten evaluar citotoxicidad, genotoxicidad,
mutagenicidad y efectos sobre la adhesion y proliferacion celular, utilizando cultivos
de fibroblastos gingivales, osteoblastos, monocitos, entre otros (Finke et al., 2018;
Kunert et al., 2022).

La normativa internacional ISO 10993 establece los lineamientos para la
evaluacién biologica de dispositivos médicos, incluida la evaluacion de materiales
dentales. Esta norma sugiere un enfoque escalonado, comenzando con pruebas
celulares in vitro (MTT, LDH, SRB, azul tripano), seguido de estudios en modelos
animales, y finalmente pruebas clinicas controladas (ISO, 2009; Finke et al., 2018).
Complementariamente, la norma ISO 7405 especifica los métodos para la
evaluacion preclinica de materiales dentales, siendo ambas normas esenciales para

la aprobacién regulatoria de nuevos materiales (Murray et al., 2007).

Uno de los modelos mas accesibles y de bajo costo en pruebas preliminares
de citotoxicidad es el uso de Artemia salina. Esta técnica, que consiste en evaluar
la viabilidad de larvas en presencia de extractos de materiales dentales, ha

mostrado correlacion aceptable con métodos convencionales de cultivo celular y es
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especialmente util en contextos de tamizaje inicial (Okumu et al., 2021; Rios et al.,
2014).

La biocompatibilidad de la aleacién Ti-6Al-4V ha sido evaluada mediante
estos enfoques, mostrando una respuesta favorable en diversos tipos celulares,
aunque con advertencias sobre la liberacion idnica de aluminio (Al) y vanadio (V)
(Byeon et al., 2023). Dichos iones pueden interferir con la proliferacion celular,
causar apoptosis o inducir estrés oxidativo, por lo que la evaluacion de este material
debe considerar tanto su forma bruta como su estado superficial post tratamientos

de modificacion (Emonson et al., 2024).

En ortodoncia, el uso de dispositivos fabricados con Ti-6Al-4V ha demostrado
buena viabilidad celular (>90%) en ensayos con fibroblastos y osteoblastos
humanos, sin superar los umbrales de citotoxicidad definidos por la norma ISO
10993-5 (Finke et al., 2018; Willis et al., 2021). Sin embargo, estudios mas recientes
abogan por un enfoque mas amplio que también considere los efectos sobre la
expresion génica, la respuesta inflamatoria y la integracion 6sea en modelos
animales y humanos (Bandyopadhyay et al., 2023; Kunert et al., 2022). Este
enfoque es crucial para garantizar la seguridad y eficacia clinica en la aplicacion de

estos biomateriales en tratamientos ortoddnticos y restaurativos.
3.2. Pruebas de biocompatibilidad

Las pruebas de biocompatibilidad constituyen una herramienta fundamental
en la evaluacion preclinica de los biomateriales dentales, particularmente cuando
se busca garantizar su uso seguro en aplicaciones clinicas. Estas pruebas permiten
identificar potenciales efectos toxicos, inflamatorios o degenerativos que un material
pueda inducir en tejidos vivos, y se estructuran conforme a los lineamientos
internacionales establecidos por organismos como la ISO (ISO, 2009) y la FDA
(International Organization for Standardization y Food and Drug Administration)
(Shahi et al., 2019). La norma ISO 10993 proporciona un marco integral para la
evaluacién biolégica de dispositivos médicos, definiendo una serie de ensayos en

funcion del tipo de material, duracion del contacto con los tejidos y via de exposicion.
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En el caso de materiales dentales, la norma ISO 7405 complementa estos
lineamientos al especificar los métodos de prueba aplicables al entorno bucal (ISO,
2018).

Las pruebas de biocompatibilidad se clasifican comiunmente en tres niveles
principales (Figura 1); in vitro, in vivo y clinicas (Paqué and Ozcan, 2024). Las
pruebas in vitro constituyen el primer escalon en la evaluacion de nuevos materiales.
En ellas se utilizan cultivos celulares (fibroblastos gingivales, osteoblastos o lineas
celulares tumorales) expuestos a extractos del biomaterial o por contacto directo,
evaluando parametros como viabilidad celular, proliferacién, apoptosis, morfologia
0 expresion génica. Estas pruebas permiten una evaluacién rapida, reproducible y
de bajo costo, y responden a las recomendaciones de las tres R: reemplazo,
reduccion y refinamiento del uso de animales en investigacion (Alipour et al., 2022;
Thrivikraman et al., 2014).

Los ensayos in vivo en modelos animales como roedores, conejos o cerdos
permiten evaluar la interaccion del biomaterial con tejidos complejos, incluyendo
procesos de inflamacion, integracién 6sea, reabsorcidon o fibrosis. Estos estudios
son esenciales antes de realizar ensayos en humanos y se encuentran regulados
por los principios éticos de la Declaracién de Helsinki y las pautas del International

Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals (CIOMS, 2012).

Respecto a los ensayos clinicos, los cuales se realizan con pacientes
humanos, permiten valorar no solo la respuesta tisular directa, sino también el
desempefo funcional del dispositivo en su contexto clinico real. Este tipo de
evaluacion es indispensable para obtener la aprobacion de las agencias
reguladoras y para garantizar la seguridad a largo plazo del material (Paqué and
Ozcan, 2024).
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Figura 1. Descripcidon general de las etapas involucradas en el proceso de
validacion de biomateriales de reciente desarrollo, desde el laboratorio hasta la

practica clinica. Modificado de Thrivikraman et al. (2014)
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En el caso de la aleacion Ti-6Al-4V, numerosos estudios han empleado una
combinacién de pruebas para evaluar su biocompatibilidad. Por ejemplo, se ha
observado que la aleacion no induce efectos citotdxicos significativos en cultivos de
fibroblastos gingivales, manteniendo una viabilidad celular superior al 90% en el
ensayo de MTT conforme a ISO 10993-5 (Finke et al., 2018; Willis et al., 2021).
Asimismo, pruebas in vivo en modelos porcinos han permitido corroborar una
respuesta inflamatoria leve y una buena integracion ésea, dependiendo de las

modificaciones superficiales aplicadas al fragmento (Gritsch et al., 2013).
3.2.1. Pruebas de biocompatibilidad in vitro

Las pruebas in vitro representan el primer nivel de evaluacion de
biocompatibilidad para los materiales dentales, y constituyen una herramienta
crucial en la identificacion temprana de efectos citotoxicos, genotdxicos vy
proinflamatorios (Finke et al., 2018; Thrivikraman et al.,, 2014). Estas pruebas
permiten reducir el uso de modelos animales al adherirse a los principios de las tres
“‘R” antes mencionados, establecidos para investigacion biomédica ética (Rios et
al.,, 2014). Entre las metodologias mas empleadas destacan los ensayos de
viabilidad y proliferacion celular, como el MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), el ensayo de sulforhodamina B (SRB), el ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH) y el ensayo de azul tripan. Estos procedimientos permiten
detectar cambios morfolégicos y funcionales en cultivos de fibroblastos gingivales,
osteoblastos, linfocitos y otras lineas celulares relevantes (Finke et al., 2018; Kunert
et al., 2022; Rios et al., 2014).

Particularmente, la aleacion Ti-6Al-4V ha sido evaluada mediante estas
técnicas en lineas celulares humanas como fibroblastos gingivales y osteoblastos
tipo SAOS-2, mostrando una viabilidad celular mayor al 90% después de 24 y 48
horas de exposicion, lo cual cumple con el umbral de biocompatibilidad aceptable
definido por la norma ISO 10993-5 (Willis et al., 2021). Ademas, estudios recientes
han incorporado pruebas complementarias como citometria de flujo, ELISA, y
analisis de expresion génica mediante RT-qPCR o Western blot, lo cual permite

explorar mecanismos de toxicidad relacionados con estrés oxidativo, apoptosis,
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autofagia o inflamacién inducida (Bandyopadhyay et al., 2023; Emonson et al.,
2024). Estas aproximaciones han sido utiles para demostrar que la liberacion de
iones de aluminio (Al) y vanadio (V) desde Ti-6Al-4V puede alterar la expresion de

citoquinas inflamatorias como IL-6, TNF-a o IL-1 en cultivos celulares sensibles.

Un método alternativo para pruebas preliminares de citotoxicidad es el
bioensayo con Artemia salina, el cual no requiere cultivo celular y se basa en la
sensibilidad de larvas de camardon a sustancias toxicas disueltas en el medio
(Okumu et al., 2021). Se ha propuesto como método de tamizaje debido a su bajo
costo, rapidez y buena correlacion con los resultados obtenidos en cultivos
celulares, especialmente en fases iniciales de investigacion de materiales (Rios et
al., 2014). Los resultados obtenidos en este tipo de ensayos han confirmado que el
Ti-6Al-4V es uno de los materiales con menor citotoxicidad relativa dentro del grupo
de biomateriales dentales evaluados. En contraste, materiales como el eugenolato
han mostrado citotoxicidad del 100%, mientras que acrilicos, siliconas y resinas
presentan toxicidad intermedia, dependiendo de su grado de curado y composicion
residual (Rios et al., 2014).

3.2.2 Pruebas de biocompatibilidad in vivo

Las pruebas de biocompatibilidad in vivo son un componente esencial en la
evaluacion preclinica de biomateriales, ya que permiten observar de manera directa
la interaccion de la aleacion con los tejidos vivos, su integracion estructural y la
respuesta inflamatoria local o sistémica que puedan inducir (Rios et al., 2014). Estas
pruebas se ejecutan bajo condiciones controladas en modelos animales, y sus
resultados son fundamentales para la autorizacion ética y clinica del uso humano
de los materiales (ISO 10993) (ISO, 2009). La norma ISO 10993, en su conjunto de
partes, establece la metodologia para realizar estudios in vivo, definiendo el tipo de
modelo animal, el sitio de implantacion, los tiempos de evaluacién y los parametros
histopatolégicos a considerar, como inflamacion, fibrosis, necrosis, vascularizacion

y regeneracion tisular (ISO, 2009).
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El modelo porcino ha ganado relevancia en estudios ortodonticos y
ortopédicos debido a su similitud anatdmica y fisioldégica con el ser humano (Buser
et al., 1999; Thrivikraman et al., 2014). En estudios con la aleacion Ti-6Al-4V, los
analisis histologicos postimplante han mostrado que, tras periodos de 4 a 12
semanas, se forma una matriz 6sea nueva en el entorno inmediato del implante,
caracterizada por osteoblastos activos, fibras colagenas organizadas y osteocitos
en lagunas calcificadas (Yolun et al., 2021). Estos signos son indicativos de una
buena osteointegracion. Sin embargo, también se han documentado zonas de
capsula fibrosa y presencia de células inflamatorias cuando no se realizan

tratamientos superficiales adecuados sobre el metal (Moon et al., 2017).

Los métodos utilizados para la caracterizacion de la biocompatibilidad
incluyen técnicas histolégicas como tinciones de hematoxilina-eosina, tricromico de
Masson, analisis histomorfométrico y microscopia electrénica. Estas herramientas
permiten observar con detalle la organizacion celular, el grosor de la interfase
hueso-implante y la existencia de posibles focos de necrosis, fibrosis o infiltrado
celular (Rios et al., 2014; Yolun et al., 2021).

Un aspecto crucial de estos ensayos es la identificacion de reacciones
adversas como la formacion de capsulas fibrosas densas, presencia de macrofagos
multinucleados, degradacion de la aleacion o pérdida Gsea perilesional. Estos
hallazgos son evaluados cuantitativamente mediante escalas de puntuacion que
permiten comparar materiales y técnicas de superficie bajo criterios reproductibles
(Bandyopadhyay et al., 2023; Heins et al., 2025). Por tanto, las pruebas in vivo no
solo permiten validar la seguridad de un biomaterial, sino también optimizar
variables como la rugosidad superficial, la topografia y el tratamiento de superficie

de la aleacion.
3.2.3. Pruebas clinicas de biocompatibilidad

Las pruebas clinicas de biocompatibilidad representan el ultimo y mas critico
nivel en la evaluacion de materiales odontoldgicos. Estas pruebas implican la

aplicacion directa del biomaterial en humanos, bajo condiciones clinicas reales, y
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permiten valorar su comportamiento a largo plazo en cuanto a integracion tisular,
estabilidad funcional y aparicién de reacciones adversas. Dado que estos materiales
interactian con tejidos vivos (tejido gingival, mucosa, hueso alveolar, saliva y
sangre), es imprescindible confirmar su seguridad antes de su uso rutinario en

pacientes (Rios et al., 2014).

El disefio de estudios clinicos de biocompatibilidad debe seguir directrices
éticas internacionales como la Declaracion de Helsinki (1964) y la normativa local
de cada pais. En este contexto, los ensayos clinicos deben estar precedidos por
fases preclinicas solidas (in vitro e in vivo), que justifiquen su aplicacién en
humanos. Ademas, deben contar con seguimiento longitudinal y estar
estandarizados conforme a las recomendaciones de la norma ISO 10993-1, la cual
indica como evaluar los efectos de la aleacién sobre los tejidos circundantes en el
entorno clinico (ISO, 2023).

Diversos estudios clinicos han evaluado el desempefio de la aleacion Ti-6Al-
4V en dispositivos ortodonticos e implantes (Byeon et al., 2023; Gritsch et al., 2013;
Moon et al., 2012). Su biocompatibilidad se ha confirmado clinicamente mediante el
seguimiento de pacientes portadores, donde no se han reportado casos
significativos de alergia, necrosis o rechazo a largo plazo. No obstante, existen
reportes que sugieren que la liberacion de iones de aluminio (Al) y vanadio (V)
puede estar relacionada con inflamacién localizada en pacientes susceptibles o con
exposicion prolongada, especialmente en presencia de condiciones predisponentes
como enfermedad periodontal activa o acidosis local (Bandyopadhyay et al., 2023;
Kunert et al., 2022).

Asimismo, la literatura ha documentado el uso exitoso de implantes
fabricados con Ti-6Al-4V en cirugia ortognatica, implantes orales y rehabilitacion de
protesis, observandose tasas de éxito superiores al 95% a cinco afnos en términos
de osteointegracion, ausencia de movilidad, y estética clinica aceptable (Liang et
al., 2019; Paul et al., 2024). La estabilidad del implante se ha evaluado mediante
resonancia magnética cuantitativa, torque de insercibn y pruebas de carga

funcional, todas las cuales han arrojado resultados positivos en estudios
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multicéntricos. Adicionalmente, estudios clinicos han demostrado que las
modificaciones de superficie del Ti-6Al-4V, como la anodizacién o el recubrimiento
con hidroxiapatita, incrementan significativamente la tasa de integracion ésea y
reducen el riesgo de periimplantitis, especialmente en pacientes con comorbilidades

como diabetes mellitus tipo 2 o tabaquismo (Byeon et al., 2023; Claros et al., 2016).
3.3. Toxicidad de materiales dentales

La toxicidad es una propiedad critica que debe ser evaluada rigurosamente
en cualquier biomaterial destinado a interactuar con tejidos vivos, particularmente
en odontologia, donde los materiales estan en contacto prolongado con estructuras
sensibles como mucosa oral, tejidos gingivales, pulpa dental y hueso alveolar (Willis
et al., 2021). La toxicidad puede expresarse como citotoxicidad, genotoxicidad,
neurotoxicidad, hepatotoxicidad, entre otras, y esta relacionada con la liberacion de
compuestos quimicos o particulas que afectan la viabilidad celular, inducen

inflamacion o alteran funciones fisiologicas clave (Shahi et al., 2019).

En el caso de la aleacién Ti-6Al-4V, la toxicidad se ha asociado con la
liberacion de iones metalicos como el aluminio (Al) y el vanadio (V), los cuales
pueden disolverse desde la superficie de la aleacién en condiciones desfavorables,
como acidez salival, inflamacion crénica o abrasion mecanica (Challa et al., 2013;
Chandar et al., 2017). Estos iones han demostrado efectos inhibitorios sobre la
proliferacion celular, alteracion en la expresion de citoquinas inflamatorias y
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), contribuyendo al estrés

oxidativo y potencial dafno mitocondrial (Willis et al., 2021).

Los efectos tdéxicos también se manifiestan por el ingreso intracelular de
particulas de desgaste, las cuales pueden inducir apoptosis o alteraciones en la
integridad de la membrana celular. Estudios in vitro han demostrado que fibroblastos
gingivales expuestos a micro y nanoparticulas de Ti-6Al-4V presentan reduccion
significativa en su viabilidad y capacidad de proliferacién, lo cual ha sido vinculado
a mecanismos de fagocitosis y alteracion del potencial mitocondrial (Evans, 1994;
Jiang et al., 2020).
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Desde una perspectiva regulatoria, las pruebas de toxicidad deben estar
alineadas con lo establecido por la norma ISO 10993-5, que define los niveles
aceptables de citotoxicidad mediante métodos colorimétricos (MTT, LDH, SRB),
ensayos de lisis celular y estudios de expresion génica. Un biomaterial se considera
toxico si induce una reduccion superior al 30% en la viabilidad celular respecto al
control (1ISO, 2009; Rios et al., 2014).

3.3.1. Pruebas de toxicidad

Las pruebas de toxicidad son fundamentales para determinar si un
biomaterial induce efectos adversos sobre células, tejidos u organismos completos.
En odontologia, estas pruebas permiten establecer la seguridad de los materiales
que estaran en contacto directo y prolongado con estructuras orales. Para ello,
existen metodologias in vitro, in vivo y de tamizaje preliminar, que en conjunto
ofrecen una evaluacion integral del potencial téxico de un biomaterial (Shahi et al.,
2019). Uno de los métodos mas ampliamente utilizados es el ensayo de viabilidad
celular mediante pruebas colorimétricas, como el MTT, SRB (sulforhodamina B),
ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) y azul tripan, los cuales permiten evaluar
el metabolismo celular y la integridad de membranas tras la exposicion al material
(ISO, 2009; Rios et al., 2014). Estas pruebas son sensibles, rapidas y reproducibles,
y constituyen el primer paso obligatorio en la evaluacion de materiales

odontoldgicos.

En estudios comparativos realizados por Rios et al. (2014), se evalud la
toxicidad de cinco materiales odontoldgicos, (titanio tipo 1V, silicona, acrilico, resina
y eugenolato) observandose que el eugenolato mostrd toxicidad del 100% para
Artemia salina, mientras que el titanio mostr6 0%, confirmando su alta

biocompatibilidad relativa.

Las pruebas de toxicidad también incluyen analisis moleculares como ELISA,
Western blot, citometria de flujo y estudios de expresién génica para detectar
mecanismos especificos como apoptosis, necrosis, inflamacién o disrupcion

mitocondrial. Estos enfoques permiten caracterizar de manera mas precisa los
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efectos celulares vy tisulares inducidos por los materiales (Emonson et al., 2024;
Kunert et al., 2022).

3.4. Efectos de la toxicidad sobre la salud

Los materiales odontologicos estan en constante interaccion con tejidos
vivos, (como mucosa oral, encia, hueso alveolar y pulpa dental) y fluidos bioldgicos,
por lo que la toxicidad de estos compuestos representa una preocupacion clinica
relevante. Los efectos adversos pueden manifestarse a nivel local (inflamacion,
necrosis, fibrosis) o sistémico (acumulacién de iones en 6rganos, toxicidad hepatica,
inmunotoxicidad), dependiendo de la dosis, tiempo de exposicién, via de entrada y
susceptibilidad individual (Rios et al., 2014; Willis et al., 2021).

En el caso de la aleacidon Ti-6Al-4V, los principales riesgos toxicologicos
estan relacionados con la liberacién idnica de aluminio (Al) y vanadio (V), elementos
que pueden desprenderse en la aleacibn en ambientes con pH acido o bajo
condiciones de estrés mecanico y corrosion. Estos iones se han asociado con
efectos citotdxicos sobre fibroblastos gingivales y osteoblastos, asi como con
alteraciones en la actividad mitocondrial, inhibicion de la respiracion celular y
generacion de ROS (Byeon et al., 2023; Chandar et al., 2017; Kunert et al., 2022).
Estudios in vitro han demostrado que concentraciones elevadas de vanadio (V) y
aluminio (Al) pueden inducir apoptosis, estrés oxidativo y activacion de vias
inflamatorias, incluyendo la sobreexpresion de citoquinas como TNF-a, IL-18 e IL-
6, lo cual compromete la regeneracion tisular y puede favorecer procesos de
periimplantitis o rechazo cronico de la alecién (Bandyopadhyay et al., 2023;
Emonson et al., 2024).

A nivel sistémico, se ha reportado que los iones metalicos liberados por
dispositivos implantables pueden ser transportados por via sanguinea y acumularse
en organos como higado, rifiones y cerebro, especialmente en casos de exposicidon
prolongada o pacientes con deterioro de la funcion renal (Willis et al., 2021). En
estos 6rganos, los metales pueden desencadenar procesos de inflamacion crénica,

fibrosis hepatica, disfuncion renal e incluso alteraciones neuroconductuales, lo cual
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ha sido documentado tanto en modelos animales como en estudios de autopsia
humana. Ademas, se ha planteado la posibilidad de que la liberacion prolongada de
ciertos iones metalicos tenga efectos genotéxicos y mutagénicos, aunque la
evidencia es todavia limitada y requiere mayor investigacion clinica y molecular.
Algunos componentes metalicos presentes en aleaciones dentales han demostrado
generar roturas de doble cadena de ADN o interferir con la mitosis en cultivos
celulares (Moharamzadeh et al., 2009; Shehata et al., 2013).

A nivel clinico, los efectos adversos de los materiales dentales téxicos
pueden manifestarse como reacciones alérgicas de tipo 1V, dermatitis de contacto,
lesiones causticas, ulceras cronicas o fibrosis perilesional. Por ejemplo, el uso de
eugenolatos ha sido vinculado con necrosis tisular, hipoglucemia, alteraciones
hepaticas e incluso falla organica multiple en casos extremos de exposicion
sistémica (Maldonado et al., 2008). Por lo tanto, la vigilancia toxicolégica de
biomateriales no debe limitarse a pruebas in vitro, sino incluir estudios clinicos de
largo plazo y analisis postcomercializacidon, considerando factores individuales
como enfermedades sistémicas, medicamentos concomitantes y habitos como el
tabaquismo o la bruxomania, que pueden alterar el microambiente oral y facilitar la

liberacion de iones.
3.5. Valores umbrales en biocompatibilidad

La definicion de valores umbrales en biocompatibilidad permite establecer
limites cuantitativos por debajo de los cuales un material puede considerarse seguro
para su uso clinico. Estos valores umbrales son esenciales tanto en pruebas in vitro
como in vivo, y se sustentan en normativas internacionales como la ISO 10993-5 y
ISO 7405, que establecen criterios estandarizados para la aceptacion o rechazo de
biomateriales odontolégicos segun su nivel de citotoxicidad y respuesta bioldgica
global (ISO, 2009, 2018).

Como ya fue descrito, en pruebas in vitro, un material se considera citotoxico
si produce una reduccion de viabilidad celular superior al 30% respecto al control

negativo, segun el criterio definido por ISO 10993-5. Esta norma establece que, en
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ensayos como el MTT, SRB, LDH o azul tripan, si mas del 70% de las células
sobreviven a la exposicion con el material, se considera que la citotoxicidad esta
dentro de los margenes aceptables. Respecto al ensayo de viabilidad con (Artemia
salina) como una herramienta preliminar de tamizaje. En este modelo, se considera
que un material es téxico si induce una mortalidad igual o mayor al 30% de las larvas

en un periodo de 24 a 48 horas (Sarmento et al., 2014).

En pruebas con cultivos celulares, los umbrales de concentracién también
son criticos. Por ejemplo, concentraciones de vanadio (V) por encima de 107 M han
mostrado inducir apoptosis y estrés oxidativo en fibroblastos y osteoblastos
humanos. Asimismo, niveles de aluminio (Al) superiores a 107> M pueden afectar la
viabilidad celular y modificar la expresién de genes proinflamatorios (Emonson et
al., 2024).

La evaluacion de materiales como el Ti-6Al-4V debe contemplar no solo la
viabilidad celular, sino también indicadores funcionales como la morfologia
mitocondrial, la integridad de membrana y la capacidad de proliferacion celular.
Estudios que utilizan citometria de flujo y ELISA para detectar marcadores de
apoptosis o estrés oxidativo también han propuesto umbrales basados en la
expresion relativa de genes como Bax, Bcl-2, Caspasa-3 o IL-6, donde una
sobreexpresion 2 veces superior al control puede indicar un riesgo potencial (Kunert
et al., 2022).

Estos valores umbrales no son absolutos, ya que pueden variar de acuerdo
con el tipo de célula, el tiempo de exposicion, la forma fisica del material (iones vs.
particulas) y las condiciones del medio de cultivo. No obstante, permiten
estandarizar la evaluacion comparativa entre materiales y establecer criterios
regulatorios confiables. Por lo tanto, el establecimiento de valores umbrales en
biocompatibilidad (tanto de viabilidad celular como de toxicidad aguda) permite

sustentar decisiones clinicas, regulatorias e investigativas.
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3.6. Aleaciones utilizadas en ortodoncia

El desarrollo de aleaciones metalicas ha sido determinante para el avance de
la ortodoncia moderna, permitiendo el disefio de dispositivos mas eficientes,
duraderos y biocompatibles. Las aleaciones utilizadas en ortodoncia deben cumplir
criterios especificos como alta resistencia mecanica, elasticidad controlada,
resistencia a la corrosion, facilidad de conformado y, sobre todo, biocompatibilidad
con los tejidos orales (Emonson et al., 2024; Willis et al., 2021). No obstante, cada
tipo de aleacién presenta ventajas particulares en cuanto a propiedades mecanicas
y comportamiento clinico, asi como limitaciones relacionadas con su respuesta
bioldgica, capacidad de adaptacion o potencial citotéxico (Tabla 1), lo que hace
necesario un analisis comparativo cuidadoso para su adecuada seleccidén segun la

aplicacion clinica prevista.
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Tabla 1. Comparaciéon de Aleaciones Metalicas para Aplicaciones Ortoddnticas

Aleacion

Ventajas

Desventajas

Referencias

Acero inoxidable

Alta resistencia mecanica.
Bajo costo.
Buena soldabilidad.

Liberacion de iones
metalicos (Ni, Cr)
Riesgo de reacciones
alérgicas.

Menor biocompatibilidad.

Geetha et al. (2009); Hanawa
(2002); Saini (2015)

Co-Cr (Cobalto-Cromo)

Buena resistencia a la
corrosion.

Buena biocompatibilidad.
Alta dureza.

Dificil maquinabilidad.
Alto costo.
Rigidez elevada.

Hanawa (2002)

Ni-Ti (Niquel-Titanio)

Elasticidad y efecto
memoria de forma.
Buena biocompatibilidad.

Liberacion potencial de
niquel.

Comportamiento mecanico
complejo.

Hallab et al. (2001); Kim et al.
(2015)

Buena conformabilidad, sin

Costo elevado.

-Titani contenido de niquel. i
Beta-Titanio q Menor disponibilidad Elias et al. (2008)
e Adecuado para fuerzas .
. comercial.
ligeras.
TLBALAY e Alta resistencia mecanica. Costo relativamente alto. Dias et al. (2020); Geetha et
|_ -

Buena biocompatibilidad.
Baja liberacion idnica.

Maquinabilidad limitada en
algunos contextos.

al. (2009); Moon et al. (2012)
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Entre las aleaciones mas utilizadas en ortodoncia clinica se encuentran el
acero inoxidable (SS), el niquel-titanio (NiTi), el cobalto-cromo (Co-Cr), las
aleaciones de beta-titanio (B-Ti) y otras aleaciones ricas en titanio como el Ti-6Al-
4V . Estas aleaciones se emplean en la fabricacion de brackets, arcos, minitornillos
para anclaje temporal, bandas, tubos molares y otros aditamentos ortoddnticos que
deben resistir fuerzas continuas sin comprometer su integridad estructural ni

provocar reacciones adversas (Rios et al., 2014).

El acero inoxidable, una de las primeras aleaciones adoptadas en ortodoncia,
destaca por su bajo costo y buena resistencia mecanica, aunque su contenido de
niquel puede representar un riesgo en pacientes alérgicos. Por su parte, las
aleaciones NiTi han revolucionado la mecanica ortodontica gracias a sus
propiedades de elasticidad y efecto memoria de forma, facilitando la aplicacién de
fuerzas ligeras y constantes durante periodos prolongados (Bandyopadhyay et al.,
2023). Las aleaciones de Co-Cr ofrecen resistencia a la corrosién y estabilidad
dimensional, mientras que las aleaciones B3-Ti y el Ti-6Al-4V proporcionan una
relacion adecuada entre biocompatibilidad, modulo de elasticidad y capacidad de
soldadura, lo cual las hace ideales para aplicaciones en contacto directo con hueso
y mucosa (Heins et al., 2025; Kunert et al., 2022).

Cada aleacion presenta un perfil unico de propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas. Por ejemplo, el Ti-6Al-4V, aunque ampliamente utilizado, ha generado
preocupaciones respecto a la liberaciéon de iones de aluminio (Al) y vanadio (V) bajo
condiciones fisioldgicas adversas. No obstante, estudios recientes han demostrado
gue estas aleaciones, cuando son tratadas superficialmente mediante anodizacion,
arenado o recubrimientos bioactivos, presentan buen comportamiento en cuanto a
osteointegracion, resistencia a la corrosién y respuesta inmune (Byeon et al., 2023;
Paul et al., 2024). En términos de biocompatibilidad, cada una de estas aleaciones
debe cumplir con lo estipulado por las normativas ISO 10993, particularmente en lo
concerniente a la evaluacion de citotoxicidad, sensibilizacion, irritacion, toxicidad
sistémica y genotoxicidad. La seleccion del material debe basarse en el equilibrio

entre sus propiedades mecanicas y su seguridad clinica a largo plazo, considerando

C.D. Stephanie Analy Jasso Flores Pagina 22



tanto factores intrinsecos del material como las condiciones del entorno bucal (ISO,
2009, 2023)

3.6.1. Acero inoxidable

El acero inoxidable (Stainless Steel, SS) ha sido una de las primeras
aleaciones metalicas empleadas ampliamente en ortodoncia debido a su adecuada
combinacién de resistencia mecanica, bajo costo y facilidad de manipulacion. Esta
aleacion, compuesta, de manera general, por hierro (Fe), cromo (Cr) (16-18%),
niquel (Ni) (8-12%) y pequefas cantidades de molibdeno (Mo) o manganeso (Mn),
ha demostrado un comportamiento aceptable en términos de biocompatibilidad,

aunque no esta exenta de limitaciones clinicas (Rios et al., 2014).

En ortodoncia, el acero inoxidable es utilizado en la fabricacion de brackets,
arcos, bandas, tubos y diversos dispositivos auxiliares. Su principal ventaja radica
en su alta resistencia a la traccion (superior a 1500 MPa), bajo médulo de elasticidad
(~200 GPa) y estabilidad dimensional incluso bajo deformaciones constantes, lo
cual permite la aplicacion de fuerzas ortoddnticas controladas durante tratamientos
prolongados (Willis et al., 2021). No obstante, una de las principales preocupaciones
con el uso del acero inoxidable es la liberacion de iones metalicos, especialmente
niquel (Ni) y cromo (Cr), los cuales pueden generar reacciones inflamatorias locales,
sensibilizacién inmunoldgica y, en algunos casos, alergias de tipo IV. La liberacién
idnica se ve favorecida por condiciones de acidez salival, friccibn mecanica o
alteraciones en la pasivacién superficial del material (Bandyopadhyay et al., 2023;
Brantley et al., 2016).

Estudios in vitro han evidenciado que el acero inoxidable puede inducir una
leve citotoxicidad en cultivos de fibroblastos gingivales y células epiteliales orales,
aunque dentro de rangos aceptables establecidos por la norma ISO 10993-5 (Rios
et al., 2014). Sin embargo, su comportamiento citotdxico se agrava en presencia de
particulas de desgaste o cuando se utiliza en condiciones de corrosion galvanica
junto a otras aleaciones metélicas (Pelka et al., 2000). Desde una perspectiva

clinica, la exposicion crénica a iones de niquel (Ni) ha sido asociada con dermatitis
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perioral, ulceras crénicas, y en casos extremos, reacciones sistémicas en pacientes
sensibilizados. Debido a ello, se recomienda precaucion en el uso de acero
inoxidable en pacientes con antecedentes alérgicos conocidos al niquel (Ni), siendo
preferibles aleaciones libres de niquel como el beta-titanio o aleaciones especiales

de cobalto-cromo (Vaicelyte et al., 2020).

A pesar de estas limitaciones, la aleacién de acero inoxidable sigue siendo
uno de los materiales mas utilizados en ortodoncia fija y removible, particularmente
en regiones donde el costo es un factor determinante. Su disponibilidad, facilidad
de soldadura, compatibilidad con multiples técnicas de unién y buena respuesta
clinica general, la mantienen vigente como una opcién valida dentro del arsenal

ortodéntico.
3.6.2. Cobalto (Co) - cromo (Cr)

Las aleaciones de cobalto-cromo (Co-Cr) han sido ampliamente utilizadas en
ortodoncia y protesis dental por su resistencia mecanica, estabilidad frente a la
corrosion 'y aceptable biocompatibilidad. Estas aleaciones, compuestas
principalmente por cobalto (Co) y cromo (Cr), pueden incluir otros elementos como
molibdeno (Mo), niquel (Ni), hierro (Fe) y manganeso (Mn), dependiendo de la
aplicacion clinica especifica (Vaicelyte et al., 2020). El uso de Co-Cr en ortodoncia
se ha consolidado en la fabricacion de arcos, brackets, estructuras de anclaje y
componentes removibles. Su rigidez (médulo elastico de aproximadamente 220—
240 GPa) y alta resistencia a la traccion permiten aplicar fuerzas controladas sin
deformaciones plasticas, lo que es ideal para aplicaciones prolongadas en la
cavidad oral (Vaicelyte et al., 2020; Wozniak-Budych et al., 2023).

En cuanto a la biocompatibilidad, el Co-Cr forma naturalmente una capa de
oxido de cromo sobre su superficie, la cual actua como barrera pasiva contra la
corrosion y limita la liberacidén de iones metalicos al medio bucal. Esta propiedad le
confiere una resistencia superior frente a medios acidos y microbianos, en
comparacién con otras aleaciones como Ni-Cr (Ramirez-Ledesma et al., 2020; Tuna

et al.,, 2020). Sin embargo, no esta exento de riesgos toxicoldgicos. Diversos
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estudios han demostrado que, bajo condiciones de desgaste mecanico, presencia
de biofilms, o pH salival acido, puede haber liberacion de iones de Co y Cr, con
potencial de generar reacciones adversas locales o sistémicas (Kassapidou et al.,
2020; Kim et al., 2015). Particularmente preocupante es el cromo hexavalente (Cr
VI), considerado carcinégeno por la IARC, aunque en condiciones fisioldgicas se

reduce rapidamente a su forma trivalente (Cr Ill), de menor toxicidad.

Clinicamente, se han reportado casos de hipersensibilidad a Co-Cr,
especialmente en pacientes con predisposicion alérgica o exposicidén prolongada a
protesis metalicas. Se han documentado dermatitis de contacto, estomatitis, dolor
oral persistente e incluso lesiones dermatologicas extraorales asociadas a la
liberacién idnica en individuos sensibilizados (Arafa, 2016; Olms et al., 2019). A
pesar de estos riesgos, los ensayos de citotoxicidad han mostrado que la mayoria
de las aleaciones Co-Cr actuales se encuentran dentro de los limites aceptables de
viabilidad celular (=70%) establecidos por la norma ISO 10993-5, tanto en
fibroblastos L929 como en células epiteliales humanas BEAS-2B, e incluso con
menor efecto citotdxico que Ti6AI4V en algunos estudios comparativos (Kassapidou
et al., 2020).

Por ultimo, la evolucion regulatoria en la Unién Europea ha catalogado
recientemente al cobalto como una sustancia CMR (carcinogénica, mutagénica y
toxica para la reproduccién), por lo que se estan proponiendo restricciones para su
uso en dispositivos meédicos invasivos que contengan mas del 0.1% de Co (UE-
MDR 2017/745; CLP ATP14, 2020).

3.6.3. Niquel (Ni) - titanio (Ti)

La aleacion niquel-titanio (NiTi), también conocida comercialmente como
Nitinol, ha revolucionado la practica ortodéntica desde su introduccién en los afos
70 por su capacidad unica de presentar efecto memoria de forma y superelasticidad.
Estas propiedades permiten a los dispositivos de NiTi recuperar su forma original
tras deformaciones significativas, generando fuerzas ligeras y continuas ideales

para el movimiento ortodéntico controlado (Brantley et al., 2016).
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Desde el punto de vista metalurgico, el NiTi se basa en una composicion casi
equiatébmica, que le permite sufrir transformaciones de fase reversibles entre
austenita (a alta temperatura) y martensita (a baja temperatura), con la posibilidad
de pasar por una fase intermedia conocida como R-fase. Esta transformacion
permite que los arcos ortodonticos de NiTi exhiban propiedades de recuperacion
elastica (springback) superiores a otras aleaciones convencionales (Kayser et al.,
2002).

Las ventajas clinicas del NiTi incluyen su bajo moédulo elastico (~41-75 GPa),
la capacidad de mantener fuerzas constantes durante activacion y desactivacion, y
la reduccion en el nimero de cambios de alambre durante el tratamiento. Ademas,
la capacidad termoelastica de algunos productos permite disefar arcos que
responden a la temperatura corporal para activar el efecto memoria, mejorando la
eficiencia del tratamiento (Mohammadi et al., 2014). En cuanto a Ila
biocompatibilidad, aunque el NiTi ha sido considerado generalmente seguro, su alto
contenido de niquel (~50%) ha generado preocupaciones. Se ha demostrado que
en condiciones desfavorables, (como pH acido o exposicién prolongada) puede
liberarse Ni?*, lo cual esta asociado con citotoxicidad, genotoxicidad, y reacciones

alérgicas en individuos susceptibles (Liu et al., 2019; Rios et al., 2014).

Estudios in vitro han mostrado que fibroblastos humanos expuestos a
superficies de NiTi presentan reduccion significativa en la proliferaciéon celular,
especialmente cuando no se aplican tratamientos superficiales como nitruracion o
recubrimiento con TiN (Bandyopadhyay et al., 2023). No obstante, linfocitos
humanos no mostraron genotoxicidad ni citotoxicidad significativa, lo cual sugiere
una respuesta dependiente del tipo celular.La resistencia a la corrosion del NiTi,
aunque generalmente alta, ha sido reportada como inferior a la del titanio puro o del
Ti6AI4V, especialmente en soluciones salinas simuladas como Hank's o NaCl al
0.9% a 37 °C. Sin embargo, supera al acero inoxidable y CoCr en la mayoria de las
pruebas de exposicion prolongada, gracias a la formacion espontanea de capas
pasivas de Oxidos en su superficie (Bandyopadhyay et al., 2023; Emonson et al.,
2024).
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3.6.4. Beta-titanio

Las aleaciones beta-titanio (B-Ti) representan una generacion avanzada de
materiales utilizados en ortodoncia, desarrolladas con el propdsito de superar las
limitaciones asociadas a otras aleaciones metalicas como el acero inoxidable, el
NiTi y el Ti-6Al-4V. Estas aleaciones estdan compuestas por titanio en combinacion
con elementos no téxicos y biocompatibles como niobio (Nb), tantalo (Ta), zirconio
(Zr), estafio (Sn) y molibdeno (Mo), los cuales estabilizan la fase beta del titanio,
caracterizada por su estructura cubica centrada en el cuerpo (BCC) (Yolun et al.,
2021).

En el ambito ortododntico, la aleacion beta-titanio mas conocida es el TMA®
(Titanium-Molybdenum  Alloy), inicialmente disefiada para aplicaciones
aeroespaciales pero adaptada clinicamente por su combinacién de propiedades
fisicas y bioldgicas. Esta aleacidn presenta un moédulo elastico intermedio (~70-100
GPa) entre el acero inoxidable y el NiTi, alta capacidad de conformado, y una
excepcional soldabilidad, siendo la unica aleacién ortoddntica metalica que permite
soldadura directa, facilitando la confeccion de aparatos clinicos personalizados
(Alizadeh et al., 2024).

Desde el punto de vista de la biocompatibilidad, las aleaciones B-Ti se
distinguen por estar libres de elementos potencialmente toxicos como el aluminio
(Al y el vanadio (V), los cuales estan presentes en otras aleaciones como el Ti-6Al-
4V (Willis et al., 2021). Diversos estudios han demostrado que combinaciones como
Ti-35Nb-5Ta-7Zr o Ti-13Nb-13Zr presentan adecuada compatibilidad celular,
promoviendo la proliferacion de osteoblastos y evitando reacciones inflamatorias o
alergias conocidas con otras aleaciones (Yolun et al., 2021). Ademas, estas
aleaciones muestran resistencia superior a la corrosion en medios simulados
fisiologicos (soluciones de Hank, SBF, NaCl 0.9%) gracias a la formacion de
peliculas pasivas compuestas por 6xidos estables como Nb,Os, Ta,0s5 y ZrO,, las
cuales son mas efectivas que la TiO, modificada por 6xidos de Al y V en Ti-6Al-4V

(Emonson et al., 2024; Paul et al., 2024). Esto se traduce en una menor liberacién
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de iones al medio bioldgico, lo que refuerza su potencial clinico a largo plazo (Heins
et al., 2025).

Desde una perspectiva clinica, los alambres de B-Ti ofrecen una combinacion
de fuerza controlada, recuperacion elastica, y adaptabilidad en ambientes orales
dinamicos, siendo recomendados para casos que requieren movimientos
ortoddnticos precisos o donde se evita el uso de NiTi por sensibilidad al niquel (Rios
et al.,, 2014). También han sido evaluados favorablemente en minitornillos
ortoddnticos y brackets fabricados con tecnologia CAD/CAM y manufactura aditiva
(Heins et al., 2025). A pesar de sus multiples ventajas, las aleaciones beta-titanio
aun presentan desafios técnicos, como su costo relativamente alto, complejidad
metalurgica y la necesidad de tratamientos térmicos especificos para optimizar sus
propiedades mecanicas. No obstante, se perfilan como materiales de eleccion futura
debido a su balance o6ptimo entre resistencia, ductilidad, biocompatibilidad vy
estabilidad electroquimica (Willis et al., 2021; Yolun et al., 2021).

3.6.5. Ti-6Al-4V

La aleacioén Ti-6Al-4V, compuesta por titanio (Ti), aluminio (Al) y vanadio (V),
es una de las mas utilizadas en aplicaciones biomédicas, incluyendo la ortodoncia
e implantologia, debido a su relacion entre resistencia mecanica, densidad reducida
y resistencia a la corrosién (Emonson et al., 2024; Willis et al., 2021). Su alta relacion
resistencia-peso, estabilidad estructural y buen desempefio en condiciones
fisiolégicas la convierten en una opcién preferida para dispositivos implantables
como minitornillos ortoddnticos, tornillos de anclaje y estructuras de soporte de
carga (Alizadeh et al., 2024; Byeon et al., 2023).

Desde el punto de vista mecanico, la aleacion Ti-6Al-4V presenta una
resistencia a la traccion superior a 800 MPa y un modulo de elasticidad de
aproximadamente 110 GPa, lo que le permite resistir cargas ciclicas y mantener su
forma sin deformacion permanente (Paul et al., 2024). No obstante, este médulo

elevado puede favorecer el fendbmeno de stress shielding en implantes éseos,
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disminuyendo la estimulacién mecanica sobre el hueso circundante y afectando la
osificacion (Heins et al., 2025; Rios et al., 2014).

En términos de biocompatibilidad, el Ti-6AlI-4V ha sido extensamente
evaluado, y aunque se considera generalmente seguro en su forma masiva,
diversos estudios han reportado citotoxicidad y genotoxicidad asociadas a la
liberacidon de iones metalicos, particularmente de vanadio (V**) y aluminio (AI**),
cuando la aleacion se somete a condiciones adversas como ambientes acidos,
estrés mecanico o desgaste (Willis et al., 2021). Por ejemplo, se ha demostrado que
el pH salival reducido puede acelerar la corrosion de Ti-6Al-4V, promoviendo la
liberacion ionica y aumentando la concentracion de metales en el entorno tisular.
Esta exposicion ha sido vinculada con alteraciones mitocondriales, inflamacion
celular, activacion de osteoclastos y potenciales efectos neurotoxicos vy
nefrotdxicos, especialmente con exposiciones prolongadas (Alizadeh et al., 2024;
Yolun et al., 2021).

En un estudio sistematico, Willis et al. (2021) concluyeron que particulas
submicrométricas de Ti-6Al-4V pueden ser fagocitadas por fibroblastos y células
Oseas, induciendo ostedlisis y sobreexpresion de RANKL, lo cual promueve la
diferenciacion de osteoclastos y contribuye a la pérdida 6sea periimplantaria. Otros
estudios han documentado que estos efectos son dependientes de la forma y

tamafo de las particulas, asi como de la via de exposicidon (Byeon et al., 2023).

Sin embargo, multiples estrategias han sido desarrolladas para mitigar estos
efectos, como tratamientos superficiales mediante anodizacion, texturizado laser,
recubrimientos ceramicos bioactivos y técnicas de pasivacidon quimica. Estos
métodos han demostrado mejorar la respuesta celular y reducir significativamente
la liberacién de iones metalicos, ademas de incrementar la resistencia a la corrosién
y la adhesion celular (Emonson et al., 2024). A pesar de los cuestionamientos sobre
su toxicidad potencial, el Ti-6Al-4V sigue siendo considerado un material confiable
y clinicamente validado, especialmente cuando se utiliza en aplicaciones donde el
contacto con tejidos blandos vy fluidos biolégicos es limitado o controlado (Willis et
al., 2021).

C.D. Stephanie Analy Jasso Flores Pdgina 29



4. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La creciente demanda de biomateriales odontolégicos que presenten alta
biocompatibilidad, estabilidad mecanica, resistencia a la corrosion y durabilidad en
el entorno oral ha motivado la adopcién de aleaciones como el Ti-6Al-4V en
ortodoncia. Esta aleacién, compuesta por titanio con adiciones de aluminio (6%) y
vanadio (4%), ha demostrado cumplir con los requerimientos clinicos fundamentales
en términos de resistencia mecanica y facilidad de manufactura aditiva. Sin
embargo, persisten preocupaciones respecto a su biocompatibilidad, principalmente
debido a la potencial liberacidon de iones de aluminio (Al) y vanadio (V), elementos
que han sido relacionados con efectos toxicos en diversos estudios tanto in vitro

como in vivo.

En particular, el vanadio (V) ha sido asociado con la induccién de estrés
oxidativo, alteracion de la funcion mitocondrial, y promocion de procesos
inflamatorios mediante activacién de citoquinas como IL-6 y TNF-a. Por su parte, el
aluminio (Al) ha sido implicado en disfunciones neurolégicas, genotoxicidad y
reduccion de la viabilidad celular en concentraciones elevadas. Aunque estas
concentraciones no se alcanzan facilmente en condiciones normales de uso clinico,
los fendmenos de corrosidén acelerada, friccién y desequilibrio del pH salival pueden
incrementar significativamente la lixiviacion de iones, poniendo en duda la seguridad

de estos materiales en el entorno oral dinamico.

Si bien muchos estudios han demostrado una citocompatibilidad aceptable
del Ti-6Al-4V en condiciones controladas, existe una gran variabilidad metodolégica
en los modelos utilizados para su evaluacion, lo que limita la extrapolacion directa
de los resultados a escenarios clinicos reales. Las pruebas in vitro, si bien son
esenciales en la fase preliminar de desarrollo, no reflejan completamente la
complejidad del entorno bioldgico, incluyendo la interaccion con saliva, microbiota,
fuerzas mecanicas y respuesta inmunolégica del hospedador. En este contexto, los
modelos animales, especialmente en especies con similitud anatdomica y fisiolégica
con el humano, se vuelven fundamentales para determinar con mayor precision la

biocompatibilidad e histocompatibilidad de los biomateriales propuestos. El modelo
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porcino se ha propuesto como una alternativa valida debido a sus similitudes en
estructura désea, espesor de mucosa oral, y respuesta tisular, ademas de ser
recomendado por normativas internacionales como la ISO 10993 para ensayos

preclinicos.

Frente a este panorama, surge la necesidad de realizar una evaluacion
sistematica y rigurosa de la aleacion Ti-6Al-4V, no solo a través de pruebas
estandarizadas de citotoxicidad y viabilidad celular, sino también mediante ensayos
in vivo e histologicos en un modelo animal representativo. Esta evaluacion integral
permitira establecer criterios de seguridad aplicables a su uso en ortodoncia,

especialmente en dispositivos de contacto prolongado o implantables.

En consecuencia, el problema central de esta investigacion puede formularse
de la siguiente manera: jLa aleacion Ti-6Al-4V presenta un perfil adecuado de
biocompatibilidad e histocompatibilidad para su uso en aplicaciones ortodonticas,
considerando su comportamiento en un modelo porcino in vivo? Responder a esta
pregunta permitira contribuir al desarrollo y validacion de biomateriales mas
seguros, con implicaciones directas en la calidad del tratamiento ortodontico, la

bioseguridad del paciente y la regulacion biomédica de dispositivos dentales.
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5. JUSTIFICACION

La validacion bioloégica de materiales utilizados en dispositivos meédicos y
dentales es un requisito esencial para garantizar su seguridad y eficacia clinica. La
aleacion Ti-6Al-4V, ampliamente empleada en ortodoncia e implantologia, ofrece
una notable combinacién de propiedades mecanicas, resistencia a la corrosion y
disponibilidad tecnoldgica. Sin embargo, su contenido de aluminio (6%) y vanadio
(4%) ha despertado preocupaciones debido a la posibilidad de liberacion iénica bajo
condiciones fisiolégicas adversas, lo cual podria comprometer su biocompatibilidad
a largo plazo (Emonson et al., 2024; Willis et al., 2021). La literatura ha
documentado que, si bien el Ti-6Al-4V cumple con estandares internacionales como
ISO 10993 en condiciones controladas, las exposiciones clinicas reales, (donde
factores como el pH salival, la microbiota oral y la carga mecanica son altamente
variables) pueden inducir corrosion localizada y generar productos metalicos
secundarios (Paul et al., 2024). Dichos productos pueden generar respuestas
inflamatorias, estrés oxidativo y cambios en la viabilidad celular, tanto en tejidos

blandos como en tejido oseo.

Ademas, las pruebas de citotoxicidad in vitro no siempre reflejan la
complejidad de la respuesta bioldgica in vivo. Por esta razén, los estudios en
modelos animales son fundamentales, especialmente cuando se trata de
dispositivos utilizados con fines ortodonticos. En este sentido, el modelo porcino
representa una de las mejores alternativas para la evaluacién preclinica, debido a
su similitud con la anatomia, densidad ésea, tipo de mucosa y respuesta
inmunoldgica del ser humano (Thrivikraman et al., 2014). La norma I1SO 10993-6
establece la necesidad de realizar pruebas de biocompatibilidad subcronicas vy
cronicas, con estudios histoldgicos detallados del tejido en contacto con el material
de interés de uso ortodontico. Estos estudios permiten determinar la presencia de
reacciones inflamatorias, fibrosis, encapsulacion o necrosis, las cuales no pueden

ser evidenciadas con estudios exclusivamente in vitro.

En el campo de la ortodoncia, donde se emplean minitornillos, placas y otros

aditamentos temporales en contacto con hueso y mucosa, es particularmente
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importante asegurar que los materiales no solo resistan mecanicamente, sino que
no generen reacciones tisulares adversas durante su permanencia intraoral. En ese
sentido, estudios recientes han mostrado resultados contradictorios sobre la
seguridad del Ti-6Al-4V, lo que refuerza la necesidad de evaluaciones sistematicas
y contextualizadas a cada aplicacion clinica (Kunert et al., 2022; Willis et al., 2021).
Por lo tanto, se justifica la realizacion de una investigacion que evalue la
biocompatibilidad e histocompatibilidad de la aleacion Ti-6Al-4V mediante un
modelo experimental porcino, lo cual permitira obtener informacion integral, util para

su validacion en aplicaciones ortoddnticas.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vivo la biocompatibilidad e histocompatibilidad de la aleacion Ti-
6Al-4V utilizada en dispositivos ortodonticos, mediante un modelo porcino, a través

del analisis hematologico, inmunolégico e histopatolégico en mucosa oral.
6.1. Objetivos particulares

1. Analizar los cambios hematoldgicos (leucocitos, neutréfilos, linfocitos,
monocitos, hematocrito y hemoglobina) en respuesta a la colocacion de

fragmentos de aleacion Ti-6Al-4V en contacto con la mucosa oral de cerdo.

2. Evaluar la respuesta inmunologica sistémica mediante la cuantificacion de
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) y proteina C reactiva (PCR) posterior

a la colocacion de la aleacion.

3. Describir las caracteristicas histopatoldgicas del tejido oral adyacente a la
zona de contacto, comparando la aleacion Ti-6Al-4V con acero inoxidable y

con controles sin intervencion o sin fragmento.
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7. HIPOTESIS

La colocacion de fragmentos de la aleaciéon Ti-6Al-4V en contacto con la
mucosa bucal de un modelo porcino genera una respuesta inflamatoria local y
sistémica menor en comparacion con la aleacion de acero inoxidable, caracterizada
por una menor alteracién de los parametros hematolégicos, menores niveles de
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) y proteina C reactiva, asi como por una

mejor preservacion histolégica de la arquitectura tisular.
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8. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en la Unidad de Servicios Auxiliares para el Diagnéstico
(USAD) perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). El protocolo fue
revisado y aprobado por el Comité Cientifico Técnico de la FMVZ-UMSNH. El
manejo de los animales respetd los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para
la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00, 1999),
asi como los de la International Guiding Principles for Biomedical Research Involving
Animals (CIOMS, 1985).

8.1. Dispositivos

Los dispositivos utilizados en este estudio corresponden a dos fragmentos de
aleaciones de uso comun en aplicaciones médicas: 1) acero inoxidable de grado
médico, principalmente del tipo AISI 304, y 2) aleacién de titanio con aluminio y
vanadio (Ti-6Al-4V). El dispositivo de acero inoxidable fue de marca comercial (AH-
KIM-Pech; 0.03 x 5 mm) y contiene entre 18 y 20 % de cromo y entre 8 y 10.5 % de
niquel, con pequefias adiciones de manganeso, silicio y carbono (Figura 2A). Con
respecto al dispositivo de aleacién Ti6-Al4-V (0.017x 0.025) fue fabricado por la
Facultad de Metalurgia-UMSNH y su composicion quimica exacta (% en peso) es:
6.10Al 3.93V- 0.17Fe— 0.120- 0.009C- 0.005N- 0.002H — Ti (Figura 2B).

Figura 2. A) Dispositivo de acero inoxidable. B) Dispositivo de aleacién Ti6Al4-V.
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8.2. Aplicacioén intraoral de fragmentos de las aleaciones
8.2.1. Procedimiento experimental

Se utilizaron veinte cerdos machos sanos de genotipo Landrace x Large
White provenientes de una granja comercial de ciclo completo ubicada en la
localidad de Patuan, Michoacan, Mexico. Al inicio del experimento, los animales
tenian 35 dias de edad y un peso corporal promedio de 9.6 + 0.34 kg. Previo a
cualquier intervencion, los cerdos fueron alojados individualmente en jaulas
metabdlicas dentro de una instalacién con temperatura controlada y se les
proporcioné un periodo de adaptacion de siete dias, con el objetivo de asegurar una
adecuada adaptacion al alojamiento y a la manipulacion experimental. Durante este
tiempo, se monitored diariamente su estado de salud, se les ofrecid una dieta

convencional en harina de acuerdo con su etapa fisiolégica y acceso libre a agua.

Una vez terminado el periodo de adaptacion, los cerdos fueron asignados
aleatoriamente a uno de los cuatro grupos experimentales (n = 5 cerdos por grupo),

como se detalla a continuacion:

1. Grupo control negativo (GCN): cerdos a los que no se les coloco ningun

fragmento de aleacién metalica ni se les tomo biopsia de mucosa bucal.

2. Grupo control positivo-1 (GCP-1): cerdos a los que no se les coloco ningun

fragmento de aleacién metalica, pero si se les tomo biopsia de mucosa bucal.

3. Grupo control positivo-2 (GCP-2): cerdos a los que se les coloco por medio
de una cemetacion los fragmentos de aleacion de acero inoxidable y se les

tomo biopsia de mucosa bucal.

4. Grupo experimental (GE): cerdos a los que se les coloco por medio de una
cemetacion los fragmentos de aleacién de titanio Ti-6Al-4V y se les tomo

biopsia de mucosa bucal.

Los procedimientos para la colocacion de los fragmentos de las aleaciones
se realizaron bajo anestesia general. La sedacion se indujo mediante azaperona

(Sural®, 2 mg/kg de peso corporal IM). Posteriormente, se indujo y mantuvo la
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anestesia mediante la administracion de propofol (Suprivan®, 3—-5 mg/kg de peso
corporal IM), ajustando la dosis de acuerdo con la respuesta individual. Una vez
confirmado el plano anestésico quirurgico, se procedié a la colocacién de los

fragmentos de las aleaciones bajo condiciones asépticas.

En los grupos GCP-2 y GE, se colocarén un par de fragmentos de cada
aleacion de 5.0 x 2.0 mm, largo y ancho, respectivamente en los incisivos inferiores
de cada cerdo (Figura 3). La superficie dental fue limpiada utilizando agua y una
torunda de algodon estéril (Figura 3A). Posteriormente, se realizé un grabado
selectivo del esmalte con acido fosférico al 35%, aplicandolo durante 30 segundos.
Para este procedimiento se utilizé el sistema Ultra-Etch (Ultradent®) (Figura 3B).
Una vez transcurrido el tiempo de grabado, el acido fue retirado completamente con
torundas de algoddén impregnadas en agua, y la superficie dental fue secada con
una torunda seca antes de la aplicacion del adhesivo (Figura 3C). El adhesivo fue
aplicado de manera activa sobre la superficie grabada del esmalte, utilizando un
microbrush dental, asegurando su distribucion homogénea mediante movimientos
de cepillado (Figura 3D). Se utilizé el adhesivo Bond Ortho Solo (ORMCO®, 5 mL).
La fotopolimerizacién del adhesivo se llevo a cabo utilizando una lampara de
fotocurado inalambrica (Dental ILED MAX, Woodpecker®) (Figura 3E), respetando
el tiempo de exposicion recomendado por el fabricante. Posteriormente, los
fragmentos de la aleaciéon fueron sujetados con una pinza porta brackets (Hu-
Friedy®) y se aplicé resina compuesta (Blogloo, ORMCO®) en una de sus caras
(Figura 3F). El fragmento de la aleacion fue posicionado sobre la superficie dental
tratada, ejerciendo una ligera presiéon para asegurar su correcta adhesion. (Figura
3G). Finalmente, se realiz6 la fotopolimerizacion de la resina utilizando nuevamente
la lampara Dental ILED MAX (Figura 3H). Terminado (Figura 3I) .

C.D. Stephanie Analy Jasso Flores Pdgina 38



Figura 3. Descripcion general de los pasos de la colocaciéon de los fragmenos en

los incisivos inferiores de cada cerdo. A) Preparacion de superficie. B) Grabado de
superficie con acido fosforico. C) Retiro de acido fosforico. D) Aplicacion de
adhesivo en superficie grabada. E) Fotopolimerizacién del adhesivo. F) Colocacion
de resina en una cara de fragmento. G) Colocacion de fragmento en superficie

tratada. H) Fotopolimerizacion de fragmento-resina. I) Terminado.
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Una vez terminado el proceso de colocacion de los fragmentos de la aleacion
y la toma de biopsia de mucosa bucal los animales fueron monitoreados dos veces
al dia para detectar signos de infeccion, dolor y estado general de salud. Se
mantuvo la dieta utilizada en la fase de adaptacion todo el periodo de evaluacién, y

el acceso al agua fue libre en todo momento.

8.3. Toma de muestras y analisis sanguineo

A las O (inicio de la evaluacién), 4, 8, 12, 24 (1 dia), 72 (3 dias) y 168 (7 dias)
horas posteriores a la colocacion de los fragmentos de aleacion, se recolectaron
muestras sanguineas de 2 mL por cerdo mediante puncion de la vena yugular. Cada
muestra fue dividida inmediatamente en dos tubos Vacutainer®: uno con EDTA (1

mL) y otro con heparina de litio (1 mL).

El tubo con EDTA fue enviado al laboratorio dentro de las primeras 6 horas
posteriores a la toma, para la determinacion de biomarcadores hematoldgicos
incluyendo leucocitos, linfocitos, neutréfilos, monocitos, hemoglobina y hematocrito.
Por su parte, el tubo con heparina fue almacenado a 4 °C hasta su procesamiento,
el cual consistio en centrifugacién a 1,000 x g durante 10 minutos para la obtencién
del plasma. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas a —20 °C hasta su
analisis. En estas muestras se cuantificaron las citocinas proinflamatorias
interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), asi como la proteina
C reactiva (PCR).

La hematologia incluyo la determinacion de la concentracion de hemoglobina
(método de la cianometahemoglobina), hematocrito (método de microhematocrito).
Ademas, se realizo el recuento de los leucocitos utilizando la camara de Neubauer
y el recuento diferencial de linfocitos, neutréfilos y monocitos mediante frotis
coloreado por tincidon de Romanowsky (Prophet et al., 1992). La concentracion
plasmatica de IL-6, FNT-a y PCR se determinaron utilizando kits ELISA comerciales.
Para la IL-6 se utilizo Porcine IL-6 ELISA Kit RAB0310 (SIGMA-ALDRICH, St. Luis,
MO, USA). Las sensibilidades para IL-6, 45 pg/mL (coeficientes de variacion intra e

interensayo: <10 % y <12 %, rango de curva estandar: 40.96-10000 pg/mL). Para la
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FNT-a se utilizé Porcine Tumor Necrosis Factor a ELISA Kit RAB0478 (SIGMA-
ALDRICH, St. Luis, MO, USA). Las sensibilidades para FNT-a, 20 pg/mL
(coeficientes de variacion intra e interensayo: <10 % y <12 %, rango de curva
estandar: 0.014-10 ng/mL). Para la PCR se utilizé Pig CRP ELISA Kit E-5CRP
(Immunology Consultants Laboratory, Inc., Newberg, OR, USA). Las sensibilidades

para PCR, 2.150 ng/mL (rango de curva estandar: 6.25 ng/ml - 200 ng/mL).
8.4. Toma de muestras y analisis histopatolégico

Al inicio (dia 0) y termino de la fase de evaluacion (dia 7) se tomaron biopsias
de mucosa bucal de los cerdos (GCP-1, GCP-2 y GE) con el objetivo de evaluar la
respuesta histopatologica asociada al contacto directo con las aleaciones metalicas.
La obtencion de las biopsias se realizé en condiciones asépticas, bajo anestesia
general inducida de acuerdo con el protocolo previamente descrito. Las biopsias se
obtuvieron de la mucosa oral (regién vestibular), mediante incision quirurgica con
bisturi estéril, procurando incluir epitelio escamoso estratificado y lamina propia

subyacente. El tamafo promedio de las muestras fue de 0.5 x 0.5 x 0.3 cm.

Con el fin de minimizar el trauma repetido sobre un mismo sitio anatémico y
permitir la comparacion histologica entre el tejido antes y después del contacto con
la aleacién, se establecié un protocolo bilateral: la primera biopsia (tiempo 0 h) se
obtuvo del lado izquierdo, correspondiente a la mucosa oral en contacto con el
incisivo inferior antes de la colocacion del fragmento; mientras que la segunda
biopsia (dia 7 post colocacion de la aleacion) se obtuvo del lado derecho, en la
region en contacto directo con los fragmentos de aleacion durante el periodo
experimental. Inmediatamente después de su obtencion, las muestras fueron
lavadas con solucion salina estéril para eliminar restos de sangre o saliva, y se
colocaron en frascos individuales conteniendo solucién de formol tamponado al 10%
(pH 7.0), en una proporcion minima de 1:10 (tejido:fijador). El tiempo de fijacion fue

de 24 a 48 horas a temperatura ambiente.

Una vez finalizado el periodo de fijacion, las biopsias de tejido fueron

procesados para analisis histolégico mediante la técnica de inclusion en parafina.
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El procesamiento se llevd a cabo utilizando un sistema automatizado Histokinette
Microm® ST 120, el cual incluyd las etapas de deshidratacion progresiva en
soluciones de alcohol (70%, 80%, 95% y 100%), aclaramiento en xilol e inclusién en
parafina fundida a 58 °C. Los bloques obtenidos fueron seccionados con un
micrétomo rotatorio Microm® HM 325, obteniéndose cortes seriados de 7 um de
espesor. Los cortes fueron montados en portaobjetos tratados para adhesion,
secados en estufa a 37 °C y posteriormente tefidos con hematoxilina y eosina
(H&E) para su evaluacion. El analisis se llevd a cabo utilizando un sistema de
analisis digital de imagenes Leica® LAS V3.5 (Leica Microsystems, Alemania),

empleando un objetivo con aumento de 40x.
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8.5. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con SAS version 9.4 (SAS
Institute Inc, Cary, Carolina del Norte, EE. UU.). Previo al andlisis de datos se
determind la normalidad de la distribucion y la homogeneidad de la varianza para
los residuales, para ello se utilizo PROC UNIVARIATE. La prueba utilizada para
determinar la normalidad fue la de Shapiro-Wilks, mientras que la prueba de Bartlett
se utilizé para determinar la homogeneidad. Los datos de los indicadores
hematolégicos, citocinas y PCR fueron analizados mediante un disefo
completamente al azar utilizando ANOVA a través de mediciones repetidas (PROC
MIXED). El cerdo represento la unidad experimental en el modelo y fue el objeto del
efecto aleatorio de tiempo (hora) y, como efectos fijos: grupo, tiempo y la anidacién

grupo(tiempo), bajo el siguiente modelo:
Yijre=u+ G +C(G)ji + He + G(H)y + €y

Donde:

Yin= Variable respuesta: indicadores hematolégicos, citocinas y PCR; y = Promedio
general; G;= Efecto fijo del “ésimo grupo con i = GCN, GCP-1vy 2, y GE; C(G)ji) =
Efecto aleatorio de la/ésimo cerdo, anidada con el “ésimo grupo; Hk= Efecto fijo de
la “ésima hora de evaluacién con /=0, 4, 8, 12, 24, 72 y 168; G(H)ik = Efecto fijo de
la anidacion del “ésimo grupo con la “ésima hora de evaluacion; €k = Error aleatorio

asociado a cada observacion (~NID=0, c?%).

Las diferencias entre las medias se determinaron mediante el método de
medias de minimos cuadrados (LsMeans), con a <0.05. Los valores se representan

como media de minimos cuadrados + DE.
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9. RESULTADOS
9.1. Indicadores hematologicos

En la Tabla 2 se presentan los resultados de los indicadores hematolégicos
evaluados en los distintos grupos. Se observaron diferencias significativas (p <0.05)
en el conteo total de leucocitos, asi como en los porcentajes relativos de neutrofilos,

linfocitos y monocitos entre grupos.

Tabla 2. Indicadores hematoldgicos y férmula leucocitaria diferencial en cerdos
expuestos a fragmentos metalicos bucales

Indicador GCN GCP-1 GCP-2 GE P-valor

Leucocitos, 10%uL  12.132+0.85 14.61°+1.95 15.32°+2.19 14.52" +1.56 0.0073

Diferencia, %

Neutrofilos 26.412+4.60 35.112+10.60 41.31°+12.86 38.092*+11.44 0.0103
Linfocitos 60.30°+3.43 49.30°+8.24 47.01°+10.66 50.18°+9.34 0.0095
Monocitos 7.302+0.71 10.28°+1.71  8.90%°+0.84 8.612°+0.61 0.0014
Hematocrito, % 36.41 +£1.37 34.21 £1.37 35.33+1.60 36.62 +1.07 0.1094

Hemoglobina, g/dL  11.72+0.47 12.01+0.87 12.23+0.52 11.58 +0.55 0.2095

GCN: grupo control negativo cerdos sin fragmento ni biopsia; GCP-1: grupo control positivo-1 cerdos con biopsia
sin fragmento; GCP-2: grupo control positivo-2 cerdos con fragmento de acero inoxidable y biopsia; GE: grupo
experimental cerdos con fragmento de aleacion Ti-6Al-4V y biopsia.

ab | jiterales diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro de fila.

El conteo total de leucocitos fue significativamente menor en el GCN
(12.13 x 10%/uL) en comparacién con los demas grupos, particularmente con los
grupos en que fueron sometidos a procedimiento quirargico (GCP-1, GCP-2 y GE),
en los cuales se registraron valores entre 14.52 y 15.32 x 103/uL (p =0.0073). En
cuanto a la férmula leucocitaria, el porcentaje de neutrdfilos fue mayor (p <0.05), los
GCP-2 y GE en comparaciéon con GCN (Tabla 2). Asi mismo, los linfocitos
disminuyeron en los grupos sometidos a manipulacion quirurgica (GCP-1, GCP-2y
GE) respecto al GCN (p =0.0095; Tabla 2), con un valor minimo de 47.01% en GCP-
2.
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El porcentaje de monocitos también mostré diferencias entre grupos
(p=0.0014), siendo mayor en GCP-1 (10.28%) respecto a GCN (7.30%). Los
grupos GCP-2 y GE presentaron valores intermedios, sin diferencias
estadisticamente claras respecto a todos los grupos (Tabla 2). No se encontraron

diferencias (p > 0.05) en los niveles de hematocrito ni en hemoglobina (Tabla 2).

Respecto a los efectos de la interaccidén grupo por tiempo (hora), la Figura 4
muestra el comportamiento del conteo total de leucocitos y la distribucion porcentual
de neutrdfilos, linfocitos y monocitos en cerdos pertenecientes a los distintos grupos,

a0, 12,24 y 168 horas (7 dias) posteriores al procedimiento.
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Figura 4. Dinamica temporal de leucocitos totales y férmula leucocitaria en cerdos
expuestos a fragmentos metalicos bucales.

Se observa que el numero total de leucocitos se mantuvo estable en el GCN,
mientras que en los grupos sometidos a intervencién quirurgica (GCP-1, GCP-2 y
GE) se registr6 un aumento a las 12 h, con un pico maximo en GCP-2
(15.32 x 10%/uL), seguido por una disminucion progresiva hasta valores cercanos a

los basales al dia 7 (Figura 4). El porcentaje de neutrofilos siguidé una tendencia
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similar, con un incremento significativo en los grupos con biopsia y/o fragmento a
las 12 h, alcanzando su valor mas alto en GCP-2 (41.31%). En contraste, el grupo

GCN mantuvo niveles constantes (~26%).

Respecto al comportamiento de los linfocitos, se observa una linfopenia
aguda en los grupos manipulados quirurgicamente, especialmente a las 12 y 24
horas, con una recuperacion gradual hacia el dia 7 (Figura 4). El grupo GCN se
mantuvo estable en torno al 60%, mientras que los grupos GCP-1, GCP-2 y GE
descendieron hasta ~40% a las 12 h. El porcentaje de monocitos mostré una
elevacion en los grupos GCP-1 y GCP-2, con un pico maximo en GCP-2 a las 24 h
(10.28%). ElI GE mostré un comportamiento intermedio, mientras que el grupo GCN

no presenté cambios relevantes (Figura 4).

Con respecto a los valores del hematocrito, no se observaron diferencias
entre grupos ni a lo largo del tiempo (p>0.05; Figura 5). Todos los grupos se
mantuvieron dentro de rangos fisioldgicos (~32—-38%). Aunque se observan ligeras

fluctuaciones en los grupos manipulados quirdargicamente (Figura 5).
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Figura 5. Evolucion temporal del hematocrito y la hemoglobina en cerdos expuestos
a fragmentos metalicos bucales.

La concentracion de hemoglobina, si se observaron diferencias puntuales. A
las 12 horas postintervencion, el GCP-2 (con fragmento de acero inoxidable)
presento un valor menor (p <0.05) en comparacion con GCN, lo cual sugiere una
leve caida transitoria en la capacidad de transporte de oxigeno. Sin embargo, estos

valores se recuperaron progresivamente hacia el dia 7 (Figura 5). Los grupos GCP
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(biopsia sin fragmento) y GE (fragmento Ti-6Al-4V) mostraron también una ligera
reduccion, aunque dentro de margenes considerados fisiolégicamente aceptables
(Figura 5).

9.2. Citocinas proinflamatorias y proteina C reactiva

En la Tabla 3 se muestran los niveles séricos de IL-6, FNT-a y PCR
determinados al dia 7 postintervencion en los distintos grupos. En todos los casos,
se observaron diferencias entre grupos (p <0.001), lo que evidencia una respuesta

inflamatoria modulada por el procedimiento quirurgico y el tipo de material colocado.

Tabla 3. Niveles séricos de citocinas proinflamatorias (IL-6, FNT-a) y proteina C
reactiva en cerdos expuestos a fragmentos metalicos bucales

Indicador GCN GCP-1 GCP-2 GE P-valor

IL-6, pg/mL 11.032+2.81 41.83*+4.38 57.39°+4.05 48.90°+3.77 0.0006
FNT-a, pg/mL 20.183+3.65 28.09°+4.51 49.12°+5.50 40.03+5.04 0.0003
PCR, pg/mL 2522+1.02 8.54*+4.29 15.01°+5.70 10.17°+5.62 0.0002

IL-6: interleucina-6, FNT-a factor de necrosis tumoral alfa, PCR: proteina C reactiva, GCN: grupo control
negativo cerdos sin fragmento ni biopsia; GCP-1: grupo control positivo-1 cerdos con biopsia sin ifragmento;
GCP-2: grupo control positivo-2 cerdos con fragmento de acero inoxidable y biopsia; GE: grupo experimental
cerdos con ifragmento de aleacién Ti-6Al-4V y biopsia.

a.b.¢c.d| jterales diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro de fila.

Los niveles de IL-6 fueron mas bajos en el GCN (11.03 pg/mL) en
comparacién con los demas grupos (Tabla 3). EI GCP-2 (fragmento de acero
inoxidable) presento los niveles mas altos (57.39 pg/mL), seguido del GE (fragmento
Ti-6Al-4V) con 48.90 pg/mL, lo que sugiere una respuesta proinflamatoria mas
marcada en presencia del acero inoxidable. Respecto al FNT-a, se observé un
patrén similar. EI GCN mostré el valor mas bajo (20.18 pg/mL), mientras que el GCP-
2 alcanzé el nivel mas elevado (49.12 pg/mL). El GE presenté valores intermedios
(40.03 pg/mL), inferiores al GCP-2 pero superiores al GCN y GCP-1 (Tabla 3). En
cuanto a la PCR, los valores mas altos también se registraron en el grupo con
fragmento de acero inoxidable (15.01 ug/mL), seguido del GE (10.17 ug/mL). Ambos
fueron superiores al GCN y al GCP-1 (Tabla 3).
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Para el caso de la interaccion grupo por tiempo (hora), la Figura 6 muestra el
comportamiento de los niveles séricos de IL-6. En el GCN, que no fue sometido ni
a colocacion de fragmento metalico ni a biopsia, los niveles de IL-6 se mantuvieron
estables y bajos a lo largo de todo el periodo (=10-15 pg/mL), sin diferencias a
través del tiempo, lo cual representa el valor basal esperado en ausencia de

estimulos inflamatorios.
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100 -

80

IL-6, pg/mL

0 4 8 12 24(1) 72(3) 168(7)
Tiemp, h (dia)

—4&— GCN (sin aleacion / sin biopsia) ——#— GCP (sin aleacion / con biopsia)

—&— GCP (acero inoxidable) GE (aleacion Ti-6Al-4V)

Figura 6. Evolucién temporal de los niveles séricos de interleucina-6 (IL-6) en
cerdos expuestos a fragmentos metélicos orales y sometidos a procedimientos
quirurgicos bucales.

Los grupos que fueron sometidos a procedimientos quirurgicos (GCP, GCP-
2y GE) mostraron un ascenso significativo y sostenido de IL-6 en las primeras horas
postintervencion (Figura 6). El pico maximo de concentracion se alcanzé a las 12
horas, siendo mas alto en el grupo con fragmento de acero inoxidable (GCP-2)
(=110 pg/mL), seguido del grupo con aleacion Ti-6Al-4V (GE; =95 pg/mL), y luego
del grupo con solo biopsia (GCP; =85 pg/mL). A partir de las 24 h, los niveles
comenzardn a descender progresivamente, aunque en los grupos con fragmentos
aun se mantuvieron elevados hasta las 72 h (Figura 6). Al final del seguimiento (7
dias), todos los grupos regresaron a valores cercanos a sus respectivos niveles

basales (Figura 6).
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Para el FNT-a de acuerdo con la interaccion grupo por tiempo (hora) se
encontro que el GCN, los niveles de FNT-a se mantuvieron estables y bajos (~20—
30 pg/mL) durante todo el periodo, sin diferencias significativas entre tiempos ni en

comparacién con el valor basal (Figura 7).
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—&— GCN (sin aleacion / sin biopsia) ——#— GCP (sin aleacién / con biopsia)
—a— GCP (acero inoxidable) GE (aleacion Ti-6Al-4V)

Figura 7. Evolucién temporal de los niveles séricos de FNT-a en cerdos expuestos
a fragmentos metalicos orales y sometidos a procedimientos quirurgicos bucales.
En contraste al GCN, todos los grupos expuestos a procedimientos
quirurgicos (GCP-1, GCP-2 y GE) mostraron un incremento de FNT-a a partir de las
4 h, alcanzando un pico maximo a las 12 h, con valores que superaron los 100
pg/mL en el grupo con fragmento de acero inoxidable (GCP-2). El GE (aleacién Ti-
6Al-4V) presentd niveles intermedios (~95 pg/mL), mientras que el GCP (solo
biopsia) mostré el incremento mas moderado (~85 pg/mL). A partir de las 24 h, los
niveles comenzaron a descender gradualmente, aunque se mantuvieron elevados
en los grupos con fragmentos hasta las 72 h. Para el dia 7 (168 h), los valores se
acercaron a los niveles basales, aunque en el grupo GCP-2 continuaban

significativamente mas altos que en GCN (Figura 7).

Para el caso de la PCR la interaccion grupo por tiempo (hora) mostro que el
GCN, presento los valores mas bajos y estables de PCR en todo el periodo (=2-3
pg/mL), sin diferencias (p >0.05) entre tiempos (Figura 8). En contraste, los grupos

sometidos a procedimientos quirargicos (GCP, GCP-2 y GE) presentaréon un
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aumento progresivo de la PCR a partir de las 4 h, alcanzando su punto maximo a
las 12 h postcirugia (Figura 8). El grupo con fragmento de acero inoxidable (GCP-
2) registro los niveles mas elevados (p <0.05; ~22 ug/mL), seguido por el grupo con
aleacion Ti-6Al-4V (GE; ~18 ug/mL) y el grupo con solo biopsia (GCP; ~16 ug/mL).
Posteriormente, se observd un descenso gradual, pero los valores en los grupos
gue tenian las aleaciones se mantuvieron elevados respecto a los controles hasta

las 168 h, especialmente (Figura 8).

PCR, pg/mL
- - ) )
o [6)} o [6)]

(63}
1

o

0 4 8 12 24(1) 72(3) 168(7)
Tiemp, h (dia)

—&— GCN (sin aleacion / sin biopsia) —4— GCP (sin aleacion / con biopsia)
—#— GCP (acero inoxidable) GE (aleacion Ti-6Al-4V)

Figura 8. Evolucién temporal de los niveles séricos de proteina C reactiva (PCR) en
cerdos expuestos a fragmentos metalicos bucales y sometidos a procedimientos
quirurgicos bucales.

9.3. Histopatologia

De acuerdo con el analisis histopatologico, la Figura 9 presenta
microfotografias representativas de cortes histolégicos de mucosa oral tefiidos con
hematoxilina y eosina (H&E), correspondientes a los tres grupos en los cuales se
tomé biopsia (GCP-1, GCP-2 y GE), evaluados al dia 0 (antes del procedimiento) y

al dia 7 (tras la exposicion al fragmento o intervencion quirurgica).
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Dia 0 Dia 7

Figura 9. Cortes histoldgicos (tinciéon con hematoxilina y eosina, H&E) de mucosa
bucal de cerdos a los dias 0 y 7; a-b: grupo control positivo-1 (GCP-1, biopsia sin
fragmento), c-d: grupo control positivo-2 (GCP-2, biopsia e fragmento de acero
inoxidable), e-f: grupo experimental (GE, biopsia e fragmento de aleacion Ti-6Al-
4V).
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En el GCP-1, el dia 0 (Figura 9a), se observd un epitelio escamoso
estratificado bien organizado, con lamina propia sin alteraciones morfoldégicas ni
infiltrado inflamatorio aparente, lo que confirma la integridad de la mucosa en
ausencia de manipulacion. Para el dia 7 (Figura 9b) se evidencié una ligera
irregularidad en el epitelio y presencia de infiltrado inflamatorio mononuclear leve en
la lamina propia, lo cual es compatible con una respuesta tisular moderada a la

lesion quirdrgica.

Para el caso del GCP-2 (acero inoxidable), al dia 0 (Figura 9c) se observé un
epitelio integro y sin signos de inflamacién. Sin embargo, al dia 7 (Figura 9d) se
identificaron alteraciones en la arquitectura epitelial, con elongacion de las papilas,
incremento del grosor epitelial, e infiltracion inflamatoria subepitelial, lo que indica
una respuesta inflamatoria moderada al contacto con el fragmento de acero
inoxidable. Mientras que en el GE (aleacion Ti-6Al-4V), el epitelio del dia 0 (Figura
9e) conservo su estructura normal, mientras que al dia 7 (Figura 9f) se observaron
cambios leves en la lamina propia, con infiltrado inflamatorio mononuclear

moderado y sin alteraciones marcadas en el epitelio.
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10.DISCUSION

La evaluacion integral de la biocompatibilidad e histocompatibilidad de
materiales metalicos representa un aspecto fundamental en el desarrollo de
dispositivos médicos con aplicacion ortoddntica. En el presente estudio se analiz6
el comportamiento fisiolégico, inmunoldgico e histopatolégico de la mucosa oral
porcina en respuesta a la colocaciéon de fragmentos de aleacion Ti-6Al-4V, en
comparacién con acero inoxidable, asi como con grupos control con o sin
procedimiento quirdrgico. Los hallazgos obtenidos permiten establecer una
discusién en torno a la respuesta biolégica generada por los materiales evaluados,
aportando evidencia para el uso clinico de estas aleaciones en condiciones

semejantes a la cavidad oral humana.

Desde una perspectiva hematolégica, se observaron incrementos transitorios
en leucocitos totales, neutrofilos y monocitos en todos los grupos sometidos a
intervencién quirargica, incluyendo GCP-1 (biopsia sin fragmento), lo cual confirma
la activacion del sistema inmune innato como consecuencia del trauma quirurgico.
Sin embargo, la magnitud y duracion de estos cambios fueron menores en el grupo
Ti-6Al-4V, lo que podria interpretarse como un reflejo de menor carga antigénica o
menor activacion tisular secundaria al fragmento (Okazaki and Gotoh, 2013;
Wataha, 2001). Se ha reportado (Marin and Lanzutti, 2024) que aleaciones de titanio
inducen una menor respuesta leucocitaria en comparacidon con aleaciones
ferromagnéticas o con mayor contenido de cromo y niquel. Ademas, estudios
realizados por Hallab et al. (2001) y Liu et al. (2019) refieren que la reduccion en la
respuesta inflamatoria sistémica se correlaciona con menores tasas de liberaciéon
de iones metalicos en el entorno tisular. El comportamiento de los linfocitos mostré
una tendencia al descenso en las primeras 12—24 horas en todos los grupos con
manipulacion quirdargica, fenomeno asociado con redistribucion tisular y activacion
del sistema inmune adaptativo (Chaturvedi, 2013). Sin embargo, este descenso fue
menos acentuado y con una recuperacion mas rapida en el GE, lo cual indica un
menor grado de disrupcidn inmunoldgica sostenida. Asi mismo, la proporcion

relativa de monocitos y neutrofilos al inicio del proceso inflamatorio fue mayor en los

C.D. Stephanie Analy Jasso Flores Pdgina 53



grupos GCP-2 y GCP-1, en comparacion con GE, donde la respuesta monocitica

mostrd una resolucion mas temprana.

Respecto al hematocrito y hemoglobina, no se observaron cambios
clinicamente significativos entre los grupos, aunque se observdé una leve
disminucion a las 12-24 h post procedimiento en los grupos manipulados
quirargicamente, atribuible a hemodilucién y respuesta inflamatoria sistémica inicial
(Ryan et al., 2012). Estos valores retornaron a niveles basales en el grupo Ti-6Al-
4V al dia 7, mientras que en el grupo GCP-2 la recuperacion fue mas lenta, lo cual
indica una mayor alteracion hemodinamica. Esta estabilidad relativa de los
parametros hematolégicos en el grupo GE puede interpretarse como indicativa de

una mejor tolerancia sistémica al biomaterial cementado.

La evolucion de la proteina C reactiva (PCR) a lo largo del tiempo mostro un
patrén diferencial entre los grupos experimentales. En los animales expuestos a la
aleacion Ti-6Al-4V, se observo un aumento moderado de PCR en las primeras 24
horas, seguido por una disminucion progresiva, lo cual indica un proceso
inflamatorio agudo autolimitado. En contraste, el grupo expuesto al acero inoxidable
presenté un incremento mas sostenido y de mayor magnitud en los niveles de PCR,
lo cual indica una respuesta inflamatoria mas prolongada. La PCR es un
biomarcador de fase aguda que responde a la estimulacion por citocinas
proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, y ha sido utilizada ampliamente para evaluar la
biocompatibilidad de biomateriales (Schmalz and Galler, 2017). Resultados
similares fueron reportados por Gritsch et al. (2013) y Salahshoor et al. (2022),
quienes evidenciaron una menor respuesta sistémica a la colocacion de Ti-6Al-4V
en comparacién con aceros quirurgicos en modelos maxilofaciales, lo cual se
atribuye a la estabilidad quimica y la pasivacion superficial del titanio, que limita la
liberacion idnica y la activacion inmune (Geetha et al., 2009; Hanawa, 2002; Moon
et al., 2012)

El comportamiento de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a reforzé esta
tendencia. En el grupo Ti-6Al-4V, se identifico una elevacion temprana de estas

moléculas con un retorno paulatino a los niveles basales en un plazo de 72 a 168
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horas. Por el contrario, los cerdos del grupo con fragmento de acero inoxidable
mantuvieron concentraciones elevadas durante todo el periodo de evaluacion, lo
que evidencia una mayor activacidon inmune y posiblemente una sefalizacion
continua derivada del contacto con el material. Se ha reportado que la persistencia
de citocinas inflamatorias en el sitio de contacto puede estar asociada con la
generacion de especies reactivas de oxigeno y procesos de estrés oxidativo,
particularmente cuando el material induce microabrasion o corrosion localizada
(Hernandez-Rios et al., 2017; Liu et al., 2023; Yang et al., 2007).

El analisis histopatolégico proporciono informacion clave para validar los
resultados anteriores. En el GCN, la mucosa bucal mostré arquitectura epitelial
integra, sin infiltrado inflamatorio ni edema. En el GCP-1, se observo un epitelio en
proceso de regeneracion y un infiltrado mononuclear leve, correspondiente a la fase
de reparacion postquirurgica. En contraste, el GCP-2 presentd signos evidentes de
inflamacion croénica, incluyendo hiperplasia epitelial, infiltrado inflamatorio intenso
con predominio de linfocitos y macrofagos, y areas con edema y congestion
vascular. Dichos hallazgos indican una interaccidén tisular no completamente
tolerada, posiblemente mediada por la liberacion de iones metalicos como Ni2+,
Cr3+ y Fe2+, los cuales se han asociado a citotoxicidad y disrupcién epitelial en
diversos modelos animales (Hanawa, 2002; Saini, 2015; Shahi et al., 2019;
Thrivikraman et al., 2014)

Respecto al grupo expuesto a la aleacion Ti-6Al-4V (GE) mostré una
respuesta inflamatoria leve a moderada, con una arquitectura epitelial mayormente
conservada, infiltrado inflamatorio discreto y escasos signos de dafo tisular. No se
observaron signos de necrosis ni fibrosis marcada. Este resultado es consistente
con multiples estudios en humanos y animales que reconocen al titanio y sus
aleaciones como materiales con alta inercia biolégica, baja citotoxicidad y minima
reactividad inmunoldgica, caracteristicas esenciales para aplicaciones ortodénticas
en contacto con tejidos blandos (Cordeiro et al., 2017; Delgado-Ruiz and Romanos,
2018; Dias et al., 2021; Elias et al., 2008; Kayser et al., 2002; Liu et al., 2019; Marin
and Lanzutti, 2024).
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11. CONCLUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que la aleacion Ti-6Al-4V
presenta una alta biocompatibilidad e histocompatibilidad cuando se implanta en la
mucosa bucal de un modelo porcino. Esta aleacién gener6 una respuesta
inflamatoria sistémica y local mas moderada en comparacién con el acero
inoxidable, ello se vio reflejado en los niveles de biomarcadores inflamatorios (IL-6,
TNF-a y PCR), parametros hematolégicos (leucocitos, neutréfilos, monocitos,

linfocitos, hematocrito y hemoglobina), asi como por los hallazgos histopatoldgicos.

La integridad del epitelio, la escasa infiltracion inflamatoria y la ausencia de
necrosis o fibrosis significativa en los tejidos en contacto con Ti-6Al-4V es indicativo
de tolerancia tisular adecuada, lo cual es esencial para su uso en dispositivos
ortodonticos temporales o de mediano plazo en contacto con tejidos blandos.
Asimismo, el modelo porcino utilizado demostré ser adecuado para estudios

preclinicos debido a su similitud con la anatomia y fisiologia humana.
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11.1. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO Y
RECOMENDACIONES PARA FUTUROS TRABAJOS

El presente estudio representa una contribucion relevante a la evaluacion
preclinica de materiales biomédicos con potencial uso ortodéntico, al combinar un
enfoque integral que incluye parametros hematolégicos, inmunologicos e
histopatolégicos, en un modelo animal con alta similitud a la cavidad bucal humana.
La eleccidon del cerdo como especie experimental permitié reproducir condiciones
clinicas realistas y evaluar la respuesta tisular de forma controlada, bajo protocolos
estandarizados y con tiempos de seguimiento adecuados para detectar respuestas

agudas.

Entre las principales fortalezas del estudio se destacan:
e« La inclusion de multiples biomarcadores para evaluar la inflamacion
sistémica (IL-6, TNF-a, PCR).
« El analisis histologico de los tejidos en contacto directo con la aleacion.
o El disefio experimental que contempl6 grupos control negativos y positivos,
permitiendo discriminar los efectos propios del material frente a los efectos

del procedimiento quirurgico.

No obstante, también se identifican algunas limitaciones que deben ser
consideradas para futuros trabajos. En primer lugar, la evaluacion se centro en la
fase aguda de la respuesta bioldgica (hasta 7 dias postcolocacién), por lo que seria
recomendable extender el seguimiento a periodos mas largos para valorar posibles
reacciones cronicas, formacion de capsulas fibrosas, o fendmenos de
biodegradacion. Asimismo, el uso de un solo tipo de aleacion Ti-6Al-4V limita la
extrapolacion a otras formulaciones o tratamientos superficiales que podrian
modular la respuesta tisular.

Finalmente, seria pertinente incorporar en estudios posteriores técnicas
complementarias como inmunohistoquimica, analisis transcriptdmico local, y
evaluacion de liberacion idénica en saliva o plasma, lo cual permitiria un
entendimiento mas profundo de los mecanismos moleculares asociados a la

interaccion entre el biomaterial y los tejidos orales.
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